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Rol ecosistémico de Malacobelemnon daytoni (Octocorallia, Pennatulacea, Kophobelemnidae) en
comunidades bentdnicas de Caleta Potter, Isla 25 de Mayo Antartida

Resumen

El ecosistema bentdnico de Caleta Potter (Isla 25 de Mayo, Antartida) mostrd en los ultimos afios
un aumento llamativo en la abundancia y rango de distribucion del cnidario Malacobelemnon
daytoni (Octocorallia, Pennatulacea, Kophobelemnidae) junto con la retraccion de especies de
ascidias. En paralelo a estos cambios en las comunidades bentdnicas, se registré un incremento
de sedimento en la columna de agua como consecuencia del retroceso del Glaciar Fourcade
debido al aumento de las temperaturas atmosféricas en la regidn. Este es el primer caso
registrado donde pennatulaceos son dominantes, mds aln, esta especie no ha sido reportada en
ningun otro ecosistema antartico. El presente trabajo tiene como objetivo analizar la biologia del
cnidario mediante los estudios de reproduccidn, alimentacién y tolerancia al sedimento, para
inferir acerca del potencial de supervivencia de esta especie frente al cambio ambiental que se
viene registrando en este ecosistema. Se realizaron experimentos de tolerancia al sedimento en la
base Argentina Carlini, donde ademas se tomaron muestras durante dos afios consecutivos (2009-
2010) para los estudios de reproduccion y alimentacion.

Se observé que Malacobelemnon daytoni es una especie gonocodrica, de fecundacién externa y
larvas lecitotrdficas. La madurez reproductiva en esta especie se alcanza rapidamente (1, 5 cm de
longitud) y la oogénesis se caracteriza por el mantenimiento de oocitos en diferentes estadios
durante todo el afio, de los cuales una pequefia proporcion finaliza la maduraciéon y son liberados
de manera sincronizada a través de los autozoides. Se sugiere que la reproduccién es estacional
con mas de un desove al afio, asociados a los pulsos de energia generados a partir de los detritos
puestos a disposicion en los eventos de resuspensién. Con respecto a la estrategia alimentaria se
observé coincidencia entre los dos marcadores tréficos utilizados (Acidos Grasos e isétopos
estables de C y N) sefialando a esta especie como omnivora/oportunista. Estos resultados, junto
con los andlisis de hidratos de carbono, proteinas y lipidos refuerzan la hipdtesis de que los
eventos de resuspensidn son una fuente importante de energia que hacen que la estacionalidad,
en cuanto a los periodos de agotamiento de alimento en otofio e invierno, no sea tan marcada.
Por ultimo, se observd que la especie no se ve afectada frente a concentraciones de sedimento,
alun muy por encima de las registradas actualmente en la caleta. Estos resultados en comparacion
con los realizados en otras especies de Caleta Potter (ascidias y el bivalvo Laternula elliptica)
sugieren que la sedimentacion puede estar jugando un papel importante en los cambios
observados en las comunidades bentdnicas, favoreciendo a Malacobelemnon daytoni de manera
indirecta al actuar fuertemente sobre otras especies, principalmente en ascidias. Esto
conjuntamente con el éxito reproductivo (madurez temprana y mas de un desove anual), y la
amplia variedad de fuentes de alimento en su dieta, dan los primeros resultados que ayudan a
comprender el llamativo éxito ecoldgico de esta especie en Caleta Potter.




Ecosystem role ofMalacobelemnondaytoni (Octocorallia, Pennatulacea, Kophobelemnidae) in
benthic communities at Potter Cove, Isla 25 de Mayo, Antarctica

Summary

In recent years, the benthic ecosystem of Potter Cove (Isla 25 de Mayo, Antarctica) showed a
striking increase in the abundance and distribution range of the cnidarian Malacobelemnon
daytoni (Octocorallia, Pennatulacea, Kophobelemnidae), concomitant with the retraction of some
ascidians. At the same time, anaugmented input of sediment load was recorded in the water
column as a result of the retreat of Fourcade glacier due to increased atmospheric temperatures
in the region. This is the first recorded case where pennatulids are dominant in an Antarctic
community and the first report of the species in Antarctic waters. This work aims to analyze the
biology of M. daytoni with emphasis in reproduction and feeding strategies together with
physiological tolerance to sediments, thus to infer the potential advantages of the species under
the environmental change that has been recorded in this ecosystem. Sediment tolerance
experiments were performed on the Carlini Station, Argentina, where further samples were taken
for two consecutive years (2009-2010) for reproduction and feeding studies.

M. daytoni has lecithotrophic larvae and experience external fertilization. Mature oocytes were
observed from colonies 15 mm in length, suggesting that sexual maturity could be reached
rapidly.Oogenesis was characterized by the maintenance of oocytes at different stages
throughout the year, a small proportion of which matured and was released synchronously
through autozooids. This species exhibited a seasonal pattern with two spawning events per year,
probably associated with resuspension events and other energy sources than those provided by
local pelagic primary production. Regarding the food strategy, similar results were observed
between the two trophic markers used (Fatty Acids and stable isotopes of C and N) indicating that
this species could be omnivorous / opportunistic.These results, together with the analysis of
carbohydrates, proteins and lipids support the hypothesis that resuspension events are an
important source of energy, reducing the seasonality of food depletion periods in autumn and
winter. Finally, it was observed that this species was not affected by different sediment
concentrations, still well above the currently registered in the creek. Comparing these results with
those obtained with other species of Potter Cove (ascidians and the bivalve Laternula elliptica) |
suggest that sedimentation may be playing a role in the observed changes in benthic
communities, favoring M. daytoni indirectly by acting strongly on other species, primarily in
ascidians. This along with reproductive strategy (early maturation and more than one spawning
per year) and the wide variety of food sources in their diet, provide the first approach that helps
to understand the striking success of this species in Potter Cove.




CAPITULO 1

INTRODUCCION GENERAL




Antartida S

El continente austral aparece bajo una nueva forma en un mapa del mundo trazado en 1531y
reproducido nuevamente siete afios después. Si bien estos mapas fueron basados en conjeturas,
estas representaciones fueron de gran ayuda a la ciencia, ya que pensando en ellos muchos
exploradores partieron a los mares del sur (Mastro 2002).

Durante el Siglo XIX, una buena parte de las exploraciones de los parajes de la Antartida fue
obra de balleneros y cazadores de focas, estos hombres fueron los primeros en pisar continente
Antartico, atraidos por los inmensos pinnipedos y ceticeos. Otras expediciones tuvieron una
finalidad esencialmente cientifica, como la del capitdan americano Wilkes (1838-1842), el francés
Jules Dumont d’Urville (1840) y el inglés James Ross quien le dio nombre a las islas Cerro Nevado
y Seymour (en ésta uUltima es donde se encuentra actualmente la base Argentina Marambio) en
1842, entre otros.

Fue recién a comienzos del Siglo XX cuando se lanzaron los exploradores a la conquista del
polo sur. El primero que estuvo cerca de conquistarlo fue el inglés Ernest Shakleton en 1908-1909,
pero quien logro el objetivo fue el noruego Roald Amundsen en 1911, seguido meses después por
el britanico Robert Scott, cuyo final fue tragico a pocos kildmetros del depédsito de viveres. Si bien
Shakleton estuvo a escasos 190 km del polo sur, su nombre es recordado por una de las mas
fascinantes historias Antarticas, habiendo quedado atrapado en las gélidas aguas durante dos
anos a bordo del Endurance, logrando salvar a su tripulacién pero no asi su barco. Finalmente
muere afios mas tardes en una nueva expedicidn cuando intentaba circunnavegar la Antartida.

Como consecuencia de estas expediciones al continente antartico sobrevino una época de
expediciones cientificas sistematicas, una de las mas importantes fue la del USS Discovery (1925-
1937) con importantes aportes al conocimiento de los mares australes. Sin embargo, recién los
trabajos del afio Geofisico Internacional (1957) supusieron un aporte sustancial al trabajo
cientifico sistematizado, con el advenimiento de proyectos destinados Unicamente a la ciencia. En
1952 se firma el Tratado Antartico, el cual entra en vigencia en 1961, suspendiendo todas las
reivindicaciones territoriales sobre el continente y destinandolo Unicamente a la investigacién

cientifica.

Actualmente, la Peninsula Antdrtica, con una tasa de calentamiento superficial del aire de 3, 7
+ 1, 6°C por siglo, pertenece a las regiones de mas rapido calentamiento de la Tierra, siendo de 2,
5 oC desde 1950 (Cook et al. 2005; Turner et al. 2005; 2007). Si bien hasta el momento la

temperatura del agua no sufrid incremento significativo (Schloss et al. 2012), este calentamiento




ha tenido profundas consecuencias para la capa de hielo de la Peninsula Antdrtica ya que la
mayoria de los glaciares han retrocedido durante los ultimos 50 afios, cuyo retroceso se
encuentra en aumento (Dierssen et al. 2002; Cook et al. 2005; Rickamp et al. 2011). Por otro
lado, se observa ademas una disminucién en la formacion de hielo marino en el invierno (Barnes y
Souster 2011; Stammerjohn et al. 2012), la cual se encuentra asociada, segun dichos autores, de
manera directa con una marcada mortandad en el bentos Antdrtico, ya que la duracion de estos
hielos esta inversamente correlacionada con el incremento en el impacto de los hielos (iceberg)
(Barnes y Souster 2011).

En la ultima década numerosos autores sefialan el incremento en la frecuencia del impacto de
hielo y a la disminucidn en la formaciéon de hielo invernal como los efectos mas importantes para
el bentos somero (Gutt 2001; Gutt y Starmans 2001; Smale et al. 2008a; 2008b; 2008c; Barnes y
Souster 2011; Gutt et al. 2013), sin embargo, otro de los factores asociados con el retroceso de los
glaciares que afecta al bentos somero y del que pocos estudios se han realizado, es el aumento en
la carga de sedimentos (material particulado inorganico) en la columna de agua (Torre et al.

2012).

Bentos Antdrtico

Los ecosistemas bentdnicos someros en Antartida se caracterizan por poseer una alta riqueza
y diversidad de especies, mas de 4100 especies bentdnicas se han registrado en el Océano
Austral, entre las que dominan principalmente poliquetos, gasterépodos y anfipodos. La
comparacién con las regiones tropicales y templadas sugieren que decdpodos, bivalvos y peces
teledsteos estdn escasamente representados en la fauna marina bentdnica en Antartida, mientras
que picnogdnidos, equinodermos y muchos grupos de suspensivoros son ricos y diversos. Las
preguntas evolutivas sobre el origen, la diversificacién o la extincién de la fauna marina del
Océano Austral no tienen una Unica respuesta, la historia evolutiva de cada grupo parece reflejar
una respuesta diferente a los cambios tectdnicos, climdticos y oceanograficos a los que han sido
objeto a través de la historia (Clarke y Johnston 2003).

En los sistemas someros, las comunidades se encuentran modeladas principalmente por
disturbios fisicos, si bien, como ya se menciond, uno de los mas relevantes es el impacto del hielo,
se encuentra ademas la accion de las olas, mareas, vientos, etc. Mientras que a mayores
profundidades adquieren mayor relevancia factores estructurantes como la competencia y la

predacion (Dayton et al. 1974; Sahade et al. 1998; Nonato et al. 2000; Gutt y Piepenburg 2003).




A su vez, otro de los factores que influencian el bentos somero es la produccion de materia
organica en el océano Austral, la cual no solo esta confinada a los primeros metros en los que la
luz llega, sino ademas a los meses de primavera y verano que es cuando se producen los
principales picos de produccidon primaria como consecuencia del incremento de la intensidad
luminosa, que pasa de durar casi 24 horas en primavera a ser practicamente nula durante el
invierno (Gili et al. 2006). Estos picos de produccion primaria (‘bloom’) que se ven interrumpidos
cuando disminuye el ingreso de energia luminica (Arrigo et al. 2002; Arrigo y van Dijken 2003),
limitando de esta manera el flujo vertical de materia organica hacia el bentos, plantean el
interrogante de cémo los suspensivoros bentdnicos hacen frente a este flujo estacional en el
invierno Austral. Algunos autores plantean que sélo es compatible con una reduccion de la
actividad de los organismos bentdnicos durante el invierno austral, ciclos reproductivos bianuales,
lentas tasas de crecimiento etc., aunque trabajos mas recientes consideran posibles fuentes
alternativas de alimento no tan estacionales, como podrian ser los detritos (Isla et al. 2006; 2011;

Norkko et al. 2007; Mincks et al. 2008).

Area de estudio

Caleta Potter (62° 14’ S, 58° 38" 0), es un pequefo fiordo tributario del sistema de Bahia
Guardia Nacional (Bahia Maxwell), ubicado en el extremo suroeste de la isla 25 de Mayo (King
George), archipiélago de las Shetland del Sur; al noroeste de la peninsula antartica (Fig. | 1).

Dicha Caleta tiene una extensién total de 6, 5 km?* dividido en una zona externa (3, 5 km?) y
una interna (3 km?), las cuales se encuentran separadas por una elevacion transversal del fondo,
aproximadamente a 30 m de profundidad (Fig. | 1). La zona interna alcanza hasta 50 m con
sustrato fangoso/arenoso sobre la costa sur en donde se encuentra la estacion Argentina Carlini
(ex Jubany) y el laboratorio Argentino-Aleman Dallmann que posee la infraestructura necesaria
para llevar adelante los trabajos propuestos mientras que las costa este y norte se encuentra
rodeada por el glaciar Fourcade y sus pendientes son mas pronunciadas que en la costa sur.

Dicho glaciar se ha retraido significativamente en los uUltimos afios, siendo el volumen perdido
desde el afio 2000 al 2008 de aproximadamente 0, 615 Km? (Braun y Gossmann 2002; Riickamp et
al. 2011). Esto conlleva a un incremento en el aporte de agua dulce con una elevada cantidad de
sedimentos (material particulado en suspension, MPS), lo que genera una capa superficial mas
oscura en los primeros 5 m de la columna de agua, principalmente en épocas estivales (Schloss et

al. 2012).




Peninsula Antartica

Isla 25 de Mayo

Nelso@ ? ‘

Caleta Potter

Is!
Livingstone

Glaciar Fourcade
Caleta Potter /

Figura | 1: Mapa del area de estudio. A Localizacion de las Islas Shetland del Sur en Peninsula Antartica. B
Localizacion de Caleta Potter. C Detalle de B, donde se observa Caleta Potter sefializando Base Carlini y con
linea de puntos el limite entre el sector interno y externo. Con flechas se seifala el sentido de circulacién

interna.

Variables ambientales de Caleta Potter

En Caleta Potter los valores del material particulado en suspension (MPS) han aumentado
de manera significativa en la zona interna en las Ultimas décadas, evidenciados principalmente en
los meses de verano y en menor medida en invierno (Schloss et al. 2012) debido al retroceso del
glaciar Fourcade. Sumado a este incremento de sedimento en la columna de agua, se ha
registrado una ligera disminucién en la salinidad, si bien esta no es significativa a lo largo del
tiempo (desde 1991 al 2009), si lo fue entre las capas superficiales y las mds profundas de la
columna de agua (33, 74% en superficie y 34, 04% a mayor profundidad). Por otro lado la
temperatura del agua no incremento de manera significativa en las uUltimas décadas, con solo
leves oscilaciones similares tanto en el sector interno como externo de la caleta (Schloss et al.

2012).

10 |



La concentracién de clorofila-a (mg.m™), a lo largo del mismo periodo de estudio, mostré una
marcada estacionalidad, los valores mas altos se observaron en el mes de febrero, aunque es
importante remarcar que los picos de produccién primaria duran de pocos dias a como maximo

una semana (Schloss et al. 2012).

A pesar de que en Caleta Potter el promedio de dias por afo en los que se observé hielo
marino es relativamente constante afio a afio (233 + 38), un registro fotografico reciente
documentd el invierno austral en Caleta Potter de 2010, libre de hielo (conjunto de datos
PANGAEA; http://doi.pangaea.de/10.1594/PANGAEA.730506) (Schloss et al. 2012). Esto tendria
efectos concomitantes en la dindmica del ecosistema peldgico en especial los ciclos de
dominancia entre krill y salpas cuyos potenciales efectos a mayores niveles tréficos aun se

desconocen (Atkinson et al. 2004; Smetacek y Nicol 2005).

En los afios de interés de la presente tesis (2009 y 2010") si bien los valores de material
particulado en suspensiéon aumentaron en verano, se observaron ademas, otros picos a lo largo
de ambos afios, tanto en superficie como a mayor profundidad?.

Con respecto a los porcentajes de materia organica en suspension (%Mo), si bien solo se
cuenta con los datos del 2009, los valores fueron variados a lo largo de ese afio, los picos maximos
se observaron en mayo, agosto y octubre dependiendo de la profundidad y los valores minimos se
registraron en enero y julio (Fig. | 2).

La concentracién de clorofila-a en el afilo 2009 tuvo un pico entre los meses de febrero-marzo
aunque este no fue significativo, en contraposicion con lo que se observé en el 2010, con dos
picos, el primero significativo en enero-febrero y el segundo menos nororio en invierno de 2010

(agosto) (ANOVA; F=5, 84; p <0, 001) (Fig. 12).

! Los datos de 2009 y 2010 de MPS, Clorofila-a y % Mo fueron tomados de Schloss et at. 2012.
2 Se considera en “superficie” al promedio de los valores de 0, 5y 10 m, y “profundidad” los valores de 20 y
30 m.
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Figura | 2: Medidas mensuales tanto de superficie (0, 5y 10 m) como de profundidad (20 y 30 m) desde
enero 2009 hasta diciembre 2010. A % Mo B MPS C Clorofila-a. Las barras verticales indican error estandar.
Datos tomados de Schloss et al. (2012).
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Malacobelemnon daytoni

Los pennatulaceos (‘plumas de mar’) son antozoos (octocorales) coloniales completamente
adaptados a suelos blandos, morfoldgicamente diversos, con una distribucion geografica en los
mares de todo el mundo, desde los polos hasta los trépicos y aguas ecuatoriales, ademds habitan
desde zonas someras hasta grandes profundidades (a mas de 6100 m de profundidad) (Williams
2011). Una de las especies mds antiguas descriptas pertenece al genero Virgularia
aproximadamente en 1766, mientras que, actualmente ya se han descripto para el orden
aproximadamente 200 especies.

Las plumas de mar se caracterizan por poseer un polipo simple axial (oozoide) del que parten
los autozoides hacia el dpice, encargados principalmente de la alimentacidn y la reproduccion,
mientras que en la base del pdlipo primordial se encuentran los sifonozoides los cuales
introducen agua en la cavidad gastrovascular que ayuda a mantener la orientacion vertical de la
colonia junto con la varilla axial de carbonato de calcio (Edwards y Moore 2008; Gonzalez et al.

2009) (Fig. I 3).

A pesar de ser los pennatulaceos muy abundantes en los mares de todo el mundo, poco es lo
que se conoce a cerca de su biologia y aun menos en Malacobelemnon daytoni. El primer registro
en esta especie fue realizado en 1998 por Sahade et al. (1998) y su clasificacion morfoldgica fue
realizada afios después por Lépez Gonzalez et al. (2009).

En paralelo a los cambios mencionados anteriormente observados en Caleta Potter con
respecto al incremento del MPS en la columna de agua, se registré6 un marcado cambio en la
estructura de las comunidades bentdnicas que se produjo en un corto periodo de tiempo. Dicho
cambio se caracteriza por la extensién en la distribucién y el incremento poblacional del
pennatulaceo Malacobelemnon daytoni y en menor medida del bivalvo Laternula elliptica (Sahade

et al. en preparacion).

El marcado incremento de este pennatulaceo, tanto en abundancia como en sus rangos de
distribucidn, resultan sorprendentes ya que, a pesar de ser los octocorales un grupo importante
en las comunidades antarticas, este es el primer caso registrado donde los pennatulaceos son
dominantes, mas aun, esta especie no ha sido reportada en ningun otro ecosistema antartico y el
género ha sido reportado sélo en la plataforma de Australia (Lopez Gonzdlez com. pers.).
Asimismo es sorprendente su dominancia en ese rango de profundidades (hasta 30 m) ya que es

una zona fuertemente afectada por el impacto del hielo. En algunos casos se explica debido a la
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Figura | 3: A Morfologia externa de Malacobelemnon daytoni enterrada en el sedimento en Caleta Potter. B

Apice de la colonia. C Detalle del dpice mostrando los autozoides (flecha). D Pedunculo y zona media
mostrando los primeros autozoides (flecha). E Detalle de la zona media detallando los sifonozoides (flecha).
Fotos: Marcelo Mammana (A); Eduardo Obis (B, C, Dy E).
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capacidad de algunos organismos de enterrarse en el sedimento, como el caso del bivalvo
Laternula elliptica, pero esto resulta actualmente muy discutido, por lo que Malacobelemnon
daytoni deberia contar con una estrategia diferente como puede ser, una alta tasa de renovacién
de la poblacidn y una alta tasa de crecimiento. Estas estrategias si bien les permitirian colonizar
exitosamente estas areas de alto disturbio son llamativas, ya que, en general los organismos
antdrticos se caracterizan por lo contrario, bajas tasas de crecimiento y renovacién poblacional
(Clarke 1996; Portner 2002).

