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Resumen

Dendrophyllia cornigera (Lamarck, 1816) es una especie de coral escleractinio de agua
fria que se encuentra a profundidades de (30-) 200-800 m. Al tratarse de una especie
ahermatipica, la heterotrofia es su principal via de captacién de energia. Por otro lado,
posee la capacidad de regenerar el tejido vivo que recubre su esqueleto. Esta capacidad

es vital para la integridad y supervivencia de las colonias.

En este trabajo, se estudié el efecto de diferentes tipos de dieta (Artemia salina
adulta congelada, caballa, mejillon y pienso) sobre la capacidad de regeneracion tisular
en D. cornigera. Para ello, se puso en marcha una instalacion acuarioldgica donde se
dot6 al material biologico de las condiciones necesarias para su mantenimiento. La
capacidad de regeneracion tisular se estudid mediante el calculo de la Tasa de
Regeneracion Tisular (expresada en mm?/dia), que mostré diferencias significativas
entre los diferentes grupos de dieta (p=0.001). Por otro lado, se represento la Superficie
Regenerada de cada tipo de dieta frente al tiempo transcurrido. Por Gltimo, se realizé un
seguimiento fotografico de las colonias para obtener un registro visual de la capacidad

de regeneracion tisular.

Los resultados mostraron que la dieta compuesta de Artemia salina adulta
congelada fue la que arrojo valores mas elevados de Tasa de Regeneracion Tisular, asi
como una recuperacion de superficie mas réapida que el resto de dietas. Este estudio
supone un acercamiento a las técnicas que pueden ser empleadas para la recuperacion

de corales de agua fria en ambientes controlados.

Palabras clave: Dendrophyllia cornigera, Regeneracion Tisular, Dieta, Corales de
Agua Fria.



Abstract

Dendrophyllia cornigera (Lamarck, 1816) is a scleractinian, cold-water coral species
that can be found in depths from (30-) 200-800 m. As it is an ahermatipic species,
heterotrophy is its main mechanism of energy intake. On the other hand, it has the
capacity to regenerate the living tissue that covers its skeleton. This capacity is vital for

the integrity and survival of the colonies.

In this essay, the effect that different diets (frozen adult Artemia salina,
mackerel, mussel and feed) could cause on the capacity of tissue regeneration in D.
cornigera was studied. For that purpose, an aquariologic system was set up, where the
biological material was provided with all the necessary conditions for its maintenance.
The capacity of tissue regeneration was analyzed via Tissue Regeneration Rate
(mm?/day), which showed significant differences between the different groups
(p=0.001). Besides, Regenerated Surface of each diet group vs time was represented.
Lastly, a photographic monitoring of the colonies was made to obtain a visual register

of the capacity of tissue regeneration.

The results showed that the diet consisted of frozen adult Artemia salina
generated the highest values of Tissue Regeneration Rate, additionally to create the
fastest regeneration of surface. This study means an approach to the techniques that can

be used to recover cold-water corals in controlled environments.

Keywords: Dendrophyllia cornigera, Tissue Regeneration, Diet, Cold-Water Corals.
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1 Introduccidn

1.1 Corales de agua fria

Los corales de agua fria son organismos de gran importancia ecologica dentro de
ambientes profundos oceénicos. Estos son capaces de construir redes complejas de
arrecife, cuya diversidad es comparable a la de los arrecifes de zonas tropicales. Por
ello, los arrecifes de corales de agua fria son considerados como zonas de alta
biodiversidad béntica (Carlier et al., 2009; Naumann et al., 2011). Pueden actuar como
refugio, zona de cria y de alimentaciébn a muchas especies que habitan en altas
profundidades, incluyendo a peces de importancia comercial. Sin embargo, estan siendo
afectados por amenazas de origen antropogénico como la pesca de arrastre,
explotaciones de gas y petroleo o, de un modo indirecto, por la acidificacion de los

océanos Y el calentamiento global (Carlier et al., 2009; Movilla et al., 2014).

Los corales de agua fria no estan asociados con dinoflagelados simbi6ticos (como las
zooxantelas), los cuales tienen una gran importancia para cubrir las demandas
metabdlicas gracias a la fotosintesis. A los corales que no poseen esta propiedad se les
denomina ahermatipicos. Se cree que estos corales dependen exclusivamente de su
heterotrofia por medio de la captacion de materia organica suspendida en el medio
(Naumann et al., 2011).

El conocimiento actual de su ecologia alimentaria es muy reducido debido a la
dificultad de acceso a hébitats oceédnicos profundos y, por tanto, a la limitacion a
estudios in situ no invasivos (Naumann et al., 2011). Es por ello que existe un numero
reducido de estudios cuantitativos y s6lo unos pocos estudios han podido obtener
evidencia visual de los mecanismos de suministro de alimento de arrecifes de corales
frios in situ (Carlier et al., 2009; Davies et al., 2009).

