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RESUMEN

Estudio de la vicariancia en algunas especies de anémonas de mar (Cnidaria, Actiniaria) del
intermareal de Brasil y de Argentina con el uso de datos morfologicos y genéticos.

Se realizaron estudios morfologicos y genéticos con la anémona de mar Bunodosoma
cangicum de Brasil. Para los estudios morfologicos se utilizaron cuatro poblaciones
provenientes de: Piedade y Tamandaré en Pernambuco, Aracruz en Espirtu Santo y Buzios en
Rio de Janeiro. Se estudiaron 14 caracteres morfoldgicos cuyas variaciones fueron analizadas
con el test no paramétrico de Kruskal-Wallis. Siete variables no presentaron la misma media
en las cuatro localidades: nimero de vesiculas por fila, nimero de tentaculos y de acrorhagi,
didmetro de los acrorhagi, peso himedo, altura de la columna y didametro del margen. La
poblacién de Buzios fue la que mas se diferenci6, indicando la presencia de ecotipos. Se
utilizd el test de correlacion de Pearson para evaluar si los caracteres variaban de forma
concomitante. Entre los caracteres estimadores de la talla, el peso hiimedo fue el que mejor se
correlaciond con los demas, resultando ser éste el caracter mas representativo del tamafio real
del individuo. El largo y ancho del esfinter se relacionaron significantemente entre si pero
con independencia de la talla. Asimismo se realizaron estudios genéticos comparando las
especies B. cangicum de Brasil (Buzios y Tamandaré), B. zamponianum n. sp. de Argentina
(Santa Clara del Mar y Punta Cantera), B. caissarum de Brasil (Buzios) y B. granuliferum de
Curagao (Caracas baai y Boka Saint Mitchel). Los estudios aloenzimiticos confirmaron que
B. zamponianum pertenece al género en estudio, y es diferente de todas las demas especies.
Esta especie y B. cangicum mostraron la identidad génica mas elevada. Considerando las
similitudes morfologicas y ecolégicas, se discute la posible vicariancia de estas dos especies.



ABSTRACT

Studies on vicariance of some sea anemone species (Cnidaria: Actiniaria) from the intertidal
zone of Brazil and Argentina using morphologic and genetic data.

The present work carries out a morphologic and genetic study on Bunodosoma cangicum, a
species of sea anemone from Brazil. Four populations were used for the morphologic studies:
Piedade and Tamandaré in Pernambuco, Aracruz in Espirito Santo and Buzios in Rio de
Janeiro. Fourteen characters were studied and the results analized by the Kruskall-Wallis Test.
Seven characters did not present the same average in the four localities: number of vesicles by
row, number of tentacles and acrorhagi, acrorhagi diameter, wet weight, height of the
column and diameter of the margin. The population of Buzios was the most different,
indicating the presence of ecotypes. The Pearson Correlation Test was used to evaluate
whether the characters varied in a concomitant way. The wet weight related positively to all
the other characters estimators of the stature, verifying itself to be the most representative
character of the real size of the individual. The length and width of the sphincter were related
significantly, but independent of the stature. Genetic studies were also done comparing the
species, B. cangicum from Brazil (Buzios and Tamandaré), B. zamponianum (new species
described in this work) from Argentina (Santa Clara del Mar and Punta Cantera), B.
caissarum from Brazil (Buzios) and B. granuliferum from Curagao (Caracas Baai and Boka
Saint Mitchel). The allozyme analysis confirmed that B. zamponianum belongs to the genus
under study, and it is different from all the other species. In addition, this species and B.
cangicum had the highest genetic identity. Thus, considering the morphological and
ecological similarities, the possibility of these two species to be vicariants is discussed.
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1. INTRODUCCION

1.1. LAS ANEMONAS DE MAR

Los organismos comunmente conocidos como anémonas de mar son ecologicamente
muy exitosos (CARLGREN, 1949). De esto resulta su abundancia, estando presentes en
ambientes marinos muy diversificados. Pertenecen a tres o6rdenes dentro de los antozoos
hexacorales: Actiniaria, Corallimorpharia y Ptychodactiaria (CARLGREN, 1949), sin
embargo actualmente CAPPOLA & FAUTIN (2000) reconecen con validez taxonémica
solo a los dos primeros ya que el orden Ptychodactiaria, con tres tnicas especies, ha sido
incluida en Actiniaria el cual es el mayor orden, en niumero de representantes conocidos y
al cual pertenecen las especies tratadas en el presente trabajo. Sus representantes tienen
amplia distribucion en el ambiente marino pudiendo extenderse hasta areas estuariales,
habitando desde la zona intermareal hasta profundidades abisales. Se encuentran sobre
arrecifes, rocas, enterrados en la arena, y muchas veces asociados con otros organismos.

Los representantes del orden Actiniaria son organismos relativamente simples, que se
caracterizan basicamente por ser polipos solitarios con un cuerpo cilindrico, presentando
una extremidad proximal de fijacion adhesiva o disco pedal para adherirse a substratos
duros o una physa que se entierra en substratos blandos, y una extremidad distal donde se
localiza la boca. En esta extremidad oral se encuentran, circundando a la boca, estructuras
utilizadas en la alimentacion y defensa denominadas tentaculos. La boca lleva a una
faringe tubular, que es una invaginacion de la pared del cuerpo. La cavidad
gastrovascular de estos animales esta radialmente dividida por mesenterios o septos.
Estos mesenterios, en la mitad superior de la cavidad gastrovascular, pueden estar unidos
a la faringe, que se extiende hasta la mitad o hasta los dos tercios de la columna, y a partir
de ahi los mesenterios presentan un borde libre donde se encuentran filamentos con
funciones digestivas. Las gonadas, cuando estan presentes, se ubican en los mesenterios.
Las anémonas poseen una serie de musculos responsables de la capacidad de contraccion,
los principales son los retractores, presentes en todos los mesenterios, y un esfinter que
circunvala el margen de la columna. Ademas de estos, otros musculos estan presentes en
diversas regiones del cuerpo del animal, como en la base donde se localizan los musculos

parietobasilares que es el lugar de insercion de los mesenterios con la columna.
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Las anémonas, asi como todos los representantes del phylum Cnidaria, se
caracterizan por la presencia en sus tejidos de estructuras celulares denominadas
cnidocistos, las cuales son diagnosticas para el grupo (MARISCAL,1974). Los
cnidocistos comprenden tres tipos principales: nematocisto (con mayor variedad de
formas y presente en todo el phylum), espirocisto (exclusivo de los hexacorales) y
ptychocisto (exclusivo de los ceriantarios) (WILLIAMS, 1996). En el caso de las
anémonas, el reconocimiento de los tipos de cnidocistos existentes en las diversas partes
del cuerpo del animal como columna, filamentos, tentaculos, etc. es una importante
herramienta en la taxonomia (CARLGREN, 1949; HAND, 1961).

Entre las anémonas existen especies dioicas y hermafroditas. También pueden
presentar reproduccion asexual. El periodo reproductivo, asi como las estrategias
reproductivas, puede variar de una especie a otra y con la latitud y profundidad. Poseen
una alimentacion muy variada, pudiendo alimentarse de algas, pequefios moluscos,
crustaiceos y hasta, eventualmente, de insectos (ACUNA & ZAMPONI, 1995).
Comunmente las anémonas son caracterizadas como voraces predadoras (SHICK, 1991);
se han realizado varios estudios sobre diversos aspectos de la alimentacion de actiniarios
(MOLLER, 1978, ZAMPONI, 1979a; CHINTIROGLOU & KOUKOURAS, 1991).
EXCOFFON & ZAMPONI (1993) caracterizaron a la anémona acontiania 7ricnidactis
errans Pires, 1988 de Mar del Plata como una especie oportunista, y ACUNA &
ZAMPONI (1996) registraron al mitilido Brachydontes rodryguezi d’Orbigny, 1846
como la principal presa de las anémonas intermareales de Mar del Plata, ademas
estudiaron las relaciones entre la talla, peso y disponibilidad de presa en comparacion con
los mismos aspectos del predador. Asimismo, fue importante la demostracion de que las
anémonas, ademas de alimentarse por predacion y a través de la simbiosis con
zooxantelas presentes en los tejidos de algunas especies, también pueden utilizar la
materia organica disuelta (MOD) en el océano. La incorporacion de MOD se realiza a
través de la superficie del cuerpo del animal, constituyéndose en una estrategia para
contrarrestar la deficiencia de alimento particulado en el medio (SCHLICHTER et al.,
1986).

Ecologicamente las anémonas ganan aun mas importancia para las comunidades
bentonicas marinas cuando consideramos las diversas asociaciones presentadas por el

grupo. La mas conocida es la simbiosis con algas zooxantelas que pueden ser
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responsables de gran parte de la nutricion de la anémona y de su coloracion (TYTLER &
DAVIES, 1984; WEIS, 1990; HARLAND & DAVIES, 1994, 1997). También se
estudiaron los complejos comensales asociados, la mayoria de los organismos
identificados en estos complejos eran pequefios crustaiceos (MAHKEN, 1972,
HERRNKIND e al., 1976). Otra importante asociacion ocurre con cangrejos paguridos;
el patron de comportamiento de las especies fue objeto de investigacion de varios autores
(CUTRESS & ROSS, 1969; ROSS, 1975; HAND, 1975 y ROSS & ZAMPONI, 1982).
Con respecto a la asociacion de las anémonas con moluscos gastropodos, ATES (1997)
presentd una completa revision, registrando mas de 30 combinaciones de pares
especificos.

La importancia de las anémonas para el hombre esta en su posible utilizacion en las
industrias quimicas y farmacéuticas. Un ejemplo de eso es la utilizacion de la especie
brasilefia Bunodosoma caissarum Corréa en Belém, 1988 para la extraccion de
componentes biologicamente activos (KELECOM et al., 1982) y como biomonitor
radioactivo (GOUVEA ef al., 1985). Estudios realizados por LAGOS e al. (2001) en la
especie Bunodosoma cangicum Corréa en Belém & Preslercravo, 1973, revelaron efectos
hemoliticos y neuroactivos potentes en el veneno de esta especie. Asimismo, ANEIROS
et al. (1983), encontraron dos proteinas muy potentes con accion neurotOxica en la
especie Bunodosoma granuliferum (Lesueur, 1817). DUNN et al. (1975) discutieron la
actividad antineoplasica de celenterados, cuyo origen podria estar en la abundante
presencia de zooxantelas en los tejidos de la mayoria de los cnidarios, y concluyeron que
la actividad era ejercida por el animal y no por las microalgas. Otros diversos estudios se
encuentran en realizacion en todo el mundo con la intencion de aprovechar mejor a estos
organismos como fuente potencial de substancias importantes para la industria quimica y

farmacéutica.

1.2. EL ESTUDIO DE LAS ANEMONAS DE MAR EN BRASIL
En Brasil, el estudio de las anémonas de mar se inici6 en la década del 60, con el

trabajo de CORREA (1964), que describié 10 especies del litoral de Sio Paulo. Hasta

entonces, solo habian sido citadas cuatro especies para toda la costa brasilefia. Esta autora
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continué con sus estudios de la anemonofauna brasilefia (CORREA, 1965, 1973a, 1973b;
CORREA & SCHLENZ, 1976), y otros investigadores comenzaron a dar sus contribuciones
con estudios en otras provincias como Espirito Santo (BELEM & PRESLERCRAVO, 1973;
BELEM, 1976, 1980;), Rio de Janeiro (BELEM & MONTEIRO, 1977, 1981, BELEM,
1987, 1988; PIRES, 1988); Bahia (DUBE, 1974, 1975, 1976 , 1978, 1983), Fernando de
Noronha (BELEM & SCHLENZ, 1989; BELEM & PINTO, 1990; PIRES et al., 1992);
Atol da Rocas (SCHLENZ & BELEM, 1992; ECHEVERRIA ef al, 1997) y Pemambuco
(GOMES, 1996, GOMES & MAYAL, 1997a; GOMES & ZAMPONI, 1998). Como
resultado de estos y otros trabajos, se conocen en la actualidad 29 especies de anémonas de
mar para el litoral brasileio (ZAMPONI er al,1998). GOMES & MAYAL (1997b)
realizaron una resefia historica sobre los estudios de las anémonas de mar en Brasil.

La gran mayoria de estos trabajos fueron de naturaleza sistematica, solo se realizaron
unos pocos estudios sobre aspectos ecologicos con especies brasileias. TRALDI &
SCHLENZ (1990) evaluaron las estrategias de ocupacion de un paredon rocoso por cinco
especies de anémonas de mar en el litoral de Sdo Paulo, relacionando las adaptaciones
morfologicas y fisiologicas de cada una con el microhabitat ocupado. GOMES et al. (1998),
estudiaron la distribucion, adaptacion y abundancia de tres especies de actiniarios en el
intermareal de Tamandaré (Pemambuco). Otros estudios dieron énfasis a la biologia
reproductiva de las especies: ROSSO (1984) describio la especie Psamanthus caraguaensis
y estudio en detalle su biologia reproductiva y BELEM (1987) estudio la reproduccion de la
especie Bunodosoma caissarum.

En Brasil existen trabajos que tratan de la genética poblacional y otros aspectos

genéticos en las anémonas de mar, pero estos estudios seran discutidos mas adelante.

1.3. EL ESTUDIO DE LAS ANEMONAS DE MAR EN ARGENTINA

El estudio de la anemonofauna argentina fue iniciado con los trabajos pioneros de
ZAMPONI (1974, 1977, 1978a, 1978b y 1979b). Los estudios comprendieron diferentes
areas de la costa argentina como la provincia de Buenos Aires, en especial Mar del Plata y
localidades vecinas, asi como el sur del pais con estudios de especies provenientes de Puerto
Madryn, provincia de Chubut (ZAMPONI & ACUNA, 1992). Los estudios sistematicos
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tuvieron continuidad (EXCOFFON & ZAMPONI, 1993; ACUNA, 1995; EXCOFFON ef
al, 1997) y a ellos se sumaron estudios ecoldgicos (ZAMPONI, 1980; ACUNA &
ZAMPONI, 1992), principalmente sobre la ecologia trofica de actiniarios del intermareal
marplatense (ZAMPONI, 1979a; ACUNA, 1995; ACUNA & ZAMPONI, 1995, 1996),
estudios de densidad, dispersion y autoecologia (ACUNA & ZAMPONI, 1995, 1996) y
algunos trabajos de zoogeografia (ZAMPONI & ACUNA, 1991; ZAMPONI e al., 1998).
También es importante la contribucion dada al conocimiento de la biologia reproductiva de
actiniarios a través de los trabajos de ZAMPONI (1993), ZAMPONI & EXCOFFON (1986)
y EXCOFFON & ZAMPONI (1991, 1995, 1996, 1997). Varios estudios encararon la
variacion morfologica en anémonas de mar en Argentina y la varacion de los cnidocistos
en estos organismos, pero este tema sera tratado en la proxima parte del presente trabajo.
Actualmente se conocen 17 especies de anémonas del orden Actiniaria para el litoral
argentino. Gran parte de esta fauna es caracteristica de aguas subtempladas frias y es
exclusiva de la Region Austral (ZAMPONI er al., 1998). Solamente las especies
Tricnidactis errans Pires, 1988 y Anthothoe chilensis (Lesson, 1830) comparten las costas
de Brasil y Argentina; los nichos ecoldgicos similares en el intermareal de los dos paises
son, en general, ocupados por distintos géneros de la familia Actiniidae, la mas comun en el
ambiente intermareal. El unico género en comun en la costa de los dos paises es el género

Bunodosoma.

1.4. LAS VARIACIONES MORFOLOGICAS

1.4.1. LAS VARIACIONES MORFOLOGICAS EN GENERAL Y SU SIGNIFICADO

Lo que limita la sistematica de cualquier grupo de organismos es el niamero de
parametros utilizables para descnbirlo. Estos parametros deben presentar variacion en el
grupo en estudio, pero deben ser conservados lo suficiente para permitir la identificacion de
subgrupos dentro del grupo en cuestion (KLATAU et al., 1994). La vanacion morfologica
puede ser definida por la presencia de diferencias fenotipicas en caracteres morfoldgicos
dentro de una poblacion (varacion intrapoblacional) o entre poblaciones diferentes

(variacion interpoblacional). Logicamente el grado de varacion y su importancia para la
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poblacién son muy fluctuantes y pueden llegar a determinar la mejor capacidad adaptativa
de una poblacion a cierto tipo de ambiente. De esta manera, las variaciones morfologicas
mas conspicuas son normalmente utilizadas para distinguir especies, aun cuando estas
variaciones no sean exactamente la razon del aislamento reproductivo entre las mismas. En
este caso, estamos tratando de vanacion interespecifica, cuyas diferencias van a definir los
caracteres diagnosticos de cada una de las especies. No obstante, en una misma especie
pueden existir variaciones de algunos aspectos morfologicos sin involucrar especies
diferentes. En este caso, es posible identificar dos tipos de variacion: la del individuo y la
poblacional. En el primer caso, la varacion indica una adaptacion del individuo a
determinada condicién, mientras que la varacion interpoblacional adapta toda una
poblacion a la condicion general del ambiente en que vive. En ambos casos se trata de la
plasticidad fenotipica del caracter que se encuentra variando. Esta variacion no es causada
por, ni lleva a un aislamento reproductivo, constituye una simple plasticidad del caracter
tratado, que no siempre se trata de un unico caracter. En algunos grupos de organismos es
comun encontrar una gran cantidad de caracteres posibles de varacion, conformando, a
veces, taxa zooldgicos con mayor plasticidad fenotipica.

El limite entre la variacion morfologica resultante de la plasticidad fenotipica o de
diferencias genéticas es muy tenue. Esto dificulta mucho el trabajo del taxénomo para
identificar las caracteristicas diagnosticas de las especies. Ademas, muchas veces la
simplicidad estructural del organismo reduce el numero de parametros utilizables para su
descripcion y caracterizacion. Durante mucho tiempo se practicO una sistematica basada
solamente en caracteres morfologicos y, en la mayoria de los casos, se adoptd una posicion
conservadora manteniendo como variables morfologicas de una misma especie a todas las
diferentes formas de la misma.

Las variaciones son muy comunes tanto en animales como en vegetales y su significado
esta intrinsicamente relacionado con las condiciones ambientales y las adaptaciones de los
taxa. En general cuando se habla de estudios de variacion morfolégica, se acostumbra referir
a estudios que tratan de la variacion intraespecifica e interpoblacional, objetivando asociar
estas varaciones con las condiciones ambientales mas importantes en el medio y para el

desarrollo de determinado grupo de organismos.
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1.4.2. LAS VARIACIONES MORFOLOGICAS EN ANEMONAS DE MAR

La sistematica de las anémonas se basa, fundamentalmente, en aspectos morfoldgicos,
histologicos y analisis del cnidoma (conjunto de todos los cnidocitos existentes en una
especie). Estos organismos, no obstante, poseen una gran plasticidad fenotipica y algunos de
estos caracteres presentan variaciones provocadas por las condiciones ambientales,
dificultando el trabajo del taxdnomo.