Este incremento se observo principalmente a 20 y 25 m de profundidad, en donde la especie
estaba casi ausente en 1994 (Fig. | 4A). Conjuntamente con estos cambios se observod la retraccion
en la distribucion de otras especies de ascidias, principalmente Molgula pedunculata, la cual, si
bien fue una de las mas abundantes en 1994 (a partir de los 20 m) su % de cobertura fue muy
escaso en dicho rango de profundidad en 2009 (Sahade et al. 1998; Zamboni 2010; Sahade et al.
en preparacion).

Estos cambios fueron ademas sorprendentes por la velocidad y magnitud, los cuales, como ya
se menciond, podrian estar ligados al cambio climatico experimentado en Caleta Potter,
principalmente con los aumentos significativos de material particulado en suspension registrados
en los ultimos afios.

En este contexto resulta sumamente interesante abordar el estudio de Malacobelemnon
daytoni desde diferentes perspectivas con el fin de incrementar el conocimiento basico de la
especie y analizarla en el contexto del ecosistema de Caleta Potter en donde desde hace ya varios
anos se esta trabajando con la estructura y dinamica de sus comunidades bentdnicas y con la

ecologia de las especies dominantes como ascidias, bivalvos y lapas.
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Figura | 4: A Diagrama del incremento en el % de cobertura de Malacobelemnon daytoni de 1994 a 2009 a

15, 20, 25 y 30 m de profundidad. Datos Sahade et al. en preparacion. B y C Fotografia de la misma area de
estudio. 1994 (B) y 2009 (C). Foto: Ricardo Sahade (B); Guillermo Mercuri (C).
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Objetivo General

Analizar la biologia del cnidario Malacobelemnon daytoni (Octocorallia, Pennatulacea,

Kophobelemnidae) en la comunidad benténica de Caleta Potter, Isla 25 de Mayo, Antartida, e

inferir acerca del potencial de supervivencia de esta especie ante el cambio ambiental que se

registra en este ecosistema.

Objetivos Especificos

Estudiar la biologia reproductiva de Malacobelemnon daytoni analizando Ia

estacionalidad, la energética y la estrategia exhibida por la especie.

Analizar la posicion tréfica de Malacobelemnon daytoni en el ecosistema y su estrategia

alimentaria.

Analizar la sensibilidad de la especie a la carga de sedimentos (material inorganico

particulado) en la columna de agua.

Hipotesis

El aumento de abundancia y distribucion de la especie Malacobelemnon daytoni se encuentra

favorecido por los cambios ambientales y estructurales que se observan en Caleta Potter.
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Estructura de la tesis

Cada capitulo presenta una introduccidn al tema, los objetivos particulares de cada capitulo y
metodologia empleada. Cada uno de ellos contiene ademas los resultados mas relevantes y una

discusidn especifica.

Se comienza con la ecologia reproductiva de Malacobelemnon daytoni (Capitulo Il). Este
capitulo se divide en dos secciones. Seccion A centrado en aspectos bdsicos de la biologia
reproductiva de la especie y la Seccion B en la estacionalidad a lo largo de dos afios de muestreo y
la relacién de esta con patrones ambientales.

En el capitulo Il se estudia la posicidn tréfica de la especie. Se analiza el contenido bioquimico
(lipidos-proteinas y carbohidratos) de manera mensual durante un afio. Ademds se realizan
estudios de biomarcadores como estudios de Acidos Grasos e Isétopos estables de manera
estacional.

En el Capitulo IV se estudia la sensibilidad de la especie a la carga de sedimentos en la
columna de agua en comparacién con las especies mas relevantes de Caleta Potter como ascidias
y bivalvos.

Finalmente las conclusiones mds relevantes, integrando los resultados de los capitulos

anteriores, se encuentran en el capitulo V.

La obtencién de estos resultados desde diferentes perspectivas permitird aumentar el
conocimiento de esta especie, muy importante en el ecosistema en estudio, pero de la que muy
poco se sabe hasta el momento. Asimismo el programa cientifico en el que se inserta la presente
tesis busca aportar a la comprensidn acerca de la capacidad de respuesta de ecosistemas costeros
antdrticos ante los cambios que se vienen registrando, en este sentido el conocimiento de la

ecologia de las especies mas importantes resulta de suma necesidad.

Esta tesis fue financiada mediante una Beca Doctoral del CONICET, por aportes del Instituto
Antartico Argentino (IAA) y con una beca de la Fundacidn Carolina la cual permitié completar los

analisis en el Instituto de Ciencias de Mar (Barcelona-Espafia).

18 |



CAPITULO |

ECOLOGIA REPRODUCTIVA




Seccion A S

Introduccion

La informacion sobre la biologia reproductiva de las especies es esencial para comprender la
dinamica de la poblacién y las posibles respuestas a perturbaciones. Por ejemplo, Baillon et al.
(2013) destacan en su reciente trabajo la importancia de ganar conocimiento sobre la biologia
reproductiva del pennatulaceo Anthoptilum grandiflorum con el fin de desarrollar gestién de
habitats adecuados y planes de conservacidon de esta especie, ya que esta sirve de habitat de

crianza del pez gallineta, muy utilizado de manera comercial (Sebastes spp.)

En los invertebrados marinos, la posible existencia de un patrdn latitudinal, que iria de una
fecundacién externa y larvas planctotréficas a una fecundaciéon interna, larvas lecitotréficas e
incubacién con el aumento de la latitud, es un aspecto conocido como ‘Regla de Thorson’
(Mileikovsky 1971). Si bien dicha ‘regla” fue revisada varias veces encontrandose numerosas
excepciones (Pearse et al. 1991; Arntz y Gili 2001) esta se ve reflejada en algunas especies de
escleractinios y octocorales (Coma et al. 1995; Waller et al. 2008). Ademas de eso, en octocorales
colonias de gran tamanfo estdn relacionadas con la liberacion de gametos y colonias de pequefio
tamafio con la incubacidn. Esta relacién puede ser directa o indirecta, como respuesta a factores
fisicos ambientales. Ademas, la incubacion podria facilitar el hermafroditismo como se ha
observado en varias especies incluyendo octocorales (Strathmann et al. 1984; McFadden et al.
2001).

A pesar de que existe cierta informacidon sobre las caracteristicas reproductivas de
suspensivoros antarticos como equinodermos, braquidpodos, briozoos, ascidias y bivalvos entre
otros (Pearse et al. 1991; Gutt et al. 1992; Poulin y Féral 1996; Barnes y Clarke 1998; Meidlinger et
al. 1998, Sahade et al. 2004; Strathmann et al. 2006; Kang et al. 2009; Rodriguez et al. 2013) pocos
trabajos se realizaron en escleractinios (Waller et al. 2008) y octocorales (Brito et al. 1997; Orejas
et al. 2002; 2007), los cuales son miembros importantes de los ecosistemas bentdnicos en todo el
mundo.

En el orden Pennatulacea, algunas caracteristicas como la gametogénesis, patrones
temporales y sincronizacion han sido estudiados a lo largo de todo el mundo (Chia y Crawford
1973; Rice et al. 1992; Eckelbarger et al. 1998; Soong 2005; Edwards y Moore 2008; 2009; Pires et
al. 2009; Baillon et al. 2013). En todos ellos los gametos son liberados y fertilizados externamente
y, probablemente, con larvas lecitotréficas. Estas observaciones sugieren que estas pueden ser

caracteristicas fijadas filogenéticamente en el orden. Por otro lado, numerosas especies de grupos
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emparentados (por ejemplo; escleractinios o alcionarios) mostraron una plasticidad elevada en las
estrategias exhibidas: especies gonocéricas, hermafroditas, tanto de fecundacion externa como

interna, etc. (Dahan y Benayahu 1997a; 1997b; McFadden et al. 2001; Orejas et al. 2002; 2007).

La informacion sobre la biologia reproductiva de Malacobelemnon daytoni en esta instancia
nos resulta sumamente importante ya que nada es lo que se conoce a cerca de las estrategias
reproductivas de esta especie, siendo esta la mas abundante en un area tan perturbada como es
Caleta Potter. En oposicidn, diversos trabajos se han realizado en otras especies de pennatulaceos
de diferentes latitudes (Chia y Crawford 1973; Rice et al. 1992; Tyler et al. 1995; Eckelbarger et al.
1998; Soong 2005; Edwards y Moore 2008; 2009; Pires et al. 2009; Lopes et al. 2012; Baillon et al.
2013) lo que nos permitira, por un lado analizar si se ve reflejada la "Regla de Thorson” en el
orden, como a su vez probar si tanto el gonocorismo, como la liberacién de gametos, podrian ser

caracteres fijos filogenéticamente.

Objetivos especificos

1. Conocer aspectos basicos de la reproduccidon en Malacobelemnon daytoni.

2. Verificar si el gonocorismo y la liberacidn de gametos son caracteristicas fijadas al
grupo.

3. Evaluar si la biologia reproductiva de la especie podria ayudar a explicar el éxito

ecoldgico de la especie en la comunidad bentdnica de Caleta Potter.
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Materiales y Métodos

Ciclo Reproductivo

Se colectaron muestras de Malacobelemnon daytoni mensualmente mediante buceo
autonomo durante el periodo de enero 2009 hasta diciembre de 2010, fueron recolectadas un
total de 223 colonias. Las muestras se tomaron entre 15y 22 m de profundidad y transportadas a
la superficie en cajas de recoleccidn. Se medid la longitud total de cada una de las colonias y se las
conservé en formalina al 4% para los posteriores estudios histoldgicos. Cada una de las colonias se
lavé con agua, se descalcificd en HNO; diluido, y se incorpord a parafina. A partir de entonces, el
material se secciond longitudinalmente y fue tefiido con Hematoxilina-Eosina para los analisis
histoldgicos. Los cortes se examinaron bajo un microscopio estereoscdpico al cual se le fijé una

camara fotografica Nikon.

Andlisis histoldgico

Cada colonia se dividid en tres secciones, segln adaptaciones de Soong (2005): base,
comprende el pedunculo y sifonozoides, medio, formado por autozoides jévenes, y el extremo
apical de la colonia, dpice, constituido por autozoides maduros.

Todos los oocitos seccionadas a nivel nucléolo (Goffredo et al 2002; Sahade et al. 2004; Pires
et al. 2009) de las tres secciones (Soong 2005; Pires et al. 2009; Baillon et al. 2013) fueron
medidos (feret diametro) (Walton 1948).

Se utilizé el programa de analisis y procesamiento de imdagenes Fiji-win32. Se trabajé sobre
fotografias panoramicas de cada sector como la que se observa en la Fig. Il 1 obtenidas mediante

el programa Adobe Photoshop CS2.
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Figura Il 1: A Fotografia de una colonia completa previo a la fijacidon. B Fotografia panoramica del sector
medio de una colonia femenina del mes de noviembre. R: raquis; P: pedunculo.

La gametogénesis se clasificd de acuerdo tanto a caracteristicas morfoldgicas como al tamafio
de los oocitos. Se dividid en tres estadios utilizando la terminologia presentada por Pires et al.
(2009): estadio I, el crecimiento inicial de los oocitos, en donde se observaron agrupados, cada
uno cubiertos por una capa folicular de células escamosas (< 70 um de diametro); estadio I, el
inicio de la vitelogénesis (70 a 130 um) y estadio Ill, oocitos maduros > 130 um, cubiertos por una

capa folicular columnar.

La fecundidad de Malacobelemnon daytoni se estimdé mediante un indice de fecundidad

adaptado de Soong (2005), se calculé como el nimero de oocitos maduros.mm™ en cada colonia.

Si bien a los quistes espermaticos no fue posible clasificarlos con precision en diferentes

estadios de desarrollo mediante las caracteristicas morfoldgicas, ya que los cortes estaban en
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malas condiciones, se realizaron mediciones del tamafio de cada uno de los quistes y se considerd
a los quistes de mayor tamano como maduros (Pires et al. 2009), lo cual fue corroborado con los

cortes histoldgicos de mayor definicidn en algunas colonias de Malacobelemnon daytoni.

Andlisis estadistico

La homogeneidad de varianzas se examind mediante la Prueba de Levene’s, y la prueba de
normalidad se llevd a cabo mediante Shapiro-Wilks. Para determinar si habia diferencias entre los
tamafios (longitud de axis) entre machos y hembras se utilizé una prueba Ty para determinar si la
proporcién de sexos se desvid de la esperada 1:1 se usé una prueba de chi-cuadrado (Zar 1984).

Un analisis de regresion lineal se realizd tanto para estudiar la relacién entre el indice de
fecundidad y la longitud total de las colonias (mm) como para la longitud de la colonia (mm) con
la longitud de la regidn fértil (mm).

Se realizd6 ademas, un andlisis de la varianza (ANOVA) y un test a posteriori (Tukey) para
probar si habia diferencias en el estadio de los oocitos y en los tamafios de los quistes
espermaticos entre los tres sectores estudiados de cada colonia.

Los andlisis estadisticos se realizaron utilizando Infostat 2012, los datos son presentados en

todos los casos como media *+ desvio estandar.
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Resultados

Caracteristicas Generales

Las colonias de Malacobelemnon daytoni estan formadas por un raquis el cual representa el
76% del total de la colonia. Los pélipos de menor tamafio que se observaron hacia la parte basal
del raquis son los sifonozoides, es en este sector donde se observaron las primeras células
reproductivas. El pedunculo, el cual es aproximadamente el 24% de la longitud total de colonias,
fue invariablemente infértil.

Si bien mediante los cortes se observaron hembras y machos (especie gonocérica) las
diferencias externas entre ambos sexos, en estadios reproductivos, no fueron evidentes. Las
diferencias de tamafios (longitud de axis) entre ambos sexos no fueron significativas (hembras:
51, 77 £ 15, 42; machos: 47, 30 £ 16, 82) (n =40; T =0, 77; p > 0, 3857). La prueba chi-cuadrado
indicé una proporcién de sexos 1:1 (n = 284; X°= 0, 1573; p > 0, 05).

En ninguna de las colonias analizadas se encontraron larvas.

Gametogénesis

Los oocitos observados en el estadio | correspondieron a células esféricas, con un nucleo
prominente central con un nucléolo Unico. En dicho estadio los oocitos se observaron agrupados
en racimos (cluster) rodeados por células foliculares clibicas o escamosas. El oocito mds pequefio
encontrado en estadio | fue de 13 um de didmetro y el mas grande de 64 um (47, 61 + 11, 19 um).
Dichos oocitos derivan de la gastrodermis, principalmente en la base de la colonia, donde se
encuentran los primeros sifonozoides y en el centro de la colonia. En el estadio Il ya se observan
vesiculas de lipidos, es decir que comienza la vitelogénesis y el nlcleo se observé hacia la periferia
de las células. El rango de tamafio de los oocitos encontrados en estadio Il fue de 64 a 114 um (87,
47 + 14, 24 um). En el estadio Il el tamafio de los oocitos fue > 114 um (169, 65 £ 50, 93 um),
siendo 347 um el mayor tamano de oocito encontrado y corresponde a una colonia de 83 mm de
longitud. Las células foliculares se observaron durante todas las fases de la oogénesis,
aumentando su espesor de acuerdo con el crecimiento de los oocitos. En los primeros estadios
estas células fueron escamosas en contacto directo con la membrana de los oocitos, mientras
que, en el estadio Il las células foliculares fueron columnares y no se encontraron en contacto

directo con la membrana de los oocitos (Fig. Il 2).
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Figura Il 2: Microscopia dptica a través del canal longitudinal. A Quistes espermaticos en crecimiento
(flecha). B Quistes en diferentes estadios de madurez. C Quistes espermaticos maduros (flecha) D Oocitos
en estadio | agrupados en cluster (CL). E Oocitos en estadio Il (flecha). F Oocito maduro en el que se
muestran las células foliculares (FC).
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Espermatogénesis

Si bien no fue posible clasificar con precisién a los quistes espermadticos en diferentes
estadios, ya que muchos de ellos de encontraban fuertemente tefiidos perdiendo definicién, se
observaron diferencias estructurales a medida que aumentaron en tamafio.

En los quistes espermaticos en crecimiento se observaron espermatocitos y en el lumen, que
permanecid vacio, se pudo observar en algunos casos pequeias colas espermaticas (Fig. Il 2).
Mientras que, en los quistes maduros, los cuales alcanzan dimensiones de hasta 700-800 um, el

lumen vacio disminuye, y los quistes se encuentran completos de espermatozoides (Fig. Il 2).

Distribucion de células reproductivas

El andlisis de varianza indicd que hubo una diferencia significativa en la distribucién de los
estadios de los oocitos a lo largo de la colonia (Fig. Il 3). Los de menor tamafio (estadio 1), se
encontraron en su mayoria en el canal longitudinal en la parte base y media de la colonia
(ANOVA; n =5341; F =9, 29, p < 0, 0001). Por otro lado, la mayoria de los oocitos maduros
(estadio 1ll) se encontraron en la seccion superior de la colonia (apice) (ANOVA; n = 5341; F = 53,
79; p < 0, 0001), algunos de ellos en los autozoides (Fig. Il 3 y 4). Finalmente oocitos en
crecimiento (estadio 1) se contaron principalmente en el medio de la colonia (ANOVA; n =5341; F
=21, 9; p <0, 0001) (Fig. Il 3).

Se encontré ademas una diferencia significativa en la ubicacion de los quistes espermaticos a
lo largo de la colonia. La mayor parte de los quistes de menor tamafio se encontraron en la base
de la misma. En la parte media se encontraron principalmente quistes de tamafio medio y en el

apice los quistes de mayor tamafio (ANOVA; n = 2702 quistes; F =50, 15; p <0, 0001) (Fig. Il 3).
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Figura Il 3: A Proporcidn de los diferentes estadios de los oocitos en cada uno de las secciones estudiadas,
base, medio y apice. B Media del tamafio de los quistes espermaticos en los diferentes secciones; base,
medio y apice. Las barras verticales indican error estandar.
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Figura Il 4: A Morfologia externa de la parte superior del raquis, donde se observan autozoides juveniles y

maduros hacia el dpice. B Detalle de A, mostrando las gametas en los autozoides (flecha). C y D Oocitos en
diversos estadios mostrando las agrupaciones en cluster (CL). Escala: 1 mm en A; 0,5 mmen CyByO, 2
mm en D.
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Fecundidad

Con respecto a la longitud de la colonia se observé una relacidn significativa con la longitud de
la zona fértil (R> = 0, 77; p < 0,001) (Fig. Il 5A). Por otro lado no se observé una relacién entre el
indice de fecundidad y la longitud de las colonias (mm) (R*> = 0, 02; p = 0, 1647) (Fig. Il 5B). El
numero de oocitos registrado por colonia varié de 22 oocitos en una colonia de aproximadamente

15 mm, hasta 745 oocitos (hasta 99 maduros) en colonias de aproximadamente 110 mm de

longitud.
= 807 A . 1,05 1 B v =-0,0017x + 0,3421
£ . r2 =0, 02, n =100
-
/s
é /// o .
—_ e [}
t 60 S/ Bo,77 t .
/-
L V4 2 . .
e
8 // * 3 R - :
/ 9]
R a1 4=0,50- .« ° .
. e Q
L . /// © - . . ’.
L -
e - g | e
S e — . -
he] 1 s . —— o
= 21 /,./ ® . -g 0,22 * «® .:'c - ‘. ._7:_"‘—7—\,'_\
x . — - . AT M. —
E‘D // - .« ® ®°%e . ® o :_.. rd
o .// y=0,7735x - 17, 408 .e - - ‘.O ®
— R2=0,77,n=18
25 47 69 92 115 6 33 60 88 116

Longitud de la colonia (mm)

Figura Il 5: A Relacidn entre la zona fértil (mm) y la longitud de la colonia (mm) (n = 18). B Relacion entre la
longitud (mm) y el indice de fecundidad (nimero de oocitos maduros.mm™) (n = 100).

Una alta frecuencia de oocitos pequefios (estadio | y Il) y una baja frecuencia de oocitos

maduros se observaron en todas las colonias analizadas (Fig. Il 6).
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Figura Il 6: Frecuencia relativa del didametro de oocitos.
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Discusion

Caracteristicas generales

Malacobelemnon daytoni es una especie gonocdrica, sin embargo no fue posible diferenciar
los machos de las hembras a simple vista, sélo se las pudo diferenciar mediante microscopia.

La prueba chi-cuadrado indicé que no hay diferencia significativa de 1:1 en la proporcién de
sexos de Malacobelemnon daytoni. Dicha relacién representa la asignacidn éptima de los recursos
prevista en una poblacidn con apareamiento al azar (Williams 1975; Leigh et al. 1985), la cual se
observd también en otras especies de pennatulaceos como Funiculina quadrangularis, Pennatula
phosphorea, Kophobelemnon stelliferum, Anthoptilum murrayi y Anthoptilum grandiflorum

(Edwards y Moore 2008; 2009; Rice et al. 1992; Pires et al. 2009; Baillon et al. 2013).

Los tamafios de los oocitos y la ausencia de larvas en las colonias a lo largo del presente
estudio, sugieren que esta especie tiene fecundacion externa y sus larvas son lecitotroficas, lo que
se observd ademds en otros pennatulaceos como Anthoptilum murrayi, Pennatula aculeata,
Pennatula phosphorea, Funiculina quadrangularis, Virgularia juncea y Anthoptilum grandiflorum
(Eckelbarger et al. 1998; Soong 2005; Edwards y Moore 2008; 2009; Pires et al. 2009; Baillon et al.
2013).