La dieta de estos corales se compone de una gran variedad de fuentes de
alimento como fitodetritus, fitoplancton y mesozooplancton (calanoides y copépodos) o
bacterias (Gori et al., 2013; Ferrier-Pageés et al., 2003). Sin embargo, ain no se conoce
la proporcién en que la materia organica particulada y el zooplancton contribuyen a su
dieta (Carlier et al., 2009). En condiciones de laboratorio se confirmo su capacidad de

capturar particulas tanto vivas como muertas. Sin embargo, no existe aun informacion
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sobre la capacidad de captura de particulas mas pequefias como el picoplancton,

nanoplancton o materia orgénica disuelta (Gori et al., 2013).

La distribucion de los corales de agua fria esta relacionada con una serie de factores
biodticos y abiodticos como la temperatura y densidad del agua, regimenes de corrientes
de agua, saturacion de aragonita, concentracion de oxigeno, presencia de un sustrato

adecuado y aportes de nutrientes (Gori et al. 2014).

Desde un punto de vista geogréafico, la distribucion de los corales de agua fria
depende directamente de la ocurrencia de elevaciones topograficas y fuertes corrientes
(Carlier et al., 2009). La interaccion entre corrientes, olas internas y topografia genera
unas condiciones capaces de evitar el enterramiento debido a la deposicién de
sedimento y de transportar particulas de detritus digerible (Freiwald, 2003). Este
proceso se produce debido a que disipan la energia en la capa limite entre el sedimento
y el agua y crean unas condiciones adecuadas para el desarrollo de comunidades
bentonicas donde predominan corales de agua fria (Freiwald, 2003; Davies et al., 2009).
Algunos de los enclaves que reunen estas condiciones topograficas son cafiones,

pendientes o montes submarinos (Davies et al., 2009).

1.2 Dendrophyllia cornigera (Lamarck, 1816)
El coral amarillo de agua fria Dendrophyllia cornigera pertenece al orden de los
escleractinios (corales pétreos o corales duros) (Tabla 1) y fue por primera vez descrito

por Lamarck en 1816.

Filum Cnidaria
Clase Anthozoa
Subclase Hexacorallia
Orden Scleractinia
Familia Dendrophylliidae
Género Dendrophyllia

Especie Dendrophyllia cornigera

Tabla 1: Clasificacion sistematica de D. cornigera.
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La distribucion de esta especie esta detallada por Zibrowius (1980): en el Atlantico, se
puede encontrar desde el suroeste de Irlanda hasta las islas de Cabo Verde mientras que
el Mediterraneo la alberga tanto en su zona oriental como occidental. Su habitat en el
Atlantico es, sobretodo, el borde de la plataforma continental y de fondos batiales
superiores, donde esta especie forma grandes masas, sola 0 asociada a Lophelia pertusa
y Madrepora oculata (Castric-Fey, 1996).

Generalmente puede encontrarse a profundidades de 200 a 800 m pero pueden
encontrarse hasta los 30 m de profundidad. Este remontamiento de una especie
tipicamente batial ocurre en la ria de Vigo, donde se puede encontrar a 60 m de
profundidad debido a la presencia de afloramientos (Castric-Fey, 1996; Zibrowius,
1980).

Las colonias de cnidarios comprenden una serie de unidades modulares denominadas
polipos, correspondiéndose cada uno de ellos con un individuo (Brusca et al., 1990). En
los corales escleractinios, el esqueleto es extracelular y se sitda bajo la base del tejido
del coral (Barnes, 1990).

Las colonias de D. cornigera son muy variables: desde pequefias ramificaciones
de coralitos (esqueletos individuales de cada p6lipo) hasta formas arborescentes como
resultado de una elongacion mas acentuada de un coralito principal (Zibrowius, 1980).
Los pdlipos que comprenden la colonia suelen tener un diametro de entre 2 y 4 cm
(Movilla et al., 2014).

En la estructura de un polipo se pueden diferenciar dos regiones: la region oral
(que esta en contacto con el medio exterior) y la region aboral (en contacto con el
esqueleto). El tejido de cada una de estas regiones se divide en dos capas (endodermo y
ectodermo), separadas por una capa de fibra de coldgeno llamada mesoglea (Hickman et
al., 2008).

En la region oral se encuentran los tentaculos huecos que rodean el disco oral.
En los hexacorales, el nimero de tentaculos es multiple de seis. En el disco oral, el
tejido se invagina formando la boca y la faringe, que desciende hasta la cavidad
gastrovascular (Figura 1) (Hickman et al., 2008).
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Entre la region oral y la aboral se sitGa la cavidad gastrovascular, donde tiene
lugar el intercambio de nutrientes. En los hexacorales, esta subdividida en septos en un
namero multiple de seis (Allemand et al., 2011).

Disco oral

Cavidad /— Coenosarco
gastrovascular \ _— Tejido oral
Tejido aboral
Esqueleto

Figura 1: Anatomia de dos polipos de un hexacoral y del coenosarco que los une
(modificado de Vidal-Dupiol et al., 2009).

