A7 FACULTAD "o
/=" CIENCIAS EXACTAS 73

£ K.
> Y NATURALES®
\ii:: p ) thly

UNIVERSIDAD DE BUENOS AIRES
FACULTAD DE CIENCIAS EXACTAS Y NATURALES

DEPARTAMENTO DE BIODIVERSIDAD Y BIOLOGIA EXPERIMENTAL

Crecimiento, reproduccion y alimentacion del ofiuroideo
Ophioplocus januarii (LUtken, 1856) (Echinodermata:
Ophiuroidea) en costas de Patagonia, Argentina

Tesis presentada para optar al titulo de Doctor de la Universidad de Buenos Aires en el
area Ciencias Biologicas

Martin 1. Brogger

Director de tesis: Dr. Pablo E. Penchaszadeh
Consejero de estudios: Dr. Pablo E. Penchaszadeh

Lugar de trabajo: Museo Argentino de Ciencias Naturales “Bernardino Rivadavia”.
Departamento de Biodiversidad y Biologia Experimental, FCEyN, UBA.

Buenos Aires, 2010




Crecimiento, reproduccién y alimentacién del ofiuroideo Ophioplocus
januarii (LUtken, 1856) (Echinodermata: Ophiuroidea) en costas de

Patagonia, Argentina

RESUMEN

Se estudiaron diversos aspectos de la biologia del ofiuroideo
Ophioplocus januarii de una poblacion de playa Villarino en el golfo San José
(42°24'S; 64°17'0) entre 2005 y 2009. La morfologia general del cuerpo y la
morfologia mandibular se describen a partir de los ejemplares capturados. El
desarrollo de la placa dental y la formacion de nuevos dientes ocurren tanto en
sentido ventral como dorsal, por primera vez descrito para un ofiuroideo. El
estudio de la musculatura mandibular permite describir y estimar los
movimientos de las mandibulas. La morfometria entre el tamafio del cuerpo y el
largo de la placa dental y de los dientes presentan una relacidon funcional del
tipo potencial, siendo posible estimar el tamafio corporal en base a mediciones
en las mandibulas. Los estudios de marcado quimico empleando calceina
fueron exitosos, quedando evidenciadas las zonas de calcificacion mediante
una marca fluorescente. Empleando estas técnicas de marcado quimico la
estructura que mejor indica el crecimiento en esta especie es la mandibula. Se
desarrollaron estudios de crecimiento en campo mediante técnicas de captura,

marcado y recaptura, a lo largo de un afio de estudio. La tasa de crecimiento K

en esta poblacion es 0,222 afio™’ y se determiné un largo infinito L. igual a 20,4



mm de diametro de disco. La edad maxima fue estimada cercana a los 18
afnos. Se valido el crecimiento natural de las mandibulas segun lo observado en
el analisis morfolégico. Contrariamente a lo especulado previamente por otros
autores O. januarii es una especie micréfaga de alimentacién suspensivora,
ingiriendo pequenas particulas en resuspension en la interfase agua-
sedimento. La microestructura del estereoma de sus dientes presenta
particularidades que lo diferenciarian de los dientes de especies macréfagas,
aun cuando también se diferencia de los de las micréfagas. Se propone un tipo
intermedio de arreglo de la matriz dental en ofiuroideos. Mediante el analisis de
contenidos estomacales y de la microestructura de los dientes, con
observaciones de campo, se describe la estrategia alimentaria de esta especie
en la zona de estudio. Se trata de una especie omnivora, alimentandose
principalmente de fragmentos de algas y tricomas de plantas terrestres,
complementando con otros items de manera oportunista. Ophioplocus januarii
se reproduce de manera continua, alejandose del patron estacional de
especies de aguas templadas, pero adoptando a nivel individual un desarrollo
ciclico de las génadas. Se discuten la influencia de los factores enddgenos y
exdgenos que pueden estar regulando la reproduccién en esta especie. Las
mayores tallas oocitarias registradas son de 400 pym de didmetro, lo que
corresponde a un desarrollo lecitotréfico, probablemente mediante una larva

vitelaria.

Palabras clave: Echinodermata, Ophiuroidea, morfologia mandibular,
alimentacion, microestructura dental, crecimiento, marcado quimico con

calceina, reproduccion, ciclos reproductivos.



Growth, reproduction and feeding of the ophiuroid Ophioplocus januarii
(LUutken, 1856) (Echinodermata: Ophiuroidea) at Patagonian coasts,

Argentina

ABSTRACT

Several aspects of the biology of the ophiuroid Ophioplocus januarii were
studied at a population from Villarino beach at San José gulf (42°24'S; 64°17'W)
between 2005 and 2009. The general morphology of body and jaws are
described. The dental plate development and new teeth formation occurs both
dorsally and ventrally, a fact herein reported for the first time in ophiuroids. Jaw
muscles observation allows describing and estimating the jaw movements. The
morphometric between body size and dental plate and teeth length follows a
power functional relationship, being able to predict body size based on jaws
measurement observations. Chemical marking studies using calcein were
successful; calcification areas were observed as fluorescent marks. Using this
technique, the best structure that represents growth were the jaws. Field growth
studies were conducted using capture-marking and recapture, along one year

period. The growth constant K for this population was 0.222 yr'1 and the infinite



size L. equal to 20.4 mm disc diameter. The estimated maximum age was 18

years. The natural jaw growth described at the morphological analysis was
validated using the chemical growth technique. Opposite to speculations
previously made by other authors, O. januarii is a microphagous species,
ingesting small resuspension particles through suspension feeding from the
water-sediment interface. The teeth estereom microstructure presents
characteristics that differentiate it from the macrophagous species teeth, yet
also differentiated from microphagous ones. A new kind of intermediate
arrangement in the dental matrix in ophiuroids is proposed. Based on stomach
contents and teeth microstructure analysis, together with field observations, the
feeding strategy of this species at the study site is described. It is an
omnivorous species, feeding mainly on algae fragments and terrestrial plant
trichomes, complemented opportunistically with others items. Ophioplocus
januarii is a species that breeds continuously, differentiating from the seasonal
pattern of other temperate waters species, but adopting at individual level a
cyclic gonad development. Exogenous and endogenous factors that may be
regulating the breeding in this species are discussed. The maximum oocytes
diameter registered are 400 um, which correspond to a lecithotrophic

development, probably through vitellaria larvae.

Keywords: Echinodermata, Ophiuroidea, jaw morphology, feeding, teeth
microestructure, growth, calcein chemical marks, reproduction, reproductive

cycles.
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1. Introduccion.

1.1 Introduccién general

La clase Ophiuroidea es el grupo de equinodermos vivientes mas
abundante y con mayor numero de especies, encontrandolos en todos los tipos
de ambientes bentdnicos. Poseen tipicamente cinco brazos, cada uno de los
cuales consiste en una columna de osiculos (llamados “vértebras”) articulados
entre si, unidos por musculos y cubiertos por placas (Hyman, 1955).

En la cara oral presentan cinco pares de invaginaciones llamadas bursas
que se conectan con el exterior a través de las hendiduras genitales, en la base
de los brazos. En estas bursas se encuentran las goénadas, las cuales
generalmente liberan sus productos sexuales al medio donde se lleva a cabo la
fecundacion. En la mayoria de las especies de ofiuroideos el desarrollo ocurre
mediante una larva ciliada planctotréfica, mientras que otras son viviparas e
incuban a sus crias en las bursas (Giese et al., 1991). Algunos ofiuroideos se
reproducen asexualmente por fisiparia (el fraccionamiento del cuerpo en dos y
posterior regeneracion de las partes faltantes), siendo la regeneracion de los
brazos y partes del cuerpo amputadas comun en esta clase (Hyman, 1955).

Los ofiuroideos son miembros dominantes en las comunidades
bentonicas marinas, exhibiendo un amplio rango de estrategias reproductivas
(Hendler, 1991). En muchas de estas comunidades los miembros de este grupo
contribuyen significativamente a la diversidad de especies, abundancia y
biomasa de la fauna (e.g. Hyman, 1955; Dahm, 1999). En cuanto a su
alimentaciéon pueden ser suspensivoros, detritivoros o0 carnivoros,
alimentandose incluso de peces. Algunas especies de ofiuroideos pueden

presentarse en densas poblaciones en la epifauna de fondos blandos (Lefebvre
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et al., 1999). En el continente antartico se encuentran entre los animales mas
abundantes de las comunidades bentdnicas (Manjén-Cabeza y Ramos, 2003).
Son altamente especificos respecto al ambiente, sus historias de vida y
mecanismos de alimentacién reflejan las particularidades del habitat (Fell,
1966).

En proporcion a la abundancia y diversidad de equinodermos en las
costas argentinas se han desarrollado relativamente pocos estudios bioldgicos
(e.g. Penchaszadeh, 1973; Rubilar et al., 2005; Marzinelli et al., 2006; Brogger
et al.,, 2010; Pérez et al., 2010). Entre ellos no se registran trabajos sobre la
clase Ophiuroidea, representando asi este grupo una de las clases de
equinodermos mas desconocidas para la ciencia en la Argentina. Existen unas
pocas publicaciones que tratan sobre la distribucidén y taxonomia de este grupo,
realizadas en los 60’s por Bernasconi (1965a, b) y Tommasi (1968), y en los
70’s por Bernasconi y D’Agostino (1971, 1974, 1975, 1977). Posteriormente
Bartsch (1982) estudi6 muestras bentonicas tomadas de la plataforma
continental patagodnica, describiendo caracteres externos e internos de once
especies de ofiuroideos. Los trabajos pioneros de la Dra. Irene Bernasconi
sentaron las bases taxonomicas para el Phylum en la Argentina, y sobre ellos
se han basado los estudios posteriores.

Ophioplocus januarii (Lutken, 1856) se distribuye aproximadamente
desde el golfo Nuevo, Chubut, hasta un dudoso registro en las Antillas, hacia el
norte (Bernasconi y D’Agostino, 1971, 1977; Thomas, 1975; Bartsch, 1982)
(Fig. 1.1). El registro al norte pareciera corresponder a una mala identificacion,
por lo cual su distribucién estaria limitada al norte de Brasil. Es una especie de

ofiuroideo bastante comun de aguas costeras poco profundas (Zaixso vy
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Lizarralde, 2000) y se la encuentra tanto en fondos blandos arenosos como en
los duros rocosos (Tommasi, 1970). Para esta especie se han realizado
estudios quimicos en donde se han aislado diversos compuestos organicos

bioactivos (Roccatagliata et al., 1996; Duque et al., 1997).
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Figura 1.1. Imagen del ofiuroideo Ophioplocus januarii en playa Villarino, golfo San
José. Tomada y modificada de ProyectoSub (www.ProyectoSub.com.ar).

Existen trabajos que indican que una especie del mismo género,
Ophioplocus japonicus se reproduce mediante larvas lecitotréficas que
completan su desarrollo en menos de una semana (Komatsu y Shosaku, 1993),
y que otra, Ophioplocus esmarki, es vivipara e incuba a sus crias en las bursas
(Medeiros-Bergen y Ebert, 1995). En esta ultima especie se han logrado
estimar las tasas de crecimiento, fecundidad y mortalidad mediante parametros

obtenidos en ensayos donde se marcé a los individuos con calceina, un
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marcador fluorescente de los sitios de calcificacion. En otras especies se ha
estimado el crecimiento de los individuos mediante el conteo de bandas de
diferentes grosores que se observan en los osiculos de los brazos, que reflejan
distintos pulsos de calcificacibn en el crecimiento, y que luego fueron
relacionadas con el tamano del disco del cuerpo (Gage, 1990, 2003; Dahm,
1993; Dahm y Brey, 1998).

El estudio de los valores mensuales de la relacion porcentual entre el
peso de las gonadas y el peso del cuerpo (indice gonadal) a lo largo del tiempo
permite establecer las variaciones ciclicas de la reproduccion en equinodermos
(Giese et al., 1991; Hendler y Tran, 2001). Este indice en conjunto con el
analisis histologico permite reconocer las distintas etapas reproductivas, como
eventos de liberacion de gametas al medio, reposo sexual, crecimiento vy
reabsorcidon de las gonadas (Falkner y Byrne, 2003).

La capacidad de regenerar partes del cuerpo varia entre las distintas
especies. La pérdida de biomasa por una perturbacion fisica, competencia inter
e intraespecifica, o por depredacién parcial puede resultar ser letal o sub-letal
para un individuo. En el caso de una depredacion sub-letal la biomasa es
transferida al nivel tréfico siguiente sin que exista la muerte de la presa, por lo
cual la regeneracion también provee un recurso renovable para los niveles
troficos superiores (Pomory y Lawrence, 2001). La posibilidad de un organismo
de recuperarse luego de una lesién es esencial para su supervivencia y su
futuro éxito reproductivo. Esta recuperacion requiere la redistribucion de la
energia hacia la regeneracion, lo cual es adicional a los procesos energéticos
normales de mantenimiento, crecimiento y reproduccion, y por lo tanto afecta al

fitness de estos organismos (Pomory y Lawrence, 1999a, b).
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Como resultado de la depredacion por parte de peces e invertebrados
los ofiuroideos pueden perder brazos, o partes de brazos, e incluso porciones
del disco central. Se ha registrado que entre el 20% y hasta el 100% de los
ofiuroideos en un area determinada pueden encontrarse regenerando partes
del cuerpo perdidas (Soong et al., 1997). Los ofiuroideos tienen, a través de la
regeneracion, el potencial de abastecer con cantidades significativas de
biomasa al siguiente nivel trofico, pero raramente han sido considerados a
pesar de estar entre los componentes dominantes de las comunidades

bentdnicas (Gage et al., 2004).

1.2 Posicién sistematica de Ophioplocus januarii
Clase Ophiuroidea Gray, 1840
Orden Ophiurida Muller & Troschel, 1840
Suborden Ophiurina Muller & Troschel, 1840
Infraorden Ophiolepidina Ljungman, 1867

Familia Ophiolepididae Ljungman, 1867
Género Ophioplocus Lyman, 1862
Ophioplocus januarii (Lutken, 1856)

1.3 Objetivos generales

Estudiar la biologia del ofiuroideo Ophioplocus januarii del golfo San
José, Chubut. Analizar su reproduccion, evaluando mecanismos de regulacion
mediados por factores ambientales, y sus estrategias y habitos alimentarios.
Actualizar los estudios biolégicos sobre la fauna marina de la Argentina
mediante la aplicacion de técnicas experimentales modernas para estudiar el
crecimiento y el estudio de la morfologia mediante microscopia electrénica de

barrido.
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2. Metodologia general.

2.1 Area de estudio

El sitio de estudio se encuentra dentro del Area Natural Protegida (ANP)
en la Peninsula Valdés, en el lado norte del istmo Ameghino, que corresponde
al golfo San José, provincia de Chubut. Se tramitaron los permisos
correspondientes de muestreo en la Direccion de Fauna — ANP. El golfo San
José se encuentra ubicado entre 42°14'S / 42°26'S y 64°04'0 / 64°36'0O, es de
forma aproximadamente rectangular y mide unos 42 Km de este a oeste por 19
Km de norte a sur. Su boca de acceso tiene 6,8 Km de ancho y es el menor en
cuanto a superficie de los tres golfos Norpatagonicos. La costa esta formada
principalmente por gravas, arenas y fragmentos de conchas no consolidados. A
la vez se observan afloramientos de roca psamitica y pelitica en barrancas y
acantilados, que pertenecen a la Formacion Puerto Madryn del Mioceno,
contemporanea a la Formacion Patagonia del Terciario marino existente en el
resto de la Patagonia (Haller et al., 2001).

Los muestreos se realizaron en playa Villarino (Fig. 2.1), en un area de
100 metros de radio alrededor del punto geo-referenciado (42°24'25"S;
64°17'38"0). Se accede a este sitio por buceo autbnomo desde embarcaciones
semirrigidas con motor fuera de borda, a una profundidad entre 2 y 7 m. Esta
playa esta compuesta por rodados y arenas gruesas supralitorales y arenas
medias a finas en el intermareal. Esta delimitada al oeste por un acantilado
activo del Mioceno, perteneciente a la formacion Puerto Madryn. Su erosion
aporta sedimentos finos al fondo marino somero donde habita Ophioplocus
januarii. El intercambio de masas de agua en un golfo varia en relacién con la

amplitud de su boca; el golfo San José posee una entrada muy estrecha, lo que
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modifica sustancialmente el intercambio y circulacion de las aguas (Fernandez

et al., 2007).

Golfo San José

Playa Villarino

Figura 2.1. Sitio de muestreo. A- Localizacion en Argentina. B- Detalle de Peninsula
Valdés. C- Detalle del golfo San José. D- Detalle de playa Villarino, indicando el sitio
de estudio. Abreviaturas: GN, Golfo Nuevo; GSJ, Golfo San José; PV, Peninsula
Valdés. Barra de escala: D = 1 Km. Imagenes tomadas y modificadas de Google Earth
(v.5.2.1.1588).

El fondo es mixto con afloramientos de roca que disminuyen en cantidad
y tamano al alejarse del acantilado hacia el este. El resto del fondo en el
submareal es blando con sedimentos finos y gran cantidad de fracciones de
conchas de moluscos, hasta los 20 m de profundidad (Averbuj, 2009).

El régimen de mareas es semidiurno con amplitudes maximas
reportadas de hasta 8 m (Amoroso, 2003). La pendiente es muy baja, lo cual

determina que la linea de costa se mueva horizontalmente mas de 500 m,
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mezclando el agua en la zona somera con resuspension de material
particulado. En el golfo San José la temperatura superficial del agua varia
anualmente entre 9 y 18 °C (Bigatti, 2005) y el fotoperiodo varia entre 9 y 15

horas de luz.

2.2 Procesamiento de las muestras

Los estudios de morfologia, alimentacion y reproduccion fueron
realizados empleando individuos coleccionados mensualmente entre abril de
2005 y abril de 2007, con un total de 25 muestreos consecutivos. Para cada
mes se coleccionaron mediante buceo auténomo los primeros 30 individuos
encontrados en el mismo punto, a profundidades que oscilaron entre 2 y 7
metros. El acceso al sitio de muestreo fue mediante una embarcacion guiada
con GPS Garmin® (GPSMAP 76).

Los ejemplares capturados en cada mes fueron colocados in situ en
bolsas plasticas con cierre hermético, luego fueron fijados en solucién de Bouin
durante 24 horas y preservados en etanol 70% hasta su procesamiento. En
aquellos casos que se observaron particulas remanentes en las bolsas de
coleccién, las mismas fueron preservadas en etanol 70% para su posterior
observacion bajo microscopio estereoscopico.

A partir de enero de 2006 se registroé la temperatura del agua mediante
un dispositivo de registro de temperatura (termistor, HOBO®). El mismo fue
ubicado en la zona de muestreo fijado al fondo mediante una estaca de hierro y
se registraron los valores de temperatura cada 6 horas a una distancia de 50
centimetros del fondo. Para el afno 2005 se emplearon las temperaturas

superficiales del agua registradas mediante imagenes satelitales para el sitio de
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muestreo (provisto por la Red ANTARES: http://www.antares.ws), promediando
los valores diarios disponibles en cada mes.

Las imagenes en campo fueron tomadas con camara digital provista de
estuche estanco, las observaciones bajo lupa empleando Ilupas
estereoscopicas Zeiss® y Leica®, y las observaciones bajo microscopio
empleando un microscopio Zeiss Axio Imager® Z1. Las imagenes fueron
tomadas con una camara digital Zeiss Axiocam® HRc, anexa al microscopio, y
las mediciones se realizaron de las imagenes tomadas usando el paquete de
software Zeiss Axiovision® v.4.4.

Para cada individuo estudiado se registré el diametro mayor del disco, el
largo del brazo mayor y el peso humedo del animal completo. Entre 10 y 20
individuos de cada mes fueron disecados bajo lupa, siendo separados el
estbmago y las gonadas. Estas ultimas fueron pesadas con el fin de calcular el
indice gonadal:

IG = (peso de las gonadas / peso del cuerpo) * 100
Las medidas fueron registradas empleando un calibre vernier de

precision 0,1 mm y los pesos mediante balanza Mettler de precisién 0,1 mg.

2.3 Software empleado

Los andlisis estadisticos fueron llevados a cabo mediante el software
Statistica 6.0, los graficos fueron construidos empleando Microsoft Excel y
FiSAT Il, las mediciones de las estructuras se realizaron sobre las imagenes
tomadas bajo microscopio y lupa usando el paquete de software Axiovision

v.4.4 y las imagenes fueron editadas mediante Adobe Photoshop CS3.
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3. Morfologia.