UCHIDA (1936), basandose en la coloracion, identifico cuatro formas diferentes de
Haliplanela luciae (Verrl, 1898) para Japon. WILLIAMS (1973), estudio el
comportamiento alimenticio de esta misma especie determinando la existencia de razas
ecologicas independientes de las morfologicas. En la especie Phymactis clematis Dana,
1849 de Chile se encontraron diferentes formas o ecotipos (BRACE, 1981) y FRANCIS
(1973, 1976, 1979, 1988) realiz6 una senie de estudios en Anthopleura elegantissima Brandt,
1835 identificando distintas formas sobre la base de la coloracion, comportamiento clonal y
agresivo. Asimismo, las estructuras microscdpicas, consideradas menos propensas a las
variaciones fenotipicas (GRAVIER-BONNET, 1987), demostraron también tener
variaciones. Este es el caso de los cnidocistos, importantes herramientas en la sistematica de
actiniarios. En 1934, WEILL ya consideraba que la influencia de factores exogenos y
endogenos podria afectar la distribucion y talla de los cnidocistos. De hecho, ZAMPONI &
ACUNA (1991) comprobaron la variacion en la talla de los mismos en funcion de la latitud
y batimetria determinando la existencia de clines. Varios trabajos comprobaron la relacion
entre la talla del cnidocisto y la edad y el tamafio del individuo (DUNN, 1981, DOUMENC
et al, 1989 y CHINTIROGLOU & SIMSIRIDOU, 1997). Por todo lo expuesto, la
sistematica de las anémonas de mar resulta complicada por la dificultad de usar muchos
caracteres morfologicos que presentan gran plasticidad. El tamafio y forma del cuerpo, por
ejemplo, varian segun el estado nutricional, ademas de las varaciones provocadas por la
reproduccion asexual (McCOMMAS, 1991). De esta manera, es dificil la eleccion de los
caracteres mas importantes en la determinacion de los taxa, en especial de alto nivel como
familias u ordenes. Se espera que estudios detallados de las vanaciones morfologicas entre
poblaciones de varias especies, como el presente estudio, puedan auxiliar a dilucidar dicha

cuestion.
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143. ANTECEDENTES SOBRE VARIACION MORFOLOGICA EN BRASIL Y
ARGENTINA

En Brasil no existen trabajos sobre las vanaciones morfologicas de las anémonas de
mar. En Argentina, se han realizado importantes estudios de las vanaciones morfologicas
de actiniarios del intermareal de Mar del Plata (ZAMPONI & ACUNA, 1991, PEREZ,
1992; ACUNA, 1993; ACUNA & ZAMPONI, 1995, 1996, 1997, ZAMPONI & PEREZ,
1996, 1997). Las tres especies estudiadas fueron: Bunodosoma zamponianum (considerada
Phymactis clematis), Aulactinia reynaudi (Milne-Edwards,1857) y Aulactinia marplatensis
(Zamponi,1977). Es importante hacer un breve resumen de algunos de estos, ya que
sirvieron de referencia para la elaboracion del proyecto de esta tesis, y los resultados fueron

usados para la comparacion directa con los resultados del presente trabajo.

PEREZ, 1992

En su trabajo de tesis de Licenciatura, Pérez realiz6 un estudio comparativo de las tres
especies de actiniarios citadas anteriormente, para el intermareal de Santa Clara del Mar y de
Mar del Plata. El autor utilizo varias estructuras de valor diagnostico en la sistematica de las
anémonas de mar e hizo la medicion y/o conteo de las mismas. Posteriormente, analizo
estadisticamente si estos caracteres vanaban a lo largo del afio y entre las zonas estudiadas.
De todos los caracteres utilizados, algunos presentaron variaciones que parecieron estar mas
relacionadas con el estado de contraccion del animal (distancia entre las vesiculas y
distancia entre las verrugas); otros se mostraron estables (numero de columnas de
vesiculas/verrugas, tamaiio de las vesiculas/verrugas, nimero de acrorhagus, numero de
tentaculos); y algunos presentaron diferencias significativas entre las areas estudiadas
(numero de vesiculas por columna, numero total de vesiculas, nimero de mesenterios).
Comparando las especies, B. zamponianum se mostr6 mas variable, mientras que A.
reynaudi fue la que menos varid. Sobre la base de estos resultados y de los que estaban
siendo obtenidos por ACUNA (que después fueron presentados en su tesis doctoral), el
autor propuso la existencia de ecotipos diferentes en las playas de Santa Clara del Mar y
Punta Cantera que, probablemente, estarian relacionados con el tipo de moda agitada y el
substrato duro de Punta Cantera comparado a la moda calma y substrato de menor dureza de

Santa Clara del Mar.
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> ACUNA, 1993

El trabajo de tesis doctoral del autor traté sobre la ecologia poblacional de las especies
de actiniarios ya citadas en las playas de Punta Cantera, Punta Piedra y Santa Clara del Mar.
Basicamente, el trabajo evaluo6 la abundancia, dispersion y talla de las anémonas, ademas de
comparar la talla de los cnidocistos entre las localidades, para cada especie. Como resultado,
el autor hallé diferencias importantes entre las poblaciones de anémonas de Punta Cantera y
Santa Clara del Mar. En la primera playa, los ejemplares de la especie B. zamponiarnum
fueron menores y mas abundantes, localizindose en grietas o expuestos, siendo su talla
mayor en las grietas. En Santa Clara del Mar, los individuos eran mayores en su talla y con
una abundancia menor, ubicandose preferentemente en grietas. En ambas localidades, la
dispersion de la especie fue agrupada. El mismo resultado se obtuvo para las otras dos
especies estudiadas, ademas, se compararon las tallas de los cnidocistos de esas especies en
las dos areas encontrandose que eran mayores en Santa Clara del Mar. De esta forma, este

estudio también propone la existencia de ecotipos diferentes en las dos playas.

Ademas, es importante resaltar los estudios realizados sobre la variacion en la talla de
los cnidocistos en especies de anémonas del litoral argentino (ZAMPONI & ACUNA, 1991,
ACUNA & ZAMPONI, 1997). Estos trabajos demostraron que la talla de los cnidocistos
sufre variaciones relacionadas con la batimetria y latitud, llegando a determinarse la

existencia de clines, ademas de auxiliar en la identificacion de razas ecologicas.

1.5. LOS ESTUDIOS GENETICOS

1.5.1. ELECTROFORESIS DE ALOENZIMAS: SUS USOS Y APLICACIONES

Las aloenzimas son un producto directo de un Jocus génico que poseen movilidades
eléctricas diferentes (AVISE, 1974). Los patrones de formacion de bandas en un gel,
después de la electroforesis de las aloenzimas, pueden ser usados para estimar las
frecuencias genotipicas de los /loci estudiados debido a que son un marcador codominante y
de herencia mendeliana simple. De esta manera, la electroforesis de aloenzimas permite una

estimacion de la variabilidad génica y su reparticion en una gran cantidad de poblaciones
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naturales. La ventaja mas grande de esta técnica es que uno accede directamente al pool
génico de las poblaciones en estudio, permitiendo la observacion del flujo génico entre las
mismas, lo que es fundamental para la delimitacion de especies.

Las poblaciones que evolucionan separadamente, sin flujo génico entre ellas, se van a
diferenciar debido al surgimento y fijacion azarosa de diferentes alelos en cada poblacion.
De esta manera, el estudio de las frecuencias génicas entre poblaciones posibilita saber cuan
diferenciadas se encuentran.

La electroforesis de aloenzimas es una técnica muy usada para la delimitacion de
especies cripticas en varios invertebrados marinos (THORPE & SOLE-CAVA, 1994).
Ademas de su uso en la solucion de problemas sistematicos, es utilizada con éxito en
estudios para clarificar cuestiones reproductivas (GASHOUT & ORMOND, 1979,
CARTER & THORP, 1979; SCHAEFER, 1981; SEBENS, 1982, McFADDEN, 1997,
MONTEIRO et al., 1998) y también en analisis filogenéticos (McCOMMAS, 1991; SOLE-
CAVA et al., 1994). Muchas veces, los estudios genéticos otorgan otro punto de vista

interesante sobre la ecologia, sistematica y biologia reproductiva de los organismos.

1.5.2. SIGNIFICADO DEL POLIMORFISMO, HETEROCIGOSIS Y DISTANCIA
GENICA

La electroforesis de aloenzimas permite estimar las frecuencias genotipicas; las cuales
permiten el calculo de las frecuencias génicas y éstas son utilizadas para calcular diversos
parametros para analisis intrapoblacional e interpoblacional. Algunos indices proporcionan
estimaciones de la variabilidad intrapoblacional, como la heterocigosis media (observada y
esperada), el nimero efectivo de alelos y el grado de polimorfismo.

Segtn el concepto biologico (MAYR, 1963) y también filogenético (CRACRAFT,
1989) de especie, dos morfotipos simpatridos deberian, si son coespecificos, componer una
misma unidad evolutiva. Asumiendo errores relacionados al muestreo, deberian tener las
mismas frecuencias génicas en cada locus (THORPE & SOLE-CAVA, 1994). La ausencia
de flujo génico entre poblaciones simpatridas, observada por la presencia de /loci
diagnosticos (definido por AYALA, 1983), indica que dichas poblaciones se encuentran
evolutivamente separadas, o sea que no existe flujo génico entre ellas y, por lo tanto, son

especies diferentes.
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En poblaciones alopatridas en las cuales la diferencia en las frecuencias génicas no
indica de forma clara la presencia de especies distintas, es necesario el uso de otras
estimaciones de diferenciacion. En la literatura fueron descriptas muchas estimaciones de
diferenciacion calculadas a partir de las frecuencias génicas; actualmente, la mas utilizada es
la identidad génica (I de NEI, 1978), que varia de 0 (ninguna similitud) a 1. Dicha
estimacion es la forma de cuantificar las diferencias genéticas encontradas y puede indicar el

grado de aislamento de las poblacianes.

1.5.3. ESTUDIOS EN ANEMONAS DE MAR

Las anémonas de mar son consideradas muy interesantes para estudios tanto en el
ambito ecoldgico como genético debido a su alto nivel de variacion genética, a su gran
diferenciacion entre poblaciones geograficamente cercanas y a su posible segregacion de
nichos en escala local (SOLE-CAVA & THORPE, 1992).

l.a genética de poblaciones y la sistematica alfa (sensw MAYR, 1963) ya fueron
estudiadas en muchos géneros de anémonas como: Actinia (AYRE, 1983, QUICKE &
BRACE, 1983, 1984, HAYLOR et al., 1984; QUICKE et al.,, 1983, 1985, DONOGHUE e
al., 1985; SOLE-CAVA & TIIORPE, 1987, 1992, MONTEIRO ¢! al., 1997; PERRIN er
al., 1999), Anthopleura (SMITH & POTTS, 1987, MCFADDEN ef al., 1997, PEARSE &
FRANCIS, 2000, MANCHENKO ef al., 2000), Anthothoe (BILLINGHAM & AYRE,
1996), Bunodosoma (MCCOMMAS & LESTER, 1980, MCCOMMAS, 1982; RUSSO e/
al, 1994;), Fpiactis (EDMANDS, 1996; EDMANDS & POTTS, 1997), Haliplanella
(SHICK & 1.AMB, 1977, SHICK ef al, 1979, MCMANUS ef al, 1997), Metridium
(HOFFMAN, 1976; 1981; 1986; 1987, BUCKLIN & HEDGECOCK, 1982; BUCKIL.IN,
1985), Oulactis (HUNT & AYRE, 1989), Sargatia (SHAW ef al,, 1987, SHAW, 1991), y
Urticina (SOLE-CAVA et al., 1985; SOLE-CAVA ¢t al., 1994).

Es importante resaltar también que algunos estudios sobre filogenia fueron llevados a
cabo en anémonas de mar. La familia Actiniidae, la mas grande de todas en nimero de
especies y a la cual pertenecen las especies utilizadas en el presente trabajo, fue
parcialmente estudiada filogenéticamente, con utilizacion de datos isoenzimaticos
(McCOMMAS, 1991; SOLE-CAVA et al., 1994).
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INTRODUCCION

En Brasil se realizaron diversos estudios genéticos (RUSSO & SOLE-CAVA, 1991,
RUSSO er al, 1994, MONTEIRO et al., 1998). Hasta el momento ningun estudio genético
habia sido realizado con la especie Bunodosoma cangicum.

En Argentina es la primera vez que un estudio de naturaleza genética se realiza en

anémonas de mar.

1.6. EL GENERO Bunodosoma

1.6.1. NUMERO DE ESPECIES Y DISTRIBUCION GEOGRAFICA DEL GENERO

Bunodosoma

El género Bunodosoma Verrill, 1899 tiene una distribucion caracteristica de aguas
tropicales a templadas calidas, siendo muy abundante en ambos lados del Océano
Atlantico y en la costa pacifica del continente americano. No obstante algunos registros
fueron realizados por fuera de estos limites. Las especies B. capensis (Lesson, 1830), B.
Jallax (Pax, 1922), B. granuliferum (Lesueur, 1817) y B. goanensis Den Hartog &
Vennam, 1993 fueron citadas para el Océano indico. DEN HARTOG & VENNAM
(1993) discuten estos registros dudando de la validez de los tres primeros. De esta forma,
no considerando esta citas dudosas, se conocen actualmente 11 especies del género en
todo el mundo. Hasta el momento, los conocimientos sobre las especies llevan a creer que
son de reproduccion exclusivamente sexual, en general con sexos separados. Ademas de
los estudios sistematicos, solamente cuatro especies fueron blanco de investigaciones en
otros campos. B. caissarum, endémica de Brasil, fue bien estudiada desde el punto de
vista quimico (MENDES, 1971, 1978, MENDES & FREITAS, 1980, 1981, 1984), como
indicadora de las condiciones ambientales (MATTA, 1980, GOUVEA ef al., 1985;
GUIMARAES NETO er al., 1986), estudios de estructura poblacional y variacion
genética (RUSSO & SOLE-CAVA, 1991; RUSSO ef al., 1994), ademas de un detallado
estudio de biologia reproductiva (BELEM, 1987). La accion del veneno de B. cangicum
fue estudiada por LAGOS ef al. (2001). Ademas, sobre las especies B. cavernatum y B.
granuliferum se efectuaron algunos estudios quimicos (LEBOEUF er al., 1981a, 1981b;
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INTRODUCCION

ANEIROS et al., 1983), ecologicos (PHILLIPS, 1974; KASSCHAU et al., 1984),
genéticos (McCOMMAS, 1982) y de biologia reproductiva (CLARK & DEWEL, 1974).

1.6.2. EL GENERO Bunodosoma EN BRASIL

Solamente tres especies del género Bunodosoma fueron descriptas para Brasil hasta
el presente; la especie B. cangicum fue inicialmente descripta para el litoral de Sdo Paulo
(CORREA, 1964), y posteriormente fue registrada para casi la totalidad de la costa
brasileiia (ZAMPONI e/ al., 1998). Esta es la especie mas conspicua en el intermareal y
en el horizonte superior del infralitoral de Brasil en cualquier playa que tenga algin
substrato duro que sirva para su fijacion. Recientemente fue encontrada en Uruguay
(ZAMPONI op. cit.), ampliando asi su distribucion.

B. caissarum es endémica de Brasil, habiendo sido citada para el sur y sudeste del
pais, desde la costa de Espirito Santo hasta Rio Grande do Sul (ZAMPONI op. cit.). No
obstante, su presencia también en el Archipiélago de Fernando de Noronha y su ausenqijg
en el nordeste brasilefio llevan a creer que tiene una distribucion mas limitada que 4.
cangicum. La tercera especie del género citada para aguas brasilefias es B. granuliferum,
registrada para la costa de Espirito Santo (GROHMANN, 1998) y Piaui (PARANHOS e/
al., 1999).
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GENERAL

Considerando que: I) en Argentina ya habia sido realizado un estudio amplio y
completo sobre la vaniacion morfologica en tres especies de anémonas de mar en tres
diferentes playas, presentando como resultados la presencia de ecotipos (ver Introduccién), 11)
que las especies estudiadas en Argentina ocupan nichos ecologicos en el intermareal similares
a los nichos ecologicos ocupados por otras dos especies en Brasil, 11I) que en Brasil no habia
antecedentes de estudios de variacion morfologica en anémonas de mar; 1V) que las anémonas
son organismos con algunos caracteres que pueden variar segun las condiciones ambientales,
siendo asi necesarios estudios que muestren cuales son los caracteres menos variables y de esa
forma mas confiables para los estudios sistematicos;, V) considerando aun que las especies
brasilefias y argentinas pertenecian a géneros muy cercanos sistematicamente dentro de la
familia Actiniidae.

Fue propuesto el siguiente objetivo general para el trabajo de tesis:

La comparaciéon morfolégica y genética de algunas especies de anémonas de mar
(Cnidaria, Actiniaria, Actiniidae) provenientes del litoral de Brasil y de
Argentina.

Para este fin fueron seleccionadas dos especies de anémonas de mar de las estudiadas
en Argentina (Phymactis clematis y Aulactinia reynaudi) y las dos especies brasilefias que
mas se asemejan ecologica y sistematicamente a las argentinas (Bunodosoma cangicum y
Anthopleura cascaia). Con la realizacion de un detallado estudio morfoldgico, basado en
el que fue realizado anteriormente en Mar del Plata, y de un estudio genético, utilizando
electroforesis de aloenzimas (estudio inédito para la Argentina) se pretendi¢ alcanzar los
siguientes objetivos especificos.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) A través del estudio de la variacion morfologica en las poblaciones de anémonas de
mar provenientes de las playas de Pemambuco (Brasil), observar si existe la presencia
de ecotipos entre las poblaciones;

b) Comparar morfologicamente las poblaciones de Bunodosoma cangicum de
Pernambuco con playas del sudeste brasilefio (Rio de Janeiro y Espirito Santo),

¢) Comparar los resultados de los estudios de la variacion morfologica en las
especies brasilefias con los resultados obtenidos previamente con las especies
argentinas, con el fin de identificar cuales fueron las variables que se mostraron mas
estables y que tienen asi un mayor peso en la sistematica del grupo;

d) Por la comparacion morfologica, analizar si existe alguna tendencia en la variacion de
los caracteres segun las condiciones ambientales;

e) A través de la electroforesis de aloenzimas analizar genéticamente de cada una de las
poblaciones estudiadas, con el calculo de la heterocigosis y de las identidades génicas;
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f) Observar si los estudios genéticos muestran la existencia de diferencias en las
poblaciones brasilefias y si hay un respaldo genético en la formacion de los ecotipos
identificados previamente en las poblaciones argentinas;

g) Comparar los resultados de los estudios genéticos con los morfologicos para analizar
mejor los objetivos propuestos en los puntos by c;

h) Comparar genéticamente las especies de Brasil y Argentina para intentar estimar el
grado de aproximacion entre las mismas;

2.3. OBJETIVOS SECUNDARIOS

La propuesta inicial de plan de tesis fue modificada en parte debido a dos razones. En
primer lugar la colecta de una de las especies brasilefias a ser estudiada (Anthopleura
cascaia) se vio muy dificultada por la poca abundancia de la misma cuando fue
considerado el numero de ejemplares que deberia ser recolectado para los estudios
morfologicos y genéticos. Sobre esta base, y con la intencion de no perjudicar las
poblaciones brasilefias de esta especie hasta ahora endémica de Brasil, se decidio eliminar
esta especie y consecuentemente la especie Argentina que serviria para la comparacion
(Aulactinia reynaudi).

El otro cambio en el proyecto inicial se dio con el inicio del estudio
morfologico cuando fue observado que la especie argentina, considerada hasta entonces
como Phymactis clematis, pertenecia en realidad al género Bunodosoma, el mismo de la
especie brasilefia y que es muy cercano al género Phymactis en sus caracteristicas. Por
esta razon, antes de proseguir con los estudios de variacion morfologica y genética, fue
realizado un estudio detallado de la especie desde el punto de vista sistematico para la
identificacion de la misma. El material resulté ser una nueva especie del género, muy
similar @ Bunodosoma cangicum y denominada como Bunodosoma zamponianum. Esto
conllevo a cambiar un poco los estudios genéticos, ya que ahora toda la comparacion seria
realizada con el mismo género con dos especies y varias poblaciones de Brasil y
Argentina. De esta manera, se decidi6 incluir en los estudios genéticos otras especies del
género Bunodosoma que también ocurren en Brasil con fines comparativos. Como los
resultados genéticos respaldaron a los morfologicos en cuanto a que se trataba de una
nueva especie del género, un nuevo capitulo fue incluido a la presente tesis. El capitulo
4.1 antecede a los estudios de comparacion morfologica y genética de las poblaciones y
realiza una completa descripcion de la nueva especie, con discusion de su posicion
sistematica. Por esta razon fueron adicionados los siguientes objetivos:

a) Descripcion de la especie Bunodosoma zamponianum con la discusion de su condicion
sistematica;

b) Evaluacion del grado de aproximacion de la nueva especie Bunodosoma zamponianum
con otras especies del género que ocurren en Brasil ( B. cangicum, B. caissarum y B.
granuliferum) para discutir posibles procesos vicariantes y/o de especiacion.
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3. METODOLOGIA

La Tesis Doctoral se desarrolld en las siguientes instituciones: 1. Laboratorio de
Biologia de Cnidarios de la Estacion de Investigacion Costera "J. J. Nagera",
Departamento de Ciencias Marinas, Universidad Nacional de Mar del Plata, Argentina
(estudios morfologicos). 2. Laboratorio de Sistematica Molecular, Departamento de

Biologia , Universidade Federal do Rio de Janeiro, Brasil (estudios genéticos).

3.1. METODOLOGIA DE CAMPO

3.1.1. LOCALIDADES DE MUESTREO

Se describen solamente las localidades donde se recolecté material para fines de
comparacion morfologica o genética, ya que las condiciones ambientales pueden
justificar diferencias entre las poblaciones siendo, pues, necesaria una caracterizacion de
las zonas para una posterior discusion. Las demas localidades solo se citaran y se
proveeran sus coordenadas geograficas.