Los polipos que conforman una colonia estan interconectados por una lamina de
conexién de tejido vivo, denominada coenosarco, que se extiende por encima del
esqueleto de la colonia. Esta lamina surge del pliegue hacia afuera de la pared del
cuerpo del polipo (del ectodermo oral y aboral) y estd conectada con los pliegues
equivalentes de otros po6lipos. La lamina de tejido vivo esta delimitada por el ectodermo
oral y el aboral, entre los cuales se encuentra la mesoglea. Entre estos tejidos existe una
red de canales gastrovasculares limitados por el endodermo oral y el aboral. Estos
canales se corresponden a la extension de la cavidad gastrovascular de cada polipo y
hacen posible la conexion entre ellos. Por otro lado, en el ectodermo aboral se
encuentran las células calicoblasticas, responsables de la formacién del esqueleto
(Figura 2) (Barnes, 1990; Allemand et al., 2004).
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Mesoglea

<«—=Endodermo aboral -
<——Ectodermo aboral l Tejido aboral

Canal gastrovascular

Ectodermo oral
Mesoglea

Endodermo oral

Endodermo aboral
Mesoglea

ctodermo aboral

Figura 2: Estructura del coenosarco que cubre el esqueleto de un hexacoral (imagen superior) y corte

histologico del coenosarco (imagen inferior) (modificado de Allemand et al., 2004).

1.3 Regeneracion tisular

La regeneracion tisular es la formacion de una nueva capa de tejido en zonas de
esqueleto desprovisto de la capa de tejido vivo que lo rodea. El proceso de regeneracién
se realiza a partir del tejido que rodea la lesion (Meesters et al., 1994). La mayoria de
especies que comprenden los metazoos poseen esta capacidad de regeneracién en mayor
o0 menor medida, la cual depende de factores como la especie, morfologia o tipo de dafio
infligido. (Kramarsky-Winter y Loya, 2010).

En los corales escleractinios, la regeneracion tisular es un proceso necesario para
preservar la vida y la integridad de la colonia (Horwitz y Fine, 2014). Si no, la
mortalidad de los p6lipos conlleva a una mortalidad parcial de la superficie de la colonia
(Meesters et al., 1994).

La regeneracion, al tener un papel importante en la supervivencia de la colonia,
necesita grandes cantidades de energia y se cree que tiene prioridad frente a otras
funciones como el crecimiento, respiracion o la resistencia a enfermedades (Meesters et
al., 1994, Horwitz y Fine, 2014).
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Para muchas especies, la velocidad de este proceso es vital ya que restaura las
funciones de los pdlipos (alimentacion, reproduccién o almacenamiento) y minimiza el
riesgo de invasion de otros organismos como algas o esponjas perforadoras (Horwitz y
Fine, 2014; Meesters et al., 1994; Bak y Steward-Van Es, 1980).

1.4 Justificacion

Dada la importancia de la preservacion de los corales de agua fria y a sus crecientes
amenazas, es necesario analizar técnicas para su recuperacion (Freiwald, 2003). Ya que
es complicado el manejo in situ de corales de agua fria debido a la profundidad de su
habitat, es de interés analizar qué variables hay que tener en cuenta para ejecutar
técnicas de recuperacion de estos corales en ambientes controlados.

Por otro lado, debido a que la regeneracion tisular tiene prioridad frente a otras
funciones vitales y es necesaria para la integridad y supervivencia de la colonia
(Meesters et al., 1994), es importante estudiar esta capacidad y explorar formas de
potenciarla.

Finalmente, dado que el estudio tuvo lugar en las instalaciones del Aquarium
Finisterrae, es de gran interés para la entidad analizar si una dieta compuesta por
elementos mas comunes en los canales principales de mercado puede promover valores
regeneracion tisular elevados. De esta manera, se podria mejorar la accesibilidad y
rentabilidad de la dieta utilizada para el mantenimiento y recuperacion de esta especie

en ambientes controlados.

2 Objetivos

Los objetivos del presente estudio son los siguientes:

1- Mantener individuos de D. cornigera en condiciones de acuario adecuadas para
su manejo y estudio.

2- Evaluar si el tipo de dieta afecta a su capacidad de regeneracion tisular.

3- Determinar qué dietas promueven una mayor regeneracion tisular para esta
especie.

4- Analizar la evolucion de la regeneracion tisular segun el tipo de dieta.

5- Monitorizar esta capacidad mediante un seguimiento fotografico.
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3 Metodologia

3.1 Instalacion acuarioldgica y control de calidad del agua

El estudio fue realizado en una de las salas de cuarentena del Aquarium Finisterrae (A
Coruiia) equipada con un circuito semicerrado de agua de mar. Se establecié una
temperatura de 12°C+0.5°C, similar a la que se encuentra la especie en condiciones
naturales (Castric-Fey, 1996), la cual estaba regulada por medio de un enfriador
conectado al circuito. Este circuito contaba ademas con un espumador de proteinas

(“Skimmer”) y un sistema seriado de filtros de cartucho que filtraba el agua del circuito

hasta 5 pm.

