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A Valentina,

tu fundum meum illuminas

Lo logré por ti.

Hagas lo que hagas en esta vida, intenta hallar

ese lugar en el que tus pensamientos dejen en paz a tu conciencia,
y cada dia te sientas feliz por hacer lo que haces.

Siempre estaré a tu lado.






Habitat in Oceano, fundum illuminans.

Linneaus 1758

What is an individual? It is always interesting to discover the
foundation of the strange tales of the old voyagers. Captain Lancas-
ter, in his voyage in 1601, narrates that on the sea-sands of the is-
land of Sombrero, in the East Indies, he found a small twig grow-
ing up like a young tree, and on offering to pluck it up it shrinks

down to the ground, and sinks, unless held very hard.

Darwin 1860
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RESUMEN

La presente tesis trata de abordar diferentes aspectos sobre la filogenia, biologia
y distribucién de los pennatulaceos o plumas de mar (Octocorallia, Pennatulacea).
El Orden Pennatulacea abarca a un grupo de octocorales especializados y morfo-
I6gicamente diferenciados, distribuidos por todos los océanos, desde las zonas in-
termareales hasta méas de 6.000 metros de profundidad. Las plumas de mar cons-
tituyen un importante componente estructural en las comunidades marinas de
fondo blando, incrementando la complejidad de estos ambientes. Aunque los
pennatulaceos son un componente importante de las comunidades bentdnicas
marinas generalmente relacionados con fondos blandos, existen ain muchas la-
gunas de conocimiento sobre aspectos relativos a su biologia y evolucién. Nuestra
investigacion se centra en el estudio de estos organismos, desde diferentes pers-

pectivas.

A pesar de su importante papel ecoldgico, la informacion sobre su origen 'y
tiempo de divergencia es aun escasa. Los primeros intentos de establecer relacio-
nes filogenéticas entre géneros datan de principios del siglo XX, cuando sélo es-
taban disponibles caracteres morfoldgicos. En la tltima década, los analisis filo-
genéticos basados en secuencias de ADN mitocondrial procedentes de un limitado
numero de especies han propuesto un ancestro hipotético diferente para este
grupo (una gorgonia elisélida frente a un coral blando dimérfico), pero sus rela-
ciones intergenéricas permanecen oscuras. La presente investigacion esta basada
en una combinacién de marcadores mitocondriales y nuclear (mtMutS, Coxl y
ADNIr 28S), aportando nueva informaciéon molecular sobre las relaciones filoge-
néticas entre los géneros de pennatuléceos, incluyendo 38 nuevas secuencias per-
tenecientes a 13 especies. Algunas de las relaciones filogenéticas inferidas en el
presente estudio cuestionan la actual clasificacion de las plumas de mar basada
en la morfologia (a diferentes niveles taxondmicos), indicando claramente que las

dos agrupaciones principales Sessiliflorae y Subselliflorae, algunas de sus princi-



pales familias (por ejemplo Pennatulidae, Umbellulidae o Virgulariidae) y algu-
nos géneros (por ejemplo Umbellula o Veretillum) son no-monofiléticos. Asi-
mismo, los veretilidos, tradicionalmente considerados los pennatulaceos mas pri-
mitivos, no se muestran como el taxén divergente mas antiguo. Ademas, un ana-
lisis del tiempo de divergencia realizado en este trabajo sugirié que el origen de
los pennatulaceos data del Cretécico Inferior (Berriasiano, ~ 144 Ma), de acuerdo
con su escasamente conocido registro fésil, mientras que la divergencia inicial de
la mayoria de los géneros existentes ocurrié en tiempos del Oligoceno y Mioceno.
(CAPITULOY1)

A pesar de ser una agrupacién muy caracteristica desde el punto de vista
morfoldgico, la taxonomia y la sistematica de las plumas de mar es aun pobre-
mente conocida. Recientes estudios moleculares han mostrado la existencia de
caracteristicas morfoldgicas convergentes, haciendo inestable la actual distribu-
cion familiar de los géneros. El género Pennatula Linnaeus, 1758, fue uno de los
primeros géneros de octocorales descritos. Es el género tipo de su familia, y del
Orden Pennatulacea. Las colonias de este género tienen una morfologia caracte-
ristica. Los recientes esfuerzos de muestreo en el noreste Atlantico han propor-
cionado un numero de colonias inicialmente atribuibles al género Pennatula.
Tanto el estudio morfoldgico como molecular (genes mtMutS, Cox1y 28S) de este
material respaldan la naturaleza polifilética de este género, y la necesidad de “re-
sucitar” al género Ptilella Gray, 1870 para acomodar a éstas y otras especies. Una
nueva especie, Ptilella grayi n. sp., es descrita e ilustrada. La especie Pennatula
bayeri es propuesta como sindénimo reciente de Pennatula bellissima (aqui tam-
bién considerada en el género Ptilella). (CAPITULO 2)

El Orden Pennatulacea incluye algunas de las especies estructurales mas
importantes en las comunidades bentdnicas de fondos blandos en plataforma
continental. Pteroeides spinosum es un pennatulaceo de aguas poco profundas
que habita fondos del Noreste Atlanto-Mediterraneo. En este estudio, varias co-

lonias de Pt. spinosum recolectadas en las proximidades de Cap de Creus (NW



Mediterraneo) se utilizaron para estimar su esfuerzo reproductor y permitir una
comparacion con otros pennatulaceos, incluidas colonias de especies no identifi-
cadas de Pteroeides de Nueva Zelanda. Las colonias estudiadas de Pteroeides spi-

nosum son gonocédricas y muestran una distribucion bimodal de frecuencia de

ovocitos. El didmetro maximo observado fue de 668 um para quistes espermaticos

y 687 um para ovocitos. La fecundidad relativa potencial media (PRF) oscil6 entre

7'y 17 ovocitos por palipo. El esfuerzo reproductivo efectivo (ERE) alcanz6 un va-
lor de unos 30.000 ovocitos grandes. Como se observa en todos los pennatulaceos
previamente estudiados, no se hallaron signos de hermafroditismo en las colonias
de Pt. spinosum estudiadas. (CAPITULO 3)

Entre los pennatulaceos de aguas profundas, se recolectdé un conjunto re-
presentativo de colonias del Atlantico nororiental de Anthoptilum murrayi Kolli-
ker, 1880 gracias a las expediciones del proyecto BIOICE. En este estudio, las co-
lonias de A. murrayi se agruparon en tres clases de tamafio y se utilizaron para
obtener informacion sobre su edad y las tasas de crecimiento. Los resultados mos-
traron gue las colonias recolectadas tenian entre 6 y 17 afios, con una tasa de cre-
cimiento diametral entre 0,10 y 0,17 mm por afio y una tasa de crecimiento lineal
entre 14,97 y 15,75 mm por afio. Ademas, se determind informacién relativa a su
biologia reproductiva, como el nimero y didmetro de ovocitos por pélipo (PRF,
ERF), y el esfuerzo reproductivo a nivel de colonia (PRE, ERE). Estos valores se
compararon entre colonias de diferentes tamafios y en tres zonas dentro de las

colonias: proximal, medial y distal. EI mayor diametro observado fue de 1.179 ym
paraovocitosy 711,3 um para quistes espermaticos. Ambos enfoques (crecimiento

y reproduccion) se correlacionaron, lo que indica que una determinada colonia
grande de A. murrayi (~300 mm) podria tener aproximadamente 17 afios y con-
tener >7.000 ovocitos, de los cuales posiblemente alrededor de 2.000 ovocitos
(~27 %) se generaria por afio. (CAPITULO 4)



Las comparaciones entre plantas e invertebrados coloniales modulares sé-
siles ofrecen interesantes paralelismos entre sus planes corporales tras millones
de afios de evolucion divergente. Entre estos paralelismos podria estar la existen-
ciay distribucién de la heterogeneidad intraindividual en los rasgos de los 6rga-
nos, también denominada variabilidad subindividual. La variabilidad subindivi-
dual es cuantitativamente importante y tiene multiples consecuencias para los in-
dividuos, las poblaciones y las comunidades de plantas, y también para sus ani-
males consumidores. Pero, sin embargo, ¢podria ocurrir un proceso similar de
variabilidad subindividual en las plumas de mar con una arquitectura modular
similar a la de las plantas? En la literatura de invertebrados marinos se sabe poco
sobre la presenciay magnitud de esta variabilidad en organismos modulares. Este
estudio proporciona por primera vez una evaluaciéon cuantitativa de la variabili-
dad subindividual en pennatulaceos, analizando ciertas caracteristicas biométri-
cas de estructuras reiteradas que presumiblemente tienen alguna funcién ecol6-
gica, y ofrece una primera comparacion de niveles cuantitativos de variacion
subindividual entre plantas y plumas de mar. (CAPITULO 5)

Los pennatulaceos se han considerado principalmente especies cosmopoli-
tas y profundas (Pérez et al. 2016), quizas porque se han registrado en todos los
mares y océanos del mundo, desde aguas poco profundas hasta cerca de los 6.100
m de profundidad. Este extenso patrén de distribucién puede ser consecuencia de
la naturaleza bioldgica de estas especies (con un pedunculo que produce una
unién laxa con el sustrato) o, en ciertos casos, de identificaciones dudosas de es-
pecies erigidas sobre un Unico ejemplar. En el presente estudio tratamos de en-
contrar respuestas a preguntas sobre la distribucion biogeogréfica de las plumas
de mar, incluidas las especies descritas mas recientemente; tratamos de explorar
la diversidad especifica, la composicion y las afinidades faunisticas entre las fau-
nas de pennatulaceos delimitando a priori ecorregiones a lo largo de los océanos

del mundo, proponiendo la necesidad de establecer nuevas delimitaciones de eco-



rregiones, teniendo en consideracion cada piso batimétrico de forma indepen-
diente. Finalmente, retomaremos aqui el debate sobre el hipotético origen geo-
gréfico de los pennatulaceos (CAPITULO 6).
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Introduccién
Pennatulaceos. Generalidades

INTRODUCCION
PENNATULACEOS. GENERALIDADES

I. | Octocorales, Pennatulaceos
ntre las clasificaciones de octocorales (Anthozoa: Octocorallia) mas re-
levantes del siglo XX destaca la propuesta por Bayer (1981) (modificada
de Hickson 1930) en la cual diferencia tres grandes agrupaciones de co-
rales en base a sus caracteristicas morfologicas: 1) los corales azules (O.

Helioporacea); 2) las gorgonias, estolonados y corales blandos (O. Alcyonacea); y
3) los pennatulaceos o plumas de mar (O. Pennatulacea) (Fabricius & Alderslade
2001, Daly et al. 2007, Pérez et al. 2016). Los octocorales pueden presentar una

Figural.1l. Esquema de una porcion de antozoo octocoralario (gorgonia), mostrando
dos polipos. El corte sagital muestra la cavidad gastrovascular dividida por los me-
senterios (tomado de Bayer et al. 1983).
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organizacion colonial con multitud de formas (estoloniales, membranosas, arbo-
rescentes, con forma de latigo o con forma de pluma), y rara vez estar presentes
como organismos individuales, formados por un unico pélipo, (Hickson 1909, Ba-
yer 1955b, 1956). Entre las principales caracteristicas de los octocorales esta la
presencia invariante del antopdlipo octomero (Figura 1.1), que muestra 8 tentacu-
los y cuya cavidad gastrovascular esta subdividida por 8 mesenterios en disposi-
cion radial (Haeckel 1866, Kuikenthal 1925). Este pélipo se encarga de la alimen-
tacion y (si no hay otro pélipo que lo asuma) la reproduccion de la colonia (Bayer
et al. 1983, Fautin & Mariscal 1991).

A pesar de poseer una anatomia muy diferente a la de otros octocorales,
Berntson et al. (1999, 2001), usando marcadores que mas tarde se comprobarian
poco adecuados para las filogenias de pennatulaceos (ADNr 18S y ARNr 18S),
reunioé por primera vez en una filogenia molecular las escasas secuencias dispo-
nibles de pennatulaceos. Sin embargo, los pennatulaceos se mostraban aqui como
una agrupacion parafilética, emplazando a Umbellula sp. junto a otros octocora-

les dimorficos, como Dendrobrachia, lejos de otras secuencias de pennatuléaceos.

Figura 1.2. Filogenia de los octocorales (adaptada de McFadden et al. 2006).
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Las posteriores propuestas filogenéticas, basadas en marcadores, como

ND2 y mshl (mtMutS, en adelante), consiguieron reconocer al conjunto de pen-
natuldceos disponibles en una agrupacion monofilética con altos valores de so-
porte. Entre ellas, una de las primeras y mas trascendentes fue la propuesta filo-
genética para octocorales realizada por McFadden et al. (2006), en la que no sélo
agrupo a los pennatulaceos sélidamente, sino que ademas mostro a los elisélidos
como grupo hermano de los pennatulaceos (Fig. 1.2). En ella ademas podemos ver
que los corales blandos, como Anthomastus, considerados el tradicional grupo
hermano de las plumas de mar en base a su similitud morfoldgica con veretilidos

(ver abajo), aparecen mas alejados y relacionados con Corallium.

En la presente tesis nos centraremos exclusivamente en el grupo de los pen-
natulaceos, también conocidos como plumas de mar (Octocorallia: Pennatulacea).
En esta seccién, como su nombre indica, introduciremos los aspectos generales
mas relevantes y ofreceremos una visién amplia de sus caracteristicas morfolégi-
cas, su diversidad de formas coloniales, su biologia interna, los habitats que con-

forman y las relaciones ecolégicas que establecen con su entorno.
I.1 {Qué son las plumas de mar?

Entre los cnidarios antozoos, los pennatulaceos son un grupo de octocorales co-
loniales que, al contrario del resto de corales fijados en su mayoria a fondos roco-
s0s, habitan sobre fondos arenosos o fangosos, anclados al mismo a través de su
exclusivo pedunculo muscular (Tyler et al. 1995, Hughes 1998, Greathead et al.
2007). Particularidades como esta les han servido para ser reconocidos desde la
edad media (Rondelet 1554, Rumphius 1705). En la historia de los octocorales
fueron prontamente diferenciados del resto ya desde los primeros intentos de cla-
sificacion (Herklots 1858, Kolliker 1872, Hickson 1894, Kiikenthal 1915).
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Los pennatulaceos son organismos benténicos, cuya colonia esta parcial-
mente enterrada en el sedimento (pedunculo), y que permanecen en posicién mas
0 menos vertical con la parte de la colonia que porta los autozooides (raquis) sobre
el pedunculo. Muchos de ellos poseen un aspecto similar a una pluma clavada en
la arena, donde las laminillas portarian los autozooides (hojas polipiferas) de ahi
su nombre “sea pen” (Williams 1990, 1995), otros de morfologia méas alargada
reciben el nombre de “latigos de mar”. Las colonias de pennatulaceos, aunque se
siten de forma relativamente distantes entre ellas, pueden alcanzar densas po-
blaciones, modificando el frecuentemente empobrecido paisaje caracteristico de
los fondos blandos, y enriqueciendo la diversidad local al facilitar la ralentizacion
de las particulas en suspensién y frecuentemente su sedimentacion, asi como el
establecimiento de otros organismos (peces, cangrejos, camarones, etc.) que vi-
ven relacionados con ellas, y que constituyen parte de su rica fauna asociada (Ty-
ler et al. 1995, Baillon et al. 2012, Clippele et al. 2015).

Figura 1.3. Dos morfologias de plumas de mar representantes de los tradicionales
subdrdenes Sessiliflorae (imagen de la izquierda) y Subselliflorae (imagen de la dere-
cha). A, veretilido (Cavernulina sp.?); B, Virgularia sp. Ambas imagenes propiedad de
Chaloklum Diving (CC BY-SA 4.0).
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Dentro del Orden Pennatulacea, a pesar de ser un grupo relativamente pe-
guefio (algo més de 200 especies), podemos observar multitud de formas y parti-
cularidades morfolégicas, por lo que a la hora de hacer agrupaciones taxonémicas
(sobre todo supragenéricas), los diferentes autores a lo largo de la historia han

puesto de manifiesto la dificultad de este cometido (Hickson 1916).

Una de las clasificaciones de pennatulaceos mas relevantes en la literatura
especializada fue propuesta por Kilkenthal (1914, 1915). En ella se agrupa a los
pennatulaceos en dos grandes subordenes: los Sessiliflorae (donde se incluyen las
especies con autozooides emplazados directamente sobre la pared del raquis) y
los Subselliflorae (especies con autozooides emplazados en crestas elevadas u ho-
jas polipiferas) (Figura 1.3). Dentro de estos subordenes, los pennatuléaceos se or-
ganizan en diferentes familias y géneros. Esta clasificacién ha sido usada hasta
hace unas décadas, aunque los términos Sessiliflorae/Subselliflorae siguen apa-
reciendo en algunos estudios recientes (Williams 1990, Abdelsalam 2014). Poste-
riores trabajos morfolégicos, sin embargo, dejaron entrever dudas sobre estas
agrupaciones y optaron por un simple listado de las familias y géneros, sin consi-

derar agrupaciones a nivel superior (Williams 1995).

En los altimos afios, la incorporacion de los métodos moleculares en las re-
construcciones filogenéticas, como en la presente tesis, ha dado un vuelco a estas
categorias suprafamiliares (McFadden et al. 2006, Garcia-Cardenas et al. 2020).
Actualmente, los pennatulaceos se agrupan en 16 familias, 41 géneros y unas 221
especies, distribuidos por todos los océanos, desde aguas someras hasta grandes
profundidades superiores a mas 6.000 m (Williams 2011, 2015, L6pez-Gonzalez
& Drewery 2022).

.11 Diversidad morfoldgica

Observando la colonia de un pennatulaceo podemos diferenciar dos zonas: la

zona basal o pedunculo, que sirve como sistema de anclaje al sedimento, y lazona
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distal, llamada raquis o polipario, que contiene los p6lipos o individuos de la co-
lonia (Tixier-Durivault 1965), que pueden aparecer de forma independientes so-
bre el raquis o agrupados en las hojas polipiferas (Figura 1.4).

Figura |.4. Fotos de plumas de mar. A, colonia recolectada de un pennatulaceo mos-
trando el raquis y el pedindulo. B-C, colonias in situ (B, Dann Blackwood and Page
Valentine of the USGS; C, Pino Bucca. CC-BY-SA-3.0.).
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Segun algunos autores, el pedinculo de los pennatulaceos se corresponde-
ria con la parte basal (antostele) del pdlipo fundador u oozooide (ver abajo), y
suele encontrarse parcial o completamente enterrado en el sustrato, constitu-
yendo la parte estéril de la colonia (Wilson 1883, Hickson 1916) (Figura 1.5).

Figura 1.5. Tipos de pedunculos (raquis omitido). A, Imagen de Pteroeides spinosum
in situ (INDEMARES-Cafion de Creus, 2009), con el pedinculo semienterrado; B,
Corte longitudinal del limite raquis (parte superior)-pedinculo (parte inferior), donde
se aprecia el anillo muscular con reborde; C, Anthoptilum gowlettholmesae unido a una
superficie de roca desnuda; D, un pennatulaceo sobre un sustrato rocoso en Hawai, se
aprecia el eje a través del tejido trasltcido del eje y pedunculo (C y D tomadas de Wi-
lliams & Alderslade 2011).
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Aunqgue no sea un cambio morfol6gico abrupto en las caracteristicas del an-
tostele respecto del antocodio (o raquis) del oozooide, el pedinculo no contiene
ningun otro tipo de zooide. En otras palabras, la presencia de zooides indica que
esa zona sigue formando parte del raquis y no del pedinculo [véase lo que se debe
considerar pedunculo en Umbellula (Fig. 1.5C), debido a la presencia de sifonoz-
ooides, como también ocurre en Chunellidae (Hickson 1907:13, Hickson 1916)].
En muchas especies, el cambio entre raquis y pedunculo (Fig. 1.5B) queda defi-
nido tanto en superficie como en el interior (por ejemplo, con escleritos diferentes
en cada parte) (Garcia-Cardenas et al. 2019).

El raquis o polipario es la zona distal de la colonia, corresponde con el an-
tocodio del oozooide, y donde se encuentras los polipos o zooides. La distribucién
de los zooides determina la simetria y forma de la colonia. Un raquis radialmente
simétrico presenta los zooides organizados simétricamente sobre lineas o planos
radiales originados desde un centro o eje comun. Las colonias con simetria radial
suelen mostrar una superficie esférica, con forma de disco, ctpula o cilindrica,
como en veretilidos (Lopez-Gonzalez et al. 2000) (Fig. 1.6). La mayoria de espe-
cies de pennatulaceos, sin embargo, exhiben un raquis bilateralmente simétrico,
con estructuras o apéndices desde el cuerpo central a cada lado de un plano ver-
tical medio (dispuestos alternos u opuestos). Estas colonias muestran por tanto
un lado derecho y otro izquierdo, ademas de una superficie dorsal y una ventral
(Hickson 1918, Bayer 1956, Williams 1995). En la parte ventral se sitlia la mayoria
de tipos de zooides (especialmente determinado por los pélipos de alimentacion,
autozooides), siendo més escasos (principalmente sifonozooides) o ausentes en la
parte dorsal (Hickson 1916, 1918, Lopez-Gonzélez et al. 2000, L6pez-Gonzalez &
Williams 2011, Garcia-Cardenas et al. 2019).

Los pennatuléceos exhiben una amplia diversidad de formas coloniales (Fig.
1.6, 1.7), habiendo sido considerado durante mucho tiempo un caracter util para
agruparlos (Kukenthal 1915, Hickson 1930, Bayer 1956, Williams 1995). Asi, entre

las formas coloniales destacan las formas cilindricas, claviformes o capitadas de
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los veretilidos (autozooides distribuidos aleatoriamente), la forma cordada o re-

niforme de Renilla (raquis aplanado dorso-ventralmente), la forma alargada-fla-

geliforme de Protoptilidae, Halipteridae o Funiculinidae, o la tipica forma de

pluma de pennatualidos y virgularidos, los primeros con hojas polipiferas mas

desarrolladas, y los segundos con un raquis mas alargado, esbelto, de menor dia-

metro y hojas polipiferas con escaso desarrollo en general; y finalmente las colo-

nias con umbela terminal de grandes autozooides (o umbelluliformes) (Williams
2011).

1.111 Anatomia interna

En general, la colonia de pennatulaceos se encuentra soportada por un eje interior
con diferente grado de calcificacion (rara vez ausente), cuyas caracteristicas
(como su combinacion de parte organica e inorganica, principalmente fosfato y
carbonato de lima) ya fueron empleadas para hacer agrupaciones entre plumas
de mar (ver Virgulariay Pennatula dentro de “Asteroidal Zoophytes” en Dalyell
1848: 174). Posteriores estudios fueron ampliado nuestro conocimiento sobre las
caracteristicas del eje de pennatulaceos (véase Kolliker 1872, Hickson 1909, 1916,
Bayer 1955a, 1956, Tixier-Durivault 1965, entre otros), entre los que podemos
destacar el estudio de Bayer (1955a, 1956), donde la similitud estructural entre los
ejes de algunos pennatuléaceos (Stylatula, Virgularia) y algunas gorgonias (Elli-
sellidae e Isididae), sugerian ciertas relaciones entre ambos grupos (hasta enton-
ces nunca planteadas) y que fueron confirmadas posteriormente por estudios mo-
leculares (McFadden et al. 2006).

Ademas del eje, muchas de las especies de pennatulaceos poseen elementos

esqueléticos frecuentemente microscéopicos y calcareos llamados escleritos (Bayer
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et al. 1983). Al contrario que en el resto de octocorales, los pennatulaceos presen-
tan una reducida variedad de formas de escleritos (Fabricius & Alderslade 2001)

Figura 1.7. Tipos de escleritos en pennatulaceos. A-C, cabrestante (capstan); D,
trialado (three-flanged sclerite), E) minusculos plats u ovals presente en la ma-
yoria de pennatulaceos.

A, Lituaria hicksoni, B, Veretillum sp., C, Cavernulina darwini, D, Funiculina
guadrangularis (lzda.), Renilla amethystina (Dcha.) (modificada de Williams
1995).

(Figura L.7).

Basicamente se pueden distinguir dos tipos principales de escleritos: el tipo
“cabrestante” (capstan) y el tipo “trialado”. El primero (Fig. 1.6 A-C) es muy poco
frecuente, descrito en algunos veretilidos, observado inicialmente en Lituaria, y

hallado habitualmente en alcionaceos (por lo que fue utilizado como un caracter
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gue soportaba al género Lituaria como uno de los géneros mas primitivos, ver
Hickson 1916:19). El segundo tipo (Fig. 1.6D) esta presente en la mayoria de pen-
natulaceos, y ausente en alcionaceos, es el tipo “trialado” (three-flanged), que
puede tener forma de aguja (needle) o de huso (spindle), con tres alas (flanges) o
crestas (ridges) que lo recorren de una punta a otra a lo largo de una linea que
gira ligeramente en espiral en relacion con la linea axial de la espicula (Hickson
1916:19). Si las espiculas trialadas son cortas y gruesas se llaman “varillas triala-
das” (three-flanges rods), como en Renilla (Fig. 1.7 D, dcha.), o algo mas cortas
como en Cavernularia, se conocen como varillas o rods (Lopez-Gonzélez et al.
2000). En algunas especies de Kophobelemnon, los extremos de algunas espicu-
las trialadas pueden ser verrugosos, llamadas “varillas rigidas” o ridged rods (Hi-
ckson 1916). Otro tipo de escleritos son las llamadas “placas aplanadas” (flattened
plate), que pueden estar subdivididas en dos, tres o cuatro partes y que es fre-

cuente en Veretillum, Cavernularia o Sclerobelemnon (Williams 1995).

Finalmente, suele existir un nUmero muy pequefio de corpusculos calcareos
ovales o de circunferencia irregular, llamados “6valos” (ovals) (Fig. I.7E), pero
gue no son considerados caracteres de valor para propuestas de clasificacion (Hi-
ckson 1909, 1916, Williams 1995).

La coloracidon de muchos pennatulaceos se debe principalmente a la colora-
cion de sus escleritos. Por ejemplo, algunas especies de coloracién blanquecina
exhiben escleritos incoloros, mientras que otras con un caracteristico color rojo

presentan escleritos de color rojizo (Garcia-Cardenas et al. 2019).

1.1V Los zooides

Los pennatuléceos, al pertenecer a la Clase Anthozoa, s6lo presentan fase polipo
(es decir, no existen en estado medusa) siendo en estado colonial (formacion de
polipos o zooides secundarios a partir del zooide inicial). Una de las caracteristi-

cas que hacen a los pennatulaceos ser considerados las colonias mas complejas y

- 11 -



Garcia-Cardenas, F.J.

Tesis Doctoral

evolucionadas de los octocorales, es la especializacion funcional, estructural y
morfoldgica de sus zooides, no observada a tal nivel en ningun otro antozoo (Ba-
yer 1956). Se han descrito hasta cinco tipos distintos de zooides en pennatulaceos
(Williams et al. 2012).

El Oozooide

El pdlipo primario u oozooide, también conocido como po6lipo fundador o axial
(Williams 1990: 34, Bayer et al. 1983: 9), surge tras la fijacion y metamorfosis de
la larva planula (Figura 1.8). El oozooide es de pequefio tamafio y con la parte
inferior anclada al sustrato mediante un incipiente pedunculo (Williams 1997).

Figura 1.8. Desarrollo larval de Ptilosarcus guerneyi (V, polo vegetal de la blastula;
S, estomodeo y P, septo o tabique de la larva libre nadadora) (Imagen tomada de Chia
& Crawford 1973)



Introduccion

Pennatulaceos. Generalidades

En las colonias adultas, el oozooide suele quedar disgregado entre pedunculo (an-

tostele) y raquis (antocodio) (Williams 1990, 1995, Breddy & Cortés 2008, Wi-

lliams et al. 2012). En algunas especies, el antocodio del oozooide podria perma-

necer de forma residual en el extremo mas distal de la colonia como un “pélipo

terminal”, por ejemplo, en Umbellula (Willemoes-Suhm 1875, Lépez-Gonzalez &
Williams 2011), Renilla (Wilson 1883), o Pennatula (Jungersen 1888).

El autozooide

El autozooide es el polipo prototipo de octocorales (8 tentaculos pinnados y 8 me-
senterios con su faringe aplanada, ver Fig. 1.1), y el p6lipo secundario de mayor
tamano en la colonia (Bayer 1955b, Fautin & Mariscal 1991, Williams et al. 2012).
El autozooide puede contener céliz espicular (o carnoso) o emerger directamente

de la superficie del raquis sin estas formaciones (Figura 1.9).

El céliz es la terminacidn del antostele del oozooide. Estd normalmente en-
grosado y lobulado en los estadios tempranos de la retraccion del antocodio, y se
vuelve contraido y rigido cuando éste est4d completamente retraido. El caliz puede
estar armado con grandes escleritos que sobresalen, llamados dientes del caliz,
por ejemplo, Gilibelemnon octodentatum debe su nombre a sus caracteristicos 8
dientes del céliz (Lopez-Gonzéalez & Williams 2002) o las diferentes especies de
Pennatula, Ptilella o Alloptilella (Garcia-Cardenas et al. 2019, Li et al. 2021). Por
tanto, los Unicos zooides que pueden presentar verdadero caliz son los autozooi-
des (Fig. 1.9), y no todas las especies de pennatulaceos presentan célices (Hickson
1916), como puede observarse en Anthoptilum (Fig. 1.9 A-B). El antostele del au-
tozooide puede permanecer libre (Fig. 1.9 A-B) o estar fusionado con los antoste-
les de autozooides adyacentes formando las hojas polipiferas (Fig. 1.9 C-E) (Hick-
son 1916, Garcia-Cardenas et al. 2019).

La funcién de los autozooides incluye la deteccién, capturay digestion de

las particulas alimenticias, deteccidén de los cambios fisico-quimicos del entorno,

- 13 -
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asi como la generacion y emision de gametos (Williams 1990, Williams et al.
2012).

Figura 1.9. Autozooides de pennatulaceos. A-B, Anthoptilum murrayi, C, Pte-
roeides spinosum; D, Ptilella grandis; E, Ptilella bellissima.
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El sifonozooide

El sifonozooide se define como el pélipo con sifonoglifos fuertemente desarrolla-
dos y tentaculos reducidos o ausentes, en general con filamentos mesentéricos
reducidos y mucho mas pequefios que el autozooide (Bayer et al. 1983) (Figura
1.10 A-B). Nunca portan gametos en pennatulaceos (Hickson 1916: 10), y en la
gran mayoria de taxones no estan protegido por escleritos (Williams et al. 2012),
aungue en algunas especies como Pennatula pueden tener un abanico de escleri-
tos (Altuna 2015). Existe poca informacion en la bibliografia acerca de las funcio-
nes que podrian desempenfiar los sifonozooides, aunque la mas relevante parece
estar relacionada con producir corrientes inhalantes de agua en la colonia para

generar presion hidrostatica (Hickson 1916, Williams et al. 2012).

El mesozooide

El mesozooide fue descrito por Hickson (1916: 11) al referirse a “ciertos zooides
gue sélo aparecen en determinadas especies de pennatulaceos, y son estructural-
mente diferentes a autozooides y sifonozooides, por presentar una complejidad y
tamafio intermedio entre ambos, tienen escleritos pero no portan tentaculos, y
s6lo han sido observados en unas pocas especies de Pennatula (Hickson 1916,
Williams 1990), en varias especies de Pteroeides (Niedermeyer 1911, 1912, Ki-
kenthal 1909, Brafield 1969) o en Renilla (Jungersen 1888), entre otros (Williams
et al. 2012). Actualmente, disponemos de poca informacion acerca de la funcion
gque desempeian los mesozooides, aunque ciertos autores sugieren que la princi-
pal funcion seria la de permitir el paso de las corrientes exhalantes, facilitando la
expulsion de agua (Hickson 1916, 1937, Williams 1990, Williams et al. 2012).

- 15 -
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Figura 1.10. Sifonozooide y mesozooide. A, Representacion esquematica de un si-
fonozooide: (1) mesenterios con escaso desarrollo; (2) mesenterio dorsal asulcal (to-
mado de Fabricius & Alderslade 2001); B, representacién esquematica de sifonozooi-
des (Si.) y mesozooides (Mes.) en la base de dos autozooides de Pennatula murrayi
(tomado de Hickson 1916); C, esquema de una seccion transversal de un mesozooide
de Pteroeides malayense. EI mesozooide aparece rodeado del sistema lacunar cons-
tituido por la solenia, mostrando bandas musculares en ambas caras de los mesente-
rios laterales (I.m.), y un pequefio sifonoglifo imperfectamente desarrollado (si.) en
el amplio estomodeo (St.); D, fotografia de la zona distal de la cara ventral del raquis
de Pteroeides spinosum mostrando una agrupacion de extrafios zooides considera-
dos Zooidstreifen der Rhachis por Niedermeyer (1911), mesozooides por Hickson
(1916) y sifonozooides por Brafield (1969), mesozooides segun Williams et al. (2012).
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El acrozooide

El acrozooide es el tltimo zooide descrito, sélo observado en dos especies de Pte-
roeides (Figura 1.11) (Williams et al. 2012). Presenta tentéculos, faringe, cavidad
gastrica pero sin extenderse al resto de la colonia, filamentos mesentéricos, mus-
culatura longitudinal y escleritos. La funcion que desempefian los acrozooides
aln no es conocida, aungue se especula que pueda estar relacionada con la repro-
duccidén asexual, constituyendo estructuras vegetativas originadas por gemacion

directamente del raquis (Williams et al. 2012).

Figura 1.11. Acrozooides de Pteroeides sp. A, Representacién esquematica de un clUs-
ter de 14 acrozooides entre las hojas polipiferas més distales del raquis (A); seccién
longitudinal mostrando la anatomia interna del acrozooide (B): ca, area de contacto
con la hoja polipifera; gc, cavidad gastrica; Im, musculatura longitudinal; mf, filamento
mesentérico; p, faringe; s, escleritos; t, tentaculo; disposicion de los escleritos en la pa-
red del acrozooide (C). B-C, Fotografias en el medio mostrando los acrozooides de Pte-
roeides sp.: m, mesozooides; ac, acrozooide; au, autozooide (tomadas de Williams et
al. 2012).
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I1. | Importancia Ecolodgica de las plumas de mar

Las plumas de mar presentan un elevado valor ecoldgico por constituir la base de
ecosistemas complejos en el fondo blando, con una rica fauna asociada, ausente
0 muy reducida en los alrededores, ayudando a incrementar la biodiversidad de
la zona (Hughes 1998, Curd 2010).

Plataformas bioldgicas. - La superficie del fondo marino es principalmente uni-
forme, con sedimentos fangosos, corrientes suaves, ausencia de gradiente térmico
y luminico, y en general, pocas particulas de alimentos (Carney 2005). Tales con-
diciones limitantes, reducen el nimero de organismos que pueden prosperar en
él (Beaulieu 2001). Los pennatulaceos se encuentran entre los organismos benté-
nicos marinos de mayor tamafio capaces de prosperar en tales condiciones y cons-
tituyen la base para la formacion de habitats complejos sobre fondo blando (Mor-
tensen et al. 2008), ya que actian como plataformas biolGgicas estables y aisladas,
sobre las cuales pueden establecerse y proliferar otros organismos mas pequefios

Figura 1.12. Fotos en buceos. A, Pradera de Ptilosarcus gurnei (tomada de Chia &
Crawford 1973); B, pradera de Veretillum cynomorium.
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(Buhl-Mortensen et al. 2010, Baillon et al. 2012) (Figura 1.12). Las plumas de mar
constituyen asi sumideros de la dispersa y escasa materia organica que llega,
siendo en algunos casos un complemento alimenticio alternativo para la fauna de
profundidad (Buhl-Mortensen et al. 2010). También pueden constituir un refugio
contra depredadores o perturbaciones fisico-quimicas, asi como “guarderias” de

estados juveniles de ciertas especies de peces (Levin 1991, Baillon et al. 2012).

Fauna asociada.- Son escasos los estudios que han informado sobre las especies
gue habitan o se relacionan con los pennatulaceos, y que parecen no estar presen-
tes (0 no son comunes) en el habitat circundante. En otras palabras, aquellos es-
cenarios en los que las plumas de mar estarian actuando como nichos ecolégicos,

constituyendo focos locales de biodiversidad y actividad bioldgica (Levin 1991).

Aunque en general sabemos poco acerca de la fauna asociada a los penna-
tulaceos, se han observado varios tipos de asociaciones que ilustran la importan-
cia ecoldgica de las plumas de mar en el fondo marino (Buhl-Mortensen et al.
2010, 2018, Schejter et al. 2018). Por ejemplo, existen comentarios controverti-
dos sobre la relacion entre pennatulaceos y zooxantelas o algas filamentosas (Fi-
gura 1.13) (Duncan 1998).

Es también conocida la relacion entre pennatulaceos y ciertos copépodos
parasitos principalmente de las familias Lichomolgidae (copépodos poco trans-
formados que viven en la superficie) (Hickson 1909, Humes & Stock 1973, Humes
1978) y Lamippidae (copépodos transformados que viven en el interior de las ca-
vidades y conductos) (Bruzelius 1858, Laubier 1972, Marshall & Marshall 1882).

También son frecuentes los casos de depredacion de nudibranquios sobre
colonias de pennatulaceos como por ejemplo los reportados entre Veretillum cy-
nomorium y opistobranquios del género Armina o Tritonia (Fig. 1.13 C-D) (Bir-
keland 1974, Guerriero et al. 1987, Jones et al. 2000, Buhl-Mortensen et al. 2010,

Garcia-Matucheski & Munian 2011, entre otros).
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Figura 1.13. Fauna asociada. A, foto de Pteroeides sp. mostrando unas manchas
gris-verdosas formadas por algas filamentosas (tomado de Duncan 1998); B, foto de
Pennatula aculeata asociada con una ofiura y un camarén (tomada de Buhl-
Mortensen et al. 2018); C, foto de Tritonia odhneri (tomada de Paula Gonzalez
Valderrama ©); D, foto de Tritonia sp. sobre el pedunculo de Ptilosarcus (tomado de
Duncan 1998).
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Finalmente, también se han descrito casos de comensalismo (Brodeur 2001,

Tissot et al. 2006, Nygren & Pleijel 2010), por ejemplo entre ciertas colonias de

Pennatula que actian como guarderias de larvas y alevines de Sebastes Sebastes

(inquilismo, si entendemos al pennatuldceo como un hospedador defendido)

(Baillon et al. 2012), o larelacién entre la estrella de mar Asteronyx loveniy varias

especies de pennatulaceos (Fig. 1.13 B) (Fujita & Ohta 1988, Jones et al. 2000,
Clippele et al. 2015, Buhl-Mortensen et al. 2018).

Como se ha sugerido, “las asociaciones de animales en ambientes marinos
a menudo se caracterizan por la presencia de especies presas lo suficientemente
abundantes como para soportar una variedad de depredadores” (Birkeland 1974).
Sin embargo, en el caso de muchos pennatulaceos, quizas no sea sélo la abundan-
cia de individuos lo que “soporta” la accidon de los diferentes depredadores (los
pennatulaceos asumen el papel de presas potenciales) sino ademas una multitud
de mecanismos de defensa que han desarrollado a lo largo de su evolucién y que
evitan la depredacidn u otras perturbaciones fisicas del entorno. Entre estos me-
canismos podemos destacar la emision de sustancias quimicas al medio como los
diterpenoides (Wratten et al 1977, Wratten & Faulkner 1979, Pham et al. 2000),
por ejemplo, los acidos renillenoicos de Renilla octodentata mostraron tener pro-
piedades antidepredacion contra generalistas como el pez Pagrus pagrus, y acti-
vidad anti-asentamiento contra las larvas del percebe Amphibalanus amphitrite
(Do & Erickson 1983, Keifer et al. 1986, Rittschof et al. 1986, Garcia-Matucheski
et al. 2012, Almeida et al. 2014); la emision de bioluminiscencia ante una altera-
cion como posible sefal disuasoria (Marshall & Marshall 1882, Parker 1920, Da-
venport & Nicol 1955, Wampler et al. 1973, Morin 1976, Davis & VanBlaricom
1978, Germain & Anctil 1988, Francis & Sire de Vilar 2020, entre otros), una de-
fensa estructural basada en escleritos y, en menor medida, nematocistos (Kasten-
diek 1976, Clavico et al. 2007, 2013, Garcia-Matucheski et al. 2012) y una defensa
conductual mediante mecanismos de huida o retraccion en el sustrato (Dalyell
1848, Hickson 1909, Pavans et al. 1963, Pavans & Buisson 1965, Kastendiek 1975,
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Hughes 1998). Estudios més recientes han documentado esta capacidad de ente-
rramiento en otras especies de pennatulaceos, con o sin hojas polipiferas (ver Pti-
losarcus en Birkeland 1974, Pennatula en Langton et al. 1990, Chimienti et al.
2018, o Virgularia en Wilson 1975, Hoare & Wilson 1977, Soong 2005, Ambroso
et al. 2013, ver Cavernularia obesa en Imafuku 1976, 1980). Un estudio reciente
confirmd el rapido enterramiento de Protoptilum cf. carpenteri tras ser moles-
tado (0,6 s, Ambroso et al. 2021), una velocidad sensiblemente superior a la que
mostré Virgularia mirabilis (15-40 s, Ambroso et al. 2013). Sin embargo, Penna-
tula rubra requirié mas tiempo para su completo enterramiento (3-5 min, Chi-
mienti et al. 2018). Por el contrario, otras especies de plumas de mar se caracte-
rizan por su incapacidad para enterrarse, como es el caso de Funiculina quadran-
gularis. Esta incapacidad o permanencia constante, por otro lado, nos permite
utilizar esta especie como indicador de Ecosistemas Marinos Vulnerables (VMES)
(Pierdomenico et al. 2018).

Politicas de conservacion. - Con todo esto, la evaluacion de los ecosistemas for-
mados por las plumas de mar y su fauna asociada ha derivado en la categorizacion
denominada “biotopos complejos”, donde a través de una serie de criterios se de-
termina la importancia de su conservacion. Por ejemplo, los pennatulaceos y sus
habitats fueron considerados de importancia ecoldgica en el Plan de Accién de
Diversidad (UK Biodiversity Action Plan, UKBAP) y en el Mud in Deep Water
Habitat Action Plan (English Nature 1999).

En la misma linea, los biotopos complejos “Plumas de mar y Comunidades
de megafauna asociada” fueron incluidos en la Lista de especies y habitats ame-
nazados y/o en declive por la Convencién para la Proteccion del Medio Marino
del Noreste Atlantico (OSPAR 1992, 2004) (Hughes 1998, Curd 2010). Reciente-
mente, las plumas de mar y el habitat que contribuyen a crear se han considerado
Ecosistemas Marinos Vulnerables (VMES) por la Comision Europea (Bastari et al.

2018). La presencia de plumas de mar en determinadas areas ha sido considerada
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como utiles bioindicadores de la calidad de esos fondos y de sus comunidades
asociadas (Greathead 2007, Pierdomenico et al. 2018).

Por otro lado, en el mar Mediterraneo, la gestién actual de las pesquerias
rara vez tiene en cuenta las VMEs de fondo blando, prohibiendo el arrastre sélo
en areas profundas superiores a 1.000 m (Troffe et al. 2005, Gori et al. 2017, Bas-
tari et al. 2018, Pierdomenico et al. 2018). Como se ha demostrado también en
otras regiones del mundo, la pesca de arrastre ha dejado constancia de su impacto
negativo mermando poblaciones de pennatulaceos y sus habitats relacionados en
ciertas areas del Mediterraneo (Kinnear et al. 1996, Troffe et al. 2005, Cogswell
etal. 2011, IUCN 2014). Por ello, determinar los requisitos ambientales, asi como
la distribucion geogréfica y batimétrica de los pennatulaceos (uno de los objetivos
de la presente tesis), es una informacion necesaria para evaluar y establecer es-
trategias de conservacion para estas especies clave (Rueda et al. 2016), asi como
la proteccién de las areas donde se encuentran o promover modelos predictivos
para inferir donde podrian hallarse (Gonzalez-Mirelis & Lindegarth 2012, Great-
head et al. 2015, Murillo et al. 2016, Bastari et al. 2018, Chimienti et al. 2019a,b).

Parte de los resultados obtenidos en la presente tesis podrian ayudar en de-
terminados estudios, aportando una herramienta Gtil en la toma de decisiones,
como puede ser un modelo predictivo para calcular la edad de una poblacion a
través de imagenes de ROV, o conociendo el esfuerzo reproductivo de ciertas es-
pecies que, a pesar de tener una colonia de pocos centimetros, ya estan contribu-
yendo reproductivamente en la poblacién. Conocimientos como estos, podrian
ser usados como soporte para el disefio de planes de conservacion en &reas mari-
nas concretas, o servir como ejemplo a otros estudios que puedan realizarse en
otras especies de plumas de mar. Ademas de las razones ecoldgicas y puramente
bioldgicas, el estudio de las plumas de mar tiene un relevante interés econémico-
cientifico, por ejemplo, por la multitud de sustancias que se van descubriendo en

ellas y que reportan interés en otros campos de investigacion, como los marcado-
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res bioluminiscentes descubiertos en Renilla, con multitud de aplicaciones inmu-
noldgicas (marcador bioluminiscente de genes) y experimentales (Liu et al. 1997,
Jubin & Murray 1988, Shifera & Hardin 2010).
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I11. | Objetivos
Definimos a continuacion los objetivos principales de la presente memoria de te-
sis. El abordaje de algunos de estos objetivos ha resultado en publicaciones re-

cientemente aparecidas en revistas cientificas de ambito internacional.

(1) Obtener una filogenia del orden Pennatulacea con la mayor cobertura

taxonémica y molecular posible. En la presente investigacion se pretendera obte-

ner una filogenia molecular del Orden Pennatulacea en su conjunto, para tener
asi una vision global de las relaciones filogenéticas que existen entre las especies
y géneros, independiente de las similitudes basadas en caracteres morfolégicos.
Para ello se emplearan los marcadores moleculares mas recientes, y técnicas de
reconstruccion filogenética en octocorales. Una vez obtenido el arbol filogenético
de las plumas de mar, procederemos a realizar una comparacion con las clasifica-
ciones propuestas tradicionalmente en pennatulaceos desde la morfologia, com-
probando por ejemplo, la validez de las agrupaciones Subselliflorae y Sessiliflorae,
la posicidn tradicionalmente basal de los veretilidos 0 mas derivada de los penna-
tulidos, la aparicion natural o polifilética de rasgos como las hojas polipiferas o la
simetria radial de las colonias, entre otras cuestiones. Adicionalmente, se inten-
tara obtener una filogenia datada en el tiempo a través de un analisis del tiempo
de divergencia, que nos ofrecera una aproximacion sobre cuando surgieron las
plumas de mar, y cuando ocurrieron los eventos de diversificacion de la mayoria

de los grupos actuales (capitulo 1.0).

(2) Resolucién nomenclatural de situaciones polifiléticas en el orden Pennatu-

lacea. La recepcion de cierto material procedente de las profundidades del Atlan-
tico Norte y la sospecha desde estudios moleculares de que pudiera pertenecer a
un género diferente a uno de los supuestamente mejor conocidos, Pennatula, con
el que presenta una gran similitud morfologica seré la base de este objetivo. Se
realizard un detallado trabajo taxonémico integrado (morfolégico y molecular)

para describir las caracteristicas de los nuevos ejemplares (incluyendo colonias
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gue podrian constituir una posible especie nueva para la Ciencia) y su relacién
natural o no con el género Pennatula, asi como con el resto de plumas de mar.
Tras ello, se hard necesaria la redescripcion del género Pennatula y “resucitar” un

género olvidado en la literatura (capitulo 2.0).

(3) Explorar la variabilidad subindividual en organismos modulares, usando

las plumas de mar como modelo. La enorme diversidad morfoldgica de las plumas

de mar, que introducimos en el apartado general, seré el contexto de un estudio y
busqueda de paralelismos rara vez aplicado en octocorales. A través de la aplica-
cion de técnicas y analisis usados durante mucho tiempo en plantas, se pretendera
estimar la existenciay grado de variabilidad morfol6gica en pennatulaceos a nivel
subindividual, esto es, dentro de cada colonia. Con ello se buscara hallar respues-
tas similares en ambos reinos, sirviendo como un primer paso para futuros estu-
dios que mejoren nuestro conocimiento sobre sus posibles implicaciones ecologi-
cas, generen criterios mas adecuados para la delimitacién de limites morfolégicos
intra- e interespecificos, ayuden a generar disefios experimentales mas eficientes
y, finalmente, generen nuevas e interesantes hipétesis biolbgicas ya formuladas y
discutidas en plantas, pero desconocidas en otros organismos modulares marinos
(capitulo 3.0).