La ausencia de gametos, ya sea femeninos como masculinos, en el pedunculo (24% de la
longitud total de la colonia) sefiala que esta regién es invariablemente estéril, lo cual se
correlaciona con otras especies del mismo grupo (Eckelbarger et al. 1998; Soong 2005). Resulta
llamativo que en Malacobelemnon daytoni los gametos estuvieron presentes a lo largo de todo el
raquis (76% de la longitud total de colonias), a diferencia de lo que se observé en otros
pennatulaceos, como Virgularia juncea, en la cual se ha registrado que las células reproductivas se
encuentran principalmente en el sector medio del raquis (Soong 2005). Por otro lado, no se
observé hasta la fecha, indicios de reproduccidn asexual por fragmentacion en ninguna especie de

pennatulaceos.

Gametogenesis y tamafio de los oocitos

El tamafio de oocitos maduros observados en Malacobelemnon daytoni varié de 114 a 347

um. Este rango de tamafio, junto con la cantidad de vesiculas de lipidos en los oocitos y la
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ausencia de larvas en las colonias a lo largo del estudio, sugiere que esta especie, como ya se
menciond, tiene larvas lecitotréficas y sus gametos son liberados a la columna de agua para su
fertilizacion externa. Esta misma estrategia se observé en otras especies de octocorales Antarticos
(Cordes et al. 2001; Orejas et al. 2002) como también en otras especies de pennatulaceos;
Anthoptilum murrayi, Pennatula aculeate, Pennatula phosphorea, Funiculina quadrangularis y
Virgularia juncea, entre otras (Eckelbarger et al. 1998; Soong 2005; Edwards y Moore 2008; 2009;
Pires et al. 2009; Lopes et al. 2012; Baillon et al. 2013).

Estas caracteristicas (el gonocorismo, la fecundacién externa y la presencia de larvas
lecitotrdficas), podrian ser caracteres fijados al grupo, ya que hasta la fecha no hay evidencia de
hermafroditismo, algun tipo de incubacién, ni se han registrado especies con larvas
planctotréficas en pennatulaceos (Tabla 1l 1). Sin embargo, otros grupos de corales como
escleractinios y alcionarios muestran una gran variabilidad en las estrategias reproductivas,
incluso a niveles de género (Waller et al. 2008; Mercier et al. 2011; Mercier y Hamel 2011).

Malacobelemnon daytoni representa un buen candidato para poner a prueba la posibilidad de
incubacién/hermafroditismo en plumas de mar. En primer lugar, en términos de la hipdtesis de
relacidn inversa entre incubacién y tamafio de los individuos, y el hecho de que si incuban podria
facilitar el desarrollo de hermafroditismo (Strathmann y Strathmann 1982; Strathmann et al.
1984). Malacobelemnon daytoni es una de las especies mas pequefias reportadas, con un tamafo
maximo del adulto de aproximadamente 11 cm, mientras que otra especie puede superar los 70
cm de longitud de la colonia (Soong 2005). Por otro lado, la "Regla de Thorson’ (Pearse et al.
1991), aunque cuestionada por diversos autores, plantea la tendencia latitudinal de incubacion
(Pearse 1994; Gallardo y Penchaszade 2001). Esta regla parece cumplirse en diversas especies,
entre ellas, por ejemplo, es aplicable para el género escleractinio Flabellum. Las tres especies
antarticas, Flabellum thouarsii, Flabellum curvatum y Flabellum impensum son incubadoras,
mientras que, Flabellum alabastrum y Flabellum angulare, especies de aguas templadas (Atlantico
nororiental) se reproducen mediante la liberacidn de gametos a la columna de agua (Waller et al.
2008). Sin embargo, ni especies incubadoras ni hermafroditismo se ha observado hasta la fecha
en especies del orden Pennatulacea, en el presente trabajo se incluye una especie antartica,
abarcando de esta manera el maximo rango latitudinal, por lo que se sugiere que estas

caracteristicas podrian estar fijadas filogenéticamente en el grupo (Servetto et al. 2013).
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Distribucion de células reproductivas

Malacobelemnon daytoni se caracteriza por la produccion de células reproductivas, tanto
masculinas como femeninas, a lo largo de todo el raquis. Contrario a lo que ocurre en otras
especies de pennatulaceos, donde la regidn fértil (zona con células reproductivas) se centra en el
medio de la colonia y los oocitos se comienzan a desarrollar a lo largo del borde de los
mesenterios, cerca de la base de la cavidad gdstrica de los autozoides, y tanto oocitos como
quistes espermaticos se encuentran en la mayoria de los casos dentro de dichos pélipos (Soong
2005; Edwards y Moore 2008; 2009; Pires et al. 2009). En Malacobelemnon daytoni, las células
reproductivas son generadas por la gastrodermis a lo largo del canal longitudinal, donde se
encuentra la mayor cantidad de ellas. En los autozoides del sector superior del raquis solo se
observaron células reproductivas maduras. Esto sugiere que tanto oocitos como quistes migrarian
a lo largo del canal longitudinal y son puestos en libertad por los autozoides en el extremo apical
de la colonia (Fig. Il 3). Esta hipdtesis estd apoyada a su vez por la diferencia significativa en la
presencia de oocitos maduros registrados en los tres sectores de las colonias: el extremo apical de
la colonia contiene significativamente mas oocitos maduros que en las partes media y basal;
oocitos en estadio | principalmente encontrados en los sectores basal y medio y oocitos en
estadio Il en una mayor proporcion en el sector medio de las colonias; y por la diferencia
significativa en la presencia de quistes espermaticos registrados en los tres sectores de las
colonias (Fig. Il 2). Esto indica que algunas caracteristicas reproductivas de pennatulaceos estarian
fijadas al orden, pero en otras podemos encontrar mayor plasticidad, como el origen de las

células reproductivas y su liberacion.

Fecundidad

A diferencia de lo que se observd en otros grupos de pennatulaceos, en Malacobelemnon
daytoni no se encontré gran numero de oocitos maduros por colonia (hasta 99 oocitos
maduros.colonia™), en contraste, Ptilosarcus guerneyi es capaz de producir mas de 200.000
oocitos en una temporada (Chia y Crawford 1973), mientras que Pennatula phosphorea hasta
53.534 oocitos (Edwards y Moore 2008). Por otro lado, resulta llamativa la presencia de oocitos
maduros en colonias muy pequefias en Malacobelemnon daytoni (a partir de 1, 5 cm de largo de
la colonia se observaron oocitos maduros), en contraste, por ejemplo, con Pennatula phosphorea,
en la cual si bien se observaron gametos en colonias a partir de 4, 9 cm de longitud, oocitos

maduros fueron hallados recién en colonias de un largo de 8, 8 cm, de manera similar se describié
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para Virgularia juncea, la cual inicia el desarrollo de células reproductivas cuando alcanza un

tamafio de 5 cm de longitud (Soong 2005) (Tabla Il 1).

El hecho de encontrar oocitos maduros en colonias muy pequefias, junto con la ausencia de
relacion directa entre el tamafio de la colonia (longitud) y el indice de fecundidad (nimero de
oocitos maduros.mm™), sugieren que la madurez sexual es rapidamente alcanzada en
Malacobelemnon daytoni, al contrario de lo que ocurre en la gran mayoria de los invertebrados
bentdnicos antarticos, en los cuales, las tasas de actividades relacionadas con la reproduccion, el
desarrollo y el crecimiento son muy lentos (Pearse et al. 1991). Por ejemplo, Orejas et al. (2002)
sugieren que el ciclo reproductivo en Ainigmaptilon antarcticum puede durar por lo menos 18
meses. De manera similar se observd en otros octocorales (Orejas et al. 2007), moluscos (Seager
1979) y en la gran mayoria de los invertebrados benténicos antarticos en los que la oogénesis
lleva mas de un afio para completarse (Grange et al. 2011). Esta madurez temprana podria ayudar
a explicar el éxito ecoldgico de Malacobelemnon daytoni en areas con un elevado impacto del

hielo como es Caleta Potter.
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Tabla Il 1: Caracteristicas reproductivas de pennatulaceos de diferentes latitudes.

Oocitos ~ p n
. Ny Patron Tamafio max. de la Profundidad
Fuente Especie Ubicacion maduros Desove N2 de gametas .
sexual colonia (MS)(mm) (m)
(FD., pm)
chialiSiavion Ptilosarcus guerneyi A“f' Point, Seattle, USA (47 Gonocorica 500-600 Fin de marzo 200000 est™ - Submareal
(1973) 34'N)
. Kophobelemnon Porcupine Seabigth, SO . . 250
Rice et al. (1992) stelliferum Ireland (50° 01'N) Gonocorica 800 Continuo - 1150
. . Porcupine Seabigth, SO .
Tyler et al. (1995)  Umbellula lindahli Ireland (50° 01'N) Gonocorica 800 650 - 3850
Eckelbarger et al. Golfo de Maine, USA (43° . .
(1998) Pennatula aculeata 25'N; 68° 47°W) Gonocorica 880 Continuo - 70 113-231
Tremblay et al. . I . . . .
(2004) Renilla koellikeri S California, USA Gonocorica Mayo-Julio - Submareal
Bahia Chitou, Tai 23° R 700
Soong (2005) Virgularia juncea 3g,l\lla) itou, Taiwan ( Gonocorica 200-300 Julio-Septiembre Hasta 87000 ooc.col™ (50) 0,5-1
Edwards y Moore  Pennatula Isla Lismore, Scotland ) . 1 120
! G 500 Julio- Agost Hasta 53534 . col 18-19
(2008) phosphorea (56° 32' N) onocorica > ulio- Agosto asta 0oc. co (88)
Edwards y Moore  Funiculina Isla Lismore, Scotland ) 2
’ G 800 Octubre-E 500 - 2000 cm- - 18,9-24,3
(2009) quarangularis (56°, 32° N) onocorica > ctubre-Enero cm X X
. . . SO Atlantic, Brazil . . Hasta 27019 gs.col* 580 (hembras) 1300- 1799
Pi l. (2 Anth L 12 .
ires et al. (2009) nthoptilum murrayi (13°t0 22° S) Gonocorica 00 Continuo Hasta 35918 ooc.col™ 640 (machos)
Lopes et al. Veretlllum Estuario Sado, Portugal Gonocorica 967 Julio Hasta 40 ooc.pol™ - 13-91
(2012) cynomorium
Baillon et al. Anthoptilum - ’ ) Abril 6-31 ooc mad. pol™
2013 grandiflorum Atlantico noroccidental Gonocorica 1100 Julio* 18-70 gs mad. pol'l (240) >1000
Caleta Potter, Isla 25 de
Malacobel. ! : 110
Presente tesis a aco. elemnon Mayo, Antartida Gonocorica 350 Verano Hasta 745 ooc.col™ 10-30
daytoni (62°14'9) (15)

MS: Longitud en la que se alcanza la madurez sexual; FD: didmetro de los oocitos (feret); ooc: oocitos; gs: quistes espermaticos; col: colonia;

mad: maduros * Dependiendo del sitio de muestreo

est. estacion; pol: pélipo;



Seccion B S

Introduccion

En Antartida, las comunidades bentdnicas, estan sujetas a diversas variables ambientales
especificas, tales como: bajas y estables temperaturas; oscuridad o luz continua durante varios
meses y a los pulsos de produccion primaria estacionales (Pearce et al. 1991). Esta estacionalidad
puede tener un efecto diferencial en las especies, dependiendo cuan dependientes sean éstas de
dicho pulso. La biologia, especialmente la reproduccién y el crecimiento, de los consumidores
primarios en Antartida, pueden estar acoplados a los periodos de produccion primaria (Ahn et al.
2003; Kang et al. 2009), mientras que los grupos en los niveles mas altos de la cadena alimenticia
como: carnivoros, detritivoros, carrofieros, etc. pueden estar menos ligados a los periodos de
produccion estacional (Clarke 1996; Stanwell-Smith y Clarke 1998). Varios trabajos mas actuales
sugieren que la estrategia alimentaria tiene particular importancia en las caracteristicas de los
patrones reproductivos de los invertebrados marinos en la Antartida, ya que, son las especies con
dietas oportunistas las que se encuentran desacopladas a las fluctuaciones de produccién
primaria, manifestando, por lo general, poca variacién interanual (Chiantore et al. 2002; Grange
et al. 2004; 2007; 2011). Un enfoque diferente para explicar los patrones mencionados en los
ciclos reproductivos se basa en los modos de desarrollo y las necesidades energéticas de las
larvas. Pearse et al. (1991) sugiere que los invertebrados con larvas planctotréficas tienen sus
ciclos reproductivos principalmente asociados a los pulsos de produccidn primaria, mientras que

en los organismos con larvas lecitotréficas esta asociacién es menor.

En octocorales la gran variedad registrada hasta la fecha en cuanto a los patrones de
reproduccién, hace hincapié en la ausencia de cualquier tendencia latitudinal y batimétrica
universal. Segun Hellstrom et al. (2010) los datos aportados en el estudio de la especie
Sarcophyton elegans se ajustan con los modos reproductivos observados en gorgonias, que
tienden a mostrar que en aguas templadas, por lo general, la gametogénesis es continua,
mientras que en latitudes tropicales, mas a menudo, presentan periodos de desove estacionales
cortos con fertilizacion externa (Kruger et al. 1998). Por otro lado, trabajos realizados en
Antdrtida, en los que se ha observado una marcada estacionalidad, han demostrado que las
estrategias coincidentes entre gorgonias de diferentes latitudes, estan principalmente
relacionadas con similitudes morfolégicas mas que con variables ambientales (Orejas et al. 2002;

2007).
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El presente trabajo es la primera aproximaciéon a estudiar el ciclo reproductivo en un
pennatulaceo Antartico. En este grupo, como se discutié en la seccién anterior, si bien podria
haber caracteristicas fijas al grupo, hay otras muy variadas en cuanto a los ciclos reproductivos

(Tabla Il 1).

Objetivos especificos

1. Estudiar la estacionalidad reproductiva de Malacobelemnon daytoni.
2. Observar el patrén de maduracion en machos y hembras.
3. Evaluar si la estacionalidad reproductiva de la especie podria ayudar a explicar el éxito

ecolégico de la especie en la comunidad de Caleta Potter.
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Materiales y métodos

La metodologia empleada fue la misma ya descripta en la seccion | del presente capitulo.
En la tabla Il 2 se detalla el nimero de colonias muestreadas en cada mes con el

correspondiente nimero de gametos analizados.

Tanto la espermatogénesis como la gametogénesis se consideraron de igual manera que en la
seccion ya mencionada, a su vez, se incluyeron en el presente analisis los oocitos maduros > 200

um.

Tabla Il 2: no. de colonias de machos y hembras estudiadas por mes en 2009 y 2010.

. N2 colonias femeninas N2 oocitos N2 colonias masculinas N2 quistes
examinadas medidos examinadas medidos
2009
Enero 6 440 3 78
Febrero 5 302 6 440
Marzo 10 712 10 850
Abril 4 146 2 192
Mayo 5 233 5 781
Junio 4 308 4 117
Julio 5 209 4 169
Agosto 5 334 Sd. Sd.
Septiembre 3 93 5 101
Octubre 1 Sd. 2 199
Noviembre 5 211 3 169
Diciembre 11 442 6 424
Total 64 3430 50 3520
2010
Enero 5 135 4 259
Febrero 2 59 7 572
Abril 2 168 3 427
Mayo 7 417 3 412
Julio 6 280 4 114
Agosto 4 265 3 125
Noviembre 4 103 1 67
Diciembre 6 469 2 108
Total 35 1896 27 2084
Sd: Sin dato.
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Fecundidad

Para este cdlculo se utilizé terminologia adaptada de Mercier y Hamel (2011), utilizada en
pennatulaceos por Baillon et al. (2013).

Se consider¢ el indice de fecundidad potencial (IFP), calculado como:

N¢2oocitos totales

IFP =
Tamario de las colonias

Y el indice de fecundidad, adaptado de Soong (2005), calculado al igual que en la seccion
anterior, pero aqui se denomina indice de fecundidad efectiva (IFE) para diferenciarlo del anterior.

Calculado como:

Ne@ oocitos maduros

IFE =
Tamaido de las colonias

En ambos casos expresado como nimero de oocitos.mm™en cada colonia.

La fecundidad es calculada para hacer las comparaciones inter-anuales (2009-2010) de
manera estandarizada.

El IFE junto con la media del tamafo de los oocitos es lo que se consideré como esfuerzo

reproductivo de cada ano.

Andlisis estadisticos

La prueba de normalidad se realizé mediante Shapiro-Wilks, y la homogeneidad de varianzas
utilizando la prueba de Levene’s. Cuando no se cumplieron los supuestos de ANOVA los datos se
transformaron; por ejemplo, para comparar las diferencias entre los oocitos maduros (sélo
aquellos con un didmetro > 200 pum), los datos fueron Log’transformados y posterior a la
transformacion se realizé un ANOVA con una prueba a posteriori de Bonferroni.

Cuando no se cumplieron los supuestos, incluso posterior a la transformacién, se realizo la
prueba de Mann-Whitney para la comparacién entre los afios 2009 y 2010.

Los analisis estadisticos se realizaron utilizando Infostat 2012, los datos son presentados en

todos los casos como media * desvio estandar.
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Resultados

Un total de 223 colonias de Malacobelemnon daytoni fueron muestreadas entre 2009-2010,
pero no todas fueron analizadas ya que muchos cortes histolégicos no se encontraban en buenas
condiciones para ser medidos (Tabla Il 2). Por otro lado no en todas las colonias muestreadas se
observaron células reproductivas, se encontraron cuatro colonias en febrero, una en abril y junio,
dos en octubre y tres en noviembre 2009 sin oocitos o quistes espermaticos. Los tamanos de
estas colonias fueron muy variados, lo que descarta el hecho de que aun no hayan alcanzado la
madurez reproductiva. No fue posible precisar la razén de esta ausencia.

Sin embargo en todas las colonias examinadas con células reproductivas presentes, se
encontraron oocitos en los tres estadios (I, Il y lll), pero no en todas ellas oocitos maduros > 200

um.

Estacionalidad y liberacion de gametos

La proporcion de los tres estadios varid a lo largo de todo el periodo estudiado (Fig. Il 7). En
2009 el menor numero de oocitos maduros fue en febrero (9, 80 + 7, 90) y el mas alto en marzo
(37, 10 £ 5, 59). Contrariamente a lo que se observé en los estadios | y Il, en los que el nUmero de
oocitos fue mayor en febrero y junio (28, 80 + 5, 72 y 28, 75 + 7,52, respectivamente, para el
estado |y 27,00 £ 6, 44 y 32,00 + 7, 20 para el estado Il). En 2010 se encontrd el mayor numero
de oocitos maduros en mayo y diciembre (22, 00 £ 5, 02 y 22, 50 + 5, 42, respectivamente),
aunque proporcionalmente en enero y febrero se observaron los mayores valores debido a que
en estos meses se encontraron muy pocos oocitos en estado | y Il (3,80 +4, 16y 7, 80 + 6, 95,

respectivamente en enero,y 6,00 + 7, 29y 10, 5 + 10, 98 respectivamente en febrero) (Fig. I 7).
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Figura Il 7: Numero de oocitos (A) y media del nimero de oocitos (B) de cada estadio desde enero 2009
hasta diciembre 2010. Las barras verticales indican error estandar.

En febrero, junio, agosto, septiembre de 2009 y agosto, noviembre y diciembre de 2010 se
encontraron significativamente menos oocitos maduros > 200 um, que en marzo de 2009, donde
el nimero de oocitos maduros fue mayor (ANOVA; F = 3, 33; p <0, 01). Este tamafio de oocitos
maduros nunca fue registrado en febrero, junio, agosto, septiembre de 2009 y agosto de 2010
(Fig. 1 8 y 9; Tabla Il 3). En la Fig. 8 se observa ademas que la especie no presenta una distribucién

bimodal notoria en cuanto a la frecuencia del tamafio de los oocitos.
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Figura Il 8: Frecuencia relativa del tamano
de oocitos colectados entre enero 2009 y
diciembre 2010. Flechas indican ausencia de
oocitos maduros > 200 pm. Las barras
verticales indican error estandar.
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En la Fig. 11 9 se observa un desove claro en marzo de 2009 (evidenciado por una significativa
reducciéon en la media del nimero de oocitos maduros > 200 um de 21, 33 £ 6, 03 en marzo a 0 en
junio). Los resultados representados en dicho grafico, junto con lo observado en la Fig. Il 7,

sugieren un segundo desove menos llamativo probablemente en los meses de primavera.

o

A e b

™ - — -
En Feb Marzo Ab Mayo Jun Julio Ag Sep Nov Dic En Feb Marzo Ab Mayo Jun Julio Ag Sep Nov Dic
2009 2010

Oocitos maduros > 200 um

L * * o

Figura Il 9: Nimero de oocitos maduros > 200 um entre enero 2009 y diciembre 2010. *Diferencia
significativa (p < 0, 05) en los meses con menor numero de oocitos maduros > 200 um. Flecha: Diferencia
significativa (p < 0, 05) de los meses con mayor nimero de oocitos maduros > 200 um. Las barras verticales
indican error estandar.