Los tanques en los que se
colocaron las colonias tenian una
capacidad de 80 litros y contaban con una
entrada de agua con wuna Valvula
reguladora y un aireador. Por otro lado,
cada tanque contaba con dos bombas de
recirculaciéon (con un caudal de 10
L/min) enfrentadas para generar una
corriente capaz de evitar la sedimentacion
del alimento. El agua salia de cada tanque

por rebose en superficie y se colectaba

mediante un tubo de desaglie para su

. ' _ ~ posterior recirculacion (Figura 3).
Figura 3: Tanque de la instalacion

acuarioldgica.
Por altimo, dado que la luz en el habitat natural de esta especie es limitada o
nula, los tanques se recubrieron con un plastico negro y se taparon con una tapa de
poliestireno expandido. De esta manera, se evito que la luz de la sala durante el manejo

pudiese afectar al comportamiento del material bioldgico.

La calidad del agua de la instalacion se evalué periddicamente mediante el
andlisis de una serie de variables fisicoquimicas: temperatura, pH, salinidad, oxigeno
disuelto, concentracion de compuestos nitrogenados (nitrato, nitrito y amonio) y

concentracion de calcio.
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La temperatura, pH, salinidad (%o) y oxigeno disuelto (% saturacion) se

midieron diariamente utilizando el equipo multiparamétrico HACH HQ40d.

Los compuestos nitrogenados (nitratos, nitritos y amonio) se analizaron
semanalmente, usando para ello un espectrofotdmetro HACH DR/5000: para el nitrato
(NO3) se utilizo el método de emision UV, para el nitrito (NO2) el método de
diazotizacion y para el amonio (NHs") el método de salicilato. Estos valores se
expresaban como mg/L.

Por ultimo, la concentracion de Calcio, expresada como ppm Ca*?, se midio

semanalmente mediante el método de titulacion con EDTA.

3.2 Material biologico

Los ejemplares de Dendrophyllia cornigera con los que se realizd este estudio se
encontraban inicialmente en las instalaciones del Aquarium Finisterrae y se componian
de 8 colonias que contenian un numero total de 73 poélipos. Este material presentaba

inicialmente un evidente deterioro del tejido que recubria su esqueleto.

La temperatura a la que el material biologico se encontraba inicialmente era de
14°C y, al trasladarse a la sala donde se habia dispuesto la instalacién acuarioldgica, se
procedi6 a la aclimatacion térmica las colonias. La temperatura se redujo
paulatinamente hasta 12°C, temperatura a la que estaba regulado el circuito de agua de

la instalacion.

Posteriormente, para colocar las colonias y mantenerlas erguidas, a cada colonia
se le adhiri6 una base de metacrilato redonda usando adhesivo bicomponente Araldit y
un taco brida. Por otro lado, se dispusieron unas bases de piedra (previamente limada
para evitar arafiazos en el tanque y lavada para eliminar posibles contaminantes) con
unos agujeros de 9 mm de diametro para que encajasen dentro los tacos adheridos a
cada colonia. Ademas, se asigné a cada colonia un nimero de identificacion, utilizando

etiquetas de poliéster.

Durante tres semanas, todas las colonias se mantuvieron bajo la misma dieta
(Artemia salina en forma de nauplio vivo recién eclosionado) para su estimulacion. La
toma se producia deteniendo la circulacion de agua durante dos horas, durante las cuales
se les suministraba el nauplio. Una vez transcurrido este tiempo, se reanudaba la

circulacion.



Cristina Gutiérrez Zarate

Pasado este plazo, las colonias fueron repartidas en cuatro tanques a razén de
dos colonias por tanque, de modo que el nimero total de pdlipos en cada uno de ellos
fuese similar (18-19 polipos).

3.3 Preparacion de las dietas
En este estudio, cada tratamiento consistio en la asignacion y suministro de un

determinado tipo de dieta, diferente en cada tanque, como Unica forma de alimentacion.

Para analizar qué tipo de alimento podrian ingerir los ejemplares de esta especie,
se realizd un examen previo en el que se probaron diferentes fuentes de alimento.
Finalmente, se escogieron cuatro dietas y se asignaron a los distintos tanques (Tabla 2):
Artemia salina adulta congelada (en adelante, Artemia), caballa (Scomber scombrus),
mejillon (Mytilus galloprovinciallis) y una dieta de origen artificial a base de pienso
(GEMMA Diamond).

Tanque Dieta N° de polipos

1 Artemia 18
2 Caballa 18
3 Mejillon 18
4 Pienso 19

Tabla 2: Distribucién de cada tipo de dieta en tanques y nimero inicial de pdlipos que contenian.