(4) Explorar el esfuerzo reproductor en pennatuléceos. A pesar de todos los

esfuerzos para mejorar nuestro conocimiento sobre la biologia de los pennatula-
ceos, lainmensa mayoria de sus especies aln permanecen pobremente estudiadas
desde un punto de vista reproductivo. Conocer la biologia reproductiva es esencial
para comprender sus dindmicas poblacionales, asi como sus potenciales res-
puesta a perturbaciones externas. Material de pennatuldceos obtenido a partir de
campanfas en el noroeste Mediterraneo serd utilizado para estimar el esfuerzo re-
productivo de la especie. Estas colonias corresponden a una especie de aguas poco
profundas, de la cual no existian datos de esfuerzo reproductor hasta ahora, aun
siendo descrita como una de las primeras especies conocidas de plumas de mar
(Ellis, 1763) (capitulo 4.0).
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(5) Explorar el acoplamiento entre el esfuerzo reproductor, la edad y creci-

miento en plumas de mar. Con el objetivo de profundizar més en la biologia de

las plumas de mar, se utiliz6 un material recolectado en las aguas profundas de
Islandia (>1.000 m). Este material se usara para investigar el esfuerzo reproduc-
tivo asociado a la longevidad y tasa de crecimiento. La determinacion de la edad
de una poblacién es una informacién muy relevante desde un punto de vista eco-
I6gico, ya que puede ser Util para comprender su éxito ecoldgico, su capacidad de
recuperacion después de una perturbacién externa (resiliencia), para estimar su
mortalidad natural o total, asi como para inferir la tasa de supervivencia de la
poblacién en un entorno determinado. Ademas, esta informacién suele usarse
como herramienta en la toma de decisiones para disefiar planes de conservacion
(capitulo 5.0).

(6) Analizar el conocimiento actual sobre la diversidad y distribucién de plu-

mas de mar en un contexto global. Finalmente, tras haber explorado las relaciones

filogenéticas y una serie caracteristicas biolédgicas relevantes, se procedera a un
estudio biogeografico a nivel global utilizando todas las especies consideradas va-
lidas a fecha actual de pennatulaceos. En esta investigacion se buscara tener una
visién general sobre los patrones de distribucién de las especies, incluyendo una
distribucion geografica a lo largo de potenciales ecorregiones y una distribucion
batimétrica desde plataforma (<200 m) hasta las grandes profundidades abisales
(>6.000 m). Se acumulara la informacion geogréfica existente donde han sido
observados pennatulaceos y se buscaran posibles similitudes entre potenciales
ecorregiones en funcién a su similitudes y composicién faunistica. Se determinara
el grado de endemismo y cosmopolitismo. Las caracteristicas biogeograficas se-
ran posteriormente comparadas y discutidas con la filogenia obtenida para los
pennatulaceos (ver cap. 1). Y para concluir, se pretende contribuir aportando
nuestro grano de arena al viejo debate sobre el origen de los pennatulaceos, es
decir, arrojando un poco mas de luz hacia la posible época, la morfologia, el area
y la profundidad en la que surgen los ancestros de las plumas de mar actuales
(capitulo 6.0).
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1.0 Estudio filogenético

CAPITULO PRIMERO

1 ESTUDIO FILOGENETICO

** Nota: aunque el orden de la investigacion fue el seguido en el apartado Objetivos,
por motivos ajenos, este capitulo 1 se paralizé antes de su publicacidn, siendo el capitulo
2 publicado con anterioridad. Esto provoca que en el capitulo 1 ya aparezca resuelta la
politomia de Pennatula que se determind en el capitulo 2. Si el lector asi lo prefiere, puede

obviar aquellas referencias a Ptilella, que no sera resucitada hasta el siguiente capitulo.
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1.0 Estudio filogenético

1.1 Introduccion
0s cnidarios antozoos son considerados uno de los mas importantes bio-
constructores marinos, y a menudo dominan sobre el sustrato rocoso
(Roberts et al. 2006, Mortensen et al. 2008). Estas comunidades estruc-
turalmente complejas proporcionan refugio y alimento para estadios lar-
varios y adultos de unarica fauna asociada, a través del establecimiento de nume-
rosas relaciones simbioticas asi como de interacciones troficas (Sammarco & Coll
1992, Roberts et al. 2010, Baillon et al. 2012). Los fondos blandos suponen alre-
dedor del 95 % de las profundidades marinas (Cognetti et al. 2001), pero son un
sustrato inestable para el asentamiento de la mayoria de las especies y géneros de
antozoos, que dominan en areas rocosas (Chia & Crawford 1973). Sin embargo,
varios grupos de antozoos muestran adaptaciones (por ejemplo, partes basales
con forma de gancho en el género antipathario Schizopathes, bases con forma de
raiz arborea en algunas especies del género de coral blando Anthomastus o el isi-
dido Isidella, o cuerpos alargados en el Orden Ceriantharia) para vivir en estos
habitats (ver Jungersen 1927, Tiffon 1987, Opresko 2002, entre otros). Entre los
octocorales, los pennatulaceos parecen ser el grupo mas especializado a vivir en
estos fondos, con adaptaciones morfolégicas, tales como la presencia de un pe-
dunculo muscular que sirve como un sistema de anclaje en sedimentos blandos
(Herklots 1858, Tixier-Durivault 1965, Williams 2011), aunque se hayan descu-
bierto unas pocas especies de plumas de mar habitando sobre rocas, modificando
la porcién basal del pedanculo como un sistema de agarre para fijarse al sustrato
rocoso (Williams & Alderslade 2011).

El Orden Pennatulacea contiene mas de 200 especies consideradas validas,
distribuidas en 37 géneros y 14 familias (Williams 2011, 2015, Garcia-Cardenas et
al. 2019). Estas estan presentes en todos los océanos, con una distribucion bati-
métrica que oscila desde zonas intermareales hasta una profundidad aproximada
de 6100 m (Williams 2011). Algunas especies de plumas de mar forman extensas

praderas modificando el habitat y aumentando la diversidad local debido a la rica
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fauna asociada con ellas (Hughes 1998, Baillon et al. 2014, Clippele et al. 2015).
Este importante papel ecoldgico ha sido reconocido mediante la inclusion de los
pennatuaceos y su megafauna asociada en la lista OSPAR de especies y habitats
amenazados y/o en declive (Jones et al. 2000, Curd 2010).

Estructuralmente, los pennatuldceos son organismos coloniales con un pe-
dunculo muscular que ancla la colonia al sustrato blando, y un polipario (o raquis)
donde se encuentran los zooides (Herklots 1858, Kiukenthal 1912). Tanto la es-
tructura colonial como los tejidos comunes se generan desde el polipo inicial, lla-
mado oozooide (Williams et al. 2012). El resto de p6lipos surge por gemacion la-
teral de su pared corporal, y al menos dos tipos se distinguen: los autozooides
(con unacoronade ocho tentaculos recolectores, responsables de las funciones de
alimentacion y reproduccion), y los sifonozooides (sin corona de tentaculos reco-
lectores, a veces teniendo s6lo uno con varios grados de desarrollado) que son
responsables de los intercambios de agua hacia y desde el interior de la colonia
(Tixier-Durivault 1965, Williams et al. 2012). Otros dos tipos, mesozooidesy acro-
zooides, pueden estar presente (el primero en Pennatula y Ptilella, y el altimo en
Pteroeides) (ver Williams et al. 2012, Garcia-Cardenas et al. 2019).

La clasificacién propuesta para octocorales por Hickson (1930), basada en
formas coloniales y diversidad morfoldgica de los escleritos, fue posteriormente
modificada por Bayer (1981), quien los dividid en tres grupos principales. Entre
ellos, los pennatulaceos (O. Pennatulacea) se distinguen claramente de otros oc-
tocorales [estolonados, corales blandos y gorgonias (O. Alcyonacea) y corales azu-
les (O. Helioporacea)] por la estructura colonial arriba mencionada (Williams
1995, Daly et al. 2007, Pérez et al. 2016). Sin embargo, los primeros intentos de
establecer posibles relaciones filogenéticas entre los géneros de pennatulaceos
son atribuidos a Kolliker (1870), quien usé las similitudes morfol6gicas y comple-
jidad estructural de las colonias para proponer un origen comun para el grupo
(Kolliker 1880, Kukenthal & Broch 1911). Kiikenthal (1915) propuso una clasifica-

cion en la cual las familias fueron divididas en dos subo6rdenes: Sessiliflorae (los
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autozooides estan directamente localizados sobre el raquis) y Subselliflorae (los
autozooides estan agrupados formando crestas elevadas u hojas laterales). Otras
propuestas desarrolladas en las décadas siguientes (Hickson 1937, Bayer 1956,
1981) continuaron ahondando en detalles como la distribucion de autozooides y
sifonozooides, asi como la formay ornamentacion de los escleritos (Williams 1995,
Fabricius & Alderslade 2001, Lopez-Gonzéalez & Williams 2002). La clasificacion
actual de pennatulaceos esta exclusivamente basada en el conjunto de caracteres
morfoldgicos arriba mencionados (Williams 1997). Mas recientemente, los anali-
sis moleculares han revelado posibles homoplasias (por ejemplo, la organizacion
de autozooides en hojas polipiferas) y la consideracion de agrupaciones no-mo-
nofiléticas dentro de Pennatulacea (Dolan et al. 2013, Kushida & Reimer 2019,
Garcia-Cardenas et al. 2019).

Hickson (1916), de acuerdo con Kukenthal (1912) y Niedermeyer (1913),
considero a los veretilidos (Veretillidae) como los pennatulaceos mas primitivos,
siendo el Orden probablemente derivado de un ancestro alciénido con simetria
colonial radial (relacionado con el género de coral blando Anthomastus). Estos
pensamientos sobre el grupo basal de los pennatulaceos fueron considerados fac-
tibles hasta el final del Siglo XX (Williams 1994, 1997). La incorporacion de los
analisis moleculares a la reconstruccién filogenética en octocorales [basada en los
marcadores mitocondriales mshl (en adelante mtMutS) y ND2] ha soportado s6-
lidamente a las gorgonias de la familia Ellisellidae (una de las cinco familias tra-
dicionalmente incluidas en el Suborden Calcaxonia; ver Grasshoff 1999) como el
grupo hermano de los pennatulaceos (McFadden et al. 2006). Marcadores mole-
culares adicionales, como Cox1y el nuclear ADNr 28S, corroboraron la estrecha
relacion entre elisélidos y pennatulaceos (McFadden et al. 2010). Consecuente-
mente, Williams (2019) propuso dos escenarios alternativos para el emplaza-
miento de los pennatulaceos: 1) los pennatulaceos deben incluirse en Calcaxonia
junto con las cinco familias de gorgonias previamente reconocidas (Ellisellidae,

Ifalukellidae, Primnoidae, Chrysogorgiidae e Isididae; ver Grasshoff 1999); o 2)
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los elisélidos deben ser eliminados de Calcaxonia e incluirse junto con los penna-
tuldceos en un clado llamado Actinaxonia (sensu Williams 2019). Sin embargo,
estas hipodtesis necesitan ser testadas usando una filogenia molecular de octoco-
rales mas exhaustiva. Aungque habia discrepancias con respecto al grupo hermano
de los pennatulaceos, tanto los enfoques metodoldgicos morfolégico como mole-
cular reconocieron el origen monofilético de los pennatulaceos el cual, segun el
registro fésil indiscutible mas antiguo de pennatulaceos, podria haber ocurrido
en el Cretacico Tardio (Reich & Kutscher 2011).

McFadden et al. (2014) complementaron su inicial barcode mitocondrial
para octocorales (Cox1+igrl+mshl, McFadden et al. 2011) con un segmento nu-
clear (ADNr 28S), constituyendo esta  secuencia multilocus
(mtMutS+Cox1+ADNr 28S), la cual ha sido considerada un barcode mas preciso
para identificar especies de octocorales y util en la identificacién de relaciones
intra- e intergenéricas de un selecto grupo de pennatulaceos (Garcia-Cardenas et
al. 2019).

Estudios filogenéticos mas recientes en pennatulaceos basados en genes mi-
tocondriales (mtMutS y ND2) han propuesto la existencia de cuatro clados prin-
cipales (Dolan et al. 2013, Kushida & Reimer 2019). Sin embargo, dada la baja
tasa de evolucion del genoma mitocondrial en octocorales, y su herencia unipa-
rental, las hipétesis filogenéticas apoyadas solamente en ADNmt podrian estar
sesgadas, y la integracién de ambos marcadores mitocondriales y nuclear (como
28S) debe ser preferible (Bilewitch & Degnan 2011, McFadden et al. 2014, NUfez-
Flores et al. 2020). En la presente contribucion, se ha llevado a cabo una recons-
truccion filogenética sobre las relaciones internas entre taxones de pennatulaceos
(subdrdenes, familias y géneros). Una amplia cobertura taxonémica (aportando
38 nuevas secuencias de pennatulaceos, 13 mtMutS, 13 Cox1, y 12 28S), basada en
el barcode concatenado propuesto previamente para octocorales
(mtMutS+Cox1+28S) es usada para tal propuesta. Las relaciones filogenéticas

propuestas en estudios moleculares previos son discutidas, asi como la naturaleza
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monofilética o no-monofilética de las familias y géneros de plumas de mar. Ade-
mas, se incluye aqui por primera vez una estimacion del tiempo de divergencia
para pennatuléceos, la cual proporciona conocimientos sobre el tiempo de origen

de los diferentes linajes que comprenden las plumas de mar.

1.2Materiales y Métodos

1.2.1 Muestreo

Los materiales aqui examinados fueron recolectados durante varias campafias a
través de diferentes areas geograficas y programas de muestreo: en el noreste Ar-
tico-Atlantico (programa BIOICE), el noreste Atlantico (cruceros Scotia, INDE-
MARES Chica), el Mar Mediterraneo (INDEMARES Alboran, INDEMARES Cap
de Creus), el sureste Atlantico (BENGUELA VIII), y la Peninsula Antértica y el
este del Mar de Weddell (cruceros Polarstern ANT XVI1/3, ANT XIX/5, y ANT
XX111/8) (ver Tabla 1.1).

Durante las diferentes expediciones, los especimenes fueron organizados y
etiquetados a bordo. Las colonias (0 una muestra de tejido de cada una) fueron

fijadas directamente en etanol 100% para futuros estudios moleculares. La parte

Tabla 1.1. Pennatuléceos incluidos en los analisis filogenéticos moleculares en la Figura
1. Las especies en negrita son aquellas secuenciadas para este estudio. N6tese que todas
las secuencias de GenBank son presentadas aqui con los nombres tal y como aparecen en
GenBank y sus publicaciones originales (incluyendo nameros o letras). Las casillas con
fondo gris forman las secuencias del Grupo Externo. Abreviaciones: NMS, National Mu-
seum Scotland Smithsonian (Escocia, UK); MNHM, Muséum national d'histoire naturelle
(Paris, Francia); BECA, Biodiversidad y Ecologia Acuatica (Sevilla, Espafia); MBARI,
Monterey Bay Aquarium Research Institute (California, USA); NWFSC, Northwest Fishe-
ries Science Center (Seattle, USA); NTM, Museum and Art Gallery of the Northern Terri-
tory (Darwin city, Australia); RMNH, Rijksmuseum van Natuurlijke Historie (Leiden,
Paises Bajos); SCF, Collection of S.C. France (USA); JAS, Coleccion de J. A. Sanchez;
AMQ, Coleccion de A. M. Quattrini; n. d.: no data.

Referencias: (1) Este estudio; (2) Elz et al. no publicado; (3) Brockman & McFadden 2012;
(4) Pante et al. 2012; (5) McFadden et al. 2006; (6) Everett et al. 2016; (7) McFadden &
van Ofwegen 2012; (8) Kayal et al. 2013; (9) Quattrini et al. 2013; (10) Garcia-Cérdenas
et al. 2019; (11) France & Pante no publicado; (12) Hogan et al. 2019.
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Numero de ca-

Taxén el sy g (TER ERe- mtMuts Cox1 285
(o informacién grafica
adicional)
Veretillidae
- - ) Noroeste Mar \ N N
Cavernularia pusilla BECA OPEN-465 Mediterraneo MT968957 MT952706 MT951908
Veretillum cynomorium BECA OPEN-462 | NoroesteMar | rqqaaee1 | MTo52707! MT951909!
Mediterraneo
Anthoptilidae
Anthoptilum grandiflorum NMS.Z.2019.25.16 | Greenland MK919655'2 MK91965512
Anthoptilum sp. 1 NMS.Z.2019.25.1 %2'““" Can- | \iko196562 | MK9196561
Funiculinidae
Funiculina quadrangularis NWFSC 34210- USA, Pacifico | jngees262 | KF8741852
032 este
o Atlantico
Funiculina sp. 1 BECAOPEN-466 | |\ 1 MT968959! | MT952708! MT951910!
Funiculina sp. 2 BECA OPEN-132 ﬁ}ts'f:t'co M0 | MT968960! | MT952709! MT951911!
Stachyptilidae
Gilibelemnon octodentatum BECA OPEN-452 }fr:i‘asr?’ OU” | MK6038410 | MK603855 | MK6038510
Halipteridae
Halipteris sp. BECA OPEN-167 ﬁ}ts'f:t'co no- | MT968961! MT952710! MT951912
Halipteris californica NWFSC 34213- USA, Pacifico | j\ggsa22 | KF874203
022 este
Pacifico oeste
Halipteris finmarchica NTM-C014596 (Tasman Sea, DQ302868° GQ3424253 JX2037417
AUS)
Halipteris willemoesi NWFSC 34212- USA, Pacifico | j\gges33e | kre741922
052 este
Kophobelemnidae
Kophobelemnon sp. 1 BECA OPEN-141 fets'f:t'co n0- | MT968962! MT952711! MT951913!
Kophobelemnon sp. 2 BECA OPEN-151 eAstt'zm'co SUr | MTo68963t | MT952712! MT9519141
Kophobelemnon sp. 3 NMS.Z.2019.25.5 )\f‘cﬁumard Can- | \ikol96612 | MK919661%2
Kophobelemnon sp. 4 NMS.Z.2019.25.6 %z'ttard Can- | \ko196622 | MK91966212
Pacifico oeste
Kophobelemnon macrospinum NTM-C014985 (Tasman Sea, DQ302865° GQ3424293 JX2037427
AUS)
Pennatulidae
- : MNHM Atlantico 1 1 "
Gyrophyllum hirondellei OCT.A579 norte MT968964 MT952713 MT951915
_ Pacifico oeste
Gyrophyllum sp. NTM-CO14392= | canSea, | DQ3028695 | JX2038657 | JX2037407
NOR89/53 AUS)
Rockall Bank,
Ptilella grayi NMS.Z.2019.2.2 Atléntico no- | MK6038461° | MK6038561 | MK6038531
reste
South Iceland,
Ptilella grandis BECAOPEN-143 | Atlanticono- | MK60384410 | MK6038601° | MK6038541
reste
Pennatula aculeata NMS.Z.2019.25.7 %H'ttard Can- | MKo196632 | MK919663%
Pennatula rubra BECAOPEN-139 | Alboran, Mar |\ an38450 | MK6038570 | MK6038520
Mediterrdneo
Mar de Hebri-
Pennatula phosphorea BECA OPEN-453 des, Atlantico MK603848%° MK60385810 MK8824921°
noreste
Pennatula sp. BECAOPEN-152 | MardeRoss, |\ enagagi0 | MKe0385910 | MK882493%
Antértida
Pteroeides griseum BECA OPEN-140 | Noroeste Mar | ,\rqeaq65: MT9527141 MT951916!

Mediterrdneo
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. ! NWFSC 34212- USA, Pacifico ) 5
Ptilosarcus gurneyi 082 este JN866536 KF874195
Umbellulidae
Umbellula huxleyi BECA OPEN-161 ﬁ}ts'?:t'co no- | MT968966! MT952715! MT951917!
Umbellula sp. A BECA OPEN-464 | Antartida MT968967" MT9527161
Umbellula sp. B BECA OPEN-463 | Antartida MT968968" | MT952717 MT951918!
Umbellula sp. 1 NMS.Z.2019.25.12 %ﬂ'“ard Can- | \ko196692 | MK919669%2
Porcupine 12 2
Umbellula sp. 2 NMS.2.2010.25.13 | ol Bl | MKo19670 MK919670
Umbellula sp. 3 NMS.Z.2019.25.14 %’r‘]'“ard Can- | \ko196712 | MK919672%2
Virgulariidae
Virgularia mirabilis BECAOPEN-310 | Mof e'\ge‘j'te' MT968969! | MT952718! | MT951910t
Oeste Cape
Virgularia schultzei ff(';’é';‘g' Coel. Province, sur | GQ342527° | GQ342459° | JX203743%
Africa
Acanthoptilum gracile NWFSC 34213- USA, Pacifico | j\gee5442 | KF8742052
027 este
Renillidae
Pacifico este,
Renilla sp. CSM-2010- Golfode Pa- | GQ342526° | GQ342455°
UF4000 )
nama
Renilla muelleri SCF-FLA Pacifico este DQ2974325
Renilla muelleri n.d. n.d. NC_0183788
Protoptilidae
Protoptilum carpenteri NMS.Z.2019.25.10 %'r‘]mard Can- | \iko196672 | MK919667%
Pacifico oeste
Distichoptilum gracile NTM-C014561 (Tasman Sea, DQ302866° GQ3424543 JX2037397
AUS)
Echinoptilidae
Este Cape
Actinoptilum molle Egg'; Coel. Province, sur | GQ3424913 GQ342414°3 JX2037387
Africa
Ellisellidae
A ) Noroeste 3 .
Nicella sp. AMQ-2013 Atlantico KC788269 KC788231
Nicella sp. AMQ-2016 Eggzetfctz KX890219°
Ctenocella schmitti JAS-238 NBEESE JIN227995 FJ2686281
Atlantico
Verrucella sp. NTM-C014982 Z":‘jg"a” Sea, | po3028645
RMNH Coel. Oeste Papua, 7 7
Verrucella sp. 40030 T JX203851 JX203704
- RMNH Coel. Oeste Papua, 7 7 .
Viminella sp. 1 40032 T - o JX203794 JX203852 JX203703

restante de las colonias fue fijada en hexametilentetramina tampona al 4% for-

malina-agua de mar o en etanol 70%. Tras el periodo de fijacidn, todas las colonias

fueron preservadas en etanol 70%. Los especimenes secuenciados fueron deposi-

tados en el Museu de Zoologia de Barcelona (MZB), en el Muséum National d 'His-

toire Naturelle (MNHN) de Paris y en la coleccion del grupo de investigacion Bio-

diversidad y Ecologia Acuatica de la Universidad de Sevilla (BECA).

1.2.2 Analisis moleculares
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Extraccion de ADN vy perfiles PCR.

EI ADN gendémico total fue extraido de especimenes conservados en etanol (EtOH)
usando el kit de ADN EZNA (OmegaBiotech) siguiendo las instrucciones del fa-
bricante. Dos regiones mitocondriales (mtMutS y Cox1) y una regiéon nuclear
(ADNr 28S) fueron secuenciadas. El inicio de la region mtMutS se amplificé uti-
lizando los cebadores ND42599F y MUT3458R (France & Hoover 2002, Sdnchez
et al. 2003). El inicio de la region Coxl fue amplificada utilizando los primers
COI118068F y COIOCTR (France & Hoover 2002, McFadden et al. 2004). El gen
ribosémico nuclear 28S (ADNr 28S) fue amplificado utilizando los primers 28S-
Far y 28S-Rar (McFadden & van Ofwegen 2013). Cada PCR usé 0.5 U de DNA
Stream Polymerase (BIORON), 0.2 mM de dNTPs, 0.3 uM de cada primer, apro-
ximadamente entre 30 ng de ADN gendmico, y se llevé a un volumen final de 25
uL con H20. La PCR de mtMuts se llevo a cabo usando el siguiente perfil de ciclo:
desnaturalizacion inicial a 94°C durante 2 min, 35 ciclos de desnaturalizacion a
94°C durante 30 s, emparejamiento (annealing) a 55°C durante 30 s, y una ex-
tensién a 72°C durante 5 min. La PCR de Cox1 us6 el mismo perfil de ciclo pero
con 58°C para el emparejamiento y 40 s como duracion de la extensién para cada
uno de los 35 ciclos. La PCR de 28S us6 el mismo perfil de ciclo que Cox1, pero
con 50°C como temperatura de emparejamiento. Los productos de la PCR se pu-
rificaron usando el Kit de Purificacion de ADN NucleoSpin® Extract 11, siguiendo
las instrucciones del fabricante. Los productos purificados fueron sometidos a
electroforesis en un analizador genético ABI PRISM® 3730xl, y los fragmentos

de secuencias fueron editados usando Sequencher™ v4.0.
Analisis filogenéticos

Las nuevas secuencias se compararon con secuencias homélogas obtenidas de
GenBank (ver Tabla 1.1). Cualquier secuencia de GenBank que mostrara una iden-
tidad dudosa fue descartada de nuestros analisis, especialmente algunas atribui-
das al género Anthoptilum (detectadas ya por Kushida & Reimer 2019). El empla-

zamiento de este género se considero atendiendo a un reciente estudio que revela
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gue las especies de Anthoptilum (Anthoptilum grandiflorum MK91965 y Anthop-
tilum sp.1 MK919656) tienen la misma ordenacion de genes que los corales
bambu Isididae sp. (EF622534) y Acanella eburnea (EF672731) (Hogan et al.
2019). Atendiendo a las hip6tesis moleculares previas (McFadden et al. 2006,
2010, McFadden & van Ofwegen 2012), se seleccion6 un conjunto de gorgonias
elisélidas como grupo externo para la reconstruccion filogenética (Brockman &
McFadden 2012, Everett et al. 2016, Kushida & Reimer 2019).

La saturacién por sustitucion fue testada en los genes individuales usando
el software DAMBE (Xia et al. 2003, Xia & Lemey 2009). MtMutS, Coxly 28S

mostraron bajos niveles de saturacién por sustitucion en la tercera posicion.

El conjunto de nuevas secuencias obtenidas en este estudio (mtMutS, Cox1,
28S) y aquellas procedentes de GenBank fueron alineadas usando el método de
alineamiento MUSCLE implementado en MEGA 6 (Tamura et al. 2013). El con-
junto de datos concatenados involucré a 45 secuencias nucleotidicas mtMuts, 45
secuencias Cox1, y 27 secuencias 28S. El alineamiento fue de 704 pb para mtMutS
(63% posiciones conservadas), 775 pb para Cox1 (80% conservado), 790 pb para
28S (54% conservado), y 2.323 pb para el conjunto concatenado
mtMutS+Cox1+28S. Tras el alineamiento, el mejor modelo de sustituciéon nu-
cleotidica fue seleccionado usando Modeltest implementado en MEGA 6, aten-
diendo el criterio de informacion Akaike y los valores de prueba de ratio de vero-
similitud jerarquica. La reconstruccion filogenética fue obtenida aplicando los
meétodos de maxima verosimilitud (ML) e inferencia Bayesiana. El método de ma-
xima verosimilitud se llev6 a cabo en MEGA 6 utilizando el método de busqueda
heuristica Intercambio del Vecino mas Proximo y 1000 replicaciones bootstrap.
El modelo de sustitucion nucleotidica seleccionado fue T92+G para el concate-
nado mtMutS+Cox1+28S. La inferencia Bayesiana se llevé a cabo en MrBayes
v3.1.2 (Huelsenbeck & Ronquist 2001, Ronquist & Huelsenbeck 2003), usando el
modelo de sustitucién GTR+G (Iset nst=6 rates=gamma) y 107 generaciones y

descartando el 25% de los arboles iniciales. Para las propuestas comparativas y
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discusion, las designaciones de los clados I-1V usadas en estudios filogenéticos
previos (Dolan et al. 2013, Kushida & Reimer 2019) fueron usadas, aunque algu-
nas de estas podrian no ser soportadas por nuestro estudio.

Para observar el efecto del marcador mitocondrial o nuclear usado, filoge-
nias adicionales se obtuvieron basadas en los marcadores individuales y el conca-
tenado mtMutS+Coxl1. Las condiciones de reconstruccidn filogenéticas fueron si-
milares a aquellas descritas arriba. Los modelos de sustitucion nucleotidica selec-
cionados fueron T92+G+I1 para mtMutS, Cox1y mtMutS+Cox1; y K2+G para 28S.
Los arboles resultantes fueron incluidos en el material suplementario (Figuras
S1.2-S1.5). Cuando se detectd saturacion por sustitucién, se llevaron a cabo dos
inferencias Bayesianas adicionales en las mismas condiciones, usando (A) el 13, 2a
y 32 posiciones de coddn de mt-genes; y (B) solamente las posiciones 12y 22 (ex-
cluyendo las posibles posiciones saturadas del 3¢ codén). Los arboles resultantes
fueron practicamente idénticos, s6lo con ligeras diferencias en ciertos valores de
soporte de los nodos (por ejemplo de 0.96 PP a 0.98 PP). Esto indica que la pe-
guefa saturacion detectada con DAMBE no influye en las relaciones genéricas

mostradas aqui.
1.2.3 Anadlisis del tiempo de divergencia

El analisis del tiempo de divergencia se llevo a cabo dentro de un marco Bayesiano
en BEAST 2.5.0 (Bouckaert et al. 2014), utilizando los 45 taxones de los que al
menos dos de los tres loci estaban disponibles. BEAST permite que las topologias
sean consideradas "fijadas" o estimadas para acomodarse a la incertidumbre filo-
genética (Bouckaert et al. 2014, Drummond & Rambaut 2007). Aqui elegimos el
segundo enfoque porque las probabilidades del nodo posterior de la filogenia Ba-
yesiana fueron relativamente bajas en pocos casos. Varios trabajos han enfatizado
la importancia de la seleccion rigurosa de un modelo de reloj apropiado (por
ejemplo, Duchéne et al. 2014), y para este fin cuatro modelos fueron comparados:
i) relajado con una distribucién de tipo local exponencial; ii) relajado con una dis-

tribucion de tipo log-normal; iii) local aleatorio; y iv) estricto. Para cada modelo,
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estimamos sus probabilidades marginales usando un enfoque de muestreo
anidado implementado en el paquete NS de BEAST 2 (Maturana et al. 2018), y
usamos el Factor Bayes (BF) para obtener el modelo mejor soportado. En cada
uno de estos modelos, las tres particiones se trataron como vinculadas, y utiliza-
mos un arbol previo de nacimiento-puro (Yule) (Bouckaert et al. 2014, Drum-
mond & Rambaut 2007, Drummond & Bouckaert 2015). El modelo Yule es un
modelo simple de especiacién que generalmente es mas apropiado para conside-
rar secuencias de diferentes especies (Drummond & Bouckaert 2015). Las estimas
absolutas de tiempos de divergencia fueron calculadas después de calibraciones
de un fésil (ver seccién siguiente calibracién Fésil). Para el modelo mejor sopor-
tado de reloj molecular, dos corridas independientes de 100 millones de genera-
ciones, muestreando cada 10000 generaciones, fueron realizadas. Las corridas
fueron consideradas completas con tamafios muestreo efectivo superiores a 200
para todos los parametros (Rambaut et al. 2018). Se usé LogCombiner (Rambaut
& Drummond 2010) para combinar los archivos log de las corridas independien-
tes de BEAST. Se us6 TreeAnnotator (Rambaut & Drummond 2010) para resumir
las muestras de arboles resultantes en un Gnico arbol consenso usando la maxima
credibilidad de clado, opciones de altura promedia y descartando el 10% de los
arboles como quemados. La maxima credibilidad de clado resumié el 95% de los

limites de mayor densidad posterior (HDP) de la edad del nodo.

Calibracion fosil. El fésil indiscutible méas antiguo de pennatulaceos proviene de
varios estratos del Cretacico Tardio en Europay norte América (Reich & Kutscher
2011). Estas formas se asignaron a los géneros '‘Graphularia’ (4 spp.) y Glyptos-
ceptron (1sp.; ver detalles en Reich & Kutscher 2011), que son del Maastrichtiense
inferior al superior (66— 72.1 m.a.) de los Paises Bajos, Alemania, Bélgica, Esta-
dos Unidos y Ucrania. El otro registro fésil de pennatulaceos bien reconocido pro-
cede del Eoceno Temprano al Medio (41.2-47.8 m.a.) de Trinidad (Formacion
Pointe-a-Pierre) basado en el reconocimiento de Virgularia presbytes (Bayer

1955), un género con representantes existentes. La edad del ancestro comun mas
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reciente del género Virgularia (ca. 41.2 m.a.) se establecié como una compensa-
cion, mientras que la mediay la desviacién estdndar de la distribucién log-normal
se establecio como M=2y S=1. Evitamos utilizar la edad del fosil de pennatulaceo
indiscutible méas antiguo en nuestros analisis de calibracion de tiempo (Reich &
Kutscher 2011) porque ciertamente restringiria el origen temprano de este clado
pobremente fosilisificado. En los siguientes parrafos usamos la abreviatura estan-
dar 'Ma." (= millones de afos) para la edad de un momento especifico en el pasado

geoldgico (Aubry et al. 2009).

1.3Resultados

1.3.1 Analisis filogenéticos
Vision general

Nuestro analisis filogenéticos basado en el conjunto de datos concatenados
mtMutS+Cox1+28S mostro la distribucion de un conjunto de géneros de plumas
de mar en dos clados relacionados y bien soportados [Clado | y Clado 11, bootstrap
(bst) >75%, probabilidad posterior (PP) >0.90], y el resto de géneros en dos agru-
paciones cuyas relaciones variaron ligeramente dependiendo del método filoge-
nético utilizado (Fig. 1.1). El método de inferencia Bayesiana agrupé los géneros
Gyrophyllum, Kophobelemnon y Halipteris, asi como una secuencia atribuida a
unaespecie de Umbellula (Umbellula sp. 2 MK919670) con un fuerte apoyo (0.98
PP), y sinincluir al género Funiculina, que formo un clado separado bien apoyado.
El método de maxima verosimilitud agrup6 los géneros Gyrophyllum, Funiculina
y Kophobelemnon con fuerte soporte (96% bst) en lo que nosotros hemos llamado
Clado 111, como un grupo hermano del Clado I-Clado Il; mientras que Umbellula
sp. 2 se reunid con el género Halipteris, constituyendo un relativamente pobre-

mente soportado Clado 1V (60% bst) (ver Fig. 1.1, recuadro inferior).
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Figura 1.1. Relaciones filogenéticas en el Orden Pennatulacea basadas en inferencia Ba-
yesiana (Bl) para las regiones combinadas mtMutS+Cox1+28S. Una filogenia parcial ba-
sada en maxima verosimilitud (ML) se muestra en el recuadro inferior (ver Resultados
para comentarios adicionales), aquellas agrupaciones que cambian con respecto al mé-
todo de Bl se resaltan con asterisco (ver Discusion). Probabilidad posterior y valores de
soporte bootstrap estan indicados.
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Ladistribucion obtenida de los géneros no soport6 las tradicionales agrupaciones
suprafamiliares (Sessiliflorae y Subselliflorae). Los géneros con hojas polipiferas
(anteriormente bajo Subselliflorae) fueron localizados en diferentes clados (Pte-
roeides y Virgularia dentro del Clado I; Ptilella, Acanthoptilum, Ptilosarcus y
Pennatula dentro del Clado I1), mientras que las especies sin hojas polipiferas
(anteriormente bajo Sessiliflorae) fueron halladas en todas las agrupaciones.
Como resultado de esto, los subérdenes tradicionales Sessiliflorae y Subselliflorae
no pueden ser por mas tiempo reconocidos aqui como agrupaciones monofiléticas.
Las colonias con simetria radial (caracterizadas por su forma colonial cilindrica-
clavada y zooides sin céalices permanentes distribuidos uniformemente por toda
la superficie del raquis), representadas aqui por los géneros Cavernularia, Vere-
tillum y Actinoptilum se observaron dentro de los Clados 1 y 11 (Fig. 1.1), mientras
gue las colonias con simetria bilateral se distribuyeron ampliamente por todo el
arbol. Estos ejemplos de distribuciéon morfoldgica ilustran la falta de concordan-

cia entre las agrupaciones morfolégicas tradicionales y moleculares.
Status de las familias tradicionales

De las 14 familias actualmente en uso en Pennatulacea, 12 fueron incluidas en
nuestro analisis filogenético (Fig. 1.1, las familias estan representadas por simbo-
los en el arbol). Aquellas familias representadas aqui por un género tnico (como
Anthoptilidae, Funiculinidae, Stachyptilidae, Halipteridae, Kophobelemnidae,
Renillidae y Echinoptilidae), la mayoria de ellas con mas de una Unica especie,
mostraron un origen comun, excepto Umbellulidae (ver abajo). Aquellas familias
con dos 0 més generos (como Protoptilidae, Pennatulidae y Virgulariidae) no fue-
ron recuperadas como agrupaciones monofiléticas, a excepcion de Veretillidae,
cuyos géneros Cavernularia y Veretillum (incluida su especie tipo V. cynomo-

rium) se reunieron dentro del Clado | con un fuerte soporte (bst =100%, PP =1).

Los géneros protoptilidos Protoptilum y Distichoptilum, aunque localiza-
dos dentro del mismo Clado 11, no se mostraron cerca uno del otro, siendo este

altimo el grupo hermano de Ptilella (bst = 49%, PP = 1). Los géneros pennatulidos
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se distribuyeron en diferentes clados: Pteroeides dentro del Clado | con soporte
moderado (bst = 43%, PP = 0.95); Pennatula y Ptilosarcus dentro del Clado Il
con fuerte soporte (bst =92%, PP = 0.98); y Gyrophyllum como el grupo hermano
de Kophobelemnon (PP = 0.98). Ptilella (incluida tentativamente en Pennatu-
lidae) se situ6 dentro del Clado Il con fuerte soporte (bst = 99%, PP = 1) pero no
cerca de los otros pennatulidos Pennatula y Ptilosarcus. Los dos géneros virgula-
ridos (Virgularia y Acanthoptilum) se emplazaron dentro de dos clados diferen-
tes: Virgularia dentro del Clado | con soporte moderado (bst = 43%, PP = 0.95),
y Acanthoptilum dentro del Clado Il con fuerte soporte (bst = 99%, PP =1). La
familia Echinoptilidae representada aqui por el género Actinoptilum se emplazé
dentro del Clado II, como el grupo hermano de un clado que incluye Renilla,
Acanthoptilum, Ptilosarcus y Pennatula, con un fuerte apoyo (bst = 99%, PP =1).
La familia Renillidae representada por el género Renilla se ubic6 dentro del Clado
Il con fuerte soporte (bst = 100%, PP = 1), como el grupo hermano del género
virgularido Acanthoptilum. La familia Umbellulidae representada por el género
Umbellula se situé dentro del Clado | con fuerte soporte (bst = 100%, PP = 1),
como el grupo hermano de Anthoptilum spp. Sin embargo, una secuencia identi-
ficada como Umbellula sp. 2 estuvo relacionada con Kophobelemnon, Gyrophy-
llum y Halipteris (PP = 0.98). En la hipétesis de maxima verosimilitud (ver Fig.
1.1, recuadro inferior) esta secuencia solo estuvo cerca de Halipteris spp. con so-
porte moderado (bst = 60%) (ver Discusion). La familia Funiculinidae, represen-
tada por el género Funiculina con fuerte soporte (bst = 100%, PP = 1), tuvo una
localizacién sin soporte fuera de estas agrupaciones descritas anteriormente, aun-
gue en el arbol maxima verosimilitud estas secuencias constituyeron el grupo her-
mano de Kophobelemnon, con bajo soporte (bst = 34%). Nuestros resultados in-
dicaron que el emplazamiento de Funiculina spp. se debe principalmente a la adi-
cion del segmento nuclear 28S y no so6lo debido al método utilizado (Tabla S1.1).
Las filogenias (méaxima verosimilitud e inferencia Bayesiana) basadas en mtMutS
(Fig. S1.2), Cox1 (Fig. S1.3) y el combinado mtMutS+Cox1 (Fig. S1.4) respaldaron

la inclusién de Funiculina dentro del llamado Clado 111 o IV, en contraste con la
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filogenia basada en 28S (Fig. S1.5) mostrando una ubicacion sin soporte fuera de
las agrupaciones mencionadas (ver Tabla S1.1y Discusion). Finalmente, la familia
Anthoptilidae representada por el género Anthoptilum estuvo dentro del Clado |
con soporte moderado (bst = 79%, PP = 0.95) con Umbellula spp. como el grupo

hermano.
Clasificacion cladal en Pennatulacea

Nuestros resultados muestran que las agrupaciones supragenéricas distribuidas
en los clados resultantes de los analisis moleculares son inconsistentes con la
agrupacion tradicional de las familias basadas en caracteristicas morfoldgicas,
como que hay géneros con diferentes formas coloniales reunidos en el mismo
clado. Clado I con fuerte soporte (bts = 98%, PP = 1), esta formado aqui por una

mezcla de crecimiento colonial bilateral, radial, elongado y clavado (Fig. 1.1).

Clado Il (bts = 99%, PP = 1) reunid especies pertenecientes a seis familias
con simetria bilateral, excepto Actinoptilum (simetria radial). Este clado incluye
géneros con colonias alargadas-flageliformes (por ejemplo Protoptilum, Dis-
tichoptilum), reniforme (por ejemplo Renilla), con hojas polipiferas de desarrollo
moderado (por ejemplo Acanthoptilum) y con hojas polipiferas bien desarrolla-
das (por ejemplo Ptilella). Entre estos géneros, Protoptilum, Distichoptilumy Pti-
lella parecen ser los primeros taxones divergentes, siendo la agrupacién Penna-

tula la més derivada.

La agrupacion final estaba formada por especies pertenecientes a cuatro fa-
milias abarcando diferentes morfologias coloniales, incluyendo colonias con y sin
hojas polipiferas (por ejemplo Gyrophyllum y Kophobelemnon, respectivamente),
o formas elongadas y alargadas-flageliformes (por ejemplo Halipteris). Final-
mente, las secuencias de Funiculina constituyeron una agrupacién separada, sin

una relacion clara con los clados anteriormente mencionados.

1.3.2 Andlisis del arbol del tiempo
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La probabilidad marginal estimada para el analisis del &rbol del tiempo bajo dife-
rentes modelos de reloj indic6 que el modelo Log-normal relajado es el mejor so-
portado (Tabla S1.2). El resultado de este modelo se representa en la Figura 1.2 (y
Fig. S1.1). Las fechas de divergencia inferidas por los analisis reloj-relajado Baye-
sianos indicaron la Edad del Cretacico Inferior (Edad Berriasiana; edad media
inferida de 144.3 m.a.; HPD 95%: 65.7—249.1 m.a.) para el origen de Pennatulacea.

Ademas, los cuatro linajes principales dentro de Pennatulacea se originaron poco

Figura 1.2. Arbol calibrado del andlisis del Tiempo de Divergencia (basado en
mtMutS+Cox1+28S) mostrando la divergencia entre géneros y las diversas morfologias
coloniales de los pennatulaceos. El punto rojo indica el punto de calibracion f6sil. Los
intervalos de confianza de las estima de edad de divergencia se indican en cada nodo.

después, con Clados | y Il divergidos durante la Era Hauteriviana (Cretéacico In-
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ferior; edad media inferida de 132.4 m.a.; HPD 95%: 64.1-229.9 m.a.). Las agru-
paciones obtenidas en el andlisis BEAST fueron similares a aquellas de MrBayes,
incluso considerando las inciertas afinidades del género Funiculina (Figs. 1.2,
S1.1). El daltimo género parece comenzar su diversificacion en el Mioceno Medio
(edad media inferida de 15.6 m.a.; HPD 95%: 2.2—36.4 m.a.). El ancestro comun
mas reciente de los géneros Halipteris, Kophobelemnon y Gyrophyllum es de la
Edad Coniaciana (Cretacico Superior; edad media inferida de 89.3 m.a.; HPD
95%: 35.2-161 m.a.). El comienzo de la diversificacion de la mayoria de los géne-
ros con mas de una secuencia, exceptuando Virgularia, Gyrophyllum y Ptilella,
ocurri6 durante las Epocas Oligoceno y Mioceno (que van desde 33.9 a5.3 m.a.).
Finalmente, los veretilidos (incluyendo Cavernularia y Veretillum) parecen ha-
ber diversificado s6lo después del Eoceno Tardio (edad media inferida de 36.9
m.a.; HPD 95%: 10.3-70 m.a.).

1.4Discusion

1.4.1 Monofilia de las divergencias basales en pennatula-
ceos

Hickson (1916: 131) ya habia resaltado la dificultad de llevar a cabo estudios sis-
tematicos en Pennatulacea basados en caracteristicas como la simetria colonial
debido al amplio rango de variacién de aquellos caracteres que se superponen en-
tre géneros y especies. Como ha sucedido antes con otros grupos octocorales, hay
una evidente falta de acuerdo entre las actuales sisteméticas de pennatulaceos
basadas en caracteres morfolégicos (ver Kiikenthal 1915, Hickson 1930, Williams
1997, entre otros) y las hipoétesis filogenéticas generadas de datos moleculares
(McFadden et al. 2006, Dolan et al. 2013, Kushida & Reimer 2019, entre otros).
La presencia de caracteres homoplasicos (por ejemplo convergencias y reversio-
nes) es un inconveniente serio en la formulacion de hipétesis evolutivas fiables de

pennatulaceos basadas solo en morfologia (Landing et al. 2015, Pérez et al. 2016).
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Sin embargo, varias sinapomorfias observadas en plumas de mar se han uti-
lizado tradicionalmente para diferenciar a los pennatulaceos de otros octocorales
y soportarlos como un grupo monofilético (Hickson 1930, 1937, Williams 1994).
En las ultimas décadas, a pesar de la inclusion de marcadores inadecuados o se-
cuencias dudosas que cuestionaron este origen comun (ver resultados de
Berntson et al. 1999, 2001), la mayoria de los estudios moleculares llevados a cabo
han corroborado el origen monofilético de los pennatulaceos con fuerte soporte
(McFadden et al. 2006, Everett et al. 2016, Kushida & Reimer 2019).

El uso de los dos subordenes tradicionales, Sessiliflorae y Subselliflorae
(Kukenthal 1915), hasta principios de los 90s (por ejemplo, Hickson 1916, Tixier-
Durivault 1965, Williams 1990) se ha evitado en las décadas recientes desde que
Williams (1995: 136) cuestiond la validez de estas agrupaciones. En trabajos mo-
nogréficos las diferentes familias fueron simplemente listadas desde las colonias
estructuralmente mas simples (formas radiales como los veretilidos) hasta las es-
tructuralmente mas complejas (bilaterales portadoras de hojas polipiferas bien
desarrolladas como los pennatulidos), siendo los ultimos a menudo considerados
desde un punto de vista morfolégico como las formas mas derivadas (Williams
1997, Lépez-Gonzalez & Williams 2002). En el presente estudio, usando un bar-
code molecular para octocorales y un rango mas amplio de taxones muestreados,
esta clasificacion tradicional en Subordenes ha sido claramente mostrada como
una no-monofilética, de acuerdo con estudios moleculares previos (McFadden et
al. 2006, Dolan et al. 2013, Kushida & Reimer 2019). Por tanto, aunque Sessili-
florae y Subselliflorae todavia son mencionados desde un punto de vista practico
(por ejemplo Yesson et al. 2012, Hogan et al. 2019) es evidente que ellas son agru-
paciones no monofiléticas, siendo la evolucién morfolégica interna de cada clado

todavia dificil de comprender.

1.4.2 Situacidén actual de las familias tradicionales
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Los rasgos morfologicos han sido utilizados para categorizar a los pennatuléceos
existentes en 14 familias, 37 géneros y aproximadamente 200 especies considera-
das vélidas (Williams 2011, 2015, Garcia-Cardenas et al. 2019) en concordancia
con las contribuciones méas importantes relacionadas con el Orden Pennatulacea
(por ejemplo Kiukenthal & Broch 1910, Kikenthal 1915, Hickson 1916, entre mu-
chos otros). Sin embargo, estudios moleculares recientes no han logrado recupe-
rar la monofilia de algunas de estas familias, como Umbellulidae, Pennatulidae,
Virgulariidae, Protoptilidae, Scleroptilidae, Stachyptilidae y Kophobelemnidae
(Dolan et al. 2013, Kushida & Reimer 2019). El presente estudio, incluyendo siete
géneros no secuenciados previamente y secuencias mitocondriales adicionales y
marcadores moleculares, confirmé la naturaleza no monofilética de algunas de

estas familias (como Protoptilidae, Virgulariidae o Pennatulidae).

La familia Veretillidae, que incluye la mayoria de las formas coloniales ra-
diales y estructuralmente mas simples observadas en pennatulaceos, se ha consi-
derado desde principios del siglo XIX como formas transicionales entre corales
blandos y pennatulaceos (Koch 1878). La idea de que Veretillidae y Echinoptilidae
fuesen los primeros taxones divergentes en filogenias basadas en morfologia se
extendié durante principios (Kukenthal & Broch 1910, Niedermeyer 1913, Hick-
son 1916) y finales (Williams 1994, 1997) del siglo XX, y la transicidn al siglo XXI
(L6pez-Gonzalez & Williams 2002), antes de que los enfoques moleculares pos-
tularan un origen y relaciones basales de los pennatulaceos diferentes de los del
resto de taxones octocorales (McFadden et al. 2006, Dolan et al. 2013). En con-
traste con esa idea tradicional, y siguiendo los postulados moleculares posteriores,
nuestra filogenia no respalda la hipétesis de que Veretillidae y Echinoptilidae se
ubiquen en una posicion basal, ejemplificando la morfologia ancestral de las plu-

mas de mar.