Tabla Il 3: Malacobelemnon daytoni. A ANOVA comparacién de nimero de oocitos maduros (> 200 pm)
(Logztransformada) entre enero 2009 y diciembre 2010. B La prueba a posteriori Bonferroni fue utilizada
para identificar los meses diferentes en la ANOVA.

A gl SC CcM F p
Mes 18 115,70 6,43 3,33 0, 0001
Error 78 150, 67 1,93
Total 96 266, 37
Prueba de Bonferroni
B Grupo
a ab b
2009
Febrero Enero Marzo
Junio Abril
Agosto Mayo
Septiembre Julio
Noviembre
Diciembre
2010
Agosto Enero
Noviembre Febrero
Diciembre Abril
Mayo
Julio

Letras diferentes indican diferencias significativas (p < 0, 05).
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Variacion inter-anual

El patrén de las variaciones en el tamafio medio mensual de los oocitos fue muy similar en los
anos estudiados, aunque con marcadas diferencias en los tamanos maximos alcanzados, que

fueron mayores en el afio 2009. (Fig. 11 10).
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Figura Il 10: Medias mensuales del tamario de los oocitos (feret; um) en 2009 y 2010.

El indice de fecundidad efectivo (IFE) y la media del tamafio los oocitos de cada uno de los
afios, fueron las Unicas variables con diferencias significativas entre ambos afios (Tabla Il 4). En

dicha tabla se detallan diversas variables comparadas entre los dos afios de estudio.
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Tabla Il 4: A Comparacion inter-anual de diferentes variables y B comparacién del IFE estacionalmente de
los dos afios estudiados (2009-2010). La prueba Mann-Whitney fue utilizada.

Media + SD Media + SD
A 2009 2010 w P
Diametro de los oocitos (um) 113,15 +1, 07 100,48 +1, 38 4772010, 50 0, 0001 (S)
IFP 4,08+2,03 3,98+2,22 1764 0,7934
IFE 0,400, 2 0,25+0,15 1397 0, 003 (S)
Tamaiio de los quistes (um) 272,36+ 116, 2 270+ 105,0 5763368 0, 6218
Clorofila-a (mg.m?) 0,48 0,47 0,89 1,55 5569 0,5417
MPS (mg.m) 7,46+8,13 6,25+5,57 2260 0,5574
B IFE
Primavera 0,37+0,19 0,23+0,15 87 0, 065
Verano 0,41+0,23 0,36+0,24 102 0,958
Otoiio 0,45+0,17 0,27x0,06 79 0,101
Invierno 0,36+0,27 0,17+0,06 87 0, 065

* Desvio estandar; IFP: indice de fecundidad potencial; IFE: indice de fecundidad efectiva; W estadistico; S significancia
(p<0,05).

Patron de maduracion inter-sexo

El patrén observado en cuanto al tamafio de los oocitos y de los quistes espermaticos, fue
semejante a lo largo de los meses estudiados, con excepcion de los meses de febrero 2009 y abril
2010 en los cuales se observd una disminucion del tamafo de los oocitos mientras que el tamafio
de los quistes espermaticos aumentd (Fig. Il 11). En dicho grafico se observan ademas las
fluctuaciones de clorofila-a y material particulado en suspensiéon (MPS) (Schloss et al. 2012)
durante los mismos meses de estudio, en donde Ilaman la atencién los picos de MPS en otofio e

invierno ademas de los esperados en verano.
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Sincronizacion entre colonias

En varias colonias de Malacobelemnon daytoni de marzo 2009 la distribucién de frecuencia de
los tamafos de oocitos fue bimodal (colonias 1, 4, 6 y 7). Distribuciones similares se encontraron
en las colonias 1 y 2 de mayo 2009 y en las colonias 1, 2 y 3 de mayo 2010 (Fig. Il 12). Se observo
una primera clase de oocitos < 200 um y una segunda en la que los oocitos se encontraban en su
mayoria en la Ultima etapa de desarrollo (> 200 um). Mientras que, en varias colonias de marzo
2009 (2, 3, 5y 9) y mayo de 2009 — 2010 (4 y 5 de cada mes) se exhibid una distribucion sesgada
hacia la derecha, como si se hubiera producido el desove. Ademas, hubo una ligera presencia de

un tercer pico, de alrededor de 200 pum en algunos individuos (Fig. Il 12).
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Figura 11 12: Frecuencia en el tamafio de los oocitos de colonias individuales colectadas en: A marzo 2009 y
B mayo 2009 y 2010. (Mes, afio / nimero de colonia).
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Discusion

En el presente trabajo se ha estudiado la estacionalidad reproductiva a lo largo de dos afios en
Malacobelemnon daytoni permitiendo ademas tener una comparacién interanual en Caleta

Potter siendo la primera evaluacidn de dicho patrén en pennatulaceos polares.

Estacionalidad y liberacion de gametos

Varios autores sugieren que los factores ambientales influyen significativamente en la
gametogénesis y en los periodos de desove en varios invertebrados marinos, incluyendo los
corales. En zonas tropicales y templadas, la actividad reproductiva en octocorales se ha
correlacionado con la temperatura, los ciclos lunares y la disponibilidad de recursos (Gori et al.
2007; Hwang y Song 2007; Ribes et al. 2007), mientras que en Antartida se ha asociado a los
pulsos de produccidn primaria (Orejas et al. 2007). Las estrategias reproductivas encontradas en
este grupo han sido muy variadas, desde especies con fecundaciéon externa a incubadoras,
gonocorismo y hemafroditismo, con ciclos estacionales y continuos, etc. (Orejas et al. 2002; 2007;
Gori et al. 2007; Mercier y Hamel 2011). En el orden Pennatulacea las estrategias en cuanto a la
gametogénesis, periodos de desove y ciclos reproductivos (estacionales o continuos) se ha
observado también que son muy variadas (Tabla Il 1) (Rice et al. 1992; Eckelbarger et al. 1998;
Edwards y Moore 2008; 2009; Pires et al. 2009; Lopes et al. 2012; Baillon et al. 2013).

En Malacobelemnon daytoni se observé la presencia de oocitos en los tres estadios durante
todos los meses estudiados con una marcada estacionalidad en los oocitos maduros > 200 pum.
Esto sugiere, como se observd en otros pennatulaceos, la mantencién de un elevado pool de
oocitos hasta determinado tamafio, y, frente a determinadas seiales, completan la maduracion
necesaria y desovan de manera sincronizada (Edwards y Moore 2008; 2009). El presente trabajo
sugiere que estos desoves podrian ocurrir mas de una vez al afio (con uno bien marcado a finales
de verano) probablemente mas asociado al material particulado en suspensiéon (MPS) que a las
fluctuaciones de produccion primaria (clorofila-a) (Fig. Il 11). Este MPS observado en los meses de
otofio e invierno se debe, principalmente, a eventos de resuspension del fondo y no al material
sedimentado por el derretimiento del glaciar (el cual ocurre principalmente en verano y esta
compuesto por material inorganico casi en su totalidad). Al ocurrir estos eventos de resuspension
se ponen a disposicion de los organismos bentdnicos el material organico (detritos vy

microfitobentos) que alli se encuentra.
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Un reciente trabajo realizado por Isla et al. (2011) registré elevadas concentraciones de lipidos
y proteinas en el sedimento a comienzos del otofo, lo que representa altos valores nutritivos en
este periodo para organismos bentonicos. Esto sugiere que la estacionalidad en la disponibilidad
de alimento para organismos bentdnicos que se alimentan de particulas < 200 um no seria tan
dependiente de los pulsos de produccidn primaria. Ademads, un reciente trabajo realizado por
Elias-Piera et al. (2013) plantea que numerosas especies de gorgonias se alimentan de material
sedimentado y en resuspension, lo que refuerza la hipdtesis de que algunos suspensivoros
bentdnicos afrontan el invierno Antartico gracias al consumo del fitodetrito como asi también del
microfitobentos (diatomeas bentdnicas).

Por otro lado, en trabajos realizados en especies carrofieras (estrellas) se ha asociado el
impacto del hielo con el asentamiento de larvas de dichos asteroideos lo que se deberia al
material muerto y detritos ocasionado y puesto a disposicion de estos asteroideos por efecto del
hielo (Bowden 2005; Smale et al. 2007). Los carrofieros explotan recursos puestos a disposicion
por la perturbacién de hielo, principalmente presas muertas, lo que aumenta asi, los niveles de los

alimentos y el beneficio del asentamiento larval de especies carrofieras.

La oogenesis en Malacobelemnon daytoni se sugiere que es menor a 12 meses (Servetto et al.
2013), debido a que no se observd una distribucidon bimodal notoria en la frecuencia relativa del
tamafio de oocitos (Fig. Il 8). La hipdtesis de una oogenesis menor a 12 meses en
Malacobelemnon daytoni se ve reforzada por un lado por Fadlallah y Pearse (1982), quienes
sugieren que para la produccién de grandes oocitos en corales es necesario una prolongada
gametogénesis, y por otro lado por Benayahu y Loya (1986) quienes sugieren que especies con
una extensa gametogénesis se caracterizan por una elevada fecundidad, lo cual, como se discutid
en la seccidn anterior, no es un patrdén caracteristico en la especie de interés (Tabla Il 1). Esto es
sorprendente ya que la oogénesis en especies polares es, por lo general, superior a 12 meses, por
ejemplo la estrella de mar Antdrtica Odontaster validus, la ofiura Ophionotus victoriae y la
gorgonia Anigmaptillion antarticum tienen periodos de gametogénesis de 18 a 24 meses, en estos
casos se observan dos cohortes de oocitos bien marcadas de manera simultanea (Orejas et al.
2002; Grange et al. 2007; 2011). Una estrategia diferente en organismos Antarticos es el
almacenamiento de energia en algun drgano especifico durante el periodo de disponibilidad de
alimentos. Este es el caso de algunos asteroideos como Odontaster validus, que almacena energia
en el apéndice pildérico que puede ser asignado, posteriormente, a la reproduccion (Pearse 1965;

Grange et al. 2007) pero que no se observa en Malacobelemnon daytoni.
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Variacion inter-anual

Se observé muy poca variacidén en cuanto al patréon mensual de variacidon en los tamafos de
los oocitos en los dos afos estudiados (2009 — 2010) aunque el tamafio registrado fue
consistentemente mayor en 2009 (Fig. Il 10), lo que sugiere que el momento en el que ocurre el
desove no seria tan diferente de un afio al siguiente. Esto podria estar asociado a una dieta
omnivora/oportunista de la especie desacoplada de los pulsos de produccion primaria (capitulo
[I1). Chiantore et al. (2002) describen la ecologia reproductiva en la Bahia Terra Nova de dos
omnivoros/oportunistas, la estrella Odontaster validus y el erizo Sterechinus neumayeri durante
dos veranos consecutivos y comparan el grado de variacion inter-anual observado en estos con el
de un suspensivoro, la vieira Adamussium colbecki. En este ultimo se encontraron marcadas
diferencias inter-anuales entre los anos estudiados, mientras que no se observaron dichas
diferencias ni en la estrella de mar ni en el erizo. Estos patrones fueron atribuidos a la conducta
de alimentacién oportunista de ambos equinodermos, desacoplados de los pulsos de produccién
primaria. De manera similar se observé por Grange et al. (2011), en donde se muestra la ausencia
de variacién inter-anual en las observaciones de varios afios en el ciclo reproductivo del
nemertino Antartico Parborlasia corrugatus a diferencia de lo observado en especies en niveles
tréficos inferiores. Estas observaciones ponen de relieve la potencial importancia del nivel tréfico

en las historias de vida en invertebrados polares.

En cuanto al esfuerzo reproductivo, representado por el tamafio de los oocitos y el indice de
fecundidad efectivo (IFE), fue mayor en el 2009, lo que nos sugiere que la disponibilidad
energética no fue la misma en cada uno de los afios estudiados. En el mismo afio (2009) se
observé ademas, una mayor concentracién de MPS y una menor concentracion de clorofila-a
aunque las diferencias no fueron significativas. Esto refuerza la hipdtesis de que la estrategia
reproductiva de Malacobelemnon daytoni, estaria mas asociada a los eventos de resuspensidon y a

fuentes de energia diferentes a las aportadas por la produccién primaria peldgica local (Tabla Il 3).

Patron de maduracion inter-sexo

En los invertebrados marinos sésiles de fecundacién externa la sincronizacidon entre machos y
hembras es un factor clave para garantizar el éxito reproductivo, lo cual no parece ser un
problema en organismos moviles. Langton et al. (1990) sugirieren que los organismos sésiles y
dioicos requieren de una elevada densidad poblacional y una marcada sincronizacidn entre los

sexos para asegurar la fertilizacién, aunque esto varia ampliamente entre los diferentes grupos.
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Por lo contrario, puede ser no tan importante en especies de fecundacién interna ya que los
gametos femeninos son retenidos en el interior hasta que se produce la fertilizacion.

En el presente estudio se ha observado no solo sincronizacidn en la liberacién de las células
reproductivas en machos y hembras lo cual es esperable ya que la dilucion gamética seria un serio
problema para el mantenimiento de la poblacién, sino ademdas que ambos sexos muestran un
patron similar en cuanto al uso de energia disponible para la especie. Esto se ve reflejado en la
Fig. Il 11, en donde ambas células reproductivas aumentan su tamafo de manera sincrdnica con
aumentos en el MPS. Esta estrategia le permitiria a la especie, aunque no siempre este aumento
finalice en desove, aprovechar el material detritico depositado en el fondo, y proveer de energia a
las células reproductivas a lo largo de todo el afio, reduciendo asi la marcada estacionalidad
energética descripta para el bentos Antartico (Gili et al. 2006). La sincronizacion entre machos y
hembras ha sido ampliamente reportada en los invertebrados marinos en Antartida, incluyendo
varias poblaciones cercanas a Bahia Margarita y otras especies con ubicacién circumantartica;
estos incluyen Ophionotus victoriae, Parborlasia corrugatus, Odontaster validus y Adamussium

colbecki (Pearse et al. 1991; Tyler et al. 2003; Grange et al. 2004; 2007; 2011).

Comparacion con otros pennatulaceos

El didametro mayor encontrado en oocitos maduros de Malacobelemnon daytoni (350 um) fue
muy inferior en comparacién con otros pennatulaceos en los que los oocitos alcanzan tamafios
mucho mayores: 500 um en Pennatula phosphorea, 600 um en Ptilosarcus guerneyi; 800 um en
Kophobelemnon stelliferum, Pennatula aculeata y Funiculina quadrangularis y hasta 1100 um en
Anthoptilum grandiflorum (Rice et al. 1992; Eckelbarger et al. 1998; Edwards y Moore 2008; 2009;
Baillon et al. 2013). En todos ellos la duracién de la oogénesis es superior a 12 meses, lo que
refuerza la hipdtesis, como se menciond anteriormente, de una gametogénesis menor a un afio.
Esto podria facilitar el hecho de que Malacobelemnon daytoni alcanza la madurez sexual a 15 mm
de longitud de la colonia (Servetto et al. 2013), mientras que el tamafio minimo de madurez en
otros pennatulaceos es mucho mayor (Tabla Il 1). Esta estrategia de alcanzar la madurez sexual
tan rdpidamente, podria favorecer el éxito de Malacobelemnon daytoni en Caleta Potter, ya que
en muchos invertebrados marinos, incluyendo corales, la reproduccidén se retrasa hasta que se
alcanza un cierto tamafio (Beiring y Lasker 2000), probablemente, indicativo de un cambio en la
asignacion de los recursos energéticos del crecimiento a la reproduccion.

Como ya se menciond en el presente estudio se propone que la oogénesis en

Malacobelemnon daytoni se caracteriza por el mantenimiento de oocitos en los tres estadios
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durante todo el afio, de los cuales una pequefia proporcién finaliza la maduracidn y son liberados
de manera sincronizada. Esto coincide con lo que se observd en especies de pennatulaceos que
habitan aguas poco profundas como: Funiculina quadrangularis (18, 9 a 24, 3 m de profundidad),
Pennatula phosphorea (18, 2 a 19, 9 m) y Veretillum cynomorium (13 a 91 m) (Edwards y Moore
2008; 2009; Lopes et al. 2012). Con respecto a las sefiales de la liberacion de gametos Edwards y
Moore (2008) sugieren que el desove en Pennatula phosphorea se da en verano debido a un
aumento en la temperatura y en la disponibilidad de alimento, mientras que un trabajo realizado
posteriormente por los mismos autores, observaron que el desove en el pennatulaceo Funiculina
quadrangularis ocurre en invierno, sin estar del todo claras las sefiales de que esto depende
(Edwards y Moore 2009). Por el contrario, numerosos autores observaron ciclos continuos en
varias especies de pennatulaceos de aguas profundas, asociados a la gran estabilidad de estos
ambientes, sugiriendo sin que sean conocidas sefiales especificas que determinen el desove (Rice
et al. 1992; Eckelbarger et al. 1998; Pires et al. 2009). A excepcién de lo que encontraron Baillon
et al. (2013) en el pennatulaceo de aguas profundas Anthoptilum grandiflorum, con un desove
estacional que coincidié con la maxima deposicién de detritos posteriores a las floraciones de

fitoplancton.

En el presente trabajo se sugiere que no hay un Unico evento de desove anual en
Malacobelemnon daytoni, los que podrian estar asociados a los pulsos de energia generados a
partir de los detritos puestos a disposicion en los eventos de resuspension, los que se ha
observado ocurren mas de una vez al afio (Fig. Il 11). Esta estrategia, ademas de la temprana
madurez de esta especie discutida en el capitulo anterior, ayuda a comprender desde la estrategia

reproductiva, el éxito que esta especie tiene en Caleta Potter.
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CAPITULO 11

ECOLOGIA TROFICA Y VARIACION
BIOQUIMICAS TEMPORAL




Introduccion B

Los estudios de ecologia tréfica extendidos en el tiempo son dificiles de realizar,

especialmente en zonas polares donde los muestreos se ven limitados en los meses de primavera
y verano. Uno de los pocos estudios realizados en organismos bentdnicos Antarticos a largo plazo,
es el trabajo de Barnes y Clarke (1995); estos autores analizaron los periodos de alimentacién de
las cuatro especies mas representativas en Isla Signy (holoturias, poliquetos, hidrozoos y briozoos)
durante dos aflos consecutivos. Estos autores observaron una actividad estacional de la eficiencia
en la alimentacién en dichos suspensivoros. Esta eficiencia varia frente a determinadas sefales
(dependiendo de cada taxén) como pueden ser el cambio en el fotoperiodo o las corrientes
generadas por el hielo.

En cnidarios de aguas polares pocos son los estudios centrados en las estrategias alimentarias
(Antértida: Gili et al. 2006; Orejas et al. 2001; 2003; Artico: Orejas et al. 2013). La mayoria de estos
se basan en los analisis de contenidos intestinales (Antartida: Orejas et al. 2001; Artico: Orejas et
al. 2013) y en estudios de tasas de alimentacidén en condiciones experimentales controladas, en
todos los casos considerando solo los meses de verano (Orejas et al. 2001; 2003), pero nada se
conoce sobre la capacidad de los cnidarios bentdnicos antarticos para hacer frente a las
limitaciones de alimentacidn en las temporadas de otofio e invierno. Por otro lado, con respecto a
las fuentes de alimentacidn, trabajos mas recientes como los de Isla et al. (2006; 2011) sugieren
que la variacién en la composicidon de materia organica en el sedimento no es estacional, con una
elevada calidad nutritiva durante todo el afio (principalmente en otofio), sobre todo en la fraccidn

disponible para organismos suspensivoros.

Bioquimica

A pesar de las obvias diferencias en las estrategias de vida y en la apariencia macroscdpica, los
organismos presentan una gran similitud a nivel molecular. Las estructuras y las actividades de
todas las células se basan en un grupo comun de moléculas entre las que se incluyen los
nucledtidos, lipidos, carbohidratos (sacaridos) y proteinas.

Las proteinas, formadas por cadenas de aminodcidos, se presentan en una gran variedad de
formas y funciones. Los carbohidratos, si bien también presentan una gran variedad de funciones,
se encargan principalmente de proveerle energia al organismo. Los lipidos, cuarto grupo principal
de las moléculas presentes en todas las células, son una categoria general de sustancias similares

Unicamente por ser en gran medida hidréfobas y solo escasamente solubles en agua. En general,
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llevan a cabo tres funciones bioldgicas: bajo la forma de bicapas lipidicas son componentes
esenciales de las membranas bioldgicas, estan involucrados en varios acontecimientos de
sefializacion intracelular e intercelular, sin embargo, la funcién principal de los lipidos se basa en
su alta y eficiente capacidad de almacenar energia. Los depdsitos de lipidos pueden ser utilizados,
principalmente en los ambientes polares, durante el invierno y/o proveer reservas de energia
durante la reproduccién. Dicho almacenamiento, desempefia un papel crucial en el ciclo de vida
de muchos taxa, por ejemplo del mesozooplancton en los mares polares. Estos lipidos se
caracterizan por un contenido muy alto de energia (39 en comparacién con el 17-18 Kj.g"* para las
proteinas e hidratos de carbono), haciendo de estos grupos una fuente rica de alimento para los
niveles tréficos superiores (Lee et al. 2006).