La preparacion diaria de cada dieta fue la siguiente: 12g de Artemia; 1759 de
una papilla que consistia en una suspensién de caballa triturada en agua (en adelante,
Caballa); 150g de papilla consistente en suspensién de mejillén triturado en agua (en
adelante, Mejillon) y 55g de pienso. Para aumentar las posibilidades de captura de los
polipos y asegurar la eficiencia de la toma de alimentos, la cantidad de alimento
suministrada estaba concentrada muy por encima de lo que pudiesen ingerir las

colonias.

La Artemia se obtenia de placas congeladas de 500 g que se utilizaban durante la
rutina de alimentacion del Aquarium. Estas placas, segun el fabricante (3F Frozen Fish

Food), contienen un 5% de proteinas, 1% de lipidos, 0.9% de fibra y 0.8% de cenizas.
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Para preparar la Caballa, se usaban varias piezas de caballa troceada y sin
espinas a las que se les afiadia agua de mar, que posteriormente fueron trituradas y
coladas. El resultado de ambas preparaciones se distribuia en bolsas zip (12.5 x 8 cm)
que se mantenian congeladas, sirviendo como medida de racién diaria. El contenido
nutricional de la caballa utilizada, segun los anélisis del Aquarium, era de 14.1% de
proteinas, 10.8% de lipidos, 8% de hidratos de carbono, 3.4% de cenizas y 68.6% de
humedad.

Para preparar Mejillén se empled un proceso idéntico, pero utilizando mejillon
cocido congelado. El valor nutritivo del mejillon utilizado era de 18.45% de proteinas,
2.7% de lipidos y 3.18% de carbohidratos (Base de Datos Espafiola de Composicién de
Alimentos).

El pienso empleado pertenecia a la marca GEMMA Diamond 0.8 de la casa
Skretting. Este tipo de pienso estd especificamente disefiado para el crecimiento de
peces juveniles. El tamafio de particula, segun el fabricante, varia entre 530-830 um de
didmetro y tiene un contenido de 52% de proteinas, 20% de lipidos, 11% de cenizas y
0.5% de fibra.

Para asemejar la toma de alimentos a las condiciones naturales de la especie, el
alimento se vertia en cada tanque, que permanecia durante dos horas sin circulacion
mientras la corriente generada por las bombas de caudal situadas en su interior evitaba

su sedimentacion. Este proceso se repetia cinco veces por semana.

3.4 Analisis de la capacidad regeneracion tisular

El proceso de regeneracion tisular se evalu6 mediante el analisis del crecimiento del
tejido vivo (o coenosarco) de cada poélipo. Esta regeneracion se calculé mediante la
medicion de la longitud comprendida entre el inicio de la ramificacion de cada polipo y
la base de su tejido vivo. Al irse regenerando el tejido vivo y cubriendo el esqueleto del
polipo, esta distancia fue disminuyendo. Una vez que el tejido vivo se regenerd por
completo, la distancia medida alcanzo un valor de cero, ya que el tejido habia recubierto

enteramente la estructura del pélipo.
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Figura 4: Proceso de regeneracion tisular de un pélipo de D. cornigera. Lo y Lt se corresponden a las
medidas del segmento dafiado en el momento inicial y final del estudio respectivamente.

Para la identificacién de la longitud a medir en cada po6lipo, se crearon fichas de
cada colonia numerando cada p6lipo y situando el tramo a medir. Para la medida, se
utilizé un calibre de plastico con una precision de £1 mm. Las mediciones se realizaron

cada dos semanas y durante 210 dias.

Con el fin de evitar interferencias causadas por el tamafio del p6lipo (didmetro)
en el andlisis de la capacidad de regeneracion tisular, se calculd la superficie de tejido
regenerado. Para ello, se midio el didmetro de cada poélipo y se asumid una forma

cilindrica de los pélipos y un crecimiento uniforme del tejido vivo.

Para analizar la capacidad de regeneracion tisular de los p6lipos de D. cornigera
se definieron dos variables sobre las que se centraria el analisis estadistico de este

estudio y se calcularon a partir de las siguientes formulas:

Superficie Regenerada: se define como la superficie total de tejido, expresada en
mm?, que se ha regenerado en un polipo durante un determinado periodo de tiempo.
Tasa de Regeneracion Tisular: se refiere a la superficie de tejido que se regenera
en un pélipo durante un determinado periodo de tiempo. En este caso, mm?/dia.

Superficie Regenerada (mm?) =Sy —S; =w X @ XLy — tX @ X Lp = m X @ X (Lo — Lf)

2 Superficie Regenerada
Tasa de Regeneracion Tisular (mm /dia) _ WP f 7 g
f

En donde @ significa diametro de cada p6lipo y esta expresado en mm; Lo y Lt la
longitud medida inicial y final respectivamente (mm); T el tiempo transcurrido hasta la
completa regeneracién tisular o hasta el final del experimento, expresado en dias; y So y

St la superficie por regenerar inicial y final respectivamente, expresada en mm?,
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3.5 Analisis estadistico

Para el analisis de los datos y la realizacién de los célculos, se usé el programa
Microsoft Excel 15.0 (Microsoft Professional Plus 2013), mientras que para el analisis

estadistico se uso el paguete estadistico IBM SPSS 21.0.

