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Patrones y procesos ecolégicos que determinan el éxito en la colonizacién
de especies exdticas en areas portuarias

Resumen

Las areas portuarias son la puerta de entrada de numerosas especies exéticas. Un gran
numero de estructuras artificiales presentes en los puertos, como boyas y pilotes,
constituyen habitats que favorecen diferencialmente la supervivencia de muchas
especies exéticas, entre las que se destacan las ascidias. Entender los patrones y
procesos ecoldgicos que operan en estas comunidades incrustantes en puertos, junto
con las variables ambientales claves, es fundamental para la aplicacién efectiva de
estrategias de manejo. De esta manera, el objetivo de esta tesis es comprender los
patrones y procesos ecoldgicos involucrados en el éxito en la colonizacion de ascidias
exoticas sobre diferentes estructuras antrdpicas en un area portuaria. A través de
muestreos, experimentos a campoy en acuario, y el estudio de su ecologia reproductiva,
se muestra que el éxito en la colonizacion de las especies exdticas varia entre estructuras
artificiales, debido a la presion de depredacién diferencial que presentan. En estructuras
flotantes, donde los depredadores bentdnicos estan ausentes, las ascidias exdticas
colonizan de manera exitosa, mientras que lo opuesto ocurre en estructuras fijas al
fondo del mar donde los depredadores bentdnicos estdn presentes. Asimismo, los
juveniles son los mas vulnerables a la depredacién, mientras que los adultos son los
menos afectados. A su vez, las diferentes especies de ascidias exdticas presentan
diferencias temporales en sus abundancias en estructuras fijas, que no serian explicadas
por la presencia de depredadores sino por diferencias intrinsecas en las historias de vida.
La depredacion cumple un rol clave en el funcionamiento de los ecosistemas marinos-
costeros de areas portuarias, determinando el éxito en la colonizacién de las especies

exoéticas en los distintos tipos de estructuras artificiales.

Palabras claves: depredacidn, ascidias exdticas, estructuras artificiales, fouling, Atlantico
Sudoccidental.



Ecological patterns and processes that determine the colonization success
of exotic species in port areas

Abstract

Port areas are the gateway to numerous exotic species. Ports have a large number of
artificial structures, such as buoys and pilings, which provide new habitat for several
exotic species, differentially favoring their survival. Among these exotic species,
ascidians are the most important taxa. Understanding the ecological patterns and
processes that act on these fouling communities in port areas, together with the key
environmental variables involved, is essential to efficiently apply management
strategies. The goal of this thesis is to understand the ecological patterns and processes
that determine the colonization success of exotic ascidians on different artificial
structures in a port area. Through sampling, field and aquarium experiments, and the
study of reproductive ecology of ascidians, it is shown that the colonization success of
these organisms varies among artificial structures, due to a differential predation
pressure. Exotic ascidians successfully colonize floating structures where benthic
predators are absent, while they do not colonize structures that are fixed to sea floor
where benthic predators are present. Moreover, juveniles are more vulnerable to
predation compared to adults. Different species of exotic ascidians have seasonal
differences in their abundance on fixed structures, which could not be explained by the
presence of predators, but by intrinsic differences in their reproductive ecology.
Predation has a key role in the functioning of marine-coastal ecosystems of port areas,
regulating the colonization success of exotic species in different types of artificial

structures.

Keywords: predation, exotic ascidians, artificial structures, fouling, Southwestern
Atlantic.
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De la lectura de esta tesis

Esta Tesis Doctoral se divide en cinco capitulos, y en esta seccion se resumira
brevemente lo que el lector encontrara en cada uno de ellos.

En el Capitulo 1 se desarrolla la Introduccion general, donde se incluye el marco
tedrico con las definiciones y las hipdtesis de la Ecologia de Invasiones necesarias para
abordar los objetivos, y discutir los resultados y conclusiones presentados a lo largo de
este trabajo. También se presentan las especies utilizadas como modelo, y se realiza una
descripcién del drea de estudio en el cual se desarrolld esta tesis. Finalmente, se
enumeran los objetivos y las hipdtesis planteados y que guiaron este estudio. En los tres
capitulos siguientes se encuentran los resultados obtenidos durante los cinco afos de
estudio. Estos capitulos estan escritos en el formato de una publicacién: resumen,
introduccion, materiales y métodos, resultados y discusion. Al final de cada capitulo, se
encuentra un anexo con las tablas citadas a lo largo del mismo.

Los capitulos se encuentran ordenados de acuerdo a como fueron analizadas y
reflexionadas las preguntas de esta tesis. En el Capitulo 2 se plantea la pregunta ¢Cual
es el efecto de la depredacion sobre el éxito en la colonizacion de las ascidias exdticas
en estructuras artificiales? Se estudia el éxito en la colonizacién de dos especies de
ascidias exdticas en dos tipos de estructuras artificiales diferentes, en presencia y
ausencia de depredadores bentdnicos y necténicos. A partir de los resultados obtenidos,
en el Capitulo 3 se procedié a responder ¢Cudles son los depredadores de ascidias
exoticas adultas y juveniles? Para ello se realizaron experimentos en acuario, para los
cuales fue necesario poner a punto la metodologia utilizada y cuyos detalles se
encuentran en el Anexo: Consideraciones metodoldgicas, al final de este capitulo.
Teniendo en cuenta a los depredadores evaluados y a las especies de ascidias exéticas,
también se plantearon las siguientes preguntas: ¢Cémo varia la abundancia espacial y
temporal de cada uno de los depredadores? y éCual es la variacion temporal en la
abundancia de ascidias exdticas? En el Capitulo 4 se plantea la Ultima pregunta de esta
tesis, ¢Qué rol cumple la ecologia reproductiva de las especies de ascidias exdticas
estudiadas en su éxito en la colonizacion y en los patrones de abundancia observados?

Para abordar esta pregunta, se estudid de manera comparativa los ciclos reproductivos
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de cada una de las especies de ascidias dominantes. El Capitulo 5 estd dedicado a una
discusion general de los resultados, a las principales conclusiones de esta tesis, y a
enumerar las nuevas lineas de investigacién que se abren a partir de los resultados
obtenidos. Por ultimo, el lector encontrard la bibliografia utilizada en una unica seccién
en el final de la tesis.

Como aclaraciones finales, los nombres de las especies mencionadas a lo largo
de este trabajo fueron revisados de acuerdo a la base de datos WORMS
(www.marinespecies.org) para los taxa animales, y de acuerdo a Algaebase
(www.algaebase.org) para las algas. En la seccion Materiales y métodos del Capitulo 2
se realizaron las aclaraciones necesarias acerca de las determinaciones taxonédmicas de
los organismos estudiados. Los nombres de las especies se encuentran acompafiados de
la autoridad taxondmica solo al ser nombrados por primera vez en el texto (exceptuando

las tablas y los epigrafes), y estos trabajos no se encuentran citados en la Bibliografia.
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Introducciéon general




Capitulo 1

Capitulo 1: Introduccién general

1.1 Invasiones biolégicas

En los ultimos anos, la Ecologia de Invasiones ha crecido considerablemente, no
solo en el conocimiento de los patrones y procesos que involucran la introduccién de
especies, sino también en el desarrollo de planes de manejo que disminuyan la tasa de
introduccion de especies a nivel global. Este rapido crecimiento de la disciplina generé
una diversidad de términos y definiciones de acuerdo a los ecosistemas bajo estudio.

Las invasiones bioldgicas son el proceso mediante el cual las especies son
trasladadas mediante actividades antrépicas, ya sea intencionalmente o no, a través de
barreras biogeograficas que no hubieran atravesado por si solas (Carlton 1989;
Chapman y Carlton 1991; Richardson et al. 2000; Blackburn et al. 2011). Una vez que
tiene lugar el arribo de algunos individuos, adultos o larvas, llamados propagulos, éstos
deben superar ciertas etapas y barreras (Figura 1.1) para poder establecer una poblaciéon
autosustentable, i.e. que no necesite de la introduccién de nuevos propagulos para
sustentarse (Lockwood et al. 2009; Blackburn et al. 2011). Si eventualmente esta
poblacidon logra establecer nuevas poblaciones con descendencia fértil, mas alla del area
en la cual fue introducida, es considerada una especie exoética invasora (Richardson et
al. 2000; Blackburn et al. 2011). Cabe aclarar que existen otras definiciones de especies
exoticas invasoras que contemplan el impacto de las mismas. A modo de ejemplo, el
Convenio para la Diversidad Bioldgica reconoce como una especie exoética invasora a
aquellas plantas, animales, patégenos u otros organismos no nativos de un ecosistema
que pueden tener un impacto econémico o ambiental y/o pueden afectar el bienestar
humano (www.cbhd.int). El uso de estos conceptos que incluyen el impacto permite
seleccionar, de la totalidad de especies exéticas reconocidas, aquellas frente a las cuales
es necesario aplicar planes de manejo y/o erradicaciéon para evitar o disminuir los
impactos de éstas sobre los ecosistemas y/o el bienestar humano. Teniendo en cuenta
los objetivos y el alcance de esta tesis, se prefirié utilizar el marco tedrico definido en
Blackburn et al. (2011), donde se unifican tanto las etapas como las barreras que deben
superar las especies exdticas para lograr establecerse y extender su rango de

distribuciéon en las regiones donde fueron introducidas (Figura 1.1), y donde no se
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Capitulo 1

contempla el impacto en la definicién de especie exdtica invasora. Finalmente, es
importante definir a las especies criptogénicas, como aquellas especies de las cuales no
se ha podido demostrar si son nativas o exdticas (Carlton 1996a).

El transporte de especies ocurre mediante vectores, es decir el medio fisico por
el cual las especies son transportadas a través de las vias que conectan el drea nativa (o
donante) con la nueva area de distribucidn (o drea receptora) (Lockwood et al. 2013).
En ambientes marinos, los buques a través del agua de lastre y el biofouling (i.e.
organismos incrustantes) en sus cascos, son los principales vectores transportando
especies a través de las rutas maritimas que recorren, i.e. las vias (Carlton y Geller 1993;
Carlton 1996b; Ruiz y Carlton 2003). No solo los buques comerciales internacionales son
responsables de este traslado de especies, sino también embarcaciones con fines
turisticos y recreativos, como cruceros y veleros, y con fines comerciales regionales
(Darbyson et al. 2009a; Murray et al. 2011; Ulman et al. 2019). Asi, el transporte de
especies no solo es entre regiones del mundo, sino también intrarregional, por ejemplo
entre puertos de una misma area o pais.

Debido a que las embarcaciones son los principales vectores de transporte de
especies exodticas en todo el mundo, las areas portuarias son las principales zonas, o
“hotspots”, para el arribo, establecimiento y dispersion de especies exdticas. Esta
caracteristica, y otras que seran discutidas en la seccidn siguiente, las convierte en sitios
ideales para el estudio de los patrones y procesos ecoldgicos involucrados en el éxito de
las especies exdticas en nuevos ambientes, y para la aplicacién de planes de manejo y

deteccion temprana de estas especies.

1.2 Especies exéticas en areas portuarias

Las areas portuarias estdn asociadas a una amplia diversidad de vectores de
transporte de especies exdticas, como son los buques comerciales, cruceros, o incluso
embarcaciones recreativas (veleros, semirrigidos y gomones) (Johnston et al. 2017). El
aumento del trafico maritimo requiere de un mayor desarrollo de estas areas, por lo que
la geomorfologia costera esta en constante cambio con la construccién de estructuras
artificiales, como muelles, marinas, escolleras y una variedad de estructuras flotantes

(Airoldi y Bulleri 2011). Estas estructuras proveen de nuevos habitats que son
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Capitulo 1

colonizados por los organismos incrustantes, presentando no solo diversidades y
abundancias mayores que las presentes en areas rocosas cercanas (Holloway y Connell
2002) sino también albergando una mayor riqueza de especies exdticas (Glasby et al.
2007; Tyrrell y Byers 2007; Dafforn et al. 2012). De hecho, puertos, muelles y marinas,
concentran un gran numero de estos hdabitats artificiales que favorecen la supervivencia
y dispersidn de especies exdticas (Carlton 1996b; Lambert y Lambert 1998; Glasby y
Connell 1999; Marraffini et al. 2017).

1.2.1 Monitoreo y deteccion temprana de especies exoticas en estructuras artificiales
Existen varios métodos para la deteccién temprana y monitoreo de especies
exoticas. Los muestreos pueden ser cuantitativos, i.e. raspando una superficie conocida
de las comunidades incrustantes o tomando fotografias y videos a lo largo de una
transecta, o cualitativos, es decir a través de muestreos visuales (Campbell et al. 2007).
Los métodos de deteccién también pueden ser pasivos y consisten en el uso de placas
como superficie a colonizar. Esta metodologia esta siendo utilizada ampliamente en el
mundo para detectar nuevas especies exoticas, determinar patrones de distribucion y
para la deteccidén temprana tanto en areas protegidas como en portuarias (Campbell et
al. 2007; Schwindt et al. 2014; Valentine et al. 2016; Marraffini et al. 2017; entre otros).
Por otro lado, se han realizado estudios para evaluar cdmo varian las comunidades
incrustantes de acuerdo al material de las placas, el color de las mismas y su tamafio
(Anderson y Underwood 1994; Ells et al. 2016; Valentine et al. 2016). Con respecto a
esto, los tamafios de las placas pueden ser elegidos de acuerdo a la pregunta a
responder. Placas de menor tamaiio son utilizadas para experimentos cortos donde se
estudia el asentamiento y reclutamiento de los organismos, mientras que placas de 1 x
1 m pueden ser utilizadas para estudiar los procesos de sucesion de las comunidades
incrustantes durante periodos mds largos (Valentine et al. 2016). Por otro lado, mientras
el color de las placas no parece afectar de manera notoria el reclutamiento de las larvas
(Ells et al. 2016), el material de la cual estda hecha la placa afecta el proceso de
colonizacidn, tanto en las especies que se asientan como en su abundancia. Por ejemplo,
materiales mas porosos, como concreto o cerdmica, concentran una mayor abundancia

de reclutas en contraposicion a los materiales de superficie lisa, como aluminio
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Capitulo 1

(Anderson y Underwood 1994). Por esta razén, una metodologia habitual es aumentar
la rugosidad de la superficie de las placas para favorecer el asentamiento de las larvas.
El método pasivo del uso de placas permite monitorear diferentes areas de
manera continua y simultdnea, contribuyendo a detectar incluso especies raras que
podrian perderse en muestreos manuales (raspados o transectas) y otorgando una
metodologia estandarizada para experimentacién (Marraffini et al. 2017). A través de
esta metodologia, se pudieron estudiar los diversos factores que pueden afectar el
proceso de colonizaciéon, como el efecto de la estacionalidad en areas templadas
(Cifuentes et al. 2007; Cifuentes et al. 2010; Rico et al. 2012; Giachetti et al. 2019), del
flujo y movimiento del agua (Connell 2000; Holloway y Connell 2002; Dafforn et al.
2009), de la depredacién (Osman y Whitlach 1995; Freestone y Osman 2011; Rico et al.
2015; Kremer y da Rocha 2016; Cheng et al. 2018; Papacostas y Freestone 2019), y del
sombreado y orientacion de la superficie a colonizar (Glasby 1999a; Glasby 1999b;
Glasby 2000), y que seran discutidos a lo largo de esta tesis. Teniendo en cuenta lo
planteado, esta tesis se centrara en las comunidades incrustantes del area portuaria de
Puerto Madryn, una de las mds importantes de la regién en términos de trafico maritimo
y rigueza de especies exdticas (Schwindt et al. 2014), utilizando ésta metodologia pasiva
de placas para estudiar el éxito en la colonizacion de las especies exdticas en un area

portuaria.

1.2.2 Factores que afectan la colonizacion de estructuras artificiales

Distintos factores intervienen en la colonizacién de estructuras artificiales,
definiendo la riqueza, composicién y abundancia de las especies en las comunidades
incrustantes. Por ejemplo, la composicién de especies varia segun la orientacion de las
placas y la cantidad de luz que reciban (Glasby 1999a; Glasby 2000), mientras que larvas
de diferentes especies se asientan diferencialmente segun el material de la estructura
artificial (Anderson y Underwood 1994). Ademas, el tiempo de reproduccién y
reclutamiento de las distintas especies o factores locales como la depredacién pueden
afectar la composicion y abundancia de las especies y la cobertura de las comunidades
incrustantes.

Es esperable que, en regiones templadas-frias, donde las fluctuaciones

estacionales de temperatura son marcadas, el proceso de sucesidn varie de acuerdo a
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la estacion en la cual comienza el proceso de colonizacién (Giachetti et al. 2019). Algunos
trabajos muestran que la abundancia de las especies pioneras estd afectada por sus
picos de reclutamiento (Cifuentes et al. 2010) y que la diversidad de la comunidad
resultante estd correlacionada significativamente con la temperatura del mar (Rico et
al. 2009). De esta manera, la temperatura influye sobre el momento de reproduccién de
las especies e indirectamente, sobre la competencia interespecifica, la cual modifica la
disponibilidad de espacio vacio para el asentamiento (Rico et al. 2009; Lord 2016).
Ademads, factores bioldgicos locales como la depredacién, pueden tener un efecto
importante sobre las comunidades incrustantes, con diferentes resultados segun el
estadio de colonizacién sobre el que influyan (Osman y Whitlatch 2004; Vieira et al.
2012; Oricchio et al. 2016). En las primeras etapas de la colonizacion, los depredadores
de menor tamano consumen los reclutas de determinadas especies, con consecuencias
diversas sobre la comunidad final. En algunos casos, la depredacion aumenta la
disponibilidad de espacio vacio donde se establecen especies con mayor capacidad de
competencia (Nydam y Stachowicz 2007), pero en otras comunidades esto puede
facilitar el desarrollo de especies menos competitivas en areas localizadas (Osman y
Whitlach 1995; Osman y Whitlatch 2004). En etapas tardias, cuando la disponibilidad de
espacio vacio disminuye, solo los depredadores de mayor tamafio pueden tener un
efecto significativo sobre las comunidades (Oricchio et al. 2016). Por lo tanto, la
estructura de la comunidad durante la sucesion parece estar afectada diferencialmente
no solo por el momento en el cual tiene lugar la depredacién, sino también por el tipo
de depredador que lo hace (Vieira et al. 2012; Rico et al. 2015).

Estudios previos realizados en el drea portuaria de Puerto Madryn, muestran un
efecto significativo de los macrodepredadores sobre las comunidades incrustantes, sin
importar la estacion en la cual comienza el proceso de colonizacion (Giachetti et al.
2019). Al comparar comunidades desarrolladas con y sin depredacién se observé que,
en presencia de depredadores como erizos, cangrejos y gasteropodos las comunidades
presentan una composicion de especies diferente, menor diversidad y menor
abundancia de especies exéticas, es decir que estos macrodepredadores podrian estar
ejerciendo resistencia bidtica frente a las especies exéticas. La hipdtesis de resistencia
bidtica postula que las comunidades locales pueden reducir la abundancia, fecundidad,

rendimiento reproductivo y/o dispersion de las especies exdticas (Levine et al. 2004;
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Rius et al. 2014). Sin embargo, las estructuras estudiadas en ese trabajo se encontraban
fijas al sustrato, es decir que eran accesibles para todo tipo de depredador, benténico o
nectdénico. Por lo que se abre una nueva pregunta: ¢La resistencia bidtica, expresada
como presion de depredacién, es la misma en estructuras flotantes, donde solo los
organismos necténicos (como peces, moluscos nadadores, etc) se encuentran presentes
y los depredadores benténicos son naturalmente excluidos? Asi, estructuras flotantes
como boyas, sogas e incluso barcos, pueden presentar comunidades de depredadores
diferentes a las de estructuras fijas, y consecuentemente comunidades incrustantes
diferentes. Estas observaciones plantean la necesidad de estudiar los procesos que
intervienen durante la colonizacion de distintas estructuras artificiales (fijas y flotantes),

en presencia y en ausencia de depredadores.

1.3 Ascidias como modelo de estudio

Entre las especies exodticas, las ascidias son uno de los organismos sésiles mas
exitosos colonizando nuevos habitats, ademds de ser uno de los grupos mas importantes
en las comunidades incrustantes de areas portuarias y de las estructuras artificiales que
alli se encuentran (Lambert y Lambert 1998; Lambert 2007; Zhan et al. 2015). Esto las
hace excelentes modelos para el estudio de patrones y procesos en comunidades

invadidas, y por lo cual fueron seleccionadas como grupo de estudio de esta tesis.