El balance bioquimico de lipidos, proteinas y carbohidratos es uno de los mejores enfoques
utilizados para demostrar periodos de abundancia o ausencia de alimento, ya que muchos
organismos, comunmente, usan la energia almacenada en periodos de escasez. Esto sugiere que
el balance bioquimico podria ser una buena herramienta para investigar sobre la relacién que
existe entre las fluctuaciones en la disponibilidad de alimento y el ingreso de energia en los
organismos bentdnicos (Ben-David-Zaslow et al. 1999; McClintock et al. 2004; Rossi et al. 2006;
Rossi y Tsounis 2007).

Diversos trabajos sugieren que la variacidn en la composicidn bioquimica en los tejidos de los
organismos podria estar asociada a las fluctuaciones registradas en la columna de agua (Rossi et
al. 2003; 2006; Rossi y Gili 2005). A pesar de ser dichas fluctuaciones mas marcadas en zonas
polares que en zonas templadas y tropicales este es uno de los primeros registros en el estudio
del balance bioquimico en un suspensivoro Antartico a lo largo de todo un afio. Estudios similares
se han llevado a cabo principalmente en los octocorales de zonas templadas como Paramuricea
clavata; Corallium rubrum y Eunicella singularis (mar Mediterraneo) (Rossi et al. 2006; Rossi y
Tsounis 2007) en las que se ha relacionado a su vez dicho balance con las estrategias

reproductivas (Gori et al. 2007).

Acidos Grasos

Los Acidos Grasos (AG) son los principales constituyentes de los lipidos en los organismos
(Dalsgaard et al. 2003). Los corales obtienen sus AG a través de biosintesis enddgena o a través de
su alimentacién heterdtrofa, pudiéndose mantener casi sin alteraciones o pudiendo sufrir
modificaciones identificables. De esta manera proveen informacién acerca de las interacciones

tréficas que ocurren, a través del analisis de los AG incorporados con la dieta. Por otra parte los
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AG sintetizados por los propios organismos son muy utilizados como una herramienta
complementaria en el estudio taxondmico de corales (Imbs et al. 2007a; 2009; Imbs y Dautova
2008).

La mayoria de los estudios centrados en la composicion de AG de corales se han realizado en
hexacorales (Al-Moghrabi et al. 1995; Al-Lihaibiet al. 1998; Yamashiro et al. 1999; Imbs et al.
2007a; 2013; Treignier et al. 2008), siendo escasos los estudios realizados en corales blandos
principalmente en gorgonias (Carballeira et al. 1996; 1997; 2002; Imbs et al. 2007b; 2009; 2010) y
muy pocos en pennatulaceos (Pernet et al 2002; Baptista et al. 2012). El presente es el primer

estudio de la composicidn de AG realizado de manera estacional en un pennatulaceo Antartico.

Todos los AG presentan una cadena hidrocarbonada de longitud variable y un grupo carboxilo
terminal. Dependiendo de si tiene enlaces simples o dobles se los clasifica como acidos grasos
saturados (AGS) o insaturados (AGI) respectivamente (Christie 1973). Los AG seran nombrados

usando la anotacion breve IUPAC-IUB (Commission on Biochemical Nomenclature, 1967, 1977):

Z:Y (n-x)

Donde:
Z: nUmero de dtomos de carbono.
Y: numero de dobles enlaces.

n-x: define la posicién del primer doble enlace (Fig. Ill 1)
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Q Acido Graso

Posicion del
primer doble
enlace

N° de atomos _ 1g. 1 (n=9)

de Carbonos

N” de dobles enlaces

cis-insaturado

Saturado

Figura Il 1: Esquema de un acido graso saturado y uno insaturado con la explicaciéon de la nomenclatura
utilizada.

Isétopos estables

Si bien el estudio de AG como biomarcadores estad siendo intensivamente incorporado en
estudios ecoldgicos debido a la confiabilidad de sus datos, su uso en conjunto con otros
marcadores no lipidicos tales como los isétopos estables amplia, en gran medida, su capacidad
biomarcadora y, por ende, la validez de los resultados obtenidos, ya que esta composicion
isotdpica se encuentra muy relacionada con su dieta.

Al completarse el procesamiento metabdlico de la materia orgdnica ingerida se produce el
fraccionamiento isotépico de *C: *C y ®N:"*N. De esta manera el §°C y 6N representan la
distancia entre un organismo y el correspondiente origen de la cadena tréfica (Jacob et al. 2005).
Si bien depende del tejido que haya sido muestreado, en los consumidores marinos, se considera
la existencia de un enriquecimiento de entre aproximadamente 0, 5y 1%o0 en el isétopo *C y de
un 3 6 4%o en el N entre niveles tréficos (deNiro y Epstein 1978; Minagawa y Wada 1984;
Peterson y Fry 1987; Michener y Schell 1994; Kaehler et al. 2000).

Los andlisis de la composicion de isétopos estables es adecuado para acercarse a dilucidar el

nivel tréfico de un organismo ya que, ofrece informacion precisa sobre las caracteristicas del
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alimento asimilado (lken et al. 2001; Jacob et al. 2005; Carlier et al. 2007; Mintenbeck et al. 2008;
Mincks et al. 2008). Esta informacién puede complementarse no solo con los analisis de AG sino
también con el andlisis del equilibrio bioquimico (los niveles de proteina-carbohidrato-lipidos). La
combinacion de dichos métodos nos permite entender cémo diferentes organismos invierten su
energia en funcién al alimento disponible de cada estacion y sus estrategias reproductivas (Rossi
et al. 2006, Gori et al. 2007; 2012; Rossi y Tsounis 2007).

Los estudios de las relaciones tréficas mediante el empleo de técnicas de isétopos estables ha
sido utilizado en numerosos trabajos de diferentes grupos (Hirons et al. 2001; lken et al. 2001;
Polunin et al. 2001; Schmidt et al. 2004; Jacob et a. 2005). Sin embargo, pocos son los estudios
gue se han llevado a cabo en comunidades bentdnicas Antarticas (Dunton 2001; Nyseen et al.

2002; Mincks et al. 2008) y aiin en menor niumero en octocorales (Elias-Piera et at. 2013).

Objetivos especificos

1. Analizar las variaciones estacionales en el balance bioquimico (lipidos, proteinas y
carbohidratos) de Malacobelemnon daytoni, que podrian estar relacionadas con
variaciones ambientales.

2. ldentificar y cuantificar temporalmente los principales Acidos Grasos presentes en
Malacobelemnon daytoni.

3. Validar los resultados obtenidos por medio de los acidos grasos con el andlisis de los

isétopos estables de Cy N y compararlo con otros organismos.
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Materiales y Métodos

Todos los analisis que se describen a continuacion fueron desarrollados en el Instituto de

Ciencias del Mar, Barcelona.

Bioquimica

Para la determinacion del contenido de materia organica (Mo) las muestras se secaron en
estufa a 602 C hasta obtener un peso constante (PS;,iis) (Unas 24 hs), luego se pesaron y muflaron
a 5002 C durante 4 horas para obtener el peso de cenizas (PS.eni,q). El contenido de Mo se expresa

como:

Yoo = il

~PS

ceniza X 100

inicial

A todas las colonias se les midié previamente la longitud total de la varilla mediante un

calibre (mm).

Las muestras para las determinaciones de lipidos, proteinas y carbohidratos se obtuvieron
mediante buceo auténomo, 10 colonias por mes desde abril a diciembre del afio 2009 y los meses
de enero, febrero de 2010. Inmediatamente posterior a la extraccidn, las muestras se congelaron
a -802C hasta su analisis. Los resultados son presentados como pg de lipidos, proteinas y
carbohidratos por mg Mo. Todos los analisis se llevaron a cabo por espectrofotometria (método
colorimétrico).

Previo a los andlisis las muestras se liofilizaron. Para proteinas se separd aproximadamente 5-
15 mg de tejido por colonia, y se cuantificaron usando el método de Lowry et al. (1951) usando
albumina como estdndar. Para carbohidratos se obtuvieron de 5-15 mg de peso seco y se uso el
método de Dubois et al. (1956), con glucosa como estandar. Para lipidos se usaron de 5-10 mg de
tejido seco y se cuantificaron con el método de Barnes y Blastock (1973), con colesterol como

estandar.

Acidos grasos

Para la mediciéon de AG las muestras son las mismas que las utilizadas en el estudio de la
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bioquimica. Este estudio se realizd en los meses de febrero, mayo, agosto y noviembre de 2009
(n=6). Los analisis se llevaron a cabo mediante un cromatégrafo ThermoGC equipado con una
columna AgilentDB-5 (longitud de 30 m, 0, 25 mm de didmetro interior y espesor de fase de 0,25
um). Se utilizd helio como gas portador a un flujo constante de 33 cms™. Para la fraccidon de AG la
temperatura se programé para aumentar de 502C a 3202C a 10°C min’, y se mantuvo a 3202C
durante 17 minutos. El inyector y el detector de temperaturas se mantuvieron constantes a lo
largo del andlisis a 3002C y 3209C, respectivamente. Los esteres metilicos de AG (FAME) se
identificaron mediante la comparacién de sus tiempos de retencién con los de un patrén externo
(Supelco®MixC4-C24). La reproducibilidad del procedimiento se evalué mediante la inyecciéon del
blanco y el estandar interno a diferentes concentraciones. En la Fig. lll 2 se observan los picos
(dreas), de una muestra, los cuales, una vez realizadas las integraciones correspondientes,

permiten determinar la concentracion de cada AG en dicha muestra.

Sefial (mV)

S WL i N

Tiempo de retencidn (min)

Figura Il 2: Ejemplo de un cromatograma obtenido a partir de una extraccion de AG.

En las tablas Ill 1 se detallan los AGs mas abundante y las proporciones mas utilizadas para su
anadlisis y en la tabla Il 2 algunas de las proporciones mas utilizadas como indicadores en las

relaciones de redes troficas.




Tabla Il 1: Acidos grasos mas usados como indicadores de redes tréficas (Fuentes 2006).

Acido Graso | Indicador de:

C15:0 Actividad bacteriana

C17:0 Actividad bacteriana

C16:1 (n-7) | Indicador de diatomeas

C18:1 (n-9) | Es el AG mas importante en los animales marinos, indicador de carnivoria

C18:1 (n-7) |Indicador de diatomeas en la dieta de consumidores (Falk-Petersen et al. 1990; 1999)

C20:1 (n-9) | Dieta carnivoray predadora
Presencia de copépodos presentes en la dieta (Kattner y Hagen 1995)

C22:1 (n-9) | Presencia de zooplancton en la dieta (Dalsgaard et al. 2003)

C18:2 (n-6) | Zooplancton

C20:3 Microalgas

C20:4 (n-6) | Macroalgas y sus detritos

C20:5 (n-3) | Diatomeas

C22:2 (n-6) | Dinoflagelados (Graeve et al. 1994)

C22:6 (n-3) | Presencia de dinoflagelados en la dieta

C15:1 Actividad bacteriana

Cl17:1 Actividad bacteriana

Isétopos estables

Los andlisis de isotopos estables se realizaron durante los meses de abril a diciembre de 2009
y enero-febrero de 2010 (n=6), sobre el mismo material liofilizado que el utilizado para el estudio
de AG.

Se pesaron 1 - 1, 5 mg de tejido, se colocaron en microcapsulas de Zinc y se procesaron en un
espectrometro de masas (Thermo/Finnigan Delta plus, GeoBio Center). Para la cuantificacidon de
los mismos se utilizaron estandares internacionales (6" CPDB, 6" NNair). Las tasas entre los
distintos is6topos del carbono y nitrégeno son dadas como la notacidn delta tradicional (6C;
8"N). Los valores de § C y N se expresan en % y fueron calculados a partir de las diferencias entre

las muestras y los estandares segun la siguiente ecuacion:

613C o 615N (%)= [(Rmuestra / Restandar) - 1] * 100
R = *C/™C 0 >N/™N respectivamente
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Tabla 11l 2: Proporciones mas utilizadas como indicadores de relaciones en redes tréficas (Fuentes 2006).

Indica predominancia de dinoflagelados (valores bajos) o diatomeas
16:1 (n-7)/16:0 . L
(valores altos) en la dieta (Stubing y Hagen 2003)

Se utiliza para distinguir carnivoros de herbivoros (Falk-Peterson et al.

18:1 (n-7) / 18:1 (n9) 2000)

Valores > 1 preponderancia de dinoflagelados en la dieta. Valores < 1
22:6 (n-3) / 20:5 (n-3) . . .
preponderancia de diatomeas (Stiibing y Hagen 2003).

Andlisis estadisticos

La prueba de normalidad se realizé6 mediante Shapiro-Wilks, y la homogeneidad de varianzas
utilizando la prueba de Levene’s. Se realizé un analisis de varianza ANOVA, cuando los supuestos
de dicho analisis se cumplieron se utilizd el test a posteriori Tukey (para la comparacién entre
lipidos, proteinas y carbohidratos en las diferentes estaciones), de lo contrario, cuando los
supuestos no se cumplieron, incluso posterior a una transformacion, se utilizé un analisis de
varianza no paramétrico de Kruskal-Wallis con una posterior prueba de rangos multiples descritos
por Conover (1999). Se aclara con mayor detalle en cada anilisis. Todos los analisis estadisticos se

realizaron utilizando Infostat 2012.
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Resultados

La diferencia en la longitud de la colonia, tanto entre cada uno de los meses, como entre las
diferentes estaciones no fue significativa (Kruscal-Wallis; H = 13, 24; p = 0, 1519). Se observé una
diferencia significativa en el % de Mo observado, tanto entre cada uno de los meses (Kruscal-
Wallis; H =103,49; p < 0,0001) como entre estaciones (Tabla Ill 3), sin una correlacién entre el
largo de las colonias y él % Mo (Pearson; p =0, 9234).

El porcentaje mas alto que se encontrd del %Mo fue en el mes de enero (84, 22 + 1, 93) y
junio (83, 00 + 2, 08), mientras que el mas bajo en julio (61, 37 £ 11, 50) y septiembre (74, 03 + 10,
16) de 2009, en estos dos ultimos meses se observd una gran variacion entre colonias en

comparacién con el resto de los meses (Fig. Ill 3).
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Figura Il 3: Variacidn del % de Mo a lo largo de los meses muestreados y variacion en la media de los
tamafios de las varillas. Las barras verticales indican error estandar.

Tabla Il 3: Analisis de Kruskal-Wallis de los %Mo y la longitud de las colonias en las diferentes estaciones
con una posterior prueba de rangos multiples de Conover.

%Mo Tamaio
Media + SD H p Media + SD H p
Invierno a 70,57+11,74 60,99 <0,0001 84,16 + 15,98 7,67 0,053
Otofio b 79,92+ 3,22 73,60+ 21, 88
Primavera b 80,83+ 3,89 76,09 + 20, 69
Verano c 82,73+2,59 81,66+ 16,48

+ Desvio estdndar; H estadistico; Letras diferentes indica diferencias significancia (p < 0, 05).
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Bioquimica

En la Fig. Ill 4 se observa una marcada estacionalidad, en el contenido de lipidos, proteinas y
carbohidratos.

La concentracion maxima de lipidos se registré en el mes de julio de 2009 (164, 34 + 8, 50
nglip.mgMo™). Por otra parte dichos valores fueron minimos en los meses de enero y febrero
2010 (102, 28 + 10, 86; 100, 21 + 24, 50 pgLip.mgMo™* respectivamente) (Fig. Il 4).

Con respecto a los valores observados de carbohidratos los mas bajos fueron en enero 2010
(104, 09 + 20, 05 pugCH.mgMo™), y en noviembre de 2009 (104, 59 + 15, 54 ugCH.mgMo™),
mientras que la concentracion mdaxima se observd, al igual que en los lipidos, en julio de 2009
(168, 81 + 38, 90 ugCH.mgMo™).

Por dltimo, la concentracion de proteinas fue maxima en julio de 2009 (772, 70 + 152, 26
ngProt.mgMo™) aunque con una gran variacién entre colonias dentro de dicho mes, mientras que

la concentracién minima se registré en junio de 2009 (508, 69 + 49, 87 ugProt.mgMo™) (Fig.Ill 4).

En la Fig. Il 5 y la Tabla lll 4 podemos observar que tanto la concentracién de lipidos,
proteinas y carbohidratos fueron estacionales en los meses estudiados. Se observd que la
concentracién de lipidos y carbohidratos se comportaron de manera similar, con elevadas
concentraciones en invierno y primavera, mientras que la concentracidon de proteinas fue maxima

en invierno y verano, sin diferencias significativas entre ambas estaciones (Tabla Il 4).
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Tabla Il 4: Andlisis de varianza (ANOVA) de lipidos, proteinas y carbohidratos en las diferentes estaciones.
Test a posteriori Tukey fue utilizado para identificar las estaciones diferentes en la ANOVA.

Proteinas Carbohidratos Lipidos
F p F p F p
39,89  <0,0001 33,19 <0,0001 22,07  <0,0001
Verano a Invierno a Invierno a
Invierno a Otofiio b Primavera a b
Primavera b Primavera b ¢ Otofiio b
Otofio c Verano c Verano c

F estadistico; Letras diferentes indica diferencias significancia (p < 0, 05).




Acidos Grasos

La abundancia de Acidos Grasos (AG) 18:1 (n-9) indica una dieta carnivora, la cual si bien
mantuvo leves variaciones a lo largo de las estaciones manifesté un incremento en otofio y una
disminucién en primavera. De manera similar el Acido Graso monoinsaturado (AGMI) 20:1 (n-9),
otro de los AG mas abundantes, indica que predomina la predacion de copépodos en la dieta de
Malacobelemnon daytoni (Graeve et al. 2001; Fuentes 2006) principalmente en verano. En
contraste a lo que se encontré en el Acido Graso monoinsaturado (AGPI) mas abundante 20:4 (n-
6), el cual evidencio variaciones muy marcadas a lo largo del estudio, con proporciones muy bajas
en verano y un aumento muy pronunciado en primavera e invierno. El siguiente AGPl mas
abundante fue el 20:3 sin grandes cambios en cada una de las estaciones, indica la incorporacion
en la dieta de microalgas, el cual es confirmado por los valores de los AG 16:1 (n-7) y 22:6 (n-3)

indicadores de diatomeas y dinoflagelados respectivamente.

Los indices de proporciones sugieren una dieta preferentemente carnivora, evidenciada por
los bajos valores en el indice 18:1 (n-7)/18:1 (n9) (principalmente en verano y otofio) (Tabla Il 6).
A su vez el indice 16:1 (n-7)/16:0 indica que entre diatomeas y dinoflagelados, la dieta es mas rica
con este Ultimo. En contraste a lo que se observo con lo obtenido con el indice 22:6 (n-3)/20:5 (n-
3) nos indica una predominancia de diatomeas con respecto a dinoflagelados en la dieta de la
especie, lo cual resulta llamativo y contradictorio, probablemente el hecho de que el AG 20:5 (n-
3) no se determind casi en ninguna colonia le quitaria peso a este indice para los analisis en

Malacobelemnon daytoni.

Tabla 1ll 6: Proporciones de AGs mas usadas como indicadores de redes trdficas encontradas en
Malacobelemnon daytoni.

Verano Otono Invierno Primavera

16:1 (n-7)/16:0 0,09 0,13 0,10 0,06
18:1 (n-7)/18:1 (n-9) 0,63 0,50 0,75 0,82
22:6 (n-3)/20:5 (n-3) 0,00 1,32 0,00 0,00
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Tabla Ill 5: Proporciones (%) de los diferentes Acidos Grasos detectados en Malacobelemnon daytoni de

verano, primavera, otofio e invierno en Caleta Potter.

Verano Otofo Invierno Primavera

Acidos Grasos

Saturados
C12:0 0,13 0,09 0,08 0,07
C13:0 0,02 0,03 0,01 0,01
C14:0 321 2,61 1,78 1,66
C15:0 0,68 0,67 0,58 0,65
C16:0 25,80 20,32 25,26 26,39
C17:0 082 0,39 0,64 1,07
C18:0 14,24 12,20 11,21 17,61
C20:0 1,04 0,57 0,57 1,00
C21:0 2,17 3,53 0,68 0,77
C22:0 0,24 0,08 0,16 0,09
C24:0 0,13 0,07 0,05 0,06

Total AGS 48,50 40,57 41,02 49,37
Monosaturados
C14:1 (n-5) 0,00 0,02 0,13 0,00
C16:1 (n-7) 242 2,68 2,77 1,60
C18:1 (n-9) 556 7,11 5,62 3,00
C18:1 (n-7) 3,49 3,57 4,23 2,47
C20:1 (n-9) 10,29 4,54 2,80 1,77
C22:1 (n-9) 0,88 0,50 0,52 0,65
C24:1 (n-9) 0,12 0,02 0,11 0,03

Total AGMI 22,76 18,43 16,18 9,52

Poli-insaturados

C18:2 (n-6) 0,98 1,13 0,71 0,48
C18:3 0,31 0,00 0,00 0,03
C20:2 (n-6) 0,79 0,06 0,85 0,70
C20:3 10,89 18,60 15,14 17,44
C20:4 (n-6) 4,71 13,63 23,23 20,79
C20:5 (n-3) 0,00 3,01 0,00 0,00
C22:2 (n-6) 1,13 0,46 0,73 0,68
C22:6 (n-3) 5,73 3,97 1,97 0,89

Total AGPI 24,54 40,87 42,63 41,01




Isétopos estables

Los valores de isGtopos estables de §"3C fueron relativamente constantes a lo largo de todo el
ano, en otono de -23, 9 a -25, 3; en invierno: -22, 9 a 24, 4; en primavera: =23, 3 a -25, 2 y en
verano: -23, 2 hasta -24, 6. De igual manera con los valores de 8N, fueron muy similares entre
las estaciones (otofio: 5, 80 - 6, 40; invierno: 5, 90 — 6, 80; primavera: 5, 90 — 7, 30 y verano de 6,

10 a 7, 00) (Fig. Ill 6), a pesar de que se encontraron algunas diferencias significativas (Tabla Il 7).