Recientes filogenias basadas en los marcadores mitocondriales ND2 vy

mtMutS incluyendo secuencias de los géneros veretilidos Veretillum y Caver-
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nulina les mostraron estrechamente relacionados a secuencias del género Sclero-
belemnon (Kophobelemnidae) y situados todos ellos dentro del Clado | con so-
porte moderado (Kushida & Reimer 2019: 9). Nuestra investigacién incluye nue-
vas secuencias adicionales de veretilidos pertenecientes a Cavernularia (C. pusi-
l1a) y Veretillum (incluyendo la especie tipo V. cynomorium Pallas, 1766). En
nuestra filogenia estos veretilidos (Cavernularia y Veretillum) estan reunidos en
un clado con fuerte soporte (bst = 100%, PP = 1) dentro del Clado I (Fig. 1.1). Un
analisis de méaxima verosimilitud exploratorio adicional basado en mtMutS inclu-
yendo todas las secuencias mtMutS disponibles en GenBank (Fig. S1.2) revelé que
esas secuencias atribuibles a las especies del Pacifico Veretillum sp. 1 (MK133435)
y Veretillum sp. 2 (MK133539, MK133545, MK133526) de Kushida & Reimer
(2018) (aunque cayendo dentro del mismo Clado I) no estuvieron cerca de nues-
tra secuencia de la especie tipo V. cynomorium, sino mas bien cercana a las se-
guencias de Cavernulina y Sclerobelemnon, en una agrupacion diferente. Asi, la
inclusion de secuencias del Pacifico y Mediterraneo (especie tipo) en un unico gé-
nero resultaria en un taxén parafilético. Este hecho sugiere la necesidad de un
estudio morfoldgico detallado de las colonias del Pacifico, ya que ellas podrian
pertenecer a un género diferente, a pesar de su posible apariencia morfoldgica
similar. En resumen, con la actual informacion, la familia Veretillidae parece ser
una agrupacién monofilética dentro del Clado | (ver Fig. 1.1). La recopilacion de
mas datos moleculares sobre los remanentes generos veretilidos (como Lituaria
o Amphibelemnon) seria deseable para delinear mejor la naturaleza monofilética

de la actual lista de géneros incluidos en la familia Veretillidae.

La familia Echinoptilidae (incluyendo Actinoptilum y Echinoptilum) fue
considerada tradicionalmente el otro taxén con divergencia mas temprana en la
filogenia de pennatulaceos, principalmente debido a su raquis radialmente simé-
trico (o al menos en su porcién distal) (Kiikenthal & Broch 1911, Niedermeyer 1913,
Williams 1992). Kushida & Reimer (2018) consideraron la simetria radial solo
para aquellas especies incluidas en Veretillidae (Veretillum, Cavernulina) dentro

del Clado I, siendo el resto de taxones en el Clado | y todos los taxones incluidos
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en los Clados I1, 111 y IV bilaterales (Kushida & Reimer 2019: 5). Sin embargo,
ambos géneros echinoptilidos exhiben simetria radial en las colonias en diferen-
tes grados (Williams 1995). La filogenia propuesta por estos autores mostro al
género Echinoptilum como un taxén derivado con un fuerte soporte dentro del
Clado II, con Renilla-Pennatula como el grupo hermano. En nuestro estudio, la
secuencia atribuible al otro género echinoptilido, Actinoptilum molle, fue tam-
bién localizada como un taxén derivado dentro del Clado Il como el grupo her-

mano de un [(Renilla-Acanthoptilum)-(Ptilosarcus-Pennatula)] clado.

La familia Protoptilidae, incluyendo los géneros Protoptilum y Distichopti-
lum, se reconoce aqui como un taxén no-monofilético, de acuerdo con Kushida &
Reimer (2018). La familia Renillidae, constituida por el género Renilla, no se
mostro cercana a Veretillidae (como fue sugirido desde la morfologia, ver Wi-
lliams 1997, Pérez & Ocampo 2001), respaldando los resultados de Dolan et al.
(2013) y Kushida & Reimer (2018). En nuestra filogenia, Renilla es el grupo her-
mano de Acanthoptilum (Virgulariidae), y ambos son el grupo hermano de Ptilo-
sarcus-Pennatula (Pennatulidae). La familia Anthoptilidae, representada aqui
por Anthoptilum sp. 1 MK919656 y A. grandiflorum MK919655, se emplazé den-
tro del Clado | como el grupo hermano de Umbellula, y no ocupando una posicién
ancestral como lo sugirieron Dolan et al. (2013: Fig.1). Como se coment6 ante-
riormente, las dos familias mejor representadas de pennatulaceos Pennatulidae y
Virgulariidae (Williams 1995) se reconocen aqui como agrupaciones no monofi-
léticas, de acuerdo con Dolan et al. (2013) y Kushida & Reimer (2018).

La familia Umbellulidae se muestra aqui como una agrupacion no monofi-
Iética, como se observo en trabajos previos (Dolan et al. 2013, Kushida & Reimer
2019) (Figs. 1.1, 1.2, S1.2). Como la especie tipo de Umbellula, U. encrinus (Lin-
naeus, 1758), cae dentro del Clado I, ese conjunto de secuencias tiene que ser con-
siderado como el género Umbellula. Aunque el género Umbellula estuvo impli-
cado en viejas hipoétesis que postulaban el origen profundo de los pennatulaceos

(ver Kolliker 1880), otros autores (Marshall 1883) reconocieron Umbellula como
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una forma altamente modificada. En el siglo XX, Umbellulidae fue considerada
una familia altamente derivada entre los autores que apoyaron el origen en aguas
poco profundas de los pennatulaceos (Kiikenthal & Broch 1911, Williams 1997,
entre otros). Nuestra investigacién respalda una divergencia tardia de Umbellula
dentro del Clado I (Fig. 1.2).

La inclusion en nuestro estudio del marcador nuclear 28S fue atil para re-
forzar el apoyo de los Clados | y 11. Sin embargo, también puso al descubierto el
inestable emplazamiento de los géneros Funiculina y Halipteris (ver Figs. 1.1,
S1.2-S1.5y Tabla S1.1) dependiendo del enfoque filogenético utilizado. Los Clados
11y IV identificados por Kushida & Reimer (2018), fueron reconocidos en nues-
tro estudio (con soporte alto o relativamente bajo, bst 96% y 60%, respectiva-
mente) solo cuando se utilizd el método de maxima verosimilitud, mientras que
lainferencia Bayesiana indicd una hipotesis filogenética diferente. Por lo tanto, la
inclusion del locus 28S nos permite, por un lado, reforzar el soporte de los Clados
I y I, pero ademas aporta evidencias de la inestabilidad de los otros clados pro-
puestos en estudios previos, probablemente requiriendo un muestreo taxonémico

y molecular més grande.

En general, nuestros resultados, basados en una combinacion de segmentos
mitocondriales y nucleares (mtMutS+Cox1+28S), indican el origen monofilético
de la mayoria de los géneros de plumas de mar con fuerte soporte (1 PP). Este es
uno de los pocos puntos en comun en los cuales los estudios morfologicos y mo-

leculares estan de acuerdo

1.4.3 Estimacién del tiempo de divergencia en pennatu-
laceos

Muy poco se sabe acerca del marco temporal de laevolucion pennatulécea, y nues-
tro estudio es el primer intento de construir una filogenia calibrada en el tiempo
basada en el analisis del reloj molecular relajado Bayesiano. La estimacion en el

Cretécico Inferior (Berriasiense, ~ 144 m.a.) para la divergencia de Pennatulacea
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de su grupo hermano Ellisellidae es ligeramente més antigua que aquella inferida
recientemente (edad estimada de su ancestro comun mas reciente como 82-125
m.a.; ver Bilewitch 2014). Sin embargo, es altamente consistente con estudios
previos respecto a estimaciones del tiempo de divergencia de Calcaxonia (con el
cual se ha relacionado a los pennatulaceos; 120-300 m.a., Park et al. 2012), asi
como con la edad de los indiscutibles fosiles mas antiguos de pennatulaceos recu-
perados hasta ahora (Reich & Kutscher 2011).

El Cretacico es bien conocido como un periodo de efecto invernadero cau-
sado en gran parte por el aumento de CO, procedente de la elevada actividad vol-
canica global (por ejemplo Takashima et al. 2006, Prokoph et al. 2008), pero
también es la Ultima etapa en la ruptura de Gondwana, y muestra altas tasas de
expansién del lecho marino, incrementos en los niveles del mar (tanto como 260
m por encima del actual) y altas temperaturas oceanicas (aguas superficiales
>35°C y aguas profundas del océano >20°C), asi como evidencias de cambios en
la circulacién global de los océanos (Haq et al. 1987, Pearson et al. 2001, Friedrich
et al. 2012). Las condiciones climaticas globales durante el Berriasiense, donde
probablemente ocurri6 el origen de los pennatulaceos, fueron generalmente ari-
dasy el nivel del mar estaba bastante bajo (F6lImi 2012). El Berriasiense también
coincide con una fase de extincion (Tithoniano/Berriasiense), el cual, sin em-
bargo, aparentemente afect6 la vida continental mas duramente que la vida ma-
rina (FAllmi 2012). Ademas, durante el Cretacico Inferior ocurrieron varios even-
tos andxicos oceanicos, representando intervalos de tiempo de generalmente re-
lativamente corta duracion (<1 m.a.) en los cuales lleg6 a agotarse el oxigeno de

masas de agua intermedias y de fondo (F6limi 2012).

Nuestros resultados por tanto refuerzan la nocién de que el Cretacico fue un
momento crucial en la evolucién octocoral, porque varios clados parecen iniciar
su diversificacién en esta época (por ejemplo primnoidos; ver Taylor et al. 2013).
Los principales clados aqui recuperados parecen haber divergido rapidamente

(Hauteriviano-Berriasiense) tras sus origenes pennatulaceos iniciales (Fig. 1.2), y
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este hallazgo indica que la fase temprana de su diversificacion tuvo lugar en un
periodo invernadero y especialmente en periodos de cambios medioambientales
dramaticos (Prokoph et al. 2008, F6llmi 2012). Como consecuencia, cambios en
la temperatura del mar y eventos andxicos ocednicos habrian jugado un papel for-
zando la diversificacion pennatulacea, y probablemente también en el desplaza-
miento vertical (inmersién y emersién de linajes) a lo largo de la completa bati-
metria colonizable, como se ha demostrado las plumas de mar son uno de los gru-
pos zooldgicos presentes a lo largo del rango batimétrico mas amplio (0-6100 m
de profundidad) (Williams 2011). Nuestros resultados también aportan mas so-
porte para un origen tardio de veretilidos (Eoceno Tardio), en contraste con la

nocién temprana basada en caracteristicas morfoldgicas discutidas previamente.

Finalmente, es evidente que las calibraciones fosiles individuales disponi-
bles utilizadas en el presente trabajo tienen un impacto en la calidad del crono-
grama resultante. Nosotros asi enfatizamos que este cronograma debe ser consi-
derado como el primer intento de producir un arbol de plumas de mar calibrado
en el tiempo. Solo después de alcanzar una muestra mas amplia de informacion
molecular nosotros seremos capaces de refinar o incluso probar las interpretacio-

nes ofrecidas en el presente trabajo.
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1.7 Material Suplementario

Figura S1.1. Arbol calibrado del analisis del Tiempo de Divergencia. Las relaciones filo-
genéticas se basaron en métodos de inferencia Bayesiana (Bl) para las regiones combina-
das mtMutS+Cox1+28S. Las barras indican el 95% de la densidad posterior més alta
(HPD) con la edad promedio inferida. El punto rojo indica el punto de calibracién fésil.
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Figura S1.2. Relaciones fi-
logenéticas en el Orden Pen-
natulacea basadas en el mé-
todo de méaxima verosimili-
tud para el marcador
mtMutS. Valores de soporte
de probabilidad posterior y
boostrap estan indicados
sobre los nodos. Ver la Tabla
S1.3 para las especies y nu-
meros de acceso de Gen-
bank utilizados en este arbol.
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Figura S1.3. Relaciones filogenéticas en el Orden Pennatulacea basadas en el método de
méxima verosimilitud para el marcador individual Cox1. Valores de soporte de probabili-
dad posterior y boostrap estan indicados sobre los nodos. Ver la Tabla 1.1 para las especies
y numeros de acceso de Genbank utilizados en este arbol.
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Figura S1.4. Relaciones filogenéticas en el Orden Pennatulacea basadas en el método de
maxima verosimilitud para los marcadores mitocondriales concatenados mtMutS+Cox1.
Valores de soporte de probabilidad posterior y boostrap estan indicados sobre los nodos.
Ver la Tabla 1.1 para las especies y niimeros de acceso de Genbank utilizados en este arbol.
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Figura S1.5. Relaciones filogenéticas en el Orden Pennatulacea basadas en el método de
maxima verosimilitud para el marcador individual 28S. Valores de soporte de probabili-
dad posterior y boostrap estan indicados sobre los nodos. Ver la Tabla 1.1 para las especies
y numeros de acceso de Genbank utilizados en este arbol.
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Tabla S1.1. Diferente composicion del Clado 111 seguiin los marcadores y métodos filoge-
néticos utilizados. G = Gyrophyllum; K = Kophobelemnon; F = Funiculina; H = Halipte-
ris; ML = método de Maxima Verosimilitud; Bl = Inferencia Bayesiana.
Marcadores CLADE 111 // out Source

ML Bl

Presente estudio (Fig.
Coxl+mtMutS+28S G-(K-F)//H  (G-K)-H//F 1.1)
Presente estudio (Fig.

MutS G-(K-F)//H G-(K-F)//H S1.2)

Presente estudio (Fig.
Coxl G-K// F-H G-K//F-H S1.3)

Presente estudio (Fig.
Coxl+mtMutS (G-K)-F//H (G-K)-F//H Sl1.4)

Presente estudio (Fig.
28S (G-K)-H//F (G-K)-H//F SL5)

Dolan et al. 2013;
Kushida & Reimer
mtMutS+ND2 G-(K-F)//H G-(K-F)//H 2019

Tabla S1.2. Resultados de las comparaciones del modelo de reloj molecular.

Modelo Marginal Likehood Bayes factor
Relaxed Log Normal  -13209.7 5.6

Relaxed Exponential  -13215.3 209.2

Strict -13424.5 1161.2
Random Local -14585.7 -
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Table S1.3. NUumeros de acceso de GenBank de las secuencias mtMutS usadas en la Fi-

ure S1.2.
Especies mtMutS | Species mtMutS
Acanthoptilum gracile JN866544 | Pteroeides sp. DQ302871
Actinoptilum molle GQ342491 | Pteroeides griseum MT968965
Anthoptilum sp.1 MK919656 | Pteroeides caledonicum MK133429
Calibelemnon sp. MK133473 | Pteroeides sp.1 MK133370
Cavernularia pusilla MT968957 | Pteroeides sp.2 MK133387
Cavernulina sp.1 MK133372 | Pteroeides sp.2 MK133452
Cavernulina sp.2 MK133439 | Pteroeides sp.3 MK133371
Distichoptilum gracile KF313843 | Pteroeides sp.4 MK133467
Distichoptilum gracile DQ302866 | Pteroeides sp.5 MK133521
Distichoptilum gracile MK919657 | Pteroeides sp.6 MK133527
Echinoptilum macintoshi MK133436 | Ptilella grandis MK603844
Funiculina armata KF313833 | Ptilella grayi MK603846
Funiculina quadrangularis JN866526 | Ptilosarcus gurneyi JN866521
Funiculina quadrangularis JN866545 | Renilla muelleri DQ297432
Funiculina quadrangularis MK919658 | Renilla reniformis EU293803
Funiculina sp. JN227941 Renilla sp. GQ342526
Funiculina sp.1 MT968959 | Renilla sp. MK133484
Funiculina sp.2 MT968960 | Sclerobelemnon sp. MK133376
Gilibelemnon octodentatum MK603841 | Sclerobelemnon theseus DQ311679
Gyrophyllum hirondellei MT968964 | Scleroptilum KF313847
grandiflorum
Gyrophyllum hirondellei KY039182 | Scytalium martensi MK133361
Gyrophyllum sp. DQ302869 | Scytalium sp.1 MK133363
Gyrophyllum sp. KF313845 | Stachyptilum dofleini MK133401
Gyrophyllum sp. KF313846 | Stylatula elongata JX023275
Halipteris californica JN866560 | Umbellula carpenteri KF313848
Halipteris californica JN866542 | Umbellula encrinus KF313849
Halipteris finmarchica DQ302868 | Umbellula huxleyi KF313850
Halipteris finmarchica KF313835 | Umbellula huxleyi MK919668
Halipteris cf. finmarchica MK919659 | Umbellula huxleyi MT968966
Halipteris willemoesi JN866533 | Umbellula magniflora KF313851
Halipteris sp. MT968961 | Umbellula sp. JN866562
Kophobelemnon DQ302865 | Umbellula sp. JN866532
macrospinum
Kophobelemnon pauciflorum | KF313836 | Umbellula sp. JN227908
Kophobelemnon sp.1 KF313837 | Umbellula sp. DQ302867
Kophobelemnon sp.1 MK919660 | Umbellula sp. 1 MK919669
Kophobelemnon sp.1 MT968962 | Umbellula sp. 3 MK919672
Kophobelemnon sp.2 KF313838 | Umbellula sp. A MT968967
Kophobelemnon sp.2 MT968963 | Umbellula sp. B MT968968
Kophobelemnon sp.3 KF313839 | Umbellula sp.1 KF313855
Kophobelemnon sp.3 MK919661 | Umbellula sp.2 KF313856
Kophobelemnon sp.4 MK919662 | Umbellula sp.2 MK919670
Pennatula rubra MK603845 | Umbellula thomsoni KF313853
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Pennatula aculeata MK919663 | Umbellula thomsoni KF313854
Pennatula aculeata KF313840 | Umbellula monocephalus | KF313852
Pennatula murrayi KF313842 | Veretillum cynomorium MT968958
Pennatula phosphorea MK603848 | Veretillum sp.1 MK133435
Pennatula phosphorea JN866531 | Veretillum sp.2 MK133526
Pennatula phosphorea KF313841 | Virgularia cf. gustaviana | MK133518
Pennatula phosphorea KX904975 | Virgularia cf. MK133359
halisceptrum

Pennatula cf. phosphorea MK133428 | Virgularia cf. rumphi MK133423
Pennatula sp. DQ302870 | Virgularia mirabilis MT968969
Pennatula sp. MK603849 | Virgularia mirabilis KF313857
Protoptilum carpenteri MK919667 | Virgularia mirabilis KF313858
Protoptilum sp. DQ297431 | Virgularia mirabilis MK919673
Protoptilum sp. EU293804 | Virgularia schultzei GQ342527
Protoptilum sp. KF313844 | Virgulariasp.l MK133378
Virgularia sp.10 MK133462 | Nicella carinata KF803720
Virgularia sp.3 MK133393 | Nicella obesa KF803727
Virgularia sp.4 MK133400 | Nicella toeplitzae KF803730
Virgularia sp.5 MK133410 | Nicella sp. KC788269
Virgularia sp.7 MK133424 | Nicella sp. KF803728
Virgularia sp.9 MK133449 | Nicella sp. KC788269
OUTGROUP Nicella sp. KF803729
Ellisella sp. JN227994 | Verrucella sp. DQ302864
Ctenocella barbadensis AY533651 | Viminella flagellum KF803745
Ctenocella schmitti JN227995 | Viminella sp. GQ342493
Nicella americana KF803719 Viminella sp. JX203794
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1.8 La filogenia de pennatulaceos en el momento
actual

Desde la publicacién del estudio filogenético (Garcia-Cardenas et al. 2020) y
hasta el momento presente (primavera 2022), son varias las aportaciones que se
han sucedido en el Orden Pennatulacea, desde la descripcidén de nuevas especies
y géneros, al incremento de nuevas secuencias en Genbank y la adicion de nuevos
marcadores moleculares. Por tanto, se vuelve interesante incluir aqui la filogenia
mas reciente publicada (Fig. Al, adaptada de Lopez-Gonzalez & Drewery 2022 y
Lopez-Gonzélez et al. 2022) y discutir las diferencias con la nuestra publicada en
2020.

1.8.1 Marcadores moleculares

Nuestra filogenia esta basada en el barcode mas robusto y fiable propuesto para
octocorales, formado por dos genes mitocondriales (mtMuts y Cox1) y el marca-
dor nuclear (ARNr 28S). La nueva filogenia se obtuvo con la adicién de otro mar-
cador mitocondrial (ND2), ya usado en anteriores filogenias de pennatulaceos
(Dolan et al. 2013) pero no junto a Coxlo 28S. Esta adicion forma la secuencia
multiloci mtMuts+ND2+ Cox1+28S que parece ofrecer una mejor resolucion en
determinados puntos de divergencia pobremente resueltos en filogenias anterio-
res basada en dos segmentos mitocondriales (MutS+ND2) o aquellas dos mito-
condriales y uno nuclear (MutS+Cox1+28S) (como el soporte de los clados 111y
IV, Fig. Al).

1.8.2 Clados
Clado |

El clado I presenta un soporte alto (bst>90, PP>0.95) en ambas filogenias. Las
principales agrupaciones de las secuencias no varian. En la filogenia actual, la in-

corporacion de las nuevas secuencias atribuidas a Umbellula encrinus (especie-
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tipo de Umbellula), U. magniflora y U. thomsoni, refuerza el grupo de las umbé-
lulas, a la espera de una nueva separacién entre las umbélulas sin escleritos (in-
cluyendo a U. encrinus) y las Umbellulas con escleritos (que estard formado por
el momento sélo por Umbellula thomsoni, Lépez-Gonzalez com. pers.). La ex-
trafia secuencia de Calibelemnon hinoenma se sitla entre las especies de Umbe-
llula y las secuencias de Anthoptilum. Yuka Kushida se encuentra secuenciando
marcadores adicionales para C. hinoenma, lo que permitira a corto plazo un me-

jor emplazamiento para esta especie y género (Lépez-Gonzalez com. pers.).

El grupo de los veretilidos se amplia incorporando dos secuencias muy re-
lacionadas, una secuencia atribuida a Cavernulina sp., y otra fuertemente unida
de Sclerobelemnon theseus. Esto implica que para mantener la familia Veretilli-
dae monofilética, este ultimo género deberia ser incorporado a la familia, para

gue no se vuelva parafilética.

El grupo que incluye las especies de Pteroeides se afianza con la adicion de
Pt. caledonicum, al igual que ocurre con su grupo hermano formado por las espe-
cies del género Virgularia, que queda reforzado con las secuencias tentativas de

V. cf. halisceptrum, V. cf. rumphiy V. cf. gustaviana.
Clado 11

El clado Il continta siendo el mas problematico desde un punto de vista taxono6-
mico, por incluir morfologias muy dispares que impiden o dificultan la delimita-

cién de agrupaciones taxonémicas supragenéricas.

Las nuevas secuencias atribuidas a Echinoptilum macintoshi y Stachy-
ptilum dofleini se sitian con escaso soporte entre Gilibelemnon octodentatum y
la robusta agrupacion formada por Pennatula, Ptilosarcus, Acanthoptilum y Re-
nilla. El nuevo género, Alloptilella (con una sola especie A. splendida) se sitla
como grupo hermano de las secuencias de Scytalium (S. herklotsi, S. martensi y
S. veneris). Estos dos géneros se unen con alto soporte y forman el grupo hermano

de Distichoptilum y Ptilella. En Ptilella, la obtencidn de secuencias de Pt. inflata
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(que en nuestro estudio no se logro, y fue tentativamente situada dentro de Ptile-
Ila por compartir caracteres morfolégicos) confirmd su localizacion dentro del gé-
nero Ptilella con un alto soporte (bst>90, PP>0.95). En la base de este clado 11 se
sitan las secuencias hermanas de Protoptilum carpenteri y Stylatula elongata,
con un relativo soporte (bst>50, PP>0.60).

Clado 111

En nuestra filogenia, el clado 111 solo queda soportado al usar la maxima verosi-
militud (ML, bst = 96), mientras que la filogenia basada sé6lo en Inferencia Baye-
siana (IB) aleja al grupo de las especies de Funiculina, y muestra unificado con
bajo soporte al grupo formado de Gyrophyllum, Kophobelemnon y Halipteris
(Balticina, en adelante).

En lafilogenia actual, sin embargo, el clado 111 queda bien definido y sopor-
tado mediante IB (PP=1). El género Funiculina (incluyendo la nueva secuencia F.
armata) queda bien soportado, al igual que ocurre con el género Gyrophyllum
(incluyendo la nueva secuencia G. sibogae). En el caso de Kophobelemnon, una
extrafia secuencia se separa del resto (Kophobelemnon sp. 4), apareciendo como
grupo hermano del resto de secuencias de Kophobelemnon (incluyendo la nueva

secuencia K. pauciflorum) y Gyrophyllum.
Clado IV

Finalmente, el clado 1V solo se mantuvo en nuestra filogenia mediante ML (bst =

60), formado por las secuencias de Balticina y una secuencia de Umbellula sp. 2.

En la filogenia actual, el clado IV se muestra relativamente soportado
(bst>65; PP=0.85) y queda constituido por Balticina unida a la nueva secuencia
de Scleroptilum grandiflorum, y ambos géneros como grupo hermano de los nue-
vos géneros Solumbellula (S. monocephalus) y Pseudoumbellula (incluyendo las

secuencias de P. pomona, P scotiae, Pseudoumbellula sp.).
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Figura S1.6. Filogenia molecu-
lar de pennatulaceos basada en
mMtMutS+ND2+COI1+28S

(arbol filogenético adaptado de
Lopez-Gonzadlez & Drewery
2022 y LoOpez-Gonzalez et al.
2022)
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1.8.3 Notas sobre el analisis del Tiempo de Divergencia

Posteriormente a nuestro analisis del tiempo de divergencia en pennatulaceos
(Garcia-Céardenas et al. 2020), donde situdbamos el origen de este grupo de octo-
corales a principio del Cretacico (~145 Ma), algunos trabajos relacionados han
sido publicados hasta el momento presente.

El estudio paleoclimético de Quattrini et al. (2020) que compara la evolu-
cion de los corales y sus esqueletos a través del tiempo profundo, usé una filogenia
molecular calibrada en el tiempo para datar la division del Orden Pennatulacea
dentro del clado Calcaxonia-Pennatulacea. Quattrini et al. (2020) situaron el ori-
gen de los pennatulaceos en el Devonico tardio (~ 380 Ma), basandose en el ori-
gen de sus ejes de calcita altos en Mg, que los emplazaba en los mares de calcita
del Paleozoico temprano (>400 Ma). Esta aproximacién fue consistente con la
gue posterior aportacién de McFadden et al. (2021), en un trabajo general sobre
paleogendémica en antozoos, en el cual la agrupacion de pennatulaceos fue datada
a mediados del Carbonifero (~330 Ma), y la division de las familias calcaxonias
Isididae y Chrysogorgiidae en el Triasico temprano (~250 Ma). Sin embargo, el
recién publicado trabajo de Goedert et al. (2022), indica que el registro fosil de
los ejes de calcita altos en Mg de las plumas de mar (Figura S1.7) solo se remontaria
al Cretacico superior (66-100 Ma).

A pesar de que Goedert et al. (2022) dudan de la validez de nuestro punto
de calibracion basado en Virgularia presbytes Bayer, 1955 [en base al trabajo de
Hantzschel (1958), quien pone en duda la veracidad del fésil de Bayer y sugiere
gue sea una traza de fosil en vez de un octocoral, véase Goedert et al. (2022: 10)],
como ellos mismos indican, “el origen sugerido en el Cretacico Inferior para Pen-
natulacea [por Garcia-Cardenas et al. 2020] concuerda mucho mejor con el regis-
tro fosil, que el origen en el Paleozoico Temprano indicado por Quattrini et al.
(2020) y McFadden et al. (2021) y es consistente con un origen de los ejes de
calcita altos en Mg de los pennatulaceos dentro de la época de los mares de calcita
(Balthasar & Cusack 2015)”.
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Naturalmente estas cuestiones siguen abiertas a la adicién de nuevos des-
cubrimientos tanto en el registro fosil como en un mejor muestreo molecular para
completar género y especies aun sin datos, y que nos permitan también diferentes

velocidades de especiacion en el grupo.

Figura S1.7. Pennatulaceos fosiles de estratos del Eoceno tardio-Oligoceno. (1-3)
‘Graphularia’ (?) aff. sasai Yabe, 1955; (4—8) ‘Graphularia’sp.; (7, 8) espécimen con sec-
cion transversal casi circular y una disposicion interna radial de cristales (imagen tomada
de Goedert et al. 2022).
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2.0 Estudio taxonémico

2.1Introduccion
a fauna de antozoos procedente de zonas marinas profundas todavia es
poco conocida, a pesar de los recientes esfuerzos internacionales que han
mejorado nuestro conocimiento general de la diversidad y ecologia de las
comunidades bentonicas marinas profundas. Las plumas de mar son un
grupo de octocorales especializados y morfolégicamente distintivos hallados en to-
dos los océanos, desde zonas intermareales hasta mas de 6000 m de profundidad
(Bayer 1956, Williams 2011). El Orden Pennatulacea incluye méas de 200 especies
en 36 géneros y 14 familias (Williams 1995, Lopez-Gonzalez et al. 2001, Lopez-Gon-
zélez & Williams 2002, Williams 2015). Las plumas de mar constituyen un impor-
tante componente estructural en las comunidades marinas de fondo blando, au-
mentando la complejidad de estos ambientes en un papel similar a ese de otros gru-
pos de corales como gorgonias o escleractinias, los cuales son tipicamente hallados
sobre un sustrato méas rocoso (Sale 1977, Done 1999). La importancia ecoldgica de
las recientemente descubiertas “plumas de rocas” (Williams & Alderslade 2011) esta
aun por ser evaluada, aunque ellas potencialmente podrian también contribuir de
forma similar a escleractinias y gorgonias aportando otro nicho medioambiental
mas en fondos rocosos. Es mas, se ha demostrado que las plumas de mar son a
menudo usadas como un refugio o guarderias para fauna demersal (Sammarco &
Coll 1992, Baillon et al. 2012). La importancia ecoldgica de los lechos de plumas de
mar es internacionalmente reconocida, con éstos siendo incluidos en las listas rojas
de ambientes marinos amenazados por las actividades antropogénicas (ver Comi-
sion OSPAR 2010).

Entre las plumas de mar, el género Pennatula Linnaeus, 1758 fue uno de los
primeros géneros de octocorales descritos. Este es el género-tipo de su propia fami-
lia, Pennatulidae. Las colonias asignadas a este género exhiben una alta consisten-

cia de caracteres morfolégicos, siendo tipicamente en forma pinnada (forma de
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pluma), con hojas polipiferas bien desarrolladas, con zooides polimérficos. Los au-
tozooides estan dispuestos a lo largo del borde ventral de las hojas polipiferas, asi
como los sifonozooides y a veces los mesozooides estan en la base de las hojas poli-
piferas o sobre el raquis, y con los escleritos a lo largo de la colonia principalmente

como agujas trialadas (ver Kikenthal 1915, Williams 1995a).

Recientes estudios moleculares en octocorales han identificado al Orden Pen-
natulacea como un grupo monofilético (McFadden et al. 2006, Dolan et al. 2013;
Kushida & Reimer 2019). Sin embargo, la monofilia de las varias agrupaciones fa-
miliares y suprafamiliares de pennatulaceos que han sido propuestas historica-
mente ha sido recientemente cuestionada por estos mismos estudios moleculares
(McFadden et al. 2006, Dolan et al. 2013, Kushida & Reimer 2019).

Aunque Dolan et al. (2013: 615) no descartaron la posible monofilia de algu-
nos géneros como Kophobelemnon, Pennatula es claramente identificada como po-
lifilética, sugiriendo la necesidad de una redefinicion de este género. Esto aportara
una solucioén al actual problema de que los criterios morfolégicos usados para iden-
tificar a los miembros del género Pennatula se han encontrado que solo resuelven
pobremente sus relaciones filogenéticas cuando se compararon con los analisis ba-
sados en las secuencias de datos de ADN (ver Dolan et al. 2013: 614-615). Mas re-
cientemente (Kushida & Reimer 2019), los géneros Umbellula, Pennatula y Kop-
hobelemnon fueron también mostrados como grupos polifiléticos. Cuando se de-
tecta un grupo polifilético o parafilético desde la evidencia molecular, los caracteres
morfolégicos son reexaminados para identificar aquellos caracteres concordantes
con los clados moleculares, y resolver situaciones homopléasicas potenciales de
acuerdo con las reglas nomenclaturales (Lowther et al. 2004, Fleck et al. 2008). La
delimitacién de agrupaciones monofiléticas y el establecimiento de sus relaciones
es un problema comun en investigacion en biologia evolutiva (por ejemplo Weeeler
& Nixon 1990, Crisp & Chandler 1996, Brummitt 2002, entre muchos otros).
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La concepcidn actual del género cosmopolita Pennatula incluye al menos 14
especies validas (Williams 2011). Sin embargo, algunas de estas especies tienen des-
cripciones basadas en un Unico y frecuentemente mal conservado espécimen, o0 en
especimenes carentes de aquellas caracteristicas actualmente en uso para diagnosis
fiables (Koélliker 1880, Kikenthal 1915, Hickson 1916).

En afos recientes el componente bentdnico de una serie de campanias lleva-
das a cabo en el noreste Atlantico por la Marina Cientifica Escocesa (Marine
Scotland Science, MSS) ha proporcionado una interesante coleccion de pennatula-
ceos, muchos de los cuales han formado la base para este estudio. EI material exa-
minado fue recolectado durante el periodo 2007-2016 durante varias campafias de
arrastre demersal llevadas a cabo por la MSS a bordo del buque de investigacion
MRV Scotia.

En este estudio, ciertas colonias inicialmente atribuidas a dos formas croma-
ticas de la especie del noreste Atlantico Pennatula grandis Ehrenberg, 1834 fueron
recolectadas. Sin embargo, el estudio morfolégico y molecular detallado de estos
especimenes resaltd diferencias, sugiriendo una mayor consideracion del actual gé-
nero Pennatula como una agrupacién polifilética. Se discute la ubicacion del género
de la especie de Ehrenberg y la necesidad de la resurreccion de un género de plumas

de mar olvidado, y se propone una nueva especie.

2.2 Métodos

2.2.1 Muestreo

El material estudiado fue recolectado usando una gran red de arrastre demersal
(suplementada ocasionalmente con una pequefia red de engranaje de suelo que fue
desplegada directamente debajo de la red principal desplegada) sobre bancos y te-
rrazas al oeste de las Outer Hebrides, Escocia, durante la campaina Rockall Had-
dock Survey (2010), OFFCON Rockall Survey (2011), Rockall Anglerfish Survey

- 91 -



Garcia-Cardenas, F.J.

Tesis Doctoral

(2010, 2013 y 2014) y Deepwater Time Series (2008, 2009 y 2011), y hacia el no-
reste de Escocia durante el North Sea Anglerfish Survey (2012). Adicionales apor-
taciones procedentes de campafas similares durante el periodo 2005-2016 son usa-
das para mejorar la distribucién conocida (Figura 2.1; Material suplementario Ta-
bla S2.1). En general, estas campafas cubrieron un rango de profundidad de 42 a
2145 m.

Todo el material analizado procedente de los cruceros Scotia fue recolectado
usando una red de arrastre de peces demersales con tanto el extremo como el
cuerpo completo de la red siendo minuciosamente examinado en busca de especi-
menes después de cada despliegue. Pennatulaceos de todos los tipos, incluyendo
los nuevos especimenes estudiados aqui, fueron raramente registrados en el ex-
tremo aunque comunmente encontrado enredados en las alas o vientre de la red.
Las observaciones durante un total de 1541 lanzamientos de arrastre fueron utiliza-
das para proporcionar datos de distribucion sobre el género. Datos de temperaturas
cercanos al fondo marino fueron registrados utilizando tanto un despliegue vertical
del perfilador Seabird 19+ CTD como un registrador Star-Oddi DST montado en el
encabezado de la red. Ambos dieron temperaturas del agua dentro de 3 a 5 m del
fondo marino. La informacion relevante sobre materiales y estaciones de muestreo
de estos y otro material comparativo utilizado en este estudio es compilado en la
Tabla 2.1.

Las colonias de pennatulaceos fueron clasificadas, etiquetadas y fijadas en
formalina tamponada (5% en agua de mar). Tras el periodo de fijacién, las colonias
fueron preservadas en etanol 70%. Un cierto niumero de colonias se fijo directa-

mente en etanol 100% para estudios moleculares adicionales.

Con fines comparativos, se examiné también la morfologia de especies adi-
cionales de Pennatula. Estas colonias fueron recolectadas durante varias campafas
bentdnicas y en diferentes areas geograficas: Antartida (BIOROSS), el noreste
Atlantico-Artico (BIOICE), el noreste Atlantico (cruceros Scotia, INDEMARES
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Chica), el sureste Atlantico (BENGUELA VIII), y el Mediterraneo (INDEMARES
Alboran). Una submuestra de éstas fue secuenciada (Tabla 2.2).

Figura 2.1. Distribucion conocida de Ptilella grayi n. sp. (simbolos violetas) y Ptilella
grandis (simbolos rojos) en el area de estudio y lances sin hallazgos (puntos negros). Los
simbolos representan los puntos medios aproximados de los lances. Los circulos indican
estaciones de muestreo donde las especies sélo fueron registradas, mientras que los trian-
gulos indican las estaciones de muestreo donde las especies fueron registradas y examina-
das durante el curso de este estudio. Mapa © Crown copyright.

El material de los cruceros Scotia referido aqui es depositado en el Museo
Nacional de Escocia (NMS), en el Museo de Historia Natural de Londres (NHM),
en el Museo de Zoologia de Barcelona (MZB), y en la coleccion del grupo de inves-

tigacion Biodiversidad y Ecologia Acuética de la Universidad de Sevilla (BECA).
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Tabla 2.1. Datos de muestreo asociados con el material Atlantico de Ptilella comparado en
este documento. Abreviaturas: NMS, Museo Nacional de Escocia; MZB, Museo de Zoologia
de Barcelona; NHM, Museo de Historia Natural de Londres; BECA, Biodiversidad y Ecolo-
gia Acuatica de la Universidad de Sevilla; n.a., no disponible; i.c., colonia incompleta. No-
tese que la ultima columna no fue incluida en la publicacion.
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Tabla 2.2. Pennatulaceos incluidos en los analisis filogenéticos moleculares. Las especies
en negrita son aquellas secuenciadas en el presente estudio. Nétese que todas las secuencias
de GenBank se presentan aqui con los nombres que ellas aparecen en GenBank y en sus
publicaciones originales. Abreviaciones: NMS, National Museum Scotland (UK); NHM,
Natural History Museum (London, UK); MZB, Museo de Zoologia de Barcelona (Spain);
BECA, Biodiversidad y Ecologia Acuatica (Sevilla, Espafa); MBARI, Monterey Bay Aquar-
ium Research Institute (California, U.S.A.); NWFSC, Northwest Fisheries Science Center
(Seattle, U.S.A.); NIWA, National Institute of Water and Atmospheric Research (Auckland,
New Zealand); NOCS, National Oceanography Centre (Southampton, UK); RMNH, Rijks-
museum van Natuurlijke Historie (Leiden, Netherlands); NTM, Museum and Art Gallery of
the Northern Territory (Darwin city, Australia); SCF, Collection of S.C. France (U.S.A.); UF,
Florida Natural History Museum (Florida; U.S.A.)). n.d.: no data. *: Ambos especimenes
proceden del noreste Pacifico. Sin embargo, a pesar de que estos especimenes se identifica-
ron originalmente como Pennatula phosphorea, segun las hipétesis filogenéticas presenta-
das en este estudio (ver Fig. 4.5) nosotros consideramos estas identificaciones como dudo-
sas. Nosotros sugerimos estas evidencias como indicativas de una morfoespecie y por tanto
merecen investigacién adicional. Referencias: (1) McFadden et al. 2006; (2) Elz et al. sin
publicar; (3) Brockman & McFadden 2012; (4) McFadden & van Ofwegen 2012; (5) Everett
et al. 2016.
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2.2.2 Estudio de morfologia externay SEM

Escleritos de diferentes partes de las colonias fueron preparados para el estudio de
microscopia electrénica (SEM) empleando la metodologia estandar descrita por va-
rios autores (por ejemplo Bayer & Stefani 1988), y se realizaron preparaciones per-
manentes para su examinacién usando microscopia éptica. Las ilustraciones y di-
mensiones de los escleritos estan basadas en el holotipo o lote indicado. La termi-
nologia de coloniay esclerito sigue a Bayer et al. (1983).

2.2.3 Extraccion de ADN, amplificacion por PCR y se-
cuenciacion

El ADN gendmico total fue extraido de especimenes conservados en etanol (EtOH)
usando el Kit de ADN E.Z.N.A. (OmegaBiotech), siguiendo las instrucciones del fa-
bricante. Dos regiones mitocondriales, mtMutS (= mshl) y Cox1, més una region
nuclear, ADN ribosémico 28S, fueron secuenciadas. Estos tres marcadores son con-
catenados como éste que ha sido considerado un barcode octocoral (McFadden et
al. 2014). El inicio de la regién mtMutS fue amplificado utilizando los cebadores
ND42599F y MUT3458R (France & Hoover 2002, Sanchez et al. 2003). La regién
Cox1 fue amplificada utilizando los cebadores COI18068F y COIOCTR (France &
Hoover 2002, McFadden et al. 2004). El gen ribosémico nuclear 28S (ADNr 28S)
fue amplificado utilizando los cebadores 28S-Far y 28S-Rar (McFadden & van
Ofwegen 2013). Cada PCR us6 0.5 U de ADN Stream Polymerase (BIORON), 0.2
mM de dNTPs, 0.3 uM de cada cebador y aproximadamente 30 ng de ADN geno-
mico, y fue llevado a un volumen final de 25 uL con H2O. La PCR de mtMutsS fue
llevada a cabo utilizando el siguiente perfil de ciclo: desnaturalizacion inicial a 94°C
durante 2 min, 35 ciclos de desnaturalizacién a 94°C durante 30 s, hibridacién a
55°C durante 30 s, extension a 72°C durante 30 s, y una extension final a 72°C du-
rante 5 min. La PCR de Cox1 utilizé el mismo perfil de ciclo con 58°C como la tem-
peratura de hibridacion y 40 s para la duracidon de la extension en cada uno de los

35 ciclos. La PCR de 28S utilizé el mismo ciclo como el perfil Cox1, pero con 50°C
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como la temperatura de hibridacion. Los productos de PCR fueron purificados
usando el Kit de Purificacion de ADN NucleoSpin® Extract Il, siguiendo las ins-
trucciones del fabricante. Los productos purificados fueron sometidos a electro-
foresis en un analizador genético ABI PRISM® 3730xl, y las trazas de secuencias

fueron editadas usando Sequencher ™ v4.0.

De acuerdo con la filogenia molecular propuesta por Dolan et al. (2013) y
Kushida & Reimer (2018), las especies de Pennatula fueron incluidas en el Clado I1.
Como no han sido demostradas relaciones basales claras entre los tres clados de
pennatulaceos, para el presente estudio secuencias de dos elisélidos procedentes de
GenBank fueron seleccionadas como grupo externo. El conjunto de nuevas secuen-
cias obtenidas en este estudio y aquellas de GenBank (ver Tabla 2.2) fueron alinea-
das utilizando MUSCLE implementado en MEGA 5 (Tamura et al. 2011). Tras el
alineamiento, se seleccion6 el mejor modelo de sustitucion nucleotidica utilizando
Modeltest implementado en MEGA 5 de acuerdo con el Criterio de Informacion de
Akaike (AIC) y los valores de radio-test verosimilitud jerarquica (hLRT). La recons-
truccidn filogenética se obtuvo aplicando los métodos de maxima verosimilitud e
inferencia Bayesiana. El método de méaxima verosimilitud se llevo a cabo en MEGA
5 utilizando el método heuristico intercambio del vecino mas préoximo (Nearest
Neighbor Interchange) y 1000 repeticiones bootstrap. El modelo de sustitucién nu-
cleotidica seleccionado fue T92+G+l para el conjunto de datos concatenado
mtMutS+Cox1+28S. La Inferencia Bayesiana se llevd a cabo con MrBayes v3.1.2
(Huelsenbeck & Ronquist 2001, Ronquist & Huelsenbeck 2003), utilizando el mo-
delo de sustitucion GTR+G (Iset nst =6 rates=gamma), 107 generaciones y descar-

tando el 25% de los arboles iniciales.
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2.3 Resultados

2.3.1 Resurreccion del género Ptilella Gray (1870)

Subclase OCTOCORALLIA Haeckel, 1866
Orden Pennatulacea Verrill, 1865
Familia Pennatulidae Ehrenberg, 1834
Género Ptilella Gray, 1870

Ptilella Gray 1870: 21; Koren & Danielssen 1874: 422, 1877: 82.

Pennatula, Kolliker 1872: 136 (en parte); Kélliker 1880: 4 (en parte); Grieg 1892:
10 (en parte); Jungersen 1904: 11 (en parte); Kikenthal & Broch 1910: 348
(en parte); Broch 1913: 28 (en parte); Kiikenthal 1915: 81 (en parte); Hickson
1916: 181 (en parte), 1937: 123; Williams 1995a: 125 (en parte); Lopez-
Gonzélez et al. 2001: 70 (en parte); Altuna 2015: 2 (en parte).

Pennatula (Ptilella), Verrill 1883: 3, 1885: 532 (en parte).

Diagnosis (modificado de Gray 1870: 21). Colonias pinnadas. Raquis bilate-
ralmente simétrico a lo largo. Raquis con un tracto dorsal central libre de zooides.
Limite raquis-pedanculo con un distintivo engrosamiento o hinchazon, el engrosa-
miento a veces formando un anillo rebordeado en el punto mas ancho. Eje circular
en seccidn, presente a lo largo de toda la colonia. Hojas polipiferas grandes, cons-
picuas y en forma de abanico. Autozooides en grupos de 3-4 (ocasionalmente 2)
polipos en el borde ventral de las hojas polipiferas, grupos de p6lipos en lineas obli-
cuas. Antocodio retractil en célices espiculiferos, tubulares y octodentados. Sifono-
zooides numerosos, en las axilas de las hojas polipiferas. Mesozooides en el raquis
(en ambos lados del tracto dorsal longitudinal desnudo) y en 2/3 de la parte proxi-

mal del borde dorsal de las hojas polipiferas. Borde dorsal de las hojas polipiferas
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sin zooides distalmente. Escleritos trialados y varillas. Escleritos en las partes su-
perior e inferior del limite raquis-pedunculo distintivamente diferenciados (agujas

trialadas en la parte superior, pero varillas méas pequefas en la parte inferior).

Especie tipo. Pennatula borealis Sars, 1846 (=Pennatula grandis Ehrenberg,

1834), por monotipo.

Especies Nominales. Cuatro especies atlanticas son aqui atribuidas a este gé-
nero: Ptilella grandis (Ehrenberg, 1834) comb. nov. (Atlantico norte), Ptilella be-
llissima (Fowler, 1888) (Atlantico noroeste), Ptilella inflata (Kukenthal, 1910) n.
comb. (Indico oeste y Atlantico sureste), y Ptilella grayi n. sp. (Atlantico noreste).
Ademas, las descripciones morfoldgicas de otras cuatro especies del Pacifico, P. na-
resi Kolliker (1880: 2), P. pearceyi Kolliker (1880: 4), P. murrayi Kolliker (1880:
5), y P. moseleyi Kolliker (1880: 6), sugieren gue éstas podrian pertenecer también
al género Ptilella. Ellas son aqui tentativamente incluidas en Ptilella, aunque infor-
macion morfolégica y molecular revisada y actualizada es necesario para establecer
esto concluyentemente (ver también Discusién). El anélisis molecular llevado a
cabo en este estudio sugiere la necesidad de una reevaluacion de la variabilidad
morfoldgica previamente considerada dentro del género Pennatula. Nuestro estu-
dio revela que un intento histérico de segregar alguno de estos caracteres habia ya
sido emprendido por Gray (1870) al describir el género Ptilella. Como esto esta en

concordancia con nuestros datos moleculares, Ptilella es resucitado aqui.

2.3.2 Nueva especie Ptilella grayi
Ptilella grayi n. sp.

(Figs. 2.1-2.3)

http://zoobank.org/9844EDA5-AAEC-4884-A054-6CBDE378BE15
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Holotipo: NMS.Z.2019.2.1, Rockall Haddock Survey cruise 1011S (haul
S11426), 56°32.63N 14°30.920 a 56°33.97N 14°28.780, Atlantico noreste, 198-
202 m profundidad, 30 agosto 2011.

Paratipos: NMS.Z.2019.2.2, Rockall Anglerfish Survey 2010 cruise 0410S
(haul S10150), 56°25.22N 15°14.670 a 56°22.91N 15°18.750, Atlantico noreste,
246-261 m profundidad, 6 abril 2010. NMS.Z.2019.2.3, Rockall Haddock Survey
cruise 1011S (haul S11426), 56°25.22N 15°14.670 a 56°22.91N 15°18.750, Atlantico
noreste, 198-202 m profundidad, 30 agosto 2011. MZB 2018-0761, Rockall
Haddock Survey cruise 1011S (haul S11426), 56°25.22N 15°14.670 a 56°22.91N
15°18.750, Atlantico noreste, 198-202 m profundidad, 30 agosto 2011.

Ver Tabla 2.1 para materiales adicionales.