Para evitar errores en los analisis, se excluyeron una serie de datos del conjunto
inicial. Estos incluian a los pélipos que perdieron por completo el tejido durante el
estudio (n=2), los que nacieron en este estudio (n=2) y los que presentaban inicialmente

un recubrimiento total del tejido vivo (n=5).

Por otro lado, se fueron retirando del estudio aquellos polipos que iban
recuperando por completo el tejido vivo que los rodeaba. Es decir, para un pélipo que
hubiese recuperado por completo su tejido vivo durante el experimento, los valores de
superficie recuperada abarcaron Unicamente hasta el momento en que se recuperd por

completo y no existian valores para el tiempo restante del estudio.

De esta manera, al representar graficamente los valores de superficie regenerada
frente al tiempo transcurrido, un tramo de la grafica con pendiente 0 indicaba que no se
regenero tejido vivo. En caso de haber mantenido los datos anteriores, el hecho de tener
un valor de pendiente 0 podria inducir a confusion entre los casos en los que los pélipos

no consiguen regenerar su tejido vivo y los pélipos que estan totalmente recuperados.

Para analizar si el tipo de dieta afectaba significativamente al proceso de regeneracion
tisular, se realizaron los correspondientes test estadisticos. Como paso previo, se
comprob6 si los grupos de datos cumplian las propiedades de normalidad,
homocedasticidad, linealidad e independencia.

Con el fin de cumplir estas propiedades, los datos fueron sometidos a una serie
de transformaciones (Ln, Logio, raiz cuadrada, inversa, etc.). Para analizar la
homocedasticidad de los datos, se utilizo el test de Levene y para la normalidad, los test
de Kolmogorov- Smirnov y Shapiro-Wilk.

Posteriormente, se procedié a analizar si existia una diferencia de medias
significativa entre los diferentes grupos de datos segun la dieta. Para ello se uso el test
no parametrico de Kruskal-Wallis para muestras independientes. La ventaja de usar este

test no solo recae en que no es necesaria las condiciones de los test paramétricos, si no
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en que no se pierde tamafio de muestra al no tener que transformar los datos, como
podria resultar al aplicar logaritmos a valores de 0. Este test formulaba la hip6tesis nula
de que el tipo de dieta no influia en la distribucion de la Tasa de Regeneracion Tisular

entre los grupos.

Para poder comparar la diferencia entre los grupos y, por tanto, que tipo de dieta
ofrecia una Tasa de Regeneracion Tisular significativamente diferente, se realizo el test
de la U de Mann-Whitney (junto con la W de Wilcoxon). Este test no paramétrico
revela si hay diferencias significativas entre dos grupos, por lo que se realizaron un total
de seis contrastes para comparar los grupos dos a dos. El test formulaba una hipétesis
nula de que el tipo de dieta no influia en la Tasa de Regeneracion Tisular entre dos

grupos.

3.6 Seguimiento fotogréafico

Con el fin de registrar visualmente los cambios producidos en las colonias debido a la
regeneracion tisular, se realiz6 un seguimiento fotografico de las mismas. Para ello se
usé un tanque al que se le acoplaron dos planchas de metacrilato verde (para favorecer
el contraste con el blanco y amarillo de las colonias) una en la base y otra en la pared
posterior. Para contar con una referencia métrica, se adhirié una escala en la pared

posterior.

Las fotografias se realizaron utilizando
una camara Canon EOS 7D con un objetivo
EFS 15-85 mm, un flash externo Canon
Speedlite 580EX, una antorcha Tokura TM-
700 y un tripode Manfrotto 128RC (Figura
5). Este proceso se repetia cada dos
semanas. Posteriormente, las fotografias
fueron corregidas y editadas utilizando el
software Adobe Photoshop CS5 (Seimert,

2010). Figura 5: Sistema de seguimiento

fotogréfico.
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4 Resultados

4.1 Mantenimiento de Dendrophyllia cornigera en condiciones de acuario
Durante el estudio, los ejemplares se mantuvieron erguidos, fijos y no se observé que el
continuo manejo afectase a su comportamiento o desarrollo. La instalacion
acuarioldgica permitio el desarrollo del material bioldgico, aportando unas condiciones
mas adecuadas para el mantenimiento de esta especie que las instalaciones donde se
encontraba anteriormente. Esta mejora en las condiciones se pudo observar gracias a la
apertura normal de los pdlipos una vez vertido el alimento, al nacimiento de nuevos

polipos y al inicio del proceso de regeneracidn tisular en el material bioldgico.

Durante las primeras semanas del estudio, el tejido de dos polipos desaparecid por
completo causando la mortalidad de los mismos. Estos pertenecian al grupo de la
Caballa y presentaban inicialmente graves dafios en el tejido que comprendia la boca del
polipo. Por otro lado, durante el estudio se formaron dos nuevos pdlipos: uno en el

tratamiento de Artemia y otro en el de Mejillon.