3.1 Introduccion

El cuerpo de los ofiuroideos se diferencia claramente en un disco central
y los brazos. El cuerpo se encuentra protegido por series de osiculos cubiertos
por tegumento llamados escudos, placas, escamas, espinas y granulos (Fig.
3.1 A). Pequenos pies ambulacrales emergen por debajo de cada union de los
brazos. Algunas especies emplean los pies ambulacrales en la locomocion,
pero la mayoria se mueve mediante el trabajo muscular de un par de brazos
que se flexionan y extienden para empujar el disco hacia delante. Las
propiedades adhesivas de los pies ambulacrales le permiten a ciertas especies
escalar superficies verticales lisas y también capturar y manipular particulas de
alimento (Hendler et al., 1995).

Dentro del disco se encuentra un espacioso estobmago, una serie de
gonadas y unos espacios de forma de sacos llamados bursas. Estas ultimas
estructuras, que se abren al exterior a los lados de la base de los brazos,
cumplen funciones en la respiracion y en la reproduccion (Fig. 3.1 B). En
muchas especies se evidencian escudos radiales pares en la parte dorsal del
disco, localizados cerca de la base de los brazos. Estructuras conspicuas por
debajo del disco incluyen cinco escudos orales, de los cuales al menos uno es
mas grande y perforado constituyendo el madreporito (Hyman, 1955; Hendler,

1991).

Pagina siguiente: Figura 3.1. Anatomia general de un ofiuroideo. A- 1, Vista dorsal del
disco y detalle del brazo. 2, Vista ventral del disco, detalle del brazo y detalle de la
mandibula. B- Esquema de la seccion vertical del disco. Abreviaturas: b, bursa; d,
dientes; e, estdbmago; g, génadas; hb, hendidura de la bursa; m, mandibula; pb, pie
bucal; v, vértebra del brazo. A: Tomado y modificado de Hendler et al. (1995); B:
Tomado y modificado de Hyman (1955).
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Los brazos estan compuestos por series de osiculos vinculados por
uniones flexibles, y la mayoria de las especies son capaces en cierto grado de
realizar movimientos en el plano vertical e incluso algunas pueden enrollarlos.
En el centro de los brazos se encuentran las vértebras, que son osiculos de
forma parecida a las vértebras de la columna vertebral de los vertebrados,
unidos por musculatura y tejidos conectivos (Litvinova, 1994). Debajo del disco
y formando un anillo se encuentran osiculos del brazo modificados, que forman
cinco mandibulas triangulares que enmarcan la localizacion central de la boca.
Adjuntos a las mandibulas se encuentran otros osiculos llamados papilas
orales, papilas dentales y dientes. A los lados de los brazos y desde el borde
del disco se ubican las placas laterales que protegen los brazos, las cuales
soportan series de espinas; las uniones se encuentran cubiertas por encima y
por debajo mediante las placas dorsales y ventrales de los brazos. Las espinas
de los brazos pueden ser prominentes o inconspicuas, y junto a otras
estructuras cumplen funciones en la alimentacién y en la defensa (Mashanov et
al., 2007).

En los ofiuroideos las placas ambulacrales estan fusionadas de a pares
formando las vértebras; el surco ambulacral se encuentra transformado en un
canal epineural interno (LeClair y LaBarbera, 1997). Esta es una de las
caracteristicas que distingue a los ofiuroideos actuales de los asteroideos
(estrellas de mar), presentandose en los ultimos un surco ambulacral abierto.
Existen dos tipos de vértebras que determinan el tipo de movimiento de los
brazos. Esta division tiene gran valor taxondmico en la sistematica del grupo

(LeClair, 1994, 1996):
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1) Brazos largos y flexibles que pueden plegarse verticalmente; las vértebras
presentan uniones del tipo streptospondylous. Caracteristicas del Orden
Euryalida. Las caras distales y proximales de las vértebras presentan uniones a

modo de proyecciones en forma de reloj de arena perpendiculares.

2) Brazos con movimientos serpentiformes horizontales; las vértebras
presentan uniones del tipo zygospondylous. Caracteristicas del Orden
Ophiurida (excepto Hemieuryalidae). Las caras distales presentan
proyecciones centrales, mientras que las proximales presentan depresiones

centrales donde articulan las primeras.

Existen pocos trabajos donde se realice un estudio de la morfologia de
las mandibulas de los ofiuroideos. El trabajo quizas mas detallado a la fecha ha
sido el de Murakami (1963) quien analiza las caracteristicas anatomicas de las
placas dentales y orales de varias especies. De sus observaciones infiere la
relacion existente de los distintos taxones, dando soporte a la clasificaciéon de la
clase propuesta por Matsumoto (1915) (y conservada por Spencer y Wright,
1966). Si bien hoy en dia esta clasificacion ha sido rechazada (e.g., el orden
Phrynophiurida no es moncdfilético) y la clasificacion aceptada es la propuesta
por Smith et al. (1995) (detallada en el “Apéndice 1”), es claro que el analisis
morfolégico de las mandibulas, junto a otros caracteres, tiene relevancia en la
resolucion de la filogenia del grupo.

A continuacién se detalla la morfologia de la mandibula de Ophiuroidea,
basada en las descripciones de Clark (1914), Spencer (1925), Hyman (1955),
Murakami (1963), Hendler et al. (1995), Medeiros-Bergen (1996) y Stohr y

Muths (2010):
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Placa dental. También Illamada placa mandibular o torus angularis en
publicaciones mas antiguas. Esta placa se encuentra proxima al par de placas
orales y soporta los dientes y las papilas dentales a los lados del extremo
ventral. Cuando se la desprende de la mandibula se la ve como una placa alta
y plana, siendo entera o dividida en varias porciones por fisuras transversales.
En la superficie adoral a veces hay una serie vertical de depresiones anchas o
redondeadas a lo largo de la linea media, mientras que otras veces la placa
presenta proyecciones pequenas y redondeadas, dispersas por toda la placa o
concentradas en el area ventral. Ademas de las anteriores, a menudo se
pueden observar una serie vertical de foramenes en la porcion superior, que
pueden ser enteros o divididos lateralmente en dos mitades mediante una barra
media vertical. En estas depresiones, foramenes y proyecciones, se insertan

los dientes o las papilas dentales que yacen proximales a la placa.

Placa oral. Se trata de una placa grande y robusta, colindante a la apertura de
la boca. Hay 5 pares de estas placas, conectadas entre si para formar un
armazon oral firme. La placa oral da soporte interradialmente a la placa dental
en su borde proximal, donde se une a la placa oral asociada del par, y cada
placa articula radialmente en su extremo distal con la primera vértebra de los
brazos, junto al extremo de la placa oral del par vecino. Si la placa es vista
desde el lado abradial pareciera ser irregularmente cuadrangular. Cada placa
oral en realidad se conforma por dos piezas osiculares fusionadas, cuya sutura
suele ser inconspicua, y usualmente mantienen la unidad aun luego de

tratamientos con hipoclorito de sodio.
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Objetivos especificos
Describir la morfologia general del cuerpo de Ophioplocus januarii.
Describir la morfologia mandibular y musculatura asociada.
Identificar variaciones en el numero de dientes y evaluar como ocurre el
incremento de los mismos en el tiempo.
Analizar relaciones de morfometria entre las estructuras mandibulares y

el tamano de los individuos.

3.2 Metodologia

Los ejemplares analizados para los estudios morfolégicos provienen de
los muestreos segun lo indicado en la seccidn “Metodologia general’. Se
emplearon las mandibulas disecadas de 165 individuos para estudiar las
relaciones morfométricas entre el diametro del disco y las partes mandibulares.
De cada animal se extrajeron al azar dos de las 5 mandibulas, las cuales
fueron montadas en vista lateral en portaobjetos mediante adhesivo
instantaneo y luego fotografiadas en microscopio estereoscépico Zeiss Stemi
2000-C mediante una camara digital SoundVision SV-micro. Para cada
mandibula se conté el numero de dientes presentes y se realizaron las
mediciones de las partes mandibulares sobre las imagenes obtenidas,
empleando el software AxioVision, midiéndose el largo de la placa dental y la
longitud de los primeros seis dientes en secuencia dorso-ventral.

La morfologia general del cuerpo y la morfologia mandibular (partes
duras y musculatura asociada) fueron descriptas en base a disecciones
realizadas bajo microscopio estereoscopico y a preparados de microscopia
electronica de barrido (MEB). Los osiculos se trataron previamente con una

solucién diluida de hipoclorito de sodio comercial.
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La interpretacion de la accién de los musculos de la mandibula se realizé
segun movimientos forzados mediante pinzas sobre las partes mandibulares
bajo microscopio estereoscopico y mediante diferentes posiciones relativas
observadas en las mandibulas, y musculatura asociada, en los ejemplares
preservados.

La nomenclatura empleada para designar la posicion relativa de los
dientes en la mandibula es utilizada por primera vez en esta tesis. Se basa en
las observaciones realizadas y en la necesidad de nombrar los distintos
elementos dentales segun su disposicion en el eje aboral-oral.

Las relaciones morfométricas entre las partes mandibulares y el tamano
de los individuos fueron analizadas mediante regresiones empleando planillas

de calculo de Excel.

3.3 Resultados

3.3.1 Morfologia general

El disco es circular, cubierto totalmente por escamas irregulares,
gruesas, grandes. Dorsalmente se distinguen una placa centrodorsal circular o
a veces algo pentagonal, una serie de placas algo mayores en la linea media
interradial y otra muy irregular en la linea media radial (Fig. 3.2 A). Escudos
radiales ovalados muy separados por una escama mayor ovalada
transversalmente y otras muy pequefias en la escotadura distal (Fig. 3.2 B). Al
ser disecados se observa que los escudos radiales solo exponen externamente
aproximadamente la mitad de su superficie, quedando el resto oculta por las
escamas circundantes (Fig. 3.2 C). Ventralmente los interradios se encuentran

totalmente cubiertos por escamas pequefias. Las hendiduras genitales son
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angostas, presentan escamas muy pequenas abradiales, y se extienden hasta
casi el borde del disco (Fig. 3.2 D). Escudos orales ovalados transversalmente,
con un pequeio I6bulo proximal y uno mas pronunciado distalmente,
presentando todos angulos redondeados. Escudos adorales alargados, algo
separados en la linea media interradial y con el borde distal ensanchado
separando al escudo oral de la primera placa ventral de los brazos. Bordeando
los escudos adorales y el extremo ventral expuesto de la placa oral se hallan 8-
10 papilas orales dispuestas en serie continua; las dos proximales son
alargadas y se apoyan parcialmente en la placa dental, las siguientes son
gruesas Yy cuadrangulares, y las distales son triangulares aguzadas,
profundizadas en las hendiduras orales (Fig. 3.2 E). No se observan papilas

dentales ni infradentales.

Pagina siguiente: Figura 3.2. Morfologia externa del disco de Ophioplocus januarii. A-
Vista dorsal del disco. B- Detalle de A, dénde se puede observar la posicion de los
escudos radiales. C- Escudos radiales al MEB. La parte mas clara es el area expuesta
de los escudos mientras que la mas oscura es el area oculta, la cual presenta una
serie de orificios concéntricos. D- Vista ventral de un sector del disco. Se marcan las
hendiduras genitales y los cinco escudos orales, de los cuales el mas oscuro
representa el madreporito (superior izquierdo en la imagen). E- Detalle de D al MEB.
Se sefala el escudo oral, el par de escudos adorales y los cinco pares de papilas
orales. Abreviaturas: ae, area expuesta del escudo radial; ao, area oculta del escudo
radial; ea, escudo adoral; eo, escudo oral; er, escudo radial; hg, hendidura genital; pc,
placa centrodorsal; po, papila oral. Barras de escala: A, By D =5 mm; C =1 mm; E
=100 pm.
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Figura 3.2.

Los brazos de Ophioplocus januarii tienen la estructura articulada tipica
de los miembros del orden Ophiurida. En la parte central de cada segmento se
encuentra un osiculo vertebral discoidal, producto de la fusion de dos osiculos
o placas ambulacrales, el cual forma el nucleo del esqueleto interno calcareo.
Cada una de estas vértebras se encuentra rodeada de una placa ventral (Fig.

3.3 B), dos placas laterales y dos placas dorsales (Fig. 3.3 A). La placa ventral
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presenta forma pentagonal con una mayor curvatura en los laterales que
conforman el borde interno de los poros ambulacrales (Fig. 3.3 F). Las placas
laterales portan tres y a veces cuatro espinas, la dorsal mas grande, por debajo
de las cuales se encuentran los pies ambulacrales (Fig. 3.3 C). Cada placa
lateral es curva, con tres articulaciones para las espinas formadas cada una por
dos bordes paralelos y dos orificios entre ellos para musculatura y sistema
nervioso (Fig. 3.3 E). Las placas dorsales se encuentran fracturadas en 2
partes, a veces algunas en 3 y muy raramente en mas partes. Cada placa
dorsal es ovalada, mas larga que ancha (Fig. 3.3 D). En cada poro ambulacral
se encuentran dos o tres escamas braquiales, por lo general dos proximales y

una distal, que no cubren el poro (Fig. 3.3 C).

Pagina siguiente: Figura 3.3. Morfologia de los brazos de Ophioplocus januarii. Todas
con extremo distal hacia arriba (excepto E). A- Vista dorsal de un sector de un brazo.
B- Vista ventral de un sector de un brazo. C- Detalle de B, se observa el pie
ambulacral rodeado de las placas braquiales. D- Vista dorsal una serie continua de
placas dorsales al MEB. E- Placas laterales al MEB (dorsal hacia arriba). 1, Vista de la
cara interna (orientacion distal a la izquierda). 2, Vista distal. 3, Vista de la cara externa
(extremo distal a la derecha). F- Vista ventral de una placa ventral al MEB.
Abreviaturas: e, espina; pa, pie ambulacral; pd, placa dorsal; pv, placa ventral. Barras
de escala: Ay B =2mm; Dy E =1 mm; F =500 ym; D =300 um.
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Figura 3.3.

Las superficies articulares de las vértebras presentan un complejo de
procesos medio-laterales y depresiones (Fig. 3.4 A). Los procesos aborales y
medio de la cara distal de una vértebra articulan con los procesos orales y
aboral de la cara proximal de la siguiente. Los osiculos vertebrales de

segmentos adyacentes se encuentran conectados entre si mediante un par de
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musculos aborales, un par de musculos orales y ligamento intervertebral,
conformando la articulacion del tipo zygospondylous (Fig. 3.4). Un par de pies
ambulacrales se localizan en la superficie ventral de cada segmento vertebral
(Fig. 3.4 D). Dorsalmente se aprecia el surco aboral en forma de “V’.
Ventralmente se forma el canal epineural por el cual corren el sistema
ambulacral y el nervio radial, que se proyectan en cada segmento a través del
canal del nervio lateral y el canal lateral hacia los pies ambulacrales y espinas
(Fig. 3.4 D). La linea de sutura entre ambos osiculos ambulacrales que forman

cada vértebra se puede observar tanto dorsal como ventralmente.

Pagina siguiente: Figura 3.4. Morfologia de las vértebras de Ophioplocus januarii al
MEB. A- Superficies distal (arriba) y proximal (abajo) de los osiculos vertebrales
(dorsal hacia arriba). B- Vista lateral de una unién entre dos vértebras (dorsal hacia
arriba). C- Vista dorsal de la unién entre dos vértebras. D- Vista ventral de la unién de
las vértebras. Abreviaturas: a, pie ambulacral; ama, area de musculatura aboral; amo,
area de musculatura oral; ce, canal epineural; cl, canal lateral; d, distal; nl, canal del
nervio lateral; p, proximal; pa, proceso aboral; po, proceso oral; sa, surco aboral.
Barras de escala: todas =500 ym.
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Figura 3.4.
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3.3.2 Morfologia mandibular

Las mandibulas estan compuestas por dos placas orales (Fig. 3.5), una
placa dental (Fig. 3.6) y una serie de dientes planos y rectangulares,
conectados a las placas orales por medio de depresiones de distintos tamanos
a lo largo de la linea media, a veces presentandose foramenes que atraviesan
la placa dental (Fig. 3.6 Ay B).

Las placas orales son mas altas que anchas, presentan forma de ala
(Fig. 3.5 C) y articulan entre si en un complejo borde adradial recto y con
estrias transversales (Fig. 3.5 C1). Cada placa oral esta compuesta por dos
osiculos, con una parte proximal y otra distal unidas mediante una linea de
sutura inconspicua que no se quiebra luego del tratamiento con hipoclorito de
sodio (Fig. 3.5 C3). En la cara abradial de la porcion distal de la placa oral se
observa una amplia area muscular en forma de “oreja” (Fig. 3.5 C2).
Dorsalmente existe un profundo surco sobre el cual se ubica el anillo nervioso.
Cada placa oral presenta dos orificios en la parte proximal de la cara adradial

correspondientes a los poros de los pies bucales.

Pagina siguiente: Figura 3.5. Morfologia de las placas orales de Ophioplocus januarii.
A- Vista proximal de cuatro placas orales. Al centro se ve la union abradial de dos de
ellas. B- Detalle de A, dénde se pueden apreciar tanto la union adradial como la
abradial. C- Placa oral. 1, Vista adradial. 2, Vista abradial; la flecha negra indica la
sutura. 3, Detalle de la sutura de las dos mitades que forman la placa oral. D- Vista
dorsal de dos placas orales en union adradial. E- Igual que D, en vista distal. F- Igual
que D, en vista proximal. Barras de escala: todas =1 mm, excepto C3 =100 pym.
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Figura 3.5.

En un ejemplar de 15 mm de diametro de disco la placa dental es
elongada, mas de 3 veces mas larga que ancha (Fig. 3.6 A y B). El extremo
dorsal es trunco, excepto cuando estd presente un pequefio diente y se
presenta redondeado; el extremo ventral es mas redondeado, a veces
ligeramente puntiagudo. En la cara proximal se observan unas diez

depresiones, siendo las primeras 4 6 5 fenestradas y divididas por un tabique
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medio. En la cara distal se puede apreciar una serie de estrias transversales en
la mitad inferior de la placa dental. En un individuo de 8 mm de diametro las
proporciones de la placa dental se mantienen, existiendo so6lo 7 depresiones,

de las cuales las 3 primeras claramente fenestradas (Fig. 3.6 E).

Figura 3.6. Morfologia de las placas dentales de Ophioplocus januarii. A- Las cinco
placas dentales de un individuo de 15 mm de diametro de disco. 1, Vista proximal. 2,
Vista distal. B- Placas dentales al MEB. 1, Vista proximal. 2, Vista distal. 3, Vista
lateral. C- Relacion entre una placa oral y la placa dental en vista distal. D- Vista
ventral-proximal de una placa dental soportada por el par de placas orales. E- Vista
proximal y distal de dos placas dentales de un individuo de 8 mm de diametro de
disco. Barras de escala: todas =500 pm.
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Los dientes dorsales son mas angostos y largos que los ventrales (Fig.
3.7 A), estan insertos en foramenes grandes y tabicados. Los dientes ventrales,
en cambio, presentan mayor grosor y menor longitud, estan insertos en
depresiones con foramenes muy reducidos o ausentes. En un mismo individuo
el numero de dientes de las cinco mandibulas es constante, con la excepcidn
de la presencia de un pequeno diente dorsal mas chico y corto en alguna de las
mandibulas (Fig. 3.7 A). En estos casos se considera aqui al pequefio diente
con el nombre de “diente 0”, continuando la numeracién progresiva en sentido
dorsal-ventral. Las diferencias en forma de los dientes dorsales y ventrales,
ademas de las diferencias en las depresiones de la placa dental serian
resultado de un incremento de dientes dorsal y ventral por separado. Esto se

evidencia por la existencia de dientes 0 y dientes ventrales en desarrollo.

Pagina siguiente: Figura 3.7. Mandibula de Ophioplocus januarii. A- Disposicién de los
dientes en la mandibula. 1, Vista lateral. 2, Vista proximal. Los dientes se encuentran
nombrados segun la nomenclatura propuesta. B- Vista proximal de la mandibula luego
de remover los dientes. 1, Placa dental sobre el par de placas orales. 2, La placa
dental separada (fracturada a un costado en su parte inferior). 3, La unién abradial del
par de placas orales (se observan los musculos internos interradiales de la articulacion
abradial). Barras de escala: todas =1 mm.
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Figura 3.7.