Descripcion del holotipo. Colonia alargada, pinnada, y erecta (Fig. 2.2A) con
457 mm de longitud en estado preservado. Eje presente a lo largo de la colonia,
redondeado en seccidn transversal, 5 mm de maximo diametro. Raquis simétrico
bilateralmente, 354 mm de longitud (77% de la longitud total) y 42 mm de ancho,
con un distintivo tracto dorsal y ventral desnudo visible a lo largo del raquis. Limite
raquis-pedinculo con un prominente anillo rebordeado (Fig. 2.2A: er). Pedunculo
103 mm de longitud (23% de la longitud total) y 36 mm de anchura en el punto mas
ancho (el engrosamiento). Raquis con 94 hojas polipiferas, insertadas oblicua-
mente y extendiéndose ventralmente hacia arriba, hojas gradualmente aumen-
tando en tamario a lo largo del raquis hasta la zona media, luego disminuyendo en
tamano hacia la parte distal. Autozooides numerosos (aproximadamente 50-60 por
hoja polipifera), bien desarrollados (hasta 5 mm de longitud, hasta 2 mm de an-
chura), dispuestos en grupos de 3-4 (ocasionalmente 2), formando filas oblicuas a
lo largo del borde de la hoja polipifera (Fig. 2.2B: az). Antocodio retractil en célices
espiculiferos permanentes. Célices densamente espiculados y distintivamente octo-
dentados. Sifonozooides diminutos, aproximadamente 0.35-0.50 mm de didmetro,
numerosos, en las axilas de las hojas polipiferas (Fig. 2.2C: sz). Mesozooides bien
desarrollados, de 0.50-0.75 mm de didmetro, numerosos, situados en la superficie
latero-dorsal del raquis y en el borde dorsal de las hojas polipiferas (Fig. 2.2D: mz).
Borde dorsal de la hoja polipifera con una zona distintiva libre de zooides distal-
mente (Fig. 2.2D: *).
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Figura 2.2. Ptilella grayi n. sp. Holotipo (NMS.Z.2019.2.1). A, colonia completa,
mostrando el anillo bordeado (er), entre pedunculo (pd) y raquis (ra); B, detalle de
autozooides (az) en filas oblicuas, seccionados basalmente; C, vista dorsal de hojas po-
lipiferas mostrando la ubicacion de mesozooides (mz), sifonozooides (sz) y la parte
distal desprovista de pélipos (asterisco); D, area entre dos hojas polipiferas desde una
vista latero-dorsal mostrando la localizacion de mesozooides (mz), autozooides (az) en
el borde ventral de la hoja polipifera, y el tracto dorsal desnudo (dt). Notese que algu-

nas partes de B a D estan tefidas con azul de metileno para aumentar el contraste.
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Figura 2.3. Ptilella grayi n. sp. Holotipo (NMS.Z.2019.2.1). Fotografias SEM de
escleritos. A, calices; B, mesozooides; C, sifonozooides; D, hojas polipiferas; E, tracto
dorsal; F, limite raquis-peddnculo, por encima del anillo rebordeado (fila superior) y

por debajo del anillo rebordeado (fila inferior).
Escleritos ausentes en paredes y tentaculos de los autozooides. Escleritos de
mesozooides varillas trialados, hasta 0.80 mm de longitud (Fig. 2.3B). Escleritos de
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sifonozooides cortos, varillas trialadas, hasta 0.45 mm de longitud (Fig. 2.3C). Es-
cleritos de las superficies de las hojas polipiferas varillas trialadas, hasta 1.45 mm
de longitud (Fig. 2.3D). Escleritos en el tracto dorsal escasos, varillas trialadas cor-
tas, hasta 0.40 mm de longitud (Fig. 2.3E). Escleritos por encima del anillo rebor-
deado en conspicuas varillas trialadas, hasta 0.30 mm de longitud (Fig. 2.3F, fila
superior). Escleritos por debajo del anillo rebordeado varillas cortas, hasta 0.18 mm
de longitud (Fig. 2.3F, fila inferior).

Variaciones. Las colonias crecen hasta un tamafio considerable, como lo evi-
denciaron los especimenes vivos encontrados hasta 581 mm de longitud y hasta 312
g de peso (pesados en humedo con exceso de agua eliminado).

La estructura colonial general de las colonias paratipos y del material adicio-
nal examinado es similar a ese del holotipo (ver Figs. S2.1y S2.2). Todas las colonias
conservadas examinadas oscilaron entre 254 y 575 mm de longitud. Raquis bilate-
ralmente simétrico con 64-98 hojas polipiferas. Autozooides numerosos, distribui-
dos en grupos oblicuos de 2-4 a lo largo del borde ventral de las hojas polipiferas,
4.0-6.5 mm de largo y 1.5-2.0 mm de anchura. Sifonozooides 0.35-0.50 mm de di&-
metro, en areas axilares proximales de las hojas polipiferas. Mesozooides 0.45-0.75
mm de didmetro, numerosos, en dos bandas laterales que flanquean un tracto dor-
sal desnudo. Eje redondeado en seccidn transversal, hasta 5.4 mm de didmetro méa-
ximo. Escleritos como en el holotipo: aquellos de los célices hasta 1.40 mm de lon-
gitud (Fig. S2.3A); aquellos de los mesozooides hasta 0.80 mm de longitud (Fig.
S2.3B); aquellos de los sifonozooides hasta 0.50 mm de longitud (Fig. S2.3C); aque-
llos de las superficies de las hojas polipiferas hasta 1.40 mm de longitud (Fig.
S2.3D); aquellos del tracto dorsal escasos, hasta 0.40 mm de longitud (Fig. S2.3E);
aquellos cerca del limite raquis-pedinculo hasta 0.35 mm de longitud por encima
del anillo rebordeado (Fig. S2.3F, fila superior), y hasta 0.17 mm de longitud por
debajo del anillo rebordeado (Fig. S2.3F, fila inferior).
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Figura 2.4. Ptilella grayi n. sp. Paratipo (NMS.Z.2019.2.4). Espécimen recién
capturado, mostrando un limite raquis-pedunculo mas relajado, pero alin con un dis-
tintivo anillo rebordeado. A, vista dorsal; B, vista ventral. Ambas imagenes © Crown
copyright
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cado color rosa salmoén (Figura 2.4), el altimo habiendo sido observado en algunos
especimenes pequefios. Las colonias examinadas conservadas son de un color car-

noso claro a blanco sucio en etanol. Los escleritos son incoloros.

Etimologia. El nombre grayi es elegido en honor a Dr. John Edward Gray
(1800-1875), en reconocimiento de sus contribuciones al conocimiento de las plu-
mas de mar, y por ser el primero en reconocer y describir Ptilella como un género
diferente a Pennatula.

Distribucion y fauna asociada. En este momento, Ptilella grayi n. sp. es so-
lamente conocida en el area superior de Rockall Bank (oeste de las Outer Hebrides
en Escocia), en un rango de profundidad de 145-389 m (Fig. 2.1). La temperatura
del fondo en estas localidades tuvo un rango de 8.40-9.73°C durante el periodo de
campania de abril a octubre durante los afios 2005-2016.

La especie se extiende sobre el area de gradiente superior y poco profunda de
Rockall Bank, pero esta esta generalmente centrada dentro de Rockall Haddock
Box (RHB) y se extiende algo hacia tanto el noreste como el suroeste (ver Fig. 2.1).
El RHB abarca la totalidad del rectdngulo estadistico ICES 42D5 y ha estado sujeto
a restricciones en la pesca comercial mévil desde 2001 por acuerdo entre la Comi-
sion de Pesquerias del Atlantico Noreste (NEAFC) y la Union Europea para asi re-
ducir la mortalidad de las existencias del eglefino juvenil. Hacia el sur y oeste de la
distribucion observada de Pt. grayi n. sp. hay dos areas adicionales que han sido
cerradas por la NEAFC para todas las formas de pesca comercial: el North-West
Rockall Bank, la cual ha estado cerrada desde 2007, y el South-West Rockall Area
(Empress of Britain Bank) la cual ha estado cerrada desde 2013. Estas &reas cerra-
das estén ahi para proteger los ecosistemas marinos vulnerables (VME) de la de-
gradacion antropogeénica, siendo los VME en estos casos agregaciones de Lophelia
pertusa. Si la distribucion de Pt. grayi n. sp. se extiende dentro de estas areas es,
sin embargo, desconocido en este momento. A pesar de un extensivo esfuerzo de

muestreo, las especies no han sido registradas en las proximidades del propio islote
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Rockall. Del mismo modo, Pt. grayi n. sp. no ha sido registrada en absoluto hasta
la fecha en la plataforma superior al este de Rockall Trough, a pesar del muestreo
intensivo alli durante un largo periodo de tiempo (2010-2017 para la plataforma
superior y 2005-2016 para la pendiente de la plataforma) y un amplio rango de
profundidad (42-2147 m).

El &rea de distribucién de Pt. grayi n. sp., a lo largo de las otras partes mas
arriba de Rockall Bank, es un area productiva para gadoides demersales, en parti-
cular el eglefino, pero también son prominentes la bacaladilla (Micromesistius
poutassou), el bacalao pobre (Trisopterus minutus), el eglefino de Noruega (Sebas-
tes viviparus), el boca azul (Helicolenus dactylopterus), el argentino menor (Ar-
gentina sphyraena) y el bacalao plateado (Gadiculus argenteus thori). Ademas, el
gallo (Lepidorhombus whiffiagonis), el perlon gris (Eutrigla gurnardus), el rape
(Lophius ssp.) y la raya azul (Dipturus flossada) son frecuentes (todos estos datos
estan disponibles en la web publica http://www.ices.dk/marine-data/data-por-
tals/Pages/DATRAS.aspx ). Invertebrados frecuentemente registrados en los mis-
mos lances que Pt. grayi n. sp. incluyen otro pennatuladceo comunmente encon-
trado en el extremo de Rockall Bank, Funiculina quadrangularis, y la estrella bri-
ténica asociada Asteronyx lovenii. Otros incluyen la escleractinia Caryophyllia
smithii, la holoturia Parastichopus tremulus, el crustaceo Pagurus forbesii, las es-
trellas Hippasteria phrygiana, Stichastrella rosea, Astropecten irregularis y Lui-
dia cilaris, los equinoideos Gracilechinus spp., y varios actinarios spp. Por el con-
trario, Pt. grandis fue observada en la ladera continental de Donegal, Rockall Pla-
teau y Rosemary Seamounts en un rango de profundidad de 682-1605 m, con los
conjuntos de peces e invertebrados asociados variando enormemente con la pro-
fundidad. Este estudio también registra esta especie en el sur del Mar Noruego a

una profundidad de 380-404 m, y al sur de Islandia a una profundidad de 1595 m.

Analisis filogenéticos
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En nuestra hipdtesis mtMutS+Cox1+28S (Fig. 2.5), las secuencias obtenidas
para Pt. grayi n. sp. y Pt. grandis fueron reunidas en un distintivo y bien soportado
clado (Bst >90%, PP> 0.9), lejos de aquellas relacionadas con las secuencias conca-
tenadas disponibles de las especies de Pennatula, las cuales estan también en un
clado bien soportado (Bst >90%, PP> 0.90). En esta hipoétesis filogenética, especies
de diferentes géneros como Actinoptilum, Acanthoptilum, Renilla, Ptilosarcus y
Gilibelemnon se sitdan entre las secuencias de Ptilella y Pennatula con Ptilella di-

vergiendo antes que Pennatula.

Figura 2.5. Analisis Bayesiano mostrando las relaciones filogenéticas de Ptilella,
Pennatula y otros géneros y especies de plumas de (Clado Il de Dolan et al. 2013, y
Kushida & Reimer 2018) basado en las secuencias concatenadas mtMutS+Cox1+28S.
Las secuencias aportadas por este estudio estan en negrita. Ver Tabla 2.2 para una
completa lista de especies y nimeros de acceso de GenBank. El asterisco indica un
par de muestras secuenciadas del Pacifico noreste originalmente identificadas como
Pennatula phosphorea. Segun los resultados del presente analisis, que incluye espe-
cimenes de Pennatula phosphorea del Atlantico noreste [el &rea de distribucion ori-
ginal indicada por Linnaeus (1758: 818) y Ellis (1764: 420), la identidad de los espe-
cimenes del Pacifico es considerada aqui como dudosa quedando a disposicion de un
estudio morfoldgico y molecular adiciona

Nuestros resultados demuestran que Ptilella y su género morfoldégico més
cercano Pennatula son diferentes por 19 sustituciones en mtMutS, 27 en Coxl, y

110 en 28S. Ademas, 13 mutaciones nucleotidicas en mtMutS y 20 en Cox1 resultan

en mutaciones silenciosas, mientras que un nimero de mutaciones nucleotidicas (6
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en mtMutSy 7 en Cox1) implican un cambio de Aa (ver Tabla S2.2). Una secuencia
mtMutS incompleta de Pt. inflata de Namibia se obtuvo durante los trabajos mole-
culares realizados para este estudio. A pesar de varias amplificaciones, no fue posi-
ble obtener una secuencia limpia que pudiera ser usada en este estudio con el fin de
caracterizar a Pt. inflata. Sin embargo, al menos 17 de las 19 sustituciones que dife-
rencian Ptilella de Pennatula en mtMutS estuvieron en concordancia con su em-

plazamiento en Ptilella.

2.4 Discusion

2.4.1 Citas historicas de Ptilella y su especie tipo

Pennatula grandis fue sucintamente descrita por Ehrenberg (1834: 290) basada en
un viejo espécimen hallado en el Museo de Berlin. Mas tarde, Sars (1846: 17) des-
cribi6 e ilustro a Pennatula borealis basada en material recolectado en Noruega. La
Gltima nomenclatura y especie fueron ampliamente aceptadas en adelante por la
mayoria de los investigadores en octocorales contemporaneos de Sars, como Koren
& Danielssen (1856), Milne Edwards & Haime (1857), Herklots (1858), Gray (1860),
Richiardi (1869) y Kolliker (1869-1872).

Milne Edwards & Haime (1857: 211) sefialaron que la descripcién de Ehren-
berg de Pennatula grandis concordaba bien con esa Pennatula borealis de Sars,
usando esta ultima nomenclatura. Richiardi (1869: 31) también consider6 Penna-

tula grandis un sinébnimo de Pennatula borealis.

Gray (1870: 21) erigio el género Ptilella basado en Pennatula borealis para
incluir un nimero de caracteristicas morfoldgicas distintivas incluyendo "pinnules
membranaceous, broad, rounded, fringed with three close parallel series of short

polype-cells on the edge".

Kolliker (1872: 136) tuvo la oportunidad de examinar el material original de

Pennatula grandis depositado en el Museo de Berlin. El aport6 una diagnosis de la
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especie como P. borealis y sinonimiz6 la especie de Ehrenberg sin darse cuenta de
la descripcion del género Ptilella. Sin embargo, este acto fue contrario al principio
de prioridad. Kolliker (1872) también describié un espécimen adicional de 350 mm

de longitud depositado en la coleccion del Museo de Copenhague.

Koren & Danielssen (1874: 422) resumieron la discusion sobre la identidad
de P. grandis y P. borealis en favor de la primera nomenclatura por prioridad de la
contribuciéon de Ehrenberg. Estos autores ademas reconocieron las diferencias de
P. borealis (como la especie tipo de Ptilella) con todas las demés especies de Pen-
natula. Su informe es el primero en usar la nomenclatura Ptilella grandis (Ehren-
berg). Este nombre fue también adoptado en una contribucién posterior por los
mismos autores (Koren & Danielssen 1877: 82).

Kolliker (1880: 4), sin embargo, no reconocié el género Ptilella, considerando
gue varias filas de autozooides en el borde ventral de las hojas polipiferas y la fila
de mesozooides en el borde dorsal de las hojas polipiferas podrian ser incluidas
dentro de la variabilidad del género Pennatula. Verrill (1883, 1885) consideré a Pti-
lella un subgénero de Pennatula, como Pennatula (Ptilella) borealis Sars. Contri-
buciones subsecuentes por Grieg (1892: 10), Storm (1901), Jungersen (1904), Ki-
kenthal & Broch (1910) y Broch (1913) no consideran a Ptilella en absoluto sino

simplemente mencionan la especie como Pennatula grandis.

A pesar de esto, Balss (1910: 54) comenzé a formar grupos entre las especies
en Pennatula que el consider6 validas, mientras Kikenthal & Broch (1911: 350)
consideraron dentro del género Pennatula un "Grandis-Gruppe" que reunio a P.
grandis, P. naresi y P. inflata por la presencia de hojas polipiferas colocadas en
lineas oblicuas y poélipos presentes a lo largo de al menos parte del margen dorsal
de las hojas polipiferas. Estos autores describieron un espécimen pobremente con-
servado del Atlantico norte como Pennatula aff. inflata, estableciendo asi clara-
mente la estrecha relacion de P. inflata con P. grandis y P. bellissima. La agrupa-
cion intragenérica "Grandis" (sin categoria taxondmica) no fue considerada en ul-

teriores importantes contribuciones (por ejemplo Kukenthal 1915, Hickson 1916:
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181). Sin embargo, Hickson (1937: 123) de nuevo menciond un "Grandis-Group" al
informar de P. inflata desde el Archipiélago Maldivo, considerando en ese mo-
mento el posible sindnimo de P. borealis y P. bellissima como P. grandis, e incluso

P. inflata como un sinénimo del ultimo.

Mas recientemente, Ptilella fue tanto considerada un sinénimo de Pennatula
(Williams 1995a: 126) como desaparecida de la escasa literatura especializada que
se publico (por ejemplo Altuna 2015). En consecuencia, Pennatula grandis es ci-
tada en contribuciones generales sobre comunidades bentdnicas del Atlantico norte
(por ejemplo Edinger et al. 2007, Hamoutene et al. 2008, Murillo et al. 2011, Baker
et al. 2012, Baillon et al. 2012).

En la presente contribucion, el género Ptilella es considerado diferente a Pen-
natula debido al siguiente conjunto de caracteres: 1) la ausencia de zooides a lo
largo del tracto dorsal; 2) los autozooides sobre el margen de las hojas polipiferas
estando dispuestos en un grupo oblicuo de 3-4 (ocasionalmente 2) pélipos, dando
la impresién de varias (3-4) series a lo largo del borde de la hoja polipifera; 3) un
distintivo engrosamiento en el limite entre raquis y pedunculo, a menudo dando la
apariencia de un anillo rebordeado mientras exhibe diferente morfologia de escle-
ritos en la parte superior e inferior de este engrosamiento; 4) siendo la insercién de
hojas polipiferas en el raquis distintivamente oblicua y extendiéndose ventralmente
hacia arriba; y 5) secuencias de ADN (mtMutS, Cox1 y 28S) siendo divergentes de

aquellas de otros géneros de pennatulaceos (ver analisis filogenéticos).

En concordancia con las diferencias descritas, de ello se deduce que la diag-
nosis de Pennatula necesita ser enmendada para incluir caracteres que la separan

claramente de Ptilella.

2.4.2 Diagnosis de Pennatula (modificado de Williams
1995a: 126)
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Colonias pinnadas. Simetria a lo largo del raquis bilateral. Limite raquis-pedunculo
justo debajo de las hojas polipiferas inferiores, como un estrechamiento, sin un
distintivo engrosamiento ni hinchazén con un prominente anillo rebordeado en el
limite raquis-pedunculo. Eje circular en seccidn, presente a lo largo de la longitud
de la colonia. Hojas polipiferas presentes, generalmente grandes y conspicuas, del-
toides, en forma de hoz o en forma de abanico. Autozooides en una Unica fila a lo
largo del borde ventral de las hojas polipiferas. Antocodio retractil en calices espi-
culiferos permanentes. Calices tubulares, con ocho dientes terminales. Sifonozooi-
des en el raquis y entre las hojas del polipiferas. Mesozooides en el raquis, o en el
margen dorsal basal de las hojas polipiferas. Escleritos agujas trialadas en los cali-
ces, mesozooides, sifonozooides, inconspicuas varillas trialadas en la superficie del
pedunculo, y pequefios 6valos en el interior del pedinculo (en su mayoria >0.1 mm
de largo).

Aunque sea necesaria una revision de las especies en el género, de acuerdo
con Williams (1995a) la siguiente lista de especies puede ser tentativamente consi-
derada valida en el género Pennatula: P. aculeata Danielssen, 1860 (Atlantico
norte); P. delicata Tixier-Durivault, 1966 (Madagascar); P. fimbriata Herklots,
1858 (Japén, Filipinas); P. indica Thomson & Henderson, 1906 (Océano indico); P.
phosphorea Linneaus, 1758 (Atlantico noreste y Mediterraneo, cosmopolita?); P.
rubra (Ellis, 1761) (mar Mediterraneo); y P. prolifera Jungersen, 1904 (Atlantico

norte).

Como declaramos arriba, nuestra hipétesis filogenética basada en marcado-
res mitocondriales y nuclear sitta la especie tipo de Ptilella, (Pennatula grandis),
lejos de aquellas secuencias procedentes de la especie tipo del género Pennatula,
(Pennatula phosphorea), o al menos, teniendo en cuenta que el género Pennatula
esta en necesecidad de revision de las especies secuenciadas y de los especimenes
gue comparten los caracteres morfologicos definidos para Pennatula phosphorea
en este papel y las més relevantes referencias (por ejemplo Kiikenthal & Broch 1911,
Kikenthal 1915) (ver Figs. 2.5y 2.6).
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2.4.3 Comparacion de las especies de Ptilella

En este estudio, cuatro especies del Atlantico se consideran estar dentro del género
Ptilella (Pt. grandis, Pt. grayi n. sp., Pt. inflata, y Pt. bellissima) sobre la base de
un nuamero de caracteristicas morfoldgicas. La informacién molecular corrobora-
tiva estd actualmente disponible para dos de ellas (Pt. grandis, Pt. grayi n. sp.), y
parcialmente asi para Pt. inflata (ver arriba). El grado molecular del tejido es, sin
embargo, ausente en el antiguo singular espécimen de Pt. bellissima debido al mé-

todo de conservaciéon usado.

En el pasado siglo XIX, el profesor Albert R. von Kélliker describi6 cuatro
especies de plumas de mar del Pacifico y las adscribi6 al género Pennatula: P. na-
resi Kolliker (1880: 2), P. pearceyi Kolliker (1880: 4), P. murrayi (1880: 5), y P.
moseleyi Kolliker (1880: 6). Las descripciones originales de estas especies concuer-
dan con algunos de los caracteres considerados aqui para Ptilella: 1) las hojas poli-
piferas insertadas oblicuamente en el raquis; 2) al menos dos series de autozooides
en el borde ventral de las hojas polipiferas; 3) el tracto dorsal libre de zooides; y 4)
mesozooides en la parte dorsal proximal de las hojas polipiferas. Si bien teniendo
en cuenta el estado actual de conocimiento de estas especies, sus caracteres morfo-
I6gicos respaldan asi su tentativa inclusion aqui en Ptilella. Sin embargo, es impor-
tante que su posicion sea reevaluada siguiendo una comprension morfoldgicay mo-

lecular mejorada de estas especies en el futuro.

Ptilella grandis y Pt. grayi n. sp. son claramente diferenciadas de Pt. bellis-
simay Pt. inflata por sus colonias més rigidas y espiculosas (especialmente visible
en las superficies superiores e inferiores de las hojas polipiferas), un mayor nimero
total de hojas polipiferas y un mayor nimero de autozooides por hoja polipifera.
Ademas, las dos primeras especies tienen una separacion mas fuerte entre el raquis
y el pedinculo con un anillo rebordeado (véanse Figs. 2.2A, S2.1A, y S2.2E para Pt.
grayi n. sp.; Figs. 2.7A y 2.8C para Pt. grandis). Esta estructura estd mucho mas

marcada en Pt. grandis y Pt. grayi n. sp. que en Pt. bellissima (ver Figs. 2.7Cy 2.81)
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continuas en estructura.

Ptilella bellissima fue descrita por Fowler (1888) en base a un Unico espéci-
men procedente de Las Bahamas (Atlantico noroeste) como Pennatula bellissima,
ahora depositado en el Museo de Historia Natural de Londres (BMNH 1880.6.28.1).
Mas de un siglo después, Castro & Medeiros (2001: 154) describieron una nueva
especie de una gran Pennatula (hasta 350 mm de longitud total) procedente de la
costa brasilefia como Pennatula bayeri. Tras la comparacion de ambas descripcio-
nes originales y el holotipo de Pt. bellissima, nosotros creemos que P. bayeri sea un
sinbnimo menor de Pt. bellissima. Como menciono6 Fowler (1888), Castro & Medei-
ros (2001), y como se ilustré en el presente manuscrito, Pt. bellissima difiere de Pt.
inflata por sus esbeltas, triangulares y menos carnosas hojas polipiferas, y sus bien
separados (a veces dificiles de seguir) grupos de 2-3 autozooides a lo largo del borde
ventral de las hojas polipiferas. Castro & Medeiros (2001: 157) discutieron la posi-
bilidad de sinonimia entre Pennatula bayeri (=Pt. bellissima) y Pt. inflata, pero
nosotros las consideramos como dos taxones claramente distintos morfoldgica-
mente. Es importante que estudios moleculares futuros (basados en material ade-
cuadamente fijado) debieran explorar mas a fondo las relaciones internas de las
especies de Ptilella. Se deberia prestar una particular atencién a adicionales espe-
cimenes de Pt. bellissima, con el objetivo de evaluar correctamente la variabilidad
en la distribucién de mesozooides alrededor del punto de insercion de las hojas po-

lipiferas y los autozooides.

El rasgo més inmediatamente evidente que distingue Ptilella grandis de Pt.
grayi n. sp. es el color: color rojo oscuro a marron rojizo tanto en especimenes vivos
como conservados en la primera, pero carnoso claro a blanco sucio en la segunda
en el estado conservado y amarillo claro a rosa claro en especimenes vivos. En el

material examinado las maximas longitudes de escleritos observadas en Pt. grandis
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Figura 2.6. Especies del género Pennatula utilizadas en este manuscrito para el estudio
comparativo morfolégico y/o molecular. A-C, Pennatula phosphorea (BECA OPEN-139);
A, vista dorsal; B, vista ventral; C, detalle de la parte distal del raquis en vista dorsal mos-
trando la presencia de sifonozooides (sz) solo cubriendo el area dorsal. Se observa el estre-
cho tracto dorsal. D, Pennatula aculeata (BECA OPEN-206); detalle de la parte distal del
raquis en vista dorsal mostrando la presencia de pequefios sifonozooides (sz) entre los
grandes mesozooides (mz) cubriendo el area dorsal. E-G, Pennatula rubra (BECA OPEN-
453); E, vista ventral; F, vista dorsal; G, detalle del raquis en vista ventral mostrando la
orientacién casi perpendicular de las hojas polipiferas en sus puntos de insercion. Notese
que la posicion de los autozooides (indicado por puntos blancos) no se confunde con la de
los sifonozooides (sz), los cuales estan presente en los limites del raquis entre dos hojas
polipiferas consecutivas. H, Pennatula sp. (BECA OPEN-152); G, vista ventro-lateral, las
hojas polipiferas se muestran orientadas distalmente debido al proceso de fijacion. Se ob-
serva el limite entre raquis y pedinculo (flecha) en todas las colonias secuenciadas. Los
asteriscos indican el dafio incurrido durante el estudio como parte de la examinacion del
escleroma o nroceso de muestreo tisular.
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Figura 2.7. Especies del género Ptilella utilizadas en este manuscrito para el estudio
comparativo; A, Ptilella grandis (NMS.Z.2019.2.6); B, Ptilella inflata
(NMS.Z.2019.2.7); C, Ptilella bellissima (BMNH 1888.6.28.1) holotipo.
(célices 1.70 vs. 1.40 mm; mesozooides 1.00 vs. 0.80 mm:; sifonozooides 0.80 vs.
0.50 mm; hojas polipiferas 1.11 vs. 1.40 mm; tracto dorsal 0.50 vs. 0.40; limite ra-
quis-pedunculo 0.50 vs. 0.35 encima de anillo rebordeado y 0.16 vs. 0.17 mm de-

bajo del anillo rebordeado).
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Figura 2.8. Detalles de diferentes partes de las colonias de las especies de Ptilella
usadas para la comparacion en este estudio. Filas verticales de imagenes: A-C,
Ptilella grandis; D-F, Ptilella inflata; G-I, Ptilella bellissima. Filas horizontales de
imagenes: A, D y G, vista dorsolateral mostrando la disposicion de sifonozooides
(sz) en almohadillas en la base de las hojas polipiferas; B, E y H, vista dorsal de las
hojas polipiferas mostrando los mesozooides (mz) en sus bordes dorsales; C, Fe I,
engrosamiento en el limite entre raquis y pedunculo.
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La comparacion molecular de Pt. grayi n. sp. vs Pt. grandis revel6 las siguien-
tes sustituciones: en las posiciones 249 (A/C) y 672 (C/A) en mtMutS; en las posi-
ciones 372 (A/G) y 624 (C/A) en Coxl; y en las posiciones 166 (C/A), 210 (A/G) y
519 (G/C) en 28S (ver Tabla S2.3). En mtMutS, ambas sustituciones implican el
cambio de Aa (Me por lle, y Phe por Leu, respectivamente), aungue en ambos casos
todos los Aa son no polares. En Cox1, ambas son sustituciones silenciosas. Aunque
la distancia genética obtenida en mtMutS no excedi6 0.30 %, el marcador mitocon-
drial méas conservado Cox1 también mostro diferencias entre estas especies, la cua-

les fueron adicionalmente soportadas por las diferencias en el nuclear 28S.

De acuerdo con nuestro conocimiento actual, Pt. grayi n. sp. parece tener un
solapamiento aunque geograficamente algo mas restringida y distribucion batimé-
trica méas somera que Pt. grandis (145-389 my 90-2700 m de profundidad, respec-
tivamente). Ademas, la nueva especie solo se conoce, por el momento, en el Atlan-
tico noreste, mientras que Pt. grandis ha sido citada a ambos lados del océano
Atlantico norte. Las densidades de Pt. grayi n. sp. en Rockall Bank se desconocen
actualmente y no se pueden deducir de las estimaciones del area barrida utilizando
numeros de capturas por lance, ya que es probable que la red de arrastre demersal
sea un método ineficiente para capturar grandes plumas de mar ancladas en el se-
dimento. Ademas, el disefio exacto de redes de arrastre utilizadas varié con la cam-

pafia en la que estos especimenes fueron recolectados.

2.4.4 Sobre la polifilética familia Pennatulidae y las rela-
ciones familiares en el Clado Il

La tradicional familia Pennatulidae comprende 6 géneros: Gyrophyllum, Penna-
tula, Ptilosarcus, Sarcoptilus, Crassophyllum y Pteroeides (Williams 1995a, 1995b).
Dolan et al. (2013) mostraron un arbol filogenético concenso sugiriendo una Pen-
natulidae no monofilética. Aunque la monofilia de Pennatulidae no fue formal-
mente descartada por un SH test, en ese estudio esta familia formé una agrupacion

no natural, situando al género Pteroeides, Pennatula y Gyrophyllum en tres dife-
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rentes clados (Clados I, I1'y 111, respectivamente). El Clado Il basado en dos mar-
cadores mitocondriales (mtMutS+ND2) incluy6 los géneros Pennatula, Renilla,
Distichoptilum y Protoptilum, siendo los dos primeros géneros grupos hermanos.
Posteriormente, resultados ofrecidos por Kushida & Reimer (2018) basados en
aquellos mismos mitocondriales (mtMutS+ND2) de nuevo confirmaron la natura-
leza polifilética de la actual Pennatulidae, mostrando la misma distribucion de los
géneros Pteroeides, Pennatula y Gyrophyllum. En ese estudio, el Clado 11 de nuevo
incluyo al género Pennatula como el grupo hermano de Renilla, y ambos relacio-
nados con géneros de diferentes familias: Echinoptilum (Echinoptilidae), Stachy-
ptilum (Stachyptilidae), Distichoptilum y Protoptilum (ambos en Protoptilidae), y
Scytalium y Stylatula (ambos en Virgulariidae).

En el andlisis filogenético para el Clado Il presentamos una cobertura mole-
cular méas completa, incluyendo dos marcadores mitocondriales (mtMutS, Cox1) y
un marcador nuclear (28S), mostrado un género Pennatula bien soportado con Pti-
losarcus como grupo hermano, con Renilla siendo el grupo hermano de Acanthop-
tilum (ver Fig. 2.5). Las especies de Pennatula estuvieron bien separadas del resu-
citado género Ptilella, el cual diverge temprano. Futuros estudios en plumas de mar
utilizando un conjunto de unidades taxondmicas (familias, géneros y especies) y
marcadores moleculares mas completo podrian cambiar completamente nuestra
comprension previa sobre la distribucion de los géneros entre todas las posibles

unidades familiares en este grupo especializado de octocorales.

Nosotros reconocemos el incompleto e inestable estado actual de conoci-
miento taxondmico de Pennatulidae y nuestra ubicacion de Ptilella dentro de esta
familia debe ser considerada como tentativa. Nosotros consideramos esto pen-
diente de una revision exhaustiva que ademas lograra la segregacion de caracteres

morfoldgicos diagndésticos a través de aquellas bien soportadas unidades familiares.
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2.7 Material suplementario

El siguiente material suplementario esta disponible a través de la version en linea
de este articulo y en el siguiente enlace:

http://scimar.icm.csic.es/scimar/supplm/sm04845esm.pdf

Tabla S4.1. Datos asociados con todos los lances donde Ptilella grayi n. sp. y Ptilella gran-
dis fueron observados, incluyendo el nimero de colonias registradas en cada uno.


http://scimar.icm.csic.es/scimar/supplm/sm04845esm.pdf
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Tabla S4.2. Sustitucion de nucleétido que implica cambios de amino acidos en las regio-
nes mitocondriales mtMutS y Cox1, entre las secuencias de Ptilellay Pennatula usadas en
los analisis moleculares, una vez que los sitios homologos de una matriz que incluye se-
cuencias de Ptilella y Pennatula son alineados (ver Tabla 4.2 y Fig. 4.5).

Nucleo- -
. tido . NUCI?Ot'dO s Aa sustitucion
Loci - triplete Ptilella / Pen-  Aa posicion .
posicio- Ptilella / Pennatula
nes natula
mtMutS 34, 36 ATG / GTA(GTG)! 12 Met (M) / Val (V)
74 CCG/ CAG 25 Pro (P) / GIm (Q)
164 GCT/GTT 55 Ala (A) / Val (V)
197 GGA / GAA 66 Gly (G) / Glu (E)
199 GTA/ATA 67 Val (V) / lle (I
533 GCC/GTC 181 Ala (A) / Val (V)
Cox1 226 TTG/ ATG 76 Leu (L) / Met (M)
271 TCA / GCA 91 Ser (S) / Ala (A)
371, 372 GCG(GCG) / GTA 124 Ala (A) / Val (V)
388 ATT/CTT 130 lle (1) / Leu (L)
439 AGT / CTA(TTA) 147 Met (M) / Leu (L)
568 GTA/ATA 190 Val (V) / lle (I)
574 GTT/ATT 192 Val (V) / lle (1)

Tabla S4.3. Diferencias en nucleotidos y Aas en los loci mitocondriales mtMutS y Cox1,
y diferencias nucleotidicas en el nuclear 28S entre Ptilella grayi n. sp. y Pt. grandis. Ba-
sada en una matriz incluyendo solo especies de Ptilella y Pennatula (ver Tabla 4.2 y Fig.
4.5)

Loci Nuclec')t!do (posicic')n_) Amino é(_:ido (posiciép)
Pt. grayi / Pt. grandis Pt. grayi / Pt. grandis
mtMutS (249) A/C (83) Met / lle
(672) C/A (225) Phe / Leu
Coxl (372) A/ G (124) Ala/ Ala
(624) C/A (208) lle / lle
28S (166) C/ A
(210) A/ G
(519) G/C
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Figura S4.1. Ptilella grayi n. sp. Paratipo (NMS.Z.2019.2.3). A, colonia completa; B,
vista dorsal de las hojas polipiferas y tracto dorsal desnudo mostrando la localizacién de
mesozooides; C, detalle de autozooides en el borde ventral de las hojas polipiferas; D, de-
talle de filas oblicuas de autozooides, seccionados basalmente, tefiidos con azul de meti-

leno para aumentar el contraste.
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Figura S4.2. Ptilella grayi n. sp. Paratipo (NMS.Z.2019.2.3). A, hojas polipifera seccio-
nada desde la base, vista lateral; B, detalle del area dorsal de una hoja polipifera mos-
trando autozooides (az) y mesozooides (mz), y area distal libre de zooides (*); C, detalle
de la parte basal dorsal de las hojas polpiferas mostrando sifonozooides (sz) y mesozooi-
des (mz); D, detalle de la distribucion de sifonozooides (sz) en parches en la base de una
hoja polipifera; E, distintivo engrosamiento en el limite raquis-pedunculo.
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Figura S4.3. Ptilella grayi n. sp. Paratipo (NMS.Z.2019.2.3). Fotografias SEM de
escleritos. A, calices; B, mesozooides; C, sifonozooides; D, hojas polipiferas; E, tracto
dorsal; F, limite raquis-pedunculo, por encima del anillo rebordeado (fila superior), por
debajo del anillo rebordeado (fila inferior).
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Natura non facit saltum

Tissot 1613

“Si, sale lo que se esperaba una vez que uno plantea la pregunta, y hay algo que esperatr...
Antes de formular la pregunta ni siquiera se esperaba nada.

Ya estoy acostumbrado a eso, pero sigue haciéndome gracia.”

Herrera, c. p.

“[...] Las especies son algo mds que poblaciones y genes. Son entidades reales que parecen
tener alguna clase de mecanismo estabilizador interno que restringe mucho el cambio fe-
notipico, auin en contra de la seleccion”

(Dott & Prothero 1994:61)
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3.1Introduccién

espués de eones de evolucion divergente, es dificil identificar paralelis-

mos entre los reinos vegetal y animal (Darwin 1857, Haeckel 1869). Los

paralelismos entre los planes corporales de plantas y animales, sin em-

bargo, podrian ser mas probables que surjan en las comparaciones en-
tre plantas e invertebrados coloniales fotosintéticos sésiles (Borges 2005). La bus-
gueda de estos paralelismos entre plantas y animales se ha centrado principal-
mente en encontrar procesos o estructuras relacionadas entre ambos reinos que
hayan ofrecido soluciones similares a problemas comunes desde perspectivas tan
diferentes (Hallé 1999:268). El interés de encontrar paralelismos entre plantas y
animales radica en ser capaz de conocer las consecuencias de ciertos procesos na-
turales que se sabe ocurren en el primero de los dos reinos e inferirlos en el otro
(Herrera et al. 2015, 2021, Alonso et al. 2018). Esto podria ademas generar una
multitud de aplicaciones, tales como aumentar el conocimiento y la capacidad
predictiva de ciertos procesos, transferencias de técnicas y analisis, asi como el

desarrollo de nuevas e interesantes hipoétesis cientificas.

Invertebrados coloniales marinos, como los briozoos (Filo Bryozoa) y los
cnidarios (Filo Cnidaria) (Hickson 1916, Harvell 1984, Key 1990), son animales
modulares susceptibles de estudios de variabilidad intra- o intercolonial (O'Dea
& Okamura 2000, O'Dea 2003, Wejnert & Smith 2008, Schweinsberg et al. 2017,
entre otros). Entre ellos, los antozoos coloniales (Hexacorallia y Octocorallia)
comparten con las plantas superiores una construccién modular por reiteracion
de subunidades genéticamente idénticas y una vida adulta sésil (Hallé 1999,
Hughes 2005), aunque esta perspectiva fenotipica comparativa rara vez ha sido
abordada (Borges 2005).

Un candidato ideal para investigar posibles paralelismos plantas-animales

son las plumas de mar (Octocorallia: Pennatulacea), que son organismos colonia-
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les formados desde un polipo inicial (el oozooide) y subsecuentemente consti-
tuido por multiples individuos o modulos (Kukenthal 1915, Bayer 1956, Tixier-
Durivault 1965). El origen clonal y la similaridad funcional de los poélipos (auto-
zooides) de las plumas de mar sugieren una atractiva analogia con las hojas de las
plantas (Hallé 1999). Al igual que los po6lipos, las hojas de las plantas son 6rganos
reiterados que capturan recursos (por ejemplo luz o diéxido de carbono) y su va-
riacion fenotipica dentro de individuos solitarios (forma, tamafo, contenido de
nitrégeno, tasas fotosintéticas) generalmente contribuyen a la explotacion de di-
ferentes segmentos de un gradiente de recursos a una escala espacial mas pe-
quefa que el tamafo del individuo (por ejemplo, el gradiente de luz vertical; He-
rrera 2009). Asi, dependiendo de la direccionalidad o acceso a los recursos, tales
como la luz o las particulas de alimentos, se podria esperar una diferenciacion en
las caracteristicas fisicoquimicas de los pélipos dentro de las colonias de penna-
tulaceos como se mostro por las hojas de las plantas. En este escenario hipoteti-
zado, una cierta cantidad de variacién intracolonial en los rasgos de los pélipos
podria ser ventajosa al optimizar la explotacion de recursos basada en una "divi-
sion del trabajo" entre los diferentes médulos de la colonia, de una manera similar

a lo que comunmente se hall6 en plantas (Herrera 2009).

Las consecuencias ecoldgicas de la modularidad en las plantas han sido am-
pliamente documentadas y examinadas desde diferentes perspectivas, una de las
cuales enfatiza las consecuencias de una fuente distintiva de variacion fenotipica
inherente en esta modularidad (“componente subindividual"; Herrera 2009,
2017). Una consecuencia inevitable de la modularidad, o multiplicidad de médu-
los dentro de plantas individuales, es una cierta variabilidad en las caracteristicas
de las copias del mismo 6rgano (por ejemplo, hojas, flores, frutos y semillas) pro-
ducida en los diferentes médulos dentro del mismo individuo (Herrera 2009).
Muchos de los rasgos que varian en las plantas individuales son conocidos por su
naturaleza funcional (por ejemplo, la longitud de la hoja o el tamafio de fruto) y
sus potenciales efectos sobre el fitness de los individuos (Pérez-Harguindeguy et

al. 2013). Esto implica que la variacién subindividual en los rasgos funcionales
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ofrece la posibilidad a animales consumidores y las condiciones ambientales abio-
ticas de realizar cierta seleccion a nivel intra-planta (ver Herrera 2009 para més
detalles). A pesar de su importancia ecoldgica y evolutiva, sin embargo, el estudio
de lavariacion continua en las caracteristicas cuantitativas de 6rganos homdélogos
dentro de la misma planta permanece comparativamente inexplorado desde una
perspectiva ecoldgica a pesar de ser una caracteristica de la planta por excelencia
(Herrera 2009). La variabilidad subindividual ha sido ailn menos estudiada en
animales marinos coloniales o modulares. ¢Podria ocurrir un proceso similar de
variabilidad subindividual en animales como las plumas de mar, que tienen una

arquitectura modular similar a esa de las plantas?

La mayoria de estudios morfol6gicamente orientados en corales se han cen-
trado en comparar las caracteristicas fenotipicas entre poblaciones o especies, con
revisiones exhaustivas del fendmeno de la plasticidad fenotipica generalmente ig-
norando tanto la existencia como la importancia cuantitativa de la variabilidad
subindividual (Kim et al. 2004, Borges 2005, Prada et al. 2008). Como enfatiza-
ron Menezes et al. (2013), el estudio de la variabilidad intra-colonia en corales
merece mas atencién como una posible fuente de criterios para evaluar los limites
morfoldgicos interespecificos. Recientes investigaciones han demostrado la exis-
tencia de variabilidad genética intracolonial (IGV) en corales escleractinias, ana-
lizando un reducido nimero de loci micosatélites por taxon, y sugiriendo que la
presencia de mas de un genotipo en una Unica colonia acarrea tanto desventajas
como ventajas para la colonia (Oury et al. 2020). Entre las ventajas, estos autores
sugieren beneficios para el crecimiento de la colonia, su capacidad competitiva,
su supervivenciay su fitness, todo lo cual podria ser una forma natural de produ-

cir “super-corales” (2020: 5214).

La presente contribuciéon proporciona por primera vez una evaluacion
cuantitativa de la variabilidad subindividual en plumas de mar, analizando ciertas

caracteristicas biométricas de estructuras reiteradas que presumiblemente tienen
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alguna funcion ecoldgica. El conocimiento sobre la variacion intracolonial en pen-
natulaceos es incluso mas escaso que en otros octocorales. Sus sinapomorfias, ta-
les como un origen desde el oozooide, la naturaleza clonal de los diferentes poli-
pos junto con su crecimiento vertical no ramificado, les hace modelos ideales para
un estudio de variabilidad subindividual en rasgos funcionales o morfoldgicos
(Sanchez et al. 2007). Nosotros seleccionamos seis especies de pennatulaceos, in-
cluyendo el género-tipo Pennatula y el recientemente resucitado género Ptilella
(Garcia-Cardenas et al. 2019). Las siguientes cuestiones especificas seran abor-
dadas: (1) ¢Especies congenéricas de plumas de mar difieren con respecto a la
distribucion cuantitativa de la varianza poblacional intra- y entre colonias en ras-
gos cuantitativos de p6lipos? (2) Si lo hacen, ¢pueden tales diferencias estar rela-
cionadas con condiciones ecoldgicas contrastantes? (3) ¢Diferentes géneros,
como Ptilellay Pennatula, similares morfol6gicamente aunque filogenéticamente
diferenciados, difieren en la distribucién intra- y entre las colonias de la varianza
poblacional en los rasgos seleccionados? Y (4) ¢en qué medida las plumas de mar
y las plantas terrestres difieren con respecto a los niveles cuantitativos de varia-

cion subindividual?

3.2 Materiales y métodos

3.2.1 Muestreo

La mayoria del material usado en este estudio formé parte de una investigacion
taxonémica previa donde se compararon Ptilellay Pennatula (ver Garcia-Carde-
nas et al. 2019), la informacién completa sobre los cruceros, area de distribucion
de los taxones considerados y datos de recoleccion son detallados alli. Un analisis
preliminar para garantizar la existencia de variabilidad dentro- y entre colonias a
niveles de medida de polipo y esclerito se llevé a cabo usando ocho colonias de

Ptilella grayi. Estas colonias fueron recolectadas en varias expediciones en el no-
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reste Atlantico durante el periodo 2010-2014 (ver Tabla 3.1), con un rango de ba-
timétrico de 179 a 261 m de profundidad. Todas las colonias de Pt. grayi se reco-
lectaron utilizando una red de arrastre de peces demersales, siendo el extremo y
el cuerpo completo de la red examinados a fondo para detectar especimenes des-
pués de cada despliegue. La longitud total de las colonias preservadas varioé de

254 a 572 cm de longitud (ver Garcia-Cardenas et al. 2019 para mas detalles).

Para los andlisis de variabilidad subindividual de Ptilella y Pennatula, no-
sotros seleccionamos tres colonias de cada una de las siguientes especies: Ptilella
grayi, Ptilella grandis, Ptilella inflata, Pennatula phosphorea, Pennatula rubra
y Pennatula sp. (Tabla 3.1). Parte de este material fue recolectado en diferentes
areas geogréficas durante varios estudios bentonicos: Antartida (ANT XVII/3,
BIOROSS), el noreste Atlantico (Cruceros Scotia, INDEMARES Chica), el sureste
Atlantico (BENGUELA VIII) y el mar Mediterraneo (Proyecto Bahia de Algeciras).

Tabla 3.1. Colonias usadas para el estudio de variabilidad subindividual en plumas de
mar (ver Garcia-Cardenas et al. 2019). Abreviaturas: NMS, Museo Nacional de Escocia;
MZB, Museo de Zoologia de Barcelona; NHM, Museo de Historia Natural de Londres;
BECA, Biodiversidad y Ecologia Acuatica de la Universidad de Sevilla. *, colonias de Pti-
lella grayi usadas en las comparaciones entre Ptilella y Pennatula.

Especie/ colonia Cddigo de registro Area geografica

Ptilella grayi
Pt.gy-1* NMS.Z.2019.2.1 NE Atlantico
Pt.gy-2* MZB 2018-0761 NE Atlantico
Pt.gy-3* NMS.Z.2019.2.3 NE Atlantico
Pt.gy-4 NMS.Z.2019.2.2 NE Atlantico
Pt.gy-5 MZB 2018-0763 NE Atlantico
Pt.gy-6 BECA OPEN-338 NE Atlantico
Pt.gy-7 NHMUK 2019.1 NE Atlantico
Pt.gy-8 MZB 2018-0762 NE Atlantico

Ptilella grandis
Pt.gd-1 MZB 2018-0759 NE Atlantico
Pt.gd-2 NMS.Z.2019.2.6 NE Atlantico
Pt.gd-3 BECA OPEN-334 NE Atlantico
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Ptilella inflata

Pt.in-1 NMS.Z.2019.2.7 SE Atlantico

Pt.in-2 NHMUK 2019.3 SE Atlantico

Pt.in-3 MZB 2018-0760 SE Atlantico

Pennatula rubra
P.rb-1 BECA OPEN-61 Mar de Alboran, Mediterraneo
P.rb-2 BECA OPEN-189 Bahia de Algeciras, Mediterra-
neo
P.rb-3 BECA OPEN-57 Golfo de Cadiz, NE Atlantico

Pennatula phosphorea

P.ph-1 BECA OPEN-454 (G199) NE Atlantico

P.ph-2 BECA OPEN-453 (G88) NE Atlantico

P.ph-3 BECA OPEN-206 (G2776) NE Atlantico
Pennatula sp.