1.3.1 Factores que intervienen en el éxito de invasion

Varios factores de la biologia y ecologia de las ascidias les permiten ser exitosas,
pudiéndose establecer y dispersar en las regiones donde son introducidas (Figura 1.1).
En primer lugar, las ascidias presentan una larva libre lecitotréfica de vida corta, lo que
restringe la capacidad de dispersién de estos organismos (Lambert 1968; Zhan et al.
2015), haciendo que el transporte antrdpico sea una condicion necesaria para su
introduccion y dispersidon incluso en distancias cortas (Lambert y Lambert 1998). El
transporte puede ser mediante diversos vectores, formando parte del biofouling de
cascos de buques comerciales y/o recreativos y de estructuras utilizadas en cultivos
marinos u otras estructuras artificiales (Zhan et al. 2015). Ademas, aunque el agua de
lastre no es el vector principal debido a la corta vida libre de las larvas, el sedimento y

las paredes de los tanques pueden albergar ascidias adultas (Zhan et al. 2015 vy
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referencias alli citadas). Estos vectores les permiten traspasar las barreras
biogeograficas, condicion previa para la introduccién de una especie exética (Figura 1.1).
La alta tasa de fecundacidn y crecimiento que presentan estos organismos (Yamaguchi
1975; Lambert 2007), asi como el amplio rango de tolerancia a determinados factores
ambientales y a la contaminacién (Shenkar y Swalla 2011), hacen que sobrevivan y se
reproduzcan en areas con alta polucién, como son los puertos. Estas particularidades les
permiten superar las barreras siguientes, la del cautiverio o cultivo, la de la
supervivencia y la de la reproduccién, logrando establecer nuevas poblaciones
autosustentables en la region donde fueron introducidas (Figura 1.1). Finalmente, la
dispersion puede tener lugar a través de los mismos vectores de transporte, a los que se
suman las embarcaciones recreativas y los barcos comerciales regionales (Darbyson et
al. 2009b; Murray et al. 2011; Ulman et al. 2019). A su vez, las estructuras artificiales
colonizadas pueden ser una fuente de propdagulos o un vector de transporte, en el caso
gue se las traslade de un lugar a otro (Figura 1.1). Asi, las especies exdticas de ascidias
logran expandir su rango de distribucion mas alld de donde fueron introducidas

originalmente.

Factores que permiten a las

Etapa Barreras .
ascidias traspasar las barreras
G i Disponibilidad de multiples factores (i.e. agua de lastre,
Transporte eograticas fouling, cultivos marinos)
— Amplia tolerancia a factores ambientales y contaminacion
Cautiverio

Introduccidn :
o cultivo |__ Alto namero de propdgulos debido a |a alta tasa de

fecundacion y grandes poblaciones

— Amplia tolerancia a factores ambientales y contaminacion
Supervivencia [«

Establecimiento “— Alta tasa de crecimiento

Reproduccion |+—

L— Alta tasa de fecundacion, diversos modelos de reproduccion

Disponibilidad de muiltiples factores (i.e. agua de lastre,
fouling, cultivos marinos).

Dispersion [<—__ Dispersion natural de algunas especies con fases larvales

., extraordinariamente largas
Expansion

— Colonizacion de sustratos artificiales

Ambiente [«=——— cambios ambientales causados por actividades humanas

—— Cambio climatico

Figura 1.1: Etapas y barreras que las especies exdticas deben superar para establecerse y expandir su
rango de distribucion en las regiones donde son introducidas segun Blackburn et al. (2011), y los
factores que permiten a las ascidias superar estas barreras (tomado deZhan et al. 2015).
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1.3.2 Impactos econdmicos y ecoldgicos de las ascidias exdticas

Los aspectos bioldgicos y ecoldgicos discutidos en el apartado anterior, hacen de
las ascidias exitosas especies exdticas en varias regiones del mundo, donde varias
especie poseen impactos tanto econémicos como ecoldgicos (Lambert y Lambert 1998;
Lambert 2007; Zhan et al. 2015). Debido a su rdpida tasa de reproduccién y crecimiento,
pueden dominar estructuras artificiales como las presentes en areas portuarias y las
utilizadas en maricultura (Aldred y Clare 2014; Zhan et al. 2015; Isola 2017). Asimismo,
varios trabajos las identifican como responsables del reemplazo de especies y de la
pérdida de riqueza y/o diversidad en las comunidades incrustantes donde estan
presentes (Rius et al. 2011; Zhan et al. 2015; Davis et al. 2018; entre otros). Sin embargo,
las ascidias pueden crear nuevos habitats para organismos epibiontes y bentdnicos
(Claar et al. 2011). A pesar de que algunas especies de ascidias pueden presentar
mecanismos para evitar la epibiosis (Stoecker 1978; Stoecker 1980a; Wahl et al. 1994;
McClintock et al. 2004), varios trabajos muestran que pueden aumentar la diversidad de
las comunidades macrobentdnicas (Monteiro et al. 2002; Castilla et al. 2004; Rimondino
et al. 2015; Giachetti et al. 2019). Por otro lado, las ascidias pueden obstruir el
movimiento de los depredadores bentdnicos, como erizos y gasterépodos,
disminuyendo indirectamente la depredacion (Nydam y Stachowicz 2007). También
pueden modificar el flujo del agua, creando microhabitats con baja velocidad de flujo,
lo que favorece el asentamiento de las larvas de los organismos incrustantes (Koehl
1982; Koehl 1984). Sin embargo, no se conoce si estos mecanismos beneficiosos para la
diversidad lo son solo hasta cierto umbral de abundancia de ascidias, donde su
dominancia podria comenzar a afectar negativamente a las comunidades de organismos

asociados. Todos estos aspectos seran discutidos a lo largo de esta tesis.

1.3.3 Comunidades de ascidias del drea portuaria de Puerto Madryn

En las comunidades incrustantes del puerto de Puerto Madryn (muelle Almirante
Storni) se pueden encontrar varias especies de ascidias solitarias exdticas, como
Ascidiella aspersa (Muller, 1776) y Ciona robusta Hoshino & Tokioka, 1967, una especie
criptogénica, Asterocarpa humilis (Heller, 1878), y varias especies de ascidias exdticas
coloniales, como Diplosoma listerianum (Milne Edwards, 1841), Lissoclinum fragile (Van

Name, 1902) y Botryllus schlosseri (Pallas, 1766) (Tatidn et al. 2010; Schwindt et al. 2014;
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Giachetti et al. 2019; Castro et al. en prensa). Todas las especies de ascidias solitarias y
la mayoria de las coloniales son exéticas o criptogénicas, lo que hace de esta area
portuaria un lugar particular para el estudio de los patrones y procesos que hacen al
éxito en la colonizacion de estos organismos.

Entre las especies exdticas mas comunes y abundantes se encuentran las ascidias
solitarias A. aspersa y C. robusta (Figura 1.2) (Tatian et al. 2010; Schwindt et al. 2014;
Giachetti et al. 2019). Ambas son reconocidas por su capacidad de colonizar con éxito
las estructuras artificiales que se encuentran en las dreas portuarias alrededor del
mundo (Lambert y Lambert 2003). Ciona robusta y C. intestinalis (ambas especies fueron
consideradas sindnimos hasta 2015, ver Seccién 1.3.4), son muy abundantes en
estructuras para cultivo de bivalvos en Canadd, dominando estas estructuras vy
desplazando a otras especies exdticas de ascidias, como Styela clava Herdman, 1881
(Carver et al. 2003; Carman et al. 2016; McKenzie et al. 2016). En Argentina, C. robusta
presenta abundancias altas en el puerto de Mar del Plata (Bastida 1968; Pezzani et al.
1996; Nuiiez Velazquez et al. 2017; Albano y Obenat 2019). Sin embargo, a pesar de ser
una especie comun de las comunidades incrustantes del area portuaria de Puerto
Madryn, se observan variaciones estacionales de su abundancia, la cual parece ser
menor a la de A. aspersa (obs. pers.). Esta especie nativa de Europa, es considerada
altamente invasora, y se encuentra introducida en varias regiones del mundo, como el
Atlantico Noroeste, Australia, Nueva Zelanda e India (Berrill 1950; Cohen et al. 2000;
Tatian et al. 2010; Ma et al. 2019; entre otros). Ambas especies parecen diferenciarse
en sus habilidades y estrategias para el asentamiento de sus larvas. Las larvas de A.
aspersa presentan una mayor movilidad, pueden encontrarse en mayor nimero y son
mas resistentes que las de Ciona (Rajbanshi y Pederson 2007), las cuales presentan
pobres habilidades para el asentamiento (Osman y Whitlatch 1996). Estas diferencias
pueden influir en la supervivencia de los juveniles y adultos de ambas especies, ya sea
por efectos directos, i.e. depredacidn, o por efectos indirectos, i.e. desprendimiento a
causa del movimiento de otros organismos benténicos (bulldozing, en inglés). A su vez,
diferencias en la ecologia reproductiva de ambas especies, podrian influir en los
patrones estacionales de abundancias (obs. pers.). Si las dos especies se reproducen en
el mismo momento, podria existir una competencia por el sustrato en etapas larvales,

recurso necesario para el asentamiento y la metamorfosis (Rius et al. 2009b). Por todas
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estas razones, en esta tesis se utilizan a ambas especies como modelos para estudiar el

éxito en la colonizacidn de especies exdticas.

1.3.4 Observaciones sobre la sistemdtica de Ciona intestinalis y C. robusta

Ciona intestinalis fue descripta brevemente por primera vez por Linneo (1767)
como Ascidia intestinalis y su descripcion fue ampliada mas tarde por Cuvier (1815) y
Millar (1953), en el Atlantico Nororiental. Ciona robusta fue descripta por primera vez
por Hoshino y Tokioka en 1967, siendo una especie nativa de Japdon. Ambas fueron
sinonimizadas por Hoshino y Nishikawa en 1985, en una revision del género donde
utilizaron como caracteres diagndsticos la presencia/ausencia del apéndice endostilar y
la disposicion de la abertura faringo-epicardica, ignorada previamente por otros autores
(Brunetti et al. 2015). Mediante analisis genéticos de especimenes de varias regiones
del mundo, se observd que varias especies cripticas estaban englobadas bajo el nombre
C. intestinalis (Caputi et al. 2007; Sato et al. 2012, entre otros), identificAndose dos
clados separados: C. intestinalis sp. Ay C. intestinalis sp. B. Ambos clados se encuentran
en simpatria en el Atlantico Noreste, aunque no presentan flujo genético, estando
aisladas reproductivamente (Caputi et al. 2007).

A partir de la deteccion de los dos clados, se analizaron diferencias morfoldgicas
qgue permitieron identificar a ambas especies en el campo. Sato et al. (2012)
identificaron algunos caracteres con cierto grado de solapamiento entre ambos clados.
Estos caracteres son: (1) diferencias en la pigmentacion de las papilas genitales, (2)
prominencias tuberculares sobre la tunica, (3) coloracién del cuerpo, (4) pigmentacion
de los sifones y (5) textura de la tunica. Finalmente, Brunetti et al. (2015) mediante el
anadlisis de ejemplares de ambos clados, identificaron a las prominencias tuberculares
presentes sobre la tUnica como un caracter Unico de C. intestinalis sp. A. Definieron a
ésta como C. robusta sensu Hoshino y Tokioka (1967), y a C. intestinalis sp. B como C.
intestinalis sensu Millar (1953). A partir de ese momento varios trabajos estudiaron las
areas de distribucién de ambas especies, las cuales ya se encontraban introducidas en
varias regiones del mundo identificadas bajo el nombre C. intestinalis (Caputi et al. 2007;
Brunetti et al. 2015; Bouchemousse et al. 2016).

En Argentina, Amor (1964) fue la primera en registrar a C. intestinalis para Mar

del Plata. Unos afios mas tarde, Pisané et al. (1971) citaron a C. robusta para Mar del
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Plata y para el Golfo Nuevo. En este trabajo, se presentaron diferencias morfoldgicas
entre ambas especies, que luego fueron adjudicadas a diferencias debidas a las
condiciones ambientales por Hoshino y Nishikawa (1985) al sinonimizarlas. Ademas, en
un trabajo posterior, se estudié la auto-fertilizacién en individuos de C. intestinalis y de
C. robusta recolectados en Mar del Plata (Pisand y Rengel 1972). Finalmente, Brunetti
et al. (2015) definen que la especie identificada como C. intestinalis en Pisand et al. 1972
es en realidad C. savigny Herdman, 1882, y confirman la presencia de C. robusta (C.
intestinalis sp. A) en Mar del Plata, tal como fuera comunicado por Caputi et al. (2007).
En resumen, C. robusta y C. intestinalis son exdticas para la costa argentina y se
necesitan mas estudios para definir su distribucién a lo largo de la misma. La presencia
de C. savigny debiera confirmarse a partir de estudios morfoldgicos y genéticos.
Durante el desarrollo de esta tesis, se trabajé con individuos pertenecientes a
Ciona robusta, identificados a partir de la presencia de prominencias tuberculares sobre
la tunica (Figura 1.2). Al estudiar la bibliografia y para los trabajos previos al afio 2015,
es decir cuando C. intestinalis y C. robusta eran sindnimas, se utilizé la distribucién
definida en Bouchemousse et al. (2016) para determinar cudl de las dos especies habia

sido utilizada.

Figura 1.2: Ascidias solitarias exdticas mas abundantes de las comunidades incrustantes del
area portuaria de Puerto Madryn, (A) Ascidiella aspersa y (B) Ciona robusta (Flechas:
prominencias tuberculares sobre la tunica). Fotos: N. Battini.
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1.4 Area de estudio

1.4.1 Caracteristicas ambientales

El drea portuaria de Puerto Madryn se encuentra situada dentro del Golfo Nuevo
(Atlantico Sudoccidental, 42°49"' S; 65°04' O). Esta caracterizado por aguas calmas y
claras, y presenta un régimen de mareas semidiurnas (Servicio de Hidrografia Naval) con
una amplitud de 5 m. Tanto los experimentos como la recoleccion de individuos, se
realizaron en un sector con una profundidad maxima de 9 m, y sin movimiento portuario
para garantizar la seguridad de los buzos y evitar posibles dafios o pérdidas de réplicas
(flecha blanca, Figura 1.3). En este sector, la temperatura media anual es de 13°C, con
una minima de 9°C en invierno y una maxima de 19°C en verano. La salinidad se
mantiene relativamente constante durante el afo, con un valor medio de 34,3%o,
aungue desde enero a abril se registra una salinidad minima de 33%., y desde abril a
enero una salinidad maxima de 35%. (Giachetti et al. 2019).

El puerto de Puerto Madryn es uno de los puestos patagdnicos mas importantes
en términos de movimiento portuario (Schwindt et al. 2014). Como otras areas
portuarias de la costa argentina, presenta contaminacion por TBT con casos de imposex
en algunas especies de gasterdpodos (Bigatti et al. 2009), aun luego de la prohibicién
del uso de este compuesto como biocida (Bigatti et al. 2014). Ademas, se detectd
contaminacién por metales pesados, como cadmio, zinc, mercurio, cobre (Gil et al. 1999;
Giarratano et al. 2013). De hecho, se ha registrado bioacumulacién de Zn y Cu en
ejemplares de cholgas Aulacomya atra (Molina, 1782) del drea portuaria (Giarratano et
al. 2013). Finalmente, al igual que otros puertos patagdnicos, actia como fuente de
hidrocarburos de origen antrépico afectando a las zonas costeras aledafias

(Commendatore y Esteves 2007).

1.4.2 Comunidades incrustantes del drea portuaria

Las comunidades incrustantes del puerto estan caracterizadas por la presencia
de especies nativas como cholgas y mejillones (Aulacomya atra y Mytilus spp.) y
anémonas (por ejemplo, Actinothoe lobata (Carlgren, 1899)). Las cholgas y mejillones se
desarrollan exitosamente en los pilotes, con una abundancia minima de

aproximadamente 800 ind/m? (datos no publicados, C.B. Giachetti), cubriendo gran
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parte de la superficie sub e intermareal de los pilotes y siendo un refugio para pequenos
invertebrados, como poliquetos, cangrejos e isopodos. La comunidad de
macrodepredadores se encuentra representada por erizos de mar, como Arbacia
dufresnii (Blainville, 1825); estrellas de mar tales como Allostichaster capensis (Perrier,
1875), Anasterias antarctica (Litken, 1857), Cosmasterias lurida (Philippi, 1858) vy
Cycethra verrucosa (Philippi, 1857); y cangrejos como Leucippa pentagona H. Milne
Edwards, 1834, Halicarcinus planatus (Fabricius, 1775), Pachycheles chubutensis Boschi,
1963. La especie mas comun de peces asociada a las comunidades incrustantes es
Helcogrammoides cunninghami (Smitt, 1898), una especie nativa de pequeno tamafio
(longitud maxima, 6 cm) que posee una dieta basada en anfipodos (Mufioz y Ojeda
1997). Se pueden encontrar peces de mayor tamano en las areas cercanas, tales como
Acanthistius patachonicus (Jenyns, 1840), Pseudopercis semifasciata (Cuvier, 1829) y
Pinguipes brasilianus Cuvier, 1829, sin embargo, estas son especies bentdnicas

asociadas a los arrecifes rocosos cercanos (Galvan et al. 2009).
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Figura 1.3: Area de estudio. La flecha blanca indica el sector del puerto en el cual se realizé
el experimento de campo y donde se recolectaron los individuos utilizados en los
experimentos restantes (imagen satelital tomada de Google Earth).
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1.5 Objetivos e hipétesis

A partir de lo expuesto, el objetivo de esta tesis es comprender los patrones y
procesos ecolégicos involucrados en el éxito de la colonizacion por ascidias exéticas
sobre diferentes estructuras antrdpicas en un drea portuaria. La hipdtesis que se postula
es que las ascidias exéticas no colonizan exitosamente todos los tipos de estructuras que
se encuentran en las dreas portuarias a lo largo del tiempo, debido a diferencias en la
presion de depredaciéon y en la ecologia reproductiva de las especies. Para evaluar esta

hipétesis, se tuvieron en cuenta los siguientes objetivos especificos:

e Evaluar el éxito en la colonizacién de las diferentes especies de ascidias exoticas
en presencia y ausencia de depredadores en diferentes estructuras artificiales.

e Determinar las especies de depredadores (nativos y exéticos) de las ascidias
exoticas en el area portuaria.

e Determinar las variaciones temporales y espaciales en la abundancia de estos
depredadores, y de las ascidias exoéticas dominantes.

e Estudiar la ecologia reproductiva anual de las ascidias exdticas dominantes.

e Relacionar la ecologia reproductiva de las ascidias a variaciones temporales de

parametros ambientales.
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Capitulo 2: Rol de la depredacion en el éxito en la colonizacién de
estructuras artificiales en un puerto templado frio

2.1 Resumen

Las estructuras artificiales pueden proveer a las especies exdticas de nuevas
superficies colonizables y refugio frente a depredadores. El éxito en la colonizacién de
estas especies puede ser distinto entre estructuras fijas y estructuras flotantes o
suspendidas (i.e. estructuras sin flotacién, que mantienen su distancia al fondo
constante), debido a las diferencias en la presion de depredacion en cada una de ellas.
Las estructuras fijas se encuentran afectadas, principalmente, por depredadores
bentdnicos, mientras que las estructuras flotantes o suspendidas son afectadas por
depredadores necténicos. El objetivo de este capitulo es evaluar el éxito en la
colonizacion de las diferentes especies de ascidias exdticas dominantes, en presencia y
ausencia de depredadores en diferentes estructuras artificiales. Para evaluar esto, se
llevé a cabo un experimento de exclusion de depredadores en una estructura fija, con
presencia de depredadores nectdnicos y bentdnicos, y en una suspendida, solo con
presencia de depredadores nectdnicos. Tres placas de PVC se sujetaron a cada
estructura, con diferentes tratamientos: exclusion, control caja y control. La comunidad
de depredadores bentdnicos, formada por erizos, estrellas de mar, gasterépodos y
cangrejos, ejercié una mayor presién de depredacidn que la de los nectdnicos. El éxito
en la colonizacién de las ascidias exdticas fue mayor en las comunidades suspendidas y
en la exclusiéon de la estructura fija, es decir en ausencia de depredadores bentdnicos.
Ademas, las grandes coberturas alcanzadas por las ascidias exéticas en las estructuras
suspendidas disminuyd la diversidad de esas comunidades. Esto evidencia el rol de las
estructuras suspendidas y/o flotantes como refugio frente a los depredadores
bentdnicos. Resultados similares fueron observados en comunidades incrustantes de
latitudes altas en todo el mundo. En este sentido, en el presente trabajo los
depredadores bentdnicos podrian estar remplazando a la fuerte depredacién necténica
observada en latitudes tropicales y subtropicales. Este capitulo resume los principales
factores que afectan la colonizacion de estructuras artificiales, y evidencia su
importancia durante el disefio de experimentos para evaluar la variabilidad latitudinal

de la resistencia bidtica y la presion de depredacién.
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2.2 Introduccion

La construccién de estructuras artificiales, tales como muelles, marinas, boyas,
escolleras, modifican la geomorfologia costera mundial generando nuevos habitats y
oportunidades de nicho para las especies exdticas (Bulleri y Airoldi 2005; Glasby et al.
2007; Airoldi y Bulleri 2011; Dafforn et al. 2012; Airoldi et al. 2015). Estas estructuras
pueden alojar un nimero mayor de especies exdticas, comparadas con los ambientes
rocosos naturales cercanos (Glasby et al. 2007), ya que pueden proveer de nuevos
recursos limitantes, aumentando las superficies disponibles para colonizar, creando
refugios de los depredadores nativos o exdticos, y mejorando las condiciones fisicas y
guimicas favorables para nuevas especies exéticas (Dafforn 2017). Las comunidades
incrustantes de estas estructuras estaran determinadas por distintos factores fisicos y
biolégicos. Entre los factores fisicos se encuentran, las diferencias en la velocidad de
corriente y en el flujo del agua (Glasby 2001; Perkol-Finkel et al. 2006), en el sombreado
y la proximidad al fondo del mar (Glasby 1999b) y en el régimen de disturbios causados
por el mantenimiento de la estructura o como efecto del viento o el mar (Airoldiy Bulleri
2011). Entre los factores bioldgicos se ha resaltado las diferencias en la presién de
depredacion (Kremer y da Rocha 2016; Leclerc y Viard 2018). Asi las estructuras
artificiales pueden ser “corredores” para el establecimiento y dispersion de las especies
exoticas hacia nuevas areas, particularmente si estas estructuras estan establecidas en
habitats barrosos o arenosos (Bulleri y Airoldi 2005; Airoldi et al. 2015).