Md- Otofio —
Md- Invierno — A
Md- Primavera —
Md- Verano —

I‘\f1icrozooplanctonb
Algas bajo el hielo -
Sedimento (4 - 6 cm) (PA)b

Sedimento en superficie (0- 0, 5 cm) {PA)E
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Micro POM? —
Mix POM? —
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Figura Il 6: Composicion en los valores de isétopos estables en Malacobelemnon daytoni en las diferentes
estaciones en comparacién con datos de: *Kaehler et al. 2000; ®Mincks et al. (2008) and “Rau et al. (1991)
observados en diferentes fuentes de alimento. A §C (%.) y B 6"°N (%.). Md: Malacobelemnon daytoni.
POM: material organico particulado.

Tabla 11l 7: ANOVA para los valores de §C y 8N en las diferentes estaciones. Test a posteriori Tukey fue
utilizado para identificar diferencias en la ANOVA.

613C 615N
F p F p
11, 34 <0, 0001 11,99 <0, 0001
Invierno a Primavera a
Verano a b Verano
Primavera b ¢ Invierno
Otoino C Otofio b

F estadistico; Letras diferentes indica diferencias significancia (p < 0, 05).




En la Fig. Il 7 se compararon los valores de 8§C (%) y 6"°N (%) encontrados en el presente

trabajo con diferentes grupos taxonémicos estudiados en Peninsula Antartica. En dicha figura

podemos observar que Malacobelemnon daytoni se encuentra en un nivel tréfico inferior a

algunas estrellas y ofiuros, ya que la diferencia entre los valores de algunos equinodermos en

comparacién con el pennatulaceo es superior al 3%, valores que segun la literatura (Kaehler et al.

2000; Schmidt et al. 2003) nos permite ubicarlos en grupos tréficos diferentes. De igual manera se

observd entre grupos como el Krill (Euphasia superba) y Salpas (Salpa thompsoni) ubicando a

Malacobelemnon daytoni, en un nivel tréfico superior. No asi entre este Ultimo y gorgonias, si

bien varié mucho de acuerdo a la especie, nunca superiores al 3 % como para colocarlos en

niveles tréficos diferentes.
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b=l
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Calanus propinguus®

Salpa thompsoni®

Euphasia superba®

Malacobelemnon daytoni - Verano™
Malacobelemnon daytoni - Invierno™
6 Malacobelemnon daytoni - Primavera™

U L B o=

-22
813¢

7 Malacobelemnon daytoni- Otofo ™
8 Porania antarctica®

9 Perioblaster foliculatus”

10 Odontaster meridionalis®

11 Ophiocanther vivipara

12 Ophionotus hexactis”

13 Primnoisis sp.

14 Fannyella nodosa’

15 Ainigmaptilum antarcticum’
16 Notisis sp.

17 Primnoeila sp.

18 Dasystenella sp. ©

Figura |1l 7: Valores de 8N y 8¢ expresados en % en copépodos; Krill; gorgonias; plumas; estrellas y

ofiuros, en diferentes puntos de peninsula Antartica. *Fuentes 2006; ®Kaehler et al. 2000 y “Elias-Piera et al.

2013. ""Presente trabajo. Los dibujos son solo esquematicos.
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Discusion

Bioquimica

Los lipidos son el principal material de reserva de energia en la mayoria de los organismos,
aunque también los carbohidratos cumplen esta funcidn, en algunos taxa. Ademas hay un balance
dinamico entre ambos, ya sea se trate de reservas para ser usadas a largo o corto plazo siendo los
lipidos usados en el primer caso y los carbohidratos en el segundo (Harland et al. 1992; Rossi et al.
2006; Rossi y Tsounis 2007). En Malacobelemnon daytoni se observd que las concentraciones de
lipidos oscilaron de entre 100-164 pglLip.mgMo™, por debajo de lo que se encontré en especies de
octocorales de zonas templadas, como el coral rojo Corallium rubrum (mar Mediterraneo) (300—
500 pglip.mgMo™) (Rossi y Tsounis 2007). Por otro lado, trabajos del mismo autor, registraron
valores que oscilaron entre 150-350 uglip.mgMo™ en Paramuricea clavata y 200400 pglip
mg.Mo™ en Leptogorgia sarmentosa (Rossi 2002; Rossi et al. 2006) y un trabajo realizado en la
misma zona de estudio por Gori et al. (2007) en la gorgonia Eunicella singularis registré de 180-
400 pglip.mgMo™. Mientras que los niveles de carbohidratos en Malacobelemnon daytoni
oscilaron entre 104-168 ugCH.mgMo™, valores muy superiores a los que se observaron en las
especies ya mencionadas (Paramuricea clavata: 30-90 pgCH.mgMo™y Corallium rubrum: 20-50
uglip.mgMo™) (Rossi et al. 2006; Gori et al. 2007).

Posiblemente esta diferencia sea debida a la ausencia de algas simbiontes durante todo el
periodo muestreado, ya que, diversos estudios han puesto de relieve la importancia de las algas
simbidticas en la translocacién de los lipidos de las células de algas en el tejido de cnidarios
(Patton et al. 1983; Tolosa et al. 2011), encontrando mayores concentraciones de lipidos en
poblaciones que habitan zonas fdticas en comparacién de poblaciones de zonas mas profundas
(Gori et al. 2012). En Malacobelemnon daytoni esto podria ser indicativo de una restriccién de la
luz causada por las altas concentraciones de sedimento en Caleta Potter (Schloss et al 2012) o la
ausencia de algas simbiontes en organismos Antarticos ya que no hay registro de la presencia de
estos en organismos bentdnicos hasta la fecha. Por otro lado no se descarta la posibilidad de que
no sean los lipidos el principal reservorio de reservas y sean los carbohidratos la principal fuente
de energia con la que cuenta la especie, aunque para afirmar esta hipdtesis ademds de ser
necesarios nuevos estudios, resulta sumamente interesante contar con datos bioquimicos de
grupos polares y de otras especies de pennatulaceos para analizar si podria ser un patrén

caracteristico de dichas zonas o del grupo.
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Rossi et al. (2006) sugiere que los hidratos de carbono han demostrado estar mas
directamente relacionados con el estrés tréfico en antozoos, ademads de tener una respuesta mas
rapida al agotamiento de los alimentos, mientras que postula a los lipidos como indicadores de
extensos periodos de escasez de alimento. Frente a esta hipdtesis podemos observar, segun las
fluctuaciones de carbohidratos en el periodo estudiado (Fig. lll 5), que probablemente la
estacionalidad en cuanto a los periodos de agotamiento de alimento en otofio e invierno no sea
tan marcada, debido a, como se menciond en el capitulo anterior, eventos de resuspension.

Si bien no se encuentran trabajos publicados hasta la fecha en cuanto al balance bioquimico
en los sedimentos de Caleta Potter, un trabajo de Isla et al. (2006) en el mar de Weddell, sefiala la
existencia de sedimentos con un alto valor nutricional (elevadas concentraciones de lipidos y
carbohidratos) persistentes en el tiempo posterior a los pulsos de produccion primaria. También
se destaco en dicho trabajo, la alta disponibilidad potencial de estos sedimentos (debido a su
granulometria) para las comunidades bentdnicas. La acumulacién de bancos de alimentos en el
sedimento (‘food bank’; Mincks et al. 2005) pueden constituir una importante fuente de energia
para el ecosistema bentdnico Antdrtico, que actuard como amortiguador frente a la fuerte
variabilidad estacional de las aguas superficiales (Smith et al. 2006; Gili et al. 2009). Esto abre
nuevas discusiones sobre la posibilidad de que los periodos de escases de alimento en el bentos

de Caleta Potter en realidad no sean tan marcados.

En cuanto a la estacionalidad observada en la concentracion de lipidos en Malacobelemnon
daytoni se sugiere que esta se encuentra asociada al patrdn reproductivo de dicha especie, ya que
como se detalld en el capitulo Il la especie tendria un marcado desove a finales del verano, en la
misma estacion que se observé la menor concentracién de lipidos, y un segundo desove aunque
menos marcado en primavera. Sin embargo esta asociacion se encuentra sesgada ya que en el
analisis de lipidos se procesaron hembras y machos juntos, sin conocer las proporciones de cada
sexo (no fue posible conservarlos por separado ya que son externamente similares). De manera
similar se observd en algunas gorgonias Antarticas, que se reproducen a finales de primavera-
verano (Orejas et al. 2002; 2007), trabajos en los cuales se sugiere que el alto nivel de lipidos
observado puede ser, no solo una respuesta a los 'crudos' periodos de otofio e invierno, sino
también una estrategia para almacenar energia que sera necesaria para los productos sexuales
(larvas o huevos). Por otro lado la gorgonia Ainigmaptilon antarcticum alcanza elevadas
concentraciones de reserva, lo que se lo asocia por un lado con el didmetro alcanzado por los
oocitos (> 900 um) y por otro con el hecho de que esta especie posiblemente cuente con

fecundacién interna y crianza de las larvas (Orejas et al. 2002).
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Los valores de la concentracién de proteinas en el presente trabajo (508-772 pgProt.mgMo™)
coinciden a lo observado en Paramuricea clavata (500-750 pgProt.mgMo™) y Leptogorgia
sarmentosa (450-700 pgProt.mgMo™) (Rossi 2002; Rossi et al. 2006), mientras que en el coral
Corallium rubrum se observaron valores muy inferiores (100-230 pgProt.mgMo™) (Rossi y Tsounis
2007). Dicha diferencia se atribuye al hecho de que el esqueleto de este Ultimo se encuentra
realizado de CaCOj; (Grillo et al. 1993), mientras las otras dos gorgonias se caracterizan por
elevados contenidos proteicos de gorgonina (Rossi y Tsounis 2007). Si bien, la elevada
concentracién de proteinas en Malacobelemnon daytoni no queda del todo claro ya que la
estructura de su esqueleto es, al igual que Corallium rubrum, de CaCO;, su estacionalidad (con dos
picos muy marcados en invierno y verano) puede ser una consecuencia del crecimiento estacional
de la colonia. Marschal et al. (2004) observaron dos anillos de crecimiento de diferentes
densidades en el mismo afio en colonias del coral rojo (verano e invierno) observaciones similares
se realizaron en Cladocoraca espitosa en el mar Mediterraneo (Peirano et al. 1999; 2005). Se ha
demostrado que la materia orgdnica originada a partir de los pulsos de alimentos estimula la
formacion de CaCO;, mediante la construccidon de la matriz primaria en la que la parte inorgdnica
se precipitara (Houlbréque et al. 2003), por lo que en Malacobelemnon daytoni los picos ya
mencionados se pueden deber al aumento de la matriz organica que sera la base para la
calcificacién, sin embargo son necesarios posteriores estudios sobre tasas y periodos de
crecimiento de la especie para afirmar esta hipodtesis.

Por ultimo con respecto a la variacion de materia organica en relacion con el balance
bioquimico resulta llamativo que en el mes de julio en el que se observé la mayor concentracién
tanto de lipidos, de proteinas como de carbohidratos se observd el menor porcentaje de materia
organica, esto se puede deber a que en el medio se encuentre menos materia organica pero de
'mejor calidad'. En algunos meses se puede estar generando proteina o carbohidrato
(especialmente esta primera) u otra sustancia organica que forma esqueleto, estructura, la cual es
muy refractaria, y no se detecta con el método colorimétrico (solo proteinas 'solubles') pero si con
el peso de las cenizas (materia orgdnica). Por lo que puede que baje la materia organica en peso,

pero que sea de 'mejor calidad' (Rossi pers. com.)

Acidos Grasos

De igual manera que se ha observado en numerosas especies de corales (Svetashev y Vysotskii
1998; Pernet et al. 2002; Imbs et al. 2007c; 2009; Baptista et al. 2012), los principales AGS en
Malacobelemnon daytoni fueron el 16:00 y 18:00. Estos son conocidos como puntos clave de

partida para la biosintesis de los AGPI esenciales (Carballeira et al. 1996).
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En base a los resultados presentes de los AG, podemos considerar una dieta omnivora en
Malacobelemnon daytoni con leves variaciones a lo largo del afo. Tanto el AG 20:1 (n=9) (acido
eicosenoico) como el 18:1 (n-9) (acido octadenoico) son ambos indicadores de una dieta carnivora
y predadora de la especie, especificamente la incorporacién del AGMI 20:1 (n-9) se realiza a
través de la predacion sobre copépodos. Este tipo de predacidn, segln los presentes resultados,
ocurre principalmente en verano, que es cuando a su vez, se han observado los principales picos
de copépodos en Caleta Potter (Fuentes 2006). Esto se correlaciona con lo que se observé en el
indice utilizado para distinguir carnivoros de herbivoros (18:1 (n-7)/ 18:1 (n-9)) (Falk-Petersen et
al. 2000). Si bien este indice no varié demasiado a lo largo del afio, los valores mas cercanos a 0
representaron una tendencia a la carnivoria, como se observd en verano—otofio (0, 63 — 0, 5),
aunque, aparentemente las diatomeas no se encuentran ausentes en la dieta de Malacobelemnon
daytoni, ya que los valores del acido octadecenoico 18:1 (n-7) se mantuvieron con pocas
variaciones a lo largo de las estaciones, con un leve descenso en primavera. De manera similar lo
fueron los dinoflagelados, aparentemente con una preferencia por estos en verano por el
aumento de los AG 22:6 (Graeve et al. 1994).

Por otro lado los elevados valores de AGPI 20:3 y 20:4, nos indican presencia de micro y
macroalgas, respectivamente en la dieta (Fuentes 2006). Si bien se observaron llamativas
variaciones del dcido aeicosatetraenoico (20:4 (n-6)), el andlisis de estas resulta dificultoso ya que
segun Pernet et al. (2002), este acido graso se encuentra asociado con los ciclos gonadales en el
pennatulaceo Renilla koellikeri, por lo que no se descarta que el marcado descenso de este en
verano (7, 71), se encuentre mas relacionado con el ciclo reproductivo de Malacobelemnon
daytoni que con su dieta.

Numerosos autores han comenzado a utilizar los AG en la identificaciéon taxondmica de
corales, llegando a familias o incluso al nivel de género (Svetashev y Vysotskii 1998; Imbs et al.
2007b; 2008), en el presente estudio se demuestra que no hay una dominancia constante a lo
largo de todo el afio de un AG determinado, lo mismo que observd Baptista et al. (2012) en el
pennatulaceo Veretillum cynomorium, mientras que la mayoria de los estudios anteriormente
mencionados carecen del componente estacional en sus conclusiones. En su lugar, Baptista et al.
(2012) plantea que son cuatrolos AG principales en pennatulaceos: 16:00, 20:4 (n-6), 20:5 (n-3) y
24:6 (n-3), lo cual resulta discutible ya que si bien los dos primeros se observaron abundantes
también en el presente trabajo, no asi los dos ultimos, siendo el tetracosahexaenoico (24:6 (n-3))
un AG ausente tanto para Malacobelemnon daytoni como para Renilla koellikeri (Pernet et al.

2002).
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Isétopos estables

Los resultados generales obtenidos a partir de los analisis de isétopos estables de
Malacobelemnon daytoni (613C -25,2 a-22,9%0; 6°N del 7,3 a5, 8%o) indican que esta especie es
oportunista y su dieta incluye un amplio espectro (Fig. lll 6). Estos resultados concuerdan con
estudios previos en octocorales de diferentes regiones (Mediterraneo: Ribes et al. 1999; 2003;
Picciano y Ferrier-Pagés 2007; Antartida: Orejas et al. 2003).

El presente trabajo parece confirmar la presencia de material organico en el sedimento (Fig. lll
8) como fuente potencial de alimento para Malacobelemnon daytoni a lo largo de todo el afio.
Esto se vio reflejado por los valores isotdopicos que se encontraron en dicha especie en las
diferentes estaciones, similares a los encontrados en fuentes de alimentos observados en trabajos
previos en la peninsula Antartica occidental: en donde en los fitodetritos se observaron valores de
8¢ que fueron desde -25, 46 a -22, 92%o (615N 5, 7-7, 9%e.), en los sedimentos superficiales
(corers de 0-0, 5 cm) de -25, 93 a -24%o. (6™°N de 2, 8 a 6, 4%o), mientras que los valores del
microzooplancton fueron desde -33 a -15%o (6"°N 3, 2-7, 5%o) (Mincks et al. 2008). En el mar de
Weddell, el §3C del material orgdnico particulado (POM) alcanzé rangos de -5, 4 a 6, 1% (Rau et
al. 1991) y Kaehler et al. (2000) (en una zona sub Antértica) observé valores de §*C en el Microy
el Mix de POM (Micro POM - Mix POM) valores que van desde -26 hasta -22, 5%o (Fig. 11l 6).

Dicho material sedimentado puede alimentar el sistema mediante resuspension y
transportado horizontalmente a través de la corrientes de marea (Isla et. al 2006) durante el
otofio y el invierno. De hecho, Barnes y Clarke (1995) demostraron que algunos suspensivoros
bentdnicos no experimentaron un periodo de latencia durante el otofio y el invierno en
Antdrtida, por ejemplo, algunas especies de briozoos estuvieron activos durante el invierno e
hidrozoos sélo tuvieron un periodo de latencia corto en agosto. El elevado valor nutritivo que se
encuentra en los sedimentos es, segln Isla et al. (2006) debido a las lentas tasas de
descomposicion de ambientes polares (Cripps y Clarke 1998), llegando al fondo del mar con un

elevado valor nutricional.

Con respecto a la estrategia alimentaria exhibida por Malacobelemnon daytoni en las
diferentes estaciones estudiadas se encontraron diferencias significativas entre ellas, aunque
estas diferencias no son lo suficientes como para ubicarlas dentro de niveles tréficos diferentes, y
posiblemente tampoco lo suficiente como para concluir que varia la dieta de manera estacional,
ya que segun la Fig. Il 6 la fuente de alimento en cada una de las estaciones es muy similar.

Los valores de 8N observados en Malacobelemnon daytoni fueron superiores a los

observados en salpas de Caleta Potter por Fuentes (2006), lo que ubica a esta especie de
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pennatulaceos en un nivel superior en la cadena tréfica ya que esta diferencia es superior al 3%,
no asi lo que se observo entre la especie de interés y diferentes especies de gorgonias estudiadas
por Elias-Piera et al. (2013), en donde la diferencia no fue superior al 3% por lo que no es posible
afirmar que estos grupos pertenecen a niveles troficos diferentes.

Por otro lado, si bien es de esperar que ofiuros y estrellas se ubiquen en un nivel tréfico
superior a pennatulaceos, la comparacion de los presentes resultados con el trabajo de Kaehler et
al. (2000) nos muestra que no estd del todo claro, ya que dependiendo de la especie en particular
se observa la diferencia del 3% necesaria para clasificarlos en niveles tréficos diferentes. Por lo
gue se deberia contar con datos de la especies de equinodermos que habitan en Caleta Potter
para concluir de manera precisa, pero, posiblemente sus dietas no sean tan disimiles como se

espera.

Uno de los resultados relevantes del presente capitulo es la coincidencia entre los dos tipo de
marcadores tréficos (AG e is6topos estables), destacando la amplia variedad de fuentes de
alimento en la dieta de Malacobelemnon daytoni, sefalando a esta especie como predadora y
oportunista lo cual podria ayudarnos a comprender el éxito que esta tiene en Caleta Potter.
Ambos métodos resultan complemento y de gran importancia en detectar los diferentes niveles
en las redes trdficas, ya que los métodos utilizados tradicionalmente, tales como el estudio de
contenidos estomacales, resultan dificultosos debido principalmente al estado de conservacion en
que se encuentra el material digerido, de hecho si bien se realizaron diferentes observaciones en
los contenidos de Malacobelemnon daytoni no fue posible observar ningin ‘items” en el interior
de sus polipos. Por otro lado los experimentos de pastoreo también tradicionalmente utilizados,
como por ejemplo por Orejas et al. (2003) en octocorales, permiten concluir solo sobre el material

ingerido, pero poca informacion nos da sobre el material asimilado.
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CAPITULO IV

EFECTO DEL SEDIMENTO EN
MALACOBELEMNON DAYTONI




Introduccion B

Los ecosistemas bentdnicos sometidos a un gradiente de sedimentacion como fiordos
muestran patrones de diversidad y abundancia de especies asociados a estos. Lo que indica que el
incremento de la carga de sedimentos afecta negativamente a numerosos taxa en especial

filtradores (Wlodarska-Kowalczuk y Weslawski 2001; Thrush et al. 2004; Akoumianaki et al. 2013).