P.sp-1 BECA OPEN-152 (G122) Antértida

P.sp-2 BECA OPEN-199 Antértida

P.sp-3 BECA OPEN-198(G84) Antértida

3.2.2 Procesamiento del material

Durante las diferentes expediciones, los especimenes fueron clasificados, etique-
tados y fijados en formalina tamponada (5% en agua de mar). Tras el periodo de
fijacion, las colonias se conservaron en etanol 70%. La terminologia utilizada aqui
sigue principalmente a Bayer et al. (1983). La longitud total de las colonias se
considero desde la base del pedunculo hasta la parte superior distal del raquis. El
raquis se dividié en tres zonas de longitud aproximadamente similar, llamadas
basal, media y distal, siguiendo la metodologia utilizada en estudios previos en
octocorales (véase, por ejemplo, Orejas et al. 2002, Soong 2005, Edwards &
Moore 2008, Baillon et al. 2014b). Los dos rasgos morfoldgicos cuantitativos ana-
lizados fueron las longitudes de escleritos y pélipos. Veinte escleritos del area su-
perior e inferior del limite raquis-pedunculo (10 por cada zona) se extrajeron, mi-
dieron y compararon. De cada zona del raquis, se seleccionaron al azar cinco au-

tozooides, evitando los ubicados en la base de la hoja. Las comparaciones entre
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polipos se llevaron a cabo dentro de cada zonay entre las zonas de diferentes co-
lonias. Para estimar el error de medida (ME en adelante), se realizaron tres ob-
servaciones independientes en diferentes dias. Todas las medidas se obtuvieron
utilizando el programa ImageJ 1.38x (Wayne Rasband, National Institutes of
Health, USA).

3.2.3 Analisis de los datos

Los andlisis estadisticos se realizaron usando el entorno computacional R v3.5.0.
(R Core Team 2018). Las librerias y funciones utilizadas en cada caso se especifi-
can abajo. La variabilidad subindividual en los dos rasgos examinados se estimo
usando dos métodos comunmente utilizados en estudios de plantas: el coeficiente
de variacién intra-colonia (CV en adelante) y la particién de la varianza (para mas
detalles ver Herrera 2009). En el primer método, el CV (calculado como la des-
viacion estandar intra-colonia/media individual) es una medida de dispersion re-

lativa que evalla la proporcién de la desviacion estandar (sd) con respecto a la
media (X) y permite una comparacion de la dispersion entre diferentes grupos o

variables (las cuales podrian tener diferentes unidades de medida) (Herrera 2009,
2017). Con el fin de testar diferencias entre especies y la interaccion "especies por
zona de la colonia"”, se aplicé un test Anova al modelo. El paguete emmeans 1.4 se
us6 para calcular los promedios marginales (Lenth 2019). La prueba de Levene
(Levene 1960) se utilizé para comparar los niveles de variabilidad entre diferentes
especies, siendo el tipo seleccionado Levene median-log test (Schultz 1985). La
funcion usada fue leveneTest incluida en el paquete car (Fox & Weisberg 2019),
con la opcion center = "median". Las variabilidades entre especies se compararon
utilizando las “medias marginales”, es decir, los promedios de la variable depen-
diente (tamafio de polipo) para los diferentes niveles de una o mas variables pre-

dictoras categoricas (see Herrera 2009).
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El segundo método para evaluar cuantitativamente la variacién intra-colo-
nia en rasgos cuantitativos consistio en particionar la varianza total de cada rasgo
(VARwtar) €n sus componentes aditivos entre- (VARamong) € intra-colonia (VARuwithin)
(Herrera 2009). Esto se llevé a cabo utilizando un modelo mixto jerarquico alea-
torio completo (ver méas abajo). Un inconveniente de particionar la varianza es
gue la componente de la varianza intra-individual podria ser inflada por el error
de medida (ME) a menos que las estructuras reiteradas individuales sean medidas
repetidamente, permitiendo asi una estimacion adecuada (ver Herrera 2009). En
este enfoque se realiz6 una estimacion precisa del ME usando medidas repetidas
en cada especimen con el fin de discernir la verdadera varianza intra-individual y
el error de medida. Gracias al analisis de repetibilidad de las medidas a través de
un disefo aleatorio completamente anidado, el componente ME se reveld dife-
rente para ambos rasgos, siendo significativamente bajo en los analisis de Ptilella-
Pennatula (0.071%). Esto significa que la mayoria de la varianza "residual” en los
modelos esrealmente atribuible a diferencias entre las longitudes de los pélipos,
es decir, al componente intra-individual (ver Discusién). Como ambos métodos
(CV y VAR uitin) estan centrados en aspectos diferentes de la variabilidad intra-
colonia los cuales podrian o no estar relacionados (Pearson 1901), ellos ideal-
mente deberian ser usados en combinacion (Herrera 2009), y éste es el enfoque

seguido en los andlisis llevados a cabo en el siguiente estudio.

El analisis preliminar realizado en Pt. grayi para obtener informacion ini-
cial sobre la existencia y el grado de variabilidad intracolonia se bas6 en un mo-
delo mixto jerarquico aleatorio completo. Los paquetes requeridos fueron: readxl
(Wickham & Bryan 2019), dplyr (Wickham et al. 2019), nlme (Pinheiro et al. 2018)
y ape 5.0 (Paradis & Schliep 2018). El siguiente analisis mas completo usando
colonias de Ptilellay Pennatula se bas6 en modelos mixtos jerarquicos aleatorios
completos y modelos lineales (Herrera 2009). Los paquetes requeridos fueron:
readxl| 1.3.1 (Wickham & Bryan 2019), dplyr 0.8.3 (Wickham et al. 2019), nlme
3.1-137 (Pinheiro et al. 2018), ape 5.0 (Paradis & Schliep 2018), ggplot2 (Wi-
ckham 2016), car (Fox & Weisberg 2019) y emmeans 1.4 (Lenth 2019).
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3.3 Resultados

3.3.1 Variacion en Ptilella grayi

La distribucién de los valores promedios revel6 que la zona superior del limite
raquis-pedunculo contenia escleritos méas grandes (200-300 um) que la zona in-
ferior (100-150 um). En la mayoria de las colonias el promedio de la longitud de
polipo aumentd desde la base (4-6 mm) a las zonas medial-distal del raquis (apro-
ximadamente 6-8 mm). Para ambos rasgos las varianzas difirieron dentro- y entre
colonias, como mostraron las diferencias en los rangos intercuartiles (IQR) (ver
Figura S3.1). El coeficiente de variacion (CV) del tamafio de esclerito vario entre
0-0.02, mientras que el CV para el tamafio de po6lipo varié entre 0-0.25 (Figura
3.1). Esto indica que el rango de variabilidad del tamafio de pdlipo es mayor que
para el tamafio de esclerito. Sin embargo, el modelo confirmé diferencias signifi-
cativas para ambos rasgos dentro de las colonias (p-value <0.001; Anova test), y
solo en el caso de tamafio de poélipo, diferencias significativas entre colonias (p-
value=0.184 para escleritos, p-value<0.001 para pélipos; Anova test) (ver Tabla
S3.1). La media, la desviacién estandar y el CV de cada colonia son resumidos en
la Tabla S3.2.

El otro enfoque para evaluar cuantitativamente la variacién intracolonia
consistié en particionar la varianza total a nivel poblacional del rasgo (VARotal)
en sus componentes aditivos entre-colonia (VARamong) € intra-colonia (VARwithin).
Para ambos rasgos considerados la varianza entre colonias fue insignificante (VA-
Ramong=2.56€-04 para tamafo de esclerito; 6.20e-08 para tamafio de polipo). En
contraste, la variacion de los valores residuales fue una fuente de variacién sus-
tancial (VARwitin = 1.16e03 para escleritos; VARwinin = 0.92 para pélipos; ver Ta-
bla S3.3). Expresar las varianzas como porcentajes del total (%VARwta) confirmo

la insignificante variacion entre colonias para ambos rasgos (VARamong < 1%) y la
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extensiva varianza intracolonia (VARuitin 28% y 49% para escleritos y polipos,
respectivamente) (Tabla S3.3).

Figura 3.1. Distribucidon del coeficiente de variacion (CV) de los tamafios de escleritos y

pélipos dentro- y entre las colonias de Ptilella grayi. CV= X/sd [X= media, sd= desviacion
estandar] .

3.3.2 Variacion en especies de Ptilellay Pennatula
Coeficiente de variacion (CV)

La comparacion de las variabilidades entre las colonias de las seis especies

basada en los valores de CV mostré diferencias intra- y entre colonias (Figura 3.2).
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Figura 3.2. Distribucién del coeficiente de variacion (CV) del tamafio de pdélipo dentro-

y entre las colonias de Ptilella y Pennatula. CV= X/sd [X= media, sd= desviacién estan-
dar].-

El CV para el tamafio de pélipo oscil6 entre 0-0.04. Alli existieron diferencias sig-

nificativas entre especies y entre zonas dentro de la misma colonia (p<0.01; Le-
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vene test) (Tabla S3.4). La comparacion de las variabilidades entre especies
usando las "medias marginales" revelé una imagen mas clara de la distribucién
de la variacion intra- y entre colonias (Figura 3.3; ver también Tabla S3.5). Las
diferencias entre especies en los niveles de variabilidad del tamafio de pélipo fue-

ron estadisticamente significativas (p<0.001; Levene test).

Figura 3.3. Diagrama de cajas resultado del analisis de las medias marginales usando el
paquete emmeans basado en la longitud de pélipo dentro- y enter las colonias de Ptilella
y Pennatula.

Particion de la varianza

La particién de la varianza del tamafio de pélipo revel6 que la varianza entre co-
lonias (VARamong=1.39) cuadruplicaba la varianza entre zonas (VAR;on.=0.35) y
doblaba la varianza intracolonia (VARwinin=0.67) (Tabla S3.6). En términos de
proporciones del total (%VARwtal), €l componente de varianza debido a la varia-

cion entre colonias (VARamong 57%) fue mayor que aquella debida a la variacion
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intracolonia (VARwitnin 27%) (Tabla S3.6). En otras palabras, individuos de dife-
rentes especies tuvieron una distribucion diferente de la variabilidad interna, con

independencia de la agrupacion genérica (p<0.001; Levene test).

3.3.3 Comparacion entre plumas de mar y plantas

Los niveles de variabilidad subindividual de estructuras reiteradas obtenidos aqui
para las colonias de Ptilellay Pennatula permitieron comparaciones con la varia-
bilidad subindividual reportada para ciertos 6rganos de plantas (Figura 3.4). En-
tre nuestras estructuras reiteradas, los pélipos son mas variables intracolonial-
mente que los escleritos, los primeros mostrando niveles de variabilidad similares
a las flores (Fig. 3.4). Aunque este rasgo muestra un nivel de variabilidad menor
que frutos, hojas y semillas, representa una importante fuente de variabilidad

(<0.25) que debe ser considerada.

3.4 Discusion
En plantas, el estudio de la variacién continua dentro el mismo individuo de ca-
racteristicas cuantitativas de érganos homélogos ha proporcionado una enorme
cantidad de informacion y sugirié multiples implicaciones biolédgicas y ecologicas
(Herrera 2009, 2017). En contraste, en animales con organizacion modular como
briozoos, hidrozoos o antozoos (Sanchez et al. 2007), el estudio de la variacién
entre estructuras homologas dentro del mismo organismo se encuentra todavia
en sus primeras etapas (Harvell 1984, Key 1990, O'Dea & Okamura 2000, O'Dea
2003, Wejnert & Smith 2008, Schweinsberg et al. 2017). Tradicionalmente, las
categorias jerarquicas de variacion morfoldgica han sido los criterios utilizados
para investigar los patrones de variacion de organismos modulares como los co-

rales, siendo la variacion intracolonial generalmente descuidada en la mayoria de
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estudios (Menezes et al. 2013). Sin embargodiferencias morfoldgicas o funciona-
les en rasgos polipiferos dentro de una misma colonia han sido a veces reportadas
(ver den Hartog 1977, Foster 1978, 1980, 1985; Hidaka & Yamazato 1984, Gold-
berg et al. 1990, Gunthorpe & Cameron 1990, Kaandorp & Kibler 2001, Todd et
al. 2001, Leuzinger et al. 2003, Lapid et al. 2004, Neves 2004, Sakai 2005, Uls-
trup et al. 2006, Finelli et al. 2007, Kai & Sakai 2008, entre otros), y se conoce
también una contribucion reproductiva diferencial a lo largo de la colonia (ver
Harriott 1983, Jackson & Coates 1986, Chornesky & Peters 1987, Harrison &
Wallace 1990, y Sakai 1998, para hexacorales; Soong & Lang 1992, Coma et al.
1995, Brito et al. 1997, Orejas et al. 2002, para octocorales). Algunos estudios han

Figura 3.4. Comparacién de la variabilidad intra-individuo entre rasgos de plantas
y plumas de mar. Modificada parcialmente de Herrera et al. 2017: Fig. la. Las lineas
horizontales marcadas denotan el nivel por encima del cual la varianza subindividual
es mayor que la varianza entre las medias individuales (linea azul) o la cual supone
una importante fuente de variacion (linea roja).
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reconocido también que la variacién intracolonia puede a veces exceder la varia-
cion morfoldgica ambiental o interespecifica (Kaandorp & Kubler 2001: 55, San-
chez & Lasker 2003, Sanchez et al. 2007). El reciente estudio de Oury et al. (2020)
demostré la existencia de variabilidad genética intracolonia (IGV) en corales Po-
cillopora, y sugiri6 que el mosaicismo es el proceso principal que conduce al IGV,
con algunas tasas relativamente altas de quimerismo (Oury et al. 2020: 5213). Las
colonias que presenten IGV deberian tedricamente tener un potencial evolutivo
mejor que las colonias invariables. Genotipos multiples deberian proporcionar
varias unidades bésicas sobre las cuales podria actuar la seleccién. Una de las po-
sibles implicaciones evolutivas, ecoldgicas y morfolégicas de este fenémeno po-
dria ser la variacion fenotipica intracolonial como se vi6 en la presente contribu-
cion. Algunos autores usando una metodologia principalmente basada en la me-
dia y la desviacion estandar han mostrado la existencia de una variacién intraco-
lonial significativa en colonias de plumas de mar (Sherwood et al. 2008, Edwards
& Moore 2008, 2009, Baillon et al. 2014a, b, 2016). Nuestros resultados estan
basados en dos de los métodos mas robustos para comparar variabilidades
(Brown & Forsythe 1974, Van Valen 1978, Conover et al. 1981), ampliamente usa-
dos en comparaciones de variabilidad en plantas (Schultz 1983, 1985, Herrera
2009) pero no aplicados previamente en corales hasta donde sabemos ). Sin em-
bargo, una limitacién de esta metodologia es que requiere una estimacién ade-
cuada del error de medida (ME) (Herrera 2009), el cual es comUnmente no reco-
nocido (por ejemplo, Sherwood et al. 2008 o Baillon et al. 2016). Sin la estimacion
del ME o su complementario, la repetibilidad de las medidas, una oculta fuente
de variacion podria estar inflando los niveles de varianza intracolonia reales (He-
rrera 2009). En nuestros analisis, se sospeché un cierto ME en de la componente
intra-colonia para polipos de Ptilella grayi. Tras detectar y corregir ese ME, no-
sotros podemos confirmar que la componente de varianza intra-individuo (VAR-

within) €S claramente mayor que el componente de varianza entre-colonias (VAR-
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within >25%; VARamong<1%) lo cual demuestra que la elevada componente de la va-
rianza intra-individuo hallada en las especies de pennatulaceos es real y no un
artefacto derivado de los problemas de medicion ofrecidos por el material estu-
diado.

3.4.1 Distribucién espacial de la variabilidad del rasgo

La naturaleza funcional de escleritos y pélipos esta directamente relacionada con
la estructura, la alimentacion y el fitness de la colonia (Hickson 1916, Williams et
al. 2012). Sin embargo, como se sugiere aqui, la distribucién espacial de la varia-
bilidad en algunas de sus caracteristicas (por ejemplo, la longitud) no fue homo-
géneaa lo largo del eje vertical de la colonia, sugiriendo una cierta "sectorialidad",
como fue también reportado en plantas (Herrera 2009). Por ejemplo, los escleri-
tos de Pt. grayi exhibieron una mayor variacién por encima del limite raquis-pe-
dunculo (gradiente barro-agua), en la porcién basal del raquis. Menezes et al.
(2013) sugerieron que el raquis es una zona de presion ambiental mas alta que el
pedunculo (enterrado) debido al contacto competitivo con organismos circun-
dantes. De una forma similar, Herrera (2009) observo diferencias en la distribu-
cion de la variabilidad de ciertos rasgos en plantas acuaticas relacionadas con el
gradiente agua-aire. En la mayoria de las colonias analizadas aqui, la longitud de
polipo mostrd niveles de variacion mayores en las zonas media-distal que en la
zona basal del raquis. Entre los factores que podrian modular la variacion intra-
colonial, algunos autores han sugerido la fuente de alimentacion, la inversion en
fecundidad, el continuo enterramiento por el sedimento, o el contacto competi-
tivo con los organismos circundantes (Soong & Lang 1992, Goffredo et al. 2011,
Menezes et al. 2013). Esto fue sugerido para Anthoptilum grandiflorum, Balti-
cina finmarchica y Pennatula aculeata (Baillon et al. 2016). En este sentido, los
polipos localizados en la zona medial-distal del raquis, mas lejos del sustrato, po-
drian estar sujetos a condiciones de mayor estrés ambiental que aquellos poélipos

localizados en la zona basal.
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3.4.2 Variabilidades en plumas de mar y plantas

Considerando que la informacion en plumas de mar (como el nUmero de caracte-
risticas, individuos y especies analizados) es limitada en comparacion con la gran
cantidad de datos acumulados durante afios para plantas, se pueden inferir algu-
nos paralelismos remarcables (Fig. 4). En particular, el rasgo polipifero muestra
niveles de variabilidad similares a aquellos de las flores, lo cual aunque siendo de
los rasgos menos variables intraindividualmente hallado en plantas, supone nive-
les de variabilidad que son aun lejos de ser despreciables. En ese escenario hipo-
tético, ¢qué podria suponer tal paralelismo para los pennatulaceos desde un
punto de vista ecoldgico?

La similar organizacion de la variacion fenotipica en pennatulaceos a esa
observada en plantas, soporta la hipotesis de que la variabilidad subindividual es
una propiedad emergente de los organismos individuales causada por su cons-
truccién modular y la reiteracién de estructuras homadlogas con la misma funcion
(hojas, frutos, flores o semillas en plantas; escleritos o p6lipos en plumas de mar),
independientemente de su origen evolutivo. Paralelismos como este entre plantas
y animales nos permiten conocer las consecuencias de ciertos procesos naturales
gue se sabe ocurren en uno de los dos reinos e inferirlos en el otro (Herrera et al.
2015, Alonso et al. 2018). Siguiendo esta idea, la influencia ejercida por la fauna
asociada (por ejemplo animales consumidores) en la organizacién de la varianza
intra-individual en plantas (Herrera 2009), podria tener efectos similares entre
depredadores y plumas de mar (Clippele et al. 2015), abriendo un nuevo campo

de estudio.

Por ejemplo, se ha sugerido que la variabilidad subindividual en algunos
rasgos funcionales de las hojas puede ser ventajosa para los individuos al mejorar
el rendimiento fotosintético de toda la planta y optimizar la explotacion de la va-

riacion ambiental (Osada et al. 2014, Herrera 2017). Se sabe que algunos anima-
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les consumidores tienen la oportunidad de discriminar no solo entre plantas in-
dividuales, sino también entre la multiplicidad de érganos no idénticos que nace
por cada una de ellas, afectados por la distribucion de la variabilidad de la recom-
pensa ofrecida por las plantas (Herrera 2009, 2017). De la misma manera, la va-
riabilidad subindividual de rasgos polipiferos podian estar relacionados con la op-
timizacion de la explotacién de recursos via “division del trabajo” dentro del indi-
viduo (Sides et al. 2014, Siefert et al. 2015). En este caso hipotético, los depreda-
dores de plumas de mar (tales como Tritonia sp. sobre Pteroeides sp. en Duncan
1998, Garcia-Matucheski & Munian 2011; o Armina sp. sobre Veretillum cyno-
morium o Ptilosarcus guerneyi en Birkeland 1974, Jones et al. 2000, Buhl-Mor-
tensen et al. 2010, entre otros) ejercerian cierta discriminacién entre colonias y
podrian del mismo modo estar influenciados por los niveles de variacion subin-
dividual, una hipétesis interesante que podria ser testada por futuros estudios en

pennatulaceos.

3.4.3 Conclusiones

En resumen, considerando que nuestros resultados deben tomarse con cautela, el
paralelismo hallado entre pennatulaceos y plantas promueve una multitud de in-
terrogantes bioldgicos. En este punto, podemos ofrecer respuestas a las preguntas
enumeradas en la Introduccion: (1) especies congenéricas de plumas de mar (por
ejemplo, Pt. grandis, Pt. grayi y Pt. inflata) difirieron con respecto a la distribu-
cién cuantitativa de la varianza poblacional dentro- y entre colonias en rasgos po-
lipiferos cuantitativos de los polipos. (2) Sin embargo, factores adicionales como
condiciones ecoldgicas contrastantes entre las diferentes areas de recoleccion po-
drian compensar y ocultar el efecto de esta distribucion. (3) De una forma similar,
las especies de Ptilella y Pennatula, similares morfolégicamente aunque filogené-
ticamente diferenciadas, mostraron diferencias en la distribucion intra- y entre
colonias de la varianza poblacional, pero no relacionadas con la agrupacion taxo-

nomica a nivel de género. Y (4), este estudio sugiere, como un paralelismo entre
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plantas y animales, que la organizacion de la variacion fenotipica en pennatulé-

ceos es bastante similar a la observada en plantas terrestres.

Este estudio por tanto sirve como un primer paso para futuros estudios que
mejoren nuestro conocimiento sobre las posibles implicaciones ecolégicas, gene-
ren criterios méas adecuados para la delimitacién de limites morfolégicos interes-
pecificos, disefios experimentales mas eficientes y, finalmente, generen nuevas e
interesantes hipotesis bioldgicas ya formuladas y discutidas en plantas, pero des-

conocidas en plumas de mar y otros organismos modulares coloniales marinos.
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In a similar way of how Herrera noted for plants (2009: 339), subindividual variation in
octocorals seems to have succumbed so far to the risk of looking and yet overlooking.

(p-0.)
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3.7 Material suplementario

Figura S3.1. Distribucion de los valores promedios (X) y componentes de la varianza de
escleritos y pélipos dentro- y entre las colonias de Ptilella grayi.
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Tabla S3.1. Resultados de la prueba de Anova aplicada al modelo basado en el CV de los
tamanfos de escleritos y pélipos para las ocho colonias de Pt. grayi. Sum sq. = Suma de
cuadrados, Gf = grados de libertad. Codigo Signif. *** = <0.001.

Escleritos Polipos
Anova Sslgh Gf | Fvalue (>P|£) i:? Sstar_n Gf | Fvalue (EE) rf:?
colonias | 60937 | 7 | 6.9474 3'8;6' wook 27545 7 | 4.6625 1'818' Hokok
Jonas 37363 . 302?;179 <_21,§e or 37.330 ) 22.3%69 1.281e- ”
Cg(')‘;’;'sa 12837 1.4635 018 53.277 |14 | 45233 3;326 ok
Residuos 18243 1;1 80676 2

Tabla S3.2. Coeficiente de variacion de las colonias de Pt. grayi. X = valor promedio, sd
= desviacion estandar; CV = coeficiente de variacion. En amarillo se resalta en valor méas
alto en cada colonia. Basado en 360 observaciones.
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Tabla S3.3. Resumen de los resultados de los analisis de los tamafios de escleritos y po-
lipos en Pt. grayi usando un modelo mixto jerarquico aleatorio completo (Ime); Ime= re-
sultados del analisis Ime; VAR = varianza; ape = resultado del analisis ape; %VAR ot =
varianza total (%); ME = error de medida. Basado en 360 observaciones.

Esclerito Polipo
VARamong VAR z0ne VARwitin | YORa | VAR- | VAR-
mong zone within
Ime VAR 2.56e-04 2.97e03 1.16e03 G.Sge- 0.9604 | 0.9216
Ime intervals 9.14e-34 - 37.97-
3.06e+29 78.40
. 32.04 -
Within Std Error 36.44
3.25e-
ape 6.75e-08 0.718 0.281 08 0.506 0.493
%VARtotal <1% 71% 28% <1% 50% 49%
ME 0.04% 16%
Repeatability 99% 84%

Tabla S3.4. Test de Levene aplicado al modelo Ime basado en el CV para el tamafio de
polipo en colonias de Ptilella y Pennatula. Sum sg. = Suma de cuadrados, GF = grados de
libertad. Cadigo Signif. : *** = <0.001; ** = <0.01.

Levene Sum sq. Gf F value Pr (>F) Signif.
Especies 338.99 S 64.0906 <2.2e-16 |***
Zonas 13.13 2 6.2073 0.0023 *x
Species: zones 17.65 10 1.6680 0.088

Residuos 266.58 252
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Tabla S3.5. Resultados del analisis emmeans en colonias de Ptilella y Pennatula. Nivel
de confianza utilizado 0.95. Error estandar = 0.266, grados de libertad = 252.

Species Zone Basal Medial Distal
emmean 5.25 5.10 6.22
Ptilella grayi Lower limit 4.73 4.58 5.69
Upper limit 5.78 5.62 6.74
emmean 3.04 3.69 3.70
Ptilella grandis Lower limit 2.52 3.17 3.18
Upper limit 3.56 4.22 4.22
emmean 2.92 3.24 4.22
Ptilella inflata Lower limit 2.40 2.72 3.70
Upper limit 3.44 3.77 4.75
emmean 2.49 2.65 2.73
P. phosphorea Lower limit 1.96 2.12 2.21
Upper limit 3.01 3.17 3.26
emmean 2.87 3.10 3.09
Pennatula sp. Lower limit 2.34 2.58 2.57
Upper limit 3.39 3.62 3.62
emmean 1.90 2.03 1.73
P. rubra Lower limit 1.38 1.51 1.21
Upper limit 2.43 2.55 2.25

Tabla S3.6. Resultados del modelo lineal de efectos mixtos en especies de Ptilellay Pen-
natula; ape = resultado del analisis ape; ME = error de medida. Basado en 540 observa-
ciones. Aprox. 95% intervalos de confianza.

VARazmong VARz0ne VARuithin
Varianza 1.39 0.35 0.67
Fixed effects 3.332
Fixed effects: intervals 2.75-3.91
ape 0.5774 0.1455 0.2769
%VAR 57% 14% 27%
ME <1% (0.00071)
Repeatability =99%
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4.1Introduccién
pesar de los esfuerzos para mejorar nuestro conocimiento de la biologia
de octocorales (ver Orejas et al. 2002, Page & Lasker 2012, Coelho & Las-
ker 2014, entre otros), muchos grupos permanecen pobremente estudia-
dos desde un punto de vista reproductivo. La informacién sobre la biolo-
gia reproductiva de las especies es esencial para comprender dindmicas poblacio-
nales y potenciales respuesta a perturbaciones (Servetto et al. 2013).

Esta falta de conocimiento limita nuestra capacidad actual para evaluar el
potencial de supervivencia de las especies, asi como otros procesos biolégicos,
como laresiliencia de la poblacién tras una reduccién en el nimero de individuos
debido a perturbaciones naturales o antropogénicas. Determinar las caracteristi-
cas reproductivas de una especie (como el esfuerzo reproductivo, el ciclo repro-
ductivo, la fecundidad, la proporcidn de sexos, los eventos de desove, etc.) no solo
mejora nuestro conocimiento de la especie en particular, sino que también nos
brinda informacién que constituye una herramienta Gtil para disefiar planes de
conservacion (Connor et al. 2003, Davies et al. 2017), asi como inferir la vulnera-
bilidad de esa especie, que a su vez afectara indirectamente a un conjunto de es-

pecies asociadas que coexisten con ella (Roberts et al. 2006).

En este sentido, los octocorales forman habitats esenciales que albergan
una importante reserva de fauna asociada (Baillon et al. 2012, Clippele et al.
2015). Los bancos o jardines de estos organismos bioconstructores a menudo se
denominan puntos calientes de biodiversidad, similares a los arrecifes de coral
tropicales (Buhl-Mortensen et al. 2010) con una alta vulnerabilidad a las pertur-

baciones naturales o antropogénicas (Roberts 2002, Carney 2005).

Entre los octocorales, las plumas de mar (Octocorallia: Pennatulacea) pare-
cen ser el grupo mas especializado, con importantes adaptaciones morfologicas,

como un pedunculo muscular que les sirve como un sistema de anclaje en fondos
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fangosos y arenosos (Kikenthal 1915, Williams 2011), donde frecuentemente ac-
tian como bioconstructores de un paisaje tridimensional bentdnico sobre el cual
se aloja unaricafauna (Baillon et al. 2012, Chimienti et al. 2018). Este importante
papel ecoldgico ha sido reconocido internacionalmente al incluir los lechos de
plumas de mar y su megafauna asociada en la lista OSPAR de especies y habitats

amenazados o en declive (Jones et al. 2000, Curd 2010).

Nuestro conocimiento sobre las caracteristicas reproductivas de las plumas
de mar ha aumentado en los ultimos 20 afios (Eckelbarger et al. 1998, Tremblay
et al. 2004, Lopes et al. 2012, Servetto & Sahade 2016, Hamel et al. 2020, Coui-
llard et al. 2021, entre otros). Gracias a estos estudios previos sabemos que los
pennatulaceos son exclusivamente gonocoricos y organismos liberadores de ga-
metos al medio, y hasta la fecha, no se ha encontrado ninguna evidencia sélida de

desarrollo larval interno o eventos de partenogénesis (Baillon et al. 2014).

Se han descrito especies de plumas de mar con una alta fecundidad, que
producen hasta 200.000 ovocitos por colonia en una temporada (Chia & Craw-
ford 1973). Se han encontrado grandes ovocitos de hasta 1.200 um de diametro
(Pires et al. 2009), lo cuales después del evento de desove y el proceso de fertili-
zacion externa, producen larvas planulas lecitotréficas que nadan activamente
antes de asentarse y metamorfosear cuando se detecta un sustrato adecuado (Chia
& Crawford 1973).

Varios patrones temporales reproductivos han sido reportados en plumas
de mar. Por un lado, los pennatulaceos de aguas poco profundas parecen seguir
principalmente un ciclo anual en el que el desarrollo de los ovocitos tarda al me-
nos 12 meses en completarse y para que los ovocitos sean liberados a la columna
de agua, en un Unico evento de desove (Tremblay et al. 2004, Edwards & Moore
2008). Como ocurrio con frecuencia en octocorales (ver Simpson 2009), este ciclo
prolongado de desarrollo de ovocitos cominmente implica la presencia de una
distribucion de frecuencias de tamafios de ovocitos bimodal (o trimodal, ver Ed-

wards & Moore 2008, 2009, Couillard et al. 2021), con una reserva constante de
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ovocitos inmaduros durante todo el afio, y otra categoria que involucra una can-
tidad menor de ovocitos de mayor tamafio que se desarrollan con el tiempo hasta
los tamafios méaximos en los cuales ellos seran emitidos (Edwards & Moore 2009,
Servetto & Sahade 2016). Por otro lado, se ha informado que algunas especies
exhiben un ciclo reproductivo “continuo” o “no estacional” (Rice et al. 1992,
Eckelbarger et al. 1998, Pires et al. 2009).

En resumen, a pesar de estos esfuerzos, la mayoria de las especies de plumas
de mar (entorno al 92%) permanecen sin explorar desde el punto de vista repro-
ductivo (Baillon et al. 2014, Servetto & Sahade 2016), algunas de las caracteristi-
cas reproductivas analizadas varian entre las especies de pennatulaceos (Baillon
et al. 2015) (por ejemplo, ciclo continuo o estacional) y existe una metodologia
compleja (por ejemplo, indices de fecundidad) dificil de aplicar a todo el conjunto
de diversas morfologias conocidas en plumas de mar (ver Williams 1995). En esta
etapa temprana de conocimiento, cualquier nueva informacion reproductiva am-

pliara nuestra comprension sobre estos organismos a veces inaccesibles.

Es conocido que el género Pteroeides Herklots, 1858 habita en un rango ba-
timétrico de 15 a 400 m de profundidad (Williams 1995, 2011). Las colonias de las
especies de Pteroeides son en su mayoria robustas y con forma de plumas, con
simetria bilateral a lo largo del raquis, el eje esta presente a lo largo de la colonia
y las hojas polipiferas estan bien desarrolladas y son rigidas debido a la presencia
de una a muchas espinas de soporte compuestas por largos escleritos tipo agujas
(Williams 1995).

Pteroeides spinosum (Ellis, 1764), la especie-tipo del género Pteroeides (ver
Williams 1995), ha sido citada principalmente en el mar Mediterraneo (Herklots
1858, Gray 1870, Kukenthal 1915, Pax & Muller 1953, 1955, 1959, Rossi 1971, Gili
& Pagés 1987, Porporato et al. 2014, Abdelsalam 2014, Topcu & Oztirk 2015),
pero también en el Océano Atlantico nororiental (Isla de Madeira, Ocafia & Wirtz
2007, Bahia de Tanger, Marshall & Fowler 1887).
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Aunqgue Pt. spinosum es una de las especies de plumas de mar descritas con
mayor antigiiedad, no existen estudios publicados sobre sus caracteristicas repro-
ductivas, quizés debido al dificil acceso a estas colonias. Solo una poblacion inde-
terminada de aguas frias de Pteroeides estudiada por Duncan (1998, tesis de Mas-
ter no publicada) ha sido registrada en la literatura. En la presente contribucion,
ofrecemos por primera vez algunas observaciones sobre el estado reproductivo de

una poblacion del noroeste Mediterraneo de la especie-tipo Pt. spinosum.

4.2 Materiales y Métodos

4.2.1 Muestreo y determinacion del sexo

Las colonias de Pteroeides spinosum aqui estudiadas fueron recolectadas en el
noroeste Mediterraneo (Cap de Creus, Espafia), utilizando una draga Rauschert
(RD) durante la campafa oceanogréfica INDEMARES VI, llevada a cabo entre
junio y julio de 2012 (Figura 4.1). EI material analizado en este estudio fue reco-
lectado entre 99 y 106 m de profundidad, en las estaciones 131 (42° 22,199’N 3°
16,887°E) y 132 (42° 20,011'N 3° 20,085E). Los especimenes fueron clasificados
y etiquetados a bordo. Las colonias se fijaron en hexametilenotetramina- tampo-
nada al 4% formalina-agua de mar. Después del periodo de fijacion (una semana),
todas las colonias se conservaron en etanol al 70%. Se examinaron dieciséis colo-
nias y se midié la longitud total de las colonias usando el software ImageJ 1.38x.
Los tamarios de las colonias oscilaron entre 73 y 138,5 mm de longitud total, y se
agruparon a priori en dos clases de tamafio (<100 mm y >100 mm de longitud

total) para comprobar posibles diferencias morfoldgicas y reproductivas.

La terminologia utilizada en la anatomia de colonias sigue principalmente
a Bayer et al. (1983). El material estudiado se deposito6 en la coleccién del grupo
de investigacion Biodiversidad y Ecologia Acuética de la Universidad de Sevilla
(BECA).

Los pdlipos fueron diseccionados y se extrajeron sus productos sexuales

para examinarlos bajo un estereomicroscopio Motic SMZ-140. Las medidas del
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Feret diametro (fD) (Flint et al. 2007) de ovocitos y espermatocistos se obtuvie-
ron utilizando un ocular calibrado. La determinacion inicial del sexo se realiz6 a
partir de la observacion de gametos (de uno o dos fragmentos diferentes hojas
polipiferas) en acido lactico, y corroborado a lo largo de la fase de conteo del es-
tudio. Los ovocitos y los espermatocistos se distinguian facilmente: los ovocitos
tenian un nucleo relativamente grande con nucléolo y una coloracién amarilla
brillante; los espermatocistos tenian un aspecto granulado con maltiples cabezas
de espermatozoides y una apariencia translicida. La desviacion de una propor-
cion de sexos 1:1 se evalubé mediante una prueba de chi-cuadrado (Zar 1984).

Figura 4.1. Area de estudio durante la campafia oceanografica INDEMARES VI. Los
puntos rojos indican las estaciones 131 (42°22,199'N 3°16,887'E) y 132 (42°20,011'N
3°20,085'E).

- 169 -



Garcia-Cardenas, F.J.
Tesis Doctoral

4.2.2 Variacion intracolonial

La longitud total del raquis de las colonias machos y hembras se dividio en
tres zonas de longitud similar, llamadas proximal, medial y distal (Figura 4.2),
para evaluar posibles diferencias en los rasgos reproductivos entre zonas, Si-
guiendo estudios previos sobre reproduccion en octocorales (ver Orejas et al.
2002, Soong 2005, Edwards & Moore 2008, entre otros).

Por un lado, se analizé la variacion intracolonial en rasgos macro-morfolo-
gicos, como la longitud de las hojas polipiferas y el nimero de autozooides por
hoja. Por otro lado, se registré el valor medio del nimero y tamafio (fD) de ovoci-
tos y espermatocistos de dos hojas polipiferas por cada zona.

En resumen, se evaluaron los efectos e interacciones de los factores “tamano”
y “zona” en las siguientes variables: (1) longitudes medias de las hojas polipiferas;
(2) promedio de pélipos por hoja; (3) promedio de ovocitos por hoja; y (4) pro-
medio de ovocitos por poélipo, también llamado fecundidad relativa potencial
(PRF, Baillon et al. 2014). Las posibles variaciones dentro y entre colonias se pro-
baron usando pruebas de homogeneidad de la varianza (Levene) y test ANOVA.

4.2.3 Tamano de gametos

Los diferentes tamafios de espermatocistos/ovocitos se clasificaron en dos cate-
gorias de tamafio, segun la distribucion del didmetro de los gametos y siguiendo
estudios previos para asegurar comparaciones adicionales (por ejemplo, Mlade-
nov & Brady 1987, McClary & Mladenov 1989, Duncan 1998, Servetto & Sahade

2016): clase de tamafio | (<300 pym), y clase de tamafio Il o grandes gametos
(>300 pm) (ver Discusién). La clase de tamafio | se considera a priori como un

estado inmaduro; y la clase de tamafio Il se considera cercana a los estados de
madurez de los gametos, que se liberarian en el evento de desove. Se obtuvo el

numero medio y porcentaje de espermatocistos/ovocitos en cada clase de tamafio
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a nivel de zona y colonia. Para determinar el estado de madurez de una determi-
nada colonia, identificamos la cohorte lider de gametos (LCO, cohorte lider de
ovocitos; LCS, cohorte lider de espermatocistos), utilizando los diez ovocitos/es-
permatocistos mas grandes de cada una, siguiendo estudios previos (Couillard et
al. 2021).

Figura 4.2. Detalles de una colonia macho (A) y hembra (B) de Pteroeides spinosum
mostrando las zonas consideradas en el raquis; C, detalles de una hoja polipifera mos-
trando la disposicién de los autozooides (az) y los grupos prominentes de espiculas (radios)
(e); D, un fragmento de una hoja polipifera mostrando el antocodia retraida de los auto-
zooides (ant) y las cavidades gastrovasculares (gc).
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4.2.4 Distribucién de frecuencias de los diametros de ga-
metos

Los datos de las medidas de espermatocistos y ovocitos se utilizaron para cons-
truir histogramas de frecuencias de didmetros, teniendo en cuenta los factores
"tamafio" y "zona" de colonia por sexo. Se llevo a cabo un analisis de conglomera-
dos para K-medias para determinar claramente los grupos "ocultos" en la nube de
puntos (Laverick et al. 2017, Nurdin et al. 2019). Se aplic6 un Analisis de Varianza
(ANOVA) unidireccional robusto para verificar estadisticamente las diferencias

entre los grupos.

4.2.5 Fecundidad

La fecundidad relativa potencial (PRF), definida como el nimero total de ovoci-
tos/ espermatocistos por pélipo, es estimada independientemente de sus tamafios
(o estados de madurez) dividiendo el nimero total de ovocitos/ espermatocistos
por hoja polipifera por el nUmero de pélipos de esa hoja (Baillon et al. 2014, 2015).
Aqui, este PRF se obtuvo utilizando las dos clases de tamafio de ovocitos. Como
el ciclo reproductivo de Pt. spinosum es desconocido, este valor debe considerarse

con precaucion hasta una futura validacion (ver Discusion).

En nuestras colonias, no fue posible determinar el nUmero de grandes ovo-
citos por pélipo (conocido como fecundidad relativa efectiva, ERF) porque las ca-
vidades gastrovasculares alargadas de los autozooides estan embebidas dentro de
las grandesy carnosas hojas polipiferas (Duncan 1998). Esto implica, en este caso,
gue la fecundidad solo puede estimarse a nivel de pélipo como PRF (Soong 2005,

ver Discusion).

Aunque también se desconoce el momento del desove y si hay uno o mas
eventos de desove, nosotros ofrecemos una estimacion especulativa a nivel de co-
lonia utilizando el esfuerzo reproductivo potencial (PRE en adelante) y el esfuerzo
reproductivo efectivo (ERE) dentro y entre nuestras colonias ( en la linea de estu-
dios previos como Baillon et al. 2014, 2015, Servetto & Sahade 2016). Estos datos
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deben considerarse con cautela cuando se comparan con los de las otras especies
presentadas en la Tabla 4.3 con un ciclo reproductivo conocido (ver Discusion).

PRE=} [promedio de ovocitos por hoja polipifera en una zona dada x N hoja po-

lipifera en esa zona] de las tres zonas.

ERE=Y [promedio de ovocitos grandes por hoja polipifera en una zona dada x N

hoja polipifera en esa zona dada] de las tres zonas.
4.2.6 Andlisis estadisticos

Las estructuras de las colonias y las dimensiones de espermatocistos/ovocitos se
midieron usando el software ImageJ 1.38x. La normalidad fue testada usando
Shapiro-Wilk y la homogeneidad de las varianzas se examiné mediante la prueba
de Levene (Servetto & Sahade 2016). Cuando no se confirmé la asuncion de nor-
malidad (por ejemplo, la distribucion bimodal de los ovocitos) y las varianzas no
fueron homogéneas, se llevé a cabo un analisis de conglomerados para K-medias
seguido de un analisis de varianza de una via robusto (ANOVA, pruebas de Welch
y Brown-Forsythe ), y luego se utilizaron pruebas de rango multiple post hoc
(como HDS Tukey) (Servetto & Sahade 2016). Los andlisis de datos estadisticos
se realizaron utilizando IBM SPSS Statistics v22 (SPSS INC., Chicago, USA).

4.3 Resultados
Todas nuestras colonias de Pteroeides spinosum estaban en estado reproductivo.
Esto es claramente perceptible en la mayoria de los especimenes porque los gran-
des ovocitos y los espermatocistos adoptaron un color distintivo en las hojas po-
lipiferas (los ovocitos maduros son de melocotdn pélido a naranja brillante, mien-
tras que los espermatocistos maduros son de color crema a amarillo) (Fig. 4.2).
Los especimenes examinados no tuvieron una desviacion significativa de una pro-

porcion de sexos 1:1 (que comprende 7 colonias machos y 9 hembras) (p = 0,617;

X2 = 0,25; df = 1).
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4.3.1 Diferencias entre clases de tamafio de colonias
Aunqgue se diferenciaron dos clases de tamafo en cada sexo [machos pequefios y

grandes (86-99 mm, 106-107 mm, p <0.05; x2 =10.32; df = 1); hembras pequefias

y grandes (73-91 mm, 101-138 mm p <0.05; x2 = 19.87; df = 1) (Tabla S4.1)], al-

gunas caracteristicas analizadas no parecian diferenciar entre ambas clases de ta-
mafo, como el nimero de hojas polipiferas por colonia (pequefas: 34-47 hojas
polipiferas; grandes: 36-60 hojas polipiferas, Tabla S4.1), la longitud media de las
hojas polipiferas o el promedio de pélipos por hoja polipifera. Solo el promedio

de ovocitos por hoja (Tabla S4.2) mostro diferencias significativas entre colonias

pequefias y grandes (p <0.05; x2=505.74; df=1). El valor mas alto de espermato-

cistos/ovocitos por hoja polipifera se alcanzé en las colonias mas grandes (1.805

espermatocistos por hojay 3.829 ovocitos por hoja) (Tabla S4.2).

Los analisis estadisticos respaldaron la idea de que dos variables depen-
dientes (longitud media de la hoja polipifera, promedio de pélipos por hoja) no
mostraron una variacion significativa entre los tamafios de las colonias. Sin em-
bargo, las otras variables (promedio de ovocitos por hoja polipifera y promedio
de ovocitos por pdlipo) si fueron Utiles para diferenciar entre algunas de las colo-
nias pequefias y grandes (p=0,018, df=8, Brown-Forsythe; p=0,001, df=8,

Brown-Forsythe). Estas colonias con diferencias significativas fueron las hembras
mas pequefas (?1, @4 y 5) con los valores méas bajos de ovocitos por hoja poli-
piferay por pélipo, y dos de las hembras méas grandes (?7 y @8) con los valores

promedios mas altos de ovocitos por poélipo (p=0,001, df=8, prueba de Brown-
Forsythe y test post hoc HSD Tukey).
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4.3.2 Variacion intracolonial

Al contrario de la variacion entre clases de tamafo, la variacion dentro de la colo-
nia o0 comparaciones entre zonas, revelaron diferencias fuertemente sustentadas
por la mayoria de los rasgos estudiados, independientemente del tamafio y sexo
de las colonias.

La zona media del raquis present6 el menor nimero promedio de hojas po-
lipiferas (g 1312, 912, 16+3; @ 13£3, 12+3 y 16+3 hojas polipiferas para las zonas
proximal, medial y distal, respectivamente), las longitudes de hoja polipifera mas
grandes (G p = 0.043; x2 = 4.06; df = 1; @ p = 0.001; x2 = 9.98; df = 1), el mayor
promedio de pélipos por hojay el mayor promedio de ovocitos por hoja ( p<0,05;
¥x2=853,43; gl=1) (Tabla S4.2). En resumen, el nUmero promedio de ovocitos (y

espermatocistos) por hoja polipifera fue mayor en la zona media y disminuyé ha-

cia los extremos proximal y distal del raquis.

En general, los promedios mas bajos se encontraron en hojas polipiferas de
la zona proximal del raquis, aunque con poca variacion con respecto a la zona
distal, teniendo la zona media los promedios més altos de ovocitos por hoja poli-
piferay valores de PRF (Tabla S4.2).

4.3.3 Tamano de gametos

Todas las hojas polipiferas observadas contenian ovocitos y espermatocistos de
diferentes tamafios probablemente como resultado de diferentes estados de ma-
duracion (como las clases de tamafio en este estudio) (Fig. 4.2). Aquellos esper-
matocistos/ovocitos mas opacos y grandes (clase de tamafio Il) se encontraron
con frecuencia en la base y parte media de los filamentos mesentéricos de los p6-
lipos, cerca de la boca. Mientras que aquellos espermatocistos/ovocitos pequefios

y transldcidos (clase de tamafio I) fueron hallados més a menudo cerca de la base
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o el extremo inferior de las cavidades gastrovasculares de los pdlipos (anclados al
extremo inferior de los filamentos), embebidos en el &rea axilar de las hojas poli-
piferas (Fig. 4.2).

En las colonias machos, se contabilizaron un total de 27.553 quistes esper-

maticos (15.499 y 12.054 quistes en las colonias pequefias y grandes, respectiva-

mente), con un rango de tamafio entre 37,50 y 668,20 um (Tabla 4.1). Indepen-

dientemente del tamafio de la colonia, el mayor nimero de espermatocistos es-
tuvo en la clase de tamafio | (19.954 quistes) y unos pocos en la clase de tamafio
11 (7.599 quistes). Las zonas medial-distal presentaron el mayor porcentaje de es-
permatocistos en clase de tamafio 11, mientras que la zona proximal presento el

mayor porcentaje de espermatocistos en clase de tamafio I, el porcentaje més bajo

en clase de tamario 11, y no se encontraron espermatocistos >500 ym (Tabla 4.1y
Tabla S4.3).

En las colonias hembras, se contabilizaron un total de 57.850 ovocitos

(21.719 y 36.131 ovocitos en las colonias pequefas y grandes, respectivamente),

con un rango de tamafio entre 25y 687,50 um (Tabla 4.1). EI mayor nimero de

ovocitos correspondio a la clase de tamafio | (37.875 ovocitos), seguida de la clase
de tamafio 11 (19.975 ovocitos). Al igual que con los espermatocistos, la zona pro-
ximal tuvo el mayor porcentaje de ovocitos en la clase de tamario I, y las zonas
media-distal tuvieron el mayor porcentaje de ovocitos en la clase de tamafio Il.
En este caso se encontrd un bajo porcentaje de ovocitos grandes en la zona proxi-
mal (Tabla 4.1y Tabla S4.3).
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Tabla 4.1. Diametros y clase de tamafio de espermatocistos y ovocitos en las colonias
examinadas de Pteroeides spinosum. Abreviaciones: T, clase de tamafio de colonia; z(s),

zona anidada al tamafio; X=promedio; LCS, promedio (+ SE) de la cohorte lider de esper-
matocistos por zona; LCO, promedio (+ SE) de la cohorte lider de ovocitos por zona (con-
sulte también la Tabla S4.3 para obtener resultados estadisticos).