Existe una amplia variedad de disefios experimentales utilizados para evaluar el
efecto de los depredadores en comunidades incrustantes creciendo en estructuras
artificiales. Algunos de estos incluyen placas fijas en pilotes de muelles mientras que
otras son flotantes o suspendidas, por lo cual la comunidad de depredadores que afecta
a cada una de estas comunidades incrustantes es diferente (Tabla 2.1). Las estructuras
fijas se encuentran unidas al lecho marino entonces estan principalmente afectadas por
depredadores benténicos, mientras las estructuras flotantes y las suspendidas (i.e.
estructuras sin flotacién, que mantienen su distancia al fondo constante), ubicadas cerca
de la superficie o sin conexidon con el lecho marino, lo estan principalmente por
organismos necténicos. Ademas, la presién de depredacidon sobre comunidades

incrustantes puede variar latitudinalmente. En aguas calidas y tropicales, los
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depredadores tienen un fuerte efecto sobre la abundancia, riqueza y diversidad de
ascidias exdticas (Freestone et al. 2013; Oricchio et al. 2016; Kremer y da Rocha 2016;
Vieira et al. 2018), mientras que a latitudes mas altas, la presién de depredacién parece
disminuir con efectos menores sobre comunidades similares (Freestone et al. 2013;
Leclerc y Viard 2018). Estas observaciones establecen la hipdtesis de que las
comunidades tropicales y subtropicales presentan una mayor resistencia biética frente
a nuevas especies exoticas, debido a interacciones bidticas mas fuertes como la
depredacion (Freestone y Osman 2011; Freestone et al. 2013). Sin embargo, trabajos
realizados en distintas latitudes, muestran que este patrén en la depredacién no es tan
evidente como cabria esperarse (Tabla 2.1). Particularmente en el Atlantico
Sudoccidental, se observdo que la depredacion cambia la composicidon de especies y
disminuye la diversidad de las comunidades incrustantes de estructuras fijas (Giachetti
etal. 2019). En estas comunidades, también dominadas por ascidias exéticas, se observé
un efecto negativo sobre los reclutas de estos organismos (Rico et al. 2015; Giachetti et
al. 2019). Si la presién de depredacion sobre las comunidades incrustantes que se
encuentran sobre las estructuras flotantes es notoriamente menor, como fue observado
en trabajos previos (Dumont et al. 2011a; Leclerc y Viard 2018), estas estructuras
podrian estar generando refugios para las especies exdticas dominantes, como son las
ascidias solitarias.

El objetivo general de este capitulo es evaluar el éxito en la colonizacién de las
diferentes especies de ascidias exdticas dominantes, en presencia y ausencia de
depredadores en diferentes estructuras artificiales. La hipdétesis puesta a prueba es que
los depredadores poseen diferentes estrategias de alimentacién y movilidad, por lo que
su efecto sobre las comunidades incrustantes y el éxito en la colonizacién de ascidias
exoticas varia entre estructuras artificiales. Los objetivos especificos son: evaluar el
efecto de los depredadores sobre (1) la estructura y diversidad de las comunidades
incrustantes y (2) sobre el éxito en la colonizacion de las ascidias exéticas solitarias, en
dos estructuras artificiales diferentes. Se espera que (1) la presencia de depredadores
bentdnicos afecte fuerte y negativamente la estructura y la diversidad de las
comunidades incrustantes de las estructuras artificiales asociadas al fondo y que (2) el
éxito en la colonizacién de las ascidias exdticas decrezca en las comunidades expuestas

a los depredadores bentdnicos.
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2.3 Materiales y métodos

2.3.1 Disefio experimental

El experimento se realizé6 desde noviembre de 2015 a mayo de 2016. Durante
este periodo la temperatura promedio del agua fue 16,4°C, con un minimo de 11,7°C
durante noviembre y un maximo de 20,4°C durante enero y febrero. El disefio
experimental consistio de una exclusidn de depredadores en dos estructuras artificiales
diferentes, una unida (denominada fija) y otra no (denominada suspendida) al lecho
marino. La estructura principal estaba formada por una red de nylon (60 x 60 cm) con
tres placas de reclutamiento de PVC gris (15 x 15 cm) con una de sus caras rugosa para
facilitar el asentamiento de larvas. La rugosidad se obtuvo utilizando un cepillo de
alambre (disco de pulir) y amoladora, ejerciendo la misma presién para cada placa. Las
placas se sujetaron a la red de nylon con precintos, con una minima separacién de 12
cm entre ellas. A cada placa se le asignd un tratamiento distinto mediante azar
ordenado, (1) Exclusién (EX): una caja plastica de 1 x 1 cm de malla fue sujetada
mediante precintos a las placas; (2) Control caja (CC): la misma caja fue sujeta a la placa
pero con dos laterales abiertos, para permitir el libre paso de los depredadores; (3)
Control (C): las placas sin ningun tipo de caja. Para las estructuras fijas, cada red (n = 10)
se sujeto verticalmente (i.e. perpendicular al fondo) a un pilote del muelle (cada réplica
en un pilote distinto), mientras que para las estructuras suspendidas (n = 10) la red se
sujetd, también verticalmente, entre dos pilotes del muelle (cada replica en una fila de
pilotes distinta), usando cabos de nylon de 6 mm de didmetro (Figura 2.1). Por lo tanto,
en una misma fila de pilotes (i.e. diez filas de pilotes, 10 estructuras fijas, 10 estructuras
suspendidas, con tres placas de reclutamiento en cada una) se encontraban una
estructura fija y una suspendida. Debido a que la estructura suspendida se sujetd a dos
pilotes, esta no presentaba flotabilidad, por lo cual se encontré a la misma profundidad
y recibio la misma intensidad de luz que la estructura fija durante todo el experimento.
Las estructuras se colocaron hacia la misma direccion cardinal (Sur) para evitar
potenciales efectos debidos a las diferencias en la velocidad de la corriente, Ila
turbulencia o el sombreado (Glasby 1999a) causadas por el muelle y los pilotes.

Al cabo de seis meses, las estructuras se retiraron del mar y las placas se

desataron, embolsaron individualmente y transportaron al laboratorio en agua de mar.
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Se prestd especial atencidén a evitar la pérdida o el escape de organismos moviles y
sésiles. En el laboratorio, se removieron las cajas y se registrd la abundancia de los
organismos moviles en todas las placas. Las placas se fotografiaron y mantuvieron en el
Acuario Experimental del CENPAT hasta que se midié la cobertura de todas las especies
sésiles en cada placa, en la totalidad del area central (10 x 10 cm), para evitar el efecto
de borde. También se tuvo en cuenta la cobertura de los epibiontes, por lo que la
cobertura total de cada especie podia ser mayor a 1. Los organismos se identificaron al
menor nivel taxondmico posible, utilizando el material de referencia apropiado de la
Coleccién de Invertebrados del IBIOMAR (CNP-INV) y claves taxonémicas. Las especies
de cangrejos, ofiuros y algas fueron identificadas por especialistas en estos grupos (ver
Agradecimientos). Las especies se clasificaron en exdticas, nativas y criptogénicas
(Carlton 1996a) cuando fue posible, segun la literatura (Orensanz et al. 2002; Schwindt
et al. 2014). Los nuevos registros de ascidias exdéticas se depositaron en la Coleccion de

Invertebrados del IBIOMAR (ver Seccidn 2.4 para los nimeros de material).

A
2m
x|
Estructura Estructura
fija (F) suspendida (S)
C E===
T s
Control (C) Control Exclusién
caja (CC) (EX)

Figura 2.1: (A) Esquema del disefio experimental (se representa solo una fila de pilotes), (B)
su posicion debajo del agua, y (C) detalle de los tratamientos. Abreviaciones: EX, exclusion;
CC, control caja; C, control. Foto: N. Battini.
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2.3.2 Andlisis estadisticos

Para evaluar el efecto de los depredadores en la composicién y cobertura de
especies de las comunidades incrustantes de diferentes estructuras artificiales, se
realizd un analisis de coordenadas principales (PCO). Para ello se utilizé6 una matriz de
similitud de Bray Curtis con la cobertura de los organismos sésiles, incluyendo el espacio
vacio, previamente transformados mediante raiz cuarta. Para las especies mdviles, se
utilizé una matriz de similitud de Jaccard con datos de presencia-ausencia. Las
diferencias entre las comunidades de organismos sésiles se analizaron mediante un
PERMANOVA de disefio factorial cruzado (999 permutaciones), con dos factores fijos,
Estructura (fija y suspendida) y Tratamiento (exclusion, control caja y control), y un
factor aleatorio, Pilote (1 a 10). Cuando se realizaron pruebas de a pares, los p-valores
fueron ajustados de acuerdo a la correccidon de Bonferroni para controlar el alfa global
de la prueba (Zar 2009). Por ultimo, para determinar qué taxa contribuyeron mas a las
diferencias entre pares, se realizé un analisis de porcentaje de similitud (SIMPER). La
cobertura total de organismos sésiles y la diversidad, entre tipos de estructura y entre
tratamientos, se evaluaron mediante un modelo lineal general mixto (GLMM), usando
la libreria nime (Pinheiro et al. 2017). La diversidad fue calculada considerando el
crecimiento primario y secundario (i.e. organismos epibiontes), con y sin la cobertura de
las ascidias exéticas Ascidiella aspersa y Ciona robusta.

Para evaluar el efecto de la depredacidn en el éxito en la colonizacién de las
ascidias solitarias exdticas en ambas estructuras artificiales, se realizé un modelo lineal
mixto (GLMM, libreria nlme) con una distribucién normal utilizando como variable
respuesta la cobertura de las dos especies de ascidias exéticas dominantes. También se
tuvo en cuenta la cobertura de las ascidias epibiontes, por lo que la cobertura total de
cada especie podia ser mayor a 1. Los modelos incluyeron los factores Estructura,
Tratamiento y la especie de ascidia (factor Especie con dos niveles: Ciona robusta y
Ascidiella aspersa) como factores fijos, y el pilote como factor aleatorio. El mejor modelo
fue elegido entre todos los modelos posibles que incluyeran la interaccidon
Estructura*Especie, la cual es la interaccion de interés de acuerdo a los objetivos. Para
todos los analisis, la normalidad y la homogeneidad de varianzas fueron evaluadas
mediante pruebas de Shapiro-Wilks y Levene, respectivamente. Cuando los datos

presentaban heterogeneidad de varianzas, la funcién varldent fue utilizada para
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modelar e incorporar en los modelos esta heterogeneidad. El modelo que mejor
ajustaba a los datos fue elegido mediante el criterio de Akaike, y por parsimonia cuando
AAIC £ 2 (Zuur et al. 2007). Cuando fueron necesarias pruebas de a pares, los p-valores
fueron ajustados mediante pruebas de Bonferroni (Zar 2009).

Para graficar las diferencias observadas entre tratamientos y estructuras para las
variables respuestas analizadas (cobertura total, diversidad y cobertura de ascidias
exoticas) se utilizaron box-plot realizados con la libreria ggplot2 (Wickham 2009). En
estas figuras, los bordes superior e inferior de la caja corresponden al tercer (Q3) y
primer (Q1) cuartil respectivamente. La diferencia entre estos extremos es la distancia
entre cuartiles (DC) y es utilizada para calcular los extremos de las lineas que nacen de
la caja: el extremo superior corresponde al valor Q3 + 1,5 x DC, mientras que el inferior
es Q1 + 1,5 x DC. Dentro de la caja, la linea negra representa la mediana de los datos y
el cuadrado representa a la media. Todos los analisis estadisticos fueron realizados en

el software R (R Core Team 2017).

2.4 Resultados

Se identificaron 42 taxa en total, de las cuales 13 especies (31%) son exdticas, 21
(50%) nativas y dos (5%) criptogénicas (Tabla 2.2). La riqueza de especies exoéticas estuvo
conformada por un nimero mayor de especies de organismos sésiles (11 especies) que
lariqueza de nativos, la cual presentd el patrén contrario con un nimero mayor de fauna
movil (16 especies). Dos especies de ascidias son nuevos registros para Puerto Madryn:
la exdtica Molgula manhattensis (De Kay, 1843) (CNP-INV 3043 y 3044) y la criptogénica
Corella eumyota Traustedt, 1882 (CNP-INV 3035).

2.4.1 Efecto de los depredadores sobre las comunidades incrustantes de diferentes
estructuras artificiales

Los depredadores bentdnicos disminuyeron la cobertura y cambiaron la
composicion de especies de la comunidad de organismos sésiles. Las placas colonizadas
en ausencia de estos depredadores, fueron similares entre ellas y formaron un grupo

separado de aquellas placas colonizadas en presencia de depredadores bentdnicos

(PCO, Figura 2.2). Estas comunidades, estuvieron asociadas a una mayor cobertura de
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espirérbidos, poliquetos calcareos, y a un porcentaje mayor de espacio vacio.

Contrariamente, cuando los
depredadores estuvieron ausentes,
estas comunidades presentaron un
mayor numero de especies asociadas
a ellas, como por ejemplo ascidias
coloniales vy solitarias, briozoos,
esponjas y algas (Figura 2.2). Los
depredadores afectaron

significativamente y de manera

diferencial la composicion de especies
los dos de estructura

en tipos

(PERMANOVA, Tabla 2.3). Por lo
tanto, se realizaron pruebas de a

pares entre tratamientos para cada

tipo de estructura. En ambas
estructuras, las comunidades
desarrolladas en ausencia de
depredadores  presentaron  una

composicion de especies distinta a la

PCO 2
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o
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Figura 2.2: PCO para los organismos sésiles

(porcentaje de cobertura) comparando todos los
tratamientos (EX, exclusién; CC, control caja; C,
control) y las estructuras (S, suspendida; F, fija).
Algunos puntos pueden estar superpuestos.
Und,

pinatiffida; Lom, Lomentaria clavellosa; Spgl y Spg2,

Abreviaturas para las especies: Undaria
Porifera indet. 1y 2; Hdz, Eudendrium ramosum; Bgl,
Bugula neritina; Bgn, Bugulina flabellata; Brz, Bryozoa
indet.; Spr, Spirorbinae; Asc, Ascidiella aspersa; Cio,
Ciona robusta; Ast, Asterocarpa humilis; Cor, Corella
eumyota; Mol, Molgula manhattensis; Bot, Botryllus

schlosseri; Lis, Lissoclinum fragile; EV, espacio vacio.

de las comunidades con depredadores presentes (Tabla 2.4). Los taxa que mas

contribuyen a la disimilitud entre tratamientos difirieron entre tipos de estructura

(SIMPER, Tabla 2.5). Mientras que en las estructuras fijas las ascidias solitarias son las

gue mas contribuyeron a la disimilitud, debido a su mayor abundancia en ausencia de

depredadores, en estructuras suspendidas los briozoos y el espacio vacio contribuyeron

mas a la disimilitud entre tratamientos (Tabla 2.5). Con respecto a la comunidad de

organismos moviles, la identidad de las especies (presencia/ausencia) dependid

principalmente de la estructura (PCO, Figura 2.3), tal como se esperaba. Las placas de la

estructura fija formaron un grupo separado de las placas de la estructura suspendida, y

estuvieron caracterizadas por organismos ramoneadores como los erizos de mar, los

gasterépodos y los quitones (Figura 2.3).
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Ple patagonica; Trp, Trophon geversianus; Fis,

Fisurella sp., Exo, Exosphaeroma sp.; Nau,
Nauticaris magellanica; Hal, Halicarcinus
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03 dufresnii; Hel, Helcogrammoides

cunninghami.

La cobertura total de organismos sésiles fue mayor en ausencia de depredadores

bentdnicos, i.e. exclusidon de estructuras fijas y los tres tratamientos de la estructura

suspendida (Figura 2.4, Tabla 2.6 y
Tabla 2.7). En presencia de estos
depredadores, i.e. ambos controles de
la estructura fija, la cobertura total fue
similar entre siy la mas baja observada
(Figura 2.4, Tabla 2.6 y Tabla 2.7). Sin
embargo, la diversidad (indice de
Shannon) parece estar afectada no
solo por la depredacion, sino también
por la cobertura de las ascidias
exoticas, presentando  patrones
diferentes segun se considerd o no la
cobertura de ambas especies de

ascidias exoéticas dominantes (Figura

Cobertura total (proporcién)

Fijo Suspendido
c
15- be .o
b
a ’ .
10 a — n ‘ ‘
05-
. |
D_ T
c cc  EX c cc  EX

Tratamiento

Figura 2.4: Box-plot de la cobertura total de especies
sésiles para la interacciéon de tratamiento (EX,
exclusién; CC, control caja; C, control) y estructura
(Cuadrados negros: media). Letras distintas indican
diferencias significativas (P < 0,05).

2.5, Tabla 2.8, Tabla 2.10). Cuando se consideraron a A. aspersa y C. robusta para el

calculo de la diversidad, ésta fue menor en los controles de la estructura fija y en la

exclusién de las suspendidas (Figura 2.5A, Tabla 2.9). Sin embargo, cuando el andlisis se

realizd sin considerar a esas especies de ascidias, la diversidad solo fue menor en

presencia de depredadores bentdnicos, i.e. controles de la estructura fija (Figura 2.5B,
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Tabla 2.11). Al analizar la diversidad con A. aspersa y C. robusta, fue necesario aplicar la
funcién varldent para el factor Estructura, para modelar e incorporar la heterogeneidad
de varianzas. Finalmente, en la Figura 2.6 se ilustran los resultados presentados en esta
seccioén, con las comunidades incrustantes obtenidas en los distintos tratamientos y

estructuras al finalizar el experimento.

A Fijo Suspendido
2,0 ac bc
. bc [+
15 a ab
10 ﬁ Figura 2.5: Box-plot de la diversidad
~ 05 * (indice de Shannon) para la
T interaccion Tratamiento (EX,
T 0 e .
2 exclusion; CC, control caja; C, control)
- ¢ cc EX ¢ ¢ B y Estructura (cuadrados negros:
g - . ) -
8 L, Fijo Suspendido media), con la cobertura de ascidias
a ab f be be exoéticas (A) y sin ella (B). Letras
* ab .. .. . .
15 I distintas indican diferencias
0 * ' significativas (P < 0,05).
05 I + *
0
c cc EX c cc EX

Tratamiento

Estructura fija Estructura suspendida

Figura 2.6: Comunidades
incrustantes obtenidas en
cada tratamiento en ambas
estructuras, al final del
experimento. Todas las placas
pertenecen a la misma
réplica. Fotos: N. Battini.
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2.4.2 Efecto de los depredadores sobre el éxito en la colonizacion de las ascidias
exoticas solitarias en diferentes estructuras artificiales

Tanto la depredacion como el tipo de estructura tuvieron un efecto en el éxito

en la colonizacién de A. aspersa y C. A A. aspersa B A. aspersa
a b

robusta, aunque ambas especies

a c
ab
10- : 10-
fueron afectadas de manera diferente .
’ 05- 05-
por cada factor (Tabla 2.12). Las

estructuras  suspendidas  fueron 0- ‘ ! 0

C. robusta C. robusta

beneficiosas para ambas especies, 04 04- b

b b
presentando un éxito en la

a -
03-

. 3
colonizacion mayor en este tipo de 02 02- ]
estructuras (Figura 2.7, Tabla 2.13). A. 01 01

0 0- - !
CcC EX

Cobertura de ascidias (proporcion)

03

aspersa presentod la mayor cobertura

c
)

Fio  Suspendido C

tanto en estructuras fijas como Estructura Tratamiento

. . i 2.7: Box- idi
suspendidas (Figura 2.7A, Tabla 2.13). Figura 2.7: Box-plot de la cobertura de ascidias para

(A) la interaccidn Estructura y Especie, y (B) la
La cobertura de C. robusta en interaccién Tratamiento (EX, exclusién; CC, control

. L caja; C, control) y Especie (cuadrados negros:
estructuras suspendidas, fue similar a

media). Letras distintas indican diferencias
la de A. aspersa en estructuras fijas  significativas (P < 0,05).