Los ejemplares para el estudio sistematico se coleccionaron en Mar del Plata
(38°05’S, 57°32’W), en las playas de Punta Cantera, Acantilados (frente a la Estacion de
Investigacion Costera “J.J. Nagera™) y Escollera Norte (Figura 1).

Para los estudios de variacion morfologica en la especie Bunodosoma cangicum se
seleccionaron dos playas en la costa de Pernambuco, litoral nordeste brasilefio. Estas dos
localidades se utilizaron para comparacion directa con los resultados de las dos playas
argentinas. Las playas escogidas fueron Piedade, en la zona metropolitana de la ciudad de
Recife (capital de Pernambuco) y la playa dos Carneiros en Tamandaré, ubicada a 110
km al sur de Piedade. Asimismo, se obtuvieron ejemplares de otras playas situadas mas
al sur de Brasil, para una comparacion poblacional con el material pemambucano. De esa
forma se realizaron muestreos en Buzios (Rio de Janeiro) y en Santa Cruz (Aracruz,

Espirito Santo) (Figura 2).
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Figura 1. Localidades de muestreo de Bunodosoma zamponianum para el estudio
sistemdatico. A. Mapa de la Provincia de Buenos Aires (Copiado de Zamponi & Pérez,
1996). B. Escollera Norte (Puerto de Mar del Plata) (http://www.argenet.com.ar). C. Playa

de Punta Cantera (Foto Fabian Acuna). D. Playa de los Acantilados (Estacion J.J.
Nagera) (hitp://www.argenet.com.ar)
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Figura 2. Localidades de muestreo de Bunodosoma cangicum en Brasil para los estudios de
variacion morfologica. (Http://www.brasil.gov.br)
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Piedade (Figura 3a y b)

Piedade (8°10° S; 34°53’ W) esta localizada en la region metropolitana de la ciudad
de Recife, en el Municipio de Jaboatdo dos Guararapes. La playa posee las tipicas
formaciones de arrecifes del tipo arenito o “beach rock” (sensu GUILCHER, 1985),
presentes en toda la costa pernambucana. Se trata de lineas de arrecifes paralelos a la
costa formados por arena consolidada y detritos biogénicos, que sirven de substrato para
el desarrollo de algas y corales, ademas de constituir una efectiva proteccion a la costa.
El origen de estas formaciones esta aun discutido, pero la mayoria de los autores
considera que resultan de la cementacion de antiguas lineas de playa por carbonato de
calcio en la zona de anteplaya superior (Lima Filho en NASCIMENTO, 1998).

Estas formaciones quedan parcialmente expuestas durante la baja mar. Por ser una
zona urbana y muy turistica, los arrecifes de Piedade sufren gran impacto antrépico, por
la contaminacion organica, el transito de personas en los arrecifes y la colecta oportuna,
por simple curiosidad, de diversos organismos bentonicos realizada por baiiistas, en
especial nifios. Los ejemplares para el estudio fueron colectados en los arrecifes de
arenito, durante la baja mar, ubicindose en lugares muy protegidos y escondidos,
dificultando su localizacion y, principalmente, la retirada de los mismos. En estas
localidades es practicamentc nula la accion dc las olas sobre las anémonas. Las
condiciones climaticas son muy estables en todo el litoral sur pernambucano presentando
temperaturas y pluviometria similares a las que seran descriptas para el Municipio de

Tamandaré.
Tamandaré (Figura 3a y c)

El matenal proviene de la playa dos Camneiros (8°45'S; 35°5'W), localizada en la region
costera de Tamandaré, 110 km al sur de la ciudad de Recife, limitada al norte por el
estuario del Rio Formoso y al sur por la playa de Campas. Durante toda la extension de la
playa existe una linea arrecifal paralela a la costa que no es continua. Esta es en la primera
de las tres lineas arrecifales encontradas en la region (MAIDA & FERREIRA, 1997).
Durante la baja mar los arrecifes de arenito quedan expuestos y originan diferentes

microambientes para los organismos que alli habitan, inclusive para las anémonas de mar
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Litoral de Pernamhbuco

Figura 3. Localidades de muestreo de Bunodosoma cangicumen Pernambuco. A. Litorall
del Estado de Perambuco (http//guianordeste.com). B. Playa de Pledade (http://hotel-
barramares.com.br). C. Playa de Tamandaré (hitp://www.guiatamandare.com.br)
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que se localizan tanto en lugares protegidos como en pozas de marea o canaletas, y también
sobre el arrecife donde quedan expuestas a la desecacion. La pendiente en la playa es muy
suave provocando poco impacto de las olas en el sector externo del arrecife que da hacia el
mar abierto. El sector interno crea ambientes bien protegidos debido a la altura de los
arrecifes (de 0,50 a 1,20 m), como pequeiias cuevas y canaletas. En esta area se encuentra el
mayor namero de ejemplares de anémonas de mar de la especie Bunodosoma cangicum
(GOMES et al., 1998). El clima es tropical, calido y hamedo, con la temperatura del aire
variando de 25°C a 30°C, con una media de 26°C. La estacionalidad esta marcada por dos
periodos distintos: uno lluvioso, de marzo a agosto, y uno seco, de septiembre a febrero. La
precipitacion media anual es aproximadamente de 2500 mm, siendo julio el mes mas
lluvioso y diciembre el mas seco. La temperatura del agua varia desde 24°C en invierno
hasta 30,5°C en verano (MOURA, 1991 y MAIDA & FERREIRA, 1997).

Buzios (Figura 4)

El Municipio de Buzios (22°45’- 22°49’S y 41°51’- 41°57°W) se encuentra al este de
la bahia de Guanabara a unos 170 km de la ciudad de Rio de Janeiro. La peninsula de
Buzios posce cerca de 8 km de cxtension y esta bafiada por las corrientes calida de Brasil
y fria de Malvinas. El microclima de la region es semi-arido caliente, que es exclusivo
del sudeste brasileiio. La temperatura media anual del aire es de 25°C, con una media de
29°C en verano y una minima de 19°C en invierno. La pluviometria es muy baja debido a
la fuerte y constante presencia de vientos que alejan la lluvia de la region. El periodo
lluvioso es de octubre a cnero y el seco entre los meses de julio y agosto. La media de
lluvias es de 800 mm por afio. Es muy alta la insolacion, cuyo valor medio es de 2.507
horas/afio, pero el viento disminuye el calor.

El material fue colectado en la playa de Tartarugas que forma una ensenada que
tiene, en su sector central, una formacion rocosa donde fueron encontradas las anémonas
de mar. En Tartarugas el agua es cristalina, y con temperatura mas elevada, en
comparacion con las playas de la costa suroeste de la peninsula que, debido a la

influencia de las cormiente de Malvinas, poseen agua mas fria.
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Figura 4. Locadlidades de muestreo de Bunodosoma cangicum en la
Peninsula de Buzios-RJ. A. Mapa de Buzios. B. Playa de Tartaruga
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Aracruz (Figura 5)

El material se coleccionod en una ensenada entre las playas de Baleia y Laje en Santa
Cruz (Aracruz, Espirito Santo) en el sudeste brasilefio. EI Municipio de Aracruz
(19°49°S; 40°16’W) limita con los Municipios de Fundio, Ibiragu y Linhares, formando
parte de la zona fisiografica de Vitoria (capital de la provincia de Espirito Santo),
distando cerca de 50 km de la misma, y ubicandose al norte de Rio de Janeiro. Su litoral
se caracteriza por la existencia de arrecifes de arenito ferruginoso (concreciones
limoliticas), ademas de la presencia de manglares, sedimentos arenosos de playa y
restingas. Presenta muchos madreporarios, en su mayoria muertos, y grandes poblaciones
de zoantideos y algas calcareas (BELEM, 1976). Los cnidarios de la zona han sido bien
estudiados por BELEM, op.cit.; BELEM & PRESLERCRAVO, 1973 y LONGO, 1997).

Para los estudios genéticos los ejemplares se coleccionaron en Brasil, Argentina y
también en Curagao (Figura 6). La especie B. cangicum se coleccion6 en Brasil en las
localidades de Tamandaré (PE), Aracruz (ES) y Bazios (RJ), ya descriptas anteriormente.
Para la Argentina se eligieron dos de las tres zonas utilizadas por PEREZ (1992) y
ACUNA (1993) en sus estudios de las variaciones morfologicas de la especie argentina
Bunodosoma zamponianum (considcerada hasta cntonces como Phymactis clematis). Los
muestreos se realizaron en las playas que presentaron resultados mas conspicuos, es
decir, Santa Clara del Mar y Punta Cantera, ambas en la costa de la provincia de Buenos
Aires. De esa forma seria posible una comparacion de los resultados del estudio genético
de la misma especie obtenidos en el presente estudio, con los estudios morfologicos
descriptos por PEREZ (op. cit.) y ACUNA (op. cit.).

Santa Clara del Mar (Figura 7a y b)

El litoral de Santa Clara del Mar (37°50°S-57°30’W) presenta un acantilado de unos
5 m de altura que se continua en una playa con una suave pendiente que le otorga una
moda calma. El substrato esta constituido por rocas sedimentarias compactadas, a veces
cementadas por cristales de carbonato de calcio (loess pampeano), teniendo color y

dureza variables (AMOR et al., 1991). Esta caracteristica del suelo ennquece la fauna
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Figura 5. Localidades de muestreo de Bunodosoma cangicum en Aracruz-ES.
A. Mapa de la costa de Espiritu Santo (Fuente: GuiaNet). B. Ensenada entre las
playas de Baleia y Laje, Santa Cruz (Gentileza Suzana Pinto).
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Figura 6. Localidades de muestreo de las especies de Bunodosoma spp. utilizadas en los
estudios genéticos
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Figura 7. Localidades de muestreo de Bunodosoma zamponianum para los estudios
geneticos. A. Mapa de la Provincia de Buenos Aires (Coplado de Zamponi & Pérez,
1996). B. Playa de Punta Cantera (Gentileza Fabidan Acuna). C. Playa de Santa Clara
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endolitica intermareal de esta playa; a su vez, la maleabilidad del substrato permite que el
mar moldee mas intensamente la roca, apareciendo gran cantidad de canales de drenaje

ubicados perpendicularmente a la costa.

Punta Cantera (Figura 7a y ¢)

El litoral de Punta Cantera (38°05°S-57°32’W) presenta una extension considerable
de playa arenosa y afloramientos cuarciticos en la zona intermareal. Este substrato es de
gran dureza compuesto por rocas aisladas de tamafios variables, con ambientes expuestos
y protegidos ocupados por diferentes organismos bentonicos como esponjas, cnidarios,
moluscos, nemertinos, poliquetos y crustaceos (ACUNA & ZAMPONI, 1997). La moda
es agitada y el substrato mas duro que el de Santa Clara del Mar (PEREZ, 1992).

Asimismo, para una mejor comparacion genética dentro del género Bunodosoma se
utilizaron ejemplares de las especies B. caissarum provenientes de la playa Azedinha
(Buzios, Rio de Janeiro) (Figura 8) y de la especie B. granuliferum de las playas de
Caracas Baai (12°5’N; 60°52°W) y Boca St. Mitchiel (12°9’N; 69°00’W) en Curagao
(Figura 9).
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Figura 8. Localidades de muestreo de Bunodosoma caissarum en Buzios-RJ. A. Mapa
de Buzios. B. Playa de Azedinha. (Http://ooadapraia.com)
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Figura 9. Localidades de muestreo de Bunodosoma granuljferumenla Isla de Curagao. A. Mapa de
Curagao (httg:!!www.du\: h-caribbean.net). B. Playa de Caracas Baai (gentileza de Silvia y Roel

Jungslager). C. Playa de Boca Saint Mitchiel (gentileza de Silvia yRoel Jungslager)
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3.1.2. MUESTREO

Todo el material se coleccioné durante la baja mar, en la zona intermareal. Para la
colecta fueron utilizadas espatulas, cuchillos y, en algunos casos, cincel y martillo.

En el caso del material a ser utilizado para la electroforesis de aloenzimas se tomo el
cuidado de colectar ejemplares distantes por lo menos 2 m unos de los otros para evitar la
recoleccion de miembros del mismo clon. El material de Curagao fue colectado a S m uno

del otro.

3.1.3. ACONDICIONAMIENTO Y TRANSPORTE

El material fue acondicionado en bolsas plasticas con agua de mar y llevado al
laboratorio. Los ejemplares para los estudios morfoldgicos y genéticos tuvieron diferentes

tratamientos.

3.2. METODOLOGIA DE LABORATORIO

3.2.1. ESTUDIO SISTEMATICO DE Bunodosoma zamponianum n. sp.

Para la identificacion de la especie argentina se realizaron estudios de macro y
microanatomia. Después de la colecta, los ejemplares fueron mantenidos vivos en acuario
de agua de mar con aireacion, para el estudio del cnidoma. Se obtuvieron fragmentos de
las siguientes cstructuras: tentaculo, acrorhagus, faringe, filamento y columna. Los
fragmentos se laceraron en un portaobjetos con la ayuda de dos agujas. Se adicioné
saliva para inducir la explosion de los cnidocistos permitiendo una mejor identificacion
de los mismos. La nomenclatura para los cnidocistos estuvo de acuerdo con la
clasificacion propuesta por SCHMIDT (1969, 1972, 1974). La observacion se realizo en
microscopio con contraste de fase con objetiva de 100X y para la medicion se utilizé un
ocular micrométrico. Cuatro ejemplares fueron anestesiados en solucion de cloruro de
magnesio (MgCl 2.6H,0, pm.203.31) al 7%, dos de ellos se fijaron en formol al 10% y

se destinaron a los estudios de morfologia externa y anatomia interna. Los otros dos
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ejemplares se fijaron en Susa de Heidenhein (PANTIN, 1948) y se destinaron a los
estudios histologicos. El material, después de 48 horas en fijador, sufrié un proceso de
deshidratacion, y luego fue entacado. Los tacos se prepararon con parafina y paraplast.
Las coloraciones se realizaron con Hematoxolina de Harris-Eosina acuosa. Otros dos
ejemplares colectados en la Escollera Norte en el Puerto de Mar del Plata fueron
provistos por la Dra. Adriana Excoffon. Ademas, para la comparacion con la nueva
especie, se estudiaron todas las especies del género ya citadas para Brasil ya que serian
las geograficamente mas cercanas, debido a que en Uruguay sdlo esta registrada la
especie B. cangicum (ZAMPONI ef al., 1998) y en la costa oeste de América del Sur no
hay registros del género. En la Tabla I se presentan las especies utilizadas en los estudios
sistematicos, con todos sus datos de muestreo. Asimismo, los datos morfologicos fueron
corroborados por el estudio genético. A través de la electroforesis de aloenzimas se
compard la especie B. zamponianum con otras especies del género presentes en Brasil. La
metodologia utilizada en esta etapa del trabajo esta descripta en los puntos 3.3.2.2. y
3.3.2.3. que tratan de la fijacion y conservacion del material y de la electroforesis de

aloenzimas

Tabla I: Ejemplares del género Bunodosoma utilizados en el estudio sistematico.

ESPECIE LUGAR FECHA N COLECTORES
Bunodosoma Punta 08-07-1999 04 Gomes, P.B.
zamponianum Cantera
Bunodosoma Buzios 12-12-1999 04 Gomes, P.B. y

caissarum Pérez,C.D.
Bunodosoma Buzios 19-12-1999 06 | Pinto,S.;Longo, L.

cangicum y Neves.E.
Bunodosoma Curagao Octubre-1999 | 01 Dcbrot, A.O.
granuliferum

3.2.2. MATERIAL PARA COMPARACION MORFOLOGICA
3.2.2.1. Lista del material estudiado

La especie elegida en Brasil para la realizacion de los estudios morfoldgicos fue
Bunodosoma cangicum (Figura 10). Eso se debio al hecho de que esta especie, tan comin

en el litoral brasilefio, resultara muy similar morfolégicamente a la especie argentina, ya
bien estudiada en el aspecto morfologico (ZAMPONI, 1977; ACUNA & ZAMPONI,
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Figura 10. Bunodosoma cangicum. Aspecto Externo (Gentileza Suzana Pinto)
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1995, 1996 y ZAMPONI & PEREZ, 1996). Ademas, aquella especie ocupa en Brasil el
mismo nicho ecolégico que Bunodosoma zamponianum en Argentina. En la Tabla 11 se
presentan las especies utilizadas en los estudios morfolégicos, con todos sus datos de

muestreo.

Tabla I1: Ejemplares del género Bunodosoma utilizados en el estudio morfologico.

ESPECIE LUGAR FECHA N COLECTORES
Bunodosoma Tamandaré 26-01-1997 08 Gomes, PB.y
cangicum Pérez, C.D.
Bunodosoma | Tamandaré 14-02-1998 10 Gomes, P.B. y
cangicum Pérez, C.D.
Bunodosoma Tamandaré 07-08-1998 03 Gomes, P.B. y
cangicum Pérez, C.D.
Bunodosoma | Tamandaré 20-12-1998 04 Gomes, P.B. y
cangicum Pérez, C.D.
Bunodosoma Tamandaré 05-01-1999 05 Gomes, P.B. y
cangicum Pérez, C.D.
Bunodosoma Piedade 08-01-1997 06 Gomes, P.B. y
cangicum Pérez, C.D.
Bunodosoma Picdade 16-02-1998 11 Gomes. P.B. y
cangicum Pérez. C.D.
Bunodosoma Picdade 02-01-1999 17 Gomes. P.B. y
| cangicum | - .| _perez.CD.
Bunodosoma Aracruz. 19-08-1998 07 Pinto, SM. y
_cangicum | | .. . .j _Camo, AL.

Bunodosoma Buios 19-11-1999 | 12" | Pinto,S.;Longo, L.
cangicum y Neves,E.

3.2.2.2. Anestesia y fijacion

El material para fines morfologicos se anestesi6 en una solucion de cloruro de
magnesio preparada con 20 mg de cloruro de magnesio disuelto en 250 cm’® de agua dulce

y 250 cm’ de agua de mar. La fijacion se realizé en solucion de formol al 10%.
3.2.2.3. Analisis cuantitativos de los caracteres morfologicos

Para el presente estudio solo se utilizaron los caracteres que, en los estudios previos
realizados en Argentina, demostraron tener alguna importancia en cuanto a la variacion

morfologica entre las poblaciones por causas ajenas a las metodologicas. De esta manera

no fue tomada, por ejemplo, la distancia entre las vesiculas en la columna pues este
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caracter parecio variar segun el grado de contraccion del animal (ver item 1.4.3. de la
Introduccion)
El siguiente procedimiento se realizo para cada ejemplar en todas las especies

estudiadas (los caracteres estan citados en el mismo orden en que fueron analizados):

1- Talla de los individuos

La forma del cuerpo de las anémonas de mar sufre gran vanacion segun la localizacion
de los ejemplares en el campo y, principalmente, varia si los mismos se encuentran cubiertos
por agua o expuestos. Por esta razon la medicion de los ejemplares en campo resulta dificil y
poco precisa. En una tentativa de estandarizar las medidas para permitir una posterior
comparacion en el ambito poblacional, se opto por realizar las mediciones con el matenal ya
fijado. Este procedimiento tampoco es muy preciso, pero el hecho de que todas las
anémonas fueron anestesiadas previamente y fijadas solamente cuando se encontraban en
total estado de relajacion, disminuye los errores y uniformiza cualquier imprecision,
permitiendo uno de los objetivos de esta tesis, que es la comparacion entre las poblaciones.
Se midieron la altura de la columna, y el diametro del disco basal y del disco oral mediante

el promedio de los diametros opuestos. Para las mediciones fue utilizada una regla.

2- Numero de vesiculas

Se contaron el namero de filas de vesiculas y el naimero de vesiculas presentes en cada
fila, con el uso de un estereomicroscopio. A partir de esos datos se calculé el nimero total
de vesiculas en cada ejemplar. Se sigui6 la metodologia propuesta por ACUNA et al.
(1996).

3- Peso himedo

CHINTIROGLOU & SIMSIRIDOU (1997) demostraron que el peso humedo en las
anémonas de mar era el parametro mas significativo y que mejor se relaciona con otros,
como altura y didametro. Por esta razon, este parametro también se utilizO para estimar el
tamafio de los individuos. Cada ejemplar se cortd transversalmente y cada mitad se seco con
papel absorbente, posteriormente se realizaron los pesajes de las dos mitades para registrar
el peso del individuo. El peso se registro antes de que el material sufriera cualquier

manipulacion para analisis de otros caracteres internos para evitar que se perdiera material
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como filamentos o gonadas. Siempre que se encontro algun residuo alimenticio que pudiera
interfenir en el peso real del individuo, como valvas de moluscos, espinas de erizos o

grandes agregaciones de arena, se retird con auxilio de una pinza antes del pesaje.