4.3.4 Distribucion de frecuencias de tamainos

Las distribuciones de frecuencias de diametros de espermatocistos y ovocitos de
todas las colonias de Pteroeides spinosum se muestran combinadas en la Fig. 4.3,
e individualmente en las Figs. 4.4y 4.5. Las distribuciones de los espermatocistos

(Fig. 4.3, fila superior) revelaron una Unica gran cohorte de quistes espermaticos

pequerios, que oscilaron entre 50 y 300 um (formados principalmente por esper-

matocistos de clase de tamafio I). Esta distribucion fue similar entre las tres zonas
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dentro de la colonia (es decir, hubo sincronia), pero los valores més altos se al-
canzaron en lazona media. Esta distribucion de espermatocistos se observé en las

siete colonias machos individuales (Fig. 4.4).

Por otro lado, los ovocitos mostraron una distribucién de frecuencias de

diametros bimodal bien definida (Fig. 4.3, fila inferior), con una cohorte mas nu-

merosa de ovocitos mas jovenes (<250 pm, en clase de tamafio 1) y otra cohorte

de ovocitos grandes (>250 pym, en clase de tamafio Il) que incluia los mayores

diametros pero con las frecuencias mas bajas. Esta distribucion bimodal es man-

tenida en todas las zonas, mostrando una clarasincronizacion dentro de la colonia.

En las colonias de hembras, el analisis de conglomerados para k-medias

apoyo estadisticamente estas dos cohortes (K = 2; K;, promedio de ovocitos pe-

guefios con una media de 117,65 umy 38.551 unidades; y K2, promedio de ovocitos

grandes con una media de 454,37 umy 18.751 unidades) en las tres zonas (p <0,00;

Welch y Brown-Forsythe). Se puede ver gue las hembras de Pt. spinosum presen-
taron dos cohortes de ovocitos superpuestas con armonia sincronizada dentro de
la colonia. La segunda cohorte incluye ovocitos en etapas avanzadas de madurez.
Las colonias de hembras analizadas individualmente mostraron claramente esta
distribucion bimodal, sin diferencias entre las clases de tamafios de las colonias
(Figura 4.5). El estado de madurez de las colonias de hembras de Pt. spinosum

basado el diametro promedio de los ovocitos méas grandes (es decir, la cohorte

principal), fue similar entre las clases de tamafio y oscil6 entre 400 y 700 pm,

independientemente del nimero total de ovocitos examinados (Tabla 4.1y Figura
4.6). La relacién entre el niUmero promedio de espermatocistos y ovocitos y la al-
tura de la colonia fue positiva y mas pronunciada en las colonias machos que en

hembras (R20,6599 y R20,3421, respectivamente); de manera similar, la relacion
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entre el tamafio del ovocito de la cohorte lider (LCO) y la longitud total de la co-
lonia también fue positiva pero menos pronunciada (R2 0.1033) (Fig. 4.7).

Figura 4.3. Distribuciones de frecuencias de diametros de espermatocistos y ovocitos en
las tres zonas de todas las colonias de Pteroeides spinosum combinadas: Ki, diametro pro-
medio de ovocitos pequefios (clase de tamafio 1); K> diametro medio de ovocitos grandes
(clase de tamafio 11). Los andlisis estadisticos mostrados corresponden a las tres zonas de
colonias hembras combinadas.
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Figura 4.4. Distribuciones de frecuencias de diametros de espermatocistos de las colo-
nias machos individuales de Pteroeides spinosum utilizadas en este estudio.
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Figura 4.5. Distribuciones de frecuencias de didmetros de ovocitos de las colonias
hembras individuales de Pteroeides spinosum utilizadas en este estudio.
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Figura 4.6. Didmetro de la cohorte principal de ovocitos grandes (LCO) de las colonias
hembras individuales de Pteroeides spinosum. En rojo el rango de LCO observado en
nuestras colonias.

La fecundidad relativa potencial media (PRF) se estimé en 7 ovocitos por
polipo en las zonas proximal y distal, y 10 ovocitos por pélipo en la zona medial
en las hembras mas pequefias; mientras que en las hembras mas grandes, se en-
contraron 12-13 ovocitos por polipo en las zonas proximal y distal, y 17 ovocitos
por pélipo en la medial (Tabla S4.2). Aunque los valores mas altos se presentaron
en la zona medial del raquis, ellos no mostraron diferencias significativas con las
demas zonas (p >0.05, HSD Tukey). La relacién entre PRF y la longitud total de
la colonia utilizando las colonias individuales, aunque positiva, no mostré un

claro incremento lineal (Figura 4.8).
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Figura 4.7. Relacion entre la longitud colonial total de las colonias individuales de Pte-
roeides spinosum (azul para machos, rosa para hembras) y la cohorte principal de ovoci-
tos (LCO, negro), el nUmero medio de espermatocistos (azul) y ovocitos (rosa) por colo-

nia. En rojo el rango de LCO observado en nuestras colonias.

El esfuerzo reproductivo potencial (PRE) de nuestras colonias aument6
desde las colonias pequefias a las grandes, y desde las zonas inferiores a las supe-
riores (medial y distal) del raquis en todas las colonias examinadas (Tabla 4.2).
En los machos mas pequefios, PRE fue de 19.502 + 1.228 espermatocistos por
colonia (oscilando entre 6.611y 32.364); y en los machos mas grandes PRE fue de
35.646 *+ 1.530 espermatocistos por colonia (oscilando entre 24.308 y 46.645)
(Tabla 4.2). Las medidas de PRE tomadas dentro de la colonia, mostraron los va-
lores promedios mas bajos en la zona proximal (1.572 y 10.294 espermatocistos

por zona para machos pequefios y grandes, respectivamente).
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Figura 4.8. Relacion entre la fecundidad reproductiva potencial (azul) y la longitud co-
lonial total (negro) de las colonias hembras individuales de Pteroeides spinosum.

En las hembras mas pequefias, PRE fue 27.379 + 2.737 ovocitos por colonia
(oscilando entre 8.402 y 53.140), y en las hembras mas grandes PRE fue 73.114 +
7.090 ovaocitos por colonia (oscilando entre 26.445 a 110.283) (Tabla 4.2). Dentro
de la colonia, en ambos tamafios de colonia, los valores promedios de PRE més

altos se dieron en la zona media (16.621 y 42.802 ovocitos por zona, respectiva-

mente) (p <0,05; x2 =93.683,8; df=1), encontrandose siempre los valores de PRE

mas bajos en la zona proximal del raquis (Tabla 4.2 y Tabla S4.4).
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Tabla 4.2. Esfuerzo reproductivo en las colonias examinadas de Pteroeides spinosum.
Abreviaciones: T, clase de tamafio de colonia; X= promedio; PRE, esfuerzo reproductivo
potencial (nimero de espermatocistos/ovacitos por colonia); ERE, esfuerzo reproductivo
efectivo (nimero de espermatocistos/ovocitos grandes por colonia; espermatocistos y
ovocitos grandes = 300 um); z(s), zona anidada al tamafio.

Esfuerzo reproductivo en machos

PRE ERE
T z(s)

o]
I+
w
m

X +SE max min

proximal | 1.572 73,0 2.880 525 241 19
medial |8.060 789,6 16.666  3.466 2.404 501
distal 9.870 365,3 12.818 2.621 2.364 281
Total 19.502 1.228 32.364 6.611 |5.008 801
proximal | 10.294 388,4 13.815 6.720 1.114 149
grande |medial |14.843 1432 16.245 13.248 |4.973 553
distal 10.509 998,7 16.585 4.340 3.848 747
Total 35.646 1.530 46.645 24.308|9.946 1.448

pequefio

Esfuerzo reproductivo en hembras

PRE ERE
T z(s)
X +SE max min X +SE
proximal | 4.249 262 9,234 456 512 45

medial 16.621 1.696 26.317 6.451 4.973 1.166
distal 6.509 779 17.589 1.495 1.343 207
Total 27.379 2.737 53.140 8.402 |6.828 1.417
proximal | 9.531 1.468 19.227 4.883 2.507 787
grande |medial |[42.802 4540 61.264 10.656 |[19.142 4.786
distal 20.781 1.082 29.792 10.906 |8.227 1.299
Total 73.114 7.090 110.283 26.445 |29.876 6.871

pequefio

El esfuerzo reproductivo efectivo (ERE) aumenté desde las colonias mas pe-
guefas a las mas grandes, y fue fuertemente menor en la zona proximal del raquis
en todas las colonias examinadas. En machos, ERE fue 5.008 + 801 y 9.946 =
1.448 espermatocistos grandes por colonia para las colonias pequefias y grandes,
respectivamente. Las medidas de ERE tomadas dentro de la colonia nuevamente

mostraron los valores méas bajos en la zona proximal (proximal < medial=distal)
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(Tabla 4.2). En las hembras, ERE fue 6.828 +1.417y 29.876 + 6.871 grandes ovo-
citos por colonia para las colonias pequefias y grandes, respectivamente. Dentro
de lacolonia, en ambos tamafios coloniales, la zona media tuvo significativamente

los valores maés altos de ERE (4.973 y 19.142 ovocitos por zona, respectivamente)

(p <0.05; x2=24.031; df =1) (Tabla 4.2 y Tabla S4.4).

En resumen, una de nuestras colonias hembras de Pt. spinosum mas gran-
des pueden contener hasta 110.000 ovocitos, pero quizas sélo el 27% (~30.000)
alcance un estado maduro.

4.4 Discusion

A pesar de que un programa de muestreo anual no fue factible desde un punto de
vista logistico para este estudio, especialmente dificil cuando se estudian especies
bentdnicas de aguas profundas (como las profundidades mesoféticas), la infor-
macion relevante desde una sola muestra o de un nimero limitado de ejemplares
de poblaciones de plumas de mar, puede contribuir a mejorar nuestro conoci-
miento actual sobre la biologia reproductiva de estas especies (ver Chia & Craw-
ford 1973, Eckelbarger et al. 1998).

Muchas de las caracteristicas reproductivas observadas en nuestras colo-
nias de Pteroeides spinosum son compartidas con la poblacién de Pteroeides sp.
estudiada por Duncan (1998) de Fiorland (Nueva Zelanda), asi como con otros
pennatulaceos mediterraneos (como Veretillum cynomorium, ver Lopes et al.
2012) y alcionaceos como Eunicella singularis, Paramuricea clavata, Alcyonium
acaule o Alcyonium coralloides (ver Theodor 1967, Weinberg & Weinberg 1979,
Coma et al. 1995a, b, Fiorillo et al. 2013, Quintanilla et al. 2013). Todos ellos te-
nian espermatocistos y ovocitos de diferentes tamafios correspondientes a dife-
rentes estados de madurez, asi como una distinguible distribucién de tamafios de
ovocitos bi- o tri-modal y un alto esfuerzo reproductivo a nivel de colonia. En

nuestras colonias no se observé ningun signo de hermafroditismo ni fecundacién
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interna, como también se supone en el resto de pennatuldceos (Baillon et al. 2014,
2015).

En estudios de poblacion es bien conocida la importancia de la distribucién
espacial y la proporcién de colonias machos y hembras (ver Simpson 2009). Cier-
tos autores han reportado que el mayor porcentaje de fecundacién se da en una
poblacién con ambos sexos (Benayahu & Loya 1983, Brazeau & Lasker 1992, Co-
ffroth & Lasker 1998) y con una relacion cercana a 1:1 (Coma et al. 19954, b, Pires
et al. 2009). Las colonias examinadas en el presente estudio mostraron gonoco-
rismo e igualdad en la proporcién de sexos, en linea con la mayoria de las especies
de pennatuléaceos estudiadas (Rice et al. 1992, Edwards & Moore 2008, Baillon et
al. 2014, 2015, Hamel et al. 2020, Couillard et al. 2021).

4.4.1 Influencia del tamano de colonia

Teniendo en cuenta que se necesitan mas analisis estadisticos (ver Hamel et al.
2020, Couillard et al. 2021), y aunque a priori se observaron diferentes clases de
tamafio en nuestros especimenes recolectados de Pt. spinosum, la mayoria de las
caracteristicas analizadas aqui no respaldaron diferencias significativas entre las
clases de tamafio pequefo y grande consideradas (Tabla S4.2), estdndo todas las
colonias en estado reproductivo (Figs. 4.6 y 4.7). Sin embargo, dos caracteristicas,
el promedio de ovocitos por hoja polipifera y el promedio de ovocitos por pélipo
(fecundidad), permitieron la diferenciacion entre algunas colonias mas pequenias,
con los valores mas bajos. En este sentido, la relacion entre la fecundidad (PRF)
y la altura de la colonia examinada usando datos de las colonias individuales (Fig.
4.8) fue positiva aunque menos pronunciada que en otras especies (ver Hamel et
al. 2020 para Umbellula encrinus). Esta influencia del tamafio de la colonia en el
esfuerzo reproductivo también se informo en otras plumas de mar (ver Baillon et
al. 2015 para Balticina finmarchica). Quizas un aumento considerable de colo-
nias de Pt. spinosum ofreceria una relacién mas precisa entre los factores altura

de la coloniay PRF.
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4.4.2 Diametro de ovocitos

Al igual que otros octocorales, las plumas de mar muestran, dentro de un mismo
autozooide, diferentes diametros de ovocitos (o0 espermatocistos) que correspon-
derian a diferentes estados de madurez (Chia & Crawford 1973, Servetto & Sahade
2016). Sin embargo, estudios previos sobre el ciclo reproductivo de pennatulaceos
con hojas polipiferas, como Ptilosarcus, Pteroeides (incluido nuestro estudio ac-
tual) y Pennatula, informaron que se requiere un esfuerzo enorme y, a menudo,
infructuoso para tratar de separar los autozooides individualmente para evaluar
sus productos sexuales (ver la disposicion de los autozooides dentro de las hojas
polipiferas, Fig. 4.2C-D).

Levitan (1993, 1996) argumento que los ovocitos grandes serian un objetivo
mas facil para los espermatozoides, aumentando la probabilidad de fecundacion.
Esto también parece verse favorecido por la liberacion de espermatozoides en
forma de quistes en la columna de agua (Eckelbarger et al. 1998). El diametro
méximo de los ovocitos en plumas de mar oscilé entre 300 pm en Virgularia jun-
cea y 1.200 um en Anthoptilum murrayi (ver Tabla 4.3). En nuestro estudio, y
asumiendo que el mayor didmetro de espermatocito y ovocito de nuestras colo-
nias es el mayor didmetro en el momento del muestreo, el mayor didmetro de
ovocito observado fue de 687 um, ligeramente mayor a los registrados por Duncan
(1998) para Pteroeides sp. (550 um). Como ocurrio en estudios previos (por ejem-
plo, Mladenov & Brady 1987, McClary & Mladenov 1989), Duncan (1998) mostré
como los diferentes tamafios de ovocitos encontrados dentro de los pélipos de
Pteroeides sp. correspondian a diferentes estados de desarrollo y se clasificaron

en cinco estados de madurez: estado | (post-desove, unos pocos ovocitos maduros
grandes remanentes, <250 ym); estado Il (crecimiento temprano, ~100 ym); es-
tado Il (ovocitos previtelogénicos, 100-200 um; y ovocitos vitelogénicos, >200 u
m); estado V-V (ovocitos maduros, de 300 a 520 um; vy listos para desovar, >300

pum) (Duncan 1998: fig. 5.2). Entonces, estos estados de desarrollo de ovocitos
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pueden resumirse en estados inmaduros o remanentes (<250 ym) y estados ma-
duros (>250 ym) y son consistentes con nuestras clases de tamafo de ovocitos
(ovocitos pequefios <300 pm y ovocitos grandes >300 ym). Sin embargo, para

validar esta asuncion, el ciclo reproductivo completo en Pt. spinosum debe ser
conocido. Esta relacion entre el tamafio de los gametos y su estado de desarrollo
también ha sido documentada en otras plumas de mar (Servetto & Sahade 2016,
Couillard et al. 2021).

Teniendo en cuenta que los tiempos de desarrollo de los ovocitos de Pt. spi-
nosum aun se desconocen, similares tipos de ovocitos de gran didmetro se han
relacionado con largos periodos de desarrollo (Orejas et al. 2002). Los ovocitos
grandes también parecen estar relacionados con una mayor supervivencia de las
larvas, proporcionando un alto contenido nutricional esencial para las larvas le-
citotroficas (Chia & Crawford 1973). Aunque no se ha observado directamente, el
tamafio de los ovocitos en Pt. spinosum es lo suficientemente grande para facilitar
el desarrollo lecitotréfico, como se sugirié para Ptilosarcus guerneyi (687 um) y
Kophobelemnon stelliferum (800 um) (Chia & Crawford 1973, Rice et al. 1992).
Nunca se observaron larvas en las cavidades gastrovasculares de los pélipos de
nuestras colonias de Pt. spinosum. Tras determinar el didametro de la cohorte lider
de ovocitos (LCO) en todas las colonias individuales Pt. spinosum (véanse las Figs.
4.6y 4.7), la distribucion de tamafio de estos LCO no discrimind entre colonias
en diferentes estados de madurez, todas las colonias hembras tenian LCO >400
pum, por lo que no seguian la relacion LCO:altura de la colonia presentada en co-
lonias de Pennatula aculeata (Couillard et al. 2021). Quizas nuevas capturas que
aumenten considerablemente las colonias a examinar puedan ofrecer informa-

cion adicional en este caso.
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4.4.3 Variacion intracolonial

En octocorales, la variacién intracolonial en las caracteristicas reproductivas se
ha documentada ampliamente como una contribucion diferencial de los pélipos
segun su ubicacién dentro de la colonia (Brazeau & Lasker 1990, Soong & Lang
1992, Coma et al. 19954, b, Brito et al. 1997, Orejas et al. 2002, entre otros).

Algunos estudios en pennatulaceos determinaron un aumento lineal en la
contribucién reproductiva de los polipos ubicados desde las zonas proximales a
las superiores (medial y distal), apareciendo cominmente los primeros vacios de
productos reproductivos (por ejemplo, F. quadrangularis en Edwards & Moore
2009; A. grandiflorum en Baillon et al. 2014; B. finmarchica en Baillon et al.
2015, M. daytoni en Servetto et al. 2013, Servetto & Sahade 2016, P. aculeata en
Couillard et al. 2021). Sin embargo, la fecundidad media estimada mas alta en
Virgularia juncea se encontré en la zona media (Edwards & Moore 2009), al igual
gue ocurrié con nuestras colonias de Pt. spinosum, en las que las caracteristicas
como la longitud de las hojas polipiferas, el promedio de po6lipos por hoja y el
promedio de ovocitos por hoja, alcanzaron los valores mas altos en la zona media
del raquis, disminuyendo hacia ambos extremos. Algunas colonias machos de Pt.
spinosum mostraron ligeras diferencias entre las zonas medial y distal, pero con
una contribucién similar. En este caso, el menor nimero de espermatocistos por
hoja polipifera fue compensado por un mayor nimero de hojas y mas congestio-
nadas en la porcidn distal del raquis. Por un lado, la mayor contribucion repro-
ductiva en las zonas medial-distal podria estar relacionada con el mayor nimero
y tamafo de autozooides y hojas polipiferas en estas zonas, en comparacién con
las hojas polipiferas mas cortas que a menudo contienen autozooides menos desa-
rrollados, como se sugirié previamente para otras especies de pennatulaceos. Por
otro lado, el acceso a los recursos nutritivos que caen desde las capas superiores
del agua por parte de los autozooides situados en la zona medio-distal puede apor-

tar mas materiay energia que la obtenida, en calidad y cantidad de particulas, por
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los autozooides situados en las hojas polipiferas inferiores (Edwards & Moore
2008, Baillon et al. 2014).

4.4.4 Distribucidén de frecuencias de diametros de ovoci-
tos

Es comunmente aceptado en los octocorales que una distribucion de frecuencias
en dos grupos de tamafio de ovocitos claramente definidos representa la super-
posicién de dos cohortes: la primera cohorte reline ovocitos inmaduros y se man-
tienen practicamente durante todo el afio; la segunda cohorte, relne un pool de
ovocitos menos numeroso en diferentes grados de madurez, formado el afio ante-
rior y que serd liberado en esa temporada, a menudo durante una noche (Orejas
et al. 2007; Simpson 2009). Como alternativa, se ha discutido la posible ocurren-
cia de una distribucion trimodal de tamafios ovocitos para algunas especies de
pennatulaceos (ver Edwards & Moore 2008, Couillard et al. 2021). En el ciclo re-
productivo de Pteroeides sp. los ovocitos maduros solo estuvieron presentes de
febrero a abril (correspondiente al verano y otofio), con muy pocos ovocitos re-
manentes sin desovar observados en mayo (finales de otofio) (Duncan 1998). Esto
significa que entre finales del verano y otofio, casi todos los ovocitos vitelogénicos
maduraron y fueron desovados. Paralelamente, Duncan observé una cohorte de
ovocitos inmaduros en todas las capturas realizadas a lo largo de los dos afnos.
Aunque, como se Vvio antes, los periodos de desarrollo de los ovocitos en Pt. spi-
nosum aun se desconocen, nuestros resultados basados en colonias recolectadas
aprincipios de veranoy con un alto porcentaje de ovocitos grandes, siguen la linea
de desarrollo observada en Pteroeides sp. por Duncan (1998) (ver mas abajo). La
distribucion de frecuencias del didmetro de ovocitos para cada colonia individual
no revel6 la presencia potencial de un tercer “pico” modal (como ocurrid, por
ejemplo, en P. aculeata, véase Edwards & Moore 2008, Fig. 2), sino que la distri-
bucién bimodal fue constante en todas las colonias examinadas, como ocurrié en

Pteroeides sp. (Duncan 1998).
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4.4.4 Fecundidad

En la mayoria de los organismos marinos invertebrados sésiles, la fecundidad a
menudo se determina indirectamente a partir de los recuentos de ovocitos pre-
sentes, con la asuncidn de que todos o la mayoria se conviertirdn en descendientes
viables (Brazeau & Lasker 1989, Benayahu & Loya 1983, Langton et al. 1990). De
acuerdo con otros autores (por ejemplo Duncan 1998), aqui consideramos mas
apropiado a nivel de colonia el término esfuerzo reproductivo, ya que no fue po-

sible evaluar el nimero real de larvas producidas.

El promedio de la fecundidad relativa potencial (PRF) de nuestro Pt. spino-
sum (que oscil6 entre 7 y 17 ovocitos por pélipo) mostré un rango similar al de
otros pennatulaceos, como Renilla koellikeri (7-8 ovocitos por pélipo, Tremblay
et al. 2004).

Cuantificar los diferentes estados de madurez de los ovocitos dentro de la
colonia ofrece informacion mas confiable sobre el estado reproductivo de la colo-
nia y su esfuerzo reproductivo (Servetto & Sahade 2016). Sin embargo, las com-
paraciones con estudios reproductivos previos deben hacerse con cautela porque
algunos datos se basan en el esfuerzo reproductivo potencial (PRE) (por ejemplo
Tremblay et al. 2004, Soong 2005, Pires et al. 2009), mientras que otros no in-
cluyeron ovocitos inmaduros en sus estimaciones de fecundidad (ERE) (por ejem-
plo, Chia & Crawford 1973, Tyler et al. 1995; Baillon et al. 2014, Hamel et al. 2020)
(ver Tabla 4.3). Ademas, algunas de estas especies tienen examinado el ciclo re-
productivo completo, mientras que otras se basan en muestreos escasos 0 pun-
tuales (Chia & Crawford 1973, Eckelbarger et al. 1998). Nuestras colonias de Pt.
spinosum mostraron valores de ERE similares a los de Pteroeides sp. (Duncan
1998). Sin embargo, sin un programa de muestreo estacional, las inferencias so-
bre los estados de madurez colonial y los eventos de desove en Pt. spinosum debe
seguir siendo especulativos. Muestreos futuros de esta poblacion en diferentes es-
taciones podrian ofrecer mas informacién sobre el ciclo de maduracién y verificar

los eventos de desove con mayor precision.
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Tabla 4.3. Estudios reproductivos en Pennatulacea. Tenga en cuenta que el valor de ERE
corresponde a ECF en otros estudios (Baillon et al. 2014, 2015). Abreviaciones: PRE, es-
fuerzo reproductivo potencial; ERE, esfuerzo reproductivo efectivo. Los datos de PRE y
ERE deben tomarse con cautela cuando se comparan especies con diferentes periodos de
muestreo.
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4.7 Material Suplementario

Tabla S4.1. Clases de tamafio de colonia y nimero total de hojas polipiferas en las colo-
nias examinadas de Pteroeides spinosum. Colonias en estado conservado.

MACHOS HEMBRAS
cod. . total n ho- . .
5 longitud . cod. colo- longitud total n hojas
tamarfio | colo- jas . L
. (mm) L nia (mm) polipiferas
nia polipiferas
gl 86.15 37 Q1 73.80 35
pequefio g2 87.51 41 Q2 77.00 47
J3 92.66 40 @3 82.10 38
g4 97.15 36 Q4 86.20 34
g5 99.18 42 @5 91.20 36
grande g6 106.30 36 Q6 101.00 37
g7 107.20 43 Q7 120.00 60
?8 138.00 38
?9 138.50 46

Tabla S4.2. Variacién intracolonial en las colonias examinadas de Pteroeides spinosum.
Abreviaciones: T, tamafio de colonia; z(s), zona anidada al tamafio; L, longitud media de
la hoja polipifera (mm); x=promedio; P, promedio de pdlipos por hoja; M, valor promedio
de espermatocistos u ovocitos por hoja; PRF (fecundidad relativa potencial), nimero de
ovocitos por poélipo.
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Tabla S4.3. Resultados de los andlisis estadisticos de la Tabla 1. Abreviaciones: Prox.,
zona proximal; M-D, zona medial-distal; N, nimero medio de espermatocistos/ovocitos;
D, didametro medio de los espermatocistos/ovocitos; LC, cohorte lider.

Machos Hembras
Prox. M-D P df X2 Prox. M-D P df X2
1986 5895 <0,001 1 3303 | 5.079 11923 <0,001 1 9062
168,0 207,0 <0,001 1 17 169,2 229,7 <0,001 1 18,04
LC 4122 4912 <0,001 1 24 600,1 580,9 0,289 1 1,12
% clase-
5 86,95 69,65 0,02 1 559 | 81,50 65,17 0,03 1 5
tamano |
% clase-
13,05 30,98 <0,001 1 11 18,50 34,78 0,004 1 8
tamaifio Il

Tabla S4.4. Resultados de los analisis estadisticos de la Tabla 4.2. Abreviaciones: Prox.,
zona proximal; M-D, zona medial-distal; P-D, zona proximal-distal; PRE, esfuerzo repro-
ductivo potencial (nUmero de espermatocistos/ovocitos por colonia); ERE, esfuerzo re-
productivo efectivo (nUmero de espermatocistos/ovocitos grandes por colonia; esperma-
tocistos y ovocitos grandes > 300 um).

Machos Hembras
pequefio grande P daf  x2 pequefio  grande P df X2
PRE 19.502 35.646 <0,001 1 3695 27.379 73.114 <0,001 1 15848
ERE 5.008 9.946 <0,001 1 1095 6.828 29.876 <0,001 1 10300
Prox. M-D P df  x? Prox. M-D P df X2
PRE 5.933 10.820 <0,001 1 5977 6.890 21678 <0,001 1 18834
ERE 677.5 3.397 <0,001 1 2502 1.509 8421 <0,001 1 10790
P-D Medial P df  x2 P-D Medial P df X2
PRE 8.061 11451 <0,001 1 1475 10.268 29.712 <0,001 1 53853
ERE 1.892 3.688 <0,001 1 1746 3.147 12.058 <0,001 1 37484




5.0 Estudio de reproduccién acoplado a crecimiento

CAPITULO QUINTO

5 ESTUDIO DE REPRODUCCION ACO-
PLADO A CRECIMIENTO

Reproductive traits associated with
the age of deep-water pennatulacean
Anthoptilum murrayi Kolliker, 1880,

from Iceland (North Atlantic)

Francisco J. Garcia-Cardenas?! and Pablo J. L6pez-Gonzélez!

IBiodiversidad y Ecologia Acuética. Departamento de Zoologia, Facultad
de Biologia, Universidad de Sevilla, Reina Mercedes 6, 41012 — Sevilla, Es-
pana

(FJG-C) (corresponding author) E-mail: frangarca@us.es. ORCID-iD:

0000-0002-1503-9552
(PJL-G) E-mail: pjlopez@us.es. ORCID-iD: 0000-0002-7348-6270

Enviado a Marine Biology Research

- 201 -



Garcia-Cardenas, F.J.
Tesis Doctoral



5.0 Estudio de reproduccién acoplado a crecimiento

5.1Introduccion
a fauna de aguas profundas sigue siendo poco conocida, a pesar de los
esfuerzos internacionales colectivos para mejorar nuestro conocimiento
general, especialmente aquellos dirigidos a los octocorales que habitan
en el fondo (Packer & Dorfman 2010, Christopher & Lasker 2012). Algu-
nos de estos esfuerzos fueron el resultado de las campafas de investigacion
BIOICE (Invertebrados bénticos de aguas islandesas) llevados a cabo durante mas
de una década, gracias a los cuales se proporcionaron abundantes especimenes,
asi como datos ecologicos y bioldgicos sobre la fauna de aguas profundas de Is-
landia (Sigvaldadéttir et al. 2000, Omarsdottir et al. 2013).

La informacidn sobre las caracteristicas biolégicas de los octocorales de
aguas profundas, como la longevidad, la tasas de crecimiento o la fecundidad,
permanecen escasamente explorados desde perspectivas bioldgicas y ecoldgicas
(ver Benayahu & Schleyer 1998, Orejas et al. 2002, Kahng et al. 2011, Watling et
al. 2011, entre otros). Sin embargo, esto es necesario para lograr una evaluacién
adecuada de su salud ecoldgica, dindmica poblacional y posibles respuestas a las
perturbaciones que ocurren en profundidad (Clippele et al. 2015, Servetto &
Sahade 2016, Chimienti et al. 2018), asi como para disefar futuros planes de con-
servacién mas precisos (Roberts 2002, Connor et al. 2003, Carney 2005, Davies
et al. 2017). Por lo tanto, existe la necesidad de mejorar nuestro conocimiento
acerca de las caracteristicas esenciales de los grupos menos estudiados, primero
desde un punto de vista bioldgico, pero también porque ello contribuira a com-
prender su vulnerabilidad en un contexto de impactos humanos crecientes, como

la destruccion de los habitats y el cambio climatico.

Las caracteristicas biolégicas como la longevidad y las tasas de crecimiento
se han estudiado con frecuencia en los octocorales, a veces relacionadas con fac-
tores ambientales como la profundidad y la salinidad de la superficie (Neves et al.
2018b) o con el éxito reproductivo (Benayahu 1982, Benayahu & Loya 1986). Por
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ejemplo, algunos corales de aguas profundas han sido reconocidos como organis-
mos de crecimiento lento y alta longevidad (Grigg 1974, Risk et al. 2002, Matsu-
moto 2004, Roark et al. 2005, Gass & Roberts 2006, Brooke & Young 2009,
Sherwood & Edinger 2009). Sin embargo, en uno de los grupos mas representa-
tivos de octocorales de aguas profundas como son las plumas de mar (Octocorallia:
Pennatulacea), esta informacion relevante permanece aln poco conocida a pesar
de sus implicaciones ecoldgicas, y su posible papel en la toma de decisiones para
reforzar el estado de conservacién de los fondos que ellos habitan (ver Murillo et
al. 2018).

Las plumas de mar, probablemente el grupo octocoral méas especializado,
exhiben distintas adaptaciones morfolégicas (por ejemplo, un pedinculo muscu-
lar) (Kukenthal 1915, Williams 2011), y con frecuencia actlian como un biocons-
tructor tridimensional del paisaje benténico sobre el cual se aloja una rica fauna
(Baillon et al. 2012, Chimienti et al. 2018). EI Orden Pennatulacea incluye mas de
200 especies (Garcia-Cardenas et al. 2019, Li et al. 2021, Lépez-Gonzalez & Dre-
wery 2022), la mayoria de ellas siendo consideradas como taxones de aguas pro-
fundas (aquellas que habitan entre 400 y >6.000 m profundidad, ver Williams
2011, 2015), y los hébitats que ellos ayudan a conformar estan incluidos en la lista
OSPAR (Jones et al. 2000, Curd 2010). A pesar de este reconocido valor ecoldgico,
todavia se sabe poco sobre caracteristicas esenciales como las tasas de creci-
miento, la longevidad y las caracteristicas reproductivas de la mayoria de las es-

pecies de pennatulaceos descritas (Lopes et al. 2012, Servetto & Sahade 2016).

El eje interno no ramificado a lo largo de la colonia constituye la principal
estructura de soporte de la gran mayoria de las plumas de mar (Williams 1995), y
puede revelar en secciones transversales anillos de crecimiento formados por
bandas oscuras y claras alternas (Wilson et al. 2002, Neves et al. 2015, 2018a).
Aunque el eje puede presentar diversos grados de desarrollo (e incluso puede es-

tar ausente) (LOpez-Gonzalez et al. 2000), cuando existe, puede mostrar anillos
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de crecimiento claramente distinguibles cuya periodicidad de formacion se con-
firmo que are anual (Sherwood et al. 2008), como ocurre en otros octocorales
(Andrews et al. 2002, Marschal et al. 2004, Sanchez et al. 2004, Soong 2005,
Tracey et al. 2007) y plumas de mar (Neves et al. 2015, 2018b, Hamel et al. 2010).
Como se revel6 en estudios previos (ver Wilson et al. 2002), la longitud total de
la colonia no deberia usarse para determinar las tasas de crecimiento, porque el
eje de los pennatulaceos crece en dos direcciones opuestas (hacia arriba y hacia
abajo) comenzando en el limite raquis-pedunculo, cada uno con su respectivo
ritmo de crecimiento (més lento a nivel del peddnculo) (ver Wilson et al. 2002).
Un conocimiento preciso de las tasas de crecimiento del raquis es mas util para
correlacionar los datos de clase de tamafio de una determinada poblacién de plu-
mas de mar con los datos de clase de edad, evitando cualquier dafio al espécimen
y a la poblacion (ver arriba). Ademas, determinar la estructura de edad poblacio-
nal puede ser Gtil para comprender su éxito ecoldgico, su capacidad de recupera-
cion después de una perturbaciéon externa (resiliencia), para estimar su mortali-
dad natural o total, asi como para inferir la tasa de supervivencia de la poblacion
en un entorno determinado (Servetto et al. 2013, Murillo et al. 2018, Neves et al.
2018b).

El género Anthoptilum (Anthoptilidae) tiene un rango batimétrico de 155 a
3.150 m de profundidad (Williams 1995, 2011). Anthoptilum presenta colonias
alargadas y en forma de latigo, con simetria bilateral en el raquis, sin hojas poli-
piferas ni escleritos. La colonia esta sostenida por un eje interno a lo largo de la
misma (redondeado a algo cuadrangular en seccion transversal) (Williams 1995)
gue muestra anillos de crecimiento en secciones transversales (Neves et al.
2018a).

Una de las especies mas citadas de este género es Anthoptilum murrayi
Kolliker, 1880, que aparentemente muestra una amplia distribucion reportada

desde los océanos Artico, Atlantico e indico, hasta aguas profundas alrededor de
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Nueva Zelanda y Australia (Jungersen 1904, Tixier-Durivault & D' Hondt 1974,
Cryer et al. 2002, Mortensen et al. 2008, Pires et al. 2009). A pesar de su amplia
distribucién, se sabe muy poco sobre sus caracteristicas bioldgicas, como el creci-
miento, la longevidad o las caracteristicas reproductivas. Por otro lado, Pires et al.
(2009) estudiaron la biologia reproductiva de una poblacion de A. murrayi del
suroeste Atlantico y sugirieron la probable presencia de actividad reproductiva
continua, en lugar de un patron reproductivo estacional, en contraste con la ma-
yoria de los pennatulaceos estudiados (Baillon et al. 2014, 2015, Hamel et al.
2020, Couillard et al. 2021).

El presente estudio explora las relaciones entre la edad (y las tasas de creci-
miento) y algunos rasgos de la biologia reproductiva de una poblacion de aguas
profundas de Anthoptilum murrayi del noreste Atlantico (frente al sur de Islan-
dia). Nuestros resultados se discuten con la informacion disponible sobre A. mu-
rrayi (incluyendo el patrén reproductivo propuesto), asi como las otras especies

de plumas de mar.

5.2 Materiales y Métodos

5.2.1 Muestreo y determinacion del sexo

Las colonias de Anthoptilum murrayi aqui estudiadas se recolectaron frente al
sur de Islandia (noreste Atlantico) utilizando una pequefia red de arrastre de
fondo cientifica (como la red de arrastre Agassiz) durante las campafias de inves-
tigacion BIOICE, realizadas entre 1991 y 2004. El area de estudio global de este
importante programa, recolectando muestras por toda Islandia, tuvo un rango
batimétrico entre 1.016 y 2.085 m de profundidad, sobre un fondo de arena fan-
gosa, y entre 2,40°C y 3,99°C (Sigvaldadéttir et al. 2000). ElI material analizado
en este estudio fue recolectado en la estacion 303 (62°51.71'N 14°41.37'W) a 1.726
m de profundidad, el 11 de julio de 1997, presumiblemente antes del evento de
desove (ver Pires et al. 2009) (Figura 5.1). Los especimenes fueron clasificados y

etiquetados a bordo. Las colonias se fijaron en hexametilentetramina tamponada
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con 4% formalina-agua de mar. Tras del periodo de fijacion (una semana), todas
las colonias se conservaron en etanol al 70%. Se recolectaron més de 100 especi-
menes y se seleccionaron y examinaron dieciocho colonias (nueve hembras y
nueve machos) para el presente estudio. Las longitudes totales de las colonias, asi
como las longitudes parciales del raquis y del pedinculo, se midieron utilizando
el software ImageJ 1.38x. Las colonias oscilaron entre 112 y 333 mm de longitud
y se agruparon inicialmente en tres clases de tamafno: pequefas (112-140 mm),
medianas (212-246 mm) y grandes (270-333 mm) (Figura 5.2A, Tabla S5.1).

La terminologia utilizada en la anatomia de colonias sigue principalmente
a Bayer et al. (1983). El material estudiado se deposit6 en la coleccién del grupo
de investigacion Biodiversidad y Ecologia Acuética de la Universidad de Sevilla
(BECA), aunque el resto de las muestras (>100 colonias) se depositaran en el Mu-

seo islandés de Historia Natural de Reykjavik (Islandia).

Figurab5.1. Estacion de muestreo durante los campafias oceanograficas BIOICE (Islandia)
en la que se recogieron las colonias de Anthoptilum murrayi Kélliker, 1880 (punto rojo).
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La diseccion de colonias y polipos (autozooides, Figura 5.2C, D) se realiz6
bajo un estereomicroscopio Motic SMZ-140. La determinacion del sexo se realizo
mediante la observacion de gametos reproductivos en acido lactico utilizando 1-2
autozooides en mas de 100 colonias. Los ovocitos tenian un nucleo relativamente
grande con nucléolo, y una coloracion amarillo brillante, mientras que los esper-
matocistos tenian un aspecto granulado con multiples cabezas espermaticas y una
apariencia translucida. La desviacién de una proporcion de sexos 1:1 se evalué
mediante una prueba de Chi-cuadrado (Zar 1984). Las medidas del Feret diame-
tro (fD) (Flint et al. 2007) de ovocitos y espermatocistos se obtuvieron utilizando

un ocular calibrado.

5.2.2 Variacion intracolonial

El raquis de las colonias machos y hembras de A. murrayi se dividié en tres zonas
de longitud aproximadamente similar, llamadas proximal, medial y distal (Figura
5.2B), para evaluar posibles diferencias en algunos rasgos reproductivos entre zo-
nas, siguiendo estudios previos sobre reproduccion en octocorales (ver Orejas et
al. 2002, Soong 2005, Edwards & Moore 2008).

Se evaluaron los efectos e interacciones de los factores “tamafio” y “zona”
de la colonia en las siguientes variables: por un lado, se analizaron la variacién
intracolonia en rasgos macro-morfol6gicos, como el tamafio del autozooide (lon-
gitud y diametro) y el nUmero de autozooides por zona; por otro lado, se registra-
ron los promedios (xSE) del nimero y diametro de ovocitos y espermatocistos de
diez pélipos en cada zona. Las posibles variaciones dentro y entre las colonias de
A. murrayi fueron testadas utilizando pruebas de homogeneidad de varianza (Le-
vene) y andlisis de la varianza de una via (ANOVA). Se utilizaron pruebas post hoc

de rango multiple (por ejemplo, test de Tamhane) (Servetto & Sahade 2016).
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Figura 5.2. Morfologia externa de Anthoptilum murrayi. A, Las tres clases de tamafio
(pequefio, mediano y grande). B, Zonacién intracolonial con el raquis dividido en tres zo-
nas de longitud aproximadamente similar, llamadas proximal, mediay distal. C, Imagenes
de MO y SEM de autozooides (Az) y sifonozooides (Sz) en el raquis.

- 209 -



Garcia-Cardenas, F.J.
Tesis Doctoral

5.2.3 Conteo de anillos y estimaciones de la tasa de cre-
cimiento

El tejido blando que rodea el eje axial de las colonias de A. murrayi se eliminé
facilmente. El didmetro a lo largo del eje se midié en cada segmento de 10 mm
con un micrémetro (calibre digital) con una precision de 0,05 mm. El segmento
més ancho de cada colonia se corté con una amoladora Dremel® en 3-4 secciones
transversales (entre 0,5y 2,0 mm). Las secciones se montaron en portaobjetos
petrograficos embebidos en una resina termoestable LR White. Cada seccion
montada fue pulida (hasta un grosor de aproximadamente 0,032 mm) utilizando
una maquina pulidora Discoplan-TS (Wilson et al. 2002) y se controlé regular-

mente bajo un microscopio éptico.

Algunas muestras se sumergieron en acido férmico al 5% durante un tiempo
gue variaentre 5y 10 segundos para degradar parcialmente el componente CaCOs3
de los anillos de crecimiento y permitir una facil observacion bajo SEM. Estas
secciones fueron montadas en pins, recubiertas con oro-paladio bajo un Leica
ACEG600, y observadas con un Zeiss EVO SEM en el Servicio General de Investi-

gacion de Microscopia de la Universidad de Sevilla.

Bajo el microscopio éptico, los anillos de crecimiento eran evidentes como
parejas, cada una consistente en una banda translicida y otra banda opaca adya-
cente. Por cada seccion, se contd varias veces el nUmero de anillos en tres dias no
consecutivos, considerandose el valor medio como el niumero definitivo de anillos
para cada colonia (Wilson et al. 2002, Neves et al. 2015). Las secciones transver-
sales se fotografiaron bajo un microscopio Leica DMLB. Estas iméagenes se anali-
zaron usando el software de imagenes imageJ (Schneider et al. 2012) y se registro

tanto el diametro maximo como el nimero de anillos.

En general, las tasas de crecimiento diametral y lineal (DGR y LGR, respec-
tivamente) se estimaron utilizando el promedio del didmetro del eje mayor y la
longitud del raquis a lo largo del eje, respectivamente, divididas por el nimero de

anillos (Neves et al. 2015). Se calcularon los intervalos de crecimiento para el
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cambio en el tamafo de colonia, desde el tamafio pequefio al mediano y desde el
tamafio mediano al grande, dividiendo la diferencia del diametro o la longitud del
raquis por la diferencia de la edad estimada promedio (esto es, la DGR entre-ta-

mafios, y la LGR entre-tamafios, respectivamente) (Wilson et al. 2002).

Finalmente, se disefid un modelo de regresion lineal multivariante para in-
vestigar las relaciones entre la longitud del raquis, el didametro del eje y la edad de
las colonias de A. murrayi. EI modelo incluy6 pruebas de diagndstico y validacion
(pruebas de Levene y ANOVA). Se excluyeron datos outlier e influenza. Se evalua-
ron los supuestos de linealidad, homogeneidad, normalidad e independencia de
los residuos (Kabacoff 2011).

5.2.4 Rasgos reproductivos

Previo a la eliminacion del tejido blando, analisis complementarios incluyeron el
examen de varios rasgos reproductivos relevantes. Se observaron diferentes esta-

dos de desarrollo de espermatocistos y ovocitos utilizando métodos histolégicos.

Se hicieron secciones histolégicas de 7-8 um de espesor de partes de varios espe-

cimenes (Johansen 1940) y se tifieron con la Tincién Triple de Ramén y Cajal (ver
Gabe 1968, Pantin 1948, Baillon et al. 2011). Los estados de desarrollo se clasifi-
caron segun las caracteristicas histolégicas de los ovocitos y los espermatocistos
(ver Pires et al. 2009). Todas las secciones histoldgicas fueron observadas y estu-
diadas bajo un microscopio de luz (Leica DMLB) a diferentes magnificaciones
(10x, 20x, 40x y 100x) para los distintos detalles. Como se observé anteriormente
en esta especie, los ovocitos y espermatocistos de A. murrayi estaban aqui solo
presentes en los autozooides y eran facilmente distinguibles: los ovocitos tenian
un nucleo relativamente grande con nucléolo y una coloracion amarilla brillante;
los espermatocistos tenian un aspecto granulado con multiples cabezas espermé-

ticas y una apariencia translucida.
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Dado que la maduracion del ovocito/espermatocisto es un proceso continuo
(Wourms 1987, Pires et al. 2009), aqui usamos la misma terminologia utilizada
anteriormente por Pires et al. (2009) para establecer los diferentes estados de
desarrollo: el estado | representa el inicio del desarrollo (previtelogénico en colo-
nias de hembras); el estado 11 un paso intermedio (vitelogénico en colonias feme-
ninas); el estado Il ovocitos y/o espermatocistos maduros (ver Discusidn). Se
obtuvo el nimero promedio y porcentaje de ovocitos/espermatocistos en cada es-

tado de desarrollo a nivel de pdlipo, zonay colonia.
Distribucion de frecuencias de espermatocistos y ovocitos

Los datos de las medidas de espermatocistos y ovocitos se utilizaron para cons-
truir histogramas de frecuencia de diametros, teniendo en cuenta los factores “ta-
mafo” y “zona” de la colonia por sexo. Se llevo a cabo un analisis de conglomera-
dos para K-medias para determinar claramente los grupos “ocultos” en la nube de
puntos (Laverick et al. 2017, Nurdin et al. 2019). Se aplicé un analisis de varianza
(ANOVA) unidireccional robusto para verificar las diferencias estadisticas entre
los grupos. Se aplicd un analisis discriminante y se obtuvo su consecuente ecua-
cion de Fisher, y entonces pruebas de rangos multiples (como Tukey Ba) fueron
utilizadas post hoc (Conover 1999).

Fecundidad

La fecundidad relativa potencial definida como el nimero total de ovocitos por
polipo (PRF), o en el caso de los machos, el niUmero de espermatocistos, se estimo
independientemente de su estado de madurez (ver mas abajo); mientras que la
fecundidad relativa efectiva definida como el nimero de ovocitos grandes por po-
lipo (ERF), o en el caso de los machos, el nUmero de espermatocistos grandes, se
estimd incluyendo solo los estados de desarrollo 11 y 111 (ver Soong 2005, Baillon
et al. 2014 , 2015) (ver Discusion).

A nivel de colonia, nosotros también determinamos el esfuerzo reproduc-

tivo potencial (PRE) y el esfuerzo reproductivo efectivo (ERE, utilizando aqui solo
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ovocitos grandes, incluiyendo los estados de desarrollo 11 y I11), de la siguiente

manera:

PRE = [promedio de ovocitos por polipo en una zona dada x N pdlipos en

esa zona] de las tres zonas.

ERE = [promedio de ovocitos grandes por pélipo en una zona dada x N po-

lipos en esa zona dada] de las tres zonas.

PRE y ERE se estimaron para colonias individuales y para cada zona dentro
de la colonia, de acuerdo con estudios previos como Baillon et al. (2014, 2015) o
Servetto & Sahade (2016).

5.2.5 Analisis estadisticos

Las estructuras de las colonias y las dimensiones de los ovocitos/espermatocistos
se midieron utilizando el software ImageJ 1.38x. La normalidad fue testada me-
diante la prueba de Shapiro-Wilk, y la homogeneidad de las varianzas se examiné
mediante la prueba de Levene (Servetto & Sahade 2016). Cuando las varianzas no
fueron homogéneas, se utilizé un andlisis de varianza robusto de una via (ANOVA,
pruebas de Welch y Brown-Forsythe). Todos los analisis estadisticos de los datos
se realizaron utilizando IBM SPSS Statistics v22 (SPSS INC., Chicago, USA).

5.3 Resultados

Todas las colonias de Anthoptilum murrayi eran maduras y gonocoricas (ver mas

abajo). Las tres clases de tamafio mostraron diferencias significativas en la longi-

tud de la colonia (x? = 96.88, p < 0.05) y del raquis (x?= 86.15, p < 0.05) (Figura

5.2, Tabla S5.1). La proporcién de sexos no difirio significativamente de 1:1 (53

hombres y 50 mujeres, x>= 0,08, p = 0,767).
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5.3.1 Clases de tamafio y variacion intracolonia

Las tres clases de tamafio mostraron diferencias en el promedio del nimeroy ta-

mafio de los polipos. EI nimero de pélipos aument6 desde las colonias mas pe-
guefas (52-75 polipos) a las méas grandes (237-417 pélipos) (x2= 193,31, p < 0,05).