(Figura 2.7B, Tabla 2.13). Con respecto a los tratamientos de depredacién, solo A.
aspersa mostré una cobertura mayor en ausencia de depredadores (Figura 2.7A, Tabla
2.14). Al contrario, C. robusta no fue afectada por la depredacion, y su cobertura fue

similar a la de A. aspersa en presencia de depredadores (Figura 2.7B, Tabla 2.14).

2.5 Discusién

Los depredadores bentdnicos tienen un rol importante en las comunidades
incrustantes y particularmente, en el éxito en la colonizacidn de ascidias solitarias
exdticas en puertos templados frios. El efecto negativo de la depredacién sobre la
cobertura total y la diversidad de los organismos sésiles, y sobre el éxito en la
colonizaciéon de las ascidias exéticas, fue mas intenso sobre las estructuras fijas
asociadas a estos depredadores. Estos resultados apoyan la hipdtesis planteada al inicio

de este capitulo, donde se postuld que los depredadores poseen diferentes estrategias
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de alimentacién y movilidad, por lo que su efecto sobre las comunidades incrustantes y
el éxito en la colonizacién de ascidias exoticas varia entre estructuras artificiales.
Llamativamente, el efecto de la depredacion sobre la diversidad parece ser oscurecido
por la dominancia de Ascidiella aspersa y Ciona robusta en ausencia de depredadores
bentdnicos.

Los organismos bentdnicos, tales como equinodermos, gasterépodos, quitones,
cangrejos, ejercen una mayor presion de depredacidon que los organismos nectdnicos,
como los peces. Las comunidades de organismos sésiles desarrolladas en ausencia de
estos depredadores bentdnicos presentaron una composicién de especies similar,
claramente diferente a la de las comunidades desarrolladas en su presencia. Con
respecto a la comunidad de peces, es comun encontrar individuos asociados a las
comunidades incrustantes del puerto, pertenecientes a la especie Helcogrammoides
cunninghami con una dieta basada en anfipodos (Mufoz y Ojeda 1997). Peces
bentdnicos y de mayor tamafio como Acanthistius patachonicus, Pseudopercis
semifasciatay Pinguipes brasilianus, pueden hallarse en el area de estudio. Sin embargo,
estas especies usan los arrecifes rocosos como refugio y depredan alrededor de estos y
en fondos blandos cercanos (Galvan et al. 2009). Este comportamiento puede explicar
la baja presion de depredacion observada en las estructuras suspendidas, donde
Unicamente las especies de peces de menor tamafio podrian estar presentes, y no
equipararian la presiéon de depredacion de los depredadores bentdnicos en las
estructuras fijas.

La presion de depredacion observada en esta tesis difiere de la observada en
otros trabajos realizados en latitudes altas (Tabla 2.1) donde la depredacién no tiene
efecto en las comunidades incrustantes de estructuras artificiales (Miller y Etter 2008;
Freestone y Osman 2011; Freestone et al. 2013; Leclerc y Viard 2018). Contrariamente,
en aguas mas calidas del Atlantico Occidental los peces son depredadores activos de las
comunidades incrustantes de estructuras artificiales (Freestone et al. 2013; Kremer y da
Rocha 2016). Por lo tanto, la presidn de depredacién parece ser mayor en latitudes
bajas, conduciendo a la hipdtesis de que comunidades tropicales y subtropicales
presentan una resistencia biética mayor (Freestone et al. 2013). Sin embargo, a partir
de una revision de diferentes trabajos realizados en los ultimos 10 afios (Tabla 2.1) se

observa que estos patrones podrian no ser tan evidentes como se espera. La presién de
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depredacion puede tener efectos significativos en comunidades incrustantes, incluso en
latitudes altas (Dumont et al. 2011a; Dumont et al. 2011b; Forrest et al. 2013; Simkanin
et al. 2013; Rico et al. 2015; Cheng et al. 2018). Estos efectos varian desde una
disminucion en la cobertura y/o el reclutamiento de organismos sésiles, incluyendo
especies exoticas, hasta cambios en la composicidn y diversidad de toda la comunidad
incrustante (Tabla 2.1). Esto puede estar influenciado por numerosos factores, i.e. la
diversidad de la comunidad de depredadores (Byrnes y Stachowicz 2009), la estacién en
la cual tiene lugar el maximo de depredacién (Cheng et al. 2018), el tipo de estructura
artificial colonizada y la comunidad de depredadores asociada a ella (Dumont et al.
2011b; Giachetti et al. 2019). Aunque estas observaciones no implican que la resistencia
bidtica sea la misma en todas las latitudes, demuestra que las variaciones temporales y
espaciales de la comunidad de depredadores pueden influenciarla fuertemente. Por
esta razon, los disefios experimentales deberian ser cuidadosamente disefiados para
contemplar tanto a los depredadores bentdnicos como a los necténicos, y asi obtener
un escenario mas completo de los procesos que determinan los patrones de las
comunidades incrustantes.

Una resistencia biodtica diferencial entre estructuras artificiales, i.e. una menor
presion de depredacion en estructuras flotantes o suspendidas, puede convertir a estas
estructuras en un refugio para las especies exoéticas. En relacion a esto, ambas especies
de ascidias exodticas, A. aspersa y C. robusta, fueron beneficiadas por la presidon de
depredacion diferencial entre ambas estructuras. Las coberturas mds altas de A. aspersa
se observaron en ausencia de depredadores bentdnicos, y esta especie domind
completamente varias placas de las estructuras suspendidas. Aunque C. robusta
también presenté una cobertura mayor en ausencia de los mismos depredadores, la
cobertura observada en las estructuras suspendidas fue menor a la esperada. Esta
especie es conocida mundialmente por presentar grandes abundancias en marinas,
puertos y estructuras de maricultura (Carver et al. 2003; Dumont et al. 2011a; McKenzie
et al. 2016). Ademas, se ha observado que presenta una cobertura mayor en estructuras
artificiales flotantes que en fondos rocosos, donde la depredacion sobre C. robusta es
mayor (Dumont et al. 2011a). Incluso, alcanza grandes abundancias en otros puertos de
Argentina (Bastida 1968; Pezzani et al. 1996; Nufiez Velazquez et al. 2017), como el

puerto de Mar del Plata (MDP). A diferencia del area portuaria de Puerto Madryn (PM),
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MDP se encuentra protegido por dos escolleras y tiene una boca de aproximadamente
300 m de ancho (Albano y Obenat 2009), lo que disminuye el movimiento y el
intercambio de agua. Debido a esto, MDP presenta aguas menos claras y mas quietas
gue las de PM, lo que podria ser beneficioso para esta especie de ascidia. Teniendo en
cuenta que C. intestinalis presenta habilidades y estrategias de asentamiento mas
débiles comparadas con la de A. aspersa (Osman y Whitlatch 1996; Rajbanshiy Pederson
2007), algo similar podria suceder con la cogenérica C. robusta prefiriendo ésta aguas
mas tranquilas. Esto también puede ser adverso en las comunidades incrustantes de PM,
donde A. aspersa alcanza grandes abundancias y es una competidora exitosa.

Trabajos previos muestran que la diversidad de la comunidad puede verse
disminuida en presencia de ascidias exdticas, debido a sus mayores tasas de
asentamiento y colonizacion de nuevas superficies (Blum et al. 2007; Zhan et al. 2015).
En el drea de estudio, se observé una mayor diversidad en ausencia de depredadores
donde las ascidias también alcanzan sus coberturas mas altas (Giachetti et al. 2019).
Contrariamente, en el presente estudio las comunidades con mayores coberturas de
ascidias (exclusion de estructuras suspendidas) no fueron mas diversas que las
comunidades con menor cobertura de ascidias (controles de estructuras fijas). Sin
embargo, el efecto de la depredacién sobre la diversidad fue evidente cuando se analizd
la diversidad sin considerar la cobertura de A. aspersa y C. robusta. La diversidad en
ausencia de depredadores bentdnicos fue mayor a la diversidad en presencia de los
mismos depredadores. En las comunidades suspendidas, los individuos de A. aspersa
cubrieron completamente la superficie de las placas formando una estructura densa y
compacta. Esta dominancia podria afectar la diversidad dificultando el asentamiento de
otros organismos sésiles con tasas de colonizacién mas bajas. Aunque las ascidias
adultas pueden ser depredadas por estrellas de mar, cangrejos o erizos de mar
(Epelbaum et al., 2009; ver Capitulo 3 de esta tesis), el efecto de la depredacién en
ascidias es mayor post-asentamiento (Osman y Whitlach 1995; Nydam y Stachowicz
2007; Vieira et al. 2012). Como la presidn de depredacion fue menor en las estructuras
suspendidas, los reclutas de ascidias no fueron ni desprendidos ni consumidos, por lo
gue no se generaron espacios vacios que podrian ser colonizados por otros organismos.
En las estructuras fijas, las comunidades desarrolladas en presencia de los depredadores

bentdnicos presentaron una gran dispersion en los valores de diversidad, comparada
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con las comunidades desarrolladas en ausencia de estos depredadores. Estos resultados
podrian indicar que los depredadores bentdnicos podrian tener un efecto heterogéneo
en placas del mismo tratamiento. Algunos depredadores, como gasterdpodos o estrellas
de mar de mayores tamafios, podrian generar efectos mas significativos pero locales,
debido a su abundancia y distribucién espacial. Contrariamente, depredadores mas
abundantes y con una distribuciéon mas uniforme, como erizos de mar y cangrejos, solo
se alimentan de los reclutas con efectos menores cuando la presa alcanza su tamaiio
adulto (ver Capitulo 3). En este ultimo caso, el acoplamiento entre los tiempos de
reclutamiento y crecimiento de las presas con los picos de abundancia de depredadores,
podria ser un factor importante en el éxito en la colonizacién (Cheng et al. 2018).

A diferencia de trabajos previos, las estructuras suspendidas utilizadas en esta
tesis presentan caracteristicas fisicas similares a las fijas, i.e. ambas estructuras
comparten la misma profundidad e intensidad de luz durante todo el experimento. Esto
permite asumir que las diferencias observadas entre las estructuras estan causadas
principalmente por las diferentes comunidades de depredadores asociadas a ellas. Esto
también esta evidenciado en las similitudes observadas entre los tratamientos de
exclusion de ambas estructuras, cuyas comunidades de organismos sésiles presentaron
composicion y cobertura similares. Las diferencias en la cobertura de ascidias exdticas
entre ambas estructuras, evidencia el rol de las estructuras suspendidas (y flotantes)
como refugios para especies exéticas frente a los depredadores bentdnicos. En este
sentido, la alta presion de depredacién nectdnica observada en comunidades tropicales
y subtropicales seria remplazada por la ejercida por los depredadores bentdnicos en
estas latitudes mds altas. Este capitulo resume los principales factores que afectan la
colonizacion de estructuras artificiales, y evidencia su importancia al momento de
disefar experimentos para evaluar la variabilidad latitudinal de la presiéon de
depredacion y de la resistencia bidtica en las comunidades incrustantes. Mas estudios
son necesarios para evaluar el rol de los depredadores benténicos en la resistencia
bidtica de las comunidades templadas frias, no solo en las estructuras artificiales sino

también en fondos rocosos naturales.
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Tabla 2.1: Efectos de la depredacién en comunidades incrustantes de diferentes estructuras artificiales. Fueron considerados los estudios del periodo 2008-

2018, en los cuales se haya realizado al menos un experimento con exclusién de depredadores. Los trabajos se encuentran ordenados segun el area de estudio,

de norte a sur.

seleccionadas)

Area de estudio Latitud Tipo de Depredadores Variable afectada negativamente por la Fuente
estructura evaluados depredacion
Vancouver Island, 48° N Fija Bentdnicoy Supervivencia de Botrylloides violaceous | Simkanin et al. 2013
Canada Peldgico
Hampton Marina, 42 N Flotante Bentdnicoy Reclutamiento de mejillones Auker et al. 2014
EEUU Pelagico
Golfo de Maine, 42°a43° N Fija Bentdnicoy Ninguna Miller y Etter 2008
EEUU Peldgico
NO Brittany, Francia 48° N Suspendida Peldgico Ninguna Leclercy Viard 2018
Atlantico Noroeste 41°a9° N Fija Bentdnicoy Diversidad y riqueza de especies en los Freestone et al. 2011
(varias localidades) Peldgico Trépicos (9°y 14° N)
Connecticut, EEUU 41° N Fija Benténicoy Cobertura de una ascidia solitaria Freestone et al. 2013
Peldgico exotica
Caribe, Panama 9°N Riqueza de ascidias exodticas
Atlantico Noroeste 41°a9° N Fija Benténicoy Supervivencia de B. neritina y/o Cheng et al. 2018
(varias localidades) Peldgico Didemnum spp.
Connecticut, EEUU 41° N Fija Bentdnico Abundancia de depredadores pequefos, | Papacostasy
Florida, EEUU 27°N (especies aumento indirecto de la abundancia de | Freestone 2019
seleccionadas) ascidias
Bodega Bay, EEUU 38°N Suspendida Bentdnico Porcentaje de espacio vacio Byrnes y Stachowicz
(CA) (especies 2009
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Puerto Bodega, EEUU | 38°N Flotante Moluscos Reclutamiento y cobertura de Rogers et al. 2016
Fija Bentdnicoy organismos sésiles
Peldgico
Madeira, Portugal 32°N Suspendida Bentdnicoy Cobertura de especies nativas Gestoso et al. 2018
Peldgico
Hong Kong 22°N Suspendida Bentoénicoy Estructura de la comunidad, solo Astudillo et al. 2016
Pelagico durante el verano.
Brasil (varias 3°a27°S Flotante Peldgico Abundancia de ascidias Kremer y da Rocha
localidades) 2016
Praia do Segredo, 23°S Suspendida Peces, pequefios | Diversidad y dominancia de ascidias. Vieira et al. 2012
Brasil gasterdpodos Riqueza solo los primeros 2 meses
Sao Sebastido, Brasil | 23°S Flotante Peldgico Ascidias en la etapa post-asentamiento, | Oricchio et al. 2016
y su dominancia en las placas
Isla Cabo Frio, Brasil 23°S Fija Peldgico Composicién de la comunidad Pereira Masi et al.
2016
Ba. La Herradura, 29°S Fija Bentdnico Reclutamiento de Bugula neritina Dumont et al. 2011a
Chile
Ba. La Herraduray 29°S Fija Benténicoy Reclutamiento y cobertura de Ciona Dumont et al. 2011b
Ba. Tongo, Chile 30°S Suspendida Peldgico robusta
Puerto de Sydney, 33°S Suspendida Peldgico Cobertura de la comunidad de Bolton et al. 2017
Australia organismos sésiles
Blackwood Bay, New | 41°S Fija Benténicoy Reclutamiento y cobertura de Forrest et al. 2013
Zealand Suspendida Pelagico Didemnum sp.
Puerto Madryn, 42°S Fija Bentdnicoy Abundancia de ascidias y diversidad de Giachetti et al, 2019
Argentina Pelagico la comunidad de organismos sésiles
Comodoro Rivadavia, | 45°S Fija Bentdnicoy Cobertura de ascidias (hasta los 90 dias). | Rico et al. 2015
Argentina Pelagico Abundancia de depredadores

bentdnicos
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Tabla 2.2: Taxa identificados en las placas experimentales y su status en el drea de estudio.

Especies Estatus
Algae
Undaria pinnatifida Exdtica
Heterosiphonia sp. Nativa
Anotrichium furcellatum Exdtica
Lomentaria clavellosa Exdtica
Porifera

Porifera indet. 1

Porifera indet. 2

Cnidaria

Actinothoe lobata Nativa
Eudendrium ramosum Nativa

Bryozoa

Bugula neritina Exotica
Bugulina flabellata Exotica
Bryozoa indet.

Polychaeta

Spirorbinae

Serpulidae

Nereididae

Eunicidae

Polynoidae

Syllidae

Polychaeta indet. 1

Polychaeta indet. 2

Mollusca
Chaetopleura isabellei Nativa
Aulacomya atra Nativa
Mytilus spp. Indeterminado*
Diaulula punctuolata Nativa
Pleurobranchaea maculata Exotica
Tegula patagonica Nativa
Trophon geversianus Nativa
Fissurella sp. Nativa
Arthropoda
Exosphaeroma sp. Exdtica
Nauticaris magellanica Nativa
Halicarcinus planatus Nativa
Pachycheles chubutensis Nativa
Echinodermata
Amphipholis squamata Nativa
Arbacia dufresnii Nativa
Chordata

Tunicata
Ascidiella aspersa Exdtica
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Tabla 2.2 (continuacion)

Asterocarpa humilis Criptogenica
Ciona robusta Exdtica
Molgula manhattensis Exdtica
Corella eumyota Criptogenica
Botryllus schlosseri Exdtica
Diplosoma listerianum Exdtica
Lissoclinum fragile Exdtica
Vertebrata
Helcogrammoides cunninghami Nativa

2 Se identificaron dos especies pertenecientes a este género en el area de estudio, una
nativa y otra exdtica (Zbawicka et al.2018).

Tabla 2.3: Resultados del PERMANOVA de tres factores para la cobertura de organismos sésiles
(incluyendo el espacio vacio) entre estructura (fija y suspendida) y entre tratamientos
(exclusidn, control caja y control). En negrita, p-valores significativos (p < 0,05).

Df SS MS Pseudo F P (perm)

Estructura (E) 1 1,45 1,45 25,6 0,001
Tratamiento (T) 2 0,90 0,45 7,95 0,001
Fila de pilotes (P) 9 0,70 0,08 1,38 0,181
ExT 2 0,67 0,33 5,88 0,001
TxP 18 1,08 0,06 1,06 0,431
ExP 9 0,83 0,09 1,62 0,107

Error 18 1,02 0,06

Tabla 2.4: Resultados de los andlisis de a pares para la cobertura de los organismos sésiles
(incluyendo el espacio vacio) entre tratamientos (EX, exclusion; CC, control caja; C, control)
para cada tipo de estructura. En negrita, p-valores significativos (p < 0,05).

Estructura fija Estructura suspendida
Pseudo F P ajustado Pseudo F P ajustado
EX x CC 10,9 0,003 4,37 0,006
EXxC 11,5 0,003 3,27 0,006
CCxC 0,27 1,000 1,88 0,333
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Tabla 2.5: Andlisis SIMPER para la cobertura de organismos sésiles comparando los pares del
factor Tratamiento para cada nivel del factor Estructura, que presentaron diferencias
significativas en las comparaciones de a pares del andlisis PERMANOVA.

Especie Abundancia Abundancia Contribucién  Contribucion
media media (%) acumulada
(%)
FIJA
EX cc
Ascidiella aspersa 0,87 0,25 20,0 20,0
Espacio vacio 0,60 0,94 11,1 31,1
Ciona robusta 0,51 0,19 11,3 42,4
Asterocarpa 0,46 0,11 11,0 53,4
humilis
EX C
Ascidiella aspersa 0,87 0,38 16,0 16,0
Ciona robusta 0,51 0,10 14,0 30,0
Asterocarpa 0,46 0,09 12,6 42,6
humilis
Espacio vacio 0,60 0,93 11,7 54,3
SUSPENDIDA
EX cc
Espacio vacio 0,57 0,80 13,5 13,5
Bugula neritina 0,10 0,30 12,6 26,1
Bugulina 0,71 0,25 11,0 37,1
flabellata
Ascidiella aspersa 1,00 0,79 11,0 48,1
Asterocarpa 0,46 0,39 9,80 57,9
humilis
EX C
Bugula neritina 0,10 0,47 18,9 18,9
Espacio vacio 0,57 0,53 15,2 34,1
Asterocarpa 0,46 0,38 10,8 44,9
humilis
Bugulina 0,71 0,20 9,00 53,9
flabellata
40
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Tabla 2.6: (A) Modelo lineal general para la cobertura total de las comunidades incrustantes.
(B) Parametros del ANOVA realizado a partir del modelo lineal seleccionado. En negrita, p-
valores significativos (p < 0,05).