4- Numero y ciclos de mesenterios

Para la observacion de los ciclos de mesenterios, los ejemplares se cortaron
transversalmente en la mitad de la columna, y se observaron bajo microscopio
estereoscopico. Se determiné el nimero de ciclos de mesenterios y el niimero total de los

mismos.

5- Numero, ciclos y tamafio de los acrorhagi

Se observo bajo estereomicroscopio el namero de ciclos de acrorhagi presente en cada
ejemplar. Posteriormente se contd el nimero de acrorhagi presente en los ciclos. Debido a la
ausencia en muchos ejemplares del segundo ciclo, se decicié considerar para la comparacion
solamente el nimero presente en el primer ciclo. Para el calculo del tamaiio, se midieron 5
acrorhagi del primer ciclo, de forma aleatoria. Se midi6 el diametro de los mismos con el
uso de un ocular micrométrico acoplado a un microscopio estereoscopico. En el caso de los
acrorhagi que no se mostraron bien esféricos, se realizd el calculo de la media de los

diametros opuestos.

6- Numero y ciclos de tentaculos
Cada ejemplar se observo bajo microscopio estereoscopico para el conteo del numero

de tentaculos y el namero de ciclos de los mismos.

7- Largo y ancho del esfinter

El esfinter se observo a través de un corte longitudinal realizado en la mitad superior de
las anémonas previamente cortadas para la observacion de los mesenterios. La medicion del
largo y del ancho de los esfinteres se realizo utilizando un ocular micrométrico acoplado a

un microscopio estereoscopico.
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8- Cnidoma

Se realizaron preparados de cnidocistos para la medicion del largo y ancho de los
mismos. Los preparados se realizaron retirando un trozo de tejido de la zona a ser
estudiada. El tejido se cortdé con agujas sobre un portaobjetos, se le adiciond agua
destilada y se coloco el cubreobjetos, realizando una leve presion con el pulgar sobre
éste (squash). Los preparados se llevaron a un microscopio con ocular micrométrico para
las mediciones. Se midieron 20 capsulas no evaginadas de cada tipo de cnidocisto en cada
estructura elegida, para cada ejemplar analizado. Todas las medidas se tomaron con
objetiva de imersion. Ademas de utilizar las medidas del largo y ancho de las capsulas,
también se utilizd la relacion largo/ancho para comparar las poblaciones, con el fin de
comprobar si esta era la medida mas independiente de otros factores como edad y tamafio
del individuo, como asi lo proponen CHINTIROGLOU & SIMSIRIDOU (1997).

Para la eleccion de los tipos de cnidocistos y de las estructuras utilizadas se tomaron en
cuenta trabajos anteriormentc realizados en el tema. ZAMPONI & ACUNA (1991)
encontraron que los espirocistos poseian una mayor variacion en el rango de sus tallas que
los microbasicos p y b mastigoforos. Los espirocistos, juntamente con los microbasicos b-
mastigoforos actuan en la captura de la presa y pueden variar segun las condiciones
ambientales. ACUNA & ZAMPONI (1997) demostraron que los b-mastigoforos de los
tentaculos de las especies Bunodosoma zamponianum (=Phymactis clematis) y Aulactinia
reynaudi sirvieron para discriminar razas ecologicas. Los mismos autores citan que los
atricos de los acrorhagi sirven para la diferenciacion de razas en la especie Qulactis
muscosa. Por otro lado, estudios realizados por CHINTIROGLOU & SIMSIRIDOU (1997)
con la especie Actinia equina mediterranea forma 1 Schmidt, 1971, citaron el b-rabdoide
(=microbasico b-mastigoéforo) de faringe como el mas estable e independiente de la talla,
edad y otros factores, pudiendo ser un excelente indicador de poblaciones genéticas. Sobre
la base de todo lo expuesto, se seleccionaron los siguiente cnidocistos para el presente

estudio:

B. cangicum- b-rabdoide de faringe
holotrico de acrohagus
b-rabdoide de tentaculo

espirocisto de tentaculo
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Ademas, fue verificado el estado sexual de los organismos. Para esto los ejemplares
fueron observados bajo estereomicroscopio. En los ejemplares que presentaban gonadas, se
retir0 una porcion de éstas que fue macerada en un porta y llevada para observacion en
microscopio optico. Los estados sexuales se clasificaron de la siguiente forma: estéril, para
representar al individuo en el cual no se encontraron gonadas; inmaduro, para representar al
individuo con goénadas pero cuyo sexo no pudo ser definido con seguridad debido al poco
desarrollo gonadal; femenino, para los individuos con gonadas femeninas, y masculino, para

individuos con génadas masculinas.

3.2.3. MATERIAL PARA ESTUDIOS GENETICOS

3.2.3.1. Lista del material utilizado

En la Tabla 11l sec presentan las especies utilizadas en los estudios genéticos, con sus

respectivos datos de muestreo.

Tabla I11: Ejemplares del género Bunodosoma utilizados en el estudio genético.

ESPECIE LUGAR FECHA N COLECTORES
Bunodosoma Buzios 19-11-1999 16 Pinto. S.; Longo, L. y
cangicum Neves, E.
Bunodosoma Buzios 12-12-1999 04 | Gomges, P.B. y Pérez,
caissarum C.D.

Bunodosoma Buzios 19-12-1999 06 Gomes, P.B. y Pérez,
caissarum C.D.

Bunodosoma Curagao Octubre-1999 {19 | Debrot, A.O.
granuliferum

Bunodosoma Tamandaré 14-01-1999 21 Gomes, P.B. y Pérez,
cangicum C.D.

Bunodosoma Santa Clara | 06-12-1998 21 Gomes. P.B. y Pérez,
zamponianum C.D.

Bunodosoma Punta 08-12-1998 21 Gomes, P.B. y Pérez,
zamponianum Canlcra C.D.

3.2.3.2. Fijacion y conservacion

El material destinado a la electroforesis de aloenzimas se sometié a diferentes

tratamientos desde su llegada al laboratorio hasta su utilizacion.
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Los ejemplares de la especie Bunodosoma zamponianum provenientes de Punta
Cantera y Santa Clara del Mar se llevaron al Laboratorio de Biologia de Cnidarios
(Depto. de Ciencias Marinas, Facultad de Ciencias Exactas y Naturales, Universidad
Nacional de Mar del Plata). En el mismo dia del muestreo se realizé un corte para extraer
un trozo de la porcion superior de la columna. Se eligio este sector por concentrarse alli
una mayor cantidad de enzimas debido a la presencia de la faringe. Los trozos se
acondicionaron en frascos especiales y se conservaron en una garrafa con nitréogeno
liquido hasta su transporte a la ciudad del Rio de Janeiro. Para el viaje los ejemplares se
transfirieron a un recipiente de poliuretano expandido con hielo seco y lacrado. El
material se llevo al Laboratorio de Sistematica Molecular de la Universidade Federal do
Rio de Janeiro (UFRJ), donde se mantuvo en nitrogeno liquido hasta la realizacion de la
electroforesis.

El material de Bunodosoma cangicum, colectado en Tamandaré, se llevo a
Laboratorio de Macro e Megabentos (Depto. de Zoologia, Centro de Ciéncias Biologicas,
Universidade Federal de Penambuco) donde se siguié el mismo procedimiento citado
para Bunodosoma zamponianum: extraccion de una porcion, fijacion en nitrogeno liquido
y transporte en hielo seco.

En el caso del material proveniente de las playas de Buzios, éste se mantuvo vivo en
acuario dc agua dc mar con aircacion y filtro biologico en el Laboratorio de Sistematica
Molecular (UFRJ) hasta su utilizacion en la electroforesis. Después de la extraccion de un
trozo de cada ejemplar para el estudio genético, el material se dejo en recuperacion por
tres dias en acuario, y posteriormente se procedio a la anestesia y fijacion del material
destinado a los estudios morfoldgicos.

La especic Bunodosoma granuliferum, colectada en Curagao, fue enviada viva al
Laboratorio de Sistematica Molecular (UFRJ) donde se realizé el procedimiento de
fijacion de una porcion de cada ejemplar en nitrogeno liquido hasta el momento de la
electroforesis. Un ejemplar de ese material se anestesio con cloruro de magnesio y se fijo

en formol al 10%, para uso en el estudio morfologico.

3.2.3.3. Electroforesis de aloenzimas

Para la realizacién de la electroforesis, los fragmentos se maceraron en placas con
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bastones de acrilico especificas para este fin, utilizando solucion fria de 0,1% NAPD en
0,02M Tris-HCI (pH 8,0). Después de la homogenizacion, tiras de papel de filtro cortadas
a un tamafo uniforme fueron embebidas en el homogenato y posteriormente aplicadas en
un gel de almidon 13% hidrolizado, con 8 mm de espesor. La electroforesis se realizé a
una corriente constante de 3,5 W durante 6 a 8 horas usando como sistema tampon
0.25M Tris, 0.06M Citrato, pH 8.0 (“TC8”; WARD & BEARDMORE, 1977). Fueron
testeadas coloraciones para 24 enzimas, de las cuales 17 generaron resultados
reproducibles. .a tabla IV muestra los sistemas enzimaticos testeados, con sus nimeros
en la Comision Internacional de Enzimas y sus abreviaturas. La eleccion del sistema
tampon y de los sistemas enzimaticos a ser utilizados se basaron sobre los estudios
previos utilizando electroforesis de aloenzimas realizados con la especie Bunodosoma

caissarum (RUSSO & SOLE-CAVA, 1991 y RUSSO et al., 1994).

Tabla 1V. Bunodosoma spp. Enzimas estudiadas, sus mimeros en la Comision de Enzimas
(£.C.) y Abreviaturas.

Abrey

Acido fosfatasa 3.13.2 | Acp
Adenilato quinasa 2.7.4.3 Ak
Catalasa 1.11.1.6 | Cat
Esterasa 3.1.1.1 Est
Glutamato deshidrogenasa 1.41.3 | Gdh
Glutamato oxaloacetato transaminasa | 2.6.1.1 Got
Hexoquinasa 2.7.1.1 Hk
Isocitrato deshidrogensa 1.1.1.42 | Idh
Malato deshidrogenasa 1.1.1.37 | Mdh
Enzima Milica 1.1.1.40 | Me
Manosa 6-fosfato isomerasa 53.1.8 | Mpi
Octopina deshidrogenasa 1.5.1.11 | Odh
Peptidasas (PRO-PHE) 3.4.1.1 Pep
Fosfogluconato deshidrogenasa 1.1.4.4 Pgd
Fosfoglucosa isomerasa 5.3.1.9 Pgi
Fosfoglucomutasa 2.7.5.1 | Pgm
Superoxido dismutasa 1.15.1.1 | Sod
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3.3. ANALISIS DE LOS DATOS

3.3.1. ANALISIS DE LOS DATOS MORFOLOGICOS

En los analisis estadisticos se utilizd el Programa SPSS 9.0. Para cada variable
estudiada se calculo la media, desvio estandar y moda en cada localidad y en general. Se
construyeron graficos del tipo “High-low” mostrando los valores minimos, maximos y las
medias de los caracteres en todas las localidades.

El valor que ocurre con mayor frecuencia en la especie, para algunos caracteres
como numero de tentaculos, nimero de acrorhagi y nimero de mesenterios es el
normalmente utilizado en la descripcion y caracterizacion sistematica de ésta . Por esta
razon, también se construyeron graficos de barras comparando las modas en las cuatro
poblaciones estudiadas.

Fue testeada la normalidad de la distribucion de todos los datos morfologicos.
Algunos de ellos no presentaban una distribucion normal. No se intento transformar los
datos optando por el uso de tests estadisticos no paramétricos debido al pequefio niimero
de ejemplares estudiados en algunas poblaciones. Solamente para la talla de los
cnidocistos fue utitizado un test paramétrico, ya que WILLIAMS (1996) comprobo que
estas medidas tienen una distribucidon normal. El test aplicado para comparar las medias
de la talla de los cnidocistos fue el ANOVA (SOKAL & ROHLF, 1995).

Fl estado sexual fue la inica variable de tipo cualitativa utilizada, por esta razéon fue
analizada separadamente. FEl objetivo de los andlisis no fue realizar un estudio
reproductive de las especies, sino averiguar st el estado reproductivo y/o sexual pueden
estar influyendo en los demas datos. De esta forma se construyé una tabla que muestra las
frecuencias de los estados sexuales en cada una de las localidades. 1.a misma fue
representada a través de un grafico de barras. Con el objetivo de evaluar st alguno de los
caracteres varia de forma dependiente con otro u otros, se utilizd la Correlacion de
Pearson (SOKAL & ROHLF, 1995). Esta correlacion expresa la relacion concomitante
entre dos 0 mas variables. Si dos variables varian concomitantemente, se dice que estan
correlacionadas. El coeficiente varia de —1 a +1, pudiendo indicar una correlacion
positiva 0 negativa entre las variables. Se consideré6 que las variables estaban bien

relacionadas cuando el valor (r) encontrado era igual o mayor que 0,70, que es
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normalmente considerado significativo en este tipo de analisis, ya que resulta en un valor
del coeficiente de determinacion () de aproximadamente 0,50. Esto significa que cerca
de 50% de la variabilidad de un caracter puede ser atribuida o asociada al otro (ZAR,
1996). Este test se aplico a todas las variables con excepcion del estado sexual que, por
ser una variable cualitativa, necesita de otro tipo de test de correlacion. Para evaluar si el
estado sexual puede estar interfiriendo en los valores de los otros caracteres, éste fue
utilizado como una variable dicotomica (presencia y ausencia de gonadas). Para testear la
correlacion entre ésta y las demas variables fue calculado el Coeficiente de Correlacion
Biserial de Puntos (ryp). Lste coeficiente es utilizado para variables dicotomicas que no
presentan continuidad ni normalidad y sus valores y interpretacidn son similares al del

Coeficiente de Pearson (NICK & KELLNER, 1971).

3.3.2. COMPARACION MORFOLOGICA ENTRE LAS POBLACIONES

Para evaluar cuales caracteres eran mas estables y/o variables en las poblaciones fue
utilizado el test H de Kruskal-Wallis (KRUSKAL-WALLIS, 1952) con un nivel de
significancia de 0,05. Este test es una generalizacion del test U de Mann-Withney y
puede evaluar si las diferentes muestras provienen de una misma poblacion. Es un
método no paramétrico para el analisis de la varianza para clasificacion de un criterio o
experimentos con un factor, pudiéndose realizar generalizaciones (CONOVER, 1980). El
nivel de confiabilidad de este test es del orden del 95%, siendo el mismo tan potente
como el test F , que es el test paramétrico mas potente para el analisis de la varianza
(ZAR, 1996). Este test fue primeramente utilizado para comparar cada uno de los
caracteres estudiados en las cuatro localidades, testeando las siguientes hipotesis:

Hp: las medidas tienen la misma media en las cuatro localidades
H,: las medidas no tienen la misma media en las cuatro localidades

Después de identificados los caracteres que rechazaban la hipotesis nula (p<0,05), se
utilizO un test que es una extension del Kruskal-Wallis, con el objetivo de identificar cual
localidad tenia la media diferente de las demas. Este test fue elegido en lugar de otros
contrastes mas comunmente usados como el de Tukey por ser el mas indicado en este

caso, ya que el nimero de muestras no es el mismo en todas las poblaciones (ZAR,

GOMES, P.B. Estudio de la vicariancia cn algunas cspecics dc anémonas de mar... 55



METODOLOGIA

1996). Se construyeron graficos de barra para la visualizacion de las diferencias entre las

medias de estos caracteres para las cuatro localidades.

3.3.3. ANALISIS DE LOS DATOS DE ALOENZIMAS

A partir de las frecuencias genotipicas se calcularon las frecuencias génicas.
Ademas, para todas las poblaciones estudiadas, se hicieron estimaciones de la
variabilidad intrapoblacional como: heterocigosis media (observada y esperada) y grado

de polimorfismo.

3.3.4. COMPARACION GENETICA ENTRE LAS POBLACIONES

Los indices de la variacion interpoblacional usados fueron la identidad y distancia
génicas (NEI, 1978), obtenidos por las frecuencias génicas. Se construyd un dendrograma
de identidad para todas las especies por los métodos de UPGMA (SNEATH & SOKAL,
1973). Todos los calculos se realizaron con el programa BIOSYS-1 (SWOFFORD &
SELANDER, 1981).



4. RESULTADOS
4.1. DESCRIPCION DE Bunodosoma zamponianum n. sp.
Orden Actiniaria Carlgren, 1949
Familia Actiniidae Goldfuss, 1820

Bunodosoma Verrill, 1899

Bunodosoma Verrill, 1899: 44-45; Carlgren, 1949: 51; Corréa, 1964: 58-59; Belém, 1988: 366.
Especie tipo: Bunodosoma granuliferum (Lesueur, 1817).

Actiniidae con disco pedal bien desarrollado; toda o casi toda la columna cubierta con
vesiculas esféricas y uniformes, con baterias de nematocistos de mediano tamaiio; acrorhagi
en la fosa raramente ausentes, con un gran nimero de holotricos, también espirocistos y b-
rabdoides; esfinter bien desarrollado, mas o menos circunscripto; tentaculos y mesenterios
dispuestos hexamericamente; generalmente dos sifonoglifos y dos pares de mesenterios
directivos; raramente varios sifonoglifos no asociados a directivos; pares de mesenterios
perfectos generalmente numerosos; todos los mesenterios perfectos fértiles (excepto los
directivos en algunas especies).

Cnidoma: espirocistos, holotricos, b-rabdoides, p-rabdoides A, p-rabdoides Bla.

Bunodosoma zamponianum n. sp.

(Figura 11)

Phymactis clematis, Zamponi, 1977: 139-141; non Phymactis clematis Dana, 1849: 1.

GOMES, P.B. Estudio de la vicariancia en algunas especies de anémonas de mar... 57



RESULTADOS

Material- Mar del Plata (38°05°S; 55°32’W): Punta Cantera (4 ejemplares, 16-1X-99, uno de
ellos fue destinado a los estudios histologicos); Acantilados (4 ejemplares colectados frente a
la Estacion Costera “J.J. Nagera”, 24-X1-99);, Escollera Norte (2 ejemplares, 14-XI-99,

Excoffon col.).

Holotipo- Punta Cantera, 16-1X-99, Gomes col., a ser depositado en el Museo Argentino de

Ciencias Naturales “Bernardino Rivadavia”.

Paratipos- Dos ejemplares, Punta Cantera, 16-1X-99, Gomes col., seran depositados en la
Coleccion de Actiniarios, Laboratorio de Biologia de Cnidarios, Universidad Nacional de Mar
del Plata (Argentina); y en la Coleccion de Actiniarios, Laboratorio de Macro e Megabentos,

Universidade Federal de Penambuco (Brasil).

Etimologia- El nombre de la especie es un homenaje al gran investigador en anémonas de

mar de la Argentina, el Dr. Mauricio O. Zamponi.

Material examinado para comparaciéon- Bunodosoma cangicum (BRASIL: Pernambuco,
ejemplares de las playas de Piedade y Tamandaré; Bunodosoma caissarum (BRASIL: Rio de
Janeiro, ejemplares de la playa Azedinha, Buzios; Bunodosoma granuliferum (CURACAO:

Caracas baai).

Descripcion

Base: circular, adherente, bien desarrollada. /» situ, los ejemplares pueden tener la base bien
expandida, con su diametro mayor que el de la columna. Coloracion crema, a veces con lineas

color de naranja o pardas, radialmente distribuidas. Diametro varia in sifu de 1,4 a 3,8 cm.