Sin embargo, dentro de la colonia, independientemente de las clases de tamafio,

la zona proximal siempre presentd un nimero promedio de pélipos mas bajo que

la media y distal (x2= 23.14, p < 0.05) (ver Tabla S5.1). De manera similar, el ta-

mafio promedio de los p6lipos aumento con el tamafio de la colonia, siendo mas

frecuentes los polipos mas pequefios (con las longitudes y los didmetros mas pe-
guefios) en las colonias méas pequefas (x2= 59,89, p < 0,05). Estos pdlipos méas

pequefios se localizaron principalmente en la zona proximal en las tres clases de
tamano (test Brown-Forsythe & Tukey, F2267= 13,08, p <0,05, para longitud; Feso
=10,14, p <0,05, para diametro) ( Tabla S5.2).

5.3.2 Anillos de crecimiento y edad

El eje de las colonias de A. murrayi contenia anillos de crecimiento (Figura 5.3).
La longitud total y el diametro del eje aumentaron desde las colonias pequefias a
las grandes, observandose un rango de anillos de crecimiento de 5-7, 9-13 y 14—
20 para las colonias pequefas, medianas y grandes, respectivamente (Tabla 5.1).
La edad media estimada (nimero promedio de anillos + nucleo) fue significativa-
mente diferente entre las tres clases de tamafio, estimandoseen 6,5+ 1,11+ 2y
17 + 3 afios para las colonias pequeias, medianas y grandes (ANOVA y test HDS
Tukey , Fi7162 = 54,927, p < 0,05) (Tabla 5.1). No se encontraron diferencias entre

machos y hembras.
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Figura 5.3. Cortes transversales del eje interno de colonias de Anthoptilum murrayi;
izquierda, imagen de microscopia electrénica (SEM); derecha, imagen de microscopia 6p-
tica después del pulido. Los puntos rojos indican anillos de crecimiento (+nucleo).

Tabla 5.1. Promedios (+SE) del eje interno de las colonias de Anthoptilum murrayi.
LGR= tasa de crecimiento lineal [longitud del raquis/anillos de crecimiento (mm afio-1)],
DGR= tasa de crecimiento diametral [diametro del eje/anillos de crecimiento (mm afio-

1

Tamafio L eje D eje N I%r;"' afios LGR DGR
Pequefio | 1192+109 | 1,06 +0,08 | 57 | 65+1 | 1531+1,76 06183“—“
Mediano 227,0+111 | 1,57+0,08 9-13 11+2 | 15,75+2,94 | 0,15+ 0,01
grande 293,7+23,7| 1,66+0,14 14-20 17+£3 | 14,97+ 2,36 O(’)lgli

5.3.3 Tasas de crecimiento y modelo predictivo

La tasa de crecimiento lineal (LGR) fue de 15,31 +£1,76, 15,75+ 2,94y 14,97 + 2,36

mm afo! para los tamafios pequefio, mediano y grande, respectivamente (Tabla

5.1). La LGR entre-tamarios fue de 15,97 mm afio! para el cambio de pequefio a

mediano y de 13,51 mm afio! para el cambio de mediano a grande.
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La tasa de crecimiento diametral (DGR) fue de 0,17 + 0,03, 0,15 + 0,01 y
0,10 = 0,01 mm afo! para los tamafios pequefio, mediano y grande, respectiva-
mente (Welch, Fi7 = 3,0E+032, p < 0,001) (Tabla 5.1) . La DGR entre-tamafios
fue de 0,12 mm afio! para el cambio de pequefio a mediano y de 0,01 mm afio!

para el cambio de mediano a grande.

La longitud del raquis presentd una correlacion positiva con la edad esti-
mada (Pearson, P = 0,855, F117s = 484,839, p < 0,01) y, tras cumplir con la nor-
malidad y la homocedasticidad, el modelo propuesto fue el siguiente:

Edad estimada= 0,675 * longitud del raquis (mm) -0,208 [r2 = 0,731]

El coeficiente de determinacion que mide la bondad de ajuste del modelo
(r2=0.731) apoy6 una capacidad predictiva > 70%.

5.3.4 Histologia y estados de desarrollo

Las secciones histologicas mostraron que los autozooides presentaban esperma-
tocistos y ovocitos en diferentes estados de desarrollo, mientras que los sifonoz-
ooides fueron estériles (Figuras 5.4 y 5.5). Los espermatocistos mostraron al me-
nos dos estados de desarrollo claramente reconocibles en las secciones histolégi-
cas: espermatocistos tempranos (Scl = estado I, inmaduro), formados por esper-
matozoides desorganizados con cabezas redondeadas (cromatina no compactada)
y teflidos de azul claro; y espermatocistos maduros (Scll = estado Il, y Sclll =
estado I11) densamente rellenos y mostrando espermatozoides maduros con ca-
bezas triangulares (cromatina compactada) y colas orientadas hacia el interior del
quiste, y fuertemente tefiidos de rojo claro (Figura 5.5). Las diferencias entre los
estados 11y 11 solo se basan en el tamafio del quiste logrado y se usaron solo con

fines comparativos (ver Discusion).
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Figura 5.4. Sifonozooides de las colonias de Anthoptilum murrayi; A-B, imagenes SEM
de sifonozooides (Sz) sobre la superficie del raquis, mostrando también la apertura del
sifonozoide (Op); C-D, secciones histoldgicas que muestran sifonozooides (Sz) y parte de
un autozooide (Az), D, detalle de un sifonozooide con su sifonoglifo bien desarrollado y
ausencia de tentaculos.

Los ovocitos mostraron tres estados de desarrollo caracterizados histolégi-
camente (Figura 5.5): ovocitos previtelogénicos (Ol = estado I) que representan
el primer estado de desarrollo, mostrando células con un nacleo poco diferen-
ciado y ooplasma de color azul claro; ovocitos vitelogénicos (Oll = estado I1) re-
conocidos por su citoplasma basofilo con ndcleo excéntrico pélido y nucléolo pro-
minente; y ovocitos maduros (Olll = estado 111), llenos de numerosas gotas de
yema en el ooplasma, con una capa folicular méas aparente de células escamosas

o cuboidales, y tefiidos de color verdoso.
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Figura 5.5. Estados de desarrollo de espermatocistos y ovocitos en las colonias de Ant-
hoptilum murrayi; A, secciones de espermatocistos en estados | (Scl) y 11l (Scll); B, es-
permatocistos maduros bien desarrollados en estado 111 (Sclll); C, detalle de un esperma-
tocisto maduro que muestra las cabezas triangulares de los espermatozoides; D, seccién
de la porcién basal de un autozooide mostrando ovocitos en estado | (Ol) y estado 11 (Oll);
E, seccién que muestra un ovocito vitelogénico bien desarrollado (verdoso); F, detalle del
citoplasma con numerosas gotas de vitelo y el niicleo de un ovocito maduro (Oll1); N=nu-
cleo, F=capa de células foliculares.



5.0 Estudio de reproduccién acoplado a crecimiento

En ciertas secciones histoldgicas de una supuesta colonia macho con esper-
matocistos bien desarrollados, se observo un caso tentativo de hermafroditismo,
con ovocitos grandes (Oll, Olll) compartiendo espacio con espermatocistos (Fi-
gura 5.6, ver Discusion).

Figura 5.6. Secciones histoldgicas que muestran un caso tentativo de hermafroditismo
en una presunta colonia macho de Anthoptilum murrayi. Ver abreviaturas en la anterior
Figura 5.5.

Las medidas correspondientes a los tres estados de desarrollo se obtuvieron
considerando la tasa de reduccion estimada para espermatocistos/ovocitos des-

pués del proceso de deshidratacion. En las colonias machos: los espermatocistos

en el estado I abarcaron 52-270 ym (X+SE) (167 + 58 um), en el estado 11 275-

530 pm (417 £ 68 pm) y en el estado 111 531-711 ym (574 + 37 ym). En colonias
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hembras: los ovocitos en la estado | abarcaron 26-248 pym (119 + 49 um), en el

estado Il 253-675 um (324 + 88 um) y en el estado 111 697-1180 pm (935 £ 105 p

m) (Tabla S5.3). Se midieron un total de 7.366 espermatocistos: 4.205 en estado

I, 2.840 en estado Il y 321 en estado Ill. El espermatocisto mas grande tenia

711,33 ym de didametro. El diametro medio y el nimero de espermatocistos por

colonia aumentaron desde los machos mas pequefios a los méas grandes. La zona
proximal de las colonias mas pequefas presentd el mayor porcentaje de esperma-
tocistos en estado | (=85 %) y el menor porcentaje en estado 111 (1,2 %) (Tabla
S5.3). En colonias hembras se midieron un total de 7.790 ovocitos: 6.758 en esta-

dio I, 919 en estado 11 y 113 en estado I11. El ovocito méas grande tenia 1.179,83 p

m de diametro. Las colonias mas pequefias tenian la media mas alta de ovocitos
en estado | (=99 %) y ninguno en estado 111 (O %). Por el contrario, las hembras
medianas y grandes presentaron un menor namero de ovocitos en el estado | (77
y 76 %, respectivamente) pero el mayor porcentaje de ovocitos en los estados I
(~20 %) y 111 (2-3 %). Dentro de la colonia, la zona proximal nunca tuvo ovocitos

en estado I11, independientemente del tamafio de la colonia (Tabla S5.3).

5.3.5 Distribucidén de frecuencias de diametro

Las distribuciones de frecuencia de diametro de espermatocistos y ovocitos con
respecto al tamario de la colonia se muestran en la Figura 5.7. Las distribuciones
de espermatocistos revelaron la presencia de dos cohortes claramente definidas:

el primer grupo formado por una alta frecuencia de espermatocistos pequefios

(~100-300 pm, formado principalmente por espermatocistos en estado 1); v, el

segundo grupo formado por una menor frecuencia de espermatocistos grandes
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Figura 5.7. Distribuciones de frecuencia de diametros de espermatocistos y ovocitos
en las tres zonas de todas las colonias de Anthoptilum murrayi combinadas.

(—=300-700 um, en estados Il y I11) (Figura 5.7, linea superior). Por otro lado, las

distribuciones de ovocitos mostraron una primera reserva pronunciada de ovoci-

tos pequeiios (<300 ym, principalmente en estado 1), pero solamente las colonias

medianas y grandes mostraron una segunda cohorte formada por los ovocitos

grandes (>300 pm, en estados Il y I11), aunque su baja frecuencia dificulta su

observacion mediante histogramas (Figura 5.7, linea inferior). Sin embargo, el

- 221 -



Garcia-Cardenas, F.J.
Tesis Doctoral

Figura 5.8. Distribuciones de las frecuencias de didmetros de espermatocistos y ovocitos
en las tres zonas dentro de las colonias de Anthoptilum murrayi combinadas.

analisis de conglomerados con K-medias aplicado a los 7.790 ovocitos diferencio
claramente estos dos picos de frecuencia (K1 = 138,7 umy K2 = 724,1 um; F1,7744
= 11079,019, p< 0,05), la mayoria de los ovocitos siendo asignados al primero
grupo (7.519 ovocitos pequefos) y el resto asignado al segundo grupo (227 ovoci-

tos grandes) (post hoc Tukey Ba).
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Las distribuciones de las frecuencias de didmetros por zona dentro de las
colonias de A. murrayi se muestran en la Figura 5.8. La distribucién de frecuencia
bimodal de los ovocitos fue méas pronunciada en la zona distal. A pesar de ello, se
puede apreciar una notable sincronia entre pélipos de diferentes zonas dentro de

una misma colonia.

5.3.6 Estimaciones del esfuerzo reproductivo

El valor promedio de la fecundidad relativa potencial (FRP) fue de 21+7, 29+14 y
32+11 espermatocistos por pélipo, y de 45+19, 20+10 y 21+13 ovocitos por polipo
para las colonias pequefias, medianas y grandes de A. murrayi, respectivamente
(Tabla S5.4). Dentro de la colonia, este PRF también mostré diferencias signifi-
cativas entre zonas, siendo la zona proximal donde los pélipos mostraron los va-
lores mas bajos de PRF (test Welch, Dunnett & Tukey, Fs 107 = 32.16, p < 0.05 para
machos; F2261 = 29.29, p < 0,05, para hembras) (Tabla S5.4). En general, los va-
lores promedios de PRF siempre aumentaron desde la zona proximal a la zona
distal del raquis, independientemente del tamafio y sexo de la colonia. A nivel de
colonia, el esfuerzo reproductivo potencial (PRE) estuvo significativamente in-
fluenciado por los factores tamafio y zona (F2270 = 11.88, p < 0.05; Fe 270 = 16.73,
p < 0.05, respectivamente), pero no por las dos covariables diametro y longitud
del pélipo. EI PRE promedio aument6 desde las colonias pequefias a las grandes
(1.313, 5.312 y 8.421 espermatocistos por colonia; 2.546, 2.947 y 7.367 ovocitos
por colonia, para los tamafios pequefio, mediano y grande, respectivamente) (Ta-
bla S5.4). El valor PRE més grande se estimo en 14.394 espermatocistos por co-

loniay 17.164 ovocitos por colonia.

Atendiendo solo a los ovocitos maduros, la fecundidad relativa efectiva
(ERF) mediafue de 1, 6 y 5 ovocitos grandes por p6lipo para las colonias pequefas,
medianas y grandes, respectivamente (Tabla S5.5). Los p6lipos de la zona proxi-
mal en colonias pequefias y medianas no presentaron ovocitos grandes (ERF = 0),

mientras que los pdlipos ubicados en la zona distal de las hembras medianas y
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grandes presentaron los valores mas altos de ERF (ERF entre 7y 12) (Tabla S5.5).
A nivel de colonia (o zona), el esfuerzo reproductivo efectivo (ERE) aumentd
desde las colonias hembras méas pequefias a las més grandes (33, 870 y 2.023
ovocitos grandes por colonia para los tamafios pequefio, mediano y grande, res-
pectivamente) (Tabla S5.5). Dentro de una colonia hembra, los valores mas altos

de ERE siempre se encontraron en la zona distal del raquis.

Comparando entre los valores promedios de PRE y ERE podemos inferir un
porcentaje putativo de emision de ovocitos, siendo este 1,30 %, 30 % y 27 % para
las colonias hembras pequefas, medianas y grandes, respectivamente (Tabla
S5.5). Esto significa que aunque una colonia grande de A. murrayi pueda ofrecer
un valor PRE medio de >7.000 ovocitos, sélo entorno al 27 % (~2.000 ovocitos)
se liberara en esa temporada. En las colonias medianas este valor seria de alrede-
dor del 30% (~900 ovocitos), y solo alrededor del 1% (~33 ovocitos) en las colo-

nias mas pequefias de A. murrayi.

5.4 Discusion

A pesar de que un programa de muestreo anual no fue factible desde un punto de
vista logistico para este estudio, siendo esto especialmente dificil cuando se estu-
dian especies bentdnicas de aguas profundas (>1.000 m de profundidad), la in-
formacion relevante de una Unica o un nimero limitado de muestras de poblacio-
nes de plumas de mar puede contribuir a mejorar nuestro conocimiento actual de
la biologia reproductiva de estas especies (ver Chia & Crawford 1973, Eckelbarger
et al. 1998).

Las caracteristicas bioldgicas de la mayoria de los pennatulaceos siguen
siendo poco conocidas, a pesar de las contribuciones recientes (Murillo et al. 2018,
Hamel et al. 2020, Couillard et al. 2021), debido a las dificultades de acceso a
estos ambientes marinos profundos, que requieren una alta inversion econémica

y cientifica, tales como el programa BIOICE presentado aqui.
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5.4.1 Longevidad y tasas de crecimiento

La mayoria de los pennatulaceos tienen una estructura esquelética formada por
un barra axial interior no ramificada compuesta de fibrillas de colageno embebi-
das en calcita magnesiana (Tixier-Durivault 1965, Williams 1995, Neves et al.
2018a). El nacleo central del eje se forma durante el primer afio (Birkeland 1974)
y los anillos de crecimiento subsecuentes se depositan anualmente alrededor de
este nucleo, formados por una banda transliciday otra opaca, reflejando el aporte
organico estacional sobre el bentos de aguas profundas (Birkeland 1974, Grigg
1974, Wilson et al. 2002, Sdnchez et al. 2004).

Al igual que con otros octocorales (Marschal et al. 2004, Sanchez et al. 2004,
Sherwood et al. 2005, Tracey et al. 2007), en las especies de pennatuléaceos (Bir-
keland 1974, Wilson et al. 2002, Neves et al. 2015, Murillo et al. 2018, entre otros)
el eje de Anthoptilum murrayi contiene anillos de crecimiento bien definidos. La
anchura media de estos anillos de crecimiento en A. murrayi fue casi constante,
~0,064 mm, similar a esa observada en Ptilosarcus gurneyi (~0,1 mm, Birkeland
1974) y Balticina willemoesi (~0,072 mm, Wilson et al. 2002). Estos anillos de
crecimiento revelaron que la edad de nuestras colonias de A. murrayi oscilaba
entre los 5y los 21 afios, un dato relevante dado el tamafio relativamente pequefio

de sus colonias adultas (< 35 cm).

La tasa media de crecimiento diametral (DGR) es generalmente baja en las
gorgonias octocorales (por ejemplo, Corallium rubrum 0,35 mm afio! en
Marschal et al. 2004; Lepidisis spp. y Keratoisis sp. 0,18 mm afio! en Tracey et
al. 2007; Primnoa resedaeformis y Paramuricea spp. 0,08-0,21 mm afio! en
Sherwood & Edinger 2009; entre muchos otros), y las plumas de mar (por ejem-
plo, 0,14y 0,13 mm afio! para B. willemoesi y B. finmarchica, véase Wilson et al.
2002 y Neves et al. 2015, respectivamente). La DGR media de A. murrayi fue
mayor en las colonias mas pequefas que en las mas grandes (0,17 mm afio'y 0,10

mm afio-l, respectivamente).
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La tasa media de crecimiento longitudinal (LGR) también es generalmente
baja en las gorgonias octocorales (por ejemplo, P. resedaeformis ~10-26 mm afio-
1 véase Andrews et al. 2002; Melithaea flabellifera 02,9-11,4 mm afio! véase
Matsumoto 2004, Paramuricea spp. 5,6 mm afio! véase Sherwood & Edinger
2009), aunque en pennatulaceos este valor de LGR es ligeramente superior (por
ejemplo, ~15 mm afio! en Pennatula aculeata, véase Murillo et al. 2018; ~61 mm
afioten B. willemoesi, véase Wilson et al. 2002, 0 ~17-21 mm afiolen A. murrayi,

este estudio).

Si se proporciona un valor Unico de LGR para una especie (0 individuo) de-
terminada (por ejemplo, 17 mm afiol en A. murrayi), una falsa impresién de una
tasa de crecimiento constante podria ser interpretada, y las diferencias en las ve-
locidades de crecimiento a lo largo de la vida del individuo no serian detectadas
usando este método. En el presente estudio, cuando se utilizan comparaciones de
tasas de crecimiento entre-tamanos, se revelan efectivamente diferentes veloci-
dades. En este sentido, el incremento en la tasa de crecimiento desde las colonias
pequeiias a las medianas (representado como ALGRs-m) de A. murrayi fue ma-
yor que el de las colonias medianas a las grandes (ALGRm-I) (24,9 y 10,2 mm
afo1, respectivamente). Este patron estuvo en concordancia con los intervalos de
crecimiento descritos para B. willemoesi (74,2 y 16,8 mm afiol, respectivamente,
véase Wilson et al. 2002). En otras especies de pennatulaceos el crecimiento ini-
cial es lento, seguido por una tasa mas rapida que finalmente disminuye hacia una
hipotética tasa de crecimiento asintotica. Esto fue sugerido para B. willemoesi por
Wilson et al. (2002: Tabla 1), para Anthoptilum grandiflorum por Murillo et al.
(2018: fig. 7a), y otros octocorales gorgonias (Velimirov 1975, Cordes et al. 2001).

Teniendo en cuenta esta tasa de crecimiento no-continua, el modelo predic-
tivo propuesto aqui pretende ser una herramienta util para inferir la edad de las
colonias individuales de A. murrayi, lo cual es especialmente importante en es-

tudios de monitoreo no destructivos, en los que las clases de tamafio de una po-
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blacién dada de A. murrayi obtenidas mediante ROV podrian ser facilmente tra-
ducidas a clases de edad. Por ejemplo, el espécimen mostrado por Pires et al.
(2009: fig. 1) de ~55 cm de longitud del raquis podria datarse en ~37 afios utili-
zando nuestro modelo. Obviamente, este es solo un enfoque, y las correcciones
locales o regionales segun las caracteristicas troficas del medio podrian afectar a
los resultados finales. Sin embargo, este siempre serd un mejor procedimiento
gue obtener esta informacidén como resultado de la extraccion y muerte de parte

de una poblacion en peligro de extincién (Neves et al. 2018b).

5.4.2 Biologia reproductiva

Se sabe que la mayor tasa de fertilizacion se presenta en poblaciones con colonias
de ambos sexos (Coffroth & Lasker 1998, Simpson 2009) y con una sex-ratio cer-
cana a l:1 (Coma et al. 199543, b). El pennatulaceo de aguas profundas Anthopti-
lum murrayi mostré gonocorismo e igualdad en la proporcién de sexos, al igual
gue la mayoria de las especies de pennatulaceos estudiados (Rice et al. 1992, Ed-
wards & Moore 2008, Pires et al. 2009, Baillon et al. 2014, 2015, presente estu-
dio). Sin embargo, se observo un caso tentativo de hermafroditismo en una su-
puesta colonia macho, donde varios ovocitos coexistian con espermatocistos den-
tro del mismo polipo. Un caso similar ocurrié en A. grandiflorum, donde se ob-

servo una colonia hermafrodita (Baillon et al. 2014).
Diametro de ovocitos

Tradicionalmente, el tamafio del ovocito mas grande proporciona una buena in-
dicacion de madurez (Benayahu & Loya 1983, Eckelbarger 1994), reflejando el
hecho de que estdn maduros y que el desove es inminente (Benayahu & Loya 1984,
1986). Aqui, las secciones histoldgicas mostraron tamafios de ovocitos grandes
(~1.200 pum), de dimensiones similares a las encontradas por Pires et al. (2009)

cuando el evento de desove estaba cerca (ver Tabla 5.2). Estos ovocitos grandes
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serian un objetivo més facil para los espermatozoides, aumentando la probabili-
dad de fecundacion y pareciendo ser indicativos de un modo de desarrollo larva-
rio lecitotrofico (Chia & Crawford 1973, Levitan 1993, 1996), pero también pueden
necesitar largos periodos de desarrollo (ver Orejas et al. 2002, Couillard et al.
2021, entre otros). Estos periodos prolongados de desarrollo pueden incluso ex-
tenderse durante dos afios, compartiendo el espacio gastrovascular disponible
con los ovocitos recién formados constituyentes de la proxima generacion (Bai-
llon et al. 2015, Hamel et al. 2020, Couillard et al. 2021). Estos diferentes estados
de desarrollo se observaron en Pires et al. (2009: Fig. 3b) y el presente estudio
(Fig. 5.5A). Sin embargo, y de acuerdo con los estudios reproductivos publicados
mas recientemente en pennatulaceos (por ejemplo, Hamel et al. 2020, Couillard
et al. 2021), este escenario de cohortes superpuestas no implica necesariamente
una actividad reproductiva continua, como propusieron Pires et al. (2009: 106).
En este sentido, la existencia de una distribucién bi- (o tri-) modal de tamafios de
ovocitos (la primera cohorte, con un mayor namero de ovocitos jévenes, cuya pro-
duccidn se supone practicamente continua; y la segunda, con una menor frecuen-
cia de ovocitos maduros avanzados, probablemente formados en el afio anterior
y cuya liberacion puede ser inminente) dentro del mismo pdlipo es consistente
con un ovocito de madurez prolongada dentro de un ciclo reproductivo estacional
(Baillon et al. 2014, Hamel et al. 2020, Couillard et al. 2021). En nuestro estudio,
las colonias de Anthoptilum murrayi mostraron esta distribucion bimodal de
ovocitos, y por tanto la idea de un ciclo reproductivo (desove) estacional en esta
especie no deberia ser aun descatada. Sin embargo, y de acuerdo con Pires et al
(2009), la falta de un programa de muestreo estacional adecuado para la mayoria
de los organismos benténicos de aguas profundas, como A. murrayi, donde las
limitaciones logisticas determinan la calidad de la informacion reproductiva, deja

abierta esta cuestion.

La capacidad reproductiva de una determinada especie de pennatulaceo

puede abordarse desde dos perspectivas: a nivel de pélipo (PRF y ERF) y a nivel
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de zona y colonia (PRE y ERE) (Baillon et al. 2015, Hamel et al. 2020). Sin em-
bargo, como se vio anteriormente, los conceptos ambiguos PRF y PRE, basados
en lacombinacidn de ovocitos de diferentes cohortes, podrian estar ofreciendo un
esfuerzo reproductivo sobreestimado. A pesar de ello, estos conceptos pueden se-
guir siendo utiles a efectos comparativos, como ocurrié en estudios previos donde
estas cohortes no siempre fueron segregadas. El PRF conocido de Anthoptilum
murrayi (<90 ovocitos por pélipo, Pires et al. 2009) fue similar al mostrado por
las otras especies congenéricas estudiadas, como A. grandiflorum (PRF = 60,6,
Baillon et al. 2014), pero ligeramente superior al mostrado en nuestra poblacion
(PRF = 29) y en otros pennatuléceos, tales como Renilla koellikeri (PRF = 7-8,
Tremblay et al. 2004) o B. finmarchica (PRF = 3-14, Baillon et al. 2015) . A nivel
de colonia, el PRE medio en nuestro material estudiado (como aproximacion de
lo que ocurre en la poblacion original) fue de 7.367 ovocitos por colonia, valor
inferior al mostrado por Pires et al. (2009) (31.465 ovocitos por colonia), y mucho
menor que en otras especies de pennatulaceos, como P. phosphorea (53.354 ovo-
citos) o V. juncea (87.000 ovocitos) (Tabla 5.2).

Por otro lado, ERF y ERE, que se basan solo en los ovocitos grandes, ofrecen
estimaciones reproductivas mas confiables (ver Mercier & Hamel 2011, Baillon et
al. 2015, Servetto & Sahade 2016). Sin embargo, estos conceptos requieren la
cuantificacion del contenido sexual de cada cavidad gastrovascular de forma in-
dividual, y esta tarea en pennatulaceos con hojas polipiferas puede implicar un
gran esfuerzo incluso en aquellas especies con hojas polipiferas delicadas o trans-
IGcidas (ver Scytalium herklotsi en Lopez-Gonzélez 2021: figs. 2), y se vuelve in-
viable en géneros como Pteroeides con diferentes filas de cavidades gastrovascu-
lares embebidas en hojas polipiferas gruesas y carnosas (observ. pers.). Como re-
sultado, estos valores son escasos en la literatura, lo que dificulta futuras compa-
raciones entre especies de pennatulaceos que utilizan este esfuerzo reproductivo
efectivo. En el presente estudio, el ERF de A. murrayi (con autozooides no dis-

puestos en hojas polipiferas) oscil6 entre 1y 6 ovocitos grandes por pélipo, un
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rango similar al de otros pennatulaceos, como A. grandiflorum (ERF = 13) o B.
finmarchica (ERF = 6) (Baillon et al. 2014, 2015). A nivel de colonia, el ERE de
A. murrayi oscil6 entre 33 y 2.023 ovocitos grandes por colonia, valor muy infe-
rior al mostrado por otros pennatulaceos, como A. grandiflorum (998-4.331 ovo-
citos grandes, Baillon et al. 2014) o P. phosphorea (3.000-8.000 ovocitos grandes,
Edwards & Moore 2008).

Aungue considerando estos valores como estimaciones reproductivas ro-
bustas, es necesario tener en cuenta la variacion intracolonia que se ha observado

en estudios previos en algunas especies de octocorales (ver Coma et al. 1995a,b,

Tabla 5.2. Estudios reproductivos en Pennatulacea. PRE = esfuerzo reproductivo
potencial (ovocitos colonia-!); ERE= esfuerzo reproductivo efectivo (ovocitos gran-
des colonia?). Los ovocitos grandes incluyen los estados de desarrollo 11 y 111.
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Brito et al. 1997, Orejas et al. 2002, 2007; entre otros), en los que se ha documen-
tado ampliamente la contribucion reproductiva diferencial entre los polipos se-
gun su ubicacion dentro de la colonia (Bayer et al. 1983, Williams 1995, Tremblay
et al. 2004, Beazley 2011, Servetto et al. 2013). Omitir la consideracién de esta
posible variacién intracolonial podria producir una visién diferente de la capaci-
dad reproductiva de toda la colonia (Lopes et al. 2012). En general, los pélipos
ubicados en la zona proximal de las colonias hembras de pennatulaceos han mos-
trado una menor contribucion reproductiva (apareciendo a menudo vacios o con-
teniendo solo ovocitos inmaduros) que las zonas superiores de la colonia, lo que
sugiere una contribucion reproductiva gradual desde la zona proximal a las zonas
medial-distal (Soong 2005, Edwards & Moore 2009, Baillon et al. 2014, 2015,
Servetto & Sahade 2016). En el presente estudio, la contribucion reproductiva di-
ferencial de las colonias de A. murrayi estuvo en concordancia con dicha varia-

cion intracolonial.

5.4.3 Relacionando crecimiento y reproduccién

Las tres clases de tamafio en A. murrayi fueron consistentes con las tres clases de
edad, soportadas por la mayoria de las caracteristicas morfologicas (nimero y ta-
mafio de los polipos) y reproductivas (PRF, ERF) analizadas. Es conocido que la
inversion reproductiva es alta en octocorales con un periodo de desarrollo de ovo-
citos prolongado (Bell 1980). Ademas, un alto gasto de energia durante un largo
periodo de tiempo podria reflejarse adicionalmente a través de tasas de creci-
miento més lentas (Benayahu 1982, 1986). En la misma linea, los estudios de es-
pecies de aguas poco profundas han demostrado que las colonias jovenes a me-
nudo asignan recursos energéticos Gnicamente al crecimiento somatico a expen-
sas de la reproduccién hasta que se alcanza un tamafio “umbral” (revisado en
Watling et al. 2011). Esta relacién entre el tamafio de la colonia y el esfuerzo re-

productivo, también se correlaciona positivamente en los octocorales de aguas
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profundas (Cordes et al. 2001, Beazley 2011, Mercier & Hamel 2011), incluidos los

pennatulaceos, como se demostré en el presente estudio.

La inversién en reproduccion de las colonias de A. murrayi estuvo inversa-
mente relacionada con su inversion en crecimiento. En otras palabras, el rapido
crecimiento inicial (alta inversidén en crecimiento) de las colonias més jévenes de
A. murrayi hasta alcanzar un tamafio medio coincide con un bajo esfuerzo repro-
ductivo (baja inversion en reproduccion), a diferencia de lo que ocurre con las
colonias méas grandes y viejas, en las que la inversién en reproduccion aumenta al
mismo tiempo que disminuye la tasa de crecimiento. En resumen, la longevidad
y el lento crecimiento de las colonias de A. murrayi, relacionado con el incre-
mento del esfuerzo reproductivo con la edad, hacen de estas plumas de mar una
parte vulnerable y relevante de la longeva fauna octocoral de aguas profundas que

habita en los fondos blandos
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5.7Material suplementario

Tabla S5.1. Clases de tamarfio y nimero total de pdlipos en las colonias de Anthoptilum
murrayi.

Clase de Machos Total N Hembras Total N
tamano (mm) polipos (mm) polipos
122 75 112 59
Pequefio 112 58 140 55
115 52 114 54
246 119 225 153
Mediano 228 163 212 124
229 245 222 148
281 243 296 252
Grande 270 237 333 417
275 260 307 320

Tabla S5.2. Longitud y diametro (media + SE) de los autozooides en colonias de Ant-
hoptilum murrayi. Basado en 10 poélipos por zona.

Machos Hembras
Long. Diam.
Polipo Pdlipo Long. Pélipo (pm) Diam. P6lipo (pm)
(pm) (um)
Clasede |, x |+SE| x |+SE| x +SE % +SE
tamarfio
proximal | 1,698 456 881 192 | 1,786 388 912 198
Pequefio | medial 2,224 554 1,091 202 (1,768 345 1,025 103
distal 1,961 317 1,207 187 | 1,793 500 1,088 157
X 1,961 497 1,060 235 |1,782 412 1,008 172
proximal 2,221 532 1,186 219 | 2,091 517 1,123 184
Mediano | medial 2,340 509 1,375 1832421 577 1,270 210
distal 2,312 389 1,354 161 |2,895 457 1,400 198
X 2,291 478 1,305 206 | 2,469 611 1,264 226
proximal | 2,074 440 1,231 200 | 1,988 529 1,137 232
Grande medial 2,137 356 1,445 325 |2,508 564 1,240 292
distal 2,432 460 1,386 286 | 2,762 580 1,195 285
X 2,214 445 1,354 235 |2,420 640 1,191 272
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Tabla S5.3. Diametro de las etapas de desarrollo (media + SE, méax., min.) de esperma-
tocistos y ovocitos en colonias de Anthoptilum murrayi. Basado en 7366 espermatocistos
y 7790 ovocitos (consulte la Figura 5.5 para ver las abreviaturas).
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Tabla S5.4. Esfuerzo reproductivo potencial en colonias de Anthoptilum murrayi (con-
sulte la Figura 5 para ver las abreviaturas).

Machos PRF PRE
Tamafno | zona poll\;/ps X +SE | max | min X max min
basal 20 11 6 29 2 224 580 40
Pequefio | medial 20 26 7 40 8 517 800 160
distal 22 26 8 46 6 572 1.012 132
X 20 21 7 38 5 1.313 2.392 332
basal 45 18 9 42 3 814 1.890 135
Mediano | medial 66 32 17 68 9 2.108 4.420 585
distal 65 37 15 73 15 2.390 4.745 975
X 59 29 14 61 9 5.312 11.055 1.695
basal 52 19 6 33 9 1.001 1.716 468
Grande | medial 96 35 15 64 11 3.315 6.144 1.056
distal 99 41 12 66 25 4.105 6.534 2.475
X 82 32 11 54 15 8.421 14.394 3.999
Hem- PRF PRE
bras
Tamafio zona poi\)l/ps X +SE max min X max min
proximal 19 33 23 91 2 618 1.729 38
Pequefio medial 18 38 16 75 5 700 1.350 90
distal 19 66 19 104 10 1.228 1.976 190
X 18 45 19 90 6 2.546 5.055 318
proximal 39 12 9 33 4 478 1.287 156
Mediano medial 48 24 12 44 7 1.154 2.112 336
distal 54 24 9 46 4 1.315 2.484 216
X 42 20 10 41 5) 2.947 5.883 708
proximal 64 15 10 42 2 937 2.688 128
Grande medial 125 23 13 47 5 2.838 5.875 625
distal 141 26 15 61 4 3.592 8.601 564
X 107 21 13 50 4 7.367 17.164 1.317
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Tabla S5.5. Esfuerzo reproductivo efectivo en colonias hembras de Anthoptilum mu-
rrayi. ERF (fecundidad relativa efectiva) = nUmero medio de ovocitos grandes por p6-
lipo; ERE (esfuerzo reproductivo efectivo) = ERE x nimero medio de pélipos; % emi-
sién= (ERE media/ PRE media) x100 (ver también Figura SIV).

Hembras
Tamafio| zona |ERF (X)|ERE (X) | % Emision
Pequefio | proximal 0 0
medial 0 0
distal 2 33
X 1 33 1,30%
Mediano | proximal 0 0
medial 5 227
distal 12 643
X 6 870 30%
Grande | proximal 2 109
medial 7 892
distal 7 1.022
X 5 2.023 27%
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6.0 Estudio biogeogréfico

6.1Introduccion
as porciones inexploradas de las zonas ocednicas mas profundas son tan
vastas que la etapa descriptiva de sus faunas, como las constituidas por
suspensivoros bentdnicos, esta lejos de completarse (Fabricius & Alders-
lade 2001, Emig 2004, UNEP 2006). No obstante, el conocimiento sobre
los patrones de distribucion de algunas de sus agrupaciones faunisticas es tal que
en la actualidad permite intentar esbozar sus afinidades biogeogréaficas (Soto An-
gel & Pefia Cantero 2017), lo que constituye un paso mas hacia una mejor com-

prension de las profundidades marinas.

El patrén de movimiento del agua fria profunda esta determinado en gran
medida por la topografia del fondo marino (Smith & Sandwell 1997, Gille et al.
2004). Las fuerzas de circulacion de las corrientes de aguas profundas estan im-
pulsadas por diferencias de densidad relacionadas con la temperatura y la salini-
dad (Rudels & Quadfasel 1991, Rahmstorf 2002, Jungclaus et al. 2005). La mayor
parte del agua profunda del Atlantico norte proviene originalmente de los mares
del norte y fluye hacia el sur (Rudels & Quadfasel 1991, Bersch 1995, Davies et al.
2001). Este flujo continuo de norte a sur (como ocurre en el NE Atlantico o NE
Pacifico) o viceversa (como la corriente de Benguela o la corriente oeste austra-
liana) (Cenedese et al. 2021) podria estar detras de ciertas relaciones entre la

fauna de las zonas afectadas por estas corrientes.

En este escenario, sin embargo, el aislamiento topogréafico de determinadas
areas marinas como el mar Mediterraneo, derivado del cuello de botella impuesto
por el Estrecho de Gibraltar, podria actuar como callején sin salida de estas gran-
des corrientes, dando lugar a un cierto aislamiento faunistico (Almaga 1985, Al-
mada et al. 2001).

Al igual que ocurre en el mar Mediterrédneo, otras dreas marinas aisladas

como las regiones &rtica y antartica, parcialmente aisladas por la corriente artica
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y la corriente circumpolar antartica o la corrientes de deriva del viento del oeste
respectivamente, podrian suponer ciertas islas faunisticas (Cenedese et al. 2021).
Del mismo modo, grandes areas oceanicas afectadas por las mismas grandes co-
rrientes como el Indo-Pacifico o las regiones del Atlantico Sur podrian presentar
un mayor grado de relacién entre las especies que las habitan (Vinogradova 1979,
Potts 1983, Bachraty et al. 2009).

Teniendo en cuenta estas relaciones fisico-biolégicas, ciertos estudios basa-
dos en afinidades de la fauna fosil han documentado la colonizacion de los fondos
marinos mediterrdneos por organismos benténicos a través del Estrecho de Gi-
braltar desde aguas profundas del NE Atlantico, apoyando la antigua relacion en-
tre estas dos areas marinas contiguas (Chimienti et al. 2019).

En ciertos casos, el estudio de las afinidades faunisticas puede verse condi-
cionado por la consideracion de amplios patrones de distribucion atribuidos a al-
gunas categorias taxonémicas que a menudo se consideran cosmopolitas (con dis-
tribucion circunglobal o mundial) (Pérez et al. 2016). Sin embargo, se sabe desde
hace mucho tiempo que los taxones cosmopolitas a menudo dependen de especies
con tal distribucién (Darwin 1872). En otras palabras, esta concepcion de cosmo-
politismo debe ser corregida, desde que las morfoespecies previamente conside-
radas como cosmopolitas han sido resueltas como especies complejas por estu-
dios moleculares (Garcia-Cardenas et al. 2019, Lopez-Gonzélez & Drewery 2022).
Asi, un género cosmopolita debe entenderse por la presencia de especies de ese
género en diferentes areas biogeograficas a nivel mundial, incluyendo en la ma-
yoria de los casos al menos una region polar (Klautau et al. 1999, Zeppilli et al.
2011).

Una amplia distribucion dada (por ejemplo, el cosmopolitismo) podria ser
consecuencia de factores fisicos resultantes de cambios en las condiciones am-
bientales pasadas, como los movimientos de los continentes que habilitaron o ais-
laron ciertos mares y océanos (Valentine & Moores 1972, Barnes et al. 2006), o la

formacion de grandes corrientes profundas (Steele 1962, Hamilton 1990). Pero
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también podria verse potenciado por los rasgos bioldgicos exhibidos por las pro-
pias especies, especialmente aquellos relacionados con la locomocion o “habilida-
des de movimiento” (Musgrave 1909, Levin et al. 1994, Davies et al. 2001). A pe-
sar de ello, la amplia distribucion atribuida a determinadas especies 0 géneros
podria ser, por otra parte, un artefacto resultante de identificaciones erréneas,
incluyendo dentro de un mismo taxén organismos morfolégicamente similares
pero filogenéticamente diferentes. Estos casos son mas frecuentes que los regis-
trados en la literatura especializada y en las Ultimas décadas se han incrementado
tras la incorporacion de los andlisis filogenéticos moleculares (Garcia-Cardenas
et al. 2019, Lopez-Gonzélez & Drewery 2022).

Por el contrario, una distribucion restrictiva (por ejemplo, un endemismo)
puede ser el reflejo de una adaptacion puntual, una reduccidn drastica de las po-
blaciones (especies relictas) o un esfuerzo de muestreo sesgado (Ledo & Kikuchi
2005, Pérez et al. 2016). En la fauna octocoral, varias areas puntuales presentaron
un alto nivel de endemismos como el Artico, la Antartida, Sudafrica, Brasil o el
Golfo de México (Pérez et al. 2016).

Entre los octocorales, se ha considerado que los pennatulaceos (Octocora-
llia: Pennatulacea) incluyen principalmente especies cosmopolitas (Pérez et al.
2016), quizas porque se distribuyen en todos los mares y océanos del mundo,
desde aguas poco profundas hasta cerca de los 6.100 m de profundidad (Williams
1990, 2011). Entre las plumas de mar, los géneros mas conocidos son actualmente
considerados con una distribucion circunglobal o mundial, tales como Anthopti-
lum, Distichoptilum, Funiculina, Balticina, Kophobelemnon, Pennatula, Umbe-
llula o Virgularia (Williams 2011).

Actualmente, el Orden Pennatulacea contiene mas de 200 especies consi-
deradas vélidas, distribuidas en 41 géneros y 16 familias (Williams 2015, 2017,

Garcia-Céardenas et al. 2019, Lopez-Gonzélez & Drewery 2022, Lopez-Gonzalez,

- 247 -



Garcia-Cardenas, F.J.

Tesis Doctoral

com. per.). Las especies de pennatulaceos han colonizado muchos ambientes ma-
rinos bentdnicos (como arenas intermareales, fondos lodosos o &reas arenosas),
y presentan un pedunculo musculoso exclusivo para anclarse en estos sedimentos
blandos. Una de las caracteristicas de tener este pedunculo es el establecimiento
de una unién laxa con el sustrato, dando como resultado que estas colonias pue-
dan desprenderse y quedar a la deriva por un tiempo (pudiendo ser arrastradas
por las corrientes). Este rasgo bioldgico no comun, nunca observado en otros co-
rales, junto con la produccidn de larvas lecitotréficas capaces de sobrevivir hasta
30 dias y viajar largas distancias ayudados por los sistemas de corrientes domi-
nantes (Chia & Crawford 1973, Tyler et al. 1995) puede considerarse competen-
cias biologicas (o “habilidades de movimiento de la especie”) que podrian serfa-
vorables a extender la distribucion biogeogréafica de estas especies. Ademas de es-
tos rasgos bioldgicos, un analisis del tiempo de divergencia publicado reciente-
mente sugirié que, a pesar de que los pennatulaceos son uno de los grupos octo-
corales mas especializados, tienen un origen antiguo cercano del Cretacico Infe-
rior, hace ~144 Ma (Garcia-Cardenas et al. 2020, Goedert et al. 2022). Este pe-
riodo de existencia (junto con las "habilidades de movimiento" expuestas ante-
riormente) podria interpretarse como un periodo de tiempo suficientemente
largo para lograr una diversificacion grande/extensa que incluye grandes patro-
nes de distribucion biogeogréafica. Como sugirié William (2011), el potencial de
dispersién es indudablemente de fundamental importancia con respecto a los pa-

trones de rangos geograficos restringidos versus extensos.

A pesar de que los pennatuldceos son ampliamente conocidos (Ellis 1764,
Kolliker 1870, Kukenthal 1915), pocas contribuciones se han ocupado de sus pa-
trones biogeograficos alrededor del mundo, destacando el intento previo de com-
prender la distribucion geogréfica de las plumas de mar realizado por Williams
(1992, 1995) o aportes biogeograficos localizados (Murillo et al. 2016, Ruiz-Pico
et al. 2017, Bastari et al. 2018). En la ultima década, Williams (2011) ofreci6 una
vision global de la diversidad y distribucion del Orden Pennatulacea, resumiendo

el conocimiento surgido en décadas pasadas.
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La arquitectura colonial y el tipo de anclaje al sustrato hacen que los pen-
natuldceos se vean directamente afectados por las corrientes oceanicas profundas
(Williams 2011). Como resultado, asociar las competencias de dispersion de estas
especies con la naturaleza del cambio ambiental (como las corrientes) podria pro-
porcionar informacién interesante sobre la distribucion de estas comunidades

bentobnicas.

El objetivo del presente estudio es ofrecer (1) unadistribucion biogeografica
global del Orden Pennatulacea en la actualidad, incluyendo los géneros y especies
descritos mas recientemente; (2) intentar explorar la composicién faunistica de
los pennatulaceos entre diferentes ecorregiones a lo largo de los océanos del
mundo, y (3) identificar areas de puntos calientes de diversidad. Finalmente, se
realizaran algunas observaciones sobre el antiguo y discutido lecho original hipo-

tético de corrales marinos.

6.2 Materiales y métodos
Una revision exhaustiva de la literatura sobre los registros de las especies de pen-
natulaceos consideradas validas a nivel mundial (incluidas las descripciones ori-
ginales y otros documentos que proporcionaron revisiones taxonémicas Utiles,
comentarios e informacién adicional sobre la distribucién de la especie, asi como
bases de datos como el portal WoRMS www.marinespecies.org) se ha llevado a
cabo con el objetivo de crear una matriz completa de datos de presencia/ausencia
de especies de plumas de mar utilizando ecorregiones de todo el mundo (ver mas

abajo).

Los criterios empleados para la elaboracién de esta matriz pretenden mini-
mizar el sesgo inherente a la comparacion de resultados de diferentes fuentes
(Carver 1991). Excluimos de la matriz todos los materiales no identificados a nivel

de especie, asi como aquellos referentes a identificaciones dudosas o especimenes
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tentativamente asignados a una especie sin fuerte confianza por parte del autor
(ver Discusion). Ademas, actualizamos la informacion de distribucién de cada ta-
X0n con base a los hallazgos més recientes (por ejemplo, Li et al. 2021, Lopez-
Gonzéalez & Drewery 2022).

6.2.1 Ecoregiones y zonacion batimeétrica

La delimitacion de las ecorregiones se basé principalmente en la propuesta pro-
porcionada por Spalding et al. (2007), como Ecorregiones Marinas del Mundo
con algunas modificaciones (Figura 6.1): el area correspondiente al Atlantico
Norte se subdividio en regiones occidental, oriental, templada y tropical para re-
flejar mas claramente el grado de relacion o aislamiento, ya que es una de las zo-
nas mas estudiadas desde el siglo XVII1. Por lo tanto, principalmente segun Spal-
ding et al. (2007), se consideraron las siguientes dieciséis ecorregiones (Fig. 6.1):
AR, regién artica; NES, mares del norte de Europa; LU, lusitania; ME, Mar Me-
diterraneo (incluido el Mar Negro); NWA, Atlantico Noroccidental (incluido el
Atlantico Noroccidental templado frio y calido); NP, Pacifico norte templado (in-
cluido el Pacifico nororiental y noroccidental templado, frio y célido); TWA,
Atlantico occidental tropical (incluido el Atlantico noroccidental tropical y la pla-
taforma del norte de Brasil); TEA, Atlantico Oriental Tropical; TSAM, América
del Sur Templada; TEP, Pacifico Oriental Tropical; EIP, Indo-Pacifico Oriental;
TSA, Africa Meridional Templada; WIP, Indo-Pacifico Occidental; CIP, Indo-Pa-
cifico Central; TA, Australasia Templada; y SO, Océano Austral (incluida la region

antartica).

Para las comparaciones batimétricas entre y dentro de cada ecorregién, se
consideraron los siguientes limites batimétricos, siguiendo la bien definida ano-
malia de gravedad 'efecto de borde' inmediatamente hacia el mar a 200 m de pro-
fundidad y el "alto exterior' coincidente con la profundidad de 3.000 m, descrita
en los estudios sobre demarcaciones de margenes continentales (ver Hansen 1975,
Sibuet 1979, Billett 1991, Emig 2004, Pavel et al. 2013, entre otros). Estas zonas
batimétricas fueron 0-200 m (plataforma, S), 200-3.000 m (batial, B) y 3.000-
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6.000 m (abisal, A). También se exploraron comparaciones adicionales segun el

numero de especies de cada zonacidn batimétrica.

Figura 6.1. Ecorregiones biogeograficas consideradas en este estudio: AR, region artica;
NES, mares del norte de Europa; LU, lusitania; ME, Mar Mediterraneo (incluido el Mar
Negro); NWA, Atlantico Noroccidental (incluido el Atlantico Noroccidental templado frio
y célido); NP, Pacifico norte templado (incluido el Pacifico nororiental y noroccidental
templado, frio y calido); TWA, Atlantico occidental tropical (incluido el Atlantico noroc-
cidental tropical y la plataforma del norte de Brasil); TEA, Atlantico Oriental Tropical;
TSAM, América del Sur Templada; TEP, Pacifico Oriental Tropical; EIP, Indo-Pacifico
Oriental; TSA, Africa Meridional Templada; WIP, Indo-Pacifico Occidental; CIP, Indo-
Pacifico Central; TA, Australasia Templada; y SO, Océano Austral (incluida la region an-
tartica). Las lineas discontinuas negras representan los limites tedricos entre regiones.
Adaptado de Spalding et al. (2007).