(A) Efecto aleatorio Ordenada (media) Desvio estandar
Pilote 0,13 0,25
Efectos fijos Parametro Error estandar Estadistico (t) P-valor
Ordenada 0,25 0,09 2,76 0,01
Estructura S 0,75 0,11 6,65 0,00
Tratamiento CC -0,03 0,11 -0,24 0,81
Tratamiento EX 0,71 0,11 6,32 0,00
SxCC -0,32 0,16 -2,02 0,05
S x EX -0,47 0,16 -2,93 0,01
(B) GL Estadistico (F) P-valor
Estructura (E) 1 56,00 <0,001
Tratamiento (T) 2 37,28 <0,001
ExT 2 4,50 0,016

Tabla 2.7: Resultados de los analisis de a pares para la cobertura total de las comunidades
incrustantes en la interaccion estructura*tratamiento. En negrita, p-valores significativos (p <

0,05).
Parametro Estadistico (z) P-valor
CC*F—C*F -0,03 -0,24 1,000
EX*F— C*F 0,71 6,32 < 0,001
C*S—C*F 0,75 6,66 < 0,001
CC*S—C*F 0,40 3,55 0,005
EX*S — C*F 1,00 8,83 < 0,001
EX*F — CC*F 0,74 6,56 < 0,001
C*S—CC*F 0,78 6,90 <0,001
CC*S— CC*F 0,43 3,79 0,002
EX*S — CC*F 1,02 9,07 <0,001
C*S — EX*F 0,04 0,34 0,999
CC*S — EX*F -0,31 -2,77 0,062
EX*S — EX*F 0,28 2,51 0,120
CC*S—C*S -0,35 -3,11 0,023
EX*S — C*S 0,24 2,18 0,249
EX*S — CC*S 0,59 5,28 <0,001
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Tabla 2.8: (A) Modelo lineal general para la diversidad (indice de Shannon) de las comunidades
incrustantes. (B) Parametros del ANOVA realizado a partir del modelo lineal seleccionado. En
negrita, p-valores significativos (p < 0,05).

(A) Efecto aleatorio Ordenada (media) Desvio estandar
Pilote 2,70 0> 0,53
Efectos fijos Parametro Error estandar Estadistico (t) P-valor
Ordenada 0.31 0,17 1,81 0,076
Estructura S 0,56 0,19 2,93 0,005
Tratamiento CC 0,39 0,24 1,64 0,107
Tratamiento EX 0,73 0,24 3,05 0,004
SxCC -0,27 0,27 -1,01 0,318
S x EX -0,99 0,27 -3,66 0,001
(B) GL Estadistico (F) P-valor
Estructura (E) 1 1,59 0,213
Tratamiento (T) 2 2,36 0,106
ExT 2 7,17 0,002

Tabla 2.9: Resultados de los analisis de a pares para la diversidad (indice de Shannon) de las
comunidades incrustantes en la interaccion estructura*tratamiento. En negrita, p-valores
significativos (p < 0,05).

Parametro Estadistico (z) P-valor

CC*F—C*F 0,39 1,65 0,551
EX*F— C*F 0,73 3,05 0,025

C*S—C*F 0,56 2,93 0,036
CC*S—C*F 0,68 3,57 0,004
EX*S — C*F 0,30 1,58 0,599
EX*F — CC*F 0,33 1,40 0,711
C*S—CC*F 0,16 0,88 0,951
CC*S— CC*F 0,29 1,51 0,645
EX*S — CC*F -0,09 -0,49 0,996
C*S — EX*F -0,17 -0,89 0,944
CC*S — EX*F -0,05 -0,26 1,000
EX*S — EX*F -0,43 -2,25 0,202
CC*S—C*S 0,12 0,98 0,920
EX*S — C*S -0,26 -2,08 0,283
EX*S — CC*S -0,38 -3,06 0,025
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Tabla 2.10: (A) Modelo lineal general para la diversidad (indice de Shannon) de las
comunidades incrustantes sin considerar a Ascidiella aspersa y Ciona robusta. (B) Parametros
del ANOVA realizado a partir del modelo lineal seleccionado. En negrita, p-valores significativos

(p<0,05).
(A) Efecto aleatorio Ordenada (media) Desvio estandar
Pilote 0,13 0,33
Efectos fijos Parametro Error estandar Estadistico (t) P-valor
Ordenada 0,31 0,11 2,77 0,008
Estructura S 0,51 0,15 3,43 0,001
Tratamiento CC 0,10 0,15 0,69 0,490
Tratamiento EX 0,79 0,15 5,31 0,000
SxCC -0,28 0,21 -1,33 0,191
S x EX -0,81 0,21 -3,83 <0,001
(B) GL Estadistico (F) P-valor
Estructura (E) 1 3,02 0,089
Tratamiento (T) 2 9,96 <0,001
ExT 2 7,57 0,001

Tabla 2.11: Resultados de los andlisis de a pares para la diversidad (Indice de Shannon) de las
comunidades incrustantes sin considerar a Ascidiella aspersa y Ciona robusta en la interaccion
estructura*tratamiento. En negrita, p-valores significativos (p < 0,05).

Parametro Estadistico (z) P-valor
CC*F—C*F 0,10 0,69 0,982

EX*F— C*F 0,79 5,31 < 0,001
C*S—C*F 0,51 3,44 0,008
CC*S—C*F 0,34 2,25 0,213
EX*S — C*F 0,50 3,33 0,011

EX*F — CC*F 0,69 4,62 <0,001
C*S—CC*F 0,41 2,74 0,067
CC*S— CC*F 0,23 1,56 0,626
EX*S — CC*F 0,39 2,63 0,089
C*S — EX*F -0,28 -1,88 0,416
CC*S — EX*F -0,46 -3,06 0,027
EX*S — EX*F -0,30 -1,98 0,351
CC*S—C*S -0,18 -1,18 0,845
EX*S — C*S -0,01 -0,11 1,000
EX*S — CC*S 0,16 1,08 0,891
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Tabla 2.12: (A) Modelo lineal general para la cobertura de Ascidiella aspersa y Ciona robusta.
(B) Parametros del ANOVA realizado a partir del modelo lineal seleccionado. En negrita, p-
valores significativos (p < 0,05).

(A) Efecto aleatorio

Ordenada (media)

Desvio estandar

Pilote 0,03 0,08
Efectos fijos Parametro Error estandar Estadistico (t) P-valor
Ordenada 0,17 0,06 2,53 0,013
Estructura S 0,46 0,06 7,15 0,000
Tratamiento CC -0,15 0,08 -1,91 0,059
Tratamiento EX 0,43 0,08 5,41 0,000
Especie CR -0,13 0,07 -1,92 0,058
CCxCR 0,14 0,08 1,74 0,084
EX x CR -0,38 0,08 -4,52 0,000
Sx CR -0,40 0,07 -5,88 0,000
(B) GL Estadistico (F) P-valor
Estructura (E) 1 26,66 <0,001
Tratamiento (T) 2 11,51 <0,001
Especie (SP) 1 143,68 <0,001
SPxE 1 34,63 < 0,001
SPXT 2 20,90 < 0,001

Tabla 2.13: Resultados de los analisis de a pares para la cobertura de Ascidiella aspersa y Ciona
robusta en la interaccidon estructura*especie (AA, A. aspersa; CR, C. robusta). En negrita, p-
valores significativos (p < 0,05).

Parametro Estadistico (z) P-valor
S*AA - F*AA 0,46 5,09 <0,001
F*CR - F*AA -0,21 -3,13 0,007
S*CR - F*AA -0,14 -2,16 0,115
F*CR - S*AA -0,67 -10,15 <0,001
S*CR - S*AA -0,61 -9,18 <0,001
S*CR - F*CR 0,06 3,03 0,011
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Tabla 2.14: Resultados de los analisis de a pares para la cobertura de Ascidiella aspersa y Ciona
robusta en la interaccidon tratamiento*especie (AA, A. aspersa; CR, C. robusta). En negrita, p-
valores significativos (p < 0,05).

Parametro Estadistico (z) P-valor
CC*AA - C*AA -0,29 -2,33 0,154
EX*AA - C*AA 0,30 2,42 0,126
C*CR-C*AA -0,60 -6,56 <0,001
CC*CR - C*AA -0,62 -6,77 <0,001
EX*CR - C*AA -0,60 -6,52 < 0,001
EX*AA - CC*AA 0,59 4,75 < 0,001
C*CR - CC*AA -0,31 -3,38 0,007
CC*CR - CC*AA -0,33 -3,60 0,003
EX*CR - CC*AA -0,30 -3,34 0,008
C*CR - EX*AA -0,90 -9,86 < 0,001
CC*CR - EX*AA -0,92 -10,07 < 0,001
EX*CR - EX*AA -0,90 -9,82 < 0,001
CC*CR-C*CR -0,02 -0,60 0,999
EX*CR - C*CR 0,00 0,09 1,000
EX*CR - CC*CR 0,02 0,68 0,981
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Capitulo 3

Capitulo 3: Depredadores de juveniles y adultos de Ascidiella aspersay
Ciona robusta

3.1 Resumen

La depredacion por parte de organismos bentdnicos juega un rol clave en el éxito
en la colonizacién de Ascidiella aspersa y Ciona robusta. Sin embargo, este proceso
puede tener efectos variables a lo largo del ciclo de vida de las ascidias y entre especies.
Por estas razones, el objetivo de este capitulo es determinar las especies de
depredadores (nativos y exdticos) de ambas especies de ascidias, tanto juveniles como
adultas, en el drea portuaria. La hipdtesis es que la vulnerabilidad frente a la
depredacion varia entre juveniles y adultos, y entre ambas especies de adultos de
ascidias exodticas. Para ello, se seleccionaron cuatro grupos distintos de depredadores a
través de una busqueda bibliografica. Se realizaron experimentos en acuario para
evaluar la mortalidad en presencia de estos depredadores, de (1) adultos de A. aspersa,
(2) adultos de C. robusta, (3) juveniles de ascidias. Ademas se determind el pH de la
tunica de cada especie como referencia a una potencial defensa quimica frente a la
depredacion. Por ultimo, se cuantific6 la abundancia de los depredadores
estacionalmente a lo largo de un afio en el area de estudio. Tanto los depredadores
nativos como los exdticos provocaron una mortalidad significativa a los juveniles de
ascidias. Los adultos de C. robusta fueron consumidos por erizos de mar nativos (Arbacia
dufresnii), mientras que la especie exética Carcinus maenas (Linnaeus, 1758) provocdo
una mortalidad significativa sobre A. aspersa pero no logré consumir a los individuos
completamente. Esto podria indicar una palatabilidad diferencial de ambas especies
debida a una disminucion del pH de la tunica de A. aspersa luego de ser dafiada
superficialmente. Estos resultados reafirman el rol de los depredadores benténicos,
tanto nativos como exdticos, en el éxito en la colonizacion de ascidias exoticas. Estudios
futuros son necesarios para evaluar el rol de estos depredadores en la resistencia bidtica
frente a la dispersién de estas especies, y al establecimiento de nuevas especies

introducidas.
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3.2 Introduccion

La vulnerabilidad frente a la depredacion puede variar a lo largo del ciclo de vida
y entre distintas especies de ascidias. Por un lado, los reclutas o juveniles de ascidias, es
decir los individuos asentados en el sustrato luego de finalizar la metamorfosis de la
larva, son los que sufren una mayor mortalidad por depredacién (Osman y Whitlatch
2004; Nydam y Stachowicz 2007; Vieira et al. 2016). Esta mortalidad puede ocurrir de
manera directa, i.e. los depredadores consumen a los juveniles (Vieira et al. 2016), o
indirecta, i.e. los juveniles son desprendidos del sustrato al cual no pueden volver a
asentarse, debido al desplazamiento de los organismos méviles (Nydam y Stachowicz
2007). Una vez alcanzado el tamafio adulto, las ascidias pueden escapar de la
depredacion mediante diversos mecanismos, ya sea presentando defensas fisicas o
guimicas. En el caso de las defensas fisicas, muchas especies presentan una tunica
gruesa y dura con baja palatabilidad. Las dos ascidias exdticas mds comunes del area
portuaria, Ascidiella aspersa y Ciona robusta, podrian diferir en la palatabilidad de sus
tunicas. Si bien ambas especies poseen una tunica de consistencia cartilaginosa (Berrill
1950; Hoshino y Tokioka 1967; Tatian et al. 2010), la de A. aspersa es mas firme que la
de C. robusta. Con respecto a las defensas quimicas, algunas especies de ascidias
presentan tunicas con un pH muy bajo, debido a la presencia de acidos organicos o
compuestos inorganicos almacenados en vesiculas de la tunica (Stoecker 1980a; Pisut y
Pawlik 2002). Si A. aspersa y C. robusta presentan una palatabilidad distinta, ya sea por
defensas fisicas o quimicas, ambas podrian ser consumidas por diferentes depredadores
y podrian presentar una vulnerabilidad diferencial frente a la depredacion. Estas
diferencias podrian explicar la baja abundancia de C. robusta comparada a la de A.
aspersa observada en el drea portuaria de Puerto Madryn, y contraria a la de otros
puertos.

Como se discutié en el capitulo anterior, el éxito en la colonizacién de ambas
especies de ascidias exdticas depende de la presién de depredacidn de los organismos
bentdnicos sobre las distintas estructuras artificiales. En estos puertos templados-frios,
los depredadores bentdnicos disminuyen la cobertura de ascidias en las comunidades
incrustantes de los pilotes, mientras que en estructuras artificiales suspendidas, ambas

especies tienen un alto éxito en la colonizacién, evidenciando que los depredadores
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nectdnicos, como los peces, no tienen efecto sobre las ascidias (ver Capitulo 2). Entre
los organismos bentdnicos, trabajos previos identifican a erizos, estrellas de mar,
cangrejos, camarones, nudibranquios y otros gasterépodos como depredadores de
ascidias solitarias y coloniales (Osman y Whitlatch 2004; Nydam y Stachowicz 2007;
Epelbaum et al. 2009; Whitlatch y Osman 2009; Dumont et al. 2011a; entre otros). En
las comunidades del area en estudio, son comunes los erizos de mar nativos, como
Arbacia dufresnii, estrellas de mar nativas, como Allostichaster capensis entre otras, y
varias especies de gasterépodos (Rechimont et al. 2013; Souto et al. 2014). Ademas,
recientemente fueron detectadas dos nuevas especies exéticas en el drea, la babosa de
mar moteada nativa de Nueva Zelanda, Pleurobranchaea maculata (Quoy & Gaimard,
1832), y el cangrejo verde europeo, Carcinus maenas, nativo del Atlantico Noreste
(Hidalgo et al. 2005; Farias et al. 2015; Torres y Gonzalez-Pisani 2016). La babosa de mar
moteada ha alcanzado altas abundancias tanto en fondos rocosos como blandos en un
corto periodo de tiempo (Battini et al. 2019). El cangrejo verde es una especie exética
invasora en varios lugares del mundo, que compite con cangrejos nativos y tiene un
impacto negativo en bivalvos de importancia econédmica como mejillones y almejas
(Grosholz y Ruiz 1996; Grosholz et al. 2000). En ambos casos se trata de especies de
introduccion reciente al Golfo Nuevo, lo que hace interesante analizar cuales podrian
ser sus potenciales presas.

Por las razones descriptas, el objetivo de este capitulo es determinar las especies
de depredadores (nativos e introducidos) de las ascidias exéticas en el drea portuaria, y
las fluctuaciones estacionales de las abundancias de los mismos. Especificamente, se
evalud la mortalidad de adultos y juveniles en presencia de dos depredadores nativos,
erizos y estrellas de mar, y de dos exoticos, la babosa de mar moteada y el cangrejo
verde. También se analizaron las potenciales defensas quimicas de A. aspersa y C.
robusta midiendo el pH de sus tunicas. La hipdtesis que se postula es que la
vulnerabilidad frente a la depredacidn varia entre juveniles y adultos, y entre ambas
especies de adultos de ascidias exdticas. Se espera que los juveniles tengan una
mortalidad mayor, y que presenten una mayor riqueza de depredadores que los adultos.
A su vez, se espera que los adultos de C. robusta presenten mayor mortalidad en

presencia de depredadores que los adultos de A. aspersa.
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3.3 Materiales y métodos

3.3.1 Depredadores de ascidias adultas

Los potenciales depredadores de ascidias solitarias fueron elegidos luego de una
busqueda bibliografica de las dietas de los grupos de invertebrados mas comunes del
area de estudio, como las estrellas de mar, los erizos de mar y los cangrejos, entre otros.
Los peces fueron descartados como potenciales depredadores debido a sus
comportamientos de alimentacién, y a observaciones previas de su interaccién con
ascidias (ver Capitulo 3 de esta tesis y Galvan et al 2009). De manera similar, los
cefaldopodos fueron descartados como potenciales depredadores debido a que se
observa que las cuevas y/o los colectores que se utilizan para sus capturas,
generalmente estdn colonizados por ascidias solitarias, lo cual descarta su consumo por
parte de esos organismos (N. Ortiz, com. pers.). De cada grupo de invertebrados
seleccionado, se eligid una especie modelo, de acuerdo a diferentes factores, como su
estatus nativo/exdtico, su abundancia en el area portuaria y alrededores, y su
adaptacion al acuario (ver Anexo: Consideraciones metodoldgicas).

Los depredadores y las ascidias solitarias adultas (largo > 30 mm) fueron
recolectados mediante buceo autonomo en el area portuaria, transportados en agua de
mar hasta el acuario experimental, aclimatados y alimentados ad libitum durante siete
dias con un alimento control, i.e. el item principal de su dieta (Tabla 3.1). Antes de
comenzar los experimentos, los depredadores fueron expuestos a un periodo de
hambreado de duracién variable segun la especie (Tabla 3.1), el cual fue puesto a punto
antes de comenzar los experimentos (ver Anexo: Consideraciones metodoldgicas). Los
experimentos fueron realizados en tanques aislados subdivididos en compartimientos
de igual tamafio (Figura 3.1A), uno para el tratamiento (T) y otro para el control (C). El
tratamiento consistié de cuatro ascidias adultas de la misma especie y un individuo de
una especie de depredador, mientras que en el control solo se encontraban cuatro
ascidias adultas de la misma especie. Al final del experimento, cuya duracién fue
dependiente de la especie de depredador (Tabla 3.1, ver Anexo: Consideraciones
metodoldgicas para mas detalles), la mortalidad de ascidias (nimero de individuos

muertos y/o consumidos) fue medida en cada compartimiento. Cuando la mortalidad
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de ascidias era nula, los depredadores fueron alimentados con las presas control para

confirmar el hambreado.

Figura 3.1: (A) Tanques aislados subdivididos donde se realizaron los experimentos, cada
tanque contaba con suministro propio de aire. (B) Disposicion de las redes plasticas en el
muelle, para la recoleccién de juveniles de ascidias, cada una de las redes fue utilizada en un
tratamiento o en un control. Fotos: N. Battini.

3.3.2 Depredadores de ascidias juveniles

Para la recoleccion de los juveniles de ascidias, redes plasticas de 10 x 10 cm
fueron colgadas entre dos pilotes del muelle (Figura 3.1B) y controladas cada dos
semanas. Una vez que los reclutas de ascidias eran visibles (largo < 30 mm), las redes
fueron retiradas del agua, transportadas al acuario en agua de mar y alimentadas con
fitoplancton hasta el inicio de los experimentos.