Columna: cilindrica, capaz de gran elongacion, con un parapeto originando una fosa en la
region distal. Durante la baja mar, los animales ubicados fuera del agua se encuentran con sus
tentaculos y parapeto retraidos, asumiendo la forma de domo. La columna esta recubierta en
su totalidad por vesiculas no adhesivas. En algunos ejemplares es posible distinguir hileras

longitudinales en nimero de 90 a 100, dispuestas alternadamente en las paredes del exo y
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endocele. De esta forma, en ejemplares regularmente hexameros, se encuentran 96 hileras de
vesiculas distribuidas desde la base hasta el parapeto. No obstante, segun el estado de
contraccion del animal, la disposicion de las vesiculas puede no ser muy clara. En organismos
contraidos, €stas pueden aparentar una distribucion aleatoria. Son estructuras simples en casi
la totalidad de la columna, siendo menos desarrolladas cerca del disco pedal y pueden ser
compuestas solamente en el margen, donde llegan a ser triples o quintuples. Estas vesiculas
compuestas forman proyecciones marginales, que se alternan en dos tamafios en el parapeto
de la columna, lo que puede dar un aspecto lobulado a su porcion apical. En la faz interna de
cada proyeccion se ubica un acroghagus orientado hacia la fosa que se forma entre el
parapeto y la corona de tentaculos. Los acrorhagi son simples, globosos, de coloracion crema
casi blanquecina, y se disponen en dos ciclos alternados con 48 acrorhagi cada uno. El ciclo
externo tiene los acrorhagi endocélicos y mayores (media de 1,1 cm de diametro),
alternandose con el ciclo mas externo de tentaculos. En el otro ciclo, los acrorhagi son
exocélicos y menores (media de 0,75 cm de diametro) y se disponen entre los tentaculos del
ultimo ciclo. En muchos ejemplares el ciclo menor esta ausente, y en algunos casos el nimero
de acrorhagi no es constante, pudiendo faltar en todo un sector del margen. La columna
presenta distintos colores. En algunos ejemplares es color de naranja claro o de crema, con
vesiculas gris plomo o mas oscuras. Otros ejemplares tienen la columna color de naranja
oscuro con vesiculas verde oliva o de aspecto general pardusco. A veces presentan lineas
verticales color de naranja que coinciden con las inserciones mesenteriales. La altura varia in
situ de 3 a 6 cm. El diametro del medio de la columna varia in situ de 2,5 a 4,5 cm. Estas
medidas son muy inconstantes segun la ubicacion de los ejemplares y son diferentes en los

organismos fijados en formol.

Disco oral: liso, de coloracion pardusca, a veces con lineas color de crema o anaranjadas
radialmente dispuestas coincidiendo con las inserciones mesenteriales. Estas lineas empiezan
en el peristoma y siguen en direccion a los tentaculos, delimitando bandas que terminan
sucesivamente en el punto de insercion de cada tentaculo, siguiendo el ordenamiento de los
ciclos. Boca circular, a veces con peristoma un poco elevado, en general con dos sifonoglifos.
En ejemplares distendidos el disco oral tiene, normalmente, diametro mayor que el disco

pedal. Diametro del disco oral varia de 2 a 5 cm in situ.
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Tentaculos: simples, filiformes, lisos y retractiles. En los especimenes hexamericamente
regulares se disponen en S5 ciclos: 6+6+12+24+48=96. No obstante, puede haber
irregularidades en su disposicion y en nimero, que puede ser de 96 a 102. El ciclo mas
externo es exocélico y se alterna con el ciclo mas externo y mayor de los acrorhagi. La
coloracion es uniforme en toda la extension del tentaculo, pudiendo ser pardo claro u oscuro,
siendo a veces color de vino. En ejemplares fijados pueden formarse surcos longitudinales en
los tentaculos. No se encontraron otras estructuras o manchas circulares en los tentaculos de
los ejemplares estudiados. Son practicamente del mismo tamafio en todos los ciclos. Largo de

1,5a2,5cm.

Mesenterios y anatomia interna: La actinofaringe es larga, con numerosos pliegues. Los
sifonoglifos se extienden un poco mas alla de la faringe. El nimero de mesenterios es
constante proximal y distalmente. En especimenes regularmente hexameros hay 48 pares de
mesenterios dispuestos en 4 ciclos (6+6+12+24). Este nimero puede diferir entre 46 y 52
pares. Todos los ciclos estan formados por mesenterios perfectos. Los del cuarto ciclo solo
estan unidos a la faringe en la parte distal de la columna, por debajo del disco oral. Cerca de la
base de la columna todos los mesenterios se unen formando un nodulo basal. Los mesenterios
del tercero, segundo y primer ciclos se desprenden de la faringe a niveles progresivamente
mas inferiores. En todos los ejemplares estudiados se encontraron dos pares de mesenterios

directivos asociados a dos sifonoglifos.

Microanatomia y elementos musculares- El esfinter es circunscripto palmado (Figura 12a),
con forma circular u oval, dispuesto en la cima de la columna. Los musculos circulares de la
columna estan bien desarrollados. En los tentaculos, el ectodermo es espeso, con pliegues y
abundantes cnidocistos (Figura 12b); la mesogloea se introduce en estos pliegues y el
endodermo tiene el espesor mas reducido que la mesogloea. Musculos ectodérmicos
longitudinales presentes. Los musculos retractores de los mesenterios son circunscriptos. Los
musculos parietobasilares estan bien desarrollados y los basilares son visibles a ambos lados
del lugar de la insercion mesenterial en el disco pedal. Entre las fibras de la mesogloea se

observan muchas células intersticiales. La especie no presenta zooxantelas en sus tejidos.
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Gonadas- Gonocoricos, sin dimorfismo sexual. Las gonadas se desarrollan en los
mesenterios de todos los ciclos, excepto en los directivos. En algunos ejemplares las gonadas,
en el cuarto ciclo, pueden estar poco desarrolladas o ausentes. Estas se ubican en el tracto
cnidoglandular entre los musculos retractores y los filamentos mesenteriales. Cuanto mas
joven es el mesenterio, las gonadas aparecen mas distalmente, resultando gonadas de
diferentes longitudes en mesenterios de ciclos distintos. Las gonadas masculinas son
blanquecinas y levemente globosas, las femeninas, cuando estan poco desarrolladas, se

asemejan a las masculinas y con la madurez se tornan grises y mas estiradas.

Cnidoma- Espirocistos, b-rabdoides, p-rabdoides A, p-rabdoides Bla, holotricos. La

distribucion y tallas de los cnidocistos estan presentados en la Tabla V.

Distribucion geogrifica- Hasta el momento se conoce exclusivamente en la Republica
Argentina. Se distribuye en la costa de la provincia de Buenos Aires desde Santa Clara del
Mar hasta Mar del Plata.

Observaciones ecolégicas- Es muy comun en el intermareal y el infralitoral superior de las
costas de la provincia de Buenos Aires, Argentina. Trabajos previos realizados con ejemplares
de esta area (considerando la especie como P. clematis) muestran que B. zamponianum habita
una gran variedad de microambientes desde grietas, donde son de mayor talla, hasta areas
expuestas, con gran densidad poblacional y dispersion agrupada (ACUNA & ZAMPONI,
1995). Se caracteriza por ser polifaga oportunista (ACUNA & ZAMPONI, 1996). Estudios de
su biologia reproductiva muestran que la especie es dioica, con un patron reproductivo del
tipo oviparo-pelagico-planctotréfico (EXCOFFON & ZAMPONI, 1991).

Observaciones sistematicas- ZAMPONI (1977) registré la presencia de Phymactis clematis
en las costas de la provincia de Buenos Aires. El género Phymactis es muy similar
externamente a Bunodosoma. Difieren en el tipo de esfinter y abundancia de los cnidocistos
en los acrorhagi. El primer género tiene el esfinter difuso y escasos cnidocistos del tipo
holotrico en los acrorhagi, donde son mas abundantes los b-rabdoides. El género
Bunodosoma se caracteriza por el esfinter circunscripto y una gran abundancia de los

holotricos en los acrorhagi. Las principales diferencias entre estas dos especies se presentan
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en la Tabla VI. No hay duda de que el registro de P. clematis para la costa bonaerense fue
debido a un error de identificacion, ya que la especie descripta en el presente estudio ocupa
las mismas localidades y nichos que la mencionada por ZAMPONI (op. cit.), siendo la
especie dominante en el intermareal de Mar del Plata. Ademas, en todos los muestreos
realizados en el area, no fue colectado ningun ejemplar que pudiera representar al género
Phymactis. La nueva especie se asemeja mucho externamente a Bunodosoma cangicum,
especie presente en toda la costa brasilefia y también en la costa de Uruguay. No obstante
difiere claramente de ella por el nimero de ciclos de mesenterios, ademas de diferencias en el
cnidoma (Tabla VI). B. zamponianum presenta un numero de 48 pares de mesenterios
distribuidos en 4 ciclos con la formula: (2+4)+6+12+24, mientras que B. cangicum posee el
mismo nimero de mesenterios pero dispuestos en 3 ciclos con la formula: (2+10)+12+24.
Las especies B. granuliferum (Lesueur, 1817) y B. biscayensis (Fischer, 1874) también
poseen 4 ciclos de mesenterios totalizando 48 pares, pero ambas presentan un claro patron de
bandas en la columna que las caracteriza y esta ausente en la nueva especie. Asimismo hay
diferencias en el cnidoma y en la disposicion de las génadas. El analisis genético apoya la
posicion de que B. zamponianum es cogenérica pero no coespecifica con B. cangicum, B.
granuliferum y B. caissarum. DEN HARTOG (1987) propone una enmienda a la diagnosis
del género Bunodosoma. En ella el autor establece que el nimero de ciclos de mesenterios en
el género es de 4 0 5. Asimismo, afirma que el muasculo retractor de los mesenterios es difuso
(DEN HARTOG, 1987:555-556). En el presente trabajo esta nueva diagnosis del género no
fue considerada debido a que no coincide con lo registrado para la nueva especie ni para otras
especies del género presentes en América del Sur. Las especies B. zamponianum, B.
caissarum y B. cangicum presentan los musculos retractores circunscriptos y la ultima especie
tiene solamente 3 ciclos de mesenterios. El cnidoma de la nueva especie es muy similar a las
demas especies del género. El p-rabdoide Bla presente en los filamentos también ha sido
registrado en B. caissarum y B. goanensis Den Hartog & Vennam, 1993 pero, a diferencia de
estas dos especies, en B. zamponianum solo se identifico una clase de talla para dicho

cnidocisto.
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Figura 11. Bunodosorna zamponianum. Aspecto Extemo (Foto Mauricio
Zamponi)
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Figura 12. Bunodosoma zamponianum. A. Corte transversal del esfinter. B.
Corte transversal del fentdculo. ec, ectodermo; m, mesoglea; e,
endodermo.
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Tabla V. Cnidoma de Bunodosoma zamponianum. (), valor minimo-valor maximo: largo X ancho; n,
namero de capsulas medidas; Abund., abundancia; MA, muy abundantes; A, abundantes; M, muchos:
P. pocos: R. raros; * segun la region de la columna eran mayores o menores, pareciendo formar dos
grupos de tallas; ** presentes solamente en aproximadamente la mitad de los ejemplares estudiados:

*** muchos en la mitad de la columna, ausentes o raros en otras regiones: **** aparecen en pocos

preparados.
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Tabla VI. Comparacion de los principales aspectos morfologicos entre Phymactis clematis,
Bunodosoma zamponianum y B. cangicum. (-) no se dispone de informaciones; P, presente; A,
ausente; (a) Fuente: McMurrich, 1904; (b) Fuente: Corréa, 1964; (c)caracteristica del género.

Phymactis Bunodosoma. Bunodosoma.

clemuatis | SAMPORIAnRUm ' jcum (b)
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4.2. DATOS MORFOLOGICOS

4.2.1. ANALISIS DE CADA VARIABLE

Las Tablas VII a X presentan la media, el desvio estandar, la moda y los valores
minimo y maximo de cada variable por localidad y la Tabla XI lo mismo pero considerando
todas las localidades juntas. Sobre la base de estas tablas se construyeron graficos
comparando la media y el rango de variacion de los valores (Figuras 13 a 15) de los caracteres
entre las 4 poblaciones estudiadas. Por la observacion de estos graficos y tablas se puede
evaluar el comportamiento de cada variable. De forma general, la poblacion de Tamandaré
fue la que present6 el mayor rango de variacion en la mayoria de las variables, mostrando los
valores mas altos de desvio estandar. Asimismo, es clara la diferencia en la distribucion de los
valores entre las poblaciones del sudeste del pais (Buzios y Aracruz) y las de Pernambuco
(Tamandaré y Piedade) en lo que se refiere a las variables relacionadas a la talla. En los
graficos del peso himedo, altura de la columna y didmetro del disco oral se observa que las
poblaciones del sudeste presentaron un menor rango de variacion con valores similares a los
mas bajos de las poblaciones de Pernambuco para los dos primeros caracteres, lo que resulto
en medias mas bajas y un menor desvio estandar en estas poblaciones. Los valores del
didametro del disco oral tuvieron un rango de variacion menor pero dentro de los valores
intermedios de las poblaciones de Tamandaré y Piedade. El diametro del disco pedal mostré
medias y desvios similares en las 4 poblaciones. Las variables que trataron del numero de
vesiculas (numero de filas de vesiculas, nimero de vesiculas por fila y numero total)
mostraron un patron similar de distribucion de los valores. En lo que se refiere a los
acrorhagi, la poblacion de Aracruz tuvo el menor rango de variacion tanto en el nimero
cuanto en el didmetro de los mismos. Esta poblacion también fue la mas estable en el nimero
de mesenterios y de sifonoglifos, con valores de desvio estandar muy bajos. El ancho del
esfinter tuvo la media y la dispersion de los valores similares en todas las poblaciones; y el
largo del mismo tuvo un rango mas amplio en las poblaciones de Piedade y Tamandaré. El
estudio de la talla de los cnidocistos mostrd gran estabilidad en los valores del ancho de los
cnidocistos, con desvios iguales o projimos a zero. Por esta razon, los analisis se realizaron

solo com las medidas del largo de estas estructuras. En las Tablas XII a XV se presentan las
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medias, desvios, valores minimos y maximos de cada tipo de cnidocisto analizado en las
cuatro localidades.

Para algunos caracteres de gran valor diagnostico como nimero de tentaculos, de
mesenterios, de acrorhagi y de sifonoglifos, la media y la moda no fueron siempre similares
(Tablas VII a X). Aunque la media sirva para la comparacion entre las poblaciones, la misma
no sirve para caracterizar sistematicamente la especie, ya que fluctia debido a los valores
minimos y maximos de los caracteres. Por otro lado, la moda, por ser el valor mas encontrado
en la poblacion, sirve de forma ideal para caracterizar a la especie. Por esta razon, para los
caracteres ya mencionados, se presentan graficos de barras de los porcentajes de ocurrencia
de los valores en las poblaciones, siendo el sector mayor el que representa la moda (Figuras
16 a 19). Como se puede observar en los graficos, el nimero de mesenterios y de sifonoglifos
mostro la misma moda en todas las poblaciones coincidiendo con los valores que caracterizan
a la especie B. cangicum (numero de mesenterios= 96; numero de sifonoglifos = 2). Para el
numero de tentaculos y de acrorhagi, 1a moda no coincidi6 en todas las poblaciones, pero la
moda total (Figura 20) también fue igual a los valores citados en la descripcion de la especie
(nimero de tentaculos= 96, nimero de acrorhagi por ciclo= 48).

La frecuencia de los diferentes estados sexuales en las poblaciones se muestra en la
Tabla XVI y esta representada en un grafico en la Figura 21. Todos los ejemplares de Aracruz
resultaron estériles.

Los estudios de correlacion revelaron que el largo y el ancho del esfinter estan
positivamente relacionados (r= 0,75), pero que son independientes de otros caracteres como
los relacionados con la talla del organismo. Las elevadas correlaciones presentadas por el
numero de filas de vesiculas y vesiculas por fila con el numero total (= 0,79 y = 0,66,
respectivamente) no deben ser consideradas, pués el nimero total es dependiente de las otras
dos variables. El peso himedo mostr6 los mayores valores de correlacion con el diametro del
margen (= 0,73) y con la altura de la columna (= 0,69). Ya el diametro del disco pedal
presenté la mejor correlacion con el peso humedo (= 0,57), pero el mismo no fue
suficientemente alto para indicar una correlacion significativa entre los dos caracteres. El sexo

no se mostrd correlacionado con ningln otro caracter.
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Tabla VII- Bunodosoma cangicum- Tamandaré- PE. Media, Moda, Desvio estandar, valor minimo y

valor méximo de los caracteres morfoldgicos analizados. N= Numero de ejemplares
analizados.
FILAS | VESICULA | NTOTAL | NTENTA | NACRO | DIAACRO | NMESEN
N 30 30 30 29 2 30 29
Media 80,20 3800 | 301667 84,14 “1.21 627 88,21
Moda 928 32 2176 96 48 5 €6
Desvio 23,32 822 | 107523 297 10,12 203 20,10
Minimo 32 2 1400 50 12 3 56
Médimo 140 68 6720 192 53 1,3 162
a Existen varias modas. Se presenta el menor valor.
LARGESFI | ANESF1 | NSIFONO | PESOHU | ALTURA | DIAMARG | DIAMBASE
N 29 20 27 30 30 30 o)
Media 1,069 ,638 1,98 7,8930 2,280 1,873 1,727
Moda 1,0 7 2 6,58 2,2 1,5 1.1
Desvio ,258 ,190 4 4,8080 629 581 ,5€6
Minimo 5 3 1 1,71 1.2 9 10
M&imo 1,6 1,0 3 22,18 35 3.2 30
a. Existen varias modas. Se presenta el menor valor.

Tabla VIlI- Bunodosoma cangicum- Piedade- PE. Media, Moda, Desvio estindar, valor minimo y
valor maximo de los caracteres morfoldgicos estudiados. N= Numero de ejemplares analizados.

FILAS | VESICULA | NTOTAL | NTENTA | NACRO | DIAACRO | NMESEN
N M4 M4 34 34 31 AN 3
Media 86,59 40,12 3510,94 93,65 45,00 ,855 96,91
Moda 76 36 2736 94 48 8 €6
Desvio 16,40 8,68 1188,98 11,74 8,33 275 8,66
Minimo 62 26 1984 58 16 5 58
Médimo 140 66 7168 114 55 1.7 112
a. Exjsten varias modas. Se presenta el menor valor.
LARGESFI | ANESF! | NSIFONO | PESOHU | ALTURA | DIAMARG | DIAMBAS.E
N 34 M K7 Y k? ) M 4
Media 1,091 ,679 1,91 10,0724 2,608 1,897 1,912
Moda 92 5 2 2,08° 23 20 15
Desvio 319 A72 29 5,8348 ,669 620 588
Minimo 5 5 1 2,08 17 8 1.0
Maimo 2,0 1,0 2 26,26 4,2 35 35

a BExisten varias modas.

Se presenta el menor valor.




RESULTADOS

Tabla [X- Bunodosoma cangicum- Buzios- RJ. Media, Moda, Desvio estindar, valor minimo y valor
maximo de los caracteres morfologicos estudiados. N= Niamero de ejemplares analizados.

FILAS | VESICULA | NTOTAL | NTENTA | NACRO | DIAACRO | NMESEN
N 12 12 12 12 9 9 12
Media 84,50 32,83 278567 79,67 38,56 1,211 91,33
Moda 84 32 2048° 92 K} 14 g6
Desvio 9,19 3,88 514,84 13,32 7,02 411 982
Minimo 64 26 2048 54 24 7 €4
Médimo 98 40 3528 92 48 2,0 96
a. Existen varias modas. Se presenta el menor valor.
LARGESF1 | ANESFI | NSIFONO | PESOHU | ALTURA | DIAMARG | DIAMBASE
11 1 12 12 12 12 12
Media 1,282 818 2,00 5,1592 1,992 1,358 1,9C8
Moda 12 R: 2 2 2,07 1,58 1,10 &
Desvio 227 172 A3 2,2358 45 323 ,623
Minimo 9 5 1 2,07 15 9 8
Madimo 1,6 1.0 3 8,33 25 1,8 27

8. Existen varias modas. Se presenta el menor valor.

Tabla X- Bunodosoma cangicum- Aracruz- ES. Media, Moda, Desvio estindar, valor minimo y valor

méximo de los caracteres morfolégicos estudiados. N= Nimero de ejemplares analizados.