Luego de remover la parte superior del disco, y a continuaciéon de ser
disecados el estdbmago y las gbnadas, es posible apreciar las zonas de
musculatura mandibular. Las mandibulas son operadas por series concéntricas
de musculatura (Fig. 3.8 1). La musculatura mandibular mas grande y de mayor
importancia es la de los musculos externos interradiales que se ubican entre
las dos placas orales adyacentes que conforman una mandibula (musculatura
abradial de las placas orales), por lo tanto ocupando una posicion interradial

(Fig. 3.8 2). Dos placas orales adyacentes pertenecientes a distintas
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mandibulas se encuentran conectadas mediante el musculo radial (musculatura
adradial de las placas orales) (Fig. 3.8 3), el cual tiene mayor desarrollo
superior y luego reduciéndose ventralmente. Los musculos internos
interradiales son los mas reducidos, se encuentran conectando la parte
proximal de las dos placas orales que forman una mandibula, y estan en

contacto con la placa dental (Fig. 3.7 B3).

Figura 3.8. Imagenes al MEB de la mandibula y musculatura asociada en Ophioplocus
januarii. 1, Vista oblicua. 2, Vista dorsal donde se sefiala en color rosa la musculatura
abradial entre las placas orales. 3, Vista dorsal donde se sefiala en color azul la
musculatura adradial entre las placas orales. 4, Vista dorsal donde se sefala en color
verde la musculatura adradial de unién entre las placas orales y la primera vértebra de
los brazos. Barras de escala: todas =2 mm.
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La contraccion de los musculos de la mandibula genera que las
mandibulas se acerquen unas a otras permitiendo el contacto entre los dientes
(Fig. 3.9). Adicionalmente, es posible que la musculatura adradial de las placas
orales que unen a estas y la primera vértebra de los brazos (Fig. 3.8 4) permita
el acercamiento de la zona inferior de las mandibulas, donde los dientes son

mas cortos.

Figura 3.9. Diseccion en vista dorsal de un individuo que presentaba mayor
acercamiento entre los dientes. 1, Detalle donde se puede apreciar la musculatura
externa interradial contraida. 2, Igual que la anterior pero con remocion de la
musculatura. Barras de escala: ambas =4 mm.

3.3.3 Relaciones morfométricas

Se analizé un total de 165 individuos, cuyas tallas de diametro mayor de
disco variaron entre 1,5 mm y 20,7 mm (promedio + DS: 14,5 + 4,2 mm). El
numero de dientes registrados para todas las tallas oscilo entre 4 y 12,

incrementandose su numero segun las tallas de los individuos (Fig. 3.10).

32



Ophioplocus januarii Morfologia

25

- - N
o (3] o

Diametro del disco (mm)

a

3 4 5 6 7 8 9 10 1 12 13
Numero de dientes

Figura 3.10. Variacion del diametro del disco de O. januarii en funciéon del numero de
dientes que presentan.

Existe una relacion potencial positiva entre la talla de los individuos y el
largo de la placa dental (Fig. 3.11), variando el largo de la placa dental entre
2111 ym y 4290,7 ym (promedio + DS: 2835,0 + 821,1 ym). La relacion se
encuentra determinada por la siguiente ecuacion:

D = 0,0057 * Pd %982 (1)
Dénde D es el diametro del disco (en milimetros) y Pd es el largo de la placa
dental (en micrometros). El largo de la placa dental es un excelente predictor

del diametro del disco en O. januarii (R? = 0,95).
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Figura 3.11. Relacion morfométrica entre el largo de la placa dental y el diametro del
disco de los individuos. La regresion corresponde a una relacion potencial.

También se observa una relacion potencial positiva entre el diametro del
disco de los individuos y el largo de los tres primeros dientes (Fig. 3.12),
registrandose una variacion en el largo del diente 1 entre 121,9 ym y 1239,8
pm (promedio = DS: 789,8 £ 204,2 uym), para el diente 2 entre 96,4 ym y 1061,1
pm (promedio + DS: 676,1 £ 174,0 ym) y para el diente 3 entre 59,6 umy 947,2
gm (promedio £ DS: 597,5 £ 156,9 uym). Las relaciones se encuentran

determinadas por las siguientes ecuaciones:

D =0,0049 * d, "9 (2)
D = 0,0063 * d, "'877 (3)
D=0,0116 *dy """% 4)

Doénde D es el diametro del disco (en milimetros) y dx es el largo del diente (en
micrometros). El largo de los tres primeros dientes es un buen predictor del

diametro del disco en O. januarii (diente 1: R? = 0,85; diente 2: R? = 0,86; diente
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3: R? = 0,85). Debido a la variacion en el nimero de dientes segun el tamario
de los individuos solo se consideraron los tres primeros dientes, presentes y

mesurables en todos los ejemplares.
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Figura 3.12. Relacién morfométrica entre el largo de los tres primeros dientes y el
didmetro del disco de los individuos. Las regresiones corresponden a relaciones
potenciales.

3.4 Discusion

Diversos autores han descrito la morfologia externa de Ophioplocus
januarii (Thomas, 1975; Bernasconi y D’Agostino, 1977; Bartsch, 1982),
registrandose aqui las distintas partes por ellos observadas. En el presente
estudio no se observaron papilas dentales ni infradentales. Para esta especie
Lyman (1865) considera papilas dentales al par proximal de papilas orales, que
en realidad se encuentran lateralmente y no sobre la placa dental, mientras que

Bernasconi y D’Agostino (1977) consideran la existencia de una papila
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infradental impar y muy pequefa, lo cual no seria otra cosa que el punto de
calcificacion de un nuevo diente ventral. También se observaron diferencias en
cuanto al numero de fragmentos de las placas dorsales de los brazos. Para
Bernasconi y D’Agostino (1977) estas placas se encuentran “fracturadas en 4-5
partes, rara vez bipartitas, excepto en la extremidad de los brazos, donde este
caracter parece ser normal’; sin embargo en los ejemplares aqui estudiados las
placas dorsales se presentan bipartitas simétricamente en todo el brazo,
existiendo solamente algunas veces tres partes en algunos segmentos. Por su
parte Thomas (1975), quien transfiere la especie al género Ophioplocus, indica
que las placas dorsales de los brazos se encuentran divididas en 2 a 5
fragmentos, e incluso en su esquema de O. januarii presenta las placas
dorsales muy fragmentadas en patron asimétrico. Adicionalmente, Irimura vy
Fujita (2003) analizan la variacion morfolégica en los osiculos vertebrales de 61
especies de ofiuroideos, reportando que en Ophioplocus japonicus la linea de
sutura sélo se presenta en la superficie oral. En O. januarii esta sutura se
puede apreciar tanto en la superficie oral como la aboral.

El unico trabajo previo donde se menciona la morfologia mandibular de
esta especie es el de Bartsch (1982), quien reporta similares observaciones a
las aqui registradas en cuanto a la forma y tamafo de las placas dentales y
orales. Murakami (1963) describe las placas dentales de Ophioplocus
imbricatus y O. japonicus, sin hacer referencia a algun tabique que divida los
foramenes superiores. En el mismo trabajo también describe las placas orales
de estas dos especies cogenéricas de O. januarii, que presentan un area de
musculatura abradial de tamafio moderado y un area de musculatura adradial

grande, observaciones que no concuerdan con lo visto aqui para O. januarii.
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Basados en diferencias observadas en cuanto a dieta, comportamiento
alimentario y caracteristicas morfoldgicas de la mandibula en una especie de
ofiuroideo antartico, Dearborn et al. (1996) sugieren la necesidad de tener en
cuenta estas diferencias en posteriores revisiones de las familias. Mas
recientemente Stohr y Muths (2010) realizan una diagnosis morfolégica para
esclarecer las diferencias observadas en estudios moleculares sobre un
complejo de tres especies similares, observando que uno de los caracteres
morfolégicos mas significativos que permiten la diferenciacion de las especies
es la forma y estructura de las placas orales. Es posible que posteriores
comparaciones que tengan en cuenta los caracteres morfolégicos aqui
descriptos permitan dilucidar diferencias especificas dentro del género
Ophioplocus, y asi corroborar o corregir las acciones taxondémicas realizadas
por Thomas (1975).

La particularidad de presentar una mayor longitud en los dientes
dorsales y menor longitud en los ventrales les permitiria a los individuos ofrecer
una mayor apertura para el ingreso del alimento en la zona ventral y una mayor
compresion en la zona dorsal. Un movimiento frontal entre mandibulas a nivel
de los dientes dorsales cumpliria una funcion de compactacion del alimento
previo a su ingreso al estdbmago, mientras que un ligero encastre lateral entre
mandibulas vecinas en la zona ventral permitiria una compactacién parcial
colaborando con el empaquetamiento del alimento. La musculatura mandibular
bien desarrollada indica que las mandibulas son altamente madviles (Charlina et
al., 2009). Segun Boos (2008) la morfologia de los dientes esta directamente
relacionada con el tipo de alimentacion, pudiéndose diferenciar especies

macrofagas o micréfagas segun si presentan dientes largos y puntiagudos, o
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de forma relativamente cuadrada y de superficie plana, respectivamente. Dado
que O. januarii presenta las ultimas caracteristicas, se podria proponer su tipo
de alimentacién como microfaga (ver “Alimentacion”).

El crecimiento dorsal y ventral de la seccion proximal de la placa oral
permitiria la elongacion de la placa dental y el desarrollo de un nuevo diente
dorsal y/o ventral a medida que crecen los individuos, observandose mayor
numero de dientes en individuos de mayor talla. El desarrollo de la placa dental
y la formaciéon de nuevos dientes aqui descritos no tiene antecedentes en la
clase Ophiuroidea (Sabine Stohr, com. pers.). Las descripciones de Clark
(1914) sobre el crecimiento de estas estructuras en Amphipholis squamata,
Ophiactis savignyi y Ophiothrix (Ophiothrix) angulata reportan un desarrollo
ventral de la placa dental con la formacion de nuevos dientes en serie de arriba
hacia abajo, siendo los dientes dorsales los mas antiguos. Si bien existen
pocos estudios dénde se haya descrito la formacién de nuevos dientes en las
mandibulas de ofiuroideos, pudiera ser que este desarrollo sea distinto entre
las especies o dentro de los taxones (a nivel de familia o infraorden). La
nomenclatura propuesta para nombrar y numerar los dientes es también
aplicable a otras especies para las cuales se ha descrito un desarrollo dental
en sentido dorsal-ventral exclusivamente, donde el diente dorsal (diente 1) es el
primero que se ha formado, y luego la numeracién se corresponde con el orden
de aparicién. Para estas especies no es correcto aplicar el término de “diente
0”, ya que haria referencia al diente ventral en reciente formacion y puede ser
nombrado con la numeracioén correspondiente.

En O. januarii es posible estimar el diametro del disco de los individuos a

partir de la longitud de la placa dental y de los tres primeros dientes. Existe una
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relacion potencial positiva para la morfometria de estos caracteres,
observandose un muy buen ajuste de las regresiones calculadas. Este tipo de
relaciones son muy utiles en estudios de crecimiento en ofiuroideos donde se
requiera de la transformacién de datos de mediciones de ciertas partes del
cuerpo que representen pulsos de crecimiento (e.g. Gage, 1990, 2003) o en
estudios de crecimiento empleando marcado quimico (e.g. Medeiros-Bergen y
Ebert, 1995; Stewart, 1995). Recientemente se ha reportado la presencia de
marcas de crecimiento en distintas partes del cuerpo de O. januarii, incluyendo
las mandibulas, en estudios de marcado quimico con calceina (Rodriguez et
al., 2008; Rodriguez, 2009). Las ecuaciones de las relaciones morfométricas
observadas en el presente estudio se utilizaran para el desarrollo de los

estudios de crecimiento en esta especie (ver “Crecimiento”).
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4. Alimentacion.

4 .1 Introduccién

En los ofiuroideos usualmente parece existir una fuente de alimentos o
estrategia alimentaria principal y, como amplia generalizacién, se pueden
reconocer dos grandes grupos. Un grupo lo constituyen los carnivoros,
depredadores o carrofieros, representados por las familias Ophiomyxidae,
Ophiodermatidae y Ophiolepididae. El otro abarca los ofiuroideos micréfagos,
incluyendo miembros de las familias Ophiocomidae, Amphiuridae, Ophiactidae
y Ophiothrichidae. Los ultimos se alimentan de pequefas particulas del
sustrato o de particulas en suspension en el agua. Para el resto de las familias
se desconocen datos suficientes como para generalizar sus estrategias
alimentarias (Warner, 1982).

La principal informacion acerca de la dieta de ofiuroideos se basa en
observaciones de campo, estimando las preferencias alimentarias en base al
comportamiento observado (Warner, 1982), o en analisis de contenidos
estomacales (Harris et al.,, 2009). Segun el comportamiento se pueden
identificar especies con habitos suspensivoros o activas depredadoras (Davoult
y Gounin, 1995), mientras que es dificil observar directamente aquellas
especies que se alimentan directamente del fondo o por debajo del mismo
(Gielazyn et al., 1999). Los estudios de contenidos estomacales permiten
identificar las especies macrofagas a partir de los items presa encontrados, o
estimar el origen de la fuente de alimento, en los casos que se observa
sedimentos o items correspondientes a la columna de agua (Ferrari y

Dearborn, 1989; Dahm, 1999).
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Los osiculos de los equinodermos presentan una microestructura muy
tipica, a modo de finas redes de carbonato de calcio (calcita) formando una
estructura que se conoce como estereoma. Cada elemento esqueletal de los
equinodermos es en realidad un unico cristal de carbonato de calcio, finamente
estructurado y ramificado (Hyman, 1955). Medeiros-Bergen (1996) analizo la
microestructura del estereoma de los dientes de 43 especies de ofiuroideos,
incluyendo en su analisis a Ophioplocus januarii. De sus observaciones
empleando microscopia Optica y de barrido (sélo para algunas especies)
concluy6 que hay dos tipos basicos de dientes, los uniformes y los compuestos.
Los primeros son dientes con estereoma completamente fenestrado, mientras
que los segundos son dientes donde la base es fenestrada pero la otra mitad
de los dientes se conforma por calcita no perforada. Segun esta autora, las
especies macréfagas presentan dientes uniformes, mientras que las micréfagas
tienen dientes compuestos. También observé que, con algunas excepciones, el
tipo de diente es un caracter que se conserva a nivel de familia. Respecto a O.
januarii concluye, basada en observaciones al microscopio 6ptico y observando
a la especie cogenérica Ophioplocus esmarki al MEB, que se trata de una
especie con dientes uniformes y por lo tanto se trataria de una especie

macrofaga.

Objetivos especificos

Determinar la estrategia alimentaria de Ophioplocus januarii en base al
andlisis de contenidos estomacales, observaciones en campo del
comportamiento alimentario y analisis morfolégico de la microestructura del

estereoma de los dientes.
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4.2 Metodologia

Contenidos estomacales

Se trabajé con las muestras obtenidas segun se indica en “Metodologia
general”. Se analizaron los contenidos estomacales de 10 individuos de
Ophioplocus januarii para cada mes (250 ejemplares en total). Los estbmagos
fueron disecados bajo microscopio estereoscépico y se separd todo el material
identificable. Ante la presencia de material digerido o inidentificable para la
resolucion, se sacaron porciones para su observacion bajo microscopio optico.
Adicionalmente se realizaron preparados para microscopia electronica de
barrido. Las particulas retenidas en las bolsas de coleccion fueron observadas
bajo microscopio estereoscopico.

Se considerd que los estbmagos donde se logro identificar al menos un
item bajo microscopio estereoscopico presentaban contenido estomacal,
incluyendo la presencia de restos inidentificables o material en proceso de
digestién como item. Unicamente aquellos sin contenido alguno fueron

considerados como vacios.

Observaciones en campo
Durante el curso de los muestreos se observo y fotografio a los
individuos en campo, con el fin de reconocer actividades de alimentacion.

Todas las observaciones se realizaron durante el dia.

Dientes y alimentacion
Los dientes estudiados corresponden a los individuos de O. januarii
utilizados en la descripcion morfolégica de la mandibula (ver “Morfologia®). Se

realizé una fractura en un diente con el fin de observar la disposicion interna de
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la matriz de calcita. Adicionalmente y con fines comparativos se disecaron las
mandibulas de otras especies de ofiuroideos:
Amphipholis squamata (Delle Chiaje, 1828) (Familia Amphiuridae).
Ophiacantha vivipara Ljungman, 1870 (Familia Ophiacanthidae).
Ophiactis asperula (Philippi, 1858) (Familia Ophiactidae).
Ophiocten amitinum Lyman, 1878 (Familia Ophiuridae).
Ophiomyxa vivipara Studer, 1876 (Familia Ophiomyxidae).
Todas las mandibulas y los dientes fueron preparados para su

observacion en el microscopio electronico de barrido.

4.3 Resultados

4.3.1 Contenidos estomacales

Las particulas remanentes en las bolsas resultaron ser pequefos
fragmentos de conchillas mezcladas con trozos de algas, similares a las que se
observan algunas veces retenidas o enganchadas en las espinas de los brazos
y/o disco. En ningun caso se observaron indicios de que se tratara de
contenidos estomacales evertidos por los individuos antes de ser fijados vy
preservados.

Se observo contenido estomacal en el 31,2% de los 250 individuos
examinados, de los cuales el 64,1% presenté un unico item, siendo menos
frecuentes los estomagos con entre dos y cinco items diferentes (Tabla 4.1). El
item mas frecuentemente encontrado corresponde a fragmentos de macroalgas
de formas filamentosas, principalmente, y algunas formas laminares. El tamafo
de las particulas ingeridas estuvo siempre en el orden del medio milimetro o

menor, con excepcion de dos casos en los que se obervd un fragmento de
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macroalga (6,0 mm) y una estructura cuticular (7,5 mm). El nimero de items

promedio por individuo fue igual a 1,64.

Tabla 4.1: Total de estdmagos con contenido estomacal y frecuencia de tipos de items
observados.

Nidmero Porcentaje

Individuos analizados 250 -

Con contenido estomacal 78 31,2
Con un tipo de item 50 64,1
Con dos tipos de items 13 16,6
Con tres tipos de items 9 11,5
Con cuatro tipos de items 5 6,4
Con cinco tipos de items 1 1,3

Las algas estuvieron presentes en el 60% de los estdmagos analizados
que presentaban contenido estomacal y en el 64% de los meses estudiados
(Tabla 4.2). Los otros items mas frecuentes encontrados fueron material
inidentificable a la lupa (en el 31%) y pequefas estructuras semejantes a
tricomas de plantas terrestres (en el 28%) de forma estrellada, algunos con
base plegada helicoidalmente (Fig. 4.1 A, B). Otros items menos frecuentes
fueron estructuras cuticulares animales (13%), estructuras laminares no
identificadas (8%), espiculas (4%), tres foraminiferos, tres ostracodos, un
anfipodo, otros crustaceos, un bivalvo juvenil, colonia de hidrozoos, un
aracnido y un hexapodo.

De los 25 meses analizados sélo en 3 no se observd contenido
estomacal. Los items mas frecuentes se encontraron en varios meses, sin
estacionalidad aparente. Unicamente para dos meses, febrero de 2006 y
diciembre de 2006, se observé un mayor porcentaje de individuos con
contenidos estomacales (el 80%) y hasta 6 items diferentes para todo el mes

(Tabla 4.2).
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Tabla 4.2: Cantidad de estdmagos que presentan cada item y total de items para cada
mes de estudio.

2005 2006 2007

AM|J|J|A|S NIDE/FIMAM|J|J A|S|O/N|D |E|F|M|A | Total
Fragmentos de macroalgas |2 | 3 | 2 311]2 8|2 1 2 11238 |2]|2 1] 45
Estructuras cuticulares 1 2 5|1 311 13
Ostracodo 1 2 3
Crustaceos no identificables 1 1 1 3
Foraminiferos 1 11 3
Espiculas 4 4
Tricomas 111 1 111 211 11([1 112 6 2 21
Anfipodo 1
Laminas no identificables 711 8
Hexapodo 1 1
Arafa 1 1
Bivalvo juvenil 1 1
Hidrozoo 1 1
Material digerido 1 1 7 1 2 8|2 1] 23

Total |2 |4 |4|1|7|2|6|3|7|0|24|4|2|2|0(2|6(3|4|9|23(8|3|0]|2

Pequefias porciones del material no identificable a la lupa fueron
observadas mediante microscopia optica y microscopia electrénica de barrido,
resultando ser material digerido o inidentificable, componentes del plancton y

material de resuspension, principalmente diatomeas (Fig. 4.1 C, D, E).