Los experimentos fueron realizados utilizando el mismo disefio que en el caso de
las ascidias adultas, con los mismos depredadores potenciales. El tratamiento consistio
en un individuo de una especie de depredador con una red pldstica, mientras que el
control Unicamente con una red plastica. Ambas redes fueron fotografiadas al principio
y al final del experimento, y el nimero de reclutas fue contabilizado en todas las
fotografias utilizando el software Image J 1.52a (National Institute of Health, USA). Al
final del experimento, cuya duracidn fue dependiente del depredador (Tabla 3.1, ver
Anexo: Consideraciones metodoldgicas para mas detalles), los depredadores fueron

alimentados con las presas control para confirmar el hambreado.
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3.3.3 Andlisis de defensas quimicas

Para analizar posibles diferencias en el pH de la tunica de las ascidias adultas de
ambas especies, se realizaron mediciones del pH utilizando tiras indicadoras (EM
ColorpHast). Las tiras poseen un rango de 0 a 14 con una resolucién de 1 unidad de pH.
El pH de la tunica se midié de dos maneras diferentes, siguiendo a Pisut y Pawlik (2002).
Primero, se retiraron las ascidias del agua y se les seco el excedente de la superficie. A
continuacién las tiras se apoyaron sobre la tunica seca durante unos segundos. Para
evaluar la presencia de acidos inorgdnicos almacenados en vesiculas sobre la tunica de
ambas especies, ésta se raspo con una aguja de diseccién, ejerciendo una presién similar
a la ejercida al escribir a mano alzada, y se midié nuevamente el pH sobre la superficie
raspada. Las mediciones se realizaron sobre un total de 10 individuos por especie, y se

informod el promedio de estas mediciones y el error estandar de las mismas.

3.3.4 Abundancia de depredadores, de Ascidiella aspersa y de Ciona robusta en el drea
portuaria

Para evaluar la abundancia de los potenciales depredadores, de A. aspersa y de
C. robusta en el area portuaria, se realizaron dos tipos de muestreos, uno en los pilotes
y otro en el fondo cercano al muelle. Se realiz6 un muestreo por estacion,
aproximadamente hacia la mitad de las mismas, y ambos (fondo y pilote) el mismo dia
(Verano, febrero 2018; Otofio, mayo 2018; Invierno, agosto 2018; Primavera, noviembre
2018). Para el muestreo de los pilotes, se tomaron 12 fotografias subacuaticas con un
cuadrante de 20 x 20 cm en cada pilote (n = 10) cubriendo un area de 0,48 m? por pilote.
Los muestreos del fondo fueron realizados mediante la grabacién de videos de 10
transectas de 1 m de anchoy 130 m de largo, cubriendo un drea de 130 m? por transecta.
Estas transectas fueron perpendiculares al muelle, por lo que se cubrié el fondo debajo
del mismo y 100 m por fuera de este aproximadamente.

En cada fotografia se mididé la abundancia de ambas especies de ascidias
teniendo en cuenta tanto a las ascidias creciendo sobre el pilote como a las que
estuvieran creciendo sobre otros organismos. Ademas, se midid la abundancia de todos
los potenciales depredadores (estrellas, erizos de mar, cangrejos y babosas) utilizando

el software Image J 1.52a (National Institute of Health, USA). De manera similar, la
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abundancia de depredadores potenciales fue medida en toda la superficie capturada en
el video. La abundancia de los potenciales depredadores fue comparada estacional y
espacialmente, mientras que la de las ascidias fue comparada solo estacionalmente en
los pilotes, debido a que el fondo es blando y la presencia de ascidias es dependiente de

la disponibilidad de sustrato duro.

3.3.5 Andlisis estadisticos

Para evaluar las diferencias entre los tratamientos y control de los experimentos
con ascidias adultas, se realizé una prueba t de Student para cada especie de depredador
y de ascidia. En los casos en los que la homogeneidad de varianzas de los datos no se
cumplia, se realizd un test de t con aproximacion de Welch.

En el caso de los experimentos con ascidias juveniles, las diferencias se
analizaron mediante un modelo lineal generalizado con distribucién binomial. El nUmero
de reclutas muertos o consumidos se considerd “éxito”, mientras que el numero de
sobrevivientes se considerd “fracaso”. Cuando la dispersién fue mayor a 1,5 se corrigio
esta sobredispersion mediante la adicion de un factor aleatorio al modelo (i.e. cada
tanque individual). En el caso de los experimentos realizados con la babosa de mar, el
numero de ceros hizo imposible analizar los datos de la misma manera, por lo cual se
realizé un test de Fisher (paquete stats (R Core Team 2017)) para analizar la proporcidn
de babosas que consumieron reclutas de ascidias. En los casos en los que la mortalidad
de reclutas fue significativa, se evaluaron las diferencias entre la mortalidad media
causado por cada grupo de potencial depredador, mediante un test de t. Para estos
analisis, los p-valores fueron ajustados utilizando el método de Bonferroni (Zar 2009)
para controlar el alfa global de la prueba. Nuevamente, en los casos donde existia
heterogeneidad de varianzas, se realizé un test de t con aproximacién de Welch.

La abundancia de depredadores se analizd mediante analisis multivariados y
modelos lineales generalizados. En primer lugar, la densidad de depredadores fue
transformada mediante raiz cuarta y se realizé una matriz de similitud de Bray Curtis.
Mediante un nMDS, se compard la abundancia entre sitios y estaciones. De acuerdo al
patron de similitud observado en el nMDS (ver Seccidn 3.4.3), se realizé un modelo lineal

generalizado con distribucién de Poisson utilizando la Estacién como factor fijo, para
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cada sitio (fondo y pilotes). Cuando el indice de dispersién fue mayor que 1,5, se repitio
el modelo agregando al pilote como factor aleatorio o utilizando la distribucién
Cornwall-Maxwell (paquete gImmTMB (Magnusson et al 2017)) para incorporar la
sobredispersion al modelo. El mejor modelo fue elegido mediante el método de Akaike
(AAIC £ 2) (Zuur et al. 2007). Se realizaron pruebas de a pares entre los niveles del factor
Estacion usando la prueba de Tukey con una confianza del 95% (paquete Ismeans (Lenth
2016)). La abundancia de ascidias también fue analizada mediante un modelo lineal
generalizado con distribucién de Poisson, siguiendo los mismos pardmetros explicados
para los depredadores.

Para graficar la mortalidad de las ascidias en todos los experimentos y la
abundancia de depredadores, de C. robusta y de A. aspersa, se utilizaron box-plot
realizados con la libreria ggplot2 (Wickham 2009). En estas figuras, los bordes superior
e inferior de la caja corresponden al tercer (Q3) y primer (Q1) cuartil respectivamente.
La diferencia entre estos extremos es la distancia entre cuartiles (DC) y es utilizada para
calcular los extremos de las lineas que nacen de la caja: el extremo superior corresponde
alvalor Q3 + 1,5 x DC, mientras que el inferior es Q1 + 1,5 x DC. Dentro de la caja, la linea
negra representa la mediana de los datos y el cuadrado representa a la media. Todos los

analisis estadisticos fueron realizados en el software R (R Core Team 2017).
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3.4 Resultados

3.4.1 Depredacion sobre adultos y juveniles

Los adultos de ambas especies de ascidias tuvieron diferentes depredadores.

i , A. aspersa C. robusta
Mientras que A. aspersa presentd 80) 80 .
una mortalidad significativa en
. . *

presencia de cangrejos, C. robusta lo 60, 60,
hizo en presencia de erizos (Figura & I

o

o
3.2 y Tabla 3.2). Con respecto a los % 40/ 40

[=]

=
depredadores restantes, la babosa
de mar no consumio ni adultos de C. 20. 20-
robusta ni de A. aspersa en ninguna

| |
[ ] [ ]
de las réplicas (Figura 3.2, Tabla 3.2), 0. 1 —-—  0- ——
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Figura 3.2: Box plot de la mortalidad (%) de
algunos adultos de C. robusta, las ) g. ) P i _( _°)
individuos adultos de cada especie de ascidia, en

diferencias no fueron significativas presencia de depredador (solo se muestra el
. B tratamiento, solo se analizaron réplicas donde los
(Figura 3.2, Tabla 3.2). Ademas, estos

controles tuvieron mortalidad nula). Cuadrados

organismos fueron capaces de negros: mortalidad media. Los asteriscos indican

mortalidad significativa en presencia de ese
causar diversos dafios sobre la tunica

depredador.

de A. aspersa, pero sin afectar la

mortalidad. De manera similar, tanto los erizos como las babosas, consumieron parte de
los epibiontes presentes en la tunica de A. aspersa provocando dafos superficiales al

ramonear sobre la misma (Figura 3.3).

55
Tesis Doctoral — Giachetti C.B.



Capitulo 3

Figura 3.3: Individuos de Ascidiella aspersa con las tunicas parcialmente
dafiadas, debido al ramoneo causado por los erizos (A) y babosas (B).

Los juveniles de ascidias fueron mas vulnerables a la depredacién, siendo

consumidos por los cuatro grupos de depredadores (Figura 3.4; Tabla 3.3; babosas,

Fisher’s test P = 0,01). Entre los
cuatro grupos, los erizos fueron los
causantes de la mayor mortalidad
de juveniles (Figura 3.5,
comparaciones mediante testde t, P
< 0,01 en todas las comparaciones),
siendo los Unicos capaces de excluir
completamente a los juveniles de
ascidias de las redes plasticas (Figura
3.6). El resto de los depredadores,
estrellas, babosas y cangrejos,
causaron una mortalidad media
similar, menor a la de los erizos

(Figura 3.5).
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Figura 3.4: Box plot de la mortalidad (%) de juveniles
de ascidias en presencia (depredador) y ausencia
(control) de cada grupo de depredador. Cuadrados
negros: mortalidad media. Asteriscos indican
diferencias significativas entre tratamientos.
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1 Figura 3.5: Box plot de la
mortalidad (%) de juveniles de
ascidias para cada grupo de
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Figura 3.6: Ejemplo de redes plasticas utilizadas en uno de los experimentos con erizos. Se
observa como este depredador es capaz de excluir completamente a los juveniles de ascidias.

3.4.2 Andlisis de defensas quimicas

Las tunicas secas de los adultos de A. aspersa y C. robusta presentaron un pH casi
neutro. La tunica de A. aspersa presenté un pH medio de 6,4 (EE + 0,16), mientras que
el pH de la tunica de C. robusta fue de 6,3 (EE £ 0,15). Sin embargo, luego de rasparlas,
la tunica de A. aspersa se torné mas 4acida. Asi, mientras el pH medio de la tlunica de A.

aspersa disminuyé a 2,6 (EE £ 0,16), la de C. robusta mantuvo su valor (pH medio: 6,1 +

EEO0,1).

57
Tesis Doctoral — Giachetti C.B.



Capitulo 3

3.4.3 Abundancia de depredadores, de Ascidiella aspersa y de Ciona robusta en el drea

portuaria

Los cuatro grupos de depredadores se encontraron tanto en el fondo como en el

pilote, con densidades diferentes
en cada sitio. Al analizar mediante
analisis multivariados a estas
comunidades, se observa una
separacion evidente entre las
comunidades del fondo y las del
pilote (Figura 3.7). Dentro de cada
sitio, las variaciones estacionales
se analizaron por separado para
cada grupo. En los pilotes, los
erizos (Arbacia dufresnii) fueron
el grupo taxonémico mas
abundante (Figura 3.8). La

abundancia de erizos, babosas y

NMDS 2
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Figura 3.7 nMDS para las comunidades de
depredadores, erizos, estrellas, babosas y cangrejos,
comparando los sitios, fondo (M) y pilote (@), y las
cuatro estaciones.

estrellas no vario a lo largo del afo analizado (Figura 3.9, Tabla 3.4, Tabla 3.5, Tabla 3.6).

Solo la abundancia de los cangrejos varié estacionalmente, siendo mayor durante

veranoy otoio (Tabla 3.7). En el fondo, se observé nuevamente a los erizos de mar como

los mas abundantes, aunque en este caso su abundancia si mostré diferencias entre

estaciones (Figura 3.9, Tabla 3.8). La menor abundancia fue medida durante el verano

(Tabla 3.8). Babosas de mar y cangrejos también mostraron diferencias entre las

estaciones del afo (Figura 3.9, Tabla 3.9, Tabla 3.10). En el primer caso, se observé una

mayor abundancia durante el invierno (Tabla 3.9), mientras que los cangrejos

presentaron una menor abundancia en verano (Tabla 3.10). Finalmente, la abundancia

de las estrellas de mar fue la Unica que no varié durante el afio (Figura 3.9, Tabla 3.11).
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Figura 3.8: Box plot de la densidad de cada
grupo de depredadores en los pilotes, en cada
estacién (OT, otofio; PR, primavera; VE, verano;
IN, invierno). Cuadrados negros: densidad
media. Letras distintas indican diferencias
significativas (P < 0,05). Notar las diferentes

escalas en los ejes Y.
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Figura 3.9: Box plot de la densidad de cada
grupo de depredadores en el fondo, en cada
estacion (OT, otofio; PR, primavera; VE, verano;
IN, invierno). Cuadrados negros: densidad
media. Letras distintas indican diferencias
significativas (P < 0,05). Notar las diferentes

escalas en los ejes Y.

La abundancia de A. aspersa se mantuvo relativamente constante a lo largo del

afio, presentando un minimo durante
la primavera (media 12,8 + EE 2,2
individuos/m2), la cual solo difirié con
la abundancia media del verano (28,4 +
EE 2,0 individuos/m2) (Figura 3.10,
Tabla 3.12). En el caso de C. robusta, se
observdé un pico de abundancia
maxima durante el otofio (media 50,8
+ EE 10,8 individuos/m?) y un minimo
durante la primavera (media 4,6 + EE
1,4 individuos/m?), mientras que las
medias de invierno y verano no
difirieron entre ellas (Figura 3.10, Tabla

3.13). Las abundancias de ambas

Densidad (ind/m?)

. Ascidiella aspersa Ciona robusta
b
100-
75-
ab
50 - ab a a
b
. [
*
0- - .
IN  OT PR VE IN OT PR VE

Estacion

Figura 3.10: Box plot de la densidad de cada
especie de ascidia en los pilotes de muelle, por
estacion (IN, invierno; OT, otofio; PR,
primavera; VE, verano). Cuadrados negros:
abundancia media. Letras distintas indican
diferencias significativas (P < 0,05).

especies presentaron una dispersién mayor a 1,5. El mejor modelo para evaluar la

abundancia de A. aspersa fue el realizado con una distribucién de Cornwall-Maxwell la
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cual incorpora la sobredispersion al modelo (Tabla 3.12). En el caso de C. robusta el

mejor modelo fue el que contenia al pilote como factor aleatorio (Tabla 3.13).

3.5 Discusion

Las ascidias juveniles son mas vulnerables a la depredacién que las adultas, y la
diversidad de depredadores que poseen es mayor. A su vez, esta vulnerabilidad no varié
entre especies una vez alcanzado el tamano adulto. Solo un grupo de depredadores fue
capaz de causar una mortalidad significativa para cada especie, los erizos en el caso de
Ciona robusta y los cangrejos en el caso de Ascidiella aspersa. Sin embargo, se
observaron variaciones en los danos causados entre especies, lo cual podria ser
indicador de una palatabilidad diferencial. Asi, la hipdtesis planteada al comienzo del
capitulo, la vulnerabilidad frente la depredacion varia entre juveniles y adultos, y entre
ambas especies de adultos, solo es apoyada en parte por los resultados obtenidos.

Como fue observado en otras areas, los juveniles de ascidias fueron la etapa mas
vulnerable a la depredacion (Nydam y Stachowicz 2007; Whitlatch y Osman 2009; Vieira
et al. 2012). El efecto de los depredadores fue directo en todos los casos, i.e. en ninguno
de los experimentos se observaron juveniles que hayan sido desprendidos de la reja
plastica y no consumidos. Sin embargo, no se descarta que pueda existir un efecto
indirecto sobre los reclutas ejercido por otros organismos benténicos como
gasterépodos o quitones. El rol de estos depredadores y la mortalidad, directa o
indirecta, causada sobre juveniles de ascidias fue observado en areas portuarias de
California donde pueden tener un efecto en el desarrollo de las comunidades
incrustantes (Nydam y Stachowicz 2007). También en aguas mds calidas del Atlantico
Sudoccidental se observé consumo de juveniles por parte de pequefios moluscos, sin
embargo los macrodepredadores tuvieron un mayor efecto sobre la composicién y la
cobertura de la comunidad (Vieira et al. 2012). En el area de estudio de esta tesis, a
pesar de la fuerte depredacién observada sobre los juveniles, ambas especies de ascidias
presentan una abundancia relativamente alta en el drea portuaria. Tal como se discutié
en el capitulo 2, los reclutas de ascidias pueden encontrar refugio frente a la
depredacion entre los ejemplares adultos de bivalvos nativos, como cholgas y mejillones
(Aulacomya atra y Mytilus spp.). Ademas, los reclutas de ascidias solitarias suelen

asentarse cerca de sus parentales e incluso se asientan en un tiempo mds corto en
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presencia de adultos (Rius et al. 2010). Esto propicia una distribucion agregada de las
ascidias que puede ser beneficiosa para prevenir la depredacidn, ya que los juveniles
podrian encontrar refugio entre los adultos. Cuando estos individuos alcanzan la talla
adulta pueden presentar defensas fisicas, como el tamafio y la dureza de la tunica
(Dayton 1971; Jackson 1977; Koplovitz y McClintock 2011), y/o defensas quimicas
(Stoecker 1978; Stoecker 1980a), frente a los depredadores.

Las defensas fisicas estan relacionadas con la durezay el grosor de las tunicas de
las diferentes especies, lo cual les otorga una palatabilidad diferencial (Koplovitz y
McClintock 2011). Por ejemplo, las ascidias Molgula occidentalis Traustedt, 1883 vy
Styela plicata (Lesueur, 1823) poseen una tunica lo suficientemente gruesa y dura para
sobrevivir a la depredacién por parte de peces en praderas de pastos marinos del Golfo
de México (Koplovitz y McClintock 2011). Aunque esta variable no fue medida, mediante
las descripciones de ambas especies se puede suponer que A. aspersa presenta una
tunica relativamente mas resistente o mas dificil de dafiar (Berrill 1950; Tatian et al.
2010) que la de C. robusta. Por otro lado, la palatabilidad también puede verse
modificada por defensas quimicas. Las ascidias pueden presentar acidos inorganicos en
vesiculas presentes en la tunica (Goodbody 1975; Stoecker 1978; Stoecker 1980a), los
cuales pueden ser liberados cuando la tunica es dafiada siendo una defensa frente a
depredadores del tipo ramoneadores (Stoecker 1980b), como erizos y gasterépodos. La
acidez de la tunica y de otros érganos de las ascidias, como las génadas, fue evaluada
varias veces como defensa frente a la depredacién (Stoecker 1980a; Stoecker 1980b;
Pisut y Pawlik 2002; Koplovitz et al. 2009; Koplovitz y McClintock 2011). Incluso, se
observé que los acidos presentes en especies como Ascidia interrupta Heller, 1878 y
Phallusia nigra Savigny, 1816 prevalecen aun luego de que haber sido masticadas y
rechazadas por los peces, siendo necesario el uso de bases fuertes para neutralizar estos
acidos (Pisut y Pawlik 2002). En esta tesis se muestra que, de ambas especies, solo A.
aspersa contiene dacidos en su tdnica y disminuye su pH luego de ser dafiada
superficialmente. Aunque los adultos de C. robusta no presentaron una mayor
diversidad de depredadores que los de A. aspersa, una de las especies de depredadores
(el erizo Arbacia dufresnii) fue capaz de consumir los adultos de C. robusta en un 100%,
mientras que A. aspersa nunca fue consumida por completo. Por ejemplo, tanto los

erizos A. dufresnii como las babosas Pleurobranchaea maculata lograron consumir parte
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de los epibiontes, e incluso dafiar parcialmente la tunica de A. aspersa pero no
consumieron a la ascidia. Posiblemente el ramoneo que estos depredadores hacen
sobre las tunicas rompe las vesiculas presentes en ésta, provocando una disminucién
del pH, lo cual puede evitar la muerte de la presa (Stoecker 1980b).

Los depredadores nativos, los erizos A. dufresnii y las estrellas de mar
Allostichaster capensis, fueron capaces de consumir tanto juveniles como adultos de
ambas especies de ascidias exéticas. Incluso, los erizos fueron capaces de excluir a los
juveniles y de consumir la totalidad o gran parte de un organismo adulto. Con estos
resultados se muestra nuevamente que los organismos bentdnicos nativos son
depredadores activos en estas comunidades y pueden disminuir el éxito en la
colonizacion y la abundancia de ascidias en las estructuras donde estan presentes (ver
Capitulo 2). Asi, se plantea que los depredadores bentdnicos nativos presentarian una
resistencia bidtica frente a las ascidias y, probablemente, frente a otras especies
exoticas sésiles (Levine et al. 2004; Rius et al. 2014) lo cual debe ser estudiado en detalle.