FILAS VESICULA | NTOTAL | NTENTA | NACRO | DIAACRO | NMESEN
N 7 7 7 7 7 7 7
Media 83,14 3857 [ 318314 | 9029 [ 4486 657 96,57
Moda 94 42 3948 96 48 N 6
Desvio 16,73 341 656,38 571 5,27 | 7,8688E-02 1,61
Minimo 56 3 2352 82 M 5 86
Madmo 84 42 3948 96 48 7 100
LARGESFI | ANESFI | NSIFONO | PESOHU | ALTURA | DIAMARG | DIAMBASE
N 7 7 71 7] 7 7 7
Media 1,086 800 200 | 33343 1.719 1,757 1671
Moda -y 6 2 09 15 1,30 18
Desvio 195 283 00| 21898 404 382 624
Minimo 8 5 2 99 11 13 7
Méodmo 1,4 13 2 6,88 22 23 25

a Existen varias modas. Se presenta el menor valor.
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Tabla XI- Bunodosoma cangicum- Todas las poblaciones. Media, Moda, Desvio estandar, valor
minimo y valor maximo de los caracteres morfologicos estudiados. N= Numero de ejemplares

analizados.
FILAS | VESICULA | NTOTAL | NTENTA | NACRO | DIAACRO | NMESEN
N 83 83 83 82 77 77 g1
Media 83,69 38,17 3200,63 9149 42,22 790 98,52
Moda 762 36 2176® 96 48 5 g6
Desvio 18,45 7,93 1059,43 17,04 10,09 314 13,79
Minimo 32 26 1400 50 0 3 56
Ma&ximo 140 68 7168 192 55 2,0 192
& Existen varias modas. Se presenta el menor valor.
LARGESFI | ANESFI | NSIFONO | PESOHU | ALTURA | DIAMARG | DIAMBASE
N 81 81 80 83 83 a3 83
Media 1,109 ,694 1,95 8,0060 2,324 1,799 1,824
Moda 1,0 7 2 1,718 23 1,72 15
Desvio ,282 197 35 5,2652 ,655 578 574
Minimo 5 3 1 ,99 11 8 7
Maximo 2,0 13 3 26,26 4,2 35 35
a. Existen varias modas. Se presenta el menor valor.
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Figura 13- Bunodosoma cangicum. Media y rango de variacion en las poblaciones. A- Namero de filas
de vesiculas; B- Numero de vesiculas por fila.
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Figura 14- Bunodosoma cangicum. Media y rango de variacion en las poblaciones A- Numero total de
vesiculas; B- Numero de tentaculos; C- Numero de acrorhagi; D- Diametro de los acrorhagi; E-

Nimero de mesenterios; F- Largo del esfinter.
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Figura [5- Bunodosoma cangicum. Media y rango de varnacion en las poblaciones. A- Ancho del
esfinter; B- Nimero de sifonoglifos; C- Peso himedo, D- Altura de la columna; E- didmetro del
margen; F- Diametro de la base.
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valor valor desvio
N minimo maximo media estandar
b-rabdoide (T) 120 14,0 21,0 18,307 1,328
espirocisto (T) 120 110 25,0 18,294 3,100
b-rabdoide (F) 120 11,0 253 16,018 4,344
holotrico (A) 120 320 51,7 42,550 3,753

Tabla X1I- Bunodosoma cangicum- Tamandar¢- PE. Mcdia, Dcsvio cstandar, valor minimo y valor
maximo de los tipos dc cnidocistos analizados. N= Namero dc cjemplares analizados; T, tentaculo; F,
faringe: A, acrorhagus.

valor valor desvio
N minimo maximo media estandar
b-rabdoide (T) 120 14,0 20,0 18,410 1,250
espirocisto (T) 120 110 231 17,362 3,029
b-rabdoide (F) 120 110 253 18,300 4,096
holotrico (A) 120 374 49 8 42,661 3,445

Tabla XIlI- Bunodosoma cangicum- Picdade- PE. Mecdia, Dcsvio cstandar, valor minimo y valor
maximo de los tipos de cnidocistos analizados. N= Numero de ¢jemplares analizados; T, tentaculo; F,
faringc; A, acrorhagus.

valor valor desvio
N minimo maximo media estandar
b-rabdoide (T) 70 18,0 30,0 23,366 2,061
espirocisto (T) 70 144 324 22,094 3.998
b-rabdoide (F) 69 19,2 336 27,252 3,705
holotrico (A) 70 336 58,8 46,297 5,645

Tabla XIV- Bunodosoma cangicum- Aracruz- ES. Mcdia, Dcsvio cstandar, valor minimo vy valor
maximo de los tipos dc cnidocistos analizados. N= Numero de cjemplares analizados; T, tentaculo; F,
faringc; A, acrorhagus.

valor valor desvio
N minimo maximo media estandar
b-rabdoide (T) 120 20,4 341 24,164 2,451
espirocisto (T) 120 144 31,2 23,300 3.321
b-rabdoide (F) 120 28 39,6 30,253 3,029
holotrico (A) 120 420 65,4 52,615 4123

Tabla XV- Bunodosoma cangicum- Buzios- RJ. Mecdia, Desvio estandar, valor minimo y valor
maximo dc los tipos de cnidocistos analizados. N= Numcro de ejemplares analizados; T, tentaculo; F,
faringc; A, acrorhagus.
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Figura 16. Bunodosoma cangicum- Tamandaré-PE. Porcentaje de frecuencia de los valores. El mayor
porcentaje corresponde a la moda. A- Numero de tentaculos; B- Numero de acrorhagi; C- Numero de
mesenterios; D- Numero de sifonoglifos.
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Figura 17. Bunodosoma cangicum- Piedade-PE. Porcentaje de frecuencia de los valores. El mayor
porcentaje corresponde a la moda. A- Numero de tentaculos; B- Numero de acrorhagi; C- Numero de
mesenterios; D- Numero de sifonoglifos.
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Figura 18. Bunodosoma cangicum- Buzios-RJ. Porcentaje de frecuencia de los valores. El mayor
porcentaje corresponde a la moda. A- Numero de tentaculos; B- Numero de acrorhagi; C- Numero de
mesenterios; D- Numero de sifonoglifos
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Figura 19. Bunodosoma cangicum- Aracruz-ES. Porcentaje de frecuencia de los valores. El mayor
porcentaje corresponde a la moda. A- Numero de tentaculos; B- Numero de acrorhagi; C- Numero de
mesenterios. El nimero de sifonoglifos fue constante ¢ igual a 2 por lo que no se lo representa.
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Figura 20. Bunodosoma cangicum. Porcentaje total de frecuencia de los valores en todas las
localidades. El mayor porcentaje corresponde a la moda. A- Numero de tentaculos; B- Numero de
acrorhagi; C- Numero de mesenterios; D- Numero de sifonoglifos.
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Figura 21. Bunodosoma cangicum. Porcentaje de los estados sexuales en las 4 localidades.

GOMES, P.B. Estudio de la vicariancia en algunas especies de anémonas de mar...

77




RESULTADOS

Tabla XVI. Bunodosoma cangicum. Porcentaje de los estados sexualcs en las localidadcs.

LOCALIDAD
Tamanda
ré Piedade Aracruz Buazios Total
Estado  Esten % en el estado 45,0% 15.0% 35,0% 50% | 100,0%
sexual sexual
% enla
localidad 30,0% 8,8% 100,0% 8,3% 24,1%
Femenino % en el estado o
sexual 26,9% 61,5% 11.5% 100,0%
%enla
localidad 23,3% 47.1% 25,0% 31,3%
Masculino % en el estado o
sexual 39.3% 42,9% 17.9% 100,0%
% en la
localidad 36,7% 35,3% 41,7% 33,7%
Inmaduro % en el estado
sexual 33,3% 33,3% 33.3% 100,0%
% enla
localidad 10,0% 8,8% 25,0% 10,8%
Total % en el estado
sexual 36.1% 41,0% 8,4% 14,5% 100,0%
% en la
localidad 100,0% 100,0% 100,0% 100,0% 100,0%

4.2.2. COMPARACION ENTRE LAS POBLACIONES

Los resultados del test de Kruskal-Wallis revelaron que siete de los 14 caracteres
estudiados rechazaron la hipotesis nula (p< 0,05) de poseer la misma media para todas las
localidades (Tabla XVII). Estas variables menos estables fueron: numero de vesiculas,
numero de tentaculos, nimero de acrorhagi, diametro de los acrorhagi, peso himedo, altura
de la columna y diametro del margen. Los resultados de los analisis de las poblaciones (Tabla
XVIID) y la observacion de los graficos de las figuras 22 y 23, muestran que para casi todas
las variables cuyas medias no fueron iguales en todas las localidades, la poblacion de Buzios
fue la que present6 las medias mas diferentes de las demas. Solamente para el peso humedo y
el diametro del disco oral las diferencias se observan en la poblacién de Buzios y también en
la de Aracruz. La media del largo de los cnidocistos en las localidades no presentd

diferencias significativas para ningun de los tipos de estas estructura (p<0,05).
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Tabla XVII- Bunodosoma cangicum. Resultado del test de Kruskal-Wallis de comparacion de las
medias entre las localidades. Los valores de p<0,05 indican los caracteres que no
presentaron la misma media en las cuatro localidades.

CARACTER

Tabla XVIII- Bunodosoma cangicum. Resultado del test para comparacion dos a dos entre las medias
de las poblaciones para las variables que presentaron diferencias entre las localidades.
Nivel de significancia 0,05. T, Tamandaré; P, Piedade; B, Buzios; A, Aracruz: S,
diferencia significativa; NS, diferencia no significativa,
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Figura 22. Bunodosoma cangicum. Comparacion de las medias entre las localidades para las variables
que presentaron diferencias significativas (Ver Tablas XIII y XIV). A- Namero de vesiculas; B-
Numero de tentaculos; C- Numero de acrorhagi; D- Diametro de los acrorhagi.
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Figura 23. Bunodosoma cangicum. Comparacion de las medias entre las localidades para las variables
que presentaron diferencias significativas (Ver Tablas XIII y XIV). A- Peso humedo; B- Altura de la
columna; C- Diametro del margen.
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4.3. DATOS GENETICOS
4.3.1. ANALISIS D LOS DATOS

Las frecuencias alélicas y tamafios muestrales para todos los /oci estudiados en cada
poblacion de Bunodosoma spp. estan presentadas en la Tabla XIX. Las estimaciones de la
identidad génica, 1, y la distancia génica, D (NEI, 1978) para todas las comparaciones de
pares posibles entre las seis poblaciones estan representadas en las Tabla XX. De las tablas
mencionadas es posible observar que las dos poblaciones de !a especie B. zamponianum son
genéticamente muy similares, con un elevado valor de identidad génica (I= 0,986). De la
misma forma, las poblaciones de B. cangicum de Buzios y Tamandaré presentaron valor de I
igual a 0,920. Por el contrario la identidad génica entre las poblaciones de B. zamponianum y
B. cangicum fue baja (I= 0,650 a 0,668), indicando que realmente se tratan de especies
diferentes de un mismo género, ya que la identidad génica observada entre poblaciones
intraespecificas es mayor que 0,800 en el 99% de las veces (THORPE, 1982; THORPE &
SOLE-CAVA, 1994). Por otro lado la especie B. granuliferum presenta los menores valores
de I cuando se compara a cualquiera de las otras especies (1= 0,184 a 0,246). El dendrograma
UPGMA construido sobre la base de las identidades génicas (Figura 24) mostro la presencia
de cuatro especies diferentes, juntando las poblaciones argentinas en un mismo grupo y las de
B. cangicum en otro.

Para todos los /oci analizados, las frecuencias genotipicas estuvieron de acuerdo con
los valores esperados considerando el equilibrio de Hardy-Weinberg. 1.os niveles de
heterocigosidad fueron muy elevados para todas las poblaciones (H varidé de 0,206 a 0,340).
Los valores mas altos fueron encontrados en B. zamponianum y el mas bajo en B. caissarum
(Tabla XXI). El locus de SOD fue monomérfico para todas las poblaciones estudiadas. Hecho
similar ocurre en MDH-1 donde todas las poblaciones presentaron un unico alelo siendo el
mismo para todas excepto para B. caissarum. Esta ultima especie presentd nueve de los 22
loci (41%) monomorficos (Tabla XX1).



RESULTADOS

Tabla XIX. Bunodosoma spp. Frecuencias alélicas y tamaifios muestrales (N) para los 22 /loci

estudiados en las poblaciones. BzPC, B. zamponianum, Punta Cantera; BcTA, B. cangicum,

Tamandaré; BcBU, B. cangicum, Buzios; BzSC, B. zamponianum, Santa Clara del Mar; BgCU, B.

granuliferum, Curagao; BcaBU, B. caissarum, Buzios.

Locus
ACP
(N) 18
A 0,056
B 0,889
¢ 0,056
D 0
AK-2
(N) 9
A 0,278
B 0
C 0,611
D 0,111
E 0
F 0
CAT
(N) 18
A 0,500
B 0,306
[5: 0,194
D 0
E 0
EST
(N) 18
A 0
B 0,333
C 0,583
D 0,083
GDH
(N) 18
A 0,028
B 0,722
C 0,250
D 0
E 0
GOT
(N) 18
A 0,124
B 0,722
c 0
D 0,083
E 0

POBLACIONES

BeTA

14
0,036
0,929
0,036

10
0,200

0,200
0, 600

14

0,357
0,643

13
0,077
0,077
0,731
0,115

14

1,000

13
0,615

0,385

BeBU

13
0,038
0,962
0,000

16
0,094

0,563
0,344

16

0,219
0,781

13
0,192

0,654
0,154

16

0,969
0,031

14
0,536

0,464

BzSC

18
0,056
0,944

15
0,400

0,500
0,100

15
0,167
0,600
0,233

17
0,029
0,412
0,529
0,029

18
0,083
0,806
0,111

18
0,083
0,806

0,111

BgCU

14
0,179
0,357
0,393
0,071

15

0,033

0,967

BeaBU
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Tabla XIX. (continuacion).

Locus
HK
(N) 18
A 0,639
B 0,361
€ 0
D 0
E 0
IDH-1
(N) 7
A 0
B 1,000
C 0
D 0
IDH-2
(N) 15
A 0
B 0,067
(6 0,633
D 0,267
E 0,033
MDH-1
(N) 18
A 1,000
B 0
MDH-2
(N) 16
A 0
B 0
C 0,469
D 0
E 0,531
F 0
G 0
ME-1
(N) 15
A 0
B 1,000
c 0
ME-2
(N) 18
A 0,917
B 0
c 0,083
D 0

POBLACIONES

BeTA

14
0,286
0,571
0,143

10
0,150
0,850

14
0,179

0,571
0,250

14
1,000

14
0,107
0,036

0,321
0,536

14

1,000

14
0,929

0,071

BeBU

13
0,154
0,577
0,269

0,833
0,167

11

0,864
0,136

BzSC BgCU

16
0,281
0,531
0,188

10
0,150
0,850

15

0,767
0,233

18
1,000

17
0,029
0,971

17
0,971

0,029

16
0

0,063
0,688
0,250

16
1,000

16
0,594
0,406

o0 oo

BcaBU

4
0
0,500
0,500

o+ WO

1,000

0,571

0,357
0,071
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Tabla XIX. (continuacion).

POBLACIONES

Locus BzPC BeTA BeBl

MPI

(N) 15 11 14 11 14 6

A 0,067 0,045 0 0,045 0 0

B 0,633 0,455 0,607 0,636 0 0

c 0,300 0,500 0,393 0,318 0,464 0,750

D 0 0 0 0 0,536 0,250
ODH

(N) 13 11 14 13 9 5

A 0 0 0 0,154 0 0,200

B 0 0,955 0,929 0 0 0

c 0 0,045 0,071 0 0,278 0

D 0 0 0 0 0,722 0

E 1,000 0 0 0,846 0 0,800
PEP-1

(N) 13 9 11 7 16 4

A 0,115 0,222 0,273 0,143 0 0

B 0,731 0,444 0,682 0,571 0 0,375

c 0 0 0 0 0,031 0,250

D 0,154 0,333 0,045 0,286 0 0,375

E 0 0 0 0 0,813 0

F 0 0 0 0 0,156 0
PEP-2

(N) 18 14 15 10 16 6

A 0 0 0 0 0 0

B 0,194 0,107 0,167 0,300 0,219 0

c 0,806 0,821 0,700 0,650 0,563 0,750

D 0 0,071 0,133 0, 050 0,188 0,250

E 0 0 0 0 0,031 0
PGD

(N) 18 14 16 18 16 7

A 0 0 0 0 0,281 0

B 0 0,143 0,375 0 0,688 0

c 0,167 0,786 0,594 0,056 0,031 0,786

D 0 0,071 0,031 0 0 0,214

E 0,833 0 0 0,944 0 0
PGI-1

(N) 18 14 16 18 16 7

A 0 0,036 0 0,139 0,438 0

B 0 0 0 0 0,281 0

c 1,000 0 0 0,861 0,281 0

D 0 0,964 1,000 0 0 0,929

E 0 0 0 0 0 0,071
PGI-2

(N) 18 14 16 17 16 5

A 0 0 0 0 0,375 0

B 0 0 0 0 0,625 1,000

c 0,083 0 0 0,206 0 0

D 0 0,929 1,000 0 0 0

E 0,861 0,071 0 0,794 0 0

F 0,056 0 0 0 0 0
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Tabla XIX. (continuacion).

Locus BzPC

POBLACIONES

PGM
(N)

MmO WY

BeTA BeBU BzSC  BgCU  BceaBU
18 14 14 18 16 7
0 0 0 0 0 1,000
0,111 0,107 0,071 0,139 0 0
0,444 0,500 0,679 0,444 0,125 0
0,444 0,393 0,250 0,417 0 0
0 0 0 0 0,813 0
0 0 0 0 0,063 0
8 3 5 6 16 4
1,000 0 0 1,000 0 0
0 0 1,000 0 0 1,000
0 1,000 0 0 1,000 0

Tabla XX. Bunodosoma spp. Identidad génica, I (sobre la diagonal) y distancia génica, D (sob la
diagonal) (NEI, 1978). BzPC, B. zamponianum, Punta Cantera; B¢cTA, B. cangicum, Tamandaré;
BcBU, B. cangicum, Buzios; BzSC, B. zamponianum, Santa Clara del Mar; BgCU, B. granuliferum.
Curagao; BcaBU, B. caissarum, Buzios.

Poblacion

BcTA
BcBU
BzSC
BgCU

BcaBU

BzPC

0,431

0,434

0,014

1,691

1,299

% %k ko k

0,083

0,403

1,401

1,040

BeBU

0,920
* %k k kK
0,409
1,637

0,900

0, 668

0,665

% % % % %

1,644

1,286

0,246
0,195
0,193

* ok ok ok ok

1,419

BcaBu

0,353

0,407

0,276

0,242

* Kk k ok
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Figura 24. Bunodosoma spp. Dendrograma UPGMA construido sobre la base de las Identidades
génicas, I (NEL, 1978) entre las poblaciones. BzPC, B. zamponianum, Punta Cantera; BcTA, B.
cangicum, Tamandaré; BcBU, B. cangicum, Buzios; BzSC, B. zamponianum, Santa Clara del Mar;
BeCU, B. granuliferum, Curagao; BcaBU, B. caissarum, Buzios.

Tabla XXI. Bunodosoma spp. Variabilidad genética de los 22 Jloci en las poblaciones estudiadas.
*desvio estandar entre paréntesis. BzPC, B. zamponianum, Punta Cantera; BcTA, B. cangicum,
Tamandaré; BcBU, B. cangicum, Buzios; BzSC, B. zamponianum, Santa Clara del Mar; BgCU, B.
granuliferum, Curagao; BcaBU, B. caissarum, Buzios.

Poblacion Porcentaje Heterocigosidad media*

de loci

polimorficos observada esperada

BzPC 72,7 0,340 0,317
(0,063) (0, 050)

BcTA 81,8 0,277 0,328
(0,044) (0,053)

BcBU 72,7 0,288 0,297
(0,057) (0,052)

BzSC 90,9 0,319 0,343
(0,053) (0,046)

BgCU 63,6 0,268 0,277
(0,054) (0, 055)

BcaBU 59,1 0,206 0,252
(0,055) (0, 053)
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5. DISCUSION

Las poblaciones de Bunodosoma cangicum de Pernambuco se caracterizaron por
poseer una mayor amplitud en el rango de los valores de casi todos los caracteres estudiados.
Esto podria atribuirse al menor nimero de ejemplares analizados en las poblaciones de Buzios
y Aracruz (12 y 7, respectivamente). No obstante, estas dos poblaciones, pese a ser
numéricamente una casi el doble de la otra, no presentaron diferencias aparentes entre si para
la mayoria de los caracteres. Por esta razon, a simple vista, pareceria ser que las poblaciones
de Pernambuco tienen un patron general diferente de las demas.