4.2 Efecto de la dieta en la Tasa de Regeneracion Tisular
En el tiempo transcurrido durante el experimento, seis pdlipos recuperaron por completo
el tejido vivo necesario para cubrir el esqueleto. De estos, tres pertenecian al grupo de

Artemia y tres al Mejillén.

Los resultados del andlisis descriptivo inicial de la Tasa de Regeneracién Tisular
segun el tipo de dieta estan reflejados en la Tabla 3 y en la Figura 6. Se puede observar
que el tamafio de muestra es similar en cada grupo y que existen valores de cero y

negativos para la Tasa de Regeneracion Tisular.

Por otro lado, los valores de desviacion tipica, asi como los limites del intervalo
de confianza para la media (95%) representan una gran variabilidad en cada grupo de
datos. En el diagrama de cajas cabe destacar que existen valores atipicos para todos los

grupos excepto para la dieta de pienso.



Dieta

Artemia
Caballa
Mejillon

Pienso

16
16
17
17
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Tasa De Regeneracion Tisular (mm?/dia)

) IC (95%)
Media
Inf.  Sup.
0.87 0.48 1.26
0.27 0.06 0.48
044 0.17 071
0.17 0.07 0.27

Desv.tip. Minimo Maximo

0.73
0.40
0.52
0.19

0.13 2.87
0 1.35
-0.30 1.80
0 0.63

Tabla 3: Valores descriptivos de la Tasa Regeneracion Tisular (mm?/dia) segun el tipo de dieta. Se

muestra el recuento total de polipos para cada tipo de dieta (N), el intervalo de confianza para la media

IC (95%) con sus limites inferior y superior, la desviacién tipica y los valores maximos y minimos.

3,00

2,004

1,00

0,00

Tasa de regeneracion tisular (mm?/dia)

-1,00

Figura 6: Diagrama de cajas de la Tasa De Regeneracion Tisular (mm?/dia) segin el tipo de dieta

T
Artemia

T
Caballa

Dieta

T
Meiillon

Pienso

El test de Kruskal-Wallis arrojé un p-valor de 0.001. Por tanto, se rechaz6 la

hipétesis nula y se demostrd, aceptando la hipotesis alternativa, que la dieta tiene un

efecto significativo en la distribucion de la Tasa de Regeneracion Tisular entre los

grupos.
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p-valor Artemia Caballa Mejillon Pienso
Artemia
Caballa 0.004**
Mejillon 0.074 0.108
Pienso <0.001** 0.925 0.052

Tabla 4: Resultado de los test de la U de Mann-Whitney entre cada tipo de dieta. Los datos indican el p-

valor obtenido en el test. (**) significativo para a=0.01.

En la Tabla 4 se muestran los resultados de los test de la U de Mann-Whitney,
observandose que existen diferencias significativas entre la dieta de Artemia y de Pienso
(p<0.001) y entre la dieta de Artemia y de Caballa (p=0.004). Por otro lado, no se

observan diferencias significativas entre el resto de los grupos.

4.3 Evolucion de la regeneracion tisular segun el tipo de dieta
En la gréafica de la Figura 7 se representa el proceso de regeneracion de la superficie en
cada tratamiento a lo largo del tiempo del estudio. Nétese que la pendiente de cada linea

se corresponde con la Tasa de Regeneracion Tisular para ese periodo de tiempo.

Dista
=~ Artemia
200,000+ Cabala
Mejlion
— Pienso
-
E
=
-
< 150,000
o
o
-
o
o
3
o
o
-
2
© 100,000
£
o
o
3
w
=
©
o
< 50,000
0,000 T T T T T T
0 S0 100 150 200 250

Tiempo (dias)

Figura 7: Evolucién de la media de la superficie recuperada (mm?) a lo largo del tiempo (dias) segtn el
tipo de dieta. Las lineas representan la media de la superficie recuperada de cada dieta para cada
momento de medicién del estudio.
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En primer lugar, cabe destacar que la dieta de Artemia es la que permitié una
mayor superficie regenerada que el resto de dietas a partir de los 30 dias del estudio. Sin
embargo a la dieta del Mejillon, pese a ser la segunda con mayor superficie regenerada,
le supuso mas tiempo comenzar a regenerar su superficie hasta que, a partir de los 80

dias, este proceso se acelera.

Por otro lado, la dieta de Caballa es la primera en mostrar resultados de la
regeneracion tisular. Sin embargo, durante aproximadamente 110 dias, no se observaron
signos de regeneracion. Posteriormente, se experimentd una cierta regeneracion y al

final del estudio no se observaron nuevos cambios en la superficie regenerada.

Finalmente, el tratamiento con la dieta de Pienso no mostré ningin signo de
regeneracion tisular hasta los 110 dias del experimento y la cantidad de superficie

regenerada fue la menor entre todas las dietas durante todo el estudio.