En el caso de los depredadores exdticos, es llamativo que el cangrejo verde
Carcinus maenas, no haya consumido individuos de C. robusta ya que esta registrado
como uno de los depredadores de especies cogenéricas (Carver et al. 2003). Sin
embargo, ambos depredadores exoticos, el cangrejo verde C. maenas y la babosa de
mar P. maculata, fueron introducidas recientemente en el Golfo Nuevo (Farias et al.
2015; Torres y Gonzalez-Pisani 2016), por lo que las interacciones podrian no estar
completamente establecidas o las ascidias podrian no ser aun reconocidas como una
fuente de alimento (Epelbaum et al. 2009). No obstante, ambas especies tuvieron
efectos significativos sobre los juveniles, por lo que también podrian cumplir un rol en
el control de la dispersion de las ascidias. Previamente se han observado interacciones
entre especies exéticas, donde una de ellas reduce el éxito de asentamiento o la
abundancia de la otra (Collin y Johnson 2014; Marraffini y Geller 2015). A modo de
ejemplo, en Canada se observé que el caprelido exético Caprella mutica Schurin, 1935
afecta negativamente el reclutamiento y supervivencia de las larvas de Ciona spp.,
también exdtica en esa area (Collin y Johnson 2014). Por otro lado, Marraffini y Geller
(2015) concluyen que la diversidad total de una comunidad, i.e. teniendo en cuenta
especies nativas, exéticas y criptogénicas, tiene una influencia mayor en la resistencia

bidtica de la comunidad a las nuevas introducciones que la diversidad de especies
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nativas por si solas. Tanto los resultados presentados aqui como las observaciones
previas, muestran la importancia de considerar tanto a las especies nativas como a las
exoéticas al evaluar las interacciones presentes en las comunidades.

Observaciones previas en el area de estudio muestran que el efecto de la
depredacion sobre las comunidades incrustantes de los pilotes no varia con la estacién
(Giachetti et al. 2019). De hecho, se observé que las abundancias de los cuatro grupos
de depredadores no variaron temporal o espacialmente de manera de explicar los
patrones de abundancia observados para las ascidias exdticas en el muelle. Aunque A.
aspersa fue mas abundante que C. robusta tanto en estructuras fijas como flotantes y al
excluir a los depredadores (ver Capitulo 2), no se observaron diferencias sustanciales en
la depredacion sufrida por ambas especies. Incluso, los erizos de mar, principales
consumidores de adultos de C. robusta, presentan la mayor abundancia en los pilotes.
Si la presién de depredacion sobre C. robusta fuera mayor debido a la densidad de
erizos, estas ascidias deberian haber aumentado su densidad en ausencia de
depredadores (ver Capitulo 2), y no debieran observarse los maximos de abundancia de
C. robusta durante el otofio en los pilotes del muelle. A su vez, estas diferencias no se
deberian a una depredacién diferencial de juveniles. Aunque los reclutas no pudieron
ser identificados a nivel de especie, el efecto de los depredadores, incluidos a los erizos
qgue fueron los mayores consumidores, no fue especie especifico. Teniendo en cuenta
estas observaciones, se plantea que los patrones de abundancia de ambas especies de
ascidias exéticas podrian deberse a diferencias en su ecologia reproductiva, lo cual se
discute en el capitulo siguiente.

Los resultados presentados aqui reafirman el rol de los depredadores bentdnicos
sobre las ascidias exdticas en comunidades incrustantes de un puerto templado-frio.
Tanto depredadores nativos como exoéticos influyen en la estructura de estas
comunidades, ya que el efecto observado sobre los juveniles de ascidias puede afectar
indirectamente a la competencia por el espacio (Nydam y Stachowicz 2007) y definir las
especies dominantes a largo plazo de la comunidad (Osman y Whitlatch 1996). Por otro
lado, ponen en evidencia la necesidad de evaluar el efecto de la depredacién en distintas
etapas del desarrollo, para obtener un panorama claro de la potencial resistencia bidtica
gue podria ejercer una comunidad (Rius et al. 2014). En este sentido son necesarios mas

estudios para evaluar el efecto de los depredadores sobre las etapas larvales de las

63
Tesis Doctoral — Giachetti C.B.



Capitulo 3

ascidias solitarias y sobre otras especies exdticas de reciente introduccién, como son las

ascidias coloniales.

64
Tesis Doctoral — Giachetti C.B.



3.6 Tablas
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Tabla 3.1: Especie utilizada, presa control, periodo de hambreado y duracion del experimento
para cada grupo de depredadores potenciales.

Grupo Especie Presa Hambreado Experimento Experimento
control adultos juveniles
Erizos Arbacia dufresnii Algas 2 dias 7 dias 6 dias
verdes
Estrellas Allostichaster Mejillines 9 dias 10 dias 5 dias
capensis
Babosas  Pleurobranchaea Mejillines 4 dias 2 dias 4 dias
maculata abiertos
Cangrejos Carcinus maenas Mejillines 6 dias 7 dias 7 dias

Tabla 3.2: Test de Student para los experimentos de depredacién sobre adultos de ascidias. Los

asteriscos indican los casos donde fue necesario realizar la prueba con la aproximacién de

Welch. En negrita, p-valores significativos.

Depredador Grados de Estadistico P-valor Intervalo de
libertad (t) confianza (95%)
Ascidiella aspersa
Erizos 18 1,41 0,177 (-0,148; 0,748)
Estrellas 18 1,5 0,151 (-0.080; 0,480)
Cangrejos* 9 2,45 0,037 (0,030; 0,769)
Ciona robusta

Erizos* 9 3 0,015 (0,246; 1,754)
Estrellas™ 9 2,25 0,051 (-0.003; 1.203)
Cangrejos 18 1,5 0,151 (-0.080; 0,480)
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Tabla 3.3: Modelos generalizados con distribucién binomial para los experimentos de
depredacion sobre juveniles de ascidias. En negrita, p-valores significativos. Para las babosas se
realizd un test de Fisher que se informa en el apartado 3.4.1.

Parametro Error Estadistico P-valor (2)
estandar (2)

Ordenada -5,86 1,02 -5,76 8,53e”
Erizos 7,89 0,91 8,65 <2e16
Ordenada -5,18 0,87 -5,94 2,88e”
Estrellas 2,18 0,76 2,87 0,004

Ordenada -4,08 0,57 -7,13 le1?
Cangrejos 2,18 0,55 3,97 7,31e>

Tabla 3.4: Modelo lineal generalizado con distribucion de Poisson para la abundancia de erizos
en los pilotes. En negrita, p-valores significativos (p < 0,05).

Parametro Error estandar  Estadistico (z) P-valor (z)
Ordenada 3,73 0,07 54,6 <2e16
Otofio -0,05 0,10 -0,50 0,617
Primavera 0,09 0,09 0,94 0,347
Verano 0,10 0,09 1,08 0,280

Tabla 3.5: Modelo lineal generalizado con distribucién de Poisson para la abundancia de
babosas de mar en los pilotes. En negrita, p-valores significativos (p < 0,05).

Parametro Error estandar  Estadistico (z) P-valor (z2)
Ordenada 1,13 0,18 6,30 2,99¢10
Otofho -0,25 0,27 -0,94 0,346
Primavera -0,54 0,29 -1,83 0,067
Verano -0,49 0,29 -1,68 0,093
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Tabla 3.6: Modelo lineal generalizado con distribucién de Poisson para la abundancia de
estrellas de mar en los pilotes. En negrita, p-valores significativos (p < 0,05).

Parametro Error estandar  Estadistico (z) P-valor (2)
Ordenada 1,94 0,12 16,28 < 2el6
Otofio -0,10 0,17 -0,61 0,544
Primavera -0,12 0,17 -0,70 0,487
Verano -0,26 0,18 -1,43 0,152

Tabla 3.7: (A) Modelo lineal generalizado con distribucién de Poisson para la abundancia de
cangrejos en los pilotes. (B) Resultados de los andlisis de a pares para la abundancia de
cangrejos entre estaciones. En negrita, p-valores significativos (p < 0,05).

(A) Parametro Error estandar  Estadistico (z) P-valor (z)
Ordenada 1,50 0,25 6,01 1,81
Otofio 0,75 0,32 2,36 0,018
Primavera 0,41 0,33 1,24 0,214
Verano 1,15 0,30 3,83 < 0,001
(B) Parametro Estadistico (z) P-valor
Invierno*Otofio -0,75 -2,36 0,085
Invierno*Primavera -0,41 -1,24 0,599
Invierno*Verano -1,15 -3,83 0,001
Otofio*Primavera 0,33 1,14 0,661
Otofio*Verano -0,40 -1,58 0,392
Primavera*Verano -0,74 -2,69 0,036
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Tabla 3.8: (A) Modelo lineal generalizado con distribucion de Poisson para la abundancia de
erizos en el fondo. (B) Resultados de los analisis de a pares para la abundancia de erizos entre
estaciones. En negrita, p-valores significativos (p < 0,05).

(A) Parametro Error estandar  Estadistico (z) P-valor (z2)
Ordenada 4,94 0,17 29,75 <2el6
Otofio -0,92 0,29 -3,22 0,001
Primavera -0,58 0,26 -2,20 0,028
Verano -1,86 0,32 -5,85 4,76
(B) Parametro Estadistico (z) P-valor
Invierno*QOtofio 0,92 3,22 0,007
Invierno*Primavera 0,58 2,20 0,123
Invierno*Verano 1,86 5,85 <0,001
Otono*Primavera -0,35 -1,13 0,672
Otofio*Verano 0,93 2,60 0,046
Primavera*Verano 1,28 3,80 0,001

Tabla 3.9: (A) Modelo lineal generalizado con distribucidén de Poisson para la abundancia de
babosas de mar en el fondo. (B) Resultados de los analisis de a pares para la abundancia de
babosas entre estaciones. En negrita, p-valores significativos (p < 0,05).

(A) Parametro Error estandar  Estadistico (z) P-valor (z)
Ordenada 3,67 0,12 30,12 <2el6
Otono -0,99 0,23 -4,34 1,45e %5
Primavera -0,51 0,19 -2,63 0,008
Verano -1,17 0,23 -5,07 4,07e%7
(B) Parametro Estadistico (z) P-valor
Invierno*Otofio 0,99 4,34 < 0,001
Invierno*Primavera 0,51 2,63 0,042
Invierno*Verano 1,17 5,07 < 0,001
Otofio*Primavera -0,48 -1,95 0,207
Otofio*Verano 0,18 0,64 0,919
Primavera*Verano 0,66 2,65 0,040
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Tabla 3.10: (A) Modelo lineal generalizado con distribucion de Poisson para la abundancia de
cangrejos en el fondo. (B) Resultados de los andlisis de a pares para la abundancia de cangrejos

entre estaciones. En negrita, p-valores significativos (p < 0,05).

(A) Parametro Error estandar  Estadistico (z) P-valor (z2)
Ordenada 3,86 0,12 30,88 < 2el6
Otofio 0,15 0,17 0,85 0,396
Primavera -0,39 0,19 -2,02 0.043
Verano -2,15 0,29 -7,32 2.56e13
(B) Parametro Estadistico (z) P-valor
Invierno*QOtofio -0,15 -0,85 0,831
Invierno*Primavera 0,39 2,02 0,179
Invierno*Verano 2,15 7,32 < 0,001
Otono*Primavera 0,54 2,81 0,026
Otofio*Verano 2,30 7,84 < 0,001
Primavera*Verano 1,76 5,77 < 0,001

Tabla 3.11: (A) Modelo lineal generalizado con distribucion de Poisson para la abundancia de
estrellas de mar en el fondo. En negrita, p-valores significativos (p < 0,05).

(A) Parametro Error estandar  Estadistico (z) P-valor (z)
Ordenada 1,03 0,30 3,42 0,001
Otofio -0,18 0,45 -0,40 0,685
Primavera -0,29 0,44 -0,65 0,517
Verano -0,39 0,45 -0,86 0,390
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Tabla 3.12: (A) Modelo lineal generalizado con distribucion de Poisson para la abundancia de
Ascidiella aspersa. (B) Resultados de los analisis de a pares para la abundancia de A. aspersa
entre estaciones. En negrita, p-valores significativos (p < 0,05).

(A) Parametro Error estandar  Estadistico (z) P-valor (z2)
Ordenada 3,08 0,15 20,4 <2e16
Otofio -0,01 0,21 -0,04 0,96
Primavera -0,53 0,24 -2,22 0,03
Verano 0,26 0,20 1,31 0,19
(B) Parametro Estadistico (z) P-valor
Invierno*QOtofio 0,01 0,04 1,000
Invierno*Primavera 0,53 2,21 0,120
Invierno*Verano -0,26 -1,32 0,551
Otofio*Primavera 0,52 2,17 0,132
Otofio*Verano -0,27 -1,36 0,524
Primavera*Verano -0,80 -3,45 0,003

Tabla 3.13: (A) Modelo lineal generalizado con distribucion de Poisson para la abundancia de
Ciona robusta. (B) Resultados de los analisis de a pares para la abundancia de C. robusta entre
estaciones. En negrita, p-valores significativos (p < 0,05).

(A) Parametro Error estandar  Estadistico (z) P-valor (z)
Ordenada 2,36 0,21 11,13 <2el6
Otofio 1,39 0,10 14,05 <2el6
Primavera -1,01 0,17 -5,87 4.45¢e”°
Verano -0,27 0,13 -2,01 0.04
(B) Parametro Estadistico (z) P-valor
Invierno*Otofio -1,39 -9,96 < 0,001
Invierno*Primavera 1,01 4,16 < 0,001
Invierno*Verano 0,27 1,43 0,482
Otofio*Primavera 2,40 11,09 <0,001
Otofio*Verano 1,67 10,64 <0,001
Primavera*Verano -0,73 -2,92 0,019
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3.7 Anexo: Consideraciones metodolégicas!

El disefio metodoldgico utilizado en los experimentos de acuario de este capitulo
fue puesto a punto tanto para definir a las especies modelo como el periodo de
hambreado de las mismas y la duracidn del experimento. Como se explicd previamente
(ver Seccién 3.3.1), los grupos taxondmicos de depredadores fueron seleccionados a
partir de una busqueda bibliografica. Sin embargo, para definir a las especies modelo se
tuvo en cuenta su abundancia en el drea de estudio y su adaptacion al acuario. Los
periodos de hambreado y de experimentacion fueron definidos de acuerdo a cada
especie, mediante pruebas previas a iniciar los experimentos. En esta seccion, ademas
de detallar las consideraciones realizadas para cada tipo de depredador, se especificaran
los cuidados necesarios para mantener a las ascidias en acuario. Se espera que el
contenido de este anexo sea de utilidad para futuros trabajos en acuario con estas
especies u otras similares.

En el caso de los erizos de mar, Arbacia dufresnii es |la especie mas abundante
del area de estudio y ha sido previamente utilizada en experimentos de acuario (Rubilar
et al. 2016), por lo que se conocia su facil adaptacion al mismo. Esta especie logra
aclimatarse en aproximadamente 24 hs al cautiverio, tiempo en el cual comienza a
alimentarse regularmente. Debido a la experiencia previa, se eligieron a las algas verdes
como presa control, ya que son sencillas de obtener, pueden ser mantenidas durante
varios dias en acuario, y los erizos se alimentan facilmente de ellas. Ademas, se probaron
algas rojas y mejillines abiertos, pero el consumo no fue tan eficaz para los tiempos
experimentales como lo era con las algas verdes. El periodo de hambreado fue
facilmente definido calculando el tiempo en el cual se dejaban de observar heces en la
pecera.

De las especies de estrellas presentes en el drea de estudio, Allostichaster
capensis fue la que mejor se aclimaté al acuario y a las peceras aisladas (i.e. sin sistema
de recirculaciéon de agua), y también fue utilizada previamente en experimentos de
acuario (Rubilar et al. 2011). Las restantes especies, Cosmasterias lurida, Anasterias
antartica (= minuta) y Cycethra verrucosa, sufrieron decoloracién, fisién y en algunos
pocos casos mortalidad, claros signos de estrés, sin lograr completar el periodo de

aclimatacién las dos primeras. Las estrellas (A. capensis) fueron alimentadas con
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mejillines, una presa facil de colectar y de mantener en acuario por varias semanas. El
periodo de hambreado fue ajustado a través de pruebas de alimentacién con la presa
control evaluando diferentes periodos de tiempo, ya que las heces de las estrellas no
pudieron ser detectadas facilmente. Es importante aclarar que estos depredadores
fueron el grupo con el periodo de aclimatacion mas largo, demorando entre 5y 7 dias
en alimentarse.

En el caso de los cangrejos y gasterdpodos, se decidid utilizar como especies
modelo a dos especies exdticas. Para los cangrejos fue elegida Carcinus maenas, debido
a que es una especie reconocida como una eficaz depredadora, mientras que como
representante de los gasterdpodos se utilizé a Pleurobranchaea maculata, una especie
de reciente introduccién que alcanzé abundancias altas en corto tiempo (Battini et al.
2019). Ambas especies se aclimataron rapidamente al acuario y a las peceras aisladas, y
comenzaron a alimentarse dentro de las 24 hs o menos tiempo. En ambos casos se
utilizaron mejillines como presa control, los cuales eran abiertos antes de ofrecerlos a
P. maculata. Para definir el periodo de hambreado, se calculd el tiempo en el cual se
dejaban de ver heces en la pecera.

Con todos los depredadores se realizaron pruebas previas utilizando las presas
control con el fin de ajustar la duracion del experimento, y comprobar si demoraban en
alimentarse luego del hambreado. Ademas, se realizaron pruebas con ascidias para
registrar las marcas debidas al manipuleo y el comportamiento de los depredadores.
Para erizos, babosas y cangrejos se observaron marcas superficiales sobre la tunica y los
epibiontes (ver Seccién 3.4.1), mientras que para las estrellas se registré que estas
pasaban varios dias sobre la ascidia intentando consumir parte de ella, logrando
romperla en algunos casos. Estas pruebas volvieron a repetirse antes de comenzar los
experimentos con juveniles, para los cuales se observd que los tiempos de manipuleo
eran mucho menores, por lo cual se decidié reducir la duracién del experimento (ver
Tabla 3.1).

Para las ascidias, los cuidados fueron los mismos para todas las especies
utilizadas. En primer lugar, al recolectarlas unidas entre si formando “bochones”
grandes (mas de 5 ascidias juntas), fue necesario separarlas cuidadosamente en grupos
pequenos, retirando los poliquetos y el sedimento que se asientan entre ellas. Esto

aumenta la supervivencia de las ascidias durante el primer dia de aclimatacién, ademas
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de mantener las condiciones éptimas del agua de la pecera durante un periodo mas
largo de tiempo. Las peceras donde se las aclimataba fueron controladas todos los dias
en busqueda de ascidias muertas, para retirarlas rapidamente ya que la descomposicién
tiene lugar en un periodo de tiempo muy corto. Tanto durante la aclimatacién como
durante los experimentos, se las alimentd diariamente con fitoplancton comercial (Kent
Marine®, Phytoplex), siguiendo las indicaciones del producto.

El uso de peceras sin sistema de recirculacién es una ventaja en este tipo de
experimentos, ya que se asegura que potenciales sefiales quimicas liberadas por las
presas y/o los depredadores no afecten a las restantes réplicas. Sin embargo se debe
asegurar la calidad del agua en cada pecera. Durante las experiencias previas, se observd
gue la concentracion de nitritos y nitratos era el factor que mas afectaba a las especies
utilizadas. Esta variable fue medida regularmente en las peceras mediante un test
colorimétrico comercial y segun los valores obtenidos se procedia a cambiar las tres
cuartas partes o la totalidad del agua de la pecera. Aunque estos controles fueron
especialmente importantes en las peceras donde se mantenian a los organismos hasta
su uso en los experimentos, también se realizaron en las peceras experimentales. Entre
las restantes variables, la temperatura y el fotoperiodo son variables controladas del
Acuario Experimental de CCT CENPAT, mientras que la salinidad no sufria variaciones
drasticas debido a que las peceras se encontraban tapadas y la evaporacién era minima.

Finalmente en la Tabla 3.14 se resumen las principales consideraciones
metodoldgicas que se tuvieron en cuenta al trabajar en acuario con las especies
utilizadas durante el desarrollo de este capitulo de tesis. Los tiempos mencionados se
pusieron a punto de acuerdo a las condiciones del Acuario Experimental del CCT

CENPAT-CONICET, en peceras sin sistema de recirculacién, como se aclaré previamente.
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Tabla 3.14: Consideraciones metodolégicas principales para cada especie utilizada en los

experimentos de acuario desarrollados en esta tesis.