En la gran mayoria de los caracteres la moda difiri6 de la media. Como ya fue
explicado anteriormente, una especie se caracteriza sistematicamente por los valores mas
comunes encontrados , aunque los valores que caracterizan cada poblacion de aquella especie
sean variables. El calculo de la moda de los principales caracteres sistematicos de B.
cangicum mostro que el namero de mesenterios y de sifonoglifos tuvieron la misma moda en
las cuatro poblaciones, con valor igual al que caracteriza a la especie. El namero de tentaculos
mostroé una moda diferente de las demas en Piedade y Buzios; y lo mismo ocurrié con el
numero de acrorhagi en Buzios. Sin embargo, la moda calculada utilizando todas las
poblaciones se mostro igual a los valores presentes en la descripcion original de la especie.

De las variables que expresan la talla del animal, el diametro de la base fue la unica
que tuvo las medias estadisticamente iguales en las cuatro poblaciones, demostrando ser una
variable mas estable ya que no presenta variaciones poblacionales. El peso himedo present6
las mejores correlaciones con otras variables estimadoras del tamafio de los organismos.
Existe una gran discusion sobre cual es el parametro mas apropriado para estimar la talla de
las anémonas. El peso seco era considerado ideal pero resultaba muy complicada su
aplicacion, ademas de presentar la desventaja de que el especimen resulta destruido.
WILLIAMS (1996) demostré la relacion positiva del peso seco con el diametro del disco
pedal medido in vivo en Urticina eques (Gosse). Ademas, este autor comprobd que esta
medida permanecia casi constante pese a variaciones ocurridas en el tamafio de otras partes
del animal. Debido a dicha estabilidad, el diametro del disco pedal in vivo fue utilizado en
muchos estudios; sin embargo, algunos trabajos registraron diferencias en la talla de
anémonas basandose en esta medida (BRACE & QUICKE, 1986; MULLER-PARKER, 1987;
ACUNA & ZAMPONI, 1995; GOMES et al., 1998).
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DISCUSION

Las anémonas tienen la capacidad de modificar la forma de su cuerpo segun las
condiciones ambientales. Es comun que las especies ubicadas en la zona intermareal asuman
la forma de domo, o extiendan su columna para dirigir el disco oral hacia alguna fuente de
agua remanente. Todos estos comportamientos constituyen estrategias contra la desecacion y
las adversidades del ambiente intertidal (DAYTON, 1971; STOTZ, 1979; CORREA, 1964;
DUBE, 1974; GOMES e al., 1998). Es posible que el diametro del disco pedal varie segun
las caracteristicas del substrato o que un determinado organismo expuesto a la accion de las
olas necesite distender su base ampliando asi su superficie de fijacion para evitar su
desprendimiento. Estas observaciones muestran que las medidas tomadas in sifu son muy
posibles de sufrir variaciones. Ademas no fue aun verificada la existencia de una relacion
positiva del diametro del disco basal /n vivo con otras medidas como la altura de la columna o
el diametro del margen. Por otro lado, TSUCHIDA & POTTS (1994) demostraron que el peso
seco esta significativamente relacionado con el peso himedo, siendo este ultimo de utilizacion
mas practica, ademas de no necesitar la destruccion del animal. De esta forma, estos autores
sugieren que este parametro es el mas apropriado para medir los cambios en el tamafio del
cuerpo de las anémonas. En coincidencia con esto, como se mencioné anteriormente , el peso
humedo fue el caracter que, en el presente trabajo, mostré las mejores correlaciones positivas
con todos las otras variables relacionadas con la talla de los animales. El diametro del disco
pedal, medido después de la fijacion, presentd el valor mas alto de correlacion con el peso
humedo, pero este resultado no fue estadisticamente significativo. WILLIAMS (1996) afirmo
que el diametro del disco basal en especimenes preservados, previamente anestesiados, podria
también ser utilizado en la estimacion del tamafio de las anémonas, sin embargo el presente
estudio muestra que este parametro no es representativo de las otras medidas de la talla de
estos organismos. Quizas la estabilidad de esta medida, que presentd medias iguales en todas
las poblaciones, se haya debido a la anestesia previa a la fijacion, la que, de alguna forma,
disminuy¢ las posibles diferencias entre los valores.

En conclusion, teniendo en cuenta los datos obtenidos en el presente estudio, el peso
humedo seria el parametro mas representativo del tamafio de la anémona. Esto coincide con
la opinion de CHINTIROGLOU & SIMSIRIDOU (1997).

El numero de vesiculas parecié tener un patrén de distribucion de los valores, en las
cuatro poblaciones, similar al de las variables relacionadas a la talla, pero no se relacioné de

forma significativa con los demas factores.
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DISCUSION

Las medidas del largo y ancho del esfinter se encontraron relacionadas entre si y
presentaron medias similares en todas las poblaciones. Esto indica que se trata de caracteres
muy estables siendo poco afectados por las condiciones ambientales. Ademas se mostraron
independientes de todos los demas caracteres, incluyendo la talla del individuo. Como el
material fue siempre anestesiado antes de la fijacion, es probable que las medidas de los
esfinteres no se vieran demasiado afectadas por el estado de contraccion de los ejemplares.
Diversos trabajos estudiaron el esfinter de B. zamponianum (considerada P. clematis) y
encontraron diferencias morfologicas y fisiologicas segin la ubicacion del animal en lugares
mas expuestos o mas protegidos, ademas de mostrar formas de transicion en areas
parcialmente protegidas (PATRONELLI et al., 1987). Estos autores muestran que las
condiciones ambientales, en especial el impacto de las olas o la desecacion, exigen un mayor
desarrollo muscular para garantizar un mayor poder de contraccion al animal. Esto ocasiona
cambios morfologicos, en lo que se refiere a la ramificacion y al espesor del eje mesogleal, y
cambios fisiologicos en la velocidad de respuesta de contraccion, pero parece no influir en la
talla.

La talla de los cnidocistos tuvo medias estadisticamente iguales en las poblaciones,
resultado que difiere de otros estudios en que estas estructuras presentaron variacion clinal o
diferencias en su talla asociada a la presencia de razas ecologicas (ZAMPONI & ACUNA,
1991; ACUNA & ZAMPONI, 1997)

El namero de tentaculos, el. diametro de los acrorhagi y el nimero de acrorhagi no
presentaron la misma media en todas las poblaciones. Para los dos primeros caracteres la
poblacion de Buzios mostro las mayores diferencias, con la media del numero de tentaculos
inferior a las demas, y la media del diametro de los acrorhagi mayor. En la poblacion de
Tamandaré, hubo una gran amplitud de variacion en el nimero de tentaculos, asi como en el
numero de mesenterios. Esto se debi6 al registro de un unico ejemplar con 196 tentaculos e
igual nimero de mesenterios. Si este individuo fuera eliminado de las muestras, el rango de
variacion de los valores de estos caracteres seria similar a los encontrados en Piedade. Por
otro lado, el nimero de acrorhagi, que también se mostro variable entre las poblaciones, tuvo
medias diferentes en todas las localidades y, en general, se registraron grandes desvios,
principalmente en las poblaciones de Pernambuco. En realidad, aunque los acrorhagi son
comunmente utilizados en las diagnosis de las especies, es sabido que, por tratarse de

estructuras defensivas que se encuentran en el margen de la columna, su presencia y
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DISCUSION

caracteristicas parecen depender de algunos factores ambientales. UCHIDA (1940) observo, en
acuario, que la especie Anthopleura xanthogrammica (Brandt, 1835) presentaba acrorhagi de
mayor tamafio que los de los ejemplares hallados en su estado natural. HAND (1955) y
UCHIDA & MURAMATSU (1958) encontraron acrorhagi solamente en los individuos mas
longevos de Anthopleura elegantissima. También CORREA (1964) observo que estas
estructuras pueden estar presentes o ausentes en adultos de Anthopleura cascaia Corréa en Dube,
1977. Un fendmeno similar ocurre con otra estructura que también tiene funcion defensiva, los
llamados “catch tentacles”, cuya presencia parece estar relacionada con el medio externo
(HAND, 1955; RIEMANN ZURNECK, 1969).

De esta forma, se puede constatar que de los 14 caracteres estudiados, siete no
presentaron la misma media en las cuatro localidades y, para estos, la poblacion de Buzios se
mostro la mas diferente de las demads, indicando la presencia de posibles ecotipos 0 razas
ecologicas entre estas localidades.

Las playas de Tamandaré y Piedade tienen el mismo tipo de substrato y condiciones
ambientales similares. La principal diferencia entre ellas es que la ultima sufre fuerte accion
antropica pero, considerando los caracteres estudiados, esto pareciera no haber causado ninguna
diferencia significativa entre las poblaciones. En Aracruz las condiciones ambientales no son
muy diferentes de las playas pernambucanas. El substrato también esta compuesto de arrecifes
formados por la cementacion de arena y componentes biogénicos y, en esta localidad, con alto
contenido de hierro (arrecifes ferruginosos). La temperatura del agua es un poco menor que en
Pernambuco (20 a 28°C en Espirito Santo y de 22 a 30°C en Pernambuco). Pese a esto, los
ejemplares de las dos localidades parecen formar parte de una misma poblacion sin grandes
diferencias morfologicas, salvo en lo que se refiere a valores mas bajos del peso humedo de los
individuos y menor dispersion en los demas caracteres. Por otro lado, la playa de Tartaruga en
Buzios representa el ambiente que difiere en mayor grado de las otras localidades, debido al
substrato rocoso. Esta playa esta ubicada en la costa noroeste de la peninsula de Buzios donde no
recibe mucha influencia de la cormente de Malvinas y, por esta razon, la temperatura media del
agua no es muy diferente de la registrada en Aracruz. A pesar de esto, los estudios morfologicos
mostraron que la poblacion de Buzios presenta diferencias significativas con las otras dos
poblaciones.

PEREZ (1992) y ACUNA (1993) explicaron la presencia de ecotipos distintos de 5.

zamponianum (llamada P. clematis) en las playas de Santa Clara del Mar y Punta Cantera, en
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DISCUSION

Argentina, debido a diferencias en el tipo de substrato y en la moda de los dos lugares. En Punta
Cantera, con substrato mas duro y moda agitada, los ejemplares fueron menores. Si
consideramos que esta fue la causa real de dicha variacion y que esto representaria una tendencia
en las anémonas de mar intermareales, la poblacion de Buzios (substrato rocoso) deberia ser
diferente de las demas (ubicadas en arrecifes con menor dureza), presentando una talla menor.
En efecto, los resultados obtenidos muestran que la poblacion de Buzios presentd una talla
(altura, diametro del margen y peso himedo) menor que las poblaciones de las dos localidades
pernambucanas. Sin embargo, los ejemplares de Aracruz se mostraron ain menores. Este hecho
podria deberse a que todos los ejemplares estudiados en Aracruz se encontraban sin gonadas.
Aunque el presente estudio no revelo una correlacion significativa entre la talla y el estado sexual
del individuo, EXCOFFON & ZAMPONI (1991) observaron que los menores valores del
diametro del disco pedal correspondian a individuos estériles de B. zamponianum (considerada
P. clematis). Los ejemplares sin gonadas son predominantes en la clase de talla entre 1,0 y 1,9
cm de diametro basal, representando a los estados juveniles. Ejemplares estériles con diametro
basal mayor a 2,0 cm correspondieron a individuos postdesovantes en reposo. Solo fueron
encontrados individuos fértiles con diametros mayores a 1,5 cm y las hembras alcanzaron las
mayores tallas. Si bien pareciera haber cierta relacion entre la talla del individuo y el desarrollo
de las gonadas, en el presente trabajo el estado sexual no se mostro relacionado con ninguno de
los caracteres estudiados, aunque los mayores valores se encuentraron con el peso humedo y la
altura de la columna. Es probable que esto se deba a la ausencia de muestreos estacionales. Es
sabido que el desarrollo de las gonadas en las anémonas de mar no se da de forma continua y
pareja a lo largo de todo el afio. En B. cangicum no hay estudios realizados en este aspecto, pero
otras especies del género ya fueron estudiadas. B. caissarum en Rio de Janeiro presenta una
gametogénesis continua, pero la mayor cantidad de individuos maduros se encuentra en otofio o
invierno. Asimismo, la especie B. zamponianum libera las gametas entre diciembre y febrero
aunque se encontraron ocasionalmente individuos que las liberaban en invierno. En esta estacion
del afio se presento el mayor porcentaje de individuos en periodo de gametogénesis, con gametas
en estadios iniciales de desarrollo (EXCOFFON & ZAMPONI, 1991). Los datos de B. cangicum
analizados corresponden a muy pocos individuos colectados en el invierno, pero todos los
ejemplares de B. cangicum provenientes de Aracruz fueron colectados en esa estacion. Este
material resultdo 100% estéril. Asimismo, el unico lote de individuos colectado en Tamandaré en

invierno, presentd 100% de estenilidad. En un estudio previo, GOMES (datos no publicados)
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encontré gonadas en individuos de B. cangicum de Tamandaré con diametro del disco pedal,
después de anestesia y fijacion, a partir de 1,0 cm. De esta forma, los individuos con el diametro
de disco igual o superior a 1,0 cm serian considerados adultos. En Aracruz, la medida de la base
en las anémonas vari6 de 0,7 cm (solo un ejemplar) hasta 2,4 cm, en un muestreo aleatorio. Sin
embargo, la pequefia cantidad de individuos analizados para el lugar dificulta cualquier
especulacion sobre el tema.

Considerando todo lo expuesto, es probable que la menor talla de los ejemplares
provenientes de Aracruz fuera causada por el estado sexual, faltando saber atin si se trataban de
juveniles o adultos en estado de reposo. Solamente un estudio detallado de la biologia
reproductiva de esta especie podra esclarecer la cuestion. Por los datos aqui presentados no se
puede establecer ninguna relacion entre el sexo y la talla de estos animales o estimar los periodos
reproductivos de los mismos.

De la comparacion de los resultados del presente trabajo con los obtenidos en los estudios
realizados con la especie B. zamponianum, se observa que solamente el numero de filas de
vesiculas (sin diferencias significativas entre las localidades), el nimero de vesiculas por fila
(con diferencias significativas) y la talla de las anémonas (con diferencias significativas) tuvieron
resultados equivalentes en ambos estudios. Todos los demas caracteres presentaron resultados
diferentes en Brasil y en Argentina. Entre todos los caracteres que presentaron medias diferentes
entre las poblaciones, estaban casi todas las variables relacionadas a la talla del individuo (altura,
diametro del margen y peso humedo). Ademas, el nimero de vesiculas por fila también fue
significativamente diferente entre las poblaciones en ambos estudios. Este caracter mostré una
correlacion positiva con la altura de la columna (r= 0,55). Aunque ésta no puede ser considerada
una buena correlacion, indica que, por lo menos una pequeifia proporcion de la variabilidad del
numero de vesiculas por fila, podria estar determinada por la altura de la columna (indice de
determinacion r’= 0,30). De esta forma, cualquiera que sean los factores ambientales que
influyan en la formacién de los ecotipos en las poblaciones de B. cangicum en Brasil y B.
zamponianum, estos estarian afectando directamente a la talla de los individuos y a los
caracteres relacionados con ella. Segun lo sugerido por PEREZ (1992) y ACUNA (1993), las
causas podrian estar relacionadas con la moda y/o con la dureza del substrato. En todas las
localidades brasilefias donde fue colectado el material, la moda es calma, pero el substrato no
fue el mismo, con mayor dureza en Buzios. Es poco probable que las caracteristicas intrinsecas

del substrato actien directamente sobre todos los caracteres relacionados con la talla de los
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organismos. Debe tenerse en cuenta que el tipo de substrato condiciona el tipo de fauna y flora
en el lugar; lo cual, a su vez influye directamente sobre las anémonas en dos aspectos:
competicion y alimentacion. Las anémonas compiten por el substrato con otros organismos
bentonicos y la capacidad de aumentar su talla esta directamente asociada con la disponibilidad
de espacio. De esta forma, el tipo de fauna acompafiante puede influir no solo en la talla de los
individuos sino también en otros caracteres que presentaron diferencias significativas entre las
poblaciones, como el nimero y el diametro de los acrorhagi, que son estructuras defensivas y de
agresion fundamentales en la lucha por el espacio. Por otro lado, la fauna acompanante de las
anémonas representa su fuente principal de presas, especialmente en lugares con moda agitada,
que ocasiona el desprendimiento de organismos que quedan disponibles para las anémonas. En
los estudios realizados por ACUNA & ZAMPONI (1996) se demostro que la principal presa de
las anémonas de mar en Punta Cantera y Santa Clara del Mar (Argentina) era el mitilido
Brachydontes rodriguezi, el representante mas abundante de la fauna bentonica de la zona. Sin
embargo, estos autores no encontraron diferencias cualitativas ni cuantitativas en la
disponibilidad de alimento en las dos playas que pudieran explicar la diferencia encontrada en las
tallas de las anémonas em ambas localidades. La materia organica (ACUNA, 1993) y los
parametros fisicos (OLIVIER e al., 1970) también son similares en las areas estudiadas. El
hecho de que los mayores ejemplares fueron encontrados en Santa Clara del Mar, donde la moda
es calma, y en lugares protegidos, indicaria que el estrés fisiologico (ACUNA, 1993) seria el
unico factor que podria justificar las diferencias en la talla de B. zamponianum.

En el presente estudio, la existencia de ecotipos en las poblaciones brasilefias de A.
cangicum no puede ser explicada por diferencias en la moda de las playas. Quizas otro factor de
estrés, o alguna variable relacionada con la disponibilidad de alimento, que a su vez depende del
tipo de substrato, sea la verdadera causa de la formacion de estos ecotipos. De hecho, aunque
ACUNA & ZAMPONI (op. cit.) no encontraron relacion entre la talla de la presa y la talla de B.
zamponianum (predador), estudios realizados por SEBENS (1981) con la especie Anthopleura
xanthogrammica revelaron que las tallas de la presa y del predador estan positivamente
relacionadas. Las anémonas de mar constituyen un grupo de organismos muy plasticos y muy
adaptables a diferentes condiciones ambientales, especialmente en la zona intermareal donde la
presion del ambiente es mayor. Por esta razon estos organismos presentan una variabilidad
fenotipica muy grande que dificulta fijar parametros generales dentro de una misma especie. Hay

una gran variedad de factores que podrian ser sugeridos para explicar la presencia de ecotipos,
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sin embargo, son necesarios mas estudios, en especial con la especie B. cangicum, para que sea
posible determinar la verdadera causa de las diferencias observadas. De esta forma, se puede
concluir que las variaciones en las especies de Brasil y Argentina no siguen un mismo patron y,
probablemente, no tengan las mismas causas. Es valido resaltar que las diferencias no parecen
tener relacion con la distancia geografica entre las poblaciones ya que en Argentina se
identtificaron ecotipos diferentes en poblaciones distantes unos pocos kilometros (no mas de 50
km); mientras que en Brasil, la poblaciéon de Aracruz se mostr6 similar a las de Pernambuco,
distantes cerca de 3.000 km, y distinta de la de Buzios ubicada a 500 km aproximadamente.

Los valores de identidad génica (I) entre las poblaciones de la especie argentina y las de
B. cangicum se encuentran dentro del rango esperado para especies cogenéricas pero no
coespecificas. Los valores de I pueden ser taxonomicamente utiles, como fue discutido por
TORPHE (1982, 1983) y NEI (1987) (THORPE & SOLE-CAVA, 1994). Las poblaciones
alopatridas coespecificas normalmente tienen valores de I mayores que 0,85, mientras que
especies de un mismo género pueden variar de 0,35 a 0,85 (THORPE, 1982). Esto constituye un
apoyo para los estudios morfologicos que concluyeron que la especie de Argentina pertenece al
género Bunodosoma. Ademas, la comparacion de esta especie con las demas del género
presentes en Brasil y en Uruguay revelaron que es distinta y genéticamente mas similar a B.
cangicum, lo que también confirmaron los estudios morfologicos. Lo mas interesante de los
resultados genéticos es que respaldan la validez taxondomica de las especies brasilefias B.
cangicum y B. caissarum. Esta ultima, endémica de Brasil, tiene caracteres morfologicos que la
diferencian claramente de las demas especies del género, como el gran nimero de tentaculos
(alrededor de 200) y la presencia de cinco ciclos de mesenterios. La tnica especie con caracteres
similares es B. goanensis den Hartog & Vennam, 1993 descripta para Goa (India). DEN
HARTOG & VENNAM (1993) compararon dicho material con B. caissarum de Rio de Janeiro
y concluyeron que se diferenciaban principalmente en la disposicion de las gonadas. Por otro
lado, la especie B. cangicum tiene algunas caracteristicas morfologicas muy similares a otras
especies del género, inclusive a representantes del Caribe que, debido a la proximidad con Brasil,
podrian tratarse de la misma especie. Una de estas especies es B. granuliferum que se distribuye
por toda la region antillana; la cual posee igual cantidad de tentaculos, mesenterios, acrorhagi,
ciclos de acrorhagi, y disposicion gonadal que B. cangicum. Las principales diferencias entre
ambas son el numero de ciclos de mesenterios y la presencia de bandas en la columna de la

especie caribefia. Sin embargo, estas especies se mostraron claramente diferenciadas por los
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analisis genéticos, con valores de I muy bajos (0,19-0,24). De la misma forma, la nueva especie,
B. zamponianum, presenta como diferencia principal con B. cangicum el nimero de ciclos de
mesenterios (4 y 3 respectivamente), y también ambas fueron diferenciadas por los analisis
genéticos, , mas cercanas entre si que con B. caissarum y B. granuliferum.