Pagina siguiente: Figura 4.1. Imagenes de microscopia electrénica de barrido de
contenidos estomacales. A- Estructura similar a tricomas de plantas terrestres. B- Otra
estructura de tricomas. C- Material no identificable y diatomea. D- Dos tipos de
diatomeas observadas. E- Extremo de una diatomea. Barras de escala: A =100 ym; B
=20 ym; C =10 ym; D, E =2 ym.
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Figura 4.1.

4.3.2 Observaciones en campo

Fue posible registrar en varias oportunidades comportamientos
correspondientes a las actividades de alimentacion del tipo suspensivora. Los
individuos de O. januarii permanecen ocultos en grietas o huecos, otras veces
libres sobre el fondo, mientras despliegan dos o tres brazos curvandolos hacia
arriba, mientras que mantienen los pies ambulacrales extendidos hacia la

corriente de agua (Fig. 4.2).
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Figura 4.2. Comportamiento alimentario de Ophioplocus januarii en campo. 1, Grupo
de individuos; nétese las particulas en suspensién. 2, Individuo oculto entre las algas.
3, Individuo oculto en una grieta; nétese la posicidon extendida de los pies
ambulacrales. 4, Grupo de individuos ocultos en grietas, extendiendo sus brazos.

4.3.3 Dientes y alimentacion

Todos los dientes de O. januarii se presentan con una microestructura
de estereoma fenestrado (Fig. 4.3). Sin embargo, es posible identificar
claramente dos regiones en los mismos: la porcion basal de los dientes, en
contacto con la placa dental, se encuentra muy perforada mientras que la
porcion proximal presenta menor cantidad de perforaciones, encontrandose la
calcita mas compactada (Fig. 4.3 A). En las imagenes de MEB se pueden

identificar estas dos areas ya que a mayor perforacion se observa un aspecto
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mas oscuro, mientras que la mayor compactacion de la calcita limita una region
mas blanquecina. Esta diferencia observada superficialmente en los dientes
también se puede observar en los preparados con dientes fracturados (Fig. 4.3
D, E), especialmente en la porcién interna mas distal del diente.

En la parte superficial de la region mas fenestrada es posible reconocer
pequefos bordes aserrados (Fig. 4.3 C), pero en la region menos perforada los

mismos son menos notorios al presentarse la calcita mas compactada.

Pagina siguiente: Figura 4.3. Dientes de Ophioplocus januarii. A- Diente dorsal. B-
Diente medio. C- Detalle de B. D- Diente fracturado. E- Detalle de D. F- Detalle en
vista proximal de los dientes dorsales. G- Vista proximal de los dientes ventrales. H-
Detalle de G. Barras de escala: A, B, D, F, G, H =200 uym; C, E =50 um.
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Figura 4.3.

También se observaron distintos arreglos en la matriz de calcita de los
dientes de las otras cinco especies estudiadas. Los dientes de Ophiacantha
vivipara y de Ophiocten amitinum presentan forma de espina con su superficie
totalmente perforada de manera uniforme, y con claros bordes aserrados en
toda la superficie (Fig. 4.4 A, B). Los dientes de Ophiactis asperula son
rectangulares y perforados, pero con mas compactacion de calcita en su parte

distal (Fig. 4.4 D). Bajo microscopio estereoscoépico se observa que los dientes
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de Ophiomyxa vivipara presentan un borde con pequenas espinas en la
periferia de una region cristalina traslucida; estos dientes se encuentran
perforados en toda su superficie salvo en las espinas y presentan una forma
similar a un semicirculo (Fig. 4.4 C). Los dientes de Amphipholis squamata son
rectangulares casi cuadrados, y presentan una base perforada mientras que la
otra mitad del diente se presenta como calcita sin perforaciones de ningun tipo

(Fig. 4.4 E).

Pagina siguiente: Figura 4.4. Imagenes de MEB de los dientes de otras especies. A-
Ophiacantha vivipara. 1, Vista lateral de una mandibula. 2, Diente ventral. 3, Diente
dorsal. B- Ophiocten amitinum. 1, Vista proximal de una mandibula. 2, Diente. C-
Ophiomyxa vivipara. 1, Vista lateral de una mandibula. 2, Diente. 3, Vista proximal de
un diente. D- Ophiactis asperula. 1, Vista lateral de una mandibula. 2, Diente. E-
Amphipholis squamata. Vista dorsal de dos mandibulas con dientes. Barras de escala:
B2, C3, E =100 um; A2, A3, B1, C2, D =200 um; A1, C1 =500 um.
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Figura 4.4.

Ademas de la variacion en forma y microestructura de los dientes de
estas especies también se observaron diferencias en cuanto a la disposicion de

los dientes en la mandibula. Los dientes dorsales son mas grandes respecto a
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los ventrales en O. amitinum y O. asperula (Fig. 4.4 B y D, respectivamente),
como ocurre en O. januarii (ver “Morfologia”), son similares en tamafo en
Ophiomyxa vivipara (Fig. 4.4 C), mientras que en Ophiacantha vivipara los
dientes dorsales son mas chicos que los inferiores (Fig. 4.4 A).

La forma y la microestructura de los dientes de O. januarii es distinta a
las observadas para la especie cogenérica Ophioplocus esmarki (Fig. 4.5 A).
Esta especie presenta dientes de forma semicircular y completamente

fenestrados. Los dientes de otras especies (Fig. 4.5) se presentan de diferentes

formas y en el patron de dientes uniformes o compuestos.

Figura 4.5. Imagenes de MEB de los dientes de otras especies. A- Diente entero (izq.)
y diente fracturado (der.) de Ophioplocus esmarki. B- Diente entero (izq.) y diente
fracturado (der.) de Ophionereis annulata. C- Diente de Ophioderma appressa. D-
Diente de Ophiomyxa flaccida. E- Diente de Ophiocoma pumila. F- Diente de
Ophiopteris papillosa. G- Diente de Amphipholis squamata. H- Diente de Ophiothrix
(Ophiothrix) rudis. Barras de escala: todas =70 ym. Imagenes tomadas de Medeiros-
Bergen (1996).
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4.4 Discusion

La poblacion de Ophioplocus januarii de playa Villarino se alimenta
ingiriendo pequefas particulas en suspension y componentes del plancton de
la interfase agua-sedimento. Contrariamente a lo especulado previamente
(Warner, 1982; Medeiros-Bergen, 1996), y en concurrencia con lo estimado en
el capitulo anterior (ver “Morfologia”), se trata de una especie microfaga que se
alimenta de manera oportunista principalmente del material en resuspension.
En aguas poco profundas, como la zona de estudio, posiblemente este material
de resuspensidn se encuentre en gran abundancia debido al régimen de
mareas semidiurno con amplitudes maximas de hasta 8 metros (Amoroso,
2003) que produce mezcla de la columna de agua. El unico reporte previo de
observaciones de los contenidos estomacales en O. januarii es el realizado por
Bartsch (1982), quien analiza muestras de 60 metros de profundidad y observa
para algunos especimenes estdmagos vacios salvo por la presencia de
algunos granos de sedimento. En el presente estudio no se registraron
particulas de sedimento en los contenidos estomacales, lo cual podria indicar
diferencias en las preferencias alimentarias de esta especie segun el habitat.
Esto mismo ha sido registrado también para diferentes poblaciones de Ophiura
ophiura (Blegvad, 1914 en Warner, 1982) y de Ophionotus victoriae (Dearborn,
1977).

La principal distincion en las preferencias alimenticias de los ofiuroideos
ha sido entre los carnivoros y los micréfagos. Aquellas especies que capturan
grandes particulas, los macréfagos, son generalmente descriptos como
carnivoros, mientras que las especies microfagas se alimentan de una mezcla

de material animal y vegetal (Warner, 1982). La dieta de O. januarii indica que
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se trata de una especie omnivora, alimentandose principalmente de fragmentos
de algas y tricomas de plantas, complementando con otros items de manera
oportunista. También para otras especies se ha reportado preferencia
alimentaria por material de origen vegetal, pero casi siempre asociado a
sedimentos. Ophionereis reticulata ha sido registrada como exclusivamente
herbivora (May, 1925 en Warner, 1982) y mas recientemente como omnivora
con preferencia por algas (Yokoyama y Amaral, 2008). Fragmentos de algas y
particulas calcareas son los items mas frecuentes en Ophiocoma wendtii, O.
echinata y O. pumila (Sides y Woodley, 1985).

Los porcentajes de estdmagos vacios encontrados para distintas
especies son variables en los analisis de contenidos estomacales. Harris et al.
(2009) observan un 66% de estémagos vacios en Ophiura sarsii, Yokoyama y
Amaral (2008) un 23% en Ophionereis reticulata, Hendler (1982) observa
variaciones en los porcentajes (100 a 5%) segun los meses de estudio, y
Hendler y Miller (1984) observan para Asteroporpa (Asteroporpa) annulata que
hay diferencias segun si los ejemplares son capturados durante el dia o la
noche. El porcentaje de estdbmagos vacios observados en O. januarii fue
cercano al 70%, descartdandose la posibilidad de eversion de contenidos
durante el procesamiento de los animales, y observandose actividad
alimentaria al menos durante el dia.

Hendler (1982) observa en Ophioderma brevispina una correlacion
positiva entre el porcentaje de individuos alimentandose y la temperatura del
agua, ocurriendo un cese de alimentacion durante los meses de invierno,
mientras que Pearson y Gage (1984) registran para Ophiocten gracilis una

reduccion marcada de estbmagos con contenido en el verano, coincidiendo con
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el desarrollo estacional de las gdénadas. Para O. januarii no se detectd
estacionalidad en la presencia de los distintos items a lo largo de los meses de
estudio. Si bien para dos meses estudiados, correspondientes al verano, se
registr6 un mayor porcentaje de individuos con contenidos estomacales
pareceria que la alimentacibn es independiente de las fluctuaciones
estacionales.

En cuanto a la microestructura del estereoma de los dientes de distintas
especies es posible reconocer los dientes completamente fenestrados (dientes
uniformes segun Medeiros-Bergen (1996)) y los dientes mixtos con base
fenestrada y extremo distal sin perforaciones (dientes compuestos segun
Medeiros-Bergen (1996)). Ophioplocus januarii presenta un diente totalmente
fenestrado, pero con una variacion en la compactacion de la calcita en el
extremo distal. Esta particular microestructura intermedia podria estar
relacionada con los habitos alimenticios de microfagia observados en esta
especie, resultando similares a los dientes compuestos de las otras especies
micréfagas. Similar microestructura intermedia se observd en los dientes de
Ophiactis asperula en el presente estudio.

Respecto a la forma de los dientes, las variaciones corresponden a
formas rectangulares (en algunos casos mas cuadrangulares), formas de
espina, formas semicirculares y formas de “cabeza de hacha”. Los dientes de
las especies microfagas (dientes compuestos o intermedios, segun la
microestructura) presentan formas rectangulares o cuadrangulares, mientras
que los de las especies macrofagas (dientes uniformes) exhiben generalmente
formas puntiagudas o0 semicirculares, con superficies aserradas

correspondientes a las trabéculas. Estas observaciones respaldan lo expresado
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por Boos (2008) quien afirma que se puede diferenciar las especies
macrofagas de las micréfagas segun si presentan dientes largos y puntiagudos,
o de forma relativamente cuadrada y de superficie plana, respectivamente.

Los resultados observados sobre la dieta de O. januarii representan el
primer caso de microfagia en la familia Ophiolepididae. Estudios de dieta en
Ophiolepis elegans indicarian que se trata de una especie macrofaga (Warner,
1982), mientras que Medeiros-Bergen (1996) basada en la microestructura de
los dientes estima para cuatro especies del género Ophioplocus (incluyendo O.
januarii) y para Ophiolepis impressa que se tratan de especies macréfagas.
Para otras dos especies de la familia (Ophioplocus incipiens y Ophiomusium
lymani) se han reportado actividades de alimentacion suspensivora (Warner,
1982; Pearson y Gage, 1984), sin informacion sobre su dieta. Sin contar
algunas especies de Euryalida, que despliegan sus brazos para cazar a sus
presas, no hay registros de especies macrofagas que se alimenten de manera
suspensivora (Warner, 1982), por lo cual es probable que tanto O. incipiens y
O. Ilymani también sean especies micréfagas dentro de la familia
Ophiolepididae.

Las caracteristicas morfolégicas de las mandibulas (disposicién y forma
de los dientes) junto a las variaciones observadas en la microestructura de los
dientes estarian relacionadas directamente con las estrategias alimentarias de
las distintas especies de ofiuroideos. La gran variedad de modos de
alimentacion reportados para esta clase permite especular en que igualmente
variadas seran las combinatorias morfolégicas de la mandibula, posiblemente

existiendo otras formas intermedias a las reconocidas actualmente.
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5. Crecimiento.

5.1 Introduccion

Existe una co-evolucibn de rasgos morfoldgicos, fisiologicos y
comportamentales entre los individuos como resultados de la seleccion natural.
Los procesos de natalidad y mortalidad, edad de madurez reproductiva, y la
longevidad de los organismos son realmente significativos a la hora de estudiar
el crecimiento de los individuos (Medeiros-Bergen y Ebert, 1995). El estudio del
crecimiento de los organismos esta intimamente relacionado con modelos de
distribucion de recursos. La idea fundamental de estos modelos esta basada en
la cantidad de energia finita que poseen los individuos para ser procesada por
unidad de tiempo. Asi, las reservas utilizadas en la reproduccion no pueden ser
utilizadas para crecimiento. En las especies con crecimiento continuo a lo largo
de su desarrollo y con éxito reproductivo ligado al tamafo, la maxima tasa
reproductiva depende de la tasa de crecimiento y la tasa de supervivencia
(Medeiros-Bergen y Ebert, 1995).

Para realizar estudios de crecimiento se emplean diversas técnicas o
metodologias que permiten estimar las tasas teodricas de crecimiento de los
individuos. Distintos marcadores fluorescentes han sido utilizados en una
variedad de animales marinos como braquidépodos, poriferos, bivalvos,
gasterépodos y equinodermos. Se ha observado que proporcionan resultados
muy utiles en estudios de tasas de crecimiento, validacion de anillos de
crecimiento, determinaciéon de edad, y localizacion de zonas de crecimiento
(Gage, 1990, 2003; Monaghan, 1993; Dahm y Brey, 1998; Kaehler y McQuaid,
1999; Moran, 2000; Gage et al., 2004). La utilizacion de marcadores externos

(tags) o marcadores quimicos permite distinguir los individuos experimentales
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de los no marcados, y puede proveer una idea que permita cuantificar su
crecimiento, supervivencia y desplazamiento (Purcell et al., 2006).

En estudios anteriores se ha observado que el marcado en masa (mass-
marking) frente al uso de marcadores externos es beneficioso, debido a que es
rapido de aplicar, produce menos estrés durante el manejo y es exitoso en el
marcado de huevos, larvas y juveniles (Brooks et al., 1994). Entre los
compuestos quimicos para realizar el marcado en masa por inmersion
encontramos: calceina, tetraciclina, rojo de alizarina, estroncio y lantanidos.
Estos marcadores quimicos no proveen ningun cambio visible en la apariencia
de los individuos marcados, por lo tanto no aumenta el riesgo de depredacion
por parte de sus depredadores, y para la mayoria de ellos no se ve afectado el
comportamiento de los animales (Moran, 2000; Bashey, 2004).

El estroncio y los lantanidos son analogos del calcio, que actuan
depositandose en estructuras calcificadas, permitiendo detectar una marca de
crecimiento, pero se requiere un espectrometro de masa o el uso de
microscopio electronico de barrido para detectarla (Bashey, 2004). La
tetraciclina fluoresce cuando se expone a luz ultravioleta, pero afecta el
comportamiento, crecimiento y mortalidad de los ejemplares, y produce dafos
a nivel del medioambiente (Bashey, 2004). La calceina (C3oH26N2043) es un
marcador fluorescente que se une al calcio de estructuras biomineralizadas en
huesos y otras estructuras esqueletales (Diehl y Ellingboe, 1965; Sun et al.,
1992; Herrmann et al., 2009). La calceina emite fluorescencia cuando es
iluminada con luz ultravioleta y presenta baja toxicidad. Una vez aplicada,

mediante bafo o inyeccion, se une a cualquier estructura que este bajo un
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proceso de calcificacion, sin modificar la tasa de crecimiento en los individuos
marcados (Rowley y Mackinnon, 1995; Lepore et al., 2009).

En varios equinodermos se han marcado quimicamente diferentes
estructuras calcificadas que presentan incrementos periddicos de crecimiento,
como los brazos de ofiuroideos (Rowley y MacKinnon, 1995), mandibulas de
erizos de mar (Brey et al.,, 1995) y osiculos de erizos de mar (Russell y
Meredith, 2000). En otras especies se ha estimado el crecimiento de los
individuos mediante el conteo de las bandas de diferentes grosores que se
observan en los osiculos de los brazos, y que reflejan distintos pulsos de
calcificacion en el crecimiento, los cuales se pueden relacionar con el tamafo
del disco del cuerpo (Gage, 1990, 2003; Dahm, 1993). En el caso de Ophiocten
gracilis se logré estimar la tasa de crecimiento relacionando el diametro del
disco y las marcas observadas en los osiculos del brazo mediante microscopia

electronica de barrido (Gage, 2003).

Obijetivos especificos

Estudiar el crecimiento de O. januarii mediante ensayos empleando
marcadores quimicos en laboratorio y en campo.

Estimar las tasas de crecimiento y desarrollar estudios de edad.

Evaluar la utilidad del conteo de bandas de calcificacion en los osiculos
de los brazos bajo microscopia electrénica de barrido para la determinacion de

edad.
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5.2 Metodologia

Estudios de laboratorio

Durante el mes de agosto de 2007 se coleccionaron 150 ejemplares de
O. januarii en el sitio de estudio (ver “Metodologia general’), capturandose
individuos con tallas mayores a 10 mm de diametro de disco.

Se prepararon ocho acuarios con agua de mar artificial (10 litros cada
uno) y se los dispuso en camara fria con temperatura, aireacion y fotoperiodo
controlados. La salinidad se mantuvo constante (35 ppm) y la temperatura del
agua entre 11y 13 °C. El fotoperiodo se mantuvo en 12 horas de luz y 12 horas
de oscuridad, mientras que la oxigenacién de los acuarios se mantuvo
constante a lo largo del ensayo. De los individuos capturados se seleccionaron
80 individuos sin evidente proceso de regeneracion, a los cuales se les midi6 el
diametro mayor del disco, y luego se distribuyeron 10 animales por acuario de
manera tal que en cada uno las tallas promedio de los ejemplares fueran
similares.

Con el fin de determinar las concentraciones y tiempos de exposicion
que sean efectivos para estudiar el crecimiento en esta especie se realizaron
ensayos empleando calceina (Sigma-Aldrich). En cada acuario se aplicé un
tratamiento diferente, ensayando a distintas condiciones de exposicion y
concentraciones del compuesto. Se evaluaron dos concentraciones (100 y 200
mg/l) durante distintos tiempos de exposicion mediante inmersion (3 y 6 horas).
Otro método de aplicacién ensayado fue mediante inyecciones a través de las
hendiduras de las bursas de los individuos. Las soluciones de inmersion e
inyeccion fueron preparadas con agua de mar artificial. Dos tratamientos fueron

controles para cada uno de los métodos de aplicacion (Tabla 5.1).
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Tabla 5.1: Tratamientos ensayados en los estudios de laboratorio correspondientes a
los ocho acuarios.

s .. Concentracion | Método de Tiempo Numero de
olucidén . . .
(mgl/l) aplicacién (horas) animales

Calceina 100 inmersion 3 10
Calceina 100 inmersion 6 10
Calceina 200 inmersion 3 10
Calceina 200 inmersion 6 10
Calceina 100 inyeccion 1 10
Calceina 200 inyeccion 1 10
Control 0 inmersion 6 10
Control 0 inyeccion 1 10

Cada dos semanas se tomd una muestra de dos individuos de cada
acuario y se analiz6 la presencia de marcas fluorescentes y se registré donde
aparecian las marcas (Fig. 5.1 A, B). De cada individuo se extrajo por diseccién
vértebras de los brazos, mandibulas, espinas, placas laterales, placas dorsales,
placas ventrales y escudos radiales. Cada elemento fue tratado durante 15
minutos con hipoclorito de sodio al 5,25% para eliminar restos de tejidos y
luego fue lavado con agua destilada para descartar los restos del hipoclorito de
sodio. Finalmente se peg6 con adhesivo comercial de fraguado rapido a base
de cianoacrilato en un portaobjetos cada una de las distintas estructuras
calcareas.