4.4 Seguimiento fotogréafico

El seguimiento fotogréafico de cada colonia se compuso de 11 imégenes que abarcaban
un periodo total de 178 dias (desde el dia 29 al 207 del estudio). En las Figuras 8 y 9, se
muestran cinco imagenes obtenidas de cada colonia durante los dias 29, 80, 123, 179 y
207 del estudio. Las flechas muestran la regeneracion de tejido vivo y como este va
recubriendo ciertas partes del esqueleto.
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5 Discusion

La puesta en marcha de la instalacion acuariologica, asi como la preparacion del
material biolégico para su manejo y el protocolo de alimentacion llevado a cabo en este
trabajo suponen un acercamiento a las técnicas que pueden ser empleadas para la

recuperacion de corales de agua fria en ambientes controlados.

En este estudio se demostré que el tipo de dieta ejerce un efecto significativo
sobre la Tasa de Regeneracién Tisular (p=0.001). Estos resultados corroboran el hecho
de que, en corales ahermatipicos, la alimentacion es la via principal para cubrir la
demanda energética de los procesos vitales tales como la regeneracién tisular (Naumann
etal., 2011).

La dieta formada por Artemia salina adulta congelada fue la que obtuvo valores
superiores Yy significativamente diferentes a las dietas de a base de caballa y de pienso.
En la dieta a base de mejillon no se observaron diferencias significativas con ninguna de

las dietas.

Por otro lado, analizando la evolucidon de la regeneracion de tejido vivo, se
observa que la dieta a base de mejillén es el segundo tipo de dieta en ofrecer mejores
resultados, una vez pasados los primeros meses (80 dias). Por lo tanto, a pesar de no
observarse diferencias significativas entre las dietas basadas en mejillon y Artemia
salina adulta congelada, esta Gltima ofrece mejores valores a corto plazo ya que el

proceso de regeneracion tisular es mas rapido.

Gracias al seguimiento fotografico que se realizd en este estudio, se dispone un
apoyo visual de la capacidad de regeneracion tisular y facilita la comparacion de este

proceso entre colonias sometidas a diferentes tipos de dieta.

El estudio realizado muestra la capacidad de regeneracion tisular de D. cornigera
segun el tipo de dieta. Ya que los resultados obtenidos en este trabajo estan limitados
por la cantidad de material biolégico disponible, asi como de la duraciéon del mismo,
seria interesante, para aumentar su representatividad, realizar un estudio con una mayor

cantidad de material biologico.



Del mismo modo, seria de interés un estudio durante un periodo de tiempo mas
largo. De esta manera, se podria estudiar con mas detalle la evolucion de la superficie
regenerada y analizar el proceso de regeneracion tisular experimentada en cada polipo

hasta su completa regeneracion.

Este trabajo es el primero en el que se analiza la capacidad de regeneracién
tisular de Dendrophyllia cornigera y en el que se estudia el efecto de la dieta en este
proceso. Otros estudios han analizado esta capacidad en corales pertenecientes a aguas
tropicales (Kramarsky-Winter y Loya, 2010; Horwitz y Fine, 2014; Meesters et al.,
1997; Bak y Steward-Van, 1980), por lo que seria de gran interés realizar una
comparacion de la capacidad de regeneracion tisular entre corales de agua fria y corales
tropicales. Por otro lado, Naumann et al. (2013) y Gori et al. (2014) demostraron el
aumento en el crecimiento y metabolismo que experimentaba D. cornigera en
temperaturas cercanas a su umbral térmico superior (16°C). Es por ello que seria
interesante un futuro andlisis del efecto de la temperatura en la capacidad de

regeneracion tisular en D. cornigera.

Por ultimo, para tener un conocimiento mas amplio sobre la preferencia en la
dieta de esta especie y poderlo aplicar a las técnicas de recuperacion de ejemplares de la
misma, este trabajo se podria ampliar ensayando otros tipos de dieta y realizando un
analisis exhaustivo sobre el contenido nutricional de cada una de ellas. Del mismo
modo, seria interesante analizar el efecto de otros posibles factores en la alimentacion

como son el tamafio, forma o consistencia de la particula.
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6 Conclusiones

- Las técnicas utilizadas en este estudio para el mantenimiento, manejo y alimentacion
de Dendrophyllia cornigera han demostrado ser eficaces y suponen un acercamiento
a los métodos que pueden ser empleados para la recuperacion y establecimiento de

corales de agua fria en ambientes controlados.

- El tipo de dieta afecta significativamente a la capacidad de regeneracion tisular de
esta especie, siendo las dietas compuestas de Artemia salina adulta congelada y
mejillon las que ofrecen los mejores resultados. La primera dieta aparentemente
ofrece una mayor regeneracion tisular pese a no existir diferencias significativas

entre las dos.

- Seria interesante un estudio sobre la capacidad de regeneracion tisular mas detallado
sobre Dendrophyllia cornigera y otros corales de agua fria para tener un

conocimiento mas amplio sobre esta capacidad.
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