El género Bunodosoma es muy constante en algunos caracteres para todos sus
representantes, como el numero de ciclos y numero total de acrorhagi (dos ciclos de 48
acrorhagi cada uno); nimero de sifonoglifos (dos); numero de tentaculos (96 en la mayoria de
las especies); numero de ciclos de tentaculos (cuatro o cinco);, tipo de esfinter (siempre
circunscripto); vesiculas en toda la columna y numero de mesenterios (96 para la mayoria de las
especies). En el cnidoma también se observa la misma regularidad, con los mismos tipos en
acrorhagi y tentaculos para todas las especies, variando so6lamente sus tallas. La diferencia del
cnidoma entre especies distintas consiste normalmente en la presencia o ausencia de dos o tres
tipos de cnidocistos en otras estructuras, como columna o filamento.

Los elevados valores de I encontrados entre las poblaciones de B. zamponianum de Punta
Cantera y Santa Clara del Mar (distantes 50 km), y entre las poblacions de B. cangicum de
Tamandaré y Buzios (distantes 3500 km), estan de acuerdo con los valores encontrados en
poblaciones de otras especies del género. RUSSO & SOLE-CAVA (1991) encontraron una
elevada identidad génica entre poblaciones de B. caissarum distantes 180 km una de la otra. Lo
mismo fue observado en poblaciones de B. cavernata y B. granuliferum del Golfo de México
(McCOMMAS & LESTER, 1980; McCOMMAS, 1982). Estos elevados valores de I indicarian
que estas especies tendrian una alta tasa de dispersion o una pequefia tasa de divergencia.
Estudios de la biologia de B. caissarum revelaron que su larva tiene gran capacidad de dispersion
(larva pelagico-planctotrofica) (BELEM, 1987). No existen estudios realizados sobre la biologia
reproductiva de B. cangicum, ni es conocido su tipo larval. La larva de B. zamponiarum es del
mismo tipo que la de B. caissarum, llegando a vivir cinco dias en el plancton, lo que aumenta su
capacidad dispersora. Los valores de I demuestran un libre flujo génico entre las dos poblaciones
argentinas. Sin embargo, el analisis de solo dos poblaciones cercanas geograficamente (50 km),
no permite realizar especulaciones sobre la genética poblacional de esta especie. Todavia, por lo
menos de una forma preliminar, los datos indican que tanto las poblaciones de B. cangicum de
Tamandaré y Buzios, como las de B. zamponianum de Punta Cantera y Santa Clara del Mar
forman parte de una misma unidad o “pool” génico en cada especie. Esto significa que no existe

ninguna razon para creer que haya una diferenciacion genética respaldando las variaciones
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fenotipicas encontradas (ecotipos). De esta manera, las diferencias morfolégicas deberian ser
consideradas solamente como variacion morfologica resultante de la plasticidad fenotipica
intrinseca de la especie, coincidiendo con PEREZ (1992) y ACUNA (1993). Sin embargo, es
notoria la alta variabilidad genética que acompaiia a esta plasticidad. En general las variaciones
fenotipicas en una especie indican la presencia de un “pool” génico suficientemente diverso para
proporcionar las diferencias en el fenotipo, pero sin alterar la capacidad reproductiva entre las
poblaciones.

Las anémonas de mar en general poseen una elevada variabilidad genética, lo que puede
facilitar la especiacion en este grupo (SOLE-CAVA & THORPE, 1992; PERRIN ef al., 1999).
Esto es debido a la tendencia que sugiere una relacion positiva entre la heterocigosidad de los
loci y sus tasas de divergencia (SKIBINSKI & WARD, 1981; WARD & SKIBINSKI, 1985) y,
consecuentemente, especies con mayor variabilidad genética quizas evolucionen mas rapido que
especies menos polimorficas.

Entre las especies estudiadas, B. cangicum y B. zamponianum presentaron la mayor
variabilidad genética, con gran porcentaje de /loci polimérficos y elevados valores de
heterocigosidad esperada. Esto lleva a una serie de consideraciones. La hipotesis de la extension
del nicho (“niche-width”) (VAN VALEN, 1965) supone una correlacion positiva entre la
extension del nicho y el nivel de diversidad genética en un organismo. Si esta hipotesis fuera
verdadera, se esperaria que especies con mayor variabilidad genética tuvieran nichos ecologicos
mas amplios; lo cual se manifestaria en una mayor distribuicion vertical de las especies y la
ocupacion de una mayor cantidad de microambientes. Esto podria ocurrir en ambas especies, ya
que ambas son caracteristicas del intermareal pudiendo extenderse hasta el inicio del infralitoral.
La zona entre mareas se caracteriza principalmente por la existencia de gran variedad de
microambientes y por el fuerte estrés al cual son sometidos los organismos, tanto debido al
impacto de las olas como a la exondacion. NOY et al. (1987) observaron en moluscos de la
familia Littorinidae que grupos genéticamente mas heterogéneos estaban en lugares mas altos del
litoral, donde las fluctuaciones ambientales son mayores. Fue observado que B. zamponianum y
B. cangicum ocupan diferentes microambientes, presentando diferencias en la talla y abundancia
entre ellos (ACUNA & ZAMPONI, 1995; GOMES et al., 1998). Es probable que exista una
interaccion bidireccional entre genoma y medioambiente, y que la deriva y seleccion jueguen
roles diferentes durante la evolucion de cada grupo de organismos (WRIGHT, 1978; LEVINS &
LEWONTIN, 1985; RUSSO & SOLE-CAVA, 1991). Las especies B. gramuliferum y B.
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caissarum presentaron un menor porcentaje de /oci polimorficos y valores de heterocigosidad
esperada mas bajos, lo que indicaria una mayor estabilidad genética de las mismas. Sin embargo,
algunas consideraciones deben realizarse con respecto a B. caissarum. El valor de
hetetocigosidad (H) de la poblacion estudiada fue de 0,252. Este valor, pese a ser el mas bajo
dentro de la cuatro especies, es alto comparado con los de otros organismos marinos. RUSSO &
SOLE-CAVA (1991) observaron valores de H entre 0,284 y 0,299 para la misma especie en la
costa de Rio de Janeiro. En otro estudio realizado en Brasil con un rango geografico mas amplio
(alrededor de 1150 km), el valor de H para esta especie fue mas elevado (H= 0,35) (RUSSO et
al., 1994). De esta forma, es probable que el valor de H encontrado en el presente trabajo
resultara inferior debido al pequefio numero de muestras analizadas (12 individuos). Todos estos
valores indican un alto nivel de variacion en B. caissarum comparable con los encontrados en
otras especies de anémonas (McCOMMAS, 1982; BUCKLIN, 1985; SOLE-CAVA &
THORPE, 1987, 1989; SHAW e al., 1987, SMITH & POTTS, 1987). Esta alta variabilidad
probablemente sea explicada por factores no relacionados con la variacion en los nichos
ecologicos, en la distribucion vertical o con el estrés ambiental. Esta especie puede se encontrada
en la zona intermareal , con una mayor abundancia en la zona infralitoral donde forma grandes y
extensas poblaciones con una densidad muy elevada (>100 individuos/m®) (RUSSO et al., 1994).
Ademas, es abundante en localidades contaminadas (GOUVEA er al., 1985, 1989), lo que debe
estar relacionado con la gran resistencia a la anoxia que presenta (ELLINGTON, 1982), asi
como al estrés osmotico (HOWARD er al., 1987). Puede ser que la variabilidad genética de esta
especie esté asociada a su presencia en areas contaminadas, ya que NEVO er al. (1984)
consideran que la variabilidad puede ser adaptativa. Esta relacion entre variacion genética y
niveles de contaminacion no fue confirmada para ciertos organismos bentonicos (FEVOLDEN
& GARNER, 1986), razon por la cual RUSSO & SOLE-CAVA (1991) sugieren que las
explicaciones alternativas basadas s6lamente sobre el gran tamafio poblacional (KIMURA,
1983) no deben ser descartadas. El problema de diferenciar las explicaciones seleccionistas,
como la de extension de nichos de VAN VALEN (1965), y las neutralistas como la de la
estabilidad del tamafio efectivo de poblacion de KIMURA (1983), es una de las razones que
dificultan la conclusién acerca del origen de la variabilidad genética en poblaciones naturales
(SOLE-CAVA & THORPE, 1991).

Considerando que la elevada heterocigosidad en B. caissarum podria contribuir a su

adaptacion a diferentes nichos, que poblaciones geograficamente distantes son muy homogéneas
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genéticamente y que la especie presenta una larva planctotrofica de gran dispersion, se podria
esperar una amplia distribucion de la especie. No obstante, B. caissarum tiene una distribucion
mas limitada en comparacion con B. cangicum, habiendo sido registrada desde Rio Grande do
Sul hasta Espirito Santo y en el Archipiélago de Fernando de Noronha (Brasil). Es dificil precisar
las razones por las cuales esta especie llega a este archipiélago oceanico (distante 345 km de la
costa de Rio Grande do Norte) y no se dispersa a otros estados mas al norte que el estado de
Espirito Santo. Esta acotada distribucion puede estar relacionada a una preferencia por
determinado substrato, ya que esta especie presenta las mayores abundancias en substrato rocoso,
el cual no es continuo en la costa brasilefia; o a otras condiciones ambientales, en especial la
temperatura de agua. [Es importante resaltar que esta especie es muy homogénea
morfolégicamente. El analisis de los mismos caracteres estudiados en B. cangicum reveld
resultados casi constantes en todos los ejemplares. Quizas esto tenga alguna relacion con el
hecho de que la especie sea la que posee el menor porcentaje de /oci polimoérficos en el presente
estudio, con nueve de los 22 loci monomorficos.

Sea cual fuere la razon de la pequeiia distribucion geografica de B. caissarum, queda claro
que se encuentra mucho mas distanciada genéticamente de las especies B. cangicum y B.
zamponianum, que estas dos ultimas entre si; lo mismo ocurre con B. granuliferum. La no
inclusion de un grupo externo en los analisis filogenéticos imposibilita el enraizamiento del
arbol, de manera que no se puede precisar cual especie esta mas alejada de la demas, pudiendo
ser artificial la disposicion, en el cladograma, de la especie B. granuliferum . De todos modos,
tanto desde el punto de vista morfologico como del genético, existen indicios de que B.
cangicum 'y B. zamponianum son especies muy proximas entre si, que probablemente
divergieron hace relativamente poco tiempo (de 0,9 a 8,7 millones de afios, empleando los
valores minimo y maximo de divergencia en la hipotesis del reloj molecular para alozimas; NEI,
1987) . Ya que ambas presentan caracteristicas morfoldgicas, fisiologicas, ecologicas y hasta de
comportamiento similares, ademas de ocupar el mismo nicho ecoldgico en Brasil y Argentina, es
probable que estas especies sean vicariantes. El hecho de que B. cangicum tenga una distribucion
tan amplia en la costa brasilefia (alrededor de 6000 km) y también en Uruguay, lleva a creer en la
existencia de una barrera para la dispersion larval, justificando el aislamiento de estas especies.
El ambiente marino no es homogéneo, presentando barreras al flujo génico. Muchas barreras
fisicas como corrientes, temperatura y salinidad pueden impedir la migracion de larvas o gametas

(PALUMBI, 1992). De esta manera, la dispersion es el principal factor que actia en la
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diferenciacion genética de poblaciones geograficamente separadas y, por esto, la capacidad de
dispersion es considerada como el principal factor que influye en la estructuracion genética de
las poblaciones marinas (OLSON, 1985; LESSA, 1990, HANSSON, 1991; BERTNESS &
GAINES, 1993). El cosmopolitismo en animales marinos bentonicos puede ser mucho menor de
lo que se creia originalmente (KNOWLTON, 2000). La idea de que el ambiente marino esta
desprovisto de barreras, de modo que las larvas planctonicas serian las responsables de una
distribucién amplia y las larvas planctotroficas tendrian una mayor capacidad dispersora que las
lecitotroficas (JABLONSKI & LUTZ, 1983), parece no ser tan verdadera, al menos para algunos
grupos de organismos.

No obstante, debe ser considerado que, en especies marinas, la dispersion no esta solamente
relacionada con factores externos como corrientes de agua, sino también con caracteristicas
intrinsecas de la especie como el modo reproductivo (JACKSON, 1986), vagilidad y viabilidad
de las gametas (GROSBERG, 1991) y tipo y movilidad de las larvas (SCHELTEMA, 1989) y
adultos (CHADWICK & ADAMS, 1991). Por otro lado PALUMBI et al. (1997) consideran que
la dispersion larval y las barreras genéticas entre poblaciones de animales marinos son
normalmente dificiles de discernir, y los factores fisicos y biologicos que determinan los
patrones de flujo génico entre poblaciones marinas son pobremente entendidos. En el mismo
trabajo se propone que las barreras fisicas para la migracion larval son raras en sistemas marinos,
y que una serie de otros factores deben ser considerados (seleccion, rutas migratorias estables,
patrones comportamentales de las larvas, etc.). Ademas, es posible que inclusive especies
altamente dispersivas tengan un limite practico de dispersion, y que los rangos de distribucion
sean lo suficientemente grandes para provocar el aislamiento por distancia jugando un rol
importante en la diferenciacion poblacional y especiacion.

Seria logico pensar que actualmente la razon mas obvia de la ausencia de flujo génico
entre las especies B. cangicum y B. zamponianum sea el estuario del Rio de la Plata.
VIOLANTE & PARKER (1999) afirman que el Rio de la Plata se formé hace unos 2,4 M.a. por
procesos geomorfologicos de captura de las antiguas vias de drenaje del rio Parana, que
originalmente desaguaba hacia la cuenca del Salado, por parte de un colector pericraténico que
fluia bordeando el macizo uruguayo. Esto indica que la formacion del Rio de la Plata y de su
estuario pueden haber sido el efecto vicariante que actud en el aislamento de las especies ya que,
como fue mencionado antes, ellas divergieron hace aproximadamente entre 0,9y 8,7 M.a,, lo que

coincide con la época de formacion del estuario. El area estuarina de este rio presenta un
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ambiente particularmente variable, entre las aguas dulces y marinas. El rio forma una inmensa
cuenca, que de no existir el aporte de los rios tributarios estaria ocupada por el mar, como lo ha
sido en el Cenozoico, formando un golfo marino (BOSCHI, 1988). Debido a las caracteristicas
hidrograéficas del estuario y a la alta sedimentacion que acarrea, el Rio de la Plata constituye una
barrera para la dispersion de los cnidarios bentonicos en la direccion norte-sur y viceversa
(ZAMPONI et al., 1998), aunque algunas especies de actiniarios como 7rinidactis errans Pires,
1988 y Anthotoe chilensis (Lesson, 1830) logran sobrepasar dicha barrera, quizas debido a una
posible capacidad de osmorregulacion o a una distribucion bental de aguas profundas por fuera
del sector externo del estuario (ZAMPONI, 2000). En el caso de B. cangicum y B.
zamponianum, pareciera que estas especies no tuvieran larvas con tal capacidad de distribucion,
ya que las diferencias genéticas y morfologicas encontradas en el presente trabajo, permiten
concluir que estan aisladas reproductivamente. Estas especies nunca fueron registradas formando
parte de incrustaciones (en barcos u objetos flotantes) lo que lleva a creer que la dispersion solo
depende de la larva. Como fue discutido anteriormente, la larva de B. zamponianum pasa un
tiempo relativamente largo en el plancton, lo que podria permitir la ocupacion de otros lugares
mas distantes. Ademas, estas especies no demuestran poseer grandes exigencias en cuanto al tipo
de substrato, en especial B. cangicum, ya que ha sido encontrada fijada a una gran variedad de
substratos duros como rocas, espigones y arrecifes. Pese a todo, ambas especies se encuentran
aisladas, por lo que no existiria una distribucion bental profunda, siendo el Rio de la Plata una

verdadera barrera para su dispersion.
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El status taxonomico de Phymactis clematis, sensu Zamponi, 1977 citada en varias
localidades de la provincia de Buenos Aires, Argentina, fue revisado y modificado,
creando una nueva especie: Bunodosoma zamponianum.

B. zamponianum es muy similar morfolégicamente a Bunodosoma cangicum, especie
presente en Brasil y Uruguay, difiriendo de ésta en el nimero de mesenterios (4 en B.
zamponianum y 3 en B. cangicum), y en algunos aspectos del cnidoma.

Estudios morfolégicos realizados sobre cuatro poblaciones de B. cangicum en Brasil,
ubicadas en Piedade y Tamandaré (Pernambuco), Buzios (Rio de Janeiro) y Aracruz
(Espirito Santo), revelaron que siete de los 14 caracteres estudiados presentaban
diferencias en las medias de las cuatro localidades.

Los caracteres no estables fueron: nimero de vesiculas por fila, nimero de tentaculos,
numero de acrorhagi, diametro de los acrorhagi, peso himedo, altura de la columna y
diametro del margen.

Las dos poblaciones de Pernambuco fueron morfolégicamente similares a la de Aracruz,
mientras que la de Buzios fue distinta de las demas, indicando la presencia de ecotipos
diferentes.

Estudios previos realizados en Argentina con la especie B. zamponianum revelaron la
existencia de ecotipos entre las poblaciones de Santa Clara del Mar y Punta Cantera (Mar
del Plata), pero los caracteres que variaron y los patrones de variacion no fueron similares
a los del presente estudio.

Las principales diferencias en los ecotipos, en Brasil, se relacionaron con la talla de los
individuos (altura, diametro del margen, peso himedo y numero de vesiculas por fila,
caracter, este ultimo, que depende en cierto grado de la altura de la columna).

La razon de la existencia de ecotipos en las poblaciones brasilefias de B. cangicum es
dificil de precisar, es probable que esté relacionada con el substrato rocoso presente

solamente en Buzios.
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» Las diferencias en el substrato influiria sobre la talla de los individuos debido a las
diferencias en la fauna acompaiiante con la que las anémonas mantienen interacciones
compctitivas y alimentarias.

» El peso humedo fue el caricter que mejor se relacioné con las demas variables
estimadoras de la talla de los individuos (altura, didmetro de la base y didmetro del
margen).

» El largo y el ancho del esfinter también estuvieron relacionados positivamente, pero con
valores independientes de la talla del animal.

» Todos los demas caracteres se mostraron poco correlacionados entre si.

» El diametro basal fue el unico caracter estimador de la talla estable en todas las
localidades.

» El analisis genético, a través de la electroforesis de aloenzimas, confirmé que las especies
B. zamponianum y B. cangicum son cogenéricas.

» La comparacioén genética de B. zamponianum con las otras especies del género presentes
en Brasil y Uruguay (B. cangicum, B. caissarum y B. granuliferum), reveld que esta
especie es diferente de todas las demas y mas cercana genéticamente a B. cangicum.

» Los valores de heterocigosidad fueron elevados para todas las especies, pero mayores en
B. zamponianum y B. cangicum.

» La menor variabilidad se registr6 en B. caissarum, con el menor porcentaje de loci
polimérficos, lo que podria tener relacién con una mayor estabilidad morfolégica y
algunas limitaciones en la distribucién geografica de esta especie.

» Los analisis morfolégicos y aloenzimaticos, mostraron que B. zamponianum y B.
cangicum se encuentran muy cercanas filogenéticamente indicando que la divergencia
debe haber sido reciente.

» La época de la formacién del estuario del Rio de la Plata (2,41 M.a.) coincide con el
tiempo calculado de divergencia entre las dos especies (0,9-8,7 M.a.) indicando que,
probablemente, éste haya sido el evento vicariante que dio origen a la diferenciacion de

las mismas, conformando actualmente una barrera para la dispersion de las larvas.
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