Las estructuras que mejor representaron el crecimiento fueron incluidas
en resina Epoxicure (Distraltec LY 554 y HL 554) (Fig. 5.1 C, D). Las muestras
se colocaron cinco minutos en estufa a 40 °C para eliminar las burbujas y se la
dejé endurecer a temperatura ambiente durante 48 horas. Una vez incluidas las

muestras se las lijo con lijas al agua (tamafio de grano: 280). Luego del lijado
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se las pulié sobre planchas de vidrio con polvos Buehler de carburo de silicio

(SiC) de 500, 800 y 1000 phi.

Figura 5.1. Identificacion de estructuras marcadas con calceina. A- Montaje en
portaobjetos de todas las estructuras. B- Localizacion de marcas con fluorescencia. C-
Inclusion en resina de las estructuras con marcas. D- Detalle del lijado y pulido de las
estructuras calcareas.

Las muestras fueron analizadas empleando un microscopio Zeiss Axio
Imager Z1 con filtros para epifluorescencia, irradiando con luz azul (450 a 490
nm). Las imagenes fueron tomadas con una camara digital Axiocam HRc,
anexa al microscopio, y las mediciones se realizaron de las imagenes tomadas

usando el paquete de software Axiovision v.4.4.
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Estudios a campo

El dia 19 de enero de 2009 se realizé una captura de ofiuroideos en la
zona de estudio (ver “Metodologia general”’). Se coleccionaron todos los
individuos posibles mediante un esfuerzo de muestreo de tres buzos durante
40 minutos de inmersibn cada uno. Los individuos fueron marcados
quimicamente empleando la solucién, método de aplicacién, tiempos de
exposicidén y concentraciones adecuadas segun lo determinado en los estudios

de laboratorio (Fig. 5.2).

Figura 5.2. Marcado quimico y liberacion de los individuos durante enero de 2009. A-
Cubas empleadas durante el experimento. B- Individuos en bafio de inmersiéon con
calceina. C- Liberacién posterior en el sitio de muestreo.
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Con la finalidad de obtener informacion de crecimiento luego de medio
afio de estudio se realizé una recaptura limitada por tiempo en el lugar de
estudio el dia 8 de julio de 2009. Se coleccionaron todos los individuos posibles
mediante un esfuerzo de muestreo de tres buzos durante 15 minutos de
inmersion cada uno.

La recaptura al afio de realizado el marcado quimico se realiz6 el dia 15
de enero de 2010. Durante la misma se empled el mismo esfuerzo de muestreo
que el inicial y se capturaron todos los animales posibles.

A cada individuo recapturado a los seis meses y al afio se le midio el
diametro del disco y se realizé la diseccion de la estructura que mejor
representa el crecimiento segun lo observado en el estudio de laboratorio. Las
mismas fueron incluidas en resina sobre bandejas plasticas y empleando un
minitorno se lij6 la mitad de la estructura con el fin de determinar aquellos
individuos efectivamente marcados (individuos recapturados) bajo luz de
fluorescencia. Las estructuras de los individuos marcados fueron nuevamente
incluidas en resina, lijadas y pulidas con la finalidad de realizar las mediciones

de crecimiento (Fig. 5.3).

Pagina siguiente: Figura 5.3. Identificacion de los individuos recapturados marcados.
A- Numeracién y medicion de cada individuo. B- Diseccion de las estructuras. C-
Montado individual para cada individuo recapturado. D- Inclusién en resina. E- Lijado
con minitorno. F- Detalle de las estructuras lijadas para reconocimiento de marcas de
calceina.
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Figura 5.3.

Las muestras fueron analizadas empleando un microscopio Zeiss Axio
Imager Z1 con filtros para epifluorescencia. Las imagenes fueron tomadas con
una camara digital Axiocam HRc, anexa al microscopio, y las mediciones se
realizaron de las imagenes tomadas usando el paquete de software Axiovision

vdA4.
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Andlisis de datos de crecimiento por incremento de tallas
Uno de los modelos de crecimiento mas aplicados para describir el

crecimiento en invertebrados es el especializado de von Bertalanffy:

Li= Lo * (1 —e -1 (5)
Dénde L., es la talla alcanzada luego de un tiempo infinito de crecimiento, K

define la velocidad de crecimiento y t, es la edad a la cual la talla es cero.

Un simple par de datos de incremento de tallas consiste en la talla L; a
tiempo t y la subsiguiente medicion de talla Li+4 en un individuo, empleando, por
ejemplo, experimentos de marcado y recaptura. Si las distancias x de
subsecuentes medidas de tallas L; y Li+x son constantes, por ej. un afo, los
parametros del modelo de crecimiento de von Bertalanffy pueden ser
analizados mediante una transformacién lineal de los parametros siguiendo el

método de Ford-Walford, obteniéndose:

Lui=a+b* L (6)
Pudiéndose resolver para los parametros L.. y K como:
K =-In (b) (7)
L. = a/(1-b) (8)
Entonces los parametros L. y K son estimados directamente de la pendiente y

la ordenada al origen de la regresion lineal.

Se estimaron los parametros poblacionales de crecimiento L., y K a partir

de las mediciones de los incrementos de crecimiento en el tiempo, para las

recapturas a los 6 y 12 meses. Se emple6 el paquete FiSAT Il para evaluar
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variaciones en el crecimiento estacional y para estimar las edades de los
individuos. Empleando las planillas de Microsoft Excel confeccionadas por Brey
(2001) se estimo6 cual es la funcién de crecimiento que mejor ajusta a la

poblacion estudiada.

Estudios de microscopia electronica de barrido

Con el fin de determinar la existencia de incrementos periddicos de
crecimiento en los osiculos vertebrales de los brazos se analizaron al
microscopio electronico de barrido (MEB) las vértebras correspondientes a tres
individuos de distintas tallas de diametro de disco recapturados luego de un
afo y que presentaban marcas fluorescentes de calceina. Los osiculos fueron
tratados con una solucién de hipoclorito de sodio para eliminar los restos de

tejidos y montados para MEB.

5.3 Resultados

5.3.1 Estudios de laboratorio

Todos los individuos marcados con calceina presentaron una marca
verde fluorescente evidente en distintos tipos de osiculos (Fig. 5.4). Sin
embargo se observo que varias estructuras del mismo tipo no necesariamente
calcifican al mismo tiempo. Las marcas de calceina fueron similares tanto para
los bafilos como para las inyecciones, y para todas las concentraciones y
tiempos de exposicidn estudiados. Las mismas fueron detectadas desde la

segunda semana, resultando una técnica rapida de marcado quimico.
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Figura 5.4. Diferentes estructuras marcadas luego de los estudios de laboratorio. A-
Placas dorsales. B- Dientes y mandibula. C- Placa ventral. D- Espina. E- Vértebra.

De los animales marcados, el 93% presenté marcas en las mandibulas
(Tabla 5.2). Estas marcas fueron conspicuas y bien definidas para la mayoria
de los ejemplares marcados. En condiciones de laboratorio, transcurridos dos
meses y medio, y aun sin alimento, el 10% de los animales presentaron un

crecimiento medible mas alla de la linea fluorescente en los dientes (Fig. 5.5).
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La tasa de mortalidad del experimento fue muy baja, registrandose unicamente

la pérdida de un individuo.

Tabla 5.2: Resultados observados sobre la presencia de marcas fluorescentes de los
tratamientos.

Solucion Concentracion | Método de | Tiempo | Nim. de | Marca | Marcaen | Mortalidad
(mg/l) aplicaciéon | (horas) | animales | (%) | mandibula (%)
Calceina 100 inmersion 3 10 100 100 0
Calceina 100 inmersion 6 10 100 100 0
Calceina 200 inmersion 3 10 100 100 0
Calceina 200 inmersion 6 10 100 80 10
Calceina 100 inyeccion 1 10 100 100 0
Calceina 200 inyeccion 1 10 100 80 0
Control 0 inmersion 6 10 0 0 0
Control 0 inyeccion 1 10 0 0 0

Figura 5.5. Crecimiento de los dientes. A- 1, Mandibula con crecimiento en los
primeros dientes. 2, Detalle donde se observa el crecimiento del “diente 0”. B- Otro
individuo con crecimiento en los primeros dientes. C- Crecimiento en los dientes

medios. Barras de escala: todas =500 pym, excepto A2 = 200 pm.
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El alto porcentaje de marcas en mandibulas y la posibilidad de realizar
mediciones de los incrementos de crecimiento en las mismas (de los dientes y
de la placa dental) senalan la factibilidad de emplear esta estructura como
indicadora de crecimiento en la especie. En la Figura 5.6 se muestran las
distintas partes de la mandibula y su interpretacion en los cortes empleando

resina.

Pagina siguiente: Figura 5.6. Detalle de las estructuras que se observan en las
mandibulas incluidas en resina. A- Mandibula antes de ser incluida. B- Las distintas
partes de la mandibula. 1, Placa oral. 2, Placa dental. 3, Dientes. C- Mandibula
incluida en resina después del lijado y pulido. D- 1, Vista de C bajo el microscopio de
fluorescencia (mandibula sin marcar). 2, Esquema de las partes que se reconocen;
placa oral (blanco), placa dental (rojo), dientes (azul) y zonas de musculatura (verde).
Barras de escala: todas =500 pm.
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Figura 5.6.

5.3.2 Estudios en campo

Durante la recaptura a los seis meses (muestreo de invierno) se
coleccionaron 225 individuos, de los cuales 10 presentaron marcas de calceina
(4,4%). El porcentaje de recaptura fue mayor al afio, coleccionandose 645
individuos de los cuales 40 presentaron marcas fluorescentes (6,2%). Del total

de ejemplares marcados inicialmente (720 individuos) fue posible recapturar
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cerca del 7% durante ambos muestreos. La distribucion de frecuencias de

tallas los individuos fue similar en las dos recapturas (Fig. 5.7).
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Figura 5.7. Frecuencia absoluta del nimero de individuos en funcién de los diametros
del disco para los individuos recapturados a los seis meses (N = 225) y al afio (N =
645).

Luego de procesados los animales, fue posible reconocer areas de
crecimiento mas alla de las marcas de calceina (Fig. 5.8). Las marcas

fluorescentes registran el tamafo de las mandibulas el dia de marcado,

evidenciado en las placas orales, la placa dental y los dientes.
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Figura 5.8. Corte de una mandibula de un ejemplar recapturado después de un afo.
1, La vista que se tiene al microscopio mediante epifluorescencia; se observan las
marcas de calceina de color verde fluorescente. 2, Esquema de la misma mandibula
donde se indican las zonas que crecieron después de la linea de calceina; crecimiento
de la placa oral (en blanco), crecimiento de la placa dental (en rojo) y crecimiento de
los dientes (en azul). Barra de escala: =500 pm.

Tanto en los ejemplares recapturados al afio (Fig. 5.9) como en los
recapturados a los seis meses (Fig. 5.10) se observé que los individuos mas
chicos presentan una tasa de crecimiento mayor que los mas grandes. Esto se
evidencia mediante una mayor zona de crecimiento posterior a las marcas de

calceina en los pequenfos.
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Figura 5.9. Cortes de las mandibulas de ejemplares recapturados después de un ano.
1, Ejemplar de 13,0 mm de diametro de disco en el momento de la recaptura. 2,
Ejemplar de 11,0 mm de diametro de disco en el momento de la recaptura. 3, Ejemplar
de 11,0 mm de diametro de disco en el momento de la recaptura. 4, Ejemplar de 9,5
mm de didmetro de disco en el momento de la recaptura. 5, Ejemplar de 19,0 mm de
diametro de disco en el momento de la recaptura. 6, Ejemplar de 19,5 mm de diametro
de disco en el momento de la recaptura. Barra de escala: =500 um.
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Figura 5.10. Cortes de las mandibulas de ejemplares recapturados después de seis
meses. 1, Ejemplar de 13,6 mm de diametro de disco en el momento de la recaptura.
2, Ejemplar de 11,0 mm de diametro de disco en el momento de la recaptura. 3,
Ejemplar de 11,0 mm de diametro de disco en el momento de la recaptura. 4, Ejemplar
de 17,0 mm de diametro de disco en el momento de la recaptura. 5, Ejemplar de 17,3
mm de diametro de disco en el momento de la recaptura. Barra de escala: =500 ym.

Se observo tanto crecimiento dorsal como ventral para todas las
mandibulas. En algunos casos también se pudo evidenciar mediante marcas
fluorescentes la zona de sutura entre las dos partes que forman la placa oral

(e.g., Fig. 5.10 mandibula 2).
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Empleando las ecuaciones referidas en la seccion de “Morfologia”
(ecuaciones 1, 2, 3 y 4) fue posible transformar las mediciones del largo de la
placa dental y de los dientes a medidas de tamafo corporal (diametro del
disco). De esta manera se obtuvieron las tallas estimadas iniciales y finales

para cada individuo recapturado (Tabla 5.3).

Pagina siguiente: Tabla 5.3: Diametros de disco medidos y estimados para los
individuos recapturados.
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Tabla 5.3.
Recaptura 12 meses Recaptura 6 meses
Individuo Diametro (mm) Individuo Diametro (mm)
N° Medido | Estimado | Estimado N° Medido | Estimado | Estimado
final final inicial final final inicial
1 17,9 17,9 17,0 1 15,3 sin dato sin dato
2 13,4 14,3 13,6 2 17,0 16,7 16,2
3 16,6 16,4 16,0 3 17,3 17,7 17,0
4 19,0 18,9 18,5 4 15,1 17,0 16,5
5 17,0 18,9 18,4 5 17,2 17,1 16,8
6 15,0 15,0 14,1 6 18,1 18,8 18,3
7 17,2 16,6 16,0 7 14,8 14,3 14,1
8 15,8 14,7 13,8 8 15,0 15,4 14,7
9 15,0 15,0 14,1 9 11,0 11,5 9,6
10 20,5 18,3 17,5 10 13,6 13,5 12,2
11 17,0 17,3 16,8
12 19,5 19,6 19,0
13 15,0 15,5 14,4
14 17,5 17,9 17,6
15 15,0 15,4 14,3
16 16,0 14,4 13,2
17 19,0 19,5 19,1
18 16,0 15,4 14,0
19 20,0 20,4 19,9
20 17,0 16,3 15,9
21 11,0 11,4 7,8
22 11,0 11,3 8,2
23 9,5 8,7 5,6
24 18,3 18,5 17,3
25 16,0 17,2 16,3
26 18,0 18,1 17,9
27 16,1 15,9 15,2
28 16,7 17,5 16,7
29 16,9 16,3 16,0
30 16,3 17,6 17,4
31 15,0 14,6 13,7
32 13,4 10,9 8,2
33 14,5 16,1 15,9
34 13,5 13,6 12,8
35 14,9 14,7 14,0
36 13,3 13,4 12,2
37 12,2 12,0 10,0
38 14,1 13,7 12,7
39 12,2 11,6 9,9
40 13,0 12,7 9,4
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Al comparar los diametros de disco finales medidos de los individuos y

los estimados a partir de las mediciones de las partes mandibulares se observa

un buen ajuste (R? = 0,8927) (Fig. 5.11).
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Figura 5.11. Correspondencia entre las tallas medidas de los individuos recapturados
y las tallas estimadas a partir de las conversiones a talla de las mediciones de las

placas dentales y dientes.

Los maximos incrementos de crecimiento se observaron en los

ejemplares mas chicos de O. januarii. Al graficar las tallas estimadas iniciales y

finales para todos los individuos recapturados al afo (Figura 5.12) se puede

observar que los ofiuroideos mas chicos presentan un mayor crecimiento que

los mas grandes. El crecimiento individual diario dado por el diametro del disco

estuvo entre 0,5 um d™'y 10,2 ym d™".
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Figura 5.12. Grafico de los incrementos en el diametro del disco estimados para los
individuos recapturados luego de un ano. En el eje x se disponen los individuos en
orden creciente de tallas iniciales estimadas.

5.3.3 Andlisis de datos de crecimiento por incremento de tallas

Cuando se grafican las tallas finales estimadas en funcion de las tallas

iniciales estimadas, es posible relacionar ambas mediciones y obtener de la

regresion lineal los parametros poblacionales Ky L. (Fig. 5.13 y Fig. 5.14).

Pagina siguiente: Figura 5.13. Grafico donde se relaciona los valores iniciales y finales
de los diametros del disco estimados para los individuos recapturados luego de un

afo. La recta punteada indica la situacién de crecimiento cero (es decir, cuando la talla
inicial es igual a la final).
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Figura 5.13.

20

Mediante el analisis grafico de Ford-Walford se obtiene un valor

aproximado de L. = 19,5 mm, para el crecimiento estimado al afo. Este valor

corresponde al punto en que la recta de regresion lineal de los valores

observados corta la recta de crecimiento cero. Empleando las férmulas

derivadas de la ecuacién de von Bertalanffy (ecuaciones 7 y 8) se calculan los

valores precisos de L. = 19,25 mm y K = 0,255 afio”’, para el crecimiento

anual.

Pagina siguiente: Figura 5.14. Grafico donde se relaciona los valores iniciales y finales
de los diametros del disco estimados para los individuos recapturados luego de seis

meses. La recta punteada indica la situacién de crecimiento cero.
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Figura 5.14.

Para el crecimiento estimado mediante el analisis grafico de Ford-

Walford de los ejemplares recapturados a los seis meses se obtiene un valor

aproximado de L. = 19,5 mm. Empleando las férmulas derivadas de la

ecuacion de von Bertalanffy se calculan los valores precisos de L. = 19,55 mm
y K=0,177 afo™.

Las diferencias observadas en el valor de K para el crecimiento a los
seis meses de iniciado el ensayo y al afio estan dadas por la presencia de
individuos mas chicos, con tasas de crecimiento mayores, en la recaptura al
ano.

Ejecutando la rutina SOLVER de las planillas de Excel, se obtienen los

valores poblacionales L. = 20,38 mm y K = 0,219 afio”’, siendo la funcién de

crecimiento que mejor ajusté a los parametros computados la tipo especial de
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von Bertalanffy (R? = 0,973). Empleando el valor de L.. asi calculado, se obtuvo

mediante en analisis de Gulland y Holt (1965) para el total de los individuos
recapturados un valor de K = 0,222 afio™ (Fig. 5.15) (Tabla 5.4), observandose

una ligera oscilacién estacional en el crecimiento (C<0,40).
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Diametro promedio (mm)

Figura 5.15. Anadlisis de Gulland y Holt para todos los individuos recapturados
(incluyendo las recapturas a los 6 y 12 meses).

Empleando estos parametros de crecimiento para todos los individuos
recapturados se aplicé el método de Appeldoorn (1987), obteniéndose la edad

de los individuos segun las tallas (r*=0,7300) (Fig. 5.16) (Tabla 5.4).

Pagina siguiente: Figura 5.16. Resultado del analisis de crecimiento para todos los
individuos recapturados (incluyendo las recapturas a los 6 y 12 meses).
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Figura 5.16.

Pagina siguiente: Tabla 5.4: Valores comparados de los parametros poblacionales y
edad para distintas especies.
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Tabla 5.4.
Edad

Especie K (afio”) |L.(mm) |maxima | Referencia
(anos)

. . . Gage y Tyler, 1981;
Ophiura ljungmani 0,101 14,8 10 Gage, 1990
Ophionotus hexactis %’%%‘ 43,8-27,6 Morrison, 1979

. . . Dahm, 1996; Grange et
Ophionotus victoriae 0,248 32,0 22 al., 2004
Ophioplocus incipiens 0,176 44,6 19 Dahm, 1996
Ophiura
(Ophiuroglypha) lymani 0,170 25,0 20 Dahm, 1999
Ophioplinthus gelida 21,0 33 Dahm, 1996
Ophioplinthus brevirima 21,0 25 Dahm, 1996
Astrotoma agassizii 0,012 91 Dahm, 1996

. . Medeiros-Bergen y
Ophionereis annulata 0,075 20,0 Ebert, 1995

. . Medeiros-Bergen y
Ophioplocus esmarki 0,069 19,4 Ebert, 1995

. . 0,380- Gage y Tyler, 1982;
Ophiocten gracilis 0.073 8,2-20,8 7 Gage, 2003
Ophiocten hastatum %%%22' 20,4-14,9 10 Gage et al., 2004
Ophiura albida 0,229 10,1 10 Dahm, 1993
Amphiura chiajei 0,373 9,1 Munday y Keegan, 1992
Amphiura filiformis 0,536 6,7 11 | Josgson 1995 Skold et

. . . Gage y Tyler, 1982;
Ophiomusium lymani 0,360 33,8 20 Gage, 1990
Ophiura ophiura 0,084 27,7 11 Dahm, 1993
Astrobrachion Stewart y Mladenov,
constrictum 23,0 22 1997

. 0,078- .
Stegophiura sp. 0188 38,8 15 Quiroga y Sellanes, 2009
Ophioplocus januarii %221292' 20,4 18 Presente estudio

5.3.4 Estudios de microscopia electronica de barrido

No fue posible reconocer limites definidos en los pulsos de crecimiento

que ocurren en los osiculos vertebrales de los brazos en O. januarii (Fig. 5.17).
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El estereoma de las caras proximales y distales de las vértebras se presenta de
manera uniforme, sin un claro patron de deposicion que indique periodos de

crecimiento mas rapido o mas lento.