La Peninsula Antartica y las Islas Shetland del Sur (Rickamp et al. 2011), se han identificado
como una de las regiones mas afectadas por el cambio climatico (Cook et al. 2005; Vaughan 2005;
Turner et al. 2005; 2007). Uno de los efectos mas estudiados hasta la fecha es, probablemente el
impacto del hielo (iceberg) en el bentos Antartico (Gutt 2001; Gutt y Starmans 2001; Smale et al.
2008a; 2008b; 2008c; Gutt et al. 2013). Por otro lado, se ha registrado un notorio incremento en
las tasas de deposicion de sedimentos en los ultimos 60 afios en la columna de agua, como
consecuencia del derretimiento de sus glaciares (Cook et al. 2005). Estos cambios son
preocupantes, ya que el bentos antartico se encuentra dominado principalmente por organismos
filtradores sésiles (Orejas et al. 2002; Gili et al. 2006) que serian los mas afectados por el aumento
de material inorgdnico en suspensién (Torre et al. 2012). Sin embargo, no muchos estudios se han
realizado considerando a este fenémeno de sedimentacion regular como un factor estructurador

de los ecosistemas en Antartida (Torre et al. 2012).

Caleta Potter, como ya se menciond en el capitulo |, se encuentra rodeada por el Glaciar
Fourcade excepto en la costa Sur donde, como consecuencia del reciente retroceso del mismo,
han quedado amplias zonas libres de hielo completamente descubiertas de vegetacion. En este
sector son importantes, principalmente en primavera y verano, los arroyos de deshielo, ya que
son los responsable de la acumulacion de sedimento en la regién interna de la caleta. Si bien
actualmente se observan numerosos arroyos que descargan directamente sobre la costa sur de la
caleta, dos son los mas importantes: el arroyo Matias, que se origina de una laguna estacional y
su contribucion sedimentaria es minima comparada con el aporte del arroyo Potter (Fig. IV 1). La
desembocadura del Potter tiene forma de delta y acarrea todas las particulas procedentes de la
erosion del glaciar y de estas areas nuevas libres de hielo y vegetacién. Estos arroyos se generan
principalmente de derretimiento de los glaciares, de la nieve acumulada durante el invierno y del

drenaje de agua subterranea que fluye a través de los sedimentos morrénicos
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Figura IV 1: Mapa del drea de estudio en donde se detalla los puntos de descarga debido al deshielo del
Glaciar Fourcade mas importantes; el arroyo Potter (P) y el arroyo Matias (M).

Como consecuencia de esto una serie de cambios hidrograficos significativos se vienen
observando en Caleta Potter desde 1991, el mas llamativo es el aumento del material particulado
en suspensién (MPS) (Schloss et al. 2012). Al mismo tiempo se observaron cambios notables en la
estructura de las comunidades de macrofauna bentdnica, especialmente en organismos
filtradores. En una muestreo de 1994 las regiones mas superficiales de 15-20 m de profundidad se
encontraban colonizadas por un conjunto relativamente uniforme, dominado por el bivalvo
Laternula elliptica y el pennatulido Malacobelemnon daytoni. Por debajo de los 20 metros de
profundidad, la ascidia Molgula pedunculata era la especie dominante, mientras que a los 30
metros cinco especies de ascidias solitarias: Molgula pedunculata, Cnemidocarpa verrucosa,
Ascidia challengeri, Corella eumyota, y Pyura setosa constituyeron la biomasa mas abundante
(Sahade et al. 1998). Cuatro afios después, en 1998, se observé una drastica reduccién en la

densidad de Molgula pedunculata, principalmente a los 30 metros de ~ 16% a < 1% de cobertura.




Al mismo tiempo, Malacobelemnon daytoni aumento su densidad de 10 a 85 individuos m™2a 20
m y amplié su distribucién en profundidad hasta los 30 m (Sahade et al. en preparacion). La
magnitud y la velocidad de los cambios observados sugieren una posible relacion con el
derretimiento de los glaciares y por consiguiente con los aumentos de MPS en la columna de agua
en Caleta Potter.

En este estudio se midié el consumo de oxigeno de Malacobelemnon daytoni, expuesta a
concentraciones crecientes de sedimentos naturales y se lo comparé con estudios realizados por
Torre (2013) en las ascidias solitarias mas abundantes: Molgula pedunculata, Cnemidocarpa

verrucosa y Ascidia challengeri® y el bivalvo Laternula elliptica (Philipp et al. 2011).

Objetivos especificos

1. Estudiar el consumo de oxigeno en Malacobelemnon daytoni frente a concentraciones
crecientes de sedimento.

2. Comparar la sensibilidad de la especie con ascidias mas abundantes de Caleta Potter
frente a las diferentes concentraciones de sedimento.

3. Evaluar si la tolerancia a la carga de sedimento podria ayudar a explicar el creciente

éxito ecoldgico de la especie en la comunidad de Caleta Potter.

® Datos tomados de la tesis de postgrado de Torre 2013 para realizar las comparaciones (Torre et al. 2012).
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Materiales y Métodos

Las colonias de Malacobelemnon daytoni se colectaron entre 10 y 15 m de profundidad

mediante buceo auténomo durante la campafia Antartica de verano 2008.

Disefio experimental

Luego de la aclimatacion, las plumas fueron colocadas de a cuatro en recipientes circulares de
0, 7 L cada uno, que funcionaban como cdmaras respiratorias individuales. Se trabajé con tres
peceras rectangulares (50 L c/u) (Fig. IV 2), en cada una se colocaron cuatro cdmaras respiratorias
(tres experimentales (n=6) mas una camara de referencia por pecera para corregir el consumo de
oxigeno del sistema). En dos de las peceras se agregd sedimento (pecera experimental) mientras
gue la tercera se utilizé de control (sin sedimento) para considerar el consumo normal de oxigeno

en Malacobelemnon daytoni

Por otro lado se tomd una muestra de sedimento superficial a los 20 metros de profundidad
de la estacion de muestreo, se secé a 70 2C y se lo tamizé a través de un tamiz de 50 micras. Esta
fracciéon resultante de sedimento natural fue elegida debido a que podria mantenerse facilmente
suspendida en agua.

El primer dia de experimento se tomd una medicidn de oxigeno sin sedimento que se
considerd como oxigeno basal (O,). Posteriormente se colocaron diferentes concentraciones de
sedimentos desde 5 a 600 mg L™ (con un nivel de materia organica 2, 36 + 0, 07%). Luego de 6
horas de exposicidn en cada una de las concentraciones de sedimento (Torre 2013) las camaras se
sellaron durante 18 horas y se midi6 al final de ese periodo la concentraciéon de oxigeno en el
agua (Osey). Mientras las cdmaras de respiracidon permanecieron cerradas el agua en las peceras se
cambid y se aplico la concentracion siguiente de sedimento antes de que las camaras se volvieran

a abrir.
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Figura IV 2: A Fotografia en acuario de las peceras con sus respectivos cdmaras experimentales y de
referencia. B Diagrama del sistema experimental.

Toma y andlisis de los datos

La concentracion de oxigeno se midid con el método de Winkler espectrofotométrico,
optimizado por Labasque et al. (2004) con la correccion de turbidez a 466 nm de (Roland et al.
1999), en un espectrofotémetro Pharmacia Ultrospec 3000. El valor minimo registrado de oxigeno
estuvo siempre por encima del umbral sub-letales de hipoxia de los organismos bentdnicos de 2,
05 +0, 09 mg L™ (Vaquer et al. 2008).

Al final del experimento, la masa seca se determind por secado a 70 °C durante 72 h. Los
datos se expresaron en miligramo de oxigeno consumido por gramo de peso seco por dia (mg 0?

g'psd™).

Este mismo disefio experimental se realizé en la tesis de postgrado de Torre (2013) en tres de
las especies de ascidias mas representativas de Caleta Potter: Ascidia challengeri, Cnemidocarpa
verrucosa y Molgula pedunculata (Torre et al. 2012). Al igual que en dicha tesis, se calcul6 el coste

energético (E;,,) durante la exposicion de material particulado a partir del consumo de oxigeno
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durante los tratamientos para Malacobelemnon daytoni como:

n
Elnv = Z(Osedi - Obas)' Cf
i—1

Expresado en J gdm™
Cr representa el factor de conversién de mg de O, a Jules (J) (Gnaiger 1983) e i: 5, 15, 100,
200, 400 y 600. Teniendo en cuenta que si se disminuye el consumo de oxigeno (Ogeg< Opgs), Einy

toma valores negativos.

Se considerd ademads a la concentracidn de sedimentos en la cual se midié el mayor consumo
de oxigeno (O,q), ¥ a la concentracidn en la cual se observd dicho consumo de oxigeno se

denomind como concentracion critica (Ceit).

Por ultimo, como actividad complementaria para aumentar el conocimiento a cerca de la
tolerancia del sedimento en Malacobelemnon daytoni, en la campana Antartica de verano 2012-
2013 se llevé a cabo un experimento en acuario, bajo condiciones controladas, en el cual se
colocaron 8 colonias en una pecera con sedimento de sustrato y flujo continuo (sin filtrar) directo
de Caleta Potter. Estas colonias se cubrieron completamente con grandes cantidades de
sedimento y se sacaron fotos cada seis horas mediante una camara Nikon 3100 durante 72 hs con

el fin de determinar el tiempo de desenterramiento de la especie.

Andlisis estadistico

Se utilizé un andlisis de varianza no paramétrico de Kruskal-Wallis con una posterior prueba de
rangos multiples descritos por Conover (1999) en la comparacién en el consumo de oxigeno de
Malacobelemnon daytoni en las diferentes concentraciones con el consumo basal. Para las
comparaciones entre las camaras experimentales y control se realiz6 una ANOVA y una prueba a

posteriori Tukey en cada una de las concentraciones de sedimento.
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Resultados

La exposicidn a concentraciones crecientes de sedimento no tuvo efecto significativo (3, 32; 3,
93;3,8;3,6;3,74; 3,77; 3,53; 3, 84 oxigeno consumido con 5; 50; 100; 200; 250; 300; 400; 600
mg.L™ respectivamente) (Kruscal-Wallis) en el consumo de oxigeno en Malacobelemnon daytoni

con respecto al metabolismo basal, independientemente de la cantidad de sedimentos (Fig. IV 3).

"]

Oxigeno consumido (mg0> g"‘I psd'l)

0 T T T T
0 150 300 450 600

Concentracion de sedimento (mg L-1)

Figura IV 3: Consumo de oxigeno de Malacobelemnon daytoni a concentraciones crecientes de sedimento.

No se encontré una diferencia significativa entre el oxigeno medido en las camaras
experimentales en comparaciéon con las camaras controles (las que no se les aplicd ninguna

concentracién de sedimento) (Tabla IV 1y Fig. IV 4).

Tabla IV 1: ANOVA de la concentracién de oxigeno medida en las cdmaras experimentales con las cdmaras
control. Se utilizé el test a posteriori Tukey.

Concentracion F p

5 0,01 09273
50 0,12 0,7364
100 0,32 10,5812
200 2,12 0,1889
250 1,13 0,3229
300 0,002 0,9567
400 1,09 0,3304
600 3,85 0,0906

F estadistico; p significancia (p < 0, 05).
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Figura IV 4: Comparacion del consumo de oxigeno entre las camaras experimentales y las cdmaras
controles. Las barras verticales indican desvio estandar.

Con respecto al efecto de grandes cantidades de sedimento cubriendo a las colonias, se
observd que a las 60 hs todas las colonias se encontraron desenterradas y en ninguno de los casos
se observd mortandad. Algunas de ellas se registraron con sus pélipos abiertos (Fig. IV 5,
Apéndice 1). A pesar de que en la figura (IV C) se observan todas las colonias, algunas de ellas en
ese rango de tiempo (60 hs) se desenterraron y enterraron nuevamente, de igual manera, algunas
abrieron sus pdlipos y los volvieron a cerrar, a pesar de que en la figura solo dos se observan con
sus polipos abiertos (Fig. IV Cy D).

El tiempo observado en los desenterramientos de cada colonia fue variado pero por lo general

en menos de 12 horas (Apéndice I).

En cuanto a la clasificacion de la sensibilidad sobre la base de C.;, Opmex Y Einy S€ Observd que es
Malacobelemnon daytoni la especie menos afectada mientras que Molgula pedunculata es la
especie mas sensible, seguida por Cnemidocarpa verrucosa por Ultimo Ascidia challengeri® (Tabla

IV 2).

* Datos més detallados de ascidias con sus respectivos gréaficos se pueden observar en Torre et al. (2012) al

final de la presente tesis.



Figura IV 5: Efecto de elevadas
cantidades se sedimento en
Malacobelemnon  daytoni. A
Colonias aclimatadas, previo a
cubrirlas con sedimento. B Post
sedimento, en donde se observan
algunas que quedaron sin ser
cubiertas por sedimento en su
totalidad (flecha). C Luego de 60 hs
de observacion; D y E detalle de C

(8 y 2 respectivamente).



Tabla IV 2: Resumen de parametros Cci: (Mg L‘l), Omax Eimy (gdm J‘l), para la estimacion cualitativa de la

sensibilidad relativa de sedimentos.

Cewie (Mg ™) Einy(J gdm™) Sensibilidad Fuente
Molgula pedunculata 10-50 197,74 £ 139, 82 Alta Torre et al. 2012
Cnemidocarpa verrucosa 100 28,93+102,70 Media Torre et al. 2012
Ascidia challengeri 200 15,05 + 13, 68 Baja Torre et al. 2012
Laternula elliptica indefinida _ Muy baja Philipp et al. 2011
Malacobelemnon daytoni indefinida -110,06 £ 11, 88 Nula Presente trabajo

+ Desvio estdndar;
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Discusion

Los resultados de la presente tesis, en adicidn a lo observado por Torre (2013) en las ascidias
mas abundantes de Caleta Potter, y el bivalvo Laternula elliptica (Philipp et al. 2011),
proporcionan una primera aproximacion para explicar los cambios observados en el bentos de
Caleta Potter en los ultimos afios, basada en la respuesta de dichas especies al estrés causado por
la carga de sedimentos.

El material inorganico particulado en Caleta Potter ha registrado un aumento significativo
desde 1991 principalmente en los meses de verano, con una marcada estratificacién sobre todo
en el sector interno de la caleta (Schloss et al. 2012). En el presente trabajo se ha observado que
el pennatulaceo Malacoebelemnon daytoni no se ve afectado frente a concentraciones aun muy
por encima de las registradas actualmente en la caleta (de entre 19 a 36 mg.L™, Philipp et al.
2011). Contrariamente a lo observado en las ascidias mas relevantes de Caleta Potter (Ascidia
challengeri, Cnemidocarpa verrucosa y Molgula pedunculata), en donde las tres son afectadas,
aunque en diferente medida, por las variaciones de sedimento en la columna de agua (Torre et al.
2013). Molgula pedunculata parece ser la especie mas sensible, ya que reaccioné a las
concentraciones mas bajas de sedimento (5 a 50 mg L™). Estos resultados concuerdan con los
cambios observados en las comunidades en los Ultimos 15 afos en Caleta Potter, ya que es ésta
especie la que disminuyd mas dramaticamente en abundancia en los rangos de profundidad mas
afectados por el sedimento, restringiendo su rango de distribucién a los 25 m, profundidad en la
cual su % cobertura a su vez también disminuyé (Sahade et al. 1998; Sahade et al. en

preparacion).

De manera similar a lo que se observé en Malacobelemnon daytoni se encontré en Laternula
elliptica (Phillipp et al. 2011), si bien son esperadas las diferencias en los niveles de tolerancia al
sedimento entre estos y los grupos de ascidias ya mencionados, en Laternula elliptica se observo
una disminucién de un 20 % del metabolismo a concentraciones de 300 y 700 mg.L™ en
comparacién con el metabolismo basal. Esto, segun dichos autores, se debe a que frente a
determinadas concentraciones de sedimento el bivalvo cierra las valvas, con una consecuente
disminuciéon en el consumo de oxigeno, para disminuir, de esta manera, la ingesta de particulas
inorganicas.

Con respecto a Malacobelemnon daytoni es poco lo que se conoce en cuanto a la respiracion
en pennatulaceos, ademas de que carecen de estructuras especiales para esta funcion. Hasta la

fecha se cuenta con sélo un trabajo realizado en Pteroides griseum (Brafield y Chapman 1967). En




este se observé que son el ectodermo y el endodermo los responsables de la respiracion, este
ultimo encargado de dos tercios de la respiracion en las colonias expandidas, generando la
irrigaciéon en la cavidad interna (enteron) a partir de movimientos peristalticos. Esto sugiere que el
intercambio gaseoso no seria particularmente afectado por grandes cantidades de material
inorganico, como seria de esperar en organismos que cuentan con estructuras especiales que
pueden ser afectadas por los sedimentos. En ascidias, por ejemplo, el hecho de aumentar sus
tasas de respiracion frente a determinada concentracion de sedimentos, se debe a que estas
especies incrementan su actividad ciliar, la produccién de mucus y el squirting (excrecién de
particulas no digeribles) para hacer frente al aumento del material inorgdnico que ocluye el saco
branquial, estructura con funciones respiratorias y de alimentacién (Torre 2013). Mientras que, la
consiguiente disminucién en el consumo de oxigeno por encima de una determinada
concentracién (C,.,) (Torre el al. 2012) se asocia a una reduccion de la actividad de filtracién a
altas concentraciones de MPS (Petersen 2007) ya que, las obstrucciones de las estructuras
respiratorias pueden reducir aun mas el consumo de oxigeno, reduciendo por lo tanto el
metabolismo aerébico (Modig y Olafsson 1998). Esta reacciéon diferencial de cada una de las
ascidias se debe, probablemente, a las caracteristicas morfoldgicas de cada especie, siendo las
ascidias chatas las que mejor toleran el sedimento en comparacion con las pedunculadas (Torre et
al. 2012), siendo estas ultimas las que mas dramaticamente han reducido su abundancia dentro

de la zona afectada por los sedimentos (Sahade et al. 1998; Sahade et al. en preparacion).

De manera similar a lo observado por Torre (2013), los presentes resultados de sensibilidad de
todas las especies comparadas sugieren que la sedimentacién puede estar jugando un papel
importante en el patrén de zonacidn observado en las comunidades en Caleta Potter.
Aparentemente favoreciendo a Malacobelemnon daytoni de manera indirecta al actuar tan
fuertemente sobre el resto de las especies. Conjuntamente con la disminucién de la presidn
competitiva es probable que el éxito de Malacobelemnon daytoni este también relacionado con
su estrategia reproductiva, que, como mencioné en capitulos anteriores, exhibiria una
maduracidon muy rapida comparada con otros invertebrados antdrticos como asi también, un ciclo
que podria tener hasta dos periodos de desove anual, lo que no se ha observado en ningun otro
organismo antdrtico. Por otro lado, posiblemente una elevada tasa de crecimiento contribuya
también a este aumento poblacional. Por ultimo, el hecho de que esta especie cuente con la
capacidad de enterrarse y desenterrarse, permaneciendo a su vez largas horas bajo el sedimento,
podria ser una herramienta del grupo frente a determinadas perturbaciones como las causadas
por el hielo (Ambroso et al. 2013). Si bien el tiempo de enterramiento de esta especie lleva varias

horas en concretarse como se ha observado en los resultados de este capitulo y en datos no




presentados en esta tesis, se ha observado que este comportamiento ocurre en lapsos de
segundos en el pennatulaceo Virgularia mirabilis aunque las razones de por que lo hacen no estan
del todo claras, no se descarta que podria ser una estrategia Util al momento de prevenir la

predacién (Ambroso et al. 2013).

Si bien hasta la fecha no se han realizado estudios en Antartida focalizados en el sedimento
como principal factor en los patrones de zonacidn, si se ha llevado a cabo en el polo norte. Un
trabajo realizado por Wlodarska-Kowalczuk y Weslawski (2001) en el Artico propone al sedimento
como un factor que afecta de manera negativa la biodiversidad bentdnica. Por otro lado, un
trabajo mas reciente realizado por los mismos autores describe un patrén de zonacién horizontal
asociado a la distancia al glaciar. Estos observaron que son las especies méviles de baja biomasa
las especies mas abundantes proximas al glaciar (Wlodarska-Kowalczuk et al. 2005). Por lo que, se
propone en el presente trabajo, que el sedimento estaria jugando un papel importante en la
reestructuracion de las comunidades bentdnicas de Caleta Potter, debido a la diferente respuesta
metabdlica que encontramos en cada una de las especies comparadas. Acompafiado a las
descargas de sedimento, el bentos no solo debe hacer frente el aumento de material inorganico
en la columna de agua, sino ademas, un aumento de turbidez que ocasiona una disminucion de la
produccién primaria. Por otro lado, como ya se menciond, uno de los impactos mas estudiados en
el bentos de ambientes polares es el impacto del hielo y a mayores profundidades la competencia
(Teixidd et al. 2004), todos estos factores se encuentran interconectados, y la separacion de sus

efectos sobre las comunidades bentdnicas es de dificil comprension.