6.2.2 Estudio biogeografico

Como aproximacion preliminar se calcul6 la riqueza de especies (S) para cada
ecorregion y zona batimétrica (diversidad alfa) (Clarke & Warwick 1998, Magu-
rran 2004), asi como la diversidad beta o aproximacion comparativa entre eco-
rregiones (y zonas batimétricas) que abarcan areas geograficas mas grandes. Tras
ello, el estudio biogeografico se realizé desde dos perspectivas: el analisis de com-
posicion faunistica para cada ecorregion considerando la categoria de distribu-

cion zoogeogréfica asignada a cada especie de pluma de mar segun su distribucion
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geogréfica conocida, y el andlisis de la afinidad faunistica entre ecorregiones a
partir de la distribucion geografica y batimétrica conocida de las especies de pen-
natulaceos (Medel & Lopez-Gonzalez 1996, 1998).

Composicidn faunistica

El estudio de composicion faunistica (o afinidades zoogeogréficas) se basé en
asignar una categoria zoogeogréafica a cada especie de pluma de mar segun las
ecorregiones en las que ha sido reportada (Medel & Lépez-Gonzalez 1996, 1998),
y se agrupan en 4 grandes clases (Tabla S6.1), siguiendo algunas consideraciones
resumidas por Williams (2011): (1) Endemismo, cuando la especie solo estéa pre-
sente en unasola ecorregién (por ejemplo, si una especie solo se registré en el mar
Mediterraneo, este endemismo se abrevia como ME), (2) Distribucién amplia
(WD), cuando la especie esta presente en dos 0 mas ecorregiones dentro de uno o
mas océanos (por ejemplo, una distribucién amplia en el océano Atlantico, abre-
viada como WDA, podria incluir combinaciones de ecorregiones como NES, LU,
ME, TEAy TSA); (3) Cosmopolitismo (CO), cuando la especie putativa se registra
en todos o casi todos los océanos, incluida en la mayoria de los casos al menos
una region polar (por ejemplo, una especie mencionada en una combinacién de
ecorregiones distantes como NES, LU, ME, NWA, NP, TSA, WIP y TA, se consi-
deraba cosmopolita); (4) Otra Distribucidn, una especie se consideré dentro de la
categoria “otra distribucién” cuando estando presente en mas de una ecorregion
no hasido incluida en ninguna de las categorias anteriores (Tabla S6.1). Las cate-
gorias zoogeogréficas fueron confrontadas con las ecorregiones en una nueva ma-
triz cuyo andlisis determind el contenido y porcentajes de endemismos, distribu-

ciones amplias, cosmopolitismos y otras distribuciones para cada ecorregion.
Afinidad faunistica

Se utiliz6 la matriz de datos de presencia/ausencia para obtener una matriz de
similitud (matriz triangular) entre ecorregion+batimetria utilizando el indice de
similitud Sgrensen (Sgrensen 1948, Demey et al. 2011, Soto Angel & Pefia Cantero
2017).
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Se realizé un andlisis de conglomerados (enlace aglomerativo jerarquico por
promedio de grupo) para determinar posibles agrupaciones entre ecorregiones.
Se utilizaron los siguientes parametros de Simprof: 10.000 permutaciones para
el perfil medio, 10.000 permutaciones de simulacién y un nivel de significacion
del 5 % (Clarke & Warwick 1994). Las relaciones resultantes segun el indice utili-

zado se representaron mediante dos dendrogramas.
Afinidad entre géneros basada en la distribucién geogréafica y batimétrica

Finalmente, la matriz de datos de distribucién de especies se condenso a nivel de
género y se transpuso para tratar de detectar agrupaciones de géneros con distri-
bucién geogréafica y batimétrica similar.

Los analisis estadisticos se realizaron utilizando los paquetes de software
PRIMER 6 (v.6.1.6) (Clarke & Gorley 2006) y PAST (v 3.21) (Hammer et al. 2001).

6.3 Resultados
En el presente estudio biogeografico se utilizé un total de 220 especies de penna-
tulacean distribuidas en 41 géneros y 16 familias a lo largo de las ecorregiones
enumeradas anteriormente (Tabla S6.2). Sin embargo, es necesario sefialar en
este apartado que, no se considerara la descripcion de patrones geogréaficos y ba-
timétricos a nivel de familia, ya que la sistematica de las plumas de mar se en-
cuentra actualmente en revisidn y de poco servirian nuestros posibles comenta-

rios o conclusiones en este sentido (ver también Discusion).

El género con mas especies fue Pteroeides (29 spp.), seguido de Virgularia
(18 spp.), Cavernularia (15 spp.), Stylatula (11 spp.), Lituaria y Pennatula (10
spp. cada una) (Tabla S6.3). Por un lado, la mitad de los géneros conocidos (20
de los 41 géneros, 48 % del total) incluye solo 36 especies (~16 %, una media de

1,8 spp. por género). Por el contrario, solo 6 géneros (~15% del total) incluyeron
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casi la mitad de las especies descritas (43%, una media de 15,6 spp. por género)
(ver Tabla S6.3).

Figura 6.2. Ecorregiones y distribucion batimétrica de géneros de plumas de mar.
Categorias: S-Shelf (<200m), B-Bathyal (200-3000m), A-Abyssal (3000-6000 m).

6.3.1 Ecoregiones y distribucion batimétrica
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Los géneros de plumas de mar estuvieron presentes en todas las ecorregiones con-
sideradas aqui (ver Fig. 6.2, Tabla S6.2). Las ecorregiones con el mayor nimero
de géneros observados (>25 generos) fueron NP (31 géneros), CIP (27 géneros) y
WIP (26 géneros); mientras que los que presentaron los valores mas bajos (< 10
géneros) fueron AR (2 géneros), TEP (5 géneros), ME (7 géneros), SO (7 géneros),
TSAM (8 géneros) y EIP (9 géneros). (Fig. 6.2A). Considerando la distribucién
batimétrica dentro de cada ecorregioén (como porcentaje del total), observamos
gue aquellas ecorregiones con mayor namero de géneros presentan principal-
mente una distribucién en aguas poco profundas (S), seguida por una distribu-
ciones batial (B) y abisal (B +A). Mientras que las ecorregiones con los valores
mas bajos presentaron principalmente una distribucion en aguas poco profundas
(S) y plataforma-batial (S+B) (Fig. 6.2B).

Las comparaciones dentro de cada rango batimétrico mostraron que las
ecorregiones con los valores mas altos de géneros de aguas poco profundas (>15
géneros) fueron NP (25 géneros) y CIP (16 géneros), mientras que aquellas con
los valores mas bajos (<5 géneros) fueron AR, EIP y TSAM (4 géneros cada uno)
(Fig. 6.3A). A profundidades batiales (200-3.000 m), las ecorregiones TSAy CIP
tuvieron los valores mas altos (> 20 géneros), mientras que las ecorregiones con
los valores mas bajos fueron ME, TEP y EIP (<5 géneros) (Fig. 6.3B). Finalmente,
las ecorregiones con valores mas altos en batimetria abisal fueron CIPy TSA (> 9
géneros), mientras que SO y TWA fueron las ecorregiones con valores mas bajos
(un género cada una). La Gnica ecorregion sin ninguin género abisal fue el Artico
(AR) (Fig. 3C).

Con respecto a la distribucién batimétrica global de los diferentes géneros
(Tabla S6.3), en los tres géneros con mayor cantidad de especies, el componente

de aguas poco profundas es dominante. En el género Pteroeides el 97% de sus

- 255 -



Garcia-Cardenas, F.J.
Tesis Doctoral

Figura 6.3. — Riqueza de géneros en cada ecorregion y nivel batimétrico. Consulte
la Tabla 6.1 para ver las abreviaturas.
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cies de Virgularia y Cavernularia (83% y 93%, respectivamente). Los géneros
Lituaria (10 spp.), Actinoptilum (1 sp.), Cavernulina (3 spp.), Crassophyllum (2
spp.), Malacobelemnon (2 spp.) y Sarcoptilus (5 spp.) muestran una distribucion
restringida a la plataforma continental. Cuatro géneros (de una o dos especies) se
han reportado exclusivamente desde zonas batiales, Chunella, Amphiacme,
Alloptilella, y Gyrophyllum. Solo el género Porcupinella (2 spp.) es exclusiva-
mente abisal. Los géneros de plumas de mar Kophobelemnon, Protoptilum, Bal-
ticina, Calibelemnony Funiculina incluyen al menos una especie reportada desde
la distribucion batimétrica completa aqui analizada (S+B+A).

6.3.2 Ecoregiones y distribucion batimeétrica de las espe-
cies de pennatulaceos.

Las especies de plumas de mar estuvieron presentes en todas las ecorregiones
consideradas aqui (ver Figs. 6.1, 6.4 Tabla S6.2). Las ecorregiones con el mayor
numero de especies reportadas (> 50 spp. cada una) fueron CIP (79 spp.), NP (59
spp.) y WIP (57 spp.); mientras que los de valores mas bajos (< 10 spp.) fueron
AR (5 spp.), TEP (7 spp.), SO (10 spp.) y ME (10 spp.) (Fig. 6.4A). Entre las tres
ecorregiones con mas especies citadas anteriormente, el rango batimétrico mas
comun fue exclusivo de plataforma (S), seguido de lejos por B y B+A (Fig. 6.4B).
Mientras que esas ecorregiones menos especiadas mostraron sus especies distri-
buidas en un menor nimero de zonas batimétricas [ya sea exclusivas (S, B, A) o
concatenadas (por ejemplo, S+B o B+A)], siendo dominadas principalmente por

las especies de plataforma (S), seguida de S+B (Fig. 6.4B).

Las comparaciones entre ecorregiones dentro del mismo rango batimétrico
(Figura 6.5) revelaron que: 1) las tres ecorregiones mas especiosas en la zona de
plataforma (>35 spp) son CIP (59 spp.), NP (46 spp.) y WIP (38 spp.), contrario
a lo observado en AR, TEP, SO y EIP (<6 spp.) (Fig. 6.5A); 2) considerando solo
la zona batial, las ecorregiones con mayor nimero de especies (>22 spp.) fueron
NP (30 spp.), WIP (27 spp.) y NES (24 spp.), mientras que AR, TSAM, TEP y SO
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Figura 6.4. — Ecorregiones y batimetria. Distribucion batimétrica global de las espe-
cies de pennatulaceos. Categorias: S-Shelf (<200m), B-Bathyal (200-3000m), A-Abys-
sal (3000-6000 m).
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Figura 6.5. — Indice de riqueza especifica (S) en cada ecorregion y nivel batimétrico.
Consulte la Tabla 1 para ver las abreviaturas.
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spp.), LU (13 spp.) y NP (12 spp.), solo el Artico (AR) no tubo especies abisales,
mientras que SO y TA tenian solo una especie cada uno (Fig. 6.5C).

En general, el nUmero de especies de plumas de mar fue claramente mayor
en la plataforma continental (165 spp., 131 de ellas exclusivas) que en batial (86
spp., 29 exclusivas) y abisal (31 spp., 3 exclusivas). En cuanto a distribuciones
batimétricas méas amplias, 29 spp. mostraron un amplio rango batimétrico entre
0-3,000 m (S+B); 23 spp. se registraron entre 200-6.000 m (B+A); y solo se han
registrado 5 especies de todas las zonas batimétricas (S+B+A) (ver Tablas S6.2,
$6.3): Balticina californica, Calibelemnon symmetricum, Funiculina quadran-

gularis, Kophobelemnon stelliferum y Protoptilum cyaneum.

6.3.3 Composicion faunistica

Se considerd a priori un total de 30 categorias zoogeogréaficas segun la posible
distribucién geogréfica de las especies de plumas de mar a lo largo de las ecorre-

giones consideradas, aisladas o combinadas (ver Tablas S6.1, S6.2).

La mayoria de las ecorregiones mostraron algunas especies endémicas (por-
ciones circulares en azul en la Figura 6.6), excepto en el Indo-Pacifico Oriental
(EIP), el Atlantico Noroccidental (NWA) y el Artico (AR). El mayor porcentaje de
endemicidad se encontré en los océanos del Sur (SO, 60 %), seguido del Atlantico
occidental tropical (TWA, 45 %), América del Sur templada e Indo-Pacifico cen-
tral (TSAM Yy CIP, 43 %) y la region de Australasia ( AT, 37%). Los mares semice-
rrados como el Mediterraneo mostraron un 10%, muy superior a la ecorregién
vecina lusitana (3%) pero cercana a los mares del norte de Europa (NES, 12%).
Entre las 13 ecorregiones con especies endémicas, 11 tenian un porcentaje de en-
demicidad >50% en especies de plataforma, siendo ME, LU, TEP y TEA 100%
(Tabla S6.5).

Todas las ecorregiones excepto el Artico presentaron algunas especies de

amplia distribucién (coloreadas en naranja). Los porcentajes mas altos de distri-
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buciones amplias se encontraron en el Pacifico oriental tropical (TEP, 71 %), se-
guido del Indo-Pacifico occidental (WIP) y el Atlantico noroccidental (NWA) (65
% y 61 %, respectivamente). El Artico (AR) y el Océano Austral (SO) mostraron

especies de amplia distribucion como se define aqui.

Figura 6.6. — Resultado del estudio de composicion faunistica. Los diagramas represen-
tan el porcentaje de endemismos (azul), distribucién amplia (naranja), cosmopolitismo
(gris) y otra distribucién (amarillo) de cada ecorregion. El tamafio de los graficos es pro-
porcional al nUmero de especies en cada ecorregion. Dentro de cada endemismo, se indica
su batimetria.

La mayoria de las ecorregiones mostraron algun caso de cosmopolitismo
(coloreado en gris), excepto el Pacifico oriental tropical (TEP) y América del Sur

templada (TSAM). Los mayores porcentajes de cosmopolitismo se encontraron
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en el Mar Mediterraneo (ME, 40%), seguido del Indo-Pacifico Oriental (EIP, 42%)
(ver Fig. 6.6).

6.3.4 Afinidad faunistica entre ecorregiones

En general, el analisis de conglomerados utilizando el indice de Sgrensen sobre la
distribucién de especies a lo largo de las ecorregiones (Figura 6.7) mostro6 patro-
nes de agrupacion relativamente pobres (la mayoria de las relaciones entre 20%
y 70% de similitud).

Cuando se utiliza un limite de similitud del 70% destacaron algunas combi-
naciones de ecorregiones-zonas batimétricas. Por un lado, las regiones de plata-
formay batial del Mar Mediterraneo (S_ME+B_ME); las plataformas de Lusita-
niay Mares del Norte de Europa (S_LU+S_NES); y la plataforma y la region ba-
tial del Artico (S_AR+B_AR). Por otro lado, la zona batial y abisal del Indo-Paci-
fico Oriental (A_EIP+B_EIP) y la abisal del Indo-Pacifico Central (A_CIP); la
zona batial del Atlantico Noroccidental, Lusitania y Mares del Norte
(B_LU+B_NWA+B_NES); la zona abisal de esta misma regién atlantica
(A_LU+A_NWA+A_NES); las zonas batial y abisal de Sudamérica Templada
(TSAM A+B); y las zonas batial y abisal del Pacifico Oriental Tropical (TEP A+B).
Estas relaciones observadas en el dendrograma pueden verse afectadas por una
combinacién de originalidades regionales/batimétricas y la identificacion de ta-

xones putativos ampliamente distribuidos.

Las faunas de plumas de mar de la plataforma mediterranea (S) y zona ba-
tial (B) son bastante similares (bajo el limite de similitud anterior), mientras que
la fauna abisal es diferente, relativamente mas relacionada con la zona batial de
Australasia templada (ver Discusion). En cuanto a las regiones polares, A_AR (sin
ninguna especie de pluma de mar registrada) esta muy separada de S_AR-B_AR
(>80 % de similitud), mientras que todas las zonas batimétricas del Océano Aus-
tral se retnen solo con un ~10 % de similitud, siendo S_SO el mas diferente y

B_SOyA_SO con ~33% de similitud (ver Discusion). Esto significa que, bajo un
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80% de similitud, las zonas de plataforma y batial en el Artico pueden conside-
rarse una sola unidad faunistica, sin plumas de mar en la zona abisal; mientras
gue en el Océano Austral, cada zona batimétrica representa una unidad faunistica

diferente, todas ellas con al menos una especie.

Figura 6.7. — Andlisis de conglomerados que clasifica las ecorregiones consideradas a
priori en funcién de la distribucion de las especies de plumas de mar (Tabla S6.2) y el
Indice de similitud de Sgrensen. Se indica la zona batimétrica en cada ecorregion: S_ =
plataforma; B_ = batial; A_ = abisal. Se indica el limite de similitud del 70%
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6.3.5 Afinidad entre géneros basada en la distribucion
geogréficay batimétrica
En un tratamiento similar al desarrollado para las afinidades faunisticas, cuando
se analiza la distribucion geogréafica y batimétrica de los géneros, la mayoria de
las agrupaciones mostraron poca similitud (Figura 6.8)

Para estar de acuerdo con comparaciones previas (ver arriba), cuando se

usa un limite de similitud del 70% se detectan los siguientes agrupamientos: (1)

Figura 6.8. — Dendrograma resultante del anélisis de similitud basado en el indice de
Sgrensen y utilizando todos los géneros descritos. Se indica la zona batimétrica en cada eco-
rregion: S__ = plataforma; B_ = batial; A_ = abisal. Se indica el 70% de los limites de simili-
tud.
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Umbellulidae gen.-Anthoptilum-Solumbellula-Scleroptilum [compartiendo las
zonas batiales y abisales del Atlantico Norte ( NES-LU-NWA-TWA-TEA) e Indo-
Pacifico occidental (WIP)]; (2) Chunella-Amphiacme-Scytaliopsis [compar-
tiendo plataforma y zonas batiales del Atlantico Sur Tropical (TSA) y el Indo-Pa-
cifico Occidental (WIP)]; 3) Echinoptilum-Calibelemnon [compartiendo plata-
formay zonas batiales del Atlantico Sur Tropical (TSA) y el Indo-Pacifico Oriental
(EIP)]; y 4) Veretillum-Pteroeides-Cavernularia [compartiendo plataforma del
Mediterraneo y el Atlantico Oriental Tropical (ME-LU-TEA) y el Indo-Pacifico
Occidental y Central (WIP-CIP)] (Figura 6.8).

Por el contrario, algunos géneros fueron aislados, correspondiendo en la
mayoria de los casos a géneros monotipicos o una distribucién restringida de sus
especies o (ver Discusion). Por ejemplo, el género monoespecifico Gilibelemnon
endémico de la Antartida o el género abisal Porcupinella (2 spp.) distribuido en

el Atlantico y el Indo-Pacifico central.

6.4 Discusion
Es necesario mencionar que el estudio biogeografico en plumas de mar implica
una serie de limitaciones en la obtencion de los conjuntos de datos confiables,
estas pueden deberse a un esfuerzo de muestreo incompleto (limitaciones geogra-
ficas o batimétricas) (Marshal 1979; Williams 1992), e incluso algunas caracteris-
ticas bioldgicas inherentes a las especies, como una distribucion irregular (Birke-
land 1974; Lopes et al. 2012; Ruiz-Pico et al. 2017) o la capacidad de enterra-
miento bajo estrés fisico tales como la proximidad de artes de muestreo (Pavans
& Buisson 1965; Levin et al. 1994; Chimienti et al. 2018; Ambroso et al. 2013,
2021). Otro impedimento para los estudios biogeogréaficos surge del origen de la
informacion, incompleto o impreciso, especialmente notorio en materiales anti-

guos descritos y reportados (especialmente aquellos anteriores a los afios 50 del
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siglo pasado). Algunas de estas especies se erigieron sobre la base de un solo es-
pécimen (por ejemplo, Kélliker 1872), y los términos generales que se utilizaron
para los datos de localidad (por ejemplo, "Atlantico", "Pacifico™ o "profundo™) son
relativamente frecuentes (ver Kolliker 1870, 1872, Broch 1910, Kikenthal 1915,

entre otros).

A pesar de estas limitaciones, la informacion obtenida a partir de los estu-
dios biogeograficos ofrece un amplio enfoque sobre el patron de distribucién de
las especies de plumas de mar, ampliando nuestro conocimiento previo (Williams
2011). Como se vio antes, se han encontrado pennatulaceos en todos los océanos,
desde las zonas polares hasta las ecuatoriales, y desde las zonas someras hasta las
profundidades abisales (Broch 1910, Kiikenthal 1915, Williams 1995, 2011).

Williams (2011) consider6 un total de 35 géneros y al menos 203 especies
validas, y mostrd que aproximadamente el 54% de estos géneros tienen una dis-
tribucion geografica amplia, siendo el 46% restante geograficamente restringido
[Ptilosarcus (W América, Pacifico), Gilibelemnon (Antartida), Porcupinella
(Atlantico norte), Sarcoptilus (Australia meridional, Indo-Pacifico), Crassophy-
llum (Africa oriental, Atlantico Norte-Mediterraneo), Amphibelemnon y Actino-
ptilum (Africa meridional, Atlantico-indico), Scytaliopsis y Amphiacme (Africa
oriental, Indo -Pacifico)] (Williams 2011). En el presente estudio (basado en la
distribucion de 41 géneros y 220 especies) el porcentaje de distribucién amplia o
cosmopolita aumenta hasta el 92,7 % (80,5 % de distribucion amplia y 12,2 %
cosmopolita), mientras que solo 3 géneros monotipicos (apenas presentes en una
sola ecorregidén) pueden ser estrictamente considerados endémicos (Actinopti-

lum, Gilibelemnon, Amphibelemnon), representando solo el 7.3% (Tabla S6.4).

De acuerdo con Williams (2011), los géneros Anthoptilum, Distichoptilum,
Funiculina, Kophobelemnon y Pennatula pueden considerarse cosmopolitas. Sin
embargo, no es lo mismo la asignacion de la categoria cosmopolita a un género
dado por tener numerosas especies (y que cada una podria ser endémica de una

determinada ecorregién) presentes en muchas de las ecorregién consideradas,
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gue aquellos casos en los que la asignacién de cosmopolita se derive de la presen-
cia de una especie hoy considerada cosmopolita. Esto ocurre con algunas de las
especies tipo de los géneros mencionados anteriormente (A. grandiflorum, D.
gracile, K. stelliferum, F. quadrangularis y P. phosphorea). Es probable que los
multiples registros de un nombre de especie dado, reportados por todo el mundo
puedan estar respaldados por similitudes morfoldgicas en lugar de diferencias fi-
logenéticas confiables, como se reveld, por ejemplo, en Pennatula phosphorea
(Garcia-Cardenas et al. 2019).

Estudios previos han sustentado que los limites de profundidad que refle-
jaban los cambios faunisticos generales desde el borde de la plataforma (200 m)
hasta la zona abisal (6.000 m), presentan la barrera de los 3.000 m como inicio
de la fauna abisal (Hansen 1975, Sibuet 1979, Billett 1991). La falta de consisten-
cia global en tales patrones faunisticos, sugeriria que los procesos que estructuran
la diversidad a lo largo de la batimetria son probablemente diferentes (Olabarria
2006). Las faunas de plumas de mar de las zonas profundas (B+A) del Atlantico
tropical, Indico y Pacifico presentaron frecuentemente una mayor similitud entre
ellas que con sus respectivas zonas de plataforma (Fig. 6.7). Los sistemas de co-
rrientes y las condiciones ambientales de las plataformas podrian aislar posibles
interconexiones con estos fondos marinos profundos (Almada et al. 2001, Gille et
al. 2004, Mortensen et al. 2008). Esta falta de conectividad podria estar detras
del alto grado de endemismo ocurrido en la plataforma continental (100 de las
220 spp., ver Tabla S6.2, S6.5).

En nuestro estudio, solo en ciertas ecorregiones (como el Mar Mediterraneo
y el Océano Artico) se mostro asociacion entre la plataforma y la fauna batial
(rango 0-3.000 m), mientras que las zonas abisales se aislaron en el analisis. Por
ejemplo, la plataforma abisal del Artico (A_AR) se caracterizé por la ausencia de

especies, pero el Mediterraneo abisal (A_ME) se caracteriza por la presencia de
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dos supuestas especies cosmopolitas (Funiculina quadrangularis y Kophobelem-
non stelliferum) reportadas en muchas ecorregiones diferentes y en el completo
rango batimétrico (Mastrototaro et al. 2013, Bastari et al. 2018, Pierdomenico et
al. 2018, Chimienti et al. 2019a,b).

Tradicionalmente, las plumas de mar se consideran especies de aguas pro-
fundas (ver Kolliker 1872, Kukenthal 1915, entre otros), sin embargo, en este es-
tudio, 165 de las 220 especies (~75%) se pueden encontrar viviendo en areas de
plataforma, mientras que 86 spp. (—~39%) y solo 31 spp. (~14%) habitan fondos
batiales y abisales, respectivamente (ver Tabla S6.3). La reduccién de la diversi-
dad al aumentar la profundidad esta de acuerdo con otros estudios en varios gru-
pos faunisticos (por ejemplo, isdpodos en Svavarsson et al. 1993; o hexacorales

en Riemann-Zirneck 1998; entre otros).

En el caso del Mar Mediterraneo, se trata de una ecorregion joven, que co-
menzé a formarse hace unos 5,3 millones de afios cuando un pronunciado estre-
cho se abrié al Atlantico inundando las cuencas occidentales, que estaban casi
secas (Garcia-Castellanos et al. 2009, Sutton et al. 2017, Real et al. 2021). A pesar
de las diferencias en el nUmero de especies registradas en el Mediterraneo en
comparacion con las areas cercanas (LU o NES) (Fig. 6.6), la fauna mediterranea
de plataforma mas batial parece estar moderadamente relacionada con las aguas
europeas atlanticas de plataforma (S_LU+S_NES) (~ 30% de similitud en la Fig.
6.7) [Né6tese aqui que la zona batial de Australasia (B_TA) también aparece cerca
del Mediterraneo, esto se debe a la presencia de las especies cosmopolitas K. ste-
lliferum, P. phosphorea y F. quadrangularis]. Puede considerarse que la coloni-
zacion de la cuenca mediterranea por elementos atlanticos una vez abierto el Es-
trecho de Gibraltar tras la crisis del Messiniense (Loget & Van Den Driessche
2006) se puede observar en el aislamiento de elementos templado-tropicales hoy
considerados endemismos emblematicos, como Astroides calycularis, género

monotipico estrechamente relacionado con otros géneros africanos tropicales de
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Dendrophyliidae (Zibrowius 1995, Goffredo et al. 2010) o el pennatulaceo del Me-
diterraneo oriental Crassophyllum thessalonicae, cuyo Unico congénere existente,
Crassophyllum cristatum, habita en fondos de aguas poco profundas de Guinea
a Angola (Vafidis & Koukouras 1991, 1994, Fryganiotis et al. 2011, Tixier-Duri-
vault 1961).

La distribucion de los tres géneros de la plataforma Veretillum, Pteroeides
y Cavernularia parece tener una similitud relativamente alta (Fig. 6.8) y puede
discutirse en un marco hipotético que involucre al antiguo mar de Tethys (Rogl
1997, Hrbek & Meyer 2003, Bialik et al. 2019). Las especies de estos tres géneros
estan presentes en el Atlantico oriental tropical, Lusitania y Mediterraneo por un
lado, asi como en el Indo-Pacifico central y occidental (Fu et al. 1999, Williams
1989, 1995, Williams et al. 2012). Estas dos masas de agua estuvieron conectadas
por el Tethys hasta que se cerré el "Corredor Trans-Tethyan", y con ello la cone-
xion con el Mediterraneo (hace aprox. 14-13 Ma) (R6gl 1997, Hrbek & Meyer 2003,
Bialik et al. 2019). Por esto, es razonable gque los géneros (al menos los caracteres
morfolégicos hoy reconocidos como de estos géneros) ya estuvieran presentes an-
tes del cierre de Tethys, y posteriormente evolucionaron de forma independiente,
y diversificaron en diferentes especies en ambas principales masas de aguas. Ade-
mas, como se ha comentado anteriormente, el cierre del Estrecho de Gibraltar y
la desecacion del Mediterraneo eliminarian potencialmente estos elementos pen-
natulaceos Tethys de esta cuenca. La posterior apertura del Estrecho de Gibraltar
daria lugar a la estrecha relacién entre la fauna de plumas de mar de las regiones
mediterrédnea y lusitanica (Sampaio et al. 2019, Chimienti et al. 2019a). Sin em-
bargo, la existencia de taxones de cnidarios relacionados entre los cafiones del
Mediterraneo Noroccidental del Golfo de Ledn y el Golfo de Vizcaya sugieren que
la influencia de las conexiones de Paratethys (por todo el norte de la peninsula
ibérica) todavia esta presente, y que la posible fauna relicta de Tethys podria ha-

ber sobrevivido a la crisis de Messiniensis, cerca de las principales aportaciones
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asociadas a los rios méas importantes (Rogl 1997, Gili et al. 1998, 2000, Bitner et
al. 2013, van Baak et al. 2016).

En cuanto al origen hipotético de las plumas marinas, los primeros estudios
relevantes consideraron a los pennatuldceos como un grupo originado en aguas
profundas, debido a que la mayoria de las especies descritas en ese momento eran
profundas y estructuralmente mas simples, como Funiculinidae y Kophobelem-
nidae, que se encuentran en el mares de Europa y Atlantico Norte (Kolliker 1870,
Wilson 1883). Sin embargo, autores posteriores propusieron un origen en aguas
poco profundas (Koch 1878, Kukenthal & Broch 1911), y una posterior diversifi-
cacion hacia las profundidades (Hickson 1937, Williams 1992). Su argumento se
basaba principalmente en el hecho de que los pennatulaceos estructuralmente
mas simples (tradicionalmente incluidos en la familia Veretillidae) eran especies
de aguas poco profundas y se localizaron como los primeros taxones divergentes
en los cladogramas. Los primeros analisis moleculares (McFadden et al. 20086,
Dolan et al. 2013) descartaron el argumento tradicional que consideraba las mor-

fologias estructuralmente mas simples como las mas primitivas.

Hickson (1916) afirmé que el conocimiento de la fauna global de pennatu-
laceos aun era imperfecto para avanzar con certeza en la resolucién del posible
origen de este particular grupo octocoral, aunque sugirié el archipiélago malayo
como un candidato potencial. Hoy, mas de un siglo de expediciones y descripcio-
nes de decenas de nuevos taxones, este Gltimo tema sigue siendo alin una incog-
nita, aunque nuestros andlisis de diversidad y distribucién batimétrica por eco-
rregiones también sugieren que la plataforma del Indo-Pacifico Central seria una
de las mejores posibilidades en este respecto (ver Fig. 6.6), donde uno de los pun-
tos calientes mas importantes de biodiversidad, el triangulo de coral, es comun-
mente reconocido (Veron et al. 2009, 2011).
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6.7 Material Suplementario

Tabla S6.1. Categorias zoogeograficas resultantes de la disposicién de las ecorregiones.
Azul, endemismo; naranja, distribucion amplia; gris, cosmopolitismo; amarillo, otras
distribuciones. Consulte la Tabla 1 para ver las abreviaturas de las ecorregiones.

6.0 Estudio biogeografico

Clases

Endemismo

Wide Distri-
bution (WD)

Cat. zoogeograficas
Lusitanian region
Northern European Seas
Northwest Atlantic
Temperate North Pacific
Tropical Western Atlantic
Tropical Eastern Pacific
Temperate Southern Africa
Western Indo-Pacific
Eastern Indo-Pacific
Mediterranean Sea
Temperate South America
Tropical Western Atlantic
Arctic region

Southern Oceans
Australasia region

Indo-Central Pacific

WD Atlantic

WD Indo-Pacific

WD Indo-Pacific and Atlantic

Abbr.
LU
NES
NWA
NP
TEA
TEP
TSA
WIP
EIP
ME
TSAM
TWA
AR
SO
AU

CIP

WDA

WDIP

WDIPA

Ecorregiones
LU
NES
NWA
NP
TEA
TEP
TSA
WIP
EIP
ME
TSAM
TWA
AR
SO
TA
CIP

NES+LU+ME+TEA+TSA;
NES+LU+ME+NWA;
NES+LU+NWA+TWA;
NES+LU+NWA;
NES+LU+TEA;
NES+LU+NWA+TWA+TEA,;
NWA+TWA+TSAM
WIP+CIP;
EIP+WIP+CIP;

WIP+TA;

CIP+TA;

WIP+CIP+TA;

NP+WIP;

NP+CIP;

NP+CIP+TA;
NP+WIP+CIP;
NP+WIP+CIP+TA;
NP+EIP;
NP+EIP+WIP+CIP+TA;

NES+LU+NP+WIP;
NWA+NP+TWA+TSAM+WIP+CIP;
NP+TWA+EIP+CIP;
NP+EIP+TSA+WIP+CIP;
NES+LU+NWA+NP+TWA+TEA+TS
A+WIP;
NES+LU+NWA+TWA+TEA+TSA+W
IP;
NES+LU+NWA+TWA+TEA+EIP+WI
P+CIP;

TSA+WIP;

TSA+WIP+CIP;
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Cosmopoli-
tism

Other Distri-
bution

WD Pacific and Atlantic

WD in Southern Oceans

Cosmopolitan

Atlantic American
Arctic-Atlantic region

Arctic-Pacific region
Eastern Atlantic

Eastern Atlantic + Mediterra-
nean
Northern Atlantic

Southern Atlantic
Eastern Pacific

WDPA

WSO

Cco

AA
APR
EA

EAM

NA

SA
EP

TSAM+TEP;
NP+TSAM+TEP;
NES+LU+NWA+TA;
NP+TEA,;
NES+LU+NWA+NP;

TA+SO;

TSA+SO
AR+NES+LU+ME+NWA+TWA+TEA
+TSA+TA,;
NES+LU+ME+NWA+NP+TSA+WIP
+TA;
NES+LU+NWA+NP+TWA+TEA+EIP
+WIP+CIP;
NES+LU+NWA+NP+EIP+TSA+CIP+
TA;

NES+LU+ME+NP+TA+SO;
NES+LU+NWA+NP+TWA+TEA+EIP
+TSA+WIP+CIP+TA,;
NES+LU+ME+NWA+NP+EIP+TSA+
CIP+TA;

NP+EIP+WIP+CIP+SO

TWA+TSAM
AR+NES:
AR+NES+LU+TSA
AR+NP
TEA+TSA
ME+TEA;
NES+LU+ME;
LU+ME+TEA
NES+NWA;
NES+LU
TWA+TEA
NP+TEP




6.0 Estudio biogeografico

Table S6.2 — Tabla de 220 especies de pennatulaceos consideradas en este estudio y su
distribucion biogeografica segin datos de presencia/ausencia en cada ecorregién-zona

batimétrica. Las referencias se indican en la siguiente hoja del archivo de Excel (S=shelf,
B=batial, A=abisal)
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6.0 Estudio biogeografico

Tabla S6.3. Distribucion batimétrica de especies de pennatulacean por/por géneros

Género Nspp| S S+B S+B+A B B+A A
Pteroeides 29 | 28
Virgularia 18 15
Cavernularia 15 14
Stylatula 11 7
Lituaria 10 | 10
Pennatula 10
Acanthoptilum
Kophobelemnon
Sclerobelemnon
Umbellula
Renilla
Scytalium
Echinoptilum
Protoptilum
Veretillum
Balticina
Calibelemnon
Sarcoptilus
Anthoptilum
Pseudumbellula
Ptilella
Alloptilella
Funiculina
Sclerumbellula
Stachyptilum
Cavernulina
Crassophyllum
Grasshoffia
Gyrophyllum
Malacobelemnon
Porcupinella
Ptilosarcus
Actinoptilum
Amphiacme
Amphibelemnon
Chunella
Distichoptilum
Gilibelemnon
Scleroptilum
Scytaliopsis
Solumbellula
41

Wk WeE

PN WN - a1 N ol NP, NNNW
N =N - == N
WN LN _ W - w -
N~ w
N

N

1

1

1

1

1
131 29 5 29 23 3
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Tabla S6.4. Distribucién de géneros de pennatulacean en cada categoria zoogeografica
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Tabla S6.5. Numero de especies endémicas en cada zona batimétrica por ecorregion
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7. Consideraciones finales

7/ CONSIDERACIONES FINALES

La presente tesis doctoral desarrolla a través de un enfoque multidisciplinar va-
rios aspectos relevantes de la Biologia, interconectando disciplinas como la gené-

tica, la taxonomia, la histologia, la bioestadistica, la ecologia, y la morfologia.

Nuestro material de estudio se ha centrado en el Orden de octocorales es-
tructuralmente méas complejo y filogenéticamente mas reciente, las plumas de
mar (Anthozoa, Octocorallia, Pennatulacea) (McFadden et al. 2006, Williams et
al. 2012). Las plumas de mar han sido halladas en todos los océanos del mundo,
en un amplio rango batimétrico que abarca desde la zona intermareal hasta las
grandes profundidades abisales (Kiikenthal & Broch 1910, 1911, Kiikenthal 1915,
Williams 2011). Son habitantes de fondos blandos, siendo capaces de colonizar
una gran variedad de ambientes marinos, como llanuras arenosas intermareales,
lodos o fangos, plataformas continentales, pendientes y llanuras abisales, incluso
se han descrito recientemente adaptaciones a sustratos rocosos (Williams & Al-
derslade 2011).

Influencia del progreso lineal

A partir del siglo XVI111 (Linneo y coetédneos) se extendio la idea de que todas las
formas de seres vivos constituian una especie de “gran cadena” o “escala”, desde
los maés sencillos estructuralmente hasta los mas complejos (Linnaeus 1758). Esta
idea también se ha visto reflejada en la ordenacion en la que habitualmente se
han descrito los diferentes grupos de pennatuléaceos, y que va desde las formas
mas simples consideradas las mas primitivas (Veretillidae), hasta las formas méas
complejas consideradas las més derivadas (Pennatulidae) (Williams 1997, Lépez-
Gonzélez & Williams 2002). Esta seriacion o continuidad lineal de los organismos
gue atiende s6lo un punto de vista morfoldgico es en realidad mas una herra-

mienta préctica carente de fondo o intencionalidad filogenética.
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Uno de los retos a los que se enfrento la Cladistica fue seleccionar adecua-
damente en funcidn a las premisas el grupo externo del estudio (outgroup), que
debia ser el grupo afin més cercano. Este es uno de los posibles criterios usados
para establecer la polaridad en los estados de un caracter, y determinar asi la po-
sicion relativa de los estados entre primitivos y derivados (Hennig 1966, Wiley et
al. 1991). Los cladogramas resultantes, que se basan en caracteres morfoldgicos y
proponen hipotéticas relaciones jerarquicas entre taxones, siguen teniendo su uti-
lidad (como Unicas hipétesis disponibles) en muchos grupos en los que la morfo-
logia es la unica fuente de informacion (Hennig 1966, Lipscomb 1998). En pen-
natuldceos, los primeros andlisis cladistas basados en caracteres morfoldgicos es-
tableciendo polaridades y utilizando el criterio de complejidad estructural son los
de Williams (1992), continuados hasta principios del presente siglo (Williams
1997, Pérez & Ocampo 2001, Lépez-Gonzalez & Williams 2002). A partir de en-
tonces, la irrupcion de informacion molecular en este grupo inicia las propuestas
de hipotesis filogenéticas, que hoy dia, se siguen debatiendo (McFadden et al.
2006, Dolan et al. 2013, Garcia-Cardenas et al. 2020). Ademas de la seleccién del
outgroup, la Cladistica se enfrent6 a una serie de limitaciones e inconvenientes
para establecesr clasificaciones, como el reconocimiento de la existencia de ho-
moplasias, que identificarian agrupaciones tradicionales como no naturales (Wi-
lliams 1997). Las homoplasias (como, por ejemplo, la presencia de hojas polipife-
ras en plumas de mar) se pusieron claramente de manifiesto con la aplicacién de
los primeros analisis moleculares en el grupo, aunque, ciertamente, la posibilidad
de que algunas expresiones morfoldgicas no tuvieran un origen comun ya fuera
advertida por algunos autores casi un siglo antes (ver Hickson 1916: 34).

La incongruencia entre las agrupaciones tradicionales procedentes de los
analisis cladisticos basados en caracteres morfolégicos (Williams 1992, 1995) y
las agrupaciones procedentes del andlisis de secuencias de ADN (McFadden et al.
2006, Dolan et al. 2013, Kushida & Reimer 2019, Garcia-Cardenas et al. 2019,
2020, Lopez-Gonzalez 2021, Lopez-Gonzéalez & Drewery 2022), no son siempre



7. Consideraciones finales

faciles de interpretar y son aun ampliamente no resueltas, mostrando frecuente-
mente que el recorrido morfolégico debe haber sido mucho més extenso que los
escasos taxones actualmente existentes.

Las plumas de mar han sido consideradas un grupo que incluye especies
principalmente profundas y frecuentemente cosmopolitas (Williams 2011, Pérez
et al. 2016). Aunque ciertamente las especies de plumas de mar pueden presen-
tan una distribucién geogréafica amplia, son pocas, apenas cinco de las méas de
200 especies consideradas hasta el momento validas, las que rigurosamente po-
drian ser potencialmente consideradas cosmopolitas (Williams 2011), y sobre
ellas se cierne la sombra de la ausencia de confirmacién molecular (o mejor deli-
mitacion de la variabilidad morfoldgica), ya que podriamos estar simplemente
ante morfoespecies (= especies morfoldgicas). Por otro lado, los casos de ende-
mismos son bastante frecuentes (Mortensen et al. 2008, Williams 2011, Pérez et
al. 2016).

Evolucién del pensamiento sobre el origen de las plumas de mar

Los primeros estudios relevantes otorgaron a las plumas de mar un origen pro-
fundo, debido a que la mayoria de las especies descritas hasta entonces eran de
profundidad (mares europeos y noratlantico) y estructuralmente mas simples, hi-
potetizando que su amplia distribucién seria una consecuencia de multiples ori-
genes a partir de formas prototipicas profundas (como Archyptilum) (Kolliker
1870: 449, 1872). Algunos autores posteriores, sin embargo, respaldaron directa
o indirectamente un origen somero, y una posterior radiacion hacia las profundi-
dades (Koch 1878, Kiikenthal 1915, Hickson 1937, Williams 1992, 1997, entre
otros). Esta hipétesis se basé en que los pennatulaceos estructuralmente mas sim-
ples (formas radiales), considerados los taxones y simetrias basales, son princi-
palmente de aguas someras. Este patrén de diversificacion ya ha sido defendido

en otros grupos zoolégicos (Carlgren 1946, Menzies et al. 1973, Scheltema 1989,
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Wilson 1999, Gladenkov et al. 2002, Rex et al. 2005, Mironov et al. 2006, entre
otros).

Ente los géneros mas frecuentes (y diversos) hallados en aguas someras,
destacan Veretillum, Cavernularia, Pteroeides y Virgularia, cuya distribucion
abarca desde el Mediterraneo, Atlantico templado, hasta el Indo-Pacifico (Wi-
lliams 1995, Williams 2011). Los recientes estudios genéticos que incluyen algin
representante de estos géneros (Kushida & Reimer 2019) soportan una alta afini-
dad entre ellos, siendo emplazados en el clado molecular I. Este hecho concuerda
con los resultados que obtuvimos en nuestro estudio filogenético. Hickson (1937)
ya sugirio que las aguas someras del Indo-Pacifico, en concreto el Archipiélago
Malayo, incluyendo el llamado “tridngulo de los corales” (considerado como una
zona de especiacién para muchas especies de corales, Veron et al. 2009, 2011),
seria un buen candidato para emplazar el posible origen de las plumas de mar.

Actualmente, las reconstrucciones filogenéticas no proporcionan una res-
puesta clara al origen y morfologia de los primeros pennatulaceos, debido al limi-
tado numero de especies analizadas molecularmente y, a la escasa resolucion a
nivel basal de los arboles propuestos, no quedando claro qué taxén es el primero
en divergir y, por tanto, ejemplificaria de forma mas fiable aspectos morfolégicos
y biogeograficos del ancestro del linaje (ver McFadden et al. 2006, Kushida & Re-
imer 2019, Garcia-Cardenas et al. 2020).

Nuestro conocimiento sobre la distribucion de la fauna global de pennatu-
laceos es alin bastante incompleta siendo las afinidades propuestas tentativas
iniciales para tratar de acercarnos a estas cuestiones. En los anélisis realizados
en esta memoria, la hipotesis mas probable sobre el origen de los pennatulaceos
parece estar ligada a las aguas someras del Indo-Pacifico, pero reconociendo
que, la alternativa basada en un origen profundo no puede ser, por el momento,

descartada.
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8 CONCLUSIONES

Los estudios llevados a cabo en la presente Tesis Doctoral, han permitido extraer

las siguientes conclusiones:

(1) Se ha obtenido una filogenia del orden Pennatulacea con una alta cobertura
taxonémica y molecular, caracterizando en la mayoria de los casos tres marca-
dores (dos mitocondriales y uno nuclear) para 22 especies pertenecientes a 11 de
los 16 géneros descritos. En este andlisis se pone de manifiesto el caracter no na-
tural de muchas de las agrupaciones basadas en similitudes morfoldgicas (por
ejemplo los subérdenes Subselliflorae/ Sessiliflorae, o las agrupaciones familia-

res Pennatulidae, Virgulariidae, o Umbellulidae, entre otras).

(2) Ademas, la aportacién de un arbol filogenético calibrado ofrece datos sobre
cuando podria haber sido el origen de las plumas de mar (periodo Cretacico In-
ferior, ~ 144 Ma) asi como cuando habrian surgido las principales agrupaciones

o clados.

(3) Tras la deteccion de situaciones polifilética en la filogenia realizada, un estu-
dio integrado morfoldgico y molecular se recupera el género Ptilella Gray 1870,
reuniendo una serie de especies y morfologias que durante casi un siglo han es-
tado incluidas en el género-tipo Pennatula. Este hecho, condujo también a la re-

descripcion del género Pennatula.

(4) Los analisis moleculares, y los detalles micro- y macromorfolégicos estudia-
dos en las especies atribuibles al género Ptilella una vez diferenciada de Penna-
tula, han permitido la descripcién de una nueva especie para la ciencia del

Atléantico Noreste, Ptilella grayi.

(5) Se ha aportado un nuevo enfoque sobre cdmo abordar la variabilidad morfo-
I6gica de las colonias, no sélo entre individuos, sino dentro de una misma colo-

nia, aplicando hipétesis y métodos utilizados hasta ahora s6lo en plantas.
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(6) Este novedoso estudio concluye que las plantas terrestres y los pennatula-
ceos, comparten una forma similar de distribuir la variacion fenotipica en es-
tructuras homologas reiteradas. Esto, abre la puerta a multitud de hipotesis que
ya se han estudiado en plantas y que podrian ahora ser planteadas en plumas de

mar y otros organismos modulares.

(7) El estudio del esfuerzo reproductor en la especie de aguas someras Pte-
roeides spinosum en el Mediterraneo, incrementa nuestro conocimiento sobre la
diferente distribucién en la produccion de gametos dentro de la colonia, la dife-
renciacion entre la cohorte de ovocitos que se emitirda y aquella que queda en la
colonia como reserva en escaso estado de desarrollo. Pteroeides spinosum
muestra una alta capacidad para emitir gametos, pudiendo una colonia de ~14
cm emitir hasta ~30.000 ovocitos.

(8) Ampliando la linea de trabajo anterior, se realiza un estudio comparado del
esfuerzo reproductor entre clases de tamario, que finalmente se trasfieren a clases
de edad (a través del andlisis de los anillos de crecimiento). El estudio se realizé
con material de la especie Anthoptilum murrayi procedente de aguas profunda
de Islandia. Este tratamiento nos permitira establecer relaciones entre la tasa de
crecimiento de las colonias y la produccién de gametos. Los individuos mas jéve-
nes y pequefios presentaban una mayor tasa de crecimiento y menor contenido
reproductivo, que las colonias de mayor longitud y edad. Colonias a partir de 119
mm y una edad ~6 afios, ya podian contribuir con hasta ~2.000 ovocitos a la po-

blacién estudiada, que muestra una proporcion de sexos 1:1.

(9) Finalmente, el estudio biogeografico ofrece vision amplia y actualizada sobre
la diversidad y distribucion global de las plumas de mar en su conjunto. Ade-
mas, se puede concluir que las delimitaciones entre las ecorregiones inicial-
mente consideradas no responden a la verdadera distribucion de “faunas” de
pennatulaceos, por lo que se deberian considerar nuevas ecorregiones donde se
tenga en consideracién cada piso batimétrico.



(10) La conexiones entre el indico y el Mediterraneo-Atantico (corredor Thetys)
o entre el actual golfo de Vizcayay el golfo de Ledn (Parathetys) pueden estar
detras de la distribucion disyunta de grupos de especies de pennatuléceos. Ade-
mas, los patrones de riqueza especifica a lo largo de las ecorregiones sugieren el
Indo-Pacifico como uno de los candidatos mas probables en el origen de los pen-

natulaceos.
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