Figura 5.17. Analisis de bandas de crecimiento en osiculos vertebrales de tres
individuos. A- Cara proximal de las vértebras. B- Detalle de dos secciones del lado
derecho de las vértebras. Barras de escala: A =500 um; B =100 pym.
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5.4 Discusion

La calceina ha demostrado ser un util marcador quimico para estudiar el
crecimiento en O. januarii. Una vez incorporada en el esqueleto interno vy
expuesto a luz ultravioleta, emite una marca verde fluorescente. La
incorporacion del compuesto quimico en estructuras calcareas en crecimiento
permite realizar estudios de crecimiento en esta especie. La estructura que
mejor indica el crecimiento en O. januarii es la mandibula. Medeiros-Bergen y
Ebert (1995) realizaron ensayos empleando calceina en Ophioplocus esmarki,
observando marcas de crecimiento en los escudos radiales, mientras que para
Ophionereis annulata estas marcas fueron visibles en la mandibula. Los datos
observados para esta ultima especie revelaron dos marcas de calceina: la
primera, fue en la zona donde el diente articula con la base de la mandibula, y
la segunda marca dentro del diente. Ademas del recién mencionado, existe
soélo otro estudio para ofiuroideos empleando calceina; Stewart (1995) observa
marcas fluorescentes en los escudos radiales de Astrobrachion constrictum.
Los escudos radiales de O. januarii no revelaron marcas de calceina para las
concentraciones y tiempos testeados. Independientemente de la técnica de
aplicacién, ya sea banos o inyecciones, o de las concentraciones analizadas,
es posible registrar marcas fluorescentes en los individuos sin afectar
significativamente su supervivencia.

Ophioplocus januarii es la primera especie para la cual se ha registrado
que el crecimiento mandibular ocurre tanto en sentido dorsal como ventral. En
ambos sentidos se observaron crecimientos mas alla de las marcas
fluorescentes en las mandibulas, lo cual confirma el crecimiento de las

mandibulas segun lo expresado en la seccién “Morfologia”. EI aumento en el
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numero de dientes dorsales estaria dado por el abrupto crecimiento del diente
0, hasta alcanzar la longitud del diente 1, donde el crecimiento se
desaceleraria. Una vez que el diente 0 en desarrollo alcanza al diente 1, el
primero pasa a representar al diente 1 y el otro, diente 2 (segun la
nomenclatura propuesta en “Morfologia”).

El porcentaje total de recaptura registrado en este estudio para O.
januarii fue cercano al 7%. En estudios de crecimiento llevados a cabo por
Russell y Meredith (2000) para el erizo de mar Strongylocentrotus
droebachiensis donde se aplicé captura, marcado y recaptura, se obtuvo un
porcentaje de recaptura del 57%, mientras que trabajos realizados por Pomory
y Lares (2000) para la estrella de mar Luidia clathrata han revelado porcentajes
de recaptura de 2,17%.

La mayoria de los estudios de crecimiento en ofiuroideos realizados al
dia de hoy se basan en la interpretacion de anillos de crecimiento en los
osiculos vertebrales (e.g., Gage, 1990; Dahm, 1993, 1996; Gage et al., 2004;
Quiroga y Sellanes, 2009). En estos estudios se asume que el patrén de
bandas de crecimiento refleja variaciones en la tasa de crecimiento estacional,
observandose zonas oscuras de rapido crecimiento (dado por un estereoma
mas poroso) seguidas de zonas mas claras de crecimiento mas lento (dado por
una mayor compactacion del estereoma), interpretandose como pulsos anuales
de crecimiento. Sin embargo, Dahm (1993) reconoce un error de lectura en las
primeras bandas de crecimiento en los ofiuroideos mas grandes debido a una
superposicion de crecimiento de la parte central de las vértebras, debiendo
corregir la informaciéon basandose en observaciones de ejemplares mas chicos.

Russel y Meredith (2000) comprobaron mediante técnicas de marcado quimico
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en erizos de mar que existe una subestimacion de la edad cuando se analizan
las lineas naturales de crecimiento, no siendo los osiculos de erizos de mar
indicadores fiables de la edad. Para O. januarii no es posible reconocer
variaciones estacionales en el crecimiento; la pequefa oscilacion estacional
observada estaria dada por la mayor representacion de tallas menores
(correspondientes a individuos con mayor tasa de crecimiento relativa) en la
recaptura al afo de estudio y no a una temporalidad en el crecimiento.
Adicionalmente, en el presente estudio no fue posible reconocer bandas
naturales de crecimiento en las vértebras de O. januarii, o cual indicaria que
esta especie tiene un crecimiento constante en el tiempo. Aun no se han
realizado estudios que permitan validar la asuncién que el bandeado de las
vértebras corresponda a sefales naturales de crecimiento correspondientes a
marcas anuales. Para ello es necesario identificar alguna especie que presente
tal bandeado y a la vez presente, por ejemplo, marcas fluorescentes en
estudios de crecimiento empleando calceina (Campana, 2001) o mediante
estudios de analisis de isotopos estables.

El modelo de crecimiento tedrico que mejor se ajusta al crecimiento de la
poblaciéon estudiada es el especial de von Bertalanffy. La informacién de las
tasas de crecimiento de los juveniles e incremento en el didametro del disco de
los adultos sugieren que el crecimiento en O. januarii es relativamente rapido
inicialmente y que luego lentamente disminuye hasta que se aproxima a la talla
maxima, como se observo en la curva de crecimiento calculada empleando los
datos de campo. De acuerdo a los datos de incrementos de crecimiento aqui
analizados, O. januarii alcanzaria en la zona de estudio una edad cercana a los

18 afos con una talla de diametro de disco aproximadamente de 20,4 mm. En
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el presente estudio se registré una talla maxima de 20,7 mm (ver “Morfologia”)
y segun otros autores los individuos de esta especie pueden alcanzar los 25
mm (Bernasconi y D’Agostino, 1977; Bartsch, 1982), con lo cual la edad
maxima puede llegar a ser mayor o puede ser que las tasas de crecimiento
sean mayores en otras zonas. La tasa de crecimiento aqui reportada presenta
valores intermedios a las tasas de crecimiento registradas para otras especies
(Tabla 5.4). La especie cogenérica Ophioplocus incipiens presenta lento
crecimiento, pero alcanza el doble de la talla maxima que O. januarii a una
edad maxima similar (Dahm, 1996). Por su parte, Ophioplocus esmarki también
presenta un crecimiento muy lento, aun cuando su talla maxima es similar a la
calculada para O. januarii (Medeiros-Bergen y Ebert, 1995).

El crecimiento individual de las especies de invertebrados benténicos
puede ser extremadamente variable, principalmente debido a factores
ambientales como la temperatura y/o disponibilidad de alimento (Brey, 1998;
Quiroga y Sellanes, 2009). Esto se ve reflejado en las estimaciones de las
edades maximas para distintas especies de ofiuroideos (Tabla 5.4), variando la
mayoria entre los 10 y 25 afos, con la notable excepcion de la longeva especie
antartica Astrotoma agassizii para la cual se ha estimado una edad maxima
igual a 91 afios (Dahm, 1996). En base a la informacién disponible, es posible
dividir los patrones de crecimiento de los ofiuroideos en tres grupos: aquellas
especies de crecimiento lento y constante tanto en juveniles como adultos,
como lo observado para Ophioplocus esmarki, Ophionereis annulata,
Ophionotus hexactis, Ophiura ljungmani, Ophiura (Ophiuroglypha) lymani y
Ophioplocus incipiens; un segundo patron como el de Ophioplocus januarii,

Ophiura albida, Ophionotus victoriae, Ophiocten gracilis, Ophiomusium lymani,
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Amphiura chiajei, Ophiocten hastatum y Amphiura filiformis quienes presentan
rapido crecimiento inicial, seguido de una disminucidn en el crecimiento; y por
ultimo se encuentran especies como Astrotoma agassizii, Stegophiura sp.,
Astrobrachion constrictum, Ophioplinthus brevirima y Ophioplinthus gelida
quienes presentan un lento crecimiento y una alta longevidad. Los dos primeros
patrones tienden a prevalecer en especies de aguas poco profundas, mientras
que el ultimo seria caracteristico de especies que habitan a mayores

profundidades.
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6. Reproduccion.

6.1 Introduccion

La regulacion del ciclo reproductivo no sélo es la sincronizacion de la
liberacion de las gametas sino que abarca varios aspectos de la fisiologia y
comportamiento del organismo. La duracion de un ciclo de reproduccion puede
ser interpretado como una funcion de la tasa de crecimiento, el desarrollo y la
posterior maduracién de los tejidos gonadales, terminando en eventos de
liberacion de las gametas, seguidos de un periodo de recuperacion (Hendler,
1991). La temporada de reproduccion de una especie, usualmente delineada
en término de meses, es generalmente definida como el periodo del afio en el
cual la mayoria de los individuos de una poblacion presenta abundante
cantidad de gametas maduras disponibles para ser liberadas (Giese y Pearse,
1974). En algunas especies se desarrolla solo un ciclo gametogénico en cada
individuo durante la estacion reproductiva. Las gametas pueden ser liberadas
simultaneamente o intermitentemente durante cada temporada de reproduccién
(Giese y Pearse, 1974).

En equinodermos y otros invertebrados marinos, los ciclos reproductivos
presentan usualmente periodicidad anual, estacional o0 mensual,
comprendiendo a la mayoria de los individuos de una determinada poblacion
(Fenaux, 1970). El patrén reproductivo ciclico se encuentra generalmente
asociado a habitats donde los factores ambientales (fotoperiodo, temperatura,
etc.) flucttan de acuerdo a un régimen predecible. Sin embargo, un patrén
reproductivo “continuo” ha sido propuesto para muchas otras especies,
principalmente las que se encuentran distribuidas cercanas a la linea del

ecuador o en habitats de aguas profundas (Borges et al., 2009). Varios autores
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(e.g., Mercier y Hamel, 2009) recomiendan emplear el término “aperiodico”, en
referencia a la ausencia de algun patrén detectable, debido a que muchas
veces no es claro si estas especies desarrollan las gametas y las liberan de
manera oportunista (o continua) o que parte de la poblaciéon sigue un patrén
ciclico (por ejemplo, mensual) que no es detectable mediante las técnicas de
muestreo y analisis convencionales.

Con la excepcion de un reducido numero de mamiferos, incluyendo a los
humanos, la mayoria de los animales presentan ciclos reproductivos definidos
o cierta estacionalidad reproductiva (Mercier y Hamel, 2009). Tanto la
coordinacion como la duracion de los periodos reproductivos son elementos
cruciales en la estrategia global de la historia de vida de un organismo (Giese
et al.,, 1991). La actividad reproductiva se encuentra usualmente sincronizada
para coincidir con condiciones ambientales Optimas para el desarrollo y
supervivencia de las crias, incluyendo la disponibilidad de alimento. El éxito
reproductivo en los equinodermos, al igual que en otros invertebrados marinos,
depende de procesos altamente sincronizados entre los individuos de una
poblacion al nivel del desarrollo y la liberacion de las gametas. En general se
cree que dicha sincronizacién se encuentra mediada por sefales externas
(factores ambientales) que pueden actuar de manera directa o indirecta, solos
0 en asociacién, para ajustar o mantener el ritmo bioldgico. Distintas especies
pueden presentar diferentes y definidas estrategias y periodicidad reproductiva,
basadas en gran parte en su historia de vida especifica, estructura social, tipo
de gonadas y desarrollo gametogénico, sistema endocrino, y respuesta a
fluctuaciones o estimulos ambientales. Aun mas, distintas poblaciones de una

misma especie a menudo se reproducen en diferentes tiempos, aun cuando
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estan modulados por la misma combinacion de sefales de sincronizacion
(Hendler, 1991; Mercier y Hamel, 2009).

La mayoria de los ofiuroideos son gonocéricos, presentando una serie
de gdénadas pares en cada area interradial del disco central. Varias especies
presentan algun grado de hermafroditismo, en cuyo caso las génadas pueden
estar diferenciadas en un grupo de ovarios y testiculos o bien ocurrir como
ovotestes (Smith, 1940; Hyman, 1955). Las bursas, estructuras exclusivas de
los ofiuroideos, cumplen entre otras funciones como salida comun de multiples
gonoductos y como camaras de cria en aquellas especies incubadoras, y por lo
general se encuentran fusionadas en un continuo en aquellas especies que
liberan sus gametas al medio (Hendler, 1991; Byrne et al.,, 2008). La mayor
parte de los ofiuroideos tienen dos bursas en la base de cada brazo. La
disposicion de las gbnadas es variable, pero en la mayoria de las especies se
encuentran asociadas con el epitelio celédmico de las bursas, donde pueden

alojarse una o varias gonadas (Hyman, 1955; Patent, 1969; Hendler, 1991).

Gametogeénesis.

La formacion de las gametas ocurre de manera similar en la mayor parte
de los animales, mediante el proceso denominado gametogénesis. Un ciclo
gametogénico usualmente incluye la acumulacion de nutrientes a ser
empleados durante la gametogénesis, la proliferacion de las células germinales
y su diferenciacion en gametas, y luego de la emision de gametas, un periodo
inactivo cuando las gametas residuales son reabsorbidas y el epitelio germinal

eventualmente se reorganiza. Por lo general se observa poca actividad en las
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gonadas luego de la liberacion de las gametas, periodo a menudo llamado fase
de reposo (Giese y Kanatani, 1987).

Diversos autores han propuesto dos hipoétesis principales para explicar el
control del ciclo gametogénico entre los individuos: (1) puede ser intrinseco,
estando su coordinacién regulada por factores enddégenos (internos) (e.g., por
acumulacién de nutrientes y la interaccion de hormonas entre los centros de
control y las gonadas); (2) puede ser extrinseco, o bajo control exégeno
(externo) (e.g., mediados via cambios ambientales) (ver Mercier y Hamel,
2009). Se ha postulado que siempre que los ciclos gametogénicos individuales
se encuentren sincronizados en una poblacion, existe algun tipo de regulacién
exdgena (Giese y Pearse, 1974; Giese et al., 1991).

La coordinacion de la reproduccion de una poblacién puede ocurrir
ritmicamente o esporadicamente durante parte o todo el afio, o puede ocurrir
sin obvia periodicidad. Cuando es ritmica, el periodo reproductivo puede ser
diario, semi-mensual, mensual, semi-anual, anual o bianual (Giese y Pearse,
1974). La produccion de gametas de manera continua a lo largo de todo el ano
en un individuo es poco frecuente, dado que por lo general existe alguna pausa
entre ciclos gametogénicos sucesivos. La gametogénesis puede estar
escalonada entre diferentes individuos a lo largo del afio, de esta manera la
reproduccién puede aparentar ocurrir continuamente a lo largo del afio para
toda la poblacion (Giese y Pearse, 1974).

Ademas de la gametogénesis y el crecimiento gonadal, otros eventos
secuenciales, como la alimentacion, el almacenamiento y la redistribucién de
nutrientes, también son parte del ciclo reproductivo. Si la coordinacion del ciclo

reproductivo estuviera determinada s6lo de manera enddégena, es decir sélo
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por el tiempo necesario para completar un ciclo reproductivo, se esperaria
observar reproduccion continua o reproduccidon que no se vea afectada por
localidad geografica (Giese y Pearse, 1974). Sin embargo, esto rara vez ocurre.
Los factores ambientales varian con el tiempo y las estaciones, y es comun
encontrar procesos reproductivos periddicos, presumiblemente coordinados
con el fin de aprovechar condiciones favorables, especialmente en términos de
supervivencia larval.

Con respecto al tipo de desarrollo, algunos trabajos indican que una
especie del mismo género que la aqui estudiada, Ophioplocus japonicus, se
reproduce mediante larvas lecitotroficas que completan su desarrollo en menos
de una semana (Komatsu y Shosaku, 1993), y que otra, O. esmarki, es vivipara
e incuba a sus crias en las bursas (Medeiros-Bergen y Ebert, 1995). Sin
embargo, en la actualidad es muy poco lo que se conoce del resto de las
especies de la clase. Por ejemplo, el modo de desarrollo larval s6lo se conoce

para poco mas del 4% de todas las especies (Hendler, 1991).

Correlacion con factores exogenos.

En la clase Ophiuroidea la actividad reproductiva puede ser continua a lo
largo de todo el afo, o existir una cierta estacionalidad reproductiva. En
muchas especies con un ciclo de gametogénesis anual, el periodo reproductivo
se extiende durante varios meses. La influencia de factores ambientales sobre
la gametogénesis en ofiuroideos aun no se termina de comprender. La
temperatura y el fotoperiodo son factores que podrian regular directamente la
periodicidad reproductiva en los ofiuroideos (Hendler, 1991; Mercier y Hamel,

2009). Otros factores propuestos son la variacion estacional de nutrientes,
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tanto para los adultos como para las larvas, y la disponibilidad de habitat (Giese
y Pearse, 1974; Giese et al., 1991).

A menudo se ha planteado que la reproduccion se encuentra coordinada
con factores ambientales con el objetivo de maximizar el éxito de fertilizacion
y/o supervivencia de la descendencia. Para que esto ocurra, los individuos
deben iniciar la gametogénesis antes que las condiciones sean las optimas, y
tienen que ser capaces de detectar los cambios ambientales que dan lugar a la
sincronizacion de la reproduccién con la subsiguiente condicion favorable.
Estos cambios ambientales pueden ejercer control exégeno sobre la
reproduccién, y no necesariamente estar restringidos a un solo factor, sino que
pueden consistir en varios factores que interactian para sincronizar las
actividades reproductivas, aun cuando un factor sea dominante, al menos bajo
ciertas circunstancias (Giese y Pearse, 1974).

La busqueda de los factores ambientales que ejercen control sobre los
periodos reproductivos de los invertebrados marinos ha sido tema de estudio
en muchos trabajos (ver Hendler, 1991). A pesar de estos estudios, es muy
poco lo que se conoce sobre cuales son los posibles factores ambientales que
controlan la reproduccion, y su identificacibn muchas veces ha sido
especulativa debido en parte a la poca comprensién de como multiples, y a
menudo superpuestos, ciclos ambientales pueden producir patrones
temporales definidos (Mercier y Hamel, 2009).

El fotoperiodo y la temperatura han sido identificados como los factores
reguladores mas probables de la reproduccion en equinodermos. Mas alla de la
relacion intrinseca entre estos dos factores, se distingue en muchos trabajos la

evidencia de control via fotoperiodo/horas luz y via la temperatura. A partir de
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los datos de las variaciones estacionales en estos factores, se procede a
realizar correlaciones con los cambios en los estadios reproductivos de los
ejemplares estudiados. Si bien estas correlaciones pueden resultar
sugestivamente positivas o negativas, las causas subyacentes de la relacidon
son a menudo poco claras (Chia y Walker, 1991).

La temperatura ha sido considerada por mucho tiempo como el factor
mas importante en la determinacidon de los ciclos reproductivos de
invertebrados marinos. En los ultimos afos se ha probado que esta afirmacion
es adecuada para las areas polares y templadas, donde se puede observar
claros patrones estacionales de reproduccion, mientras que existen varios
ejemplos de ciclos reproductivos aperidédicos en lugares cercanos al ecuador
(Pearse et al., 2009). Varios estudios sobre ciclos reproductivos en ofiuroideos
han reportado que las temporadas reproductivas podrian estar influenciadas
por la temperatura ambiente del agua (Hendler, 1991; McClintock et al., 1993),
pero la evidencia de esto continla siendo algo ambigua (Mercier y Hamel,
2009).