En este contexto y ya sea de manera indirecta por el efecto del sedimento sobre otras
especies, sumado a las estrategias reproductivas y de crecimiento de Malacobelemnon daytoni es
esta la especie que se encuentra actualmente favorecida frente a las condiciones registradas en

Caleta Potter.
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CAPITULO V

CONCLUSIONES GENERALES




Estrategia reproductiva

Objetivo CAPITULO Il

1. Estudiar la biologia reproductiva de Malacobelemnon daytoni analizando la

estacionalidad, la energética y la estrategia exhibida por la especie.
Objetivos especificos

1. Conocer aspectos basicos de la reproduccién en Malacobelemnon daytoni.
2. Verificar si el gonocorismo y la liberacidon de gametos son caracteristicas fijadas al grupo.
3. Evaluar si la biologia reproductiva de la especie podria ayudar a explicar el éxito ecolégico

de la especie en la comunidad bentdénica de Caleta Potter.

4. Estudiar la estacionalidad reproductiva de Malacobelemnon daytoni.
5. Observar el patrén de maduracion en machos y hembras.
6. Evaluar si la estacionalidad reproductiva de la especie podria ayudar a explicar el éxito

ecolégico de la especie en la comunidad de Caleta Potter.

Conclusiones

:‘-’-)c La proporcién de sexos de Malacobelemnon daytoni no cambid significativamente de 1:1 a
| lo largo de los afios estudiados. Dicha relacion representa la asignaciéon éptima de los
recursos prevista en una poblacién con apareamiento al azar, lo cual se observé también en
otras especies de pennatulaceos como Funiculina quadrangularis, Pennatula phosphorea,
Kophobelemnon stelliferum, Anthoptilum murrayi y Anthoptilum grandiflorum (Edwards y Moore

2008; 2009; Rice et al. 1992; Pires et al. 2009; Baillon et al. 2013)

,.*1-/,‘ La ausencia de gametos, ya sea femeninos como masculinos, en el pedinculo (24% de la

longitud total de la colonia) sefiala que esta regidon es invariablemente estéril. Las células

reproductivas son generadas por la gastrodermis a lo largo del canal longitudinal, donde se
encuentra la mayor cantidad de ellas. En los autozoides del sector superior del raquis sélo se

observaron células reproductivas maduras. Esto sugiere que tanto oocitos como quistes migrarian
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a lo largo del canal longitudinal y son puestos en libertad por los autozoides en el extremo apical

de la colonia

“ Malacobelemnon daytoni es una especie gonocdrica, de fecundacién externa y con larvas

lecitotroficas, tal como las especies de pennatulaceos estudiadas hasta la fecha. Por otra

parte ni especies incubadoras ni hermafroditismo se ha observado en especies del orden
Pennatulacea, por lo que al incluir una especie antartica, abarcando el maximo rango latitudinal,

se sugiere que estas caracteristicas podrian estar fijas filogenéticamente en el grupo

Resulta llamativa la presencia de oocitos maduros en colonias muy pequefias (a partir de 1,

5 cm de largo de la colonia se observaron oocitos maduros) en comparacion con el resto de
las especies del mismo grupo. Esta madurez temprana podria ayudar a explicar el éxito

ecolégico de Malacobelemnon daytoni en un area como Caleta Potter

i%  Se observé una marcada estacionalidad en los oocitos maduros > 200 um, lo que sugiere la

mantencién de un elevado pool de oocitos hasta determinado tamaifio, y, frente a

determinadas sefales, completan la maduracion necesaria para ser liberados y desovan de
manera sincronizada. El momento de la maduracion final y desove de Malacobelemnon daytoni se
sugiere que ocurre mas de una vez al ano, uno bien marcadado en verano y posiblemente, otro
menos notorio en primavera, lo cual también ayuda a explicar el éxito ecoldgico que la especie

tiene en dicha area.

5ok En el presente estudio se ha observado que ambos sexos muestran un patrén similar en

cuanto al uso de energia disponible para la especie, en donde ambas células reproductivas

aumentan su tamafio de manera sincrénica con aumentos en el MPS. Esta estrategia le
permitiria a la especie, aunque no siempre este aumento finalice en desove, aprovechar el
material detritico depositado en el fondo, y proveer de energia a las células reproductivas a lo
largo de todo el afo, reduciendo asi la marcada estacionalidad energética descripta para el bentos

Antartico.

i/ Se observé muy poca variacién en cuanto al patrén mensual de variacién en los tamafios de

los oocitos en los dos afos estudiados (2009 — 2010) aunque el tamafo registrado fue

consistentemente mayor en 2009, lo que sugiere que el momento en el que ocurre el
desove no seria tan diferente de un afio al siguiente. Esto podria estar asociado a la dieta de la

especie. Aunque si lo fue en cuanto al esfuerzo reproductivo (indice de fecundidad efectivo y
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tamafio medio de los oocitos), los cuales fueros mayores en el afio 2009, posiblemente asociados

a una mayor disponibilidad de alimento en ese ano.

Ecologia trofica

Objetivo CAPITULO Il

1. Analizar la posicidon trofica de Malacobelemnon daytoni en el ecosistema y su estrategia

alimentaria.
Objetivos especificos

1. Analizar las variaciones estacionales en el balance bioquimico (lipidos, proteinas y
carbohidratos) de Malacobelemnon daytoni, que podrian estar relacionadas con
variaciones ambientales.

2. ldentificar y cuantificar temporalmente los principales Acidos Grasos presentes en
Malacobelemnon daytoni.

3. Validar los resultados obtenidos por medio de los acidos grasos con el andlisis de los

isétopos estables de Cy N y compararlo con otros organismos.
Conclusiones

fjf" Malacobelemnon daytoni cuenta con bajas concentraciones de lipidos a lo largo de todo el

afio, mientras que la concentracién de carbohidratos fue mas elevada. Esto podria estar

asociado a que en esta especie no se observaron algas simbiontes, estas ultimas
importantes en la translocacion de los lipidos de las células de algas en el tejido de cnidarios.

Los valores estacionales de lipidos podrian estar ligados a los ciclos reproductivos aunque
el hecho de no poder realizar la separacion entre machos y hembras hace que este analisis pueda
estar sesgado por no conocer la proporcion de machos en cada uno de los meses, por lo que para
afirmar esta conclusién se requiere de posteriores estudios.

Por otro lado, la estacionalidad observada en la concentracién de proteinas podria estar
asociada con un crecimiento estacional de la especie, principalmente en los meses de verano e

invierno (Fig. Il 5).

95 |



Segun las fluctuaciones de carbohidratos en el periodo estudiado, probablemente indique que
la estacionalidad en cuanto a los periodos de agotamiento de alimento en otofio e invierno no sea

tan marcada, debido a eventos de resuspension.

+4  Segun los resultados obtenidos mediante la utilizacion de biomarcadores como Acidos

Grasos e Isdtopos estables, indican que esta especie cuenta con una amplia variedad de

fuentes de alimento, senalando a esta especie como predadora y con una dieta
omnivora/oportunista lo cual podria ayudarnos a comprender el éxito que esta tiene en Caleta
Potter. Por otro lado, se observd ademds que tanto los fitodetritos como las diatomeas
bentdnicas que habitan el fondo de la caleta, forman parte importante en la dieta de
Malacobelemnon daytoni, probablemente mediante la resuspensién. No se encontré mucha
variacion en cuanto a los componentes de la dieta en las diferentes estaciones (Fig. lll 6) por lo
gue se sugiere en el presente trabajo que la estacionalidad en la disponibilidad de alimento en

esta especie no es tan marcada

&4 Seencontré una marcada coincidencia entre los dos marcadores troficos utilizados; AGs e

isétopos estables. Ambos métodos resultan complemento y de gran importancia en esta

especie, ya que los métodos tradicionales como experimentos de pastoreo y de contenidos

estomacales resultaron poco precisos en Malacobelemnon daytoni.

Efecto del sedimento

Objetivo CAPITULO IV

1. Analizar la sensibilidad de la especie a la carga de sedimentos (material inorganico

particulado) en la columna de agua.

Objetivos especificos

1. Estudiar el consumo de oxigeno en Malacobelemnon daytoni frente a concentraciones
crecientes de sedimento.

2. Comparar la sensibilidad de la especie con ascidias mas abundantes de Caleta Potter
frente a las diferentes concentraciones de sedimento.

3. Evaluar si la tolerancia a la carga de sedimento podria ayudar a explicar el creciente éxito




ecolégico de la especie en la comunidad de Caleta Potter.

Conclusiones

En el presente trabajo se ha observado que el pennatulaceo Malacoebelemnon daytoni no

se ve afectado, en cuanto al consumo de oxigeno, frente a concentraciones de sedimento

aun muy por encima de las registradas actualmente en Caleta Potter, por el contrario,
puede permanecer durante varias horas enterrado completamente en el sedimento como asi
también desenterrarse y reenterrarse en lapsos menores a doce horas, lo cual podria ser una

herramienta del grupo para hacer frente a determinadas perturbaciones.

Los presentes resultados de sensibilidad frente a diferentes concentraciones de sedimento

en Malacobelemnon daytoni, en comparacidén con el resto de las especies mas relevantes

de Caleta Potter, sugieren que la sedimentacién puede estar jugando un papel importante
en los cambios observados en las comunidades en dicha 4rea. Aparentemente favoreciendo al

pennatulaceo de manera indirecta al actuar tan fuertemente sobre el resto de las especies.

“\
PP

La elevada tolerancia al = sedimento
conjuntamente con la estrategia reproductiva
(madurez temprana y mas de un desove
anual), y la amplia variedad de fuentes de
alimento en su dieta, dan los primeros
resultados que ayudan a comprender el

llamativo éxito de esta especie en Caleta
Potter. La obtencidn de estos resultados desde
diferentes perspectivas permite aumentar el
conocimiento de esta especie, muy importante
en el ecosistema en estudio, pero de la .que
Muy peco se conocia hasta el momento:
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Apéndice | Comportamiento de 8 colonias de Malacobelemnon daytoni completamente tapadas de

sedimento. Circulos rojos indican cuando reaparece una colonia y circulos azules indican cuando se deja de
observar una colonia.




Apéndice Il

Con respecto a la posicion filogenética de Malacobelemnon daytoni a continuacién se detallan
todas las pruebas realizadas hasta la fecha con sus respectivos resultados. A pesar de que hasta el
momento no se ha podido realizar, la puesta a punto en cuanto a la extraccién de ADN en la
especie (posiblemente debido a la forma de conservado de las muestras) y las condiciones

especificas de amplificacidn, se continuara trabajando en la puesta a punto.

Objetivos especificos

1. Extraer ADN total de Malacobelemnon daytoni.
2. Poner a punto de las condiciones de amplificacién del gen para la subunidad 2 de NADH-
deshidrogenasa (ND2).

3. Secuenciar y establecer la posicidn filogenética de la especie.




Materiales y Métodos

Extraccion de ADN total

La extraccion de ADN se realizé a partir de 10 individuos de Plumas de mar. Se probaron un
total de 6 diferentes técnicas de extraccidn de ADN total, que difieren en complejidad y en el

grado de agresion hacia el ADN. Se detallan a continuacién dos de ellas.

Extraccion fendlica con Bromuro de hexadecil-trimetil-amonio (CTAB) (Modificada de Levitan y

Grosberg 1983):

-Un trozo de tejido (segmento segmento del peduinculo y de los sifonozoides) se homogeneizé en
un tubo tipo Eppendorf estéril utilizando un vdstagode vidrio con punta esmerilada y esterilizado
a la llama, junto con 300 pl de buffer de extraccion (2% CTAB, 1, 4 M de NaCl, 0, 2% 2-
mercaptoetanol, 20 mM EDTA y 100 mM Tris pH 8) y proteinasa K (400 pg.ml conc. Final™). Las
muestras se incubaron en bafio termostatizado a 652 por 90 minutos o a 372 toda la noche.

Otro buffer de lisis empleado en esta técnica fue el de Rawson y Hilbish (1995), compuesto por 25

mM EDTA; 1% SDS y 50mM TRIS-CLH pH 8.

-Se agregd ARNasa (200 ug.ml conc. Final™) y se incubé en estufa a 372 por una hora.

-Extraccion fendlica: se agregd un volumen de fenol: cloroformo: alcoholisoamilico (25:24:1) y se
mezcléd por inversién durante aproximadamente 5 minutos. Posteriormente se centrifugd a
13.000 r.p.m. a temperatura ambiente. El sobrenadante se transfiri6 a otro tubo. Este
procedimiento se repitié utilizando nuevamente un volumen de fenol:cloroformo:
alcoholisoamilico (25:24:1) y una vez mas con un volumen de cloroformo: alcohol isoamilico

(24:1).

-Precipitacion del ADN: se agregd 0, 1 volumen de acetato de sodio 3M pH6 y dos volumenes de
etanol 100% frio. Se mezcld por inversion hasta que aparecié el precipitado de ADN y se dejé 1
hora minimo a -202C. Posteriormente se centrifugé a 14.000 r.p.m. en centrifuga a 42C durante 20

minutos. Se descartd el sobrenadante y el sedimento se lavdé con 1 ml de etanol 70% frio. Se




centrifugd nuevamente a 14.000 r.p.m. por 20 minutos, se descarté el sobrenadante y el

sedimento se seco en estufa a 372C. El ADN se resuspendio con 50 ul de agua destilada estéril.

Extraccion salina sequn el protocolo 1 de extraccion salina de Bruford et al. (1992):

-Un trozo de tejido (segmento del pedunculo y de los sifonozoides) se homogeneizé en un tubo
tipo Eppendorf estéril utilizando un vastago de vidrio con punta esmerilada y esterilizado a la
llama, junto con 300 ul de TNE 1X (50 mMTris, 100 mMNaCl, 5 mMEDTA), proteinasa K (400 p.ml
conc. Final™), 30 pl de TRIS-CLH pH8 1M y 80 ul de SDS 10%. Luego de vorterear las muestras, se

incubaron en bafio termostatizado a 652 por 90 minutos o a 372 toda la noche.

-Se agregd ARNasa (200 pg.ml conc. Final™) y se incubé en estufa a 372 por una hora.

-Extraccion salina: se agregd 200 ul de NaCl 6M vy se agitd fuertemente por inversién durante 15
segundos, luego se centrifugd por 15 minutos a 13.000 r.p.m. a temperatura ambiente. Se
trasvasod el sobrenadante a otro tubo y se repitié el centrifugado. Este procedimiento se repite

hasta obtener un sobrenadante limpio y libre de espuma.

-El paso de precipitacion del ADN se realizd igual que en la técnica de extraccion fendlica.

En ambos casos, la extraccion se realizé en mesa de flujo laminar.

Para determinar la calidad del ADN total obtenido se mezclaron 5 pl de ADN total de cada
individuo con 1 pl de “buffer de siembra” (0, 25% azul de bromofenol; 2, 25% xilencianol FF, 40%
sacarosa) y se sembraron en un gel de agarosa al 0, 8% preparado con buffer TBE 0, 5X (45mM

Tris, 45 mM 4cido bdrico, 1ImM EDTA) y 0, 005 pg.ml'1 de bromuro de etidio.

Para determinar la concentracién de ADN obtenida se sembraron en el mismo gel 5 ul del
marcador de peso molecular A Hind Ill, de concentracién conocida. El gel fue sometido a una
corriente de 5V/cm durante 40 minutos. Luego fue examinado bajo luz ultravioleta y las

concentraciones de las muestras fueron estimadas por comparacion visual con el marcador.




Amplificacion

Para amplificar el marcador mitocondrial, se utilizé la técnica de reaccidon en cadena de la
polimerasa (PCR: “Polymerase Chain Reaction”). Partiendo del protocolo descripto para
Octocorallia (McFadden et al. 2004) se modificaron las condiciones de PCR para su puesta a
punto. Los cebadores utilizados para amplificar el gen codificante de la subunidad 2 de NADH-
deshidrogenasa (ND2), fueron 165647 F (5'-ACACAGCTCGGTTTCTATCTACCA-3"); ND21418 R (5°-
ACATCGGGAGCCCACATA-3Y) como cebadores externos y 165544 F (5°
CGACCTCGATGTTGAGTTGCGG-3") como cebador interno (McFadden et al. 2004). La mezcla de
reaccion contenia en todos los casos: 2ul de ADN molde, 2, 5 ul de Buffer 10x (KCl 500mM, pH 9,
0), MgCl, 2mM, 0.125mM dNTPs (dATP; dGTP; dTTP; dCTP), BSA1x, 10 pmol cada cebador, 1 U de
Taqg polimerasa (Fermentas, USA), para un volumen final de 25 upl. En cada reaccién de

amplificacidn se incluyd un control negativo para verificar la ausencia de ADN contaminante.

El programa de amplificacion recomendado por la bibliografia para ND2 incluyé una
desnaturalizacion del ADN inicial a 942C durante 5 minutos y se continia con 34 ciclos
consistentes en una etapa de desnaturalizacién a 949C durante 30 segundos, una etapa de
hibridacion a 512C (McFadden et al. 2004) a 582C (Sanchez et al. 2003) durante 1,5 minutos y una
etapa de elongacion de la cadena a 722 C durante 1 minuto. Una ultima etapa de elongacién se

realizd a 722 C durante 10 minutos.

También se probaron programas con temperaturas de hibridacion menores (hasta 452C) y
mayor cantidad de ciclos (hasta 38). Ademas se probd mejorar la calidad del producto amplificado
al introducir rampas de temperatura (0, 3 2/s), evitando la elevada velocidad de transicién entre la
temperatura de hibridacion y la de elongacion. De este modo pueden evitarse posibles
desprendimientos del primer del ADN molde, lo cual generaria productos de PCR pobres
(Grosberg et al. 1996; Benter et al. 1995)

Dichas amplificaciones se llevaron a cabo en un termociclador Biometra modelo T-personal.

El éxito de la PCR se evalué mediante electroforesis en gel de agarosa (1% P/V) tefiido con
0,5 pg/ml de bromuro de etidio en buffer TBE 0,5 (Sambrook et al. 1989). Se sembraron 5ul de
cada amplificacidon junto con marcadores de tamafio molecular de 1Kb (Promega) y 100 pb

(Fermentas).




Resultados y discusion

Extraccion de ADN total

Con el objetivo de mejorar la cantidad y calidad del ADN total, se realizaron diferentes
modificaciones en las técnicas de extraccion estdandar mencionadas anteriormente. Estas
incluyeron la incorporacién de un prelavado de las muestras en buffer CTAB 2X, por 24 hs y con
varios cambios de solucién, para eliminar posibles sustancias inhibidoras de PCR (Berntson et al.
2001), y/o la prolongacion de la digestion con Proteinasa K a 552C por mas de 24 hs con agitacidn
constante. Los mejores resultados fueron los obtenidos con el buffer de lisis de Rawson y Hilbish
(1995) quienes lo utilizaron en Mytilus edulis con la extraccion fendlica (Apéndice Il 1).

A pesar de las numerosas técnicas ensayadas, todas las extracciones dieron como resultado
poco ADN o muy degradado. Consideramos que la mala calidad de ADN obtenido podria deberse
al tiempo transcurrido entre la obtencién de la muestra y su procesamiento (5 afios) y/o la forma
de almacenamiento de las muestras, ya que si bien fueron conservadas en alcohol 100% y en frio
a -209C, las colonias se conservaron enteras (y no en pequefios fragmentos) lo que retrasa el

acceso del conservante al interior del tejido.
Amplificacion

Los ensayos realizados con los primers elegidos dieron resultados negativos.

Se realizaron diversas modificaciones en el programa de ciclado y en la composicién de la
mezcla de reaccién para la PCR. Ademas, y segln lo mencionado por (McFadden et al. 2006) se
realizaron reacciones de PCR anidadas, es decir, amplificaciones realizadas con primers forward
internos que usan como ADN molde al producto de otra PCR con primers mas externos.

Solamente pudo ser obtenido un fragmento de aproximadamente 200pb (Apéndice Il 2). El
mismo no fue utilizado para secuenciamiento y posterior analisis, debido a que la longitud del
fragmento resultd mas corta de lo esperado en base a especies relacionadas, como el fragmento
de 550 pb obtenido en Octocorales del Caribe (Sanchez et al. 2003), fragmentos de 539 pb y 474
pb de longitud de varias especies pertenecientes a los tres 6rdenes de Octocorales (McFadden et
al. 2006) y 465 pb para plumas de mar (Dolan et al. en prensa).

En trabajos posteriores, ademas, un nuevo set de primers ND42599F (5'-

GCCATTATGGTTAACTATTAC-3’) (France y Hoover 2002); Mut-3458R (5’-TSGAGCAAAAGCCACTCC-




3’) (Sanchez et al. 2003) y ND42625F (5 -TACGTGGYACAATTGCTG-3") (Sanchez et al. 2003) serd
puesto a prueba para amplificar el gen “msh-1”, también utilizado para Octocorales, pero no

formara parte del presente trabajo de tesis.




Marcador
Lambda
HIND 1l

ADN total degradado

Apéndice Il 1: Gel de agarosa en el que se observa una extraccion de ADN total en Malacobelemnon
daytoni.
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Productos de PCR 100 pb

Marcador

Apéndice Il 2: Producto de PCR mostrando diferentes condiciones de amplificacion. Las diferencias de
calidad de la banda obtenida, responden tanto a las condiciones del ADN molde (calidad inicial) como a los
diferentes ensayos realizados (condiciones de amplificacion). Se observan resultados de PCR con diferentes
concentraciones de nucleétidos, concentraciones de ADN molde y set de cebadores. Los individuos
marcados con "1" se realizaron usando cebadores internos; el individuo marcado con "2" se realizdé usando
cebadores externos. Todas se ciclaron a 482C.
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