La coordinacion de los procesos reproductivos en invertebrados marinos
se encuentra controlada por los sistemas nervioso y endocrino, y/o neuro-
endocrino. Otros factores como las fluctuaciones estacionales de variables
ambientales y sefiales quimicas podrian actuar como causas proximales para
sincronizar la reproduccién mediante la induccidon de cambios bioquimicos en
las goénadas (Mercier y Hamel, 2009). El ciclo gametogénico anual de ciertos
equinodermos es el resultado de intrincados mecanismos que involucran
hormonas especificas y sus tejidos objetivo. Aln no se conoce como es que las

sefales externas son percibidas por el cuerpo de los equinodermos y luego
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transmitidas e interpretadas por efectores internos. En los ofiuroideos existe
muy poca informacion sobre ritmicidad fisiologica interna relacionada con la
reproduccion. Se conoce que el AMP ciclico inicia la maduraciéon oocitaria en

Amphipholis kochii (Yamashita, 1986, 1988).

Objetivos especificos

El propdsito del presente capitulo es estudiar la reproduccion de O. januarii
y discutir los posibles factores involucrados en su regulacién. Con este fin, se
evaluara la existencia de un ciclo estacional definido, se calculara y estudiaran
las variaciones en el tiempo del indice gonadal; se validaran los resultados
mediante el analisis histologico de las gbénadas, y se comparara su evolucién
temporal con la correspondiente a las variables ambientales. Ademas se
estimara el tipo de desarrollo larval en funcion de las maximas tallas oocitarias
registradas en relacion a las posibles alternativas de desarrollo que esto

habilita.

6.2 Metodologia

Los ejemplares utilizados en los estudios reproductivos fueron los
capturados segun lo indicado en la seccién “Metodologia general’.

Para cada individuo estudiado se registré el diametro mayor del disco, el

largo del brazo mayor y el peso humedo del animal completo. Entre 10 y 20

individuos de cada mes fueron disecados bajo lupa estereoscopica, siendo

separados el estbmago y las gonadas. Estas ultimas fueron pesadas con el fin

de calcular el indice gonadal. Las medidas fueron registradas empleando un
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calibre vernier de precision 0,1 mm y los pesos mediante balanza Mettler de
precision 0,1 mg.

Una porcién de las génadas (o su totalidad segun la cantidad de génadas
presentes) fue deshidratada en una secuencia creciente de alcohol, segun los
siguientes pasos:

1) Etanol 70°.

2) Etanol 80° durante una noche.

3) Etanol 96° 2 horas.

Luego las muestras fueron incluidas en resina plastica Historesin Leica y se
dejaron secando en este medio por no menos de una semana. A continuacién
se realizaron cortes histologicos de 5 ym de espesor empleando un micrétomo
rotatorio motorizado digital Leica y las secciones fueron montadas en
portaobjetos. Posteriormente se realizd la tincion con hematoxilina y eosina,
segun el siguiente protocolo:

1) Hidratado con agua destilada (pasaje rapido).

2) Hematoxilina durante 20 minutos.

3) Lavado en agua corriente.

4) Eosina alcohdlica durante 8 minutos.

5) Etanol 90° durante 30 segundos.

6) Etanol 100° durante 30 segundos (dos veces).

7) Secado y montado definitivo.

Los cortes histolégicos fueron observados bajo microscopio 6ptico Zeiss
Axio Imager Z1 y fotografiados con una camara digital Axiocam HRc, anexa al

microscopio. Con el objetivo de realizar el analisis de frecuencias de tallas
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oocitarias se realizaron dos mediciones perpendiculares de cada oocito que
presentara nucleo y nucleolo visibles, tomando el promedio de estas dos
mediciones como el diametro oocitario. Las mediciones se realizaron a partir de
las imagenes capturadas usando el paquete de software Axiovision v.4.4.

Adicionalmente se estudiaron individuos de tallas menores, con un diametro
de disco menor a 10 mm, a fin de obtener informacién acerca de las etapas
iniciales del desarrollo gonadal.

Con el fin de describir la morfologia de los espermatozoides, se procesaron
goénadas de un macho, mediante deshidratacion por punto critico. Los
testiculos fueron cortados a la mitad empleando un bisturi y luego fueron
montados en tacos metélicos para MEB y recubiertos con una lamina de oro-
paladio. Finalmente fueron fotografiados los preparados en el microscopio
electrénico de barrido.

El sexo de los individuos se determind mediante la observacién de
preparados de una porcion de las gonadas al microscopio y confirmado por los
preparados histologicos. El desvio de la proporcion 1:1 de los sexos para cada
mes y para todos los individuos estudiados se realizé mediante una prueba de
Chi-cuadrado (Zar, 1999). Las variaciones del indice gonadal entre los distintos
meses fueron analizadas mediante ANOVA de una via. Las diferencias entre el
indice gonadal, peso y diametro del disco, para machos y hembras fueron
analizadas mediante pruebas-t de Student para muestras independientes. El
supuesto de normalidad de los datos fue evaluado mediante una prueba de
Kolmogorov-Smirnov (con correccion de Lilliefors) y la homogeneidad de las
varianzas mediante una prueba de Levene. La relacion entre las variables

ambientales fotoperiodo y temperatura del agua con el indice gonadal, asi
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como la relacion entre los indices de cada sexo por separado, fueron

evaluadas mediante una correlacion de Pearson (Sokal y Rohlf, 1995).

6.3 Resultados

Ophioplocus januarii es una especie gonocorica sin aparente dimorfismo
sexual y no es posible sexar los individuos a parir de la coloracion de las
gonadas. La gbnada esta conformada por multiples I6bulos tanto en machos
como en hembras. La proporcion de sexos de la poblacion de Ophioplocus
januarii estudiada no difiere significativamente de la relacion 1:1 (Chi-
cuadrado=2,1333; p>0,05). Tampoco se observé desvio de esta proporcidon
analizando cada mes por separado (p>0,05). Se observaron diferencias
significativas entre el peso (t-Student=2,0506; p<0,05) y la talla de disco (t-
Student=2,2226; p<0,05) segun el sexo, siendo mayores en ambos casos los
valores registrados para los machos. En total se estudiaron histolégicamente

134 hembras y 169 machos.

6.3.1 indices gonadales

Se pueden observar variaciones en los valores del indice gonadal a lo
largo de los meses de estudio (Fig. 6.1), existiendo diferencias significativas
entre los valores a lo largo de los meses estudiados (ANOVA, F=13,109;
p<0,001). Si bien este analisis fue el unico para el cual no se pudo comprobar
homogeneidad de las varianzas, el ANOVA es robusto al incumplimiento de
este supuesto con tamainos de muestras grandes e iguales en todos los grupos

(en este caso, n=30 para cada mes).
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Figura 6.1. Variaciéon de los valores del indice gonadal promedio mensual (machos y
hembras conjuntamente) para todo el periodo estudiado. Las barras verticales
representan el desvio estandar de los valores correspondientes para cada mes.

Luego de la identificacion de los sexos es posible estudiar las
variaciones en los indices gonadales discriminados por sexos (Fig. 6.2). El
indice gonadal de los machos y de las hembras se encuentran correlacionados
positivamente (Pearson, r=0,8246; p<0,001). Si bien se observaron diferencias
significativas en los valores del indice gonadal de los machos (n=395) y el de
las hembras (n=355) (t-Student=3,6972; p<0,01), siendo el de los machos, en
general mayor al de las hembras, la evolucidn temporal de los valores medios
del indice gonadal para machos y hembras describié patrones similares, salvo

minimas excepciones.
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Figura 6.2. Valores del indice gonadal promedio mensual diferenciados para machos
(en azul) y hembras (en rosa). Las barras verticales representan el error estandar de
los valores correspondientes a cada mes.

6.3.2 Andlisis histoldgico y microscopia electronica de barrido

La pared de las gonadas de O. januarii presenta dos capas de tejidos, un
saco externo y un saco interno sobre el que descansa el epitelio germinal,
estando separados ambos sacos por el celoma genital (Fig. 6.3 D y Fig. 6.5 A).
El saco externo corresponde al peritoneo visceral; en la pared del saco interno,
también de naturaleza peritoneal se observa presencia de células musculares

(Fig. 6.3 Ay Fig. 6.6 A).

Hembras
Los ejemplares estudiados presentaron un diametro de disco entre 10,2

y 20,4 mm (promedio £ DS: 15,7 + 1,8 mm). Las hembras presentaron, a través
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de todo el periodo estudiado, ovarios con oocitos en distintos estadios de
desarrollo simultaneamente (Fig. 6.3 B y Fig. 6.4 C). A lo largo del afo, los
tipos oocitarios mas abundantes siempre fueron los oocitos previtelogénicos
(<100 um), junto a estadios intermedios de vitelogénesis (entre 100 y 250 ym) y
algunos oocitos en etapas finales de la vitelogénesis (>250 pm). Desde los
estadios intermedios de desarrollo se comienzan a apreciar granulos de vitelo y
gotas lipidicas, mas abundantes en los oocitos en etapas avanzadas y finales
de la vitelogénesis.

Desde etapas tempranas del desarrollo, cada oocito se encuentra
circundado por un epitelio cuya histologia es similar al epitelio del saco interno

(Fig. 6.3 C).

Pagina siguiente: Figura 6.3. Imagenes de los cortes histolégicos de hembras. A-
Ovario con oocitos en distintos estadios de desarrollo; se observa el saco externo (se)
y el saco interno (si), este ultimo presenta células musculares (m). B- Ovarios con
oocitos en distintos estadios de desarrollo simultdneamente; se observan oocitos en
avanzado grado de vitelogénesis (lv), oocitos comenzando la vitelogénesis (mv) y
oocitos pre-vitelogénicos (pv). C- Detalle del epitelio que rodea a los oocitos (indicado
con flechas). D- Ovarios mas chicos, donde también se observan oocitos en distintos
grados de desarrollo; se sefalan el saco externo (se) y el saco interno (si). Barras de
escala: A, B =500 um; C, D =200 um.
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A

Figura 6.3.

Sélo en ovarios de dos hembras se observaron imagenes histologicas
compatibles con estadios de evacuacion o recuperacion. Los ovarios contenian
pocos oocitos completamente vitelados junto a varios oocitos previtelogénicos.
Generalmente estos oocitos son reabsorbidos o pueden seguir su desarrollo
hasta la evacuacion. En una hembra se registré la presencia de fagocitos y
materiales residuales de procesos de reabsorcién (Fig. 6.4 B) dentro de un
ovario conteniendo también oocitos en distintos grados de desarrollo.

En algunos casos fue posible reconocer ovarios parcialmente evacuados
(Fig. 6.4 A), evidenciados por oocitos menos densamente empaquetados en los
ovarios, con espacios libres entre ellos y con la pared del ovario parcialmente

colapsada.
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No fue posible, a nivel individual, describir estadios de madurez gonadal
definidos mediante el analisis histologico. Las hembras presentan oocitos en
desarrollo en todos los meses de estudio, sin acumulacién importante de
oocitos completamente vitelados, presentando distintas tallas oocitarias
simultaneamente, incluso en los ovarios mas chicos (Fig. 6.3 D). Asi, el tamafo
de los ovarios se encuentra en correspondencia con la cantidad de gametas
presentes y no necesariamente con el grado de desarrollo de los tipos

oocitarios presentes.

Figura 6.4. Imagenes de los cortes histologicos de ovarios. A- Ovario con oocitos en
distintos estadios de desarrollo; se observa un espacio libre en el lumen (lu)
evidenciando liberacién de gametas. B- Ovario donde se observd la presencia de
fagocitos (fa), evidenciando reabsorcion de algunas gametas. C- Ovarios con oocitos
en distintos estadios de desarrollo simultaneamente; se observan oocitos en avanzado
grado de vitelogénesis (lv), oocitos comenzando la vitelogénesis (mv) y oocitos pre-
vitelogénicos (pv). D- Ovarios de un individuo de 9,9 mm de diametro de disco, donde
también se observan oocitos en distintos grados de desarrollo. Barras de escala: A, C,
D =500 pm; B =200 pm.
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Machos

Los ejemplares estudiados presentaron un diametro de disco entre 10,1
y 20,7 mm (promedio + DS: 16,0 £ 1,8 mm). Al igual que lo que ocurre en los
ovarios, los testiculos presentan simultaneamente espermatozoides maduros,
libres en el lumen, junto a columnas de espermatocitos en distintos grados de
desarrollo (Fig. 6.5 Ay Fig. 6.6 D). El epitelio germinal descansa sobre el saco
interno, y la espermatogénesis se desarrolla formando columnas hacia el lumen
de los testiculos. En estas columnas se pueden reconocer espermatogonias,
espermatocitos y espermatidas, y finalmente los espermatozoides ya maduros
son liberados y acumulados en el lumen del testiculo.

En los testiculos donde se evidencio evacuacion parcial de gametas se
observan espermatozoides maduros en el centro, rodeados de espacios libres
en el lumen (Fig. 6.5 C y D). Al mismo tiempo también se observan columnas
de espermatocitos en desarrollo. Otros machos presentaron los testiculos
repletos de espermatozoides maduros, llenando todo el lumen de las génadas,

y con reduccion de las columnas de espermatocitos (Fig. 6.5 B).

Pagina siguiente: Figura 6.5. Imagenes de los cortes histolégicos de testiculos. A-
Detalle de un testiculo en desarrollo, presentando espermatozoides desarrollados (sz)
en el lumen, columnas de espermatocitos (sc) y espermatogonias (sg); se observa el
saco externo (se) y el saco interno (si) de la génada. B- Testiculos repletos de
espermatozoides desarrollados (sz), las columnas de espermatocitos se encuentran
reducidas. C- Testiculos de un mismo individuo, donde se observa algunos de ellos
repletos de espermatozoides desarrollados (sz) mientras que simultaneamente en
otros se evidencia liberacion de gametas mediante lumen (lu) libre. D- Espacios libres
en el lumen (lu) del testiculo luego de la liberacién de gametas. Barras de escala: B, C
=500 pym; A, D =200 ym.
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Figura 6.5.

Los procesos de reabsorcion fueron mas evidentes en los machos que
en las hembras, evidenciados por la presencia de fagocitos y materiales
remanentes de la reabsorcion en el lumen de los testiculos, en algunos casos,
ocupando el centro y rodeados por elementos maduros correspondientes a una
nueva onda de maduracién (Fig. 6.6 A, B y C). En algunos casos y para un
mismo macho estos fagocitos se encontraron presentes en algunos testiculos
mientras que en los demas se observaron estadios similares a la evacuacion.
Esto también se observd para otros machos que presentaban testiculos

evacuados y testiculos repletos de espermatozoides al mismo tiempo (Fig. 6.5
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C). También se observd presencia de fagocitos en testiculos no evacuados y
repletos de espermatozoides maduros (Fig. 6.6 B).
En los machos se puede observar espermatozoides maduros en todos

los meses analizados, incluso en ejemplares muy chicos (Fig. 6.6 D).

Figura 6.6. A- Detalle de un testiculo en proceso de reabsorcion, presentando
fagocitos (fa) en el lumen (lu) que rodean a los espermatozoides remanentes (sz) y
sobre las columnas espermaticas; se observan las espermatogonias (sg), los
espermatocitos (sc), el saco externo (se) y el saco interno (si) de la génada, este
ultimo presentando células musculares (m). B- Detalle de un testiculo con
espermatozoides (sz) no liberados en proceso de reabsorcion por parte de los
fagocitos (fa). C- Testiculos en proceso de reabsorcion de gametas, evidenciado por la
presencia de fagocitos (fa). D- Testiculo de un individuo de 7,6 mm de diametro de
disco, presentando espermatozoides desarrollados (sz), espermatocitos (sc) y
espermatogonias (sg); se observan las células musculares (m) del saco interno de la
gonada. Barras de escala: A, B =100 pm; C, D =200 ym.

No se evidenciaron en los cortes histolégicos gonoductos en los ovarios

ni en los testiculos. Tampoco ocurrieron ejemplares hermafroditas.
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Los espermatozoides de O. januarii consisten en una cabeza esférica,
una pieza media corta diferenciada y una cola prominente (Fig. 6.7). El

diametro de las cabezas es constante, igual a 3 ym.

Figura 6.7. Imagenes al MEB de una seccion de gonada de macho. A- Vista general
de la seccion de un tubulo conteniendo espermatozoides (sz). B- Vista ampliada de la
seccion media de A. C- Detalle de la porcion externa del corte de la gonada; se
observan espermatocitos (sc) y espermatozoides (sz). D- Detalle donde se observan
espematocitos (sc) y espermatogonia libre (sg). E- Detalle de los espermatozoides; se
observan las cabezas esféricas y las largas colas. F- Detalle de las cabezas de los
espermatozoides; se observa claramente la pieza media posterior (sefialada con
flechas). Barras de escala: A =200 ym; B =50 ym; C =20 ym; D, E =5 ym; F =2 pm.
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6.3.3 Frecuencias de tallas oocitarias

Entre 30 y 200 oocitos fueron medidos para cada hembra (promedio +
DS: 98,8 * 49,2) siendo el numero total de oocitos medidos igual a 13235.

En la Figura 6.8 se muestran las frecuencias porcentuales de las
distintas clases de talla de oocitos para todos los meses de estudio. El analisis
de las tallas oocitarias evidencia la poca variacion en las clases de talla
oocitaria dominantes a lo largo de los meses. En los meses cercanos al verano
es posible reconocer una presencia mas marcada de oocitos completamente
vitelados, evidenciada por distribuciones bimodales. Sin embargo, en todos los
meses la clase dominante la constituyen los oocitos en etapas iniciales del

desarrollo.

Pagina siguiente: Figura 6.8. Histogramas mensuales de distribuciones de frecuencias
porcentuales de tallas oocitarias para los 25 meses de estudio. N: numero de hembras
analizadas; n: nimero de oocitos medidos.
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No se observa acumulaciéon de oocitos que hayan completado la
vitelogénesis, lo cual estaria indicando la evacuacién continua de los mismos.
En los meses de verano, cuando se observa un pico modal de oocitos de la
clase de talla de 300 um, no hay incremento sensible de los porcentajes de
frecuencia correspondientes a las clases mayores. Se definen pequefias
modas entre septiembre de 2005 y enero de 2006, centradas en las clases de
tallas de 300 micrémetros de diametro, con picos que no superan el 15%. Lo
mismo se repite entre octubre de 2006 y enero de 2007. Las tallas oocitarias
mas grande registradas rondaron los 400 ym. Las tallas promedio de los
oocitos (Fig. 6.9) se mantienen aproximadamente constantes en el tiempo. Lo
mismo ocurre con las tallas promedio de los oocitos mas grandes presentes en

cada mes.
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Figura 6.9. Tallas oocitarias promedio, maximas y minimas medidas en todo el
estudio. Las barras verticales representan el desvio estandar de cada mes.

Adicionalmente se realiz6 un analisis de tallas oocitarias para cada
hembra (ver “Apéndice 2”). Se observé que las frecuencias relativas de las
distintas clases oocitarias son similares entre las hembras, siguiendo el patron
descrito para las frecuencias acumuladas en cada mes.

De los individuos mas pequefios analizados se identificaron machos con
espermatozoides maduros, siendo el mas pequefio registrado de 7,6 mm de
didmetro de disco (Tabla 6.1). La hembra mas chica registrada con oocitos
vitelogénicos fue de 9,9 mm de diametro de disco, sin embargo para otras dos
(9,0 y 9,2 mm de didmetro) sélo se observaron pocos oocitos previtelogénicos.
Para otros cuatro individuos entre 4,2 y 7,9 mm de didmetro de disco no fue

posible reconocer microscopicamente gonadas evidentes.
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Tabla 6.1: Resultados del analisis histologico de los individuos mas pequenos.

Diametro del disco (mm) (Fj’resgnma Sexo Gametas
e goénadas desarrolladas

4.2 no - -
54 no - -
7,6 Si macho Si
7,7 Si macho Si
7,8 no - -
7,9 no - -
8,1 Si macho Si
9,0 Si hembra no
9,2 Si hembra no
9,9 Si hembra Si

6.3.4 Correlacion con factores ambientales

No existe correlaciéon entre el indice gonadal y las horas de luz (Pearson,
r=0,2845; p=0,168), ni entre el indice gonadal y la temperatura del agua
(Pearson, r=-0,1959; p=0,348), observandose unicamente correlacion entre las
horas de luz y la temperatura del agua (Pearson, r=0,4959; p<0,05). Sin
embargo, las caidas parciales en los valores de indice gonadal durante la
primavera podrian estar relacionadas con el aumento de temperatura desde la
minima (meses de agosto), mientras que la principal caida de los valores
durante el verano corresponderia a una disminucion de las horas de luz desde

los valores maximos (Fig. 6.10).
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Figura 6.10. Valores del indice gonadal promedio mensual, variacién de la
temperatura del agua y variacién de las horas de luz.

6.4 Discusion

Estudios recientes sobre reproducciéon en ofiuroideos indican que la
duracion y estacionalidad de las fases de gametogénesis son mas variadas de
lo que se creia previamente y que los periodos de liberacion de gametas son
usualmente mayores a tres meses (e.g., Hendler, 1991; Selvakumaraswamy y
Byrne, 1995; Sumida et al., 2000; Falkner y Byrne, 2003). Estudios anuales, e
incluso mas prolongados, sobre una determinada poblacion han demostrado
que las especies de aguas calidas y las que habitan en las profundidades se
reproducirian de manera continua. Algunos ofiuroideos tropicales presentan
una breve estacién de liberacion de gametas, pero pareceria existir una
tendencia hacia periodos de liberacion de gametas mas largos en bajas
latitudes (Hendler, 1991). El hecho de no observar para O. januarii en el

analisis histolégico los estadios tipicos que definen un patrén ciclico de

119



Ophioplocus januarii Reproduccion

reproduccién sino la presencia de oocitos en desarrollo junto a oocitos que han
completado la vitelogénesis, esta indicando que se trata de un caso de
reproduccion aperiddica (sin un patrén ciclico definido). Dado que se observo
practicamente para todos los individuos analizados el mismo estadio
reproductivo en simultaneo, se descarta la posibilidad de que se trate de un
ciclo de reproduccion asincrénico en la poblacion como el observado en el
pepino de mar Isostichopus fuscus, donde un ciclo reproductivo desfasado a
nivel poblacional era enmascarado por un indice gonadal aparentemente
continuo (Mercier et al., 2007). De esta manera, se puede concluir que O.
januarii presenta un verdadero ciclo reproductivo del tipo continuo en aguas
patagonicas. También se observa reproduccion continua con ovarios
conteniendo oocitos en diferentes estadios de desarrollo a lo largo de todo el
afio en Ophiolepis paucispina (Byrne, 1989), especie ovovivipara con oocitos
de 400 pym de diametro al final del desarrollo (Hendler, 1979). Tampoco en esta
especie se observan gonoductos; los oocitos maduros son liberados mediante
mecanismo desconocido dentro de las bursas donde se lleva a cabo la
fecundacion (Byrne, 1989).

A pesar de que O. januarii presenta reproduccion continua, se observan
variaciones ciclicas en el indice gonadal. Las fluctuaciones del indice gonadal
en el tiempo indican la existencia de meses con mayor intensidad de liberacién
de productos sexuales en los meses de verano, con otro pico de menor
intensidad en agosto-septiembre. Esto mismo ha sido registrado para
poblaciones de Ophiophragmus filograneus, Ophiothrix (Ophiothrix) angulata y
Ophiothrix quinquemaculata quienes liberan gametas con varios grados de

intensidad a lo largo del afio, pero muestran picos de liberacién en la
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primavera, comienzos del verano o en otofo (Guille, 1964; Stancyk, 1974,
1975). El hecho de no identificar un estadio de madurez total en el que el
predominio sea el de los oocitos que han completado su vitelogénesis y la
ausente o0 escasa proporcion de animales con gdénadas en reabsorcion,
indicaria que en O. januarii existe una liberacién continua de gametas a lo largo
del afo, con moderados incrementos en primavera y verano, no existiendo un
periodo de reposo gonadal definido. En la especie subtropical Microphiopholis
gracillima los valores del indice gonadal son siempre altos y la poblacién
liberaria las gametas repetidas veces; en esta especie los ovarios contienen
tipicamente muchos oocitos en etapas iniciales de desarrollo y soélo algunos
oocitos de gran talla, evidenciando que las hembras liberan frecuentemente un
numero limitado, bajo, de oocitos al medio (Singletary, 1980). Esto mismo se
observa en los ovarios de O. januarii, ddnde a partir del analisis histolégico se
puede descartar que las variaciones entre los meses en el indice gonadal se
puedan deber exclusivamente a cambios en el estadio de madurez de las
gametas, como las observadas en otras especies (Hendler, 1991). En cambio,
estas variaciones corresponderian a variaciones en la cantidad de gametas (y
por lo tanto en el tamafo de las génadas) producidas en cada mes. Esto es
especialmente cierto para el caso de las hembras, mientras que los machos
también podrian estar mostrando variaciones en el peso de las génadas debido
a la evacuacion y/o reabsorcion de algunos de los testiculos presentes en cada
individuo. Para la poblacion estudiada de O. januarii no es posible caracterizar
el patron temporal que sigue la reproduccién sélo analizando el indice gonadal,
sino que se requiere también realizar estudios histolégicos y analisis de

frecuencias de tallas oocitarias.
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Se ha observado liberacién continua de gametas para las especies de
aguas profundas Ophiophthalmus normani y Ophiomusium lymani, y para las
especies costeras de aguas calidas Microphiopholis gracillima, Ophiocoma
pumila y Ophiothrix (Acanthophiothrix) suensonii (Hendler, 1991). La especie
tropical O. pumila, que también libera gametas a lo largo del afio, mantiene un
indice gonadal bajo debido a que los individuos de la poblacion se reproducen
de manera asincronica. Asimismo, algunos individuos de otra especie tropical
O. (Acanthophiothrix) suensonii presentan ovarios con oocitos que han
completado la vitelogénesis mientras que otros se encuentran vacios o con
oocitos en crecimiento, evidencia que la reproduccion continua es una
manifestacion de ciclos de asincronia individual (Mladenov, 1976, 1983). El
analisis histolégico, en conjunto al andlisis de frecuencias de tallas oocitarias
para cada hembra por separado, revelan que no existe asincronia, en términos
generales, en el desarrollo de las gametas entre los individuos de O. januarii.
Probablemente esta especie represente una transicion entre modalidades
reproductivas tropicales o subtropicales, continuas, a modos reproductivos
tipicos de aguas templadas, con estacionalidad marcada en la liberacion de las
gametas.

La influencia de factores ambientales en la gametogénesis de los
ofiuroideos no esta completamente elucidada (Mercier y Hamel, 2009). Varios
autores han propuesto que la gametogénesis y los periodos de reproduccion se
encuentran correlacionados con variaciones estacionales de distintos
parametros fisicos y quimicos, aun cuando muchas veces estas correlaciones
resultaron ser débiles, probablemente indicativo del efecto conjunto de varios

factores. La produccion de gametas en O. januarii podria estar reflejando un
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control exdégeno por el fotoperiodo o a una combinacion de las horas de luz y la
temperatura. Para el hemisferio sur, el unico registro de desarrollo gonadal
relacionado a la temperatura del agua en ofiuroideos es el de Astrobrachion
constrictum en Nueva Zelanda, quien se reproduce estacionalmente durante
abril-mayo (Stewart y Mladenov, 1995).

Debido a que se encuentran oocitos en diferentes estadios de desarrollo
al mismo tiempo en los ovarios de O. januarii, no se distingue una capa
germinal definida. Esto mismo observa Byrne (1989) para Ophiolepis
paucispina, quien reconoce algunas células germinales en la base de los
ovarios pero también las observa en otras partes del mismo. El origen de las
células germinales esta poco estudiado y su identificacion requiere estudios de
microscopia electronica de transmision.

Las gbénadas de O. januarii son similares a las de otros ofiuroideos que
también presentan estructura formada por dos sacos, separados por el celoma
genital. Sobre el saco interno descansa el epitelio germinal. Las paredes de los
sacos externo e interno presentan células epiteliales y células mioepiteliales,
una caracteristica del epitelio celéomico de los equinodermos (Byrne, 1989). La
relacion precisa entre los oocitos y la pared gonadal es dificil de comprender
debido a que los diferentes tipos oocitarios no estan espacialmente
segregados; por esto, ésta relacion ha sido pobremente documentada
(Hendler, 1991). La oogénesis en equinodermos tradicionalmente se refiere
como que puede ocurrir de manera “folicular” o solitaria (Walker, 1982). En la
oogénesis “folicular” los oocitos se encuentran inmersos en el fluido hemal y
rodeados por células “foliculares”, siendo los “foliculos” una estructura que

recubre al oocito a través de todo su desarrollo y se ha sugerido que provee
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soporte estructural y nutritivo a los oocitos en desarrollo (Moloney y Byrne,
1994). En O. januarii los oocitos se encuentran rodeados por un epitelio similar
y probablemente derivado del saco interno; no se ha observado en microscopia
Optica fluido hemal rodeando los oocitos, por lo que la oogénesis es del tipo
solitario. Patent (1976) describe algunas células entre las paredes del ovario y
los oocitos en desarrollo para Gorgonocephalus eucnemis, infiriendo que
actuarian como “células nurtitivas”, transfiriendo sustancias al oocito en
crecimiento. Por su parte Byrne (1989) encontré que la oogenesis es solitaria
en Ophiolepis paucispina y que las células epiteliales (parte interna del saco
interno de la génada) que se encuentran rodeando a los oocitos sirven sélo
como soporte estructural.

Los espermatozoides de O. januarii son similares a los de otros
ofiuroideos (Yamashita e lwata, 1983). Consisten de una cabeza esférica, una
pieza media mitocondrial corta diferenciada y una cola prominente. Tienen la
morfologia “primitiva” caracteristica de organismos con fecundacion externa.
Incluso las especies incubadoras o las hermafroditas que se esperaria
presenten gametas modificadas producen espermatozoides de esta forma
(Chia et al., 1975; Hendler, 1991).

Se reconocen dos tipos de desarrollo en las larvas de los ofiuroideos:
Tipo |, con larva ophiopluteus, y Tipo |Il, mediante larva Vvitelaria
(Selvakumaraswamy y Byrne, 2006), pudiendo variar el desarrollo entre
planctotréfico, desarrollo abreviado y desarrollo directo. Segun el tamafo
maximo de los oocitos se pueden estimar los tipos de desarrollo; el tamafio
maximo oocitario correspondiente a desarrollo directo se encuentra entre 100 y

1000 pm, para del desarrollo abreviado entre 130 y 350 uym, y para el desarrollo
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planctotréfico entre 70 y 170 um (Hendler, 1991). En base a las maximas tallas
oocitarias observadas (hasta 400 ym) en O. januarii se propone que esta
especie presenta desarrollo lecitotrofico abreviado. El desarrollo embrionario se
completaria gracias a la provision de reservas nutritivas presentes en los
oocitos. Las larvas lecitotréficas vitelarias estan caracterizadas por tener anillos
transversales de cilias, sin esqueleto larval de soporte, aunque la presencia de
vestigios de esqueleto hace que se las considere como larvas ophioplutei
modificadas. La larva ophiopluteus que se alimenta en la columna de agua es
considerada la forma larval ancestral para Ophiuroidea (Strathman, 1978).
Varias especies que presentan larvas con desarrollo lecitotrofico tienen
vestigios de la larva pluteus durante su desarrollo (Selvakumaraswamy y
Byrne, 2000, 2004). Las larvas vitelarias se desplazan por la columna de agua,
siendo su dispersion por deriva. La posible ausencia de larva planctotréfica y
una rapida metamorfosis prevendria la dispersion favoreciendo el desarrollo en
el habitat paterno. Komatsu y Shosaku (1993) observan que Ophioplocus
japonicus se reproduce mediante oocitos de 300 um de diametro, que luego de
ser fecundados desarrollan en larva vitelaria que completa su desarrollo en seis
dias, presentando los juveniles forma pentagonal de 400 pym en didametro.
También Ophiolepis cincta cincta (Ophiolepididae) presenta huevos de
didmetro igual a 300 um y un desarrollo indirecto mediante una vitelaria (o larva
lecitotrofica modificada) (Schoener, 1972). En la misma familia, se conocen
algunas especies con desarrollo directo, como Ophiozonella falklandica,
Ophioplocus esmarki y Ophioplocus incipiens (Schoener, 1972; Medeiros-
Bergen y Ebert, 1995) y posiblemente también Ophiomusium lymani que

presenta huevos de 500 ym (Schoener, 1972, Hensley et al., 1995).
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7. Discusion general.

La poblacion estudiada de Ophioplocus januarii se reproduce de manera
continua a lo largo del ano, existiendo algunos meses (agosto y meses de
verano) donde la liberacion de gametas es mayor. Esto ultimo evidenciado por
el indice gonadal, el cual para esta especie no tiene relacion con el estadio de
desarrollo de las gametas sino que es un indicador del tamafo de las gonadas
(y proporcionalmente de la cantidad de gametas).

Los machos de O. januarii comienzan a desarrollar géonadas mas
tempranamente que las hembras. Machos de menos de 8 mm de diametro de
disco ya presentan espermatozoides en el lumen, mientras que para las
hembras se observan oocitos completamente vitelados recién cuando su talla
es cercana a los 10 mm. Medeiros-Bergen y Ebert (1995) observan que el
desarrollo gonadal de Ophioplocus esmarki comienza cuando los individuos
tienen unos 9 mm de diametro de disco, lo cual es similar a lo aqui reportado
para O. januarii, pero dado el lento crecimiento en esa otra especie,
comenzaria a reproducirse varios anos después. Teniendo en cuenta los
resultados de edades para O. januarii y las tallas mas chicas donde se han
observado gametas desarrolladas esta especie alcanzaria su talla de madurez
reproductiva a los dos y medio o tres anos de vida.

Segun la revision de Thomas (1975) el género Ophioplocus seria
originario de aguas frias, pero este mismo autor reconoce que la especie mas
parecida a O. januarii es Ophioplocus declinans que habita en aguas tropicales
de Las Filipinas. El origen tropical podria explicar que esta especie se
reproduzca de modo continuo, probablemente bajo regulacion enddgena, y que

de algun modo los factores ambientales (regulacién exdgena) estan regulando
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la produccidon de gametas siguiendo el patrén de reproduccion de especies de
aguas templadas, con una tendencia a presentar estacionalidad marcada en la
liberacion de las gametas.

Un factor que numerosos autores reconocen que influencia la
reproduccion en equinodermos es la disponibilidad de alimento (e.g., Gage y
Tyler, 1982; Hendler, 1991; Mercier y Hamel, 2009), ya sea para las larvas o
para la produccion de las gametas. El desarrollo larval en O. januarii ocurre
probablemente a través de una larva lecitotréfica, por lo cual este no seria un
factor determinante para las larvas. En cuanto a la disponibilidad de alimento
para los adultos, los items mas frecuentes que conforman la dieta de O. januarii
son fragmentos de algas y tricomas de plantas, los cuales han sido registrados
en varios de los meses estudiados. Estos items estarian disponibles durante
todo el afo, por lo cual esta especie dispondria de una fuente de alimento
constante en la poblacion estudiada.

Una manera de asegurar el éxito de la fecundacién es la agregacion de
individuos maduros y la sincronizacién del momento de liberacion de gametas
(Giese y Pearse, 1974). Este tipo de agregaciones han sido observadas para
algunas especies de ofiuroideos (Himmelman et al., 2008), aunque existen
controversias sobre si se trata de un comportamiento social regular o
efectivamente se trata de una estrategia con fines reproductivos (Hendler,
1991). Varios autores han registrado que los machos de algunas especies de
ofiuroideos liberan las gametas primero, induciendo la subsiguiente liberacién
de oocitos en las hembras (Hendler, 1991; Mercier y Hamel, 2009).

El buen ajuste de las relaciones morfométricas de las partes

mandibulares como estimadores del tamafio de los individuos permite realizar
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estudios de crecimiento mediante marcado quimico con calceina. Estas
relaciones también han sido empleadas en estudios de crecimiento en otras
especies, relacionando el tamafio corporal con los dientes, los escudos radiales
y otras partes del cuerpo (Josefson, 1995; Medeiros-Bergen y Ebert, 1995;
Dahm y Brey, 1998; Stewart, 2000). En el estudio de crecimiento realizado para
O. januarii no se observd variacion estacional, asi como tampoco se
observaron indicios de pulsos de crecimiento diferencial en los osiculos
vertebrales. Esta especie presenta un crecimiento continuo, mas rapido durante
la fase juvenil, y alcanzaria una edad tedrica estimada de 18 afios con un
diametro de disco final aproximado de 20,4 mm.

La relativa larga vida, 18 anos, y la estrategia reproductiva harian de
este ofiuroideo un importante integrante de las comunidades bentdnicas
patagonicas, a través del reciclado de las particulas en suspensién y como via
energética en posibles cadenas alimentarias. A pesar de tener bajos valores
calorificos por gramo (Cummins y Wuycheck, 1971) los ofiuroideos estan
incluidos en las dietas de varios taxones, como cangrejos ermitafnos, estrellas
de mar y peces (Blaber et al., 1987). Si bien en la zona de estudio se han
registrado moderadas densidades de individuos (Rodriguez, 2009), existen
otras zonas del golfo San José y principalmente del golfo San Matias, donde O.
januarii es miembro dominante de las comunidades bentdnicas (Zaixso y
Lizarralde, 2000; Martin Brogger, obs. pers.; Ricardo Vera, com. pers.)

La morfologia general del cuerpo de O. januarii, y especialmente la
morfologia mandibular, presenta varias diferencias con respecto a las especies
cogenéricas para las cuales existe informacién. Asimismo se han observado

diferencias en cuanto a la estrategia alimentaria de esta especie comparada
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con los registros existentes para otras especies de la familia Ophiolepididae.
Seran necesarios futuros estudios que contemplen esta informacién con el fin

de determinar la posicion taxondmica de esta especie.
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8. Conclusiones finales.

- El desarrollo de la placa dental y la formaciéon de nuevos dientes ocurren en
Ophioplocus januarii tanto en sentido ventral como dorsal, por primera vez
descrito para un ofiuroideo, lo cual fue validado en los estudios de crecimiento.
Mediante morfometria entre el tamano del cuerpo y estructuras mandibulares
es posible estimar el tamafo corporal en base a observaciones en las

mandibulas.

- Ophioplocus januarii es un ofiuroideo microfago, que se alimenta de manera
oportunista de particulas en suspension de la interfase agua-sedimento,
principalmente fragmentos de algas y tricomas de plantas. La microestructura
del estereoma de sus dientes adopta una configuracién intermedia entre los
dientes mixtos de otras especies microfagas y los dientes de las macrofagas,

asemejandose a los de las primeras.

- En esta especie es posible realizar estudios de crecimiento mediante el uso
del marcador quimico calceina, siendo la mandibula la parte del cuerpo que

mejor describe el crecimiento. La tasa de crecimiento K en esta poblacion es
igual a 0,222 por afo y con un largo infinito L. igual a 20,4 mm de didmetro de

disco. La edad maxima calculada fue cercana a los 18 afos.

- En la poblacién estudiada se observa gametogénesis a lo largo de todo el afio
y la ausencia a nivel individual de estadios reproductivos definidos, resultando
un tipo de reproduccién continua, o al menos sin un ciclo definido. Las
fluctuaciones en los valores del indice gonadal corresponden a variaciones en
la cantidad de gametas y no a estadios distintos de desarrollo, siendo continua

la liberaciéon de las mismas.
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10. Apéndices.

Apéndice 1

Clasificacion de la clase Ophiuroidea propuesto por Smith et al. (1995),
modificado por Hansson (2009) y por Stéhr y O’Hara (2010).

Clase Ophiuroidea Gray, 1840

Orden Euryalida Lamarck, 1816
Familia Asteronychidae Muller & Troschel, 1840
Familia Asteroschematidae Verrill, 1899
Familia Euryalidae Gray, 1840
Familia Gorgonocephalidae Ljungman, 1867

Orden Ophiurida Muller & Troschel, 1840
Suborden Ophiomyxina Fell, 1962
Familia Ophiomyxidae Ljungman, 1867

Suborden Ophiurina Muller & Troschel, 1840
Familia Ophiacanthidae Perrier, 1891
Infraorden Chillophiurina Matsumoto, 1915
Familia Ophiuridae Lyman, 1865
Infraorden Gnathophiurina Matsumoto, 1915
Familia Amphilepididae Matsumoto, 1915
Familia Amphiuridae Ljungman, 1867
Familia Ophiactidae Matsumoto, 1915
Familia Ophiocomidae Ljungman, 1867
Familia Ophionereididae Ljungman, 1867
Familia Ophiotrichidae Ljungman, 1867
Infraorden Hemieuryalina Verrill, 1899
Familia Hemieuryalidae Verrill, 1899
Infraorden Ohiodermatina Smith et al., 1995
Familia Ophiochitonidae Matsumoto, 1915
Familia Ophiodermatidae Ljungman, 1867
Infraorden Ophiolepidina Ljungman, 1867
Familia Ophiolepididae Ljungman, 1867
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Apéndice 2

Distribucién de las tallas oocitarias para cada hembra.
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Frecuencias relativas (%)
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