Especie Tiempo de ftem presa Signos de Cambios de
aclimatacién preferido stress agua
Arbacia dufre <24 hs Ulva sp. Pérdida de 1 vez por
- espinas semana*
Snii
Allostichaster 5-7 dias Miytilus sp. Decoloracién 2 veces por
capensis semana
Anasterias minuta No se aclimato - Decoloracidn Cada 48 hs
Fisidn
Comasterias lurida | No se aclimato - Fisidn Cada 24 hs
Mortalidad
Cycethra verrucosa 8-14 dias Miytilus sp. Decoloracidn 2 veces por
semana
Carcinus maenas <24 hs Mytilus sp. Falta de 1 vez por
alimentacién semana*
Pleurobranchaea <24 hs Mytilus sp. Falta de Cada 48 hs
maculata*? alimentacién
Exposicion de
la branquia
Ascidias 24 hs Fitoplancton Mortalidad Cada 48 hs*?
comercial

*Se recomienda aumentar la frecuencia a dos veces por semana si el nimero de individuos por pecera es
alto (mas de 5 cangrejos o mas de 10 erizos en pecera de 100 litros).

*1Battini N (2019) Invasiones bioldgicas en dreas portuarias: Evaluando estrategias de éxito en un molusco
exotico, potencialmente neurotdxico y con alto riesgo de expansion regional. Tesis Doctoral, FCEyN,
Universidad de Buenos Aires.

*2 Dependiente de la densidad de ascidias en la pecera. El valor expresado es para una densidad alta en
una pecera de 100 litros, i.e. la frecuencia maxima. Es recomendable controlar la concentracion de nitritos
y nitratos en agua para no realizar cambios de agua innecesarios.

1: Este anexo es parte de la Tesis doctoral de Clara B. Giachetti, titulada Patrones y procesos
ecoldgicos que determinan el éxito en la colonizacion de especies exdticas en dreas
portuarias, presentada en la Facultad de Ciencias Exactas y Naturales, Universidad de
Buenos Aires (2019).
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Capitulo 4

Capitulo 4: Ecologia reproductiva de Ascidiella aspersay Ciona robusta

4.1. Resumen

La ecologia reproductiva de las ascidias esta relacionada con variables
ambientales, como la temperatura y la disponibilidad de alimento en forma de
fitoplancton, y puede variar entre sitios segun las fluctuaciones de estas variables. Asi,
la ecologia reproductiva de las especies exéticas podria verse alterada respecto a la
correspondiente a su distribucién nativa o incluso entre distintas areas invadidas,
influyendo en el éxito en la colonizacion entre regiones. Este aspecto de la ecologia de
Ascidiella aspersa y Ciona robusta, puede contribuir a comprender los patrones de
abundancia observados, i.e. la mayor abundancia de A. aspersa tanto en estructuras fijas
como suspendidas y solo superada por la de C. robusta durante el otofio. Por estas
razones, los objetivos de este capitulo son estudiar la ecologia reproductiva anual de las
ascidias exéticas dominantes y su relacién con las variaciones temporales de parametros
ambientales. Para ello, se analizaron bajo microscopio optico cortes histolégicos de las
gonadas de ambas especies para estudiar el desarrollo de las gametas a lo largo de un
ano. Durante ese tiempo, se registrd la temperatura y se estimd la concentracion de
clorofila a (como medida indirecta de la disponibilidad de fitoplancton), para evaluar su
potencial influencia en el desarrollo de las gametas. Se observd que mientras A. aspersa
presenta gametas maduras durante los meses mas cdlidos del aiio, C. robusta presenta
oocitos y espermatozoides maduros durante todo el aflo. Ambas especies difieren con
lo observado en sus areas nativas, e incluso en otras areas donde fueron introducidas.
Los resultados obtenidos no logran explicar por si solos los patrones de abundancia
relativa de ambas especies. Se concluye que otros procesos también podrian estar
influyendo sobre diferentes etapas del ciclo de vida. Durante el verano, cuando ambas
especies liberan gametas al medio y tiene lugar la fertilizacién, podria existir
competencia o depredacién diferencial de las gametas y/o de las larvas. Ademas, las
larvas de A. aspersa podrian ser mas exitosas en la busqueda y colonizacién de un
sustrato para su asentamiento que las de C. robusta. Estas nuevas hipdtesis plantean la

necesidad de mas estudios que confirmen el rol de estos procesos.
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4.2. Introduccion

La Clase Ascidiacea presenta diversas formas de reproduccién. Por un lado, las
ascidias coloniales pueden reproducirse tanto asexual como sexualmente, mientras que
las solitarias presentan reproduccién sexual, siendo todas ellas hermafroditas. Tanto
Ascidiella aspersa como Ciona robusta, pertenecen al Orden Phlebobranchia, en el cual
la gébnada hermafrodita se encuentra ubicada dentro del espacio formado por la curva
del intestino o cercano a ésta (Berrill 1975). En el caso de A. aspersa, el intestino y las
gonadas se encuentran del lado izquierdo del cuerpo, mientras que en C. robusta se
encuentran mayormente ocupando todo el espacio del cuerpo por debajo del saco
branquial. Tanto los ovarios como los testiculos se disponen uno al lado del otro, a
menudo en forma de racimo dentro de la curva intestinal o superando ese espacio,
sobre las paredes del intestino, dependiendo del grado de desarrollo (Berrill 1950;
Hoshino y Tokioka 1967). Las gametas maduras se almacenan en los gonoductos,
oviducto y espermiducto por separado, los cuales corren paralelos al intestino y se abren
al atrio cerca de la base del saco branquial (Hoshino y Tokioka 1967; Berrill 1975). Ambas
especies son oviparas, con fertilizacion externa cruzada, es decir no hay
autofertilizacién. Los oocitos maduros estan recubiertos por dos capas: la mas interna
por debajo de la membrana vitelina esta formada por las células foliculares internas (test
cells, en inglés), mientras que la mas externa estd formada por las células foliculares
(Berrill 1975). Se le han otorgado diversas funciones a las células foliculares,
principalmente durante la fecundacion. Estas células estarian involucradas en el
reconocimiento entre el évulo y los espermatozoides homdlogos, en evitar la
poliespermiay en la flotacién de los évulos, tal como sucede en Ascidiella y Ciona (Miller
1975; Lambert y Lambert 1978; Lambert et al. 1995; Byrd y Lambert 2000).

La ecologia reproductiva de las ascidias estd relacionada con variables
ambientales como la temperatura y la concentracién de clorofila, la cual puede ser
entendida como la disponibilidad y la calidad de alimento (fitoplancton), ya que son
organismos filtradores (Millar 1971; Yamaguchi 1975; Becerro y Turon 1992). Teniendo
en cuenta esto, los patrones reproductivos pueden variar entre sitios segun las
fluctuaciones de estas variables. Por ejemplo, las especies de aguas cdlidas presentan
ciclos reproductivos casi continuos, mientras que especies de aguas frias y templadas

pueden tener uno o dos picos reproductivos marcados (Berrill 1975; Svane y Young
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1989). Esto es de especial importancia en el caso de especies exoticas, ya que su ecologia
reproductiva podria variar con respecto a la de su distribucion nativa o incluso entre
distintas areas invadidas, influyendo en el éxito en la colonizacién entre regiones. Por
otro lado, este éxito también puede estar afectado por la presencia de otras especies de
ascidias. Trabajos previos muestran que puede existir competencia interespecifica
durante distintas etapas del ciclo de vida, pudiendo definir el éxito en la colonizacién de
una especie exodtica con respecto a especies nativas u otras exéticas (Rius et al. 2009b;
Rius et al. 2014). Asi, la fertilizacidon puede verse disminuida en presencia de esperma
de distintas especies, debido a un bloqueo temprano del oocito para evitar la
poliespermia (Lambert 2000), o incluso el asentamiento de las larvas puede verse
reducido en presencia de otras especies competitivamente dominantes (Rius et al.
2009b). A modo de ejemplo, en Australia las larvas de la ascidia nativa Microcosmus
squamiger Michaelsen, 1927 y de la exdtica Styela plicata evitan asentarse en presencia
de la otra (Rius et al. 2009b). Mientras que en California, la ascidia nativa Ascidia
ceratodes (Huntsman, 1912) parece disminuir la tasa de fertilizacion de C. robusta,
exotica en esa area (Rius et al. 2014). En el caso de A. aspersa y C. robusta, ambas son
excelentes competidoras por el espacio y presentan un alto éxito en la colonizacién en
diversas estructuras antrdpicas (ver Capitulo 1 y Capitulo 2). Sin embargo, como se
discutié en los capitulos anteriores, se observan claras diferencias en los patrones de
colonizacidon de ambas ascidias en el area de estudio. En estructuras fijas y suspendidas
A. aspersa presenta una mayor abundancia, mientras que la de C. robusta solo aumenta
durante el otofio. Esto podria no solo ser resultado de los procesos analizados
(depredacion de adultos y juveniles), sino también de diferencias en la historia de vida
de ambas especies.

Por estas razones, en este capitulo se discuten las diferencias en la ecologia
reproductiva de A. aspersa y C. robusta, y sus consecuencias en la estructura de las
comunidades incrustantes estudiadas. Los objetivos de este capitulo son estudiar la
ecologia reproductiva anual de las ascidias exdticas dominantes y su relacién con las
variaciones temporales de pardametros ambientales. Las hipdtesis puestas a prueba son
que (1) las diferentes especies de ascidias exéticas presentan variaciones en la ecologia
reproductiva a lo largo del afio, y que (2) la misma varia de acuerdo a las fluctuaciones

de los pardametros ambientales fisicos y bioldgicos.
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4.3. Materiales y métodos
4.3.1 Andlisis histolégicos

Para estudiar y comparar la ecologia reproductiva de A. aspersa y C. robusta, se
recolectaron cinco individuos de cada especie por mes durante un afo (2014). Los
ejemplares fueron relajados en mentol, hasta que no pudieran cerrar los sifones al
tocarlos con una aguja de diseccién. En ese momento se midié su longitud antero-
posterior con un calibre, para verificar que todos tuvieran una longitud mayor a 30 mm,
y posteriormente fueron fijados en formalina 4% en agua de mar. Debido a la intima
relacién de las génadas y el sistema digestivo caracteristico del Orden Phlebobranchia,
el aislamiento total de las génadas no es posible. Esto impide el uso del indice gonadal
para evaluar la inversion energética en el desarrollo de las gdénadas, comiunmente
utilizado en analisis reproductivos de invertebrados marinos (Becerro y Turon 1992;
Sahade et al. 2004; Averbuj et al. 2010; entre otros). Por esta razén, la ecologia
reproductiva de ambas especies fue estudiada a partir de la histologia de las génadas.

Para los cortes histoldgicos se diseccionaron la totalidad de los individuos. En el
caso de A. aspersa, se removio la seccion media del tubo digestivo, mientras que para
C. robusta se removio el ovario y una porcion del intestino. En ambos casos, el tejido fue
preservado en cassetes para histologia en etanol 70%. Para evitar posibles dafios al
cambiar el tejido del fijador al conservante, se realizd6 una deshidratacién escalonada
pasando por etanol 30%, etanol 50% y finalmente etanol 70%. El tejido fue procesado,
siguiendo técnicas histoldgicas estandarizadas, en el Laboratorio de Histologia del CCT
CENPAT, donde fue montado en parafina y tefiido con hematoxilina-eosina.

Cada corte fue analizado y fotografiado bajo microscopio éptico. A partir de las
fotografias, se midié el didametro de aquellos oocitos en los cuales se podia observar el
nucléolo (100 > n > 70, siempre que fuera posible), incluyendo a las células accesorias y
utilizando el software Image J 1.52a (National Institute of Health, USA). Para analizar el
desarrollo de los foliculos masculinos, se establecidé una escala subjetiva de 4 etapas:
temprana, desarrollo, maduro y residual (Figura 4.1y Figura 4.2) (Becerroy Turon 1992;
Rius et al. 2009a; Lynch et al. 2016). De manera similar, se determind una escala para
los oocitos segun el desarrollo de las células foliculares (Figura 4.1y Figura 4.2) (Becerro

y Turon 1992; Rius et al. 2009a; Lynch et al. 2016).
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Femenino Masculino

Temprano

Desarrollo

Maduro

Residual

Figura 4.1: Ascidiella aspersa. Estadios de desarrollo de las gametas femeninas y
masculinas. 00, oocitos; CF, células foliculares; TC, test cell (células foliculares internas);
SG. espermatogonias: SZ. espermatozoides.
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Femenino Masculino

Desarrollo

Maduro

Residual

Figura 4.2: Ciona robusta. Estadios de desarrollo de las gametas femeninas y masculinas.
00, oocitos; CF, células foliculares; TC, test cell (células foliculares internas); SG,
espermatogonias; SZ, espermatozoides.

4.3.2 Relacion con las variables ambientales

Durante el mismo periodo de recoleccidon de ejemplares, se midié la temperatura
del agua del mar y la concentracion de clorofila a. La temperatura fue registrada de
manera continua cada 30 minutos utilizando data loggers (n = 3) ubicados en los pilotes

del muelle. Para la concentracién de clorofila a, se tomaron tres muestras de agua de
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1,5 litros, y se trasladaron al laboratorio en oscuridad y frio. Una vez en el laboratorio,
se filtré un litro de muestra para determinar fluorométricamente la concentracion de
clorofila siguiendo el método de Strickland y Parsons (1972) y Parsons (1984) con
correccion por feopigmentos. Ademas, se utilizaron mediciones realizadas en el drea de
estudio durante los afios 2012 y 2013, para evaluar cualitativamente la variabilidad

interanual de ambas variables.

4.3.3 Andlisis estadisticos

Las diferencias estacionales entre los didmetros de oocitos para cada especie de
ascidia se analizaron a través de un modelo lineal (paquete stats). Se realizé un analisis
para cada especie, utilizando la estacién como factor fijo (verano: enero a marzo; otofio:
abril a junio; invierno: julio a septiembre; primavera: octubre a diciembre). Se realizaron
pruebas de a pares entre los niveles del factor Estacion usando la prueba de Tukey con
una confianza del 95% (paquete /smeans (Lenth 2016)). Para estudiar la relacion entre
los didmetros de los oocitos y las variables ambientales (temperatura del agua de mary
concentracion de clorofila a), se realizé un modelo lineal utilizando el didametro como
variable respuesta y la temperatura y clorofila como variables explicatorias. Para todos
los analisis, la normalidad y la homogeneidad de varianzas fueron evaluadas mediante
pruebas de Shapiro-Wilks y Levene, respectivamente. Todos los andlisis estadisticos

fueron realizados en el software R (R Core Team 2017).
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4.4.1 Ecologia reproductiva de Ascidiella aspersa

Para esta especie se
observé un ciclo reproductivo
con dos picos madurativos
(Figura 4.3). Tanto las gametas
femeninas como las masculinas
poseen picos de maduracién
similares, con una leve
inclinaciéon a la protandria
(Figura 4.3). Solo en dos
ejemplares recolectados en el
mes de mayo no se observaron
gametas masculinas  (Figura
4.3B). Sin embargo, durante los
meses de abril y mayo las
gonadas masculinas se
encontraban en proceso de
reabsorcion post-liberacion de

espermatozoides por lo que esta
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Figura 4.3: Desarrollo gonadal anual de Ascidiella aspersa.
Se grafica la proporcidon de individuos en cada estadio
gonadal. (A) Estadios femeninos, se muestra el promedio
mensual (+ EE) del didametro de los oocitos (n =5, 100 > n >
70 oocitos cuando fue posible). (B) Estadios masculinos (n

podria ser la causante de su ausencia. Los estadios de desarrollo de cada tipo de gameta

se ilustran en la Figura 4.1.

Tesis Doctoral — Giachetti C.B.

83



Capitulo 4

Los oocitos presentaron dos diametros medios maximos durante enero (65,7 +
2,4 um) y noviembre (61,6 + 2,4 um), acompaiiados de una leve disminucion durante
febrero (57,4 £ 2,2 um) y diciembre (57,3 + 2,0 um) (Figura 4.3A). De hecho, solo se
observaron diferencias significativas entre las estaciones mas calidas y las mas frias
(Tabla 4.1y Tabla 4.2), con oocitos de mayor tamafio en verano y primavera, y menores
en otofio e invierno. Ademas, el didametro de los oocitos presentd una relacién
significativa con la temperatura (Tabla 4.3), donde los didmetros maximos observados

se correspondieron con los valores mas altos de la temperatura del mar, durante el final

. & A de la primavera y durante el
E . A. aspersa
g -®-Crobusta yerano (Figura 4.4). De manera
g 60 _ . .
e ' similar, los didmetros medios
3 50
° minimos de los oocitos, se
= 40
Q
5 % registraron durante los meses de
[m]
20 menor temperatura y mayor
20 B 2012 ., . .
” 2013 concentracion de clorofila a, junio
o -8- 2014 Lo
2 /\ (32,3 + 1,3 um), julio (36,2 * 1,5
5
L \ um) y agosto (33,6 + 1,2 um)
(=%
E L
8 12 A\ / (Figura 4.3A; Figura 4.4). Los

foliculos masculinos presentaron

un comportamiento  similar,

3 _ observandose espermatozoides a
partir del mes de octubre y

durante toda la temporada estival,

| /\ teniendo lugar la reabsorcién y
Y

Clorofila a (mg/m?)
%]

os

ENE MAR MAY JUL SEPT NOV
FEB ABR JUN AGO OoCT

N
4 proliferacién de espermatozoides

DIC durante los meses frios (Figura

Figura 4.4: Variaciones a lo largo del afio para (A) 4.3B).
diametro de los oocitos, (B) temperatura, (C)

concentracién de clorofila a (medias + EE). Para la Finalmente, las modas
temperatura, se grafica la media diaria del dia en el cual o i
se recolectaron los individuos. oocitarias mostraron un patron

similar a lo observado hasta el
momento. Desde marzo hasta agosto se observaron las modas mads bajas (< 20 um)

(Figura 4.5), indicando una proliferacién de oocitos de mayo a agosto, y una liberacién
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de gametas de marzo y abril (Figura 4.5). No se observaron modas correspondientes a
los mayores diametros de oocitos registrados, lo que podria indicar que una generacién

de oogonias y oocitos de menor tamafio (< 60 um) tiene lugar durante todo el afio.

0 ENE(n = 427; n = 400) 20 JUL(n = 357, n = 400)
20 - m | 34wm Figura 4.5: Modas.ooutanas
1um | para ambas especies (® A.
00| | 100 aspersa; M C. robusta). Las
flechas indican la moda
mensual para cada especie (n
= 5 individuos, 100 > n >70
20 FEB(n = 431; n=500) 1 s um AGO(=479,n=273)  ggcitos siempre que fuera
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4.4.2 Ecologia reproductiva de Ciona robusta
El ciclo reproductivo de esta especie fue continuo a lo largo del afio. De la
totalidad de los ejemplares examinados, el 10% presentd Unicamente goénadas

masculinas, sin observarse un ovario desarrollado, mientras que todos los individuos
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restantes poseian ambas gonadas desarrolladas (Figura 4.6). Sin embargo, podria
deberse a un proceso de reabsorcion del ovario (Figura 4.6A). Los estadios de desarrollo
de cada tipo de gameta se ilustran en la Figura 4.2.

Durante todo el afio se registraron individuos con génadas femeninas maduras,

observandose valores maximos e A 100 0
intermedios del didmetro medio I ®
. i % 75 60 g
del oocito (Figura 4.6A). Aunque § &
k=1 el
= 55 2
no se observaron diferencias 2 %
L 50 50 2
significativas de los didmetros de 5 8
S g
. . g “ 3
oocitos entre estaciones (Tabla ¢ E
a 25 40 8
4.4), se registraron algunos I I .
maximos. Estos correspondieron 0 30
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100

a los meses de noviembre (60,3 +
1,7 um), diciembre (59,9 + 2,1

um), febrero (57,7 £ 1,8 um) y 75

abril (553 + 1,8 um) y se

corresponden con los meses de ; ‘ | I | |
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temperaturas mas altas en el mar
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N
(9]

(Figura  4.4). Los valores
intermedios del didametro medio 0

del oocito fueron durante Junlo W Temprano = Desarrollo m Maduro = Residual m Ausente

(54,4 £ 1,7 um), agosto (51,7 + Figura 4.6: Desarrollo gonadal anual de Ciona robusta. Se
grafica la proporcién de individuos en cada estadio
gonadal. (A) Estadios femeninos, se muestra el promedio
mensual (+ EE) del didametro de los oocitos (n =5, 100< n >
70 oocitos cuando fue posible). (B) Estadios masculinos (n
registran las menores =5, excepto para enero y febrero donde n =4, y julio n=3).

2,1 um) y septiembre (53,6 £ 1,6

um), meses durante los cuales se

temperaturas del mar (Figura 4.4). Sin embargo, no se observé una relacién significativa
del diametro de los oocitos con la temperatura y la clorofila (Tabla 4.5). Un
comportamiento similar se observo en las génadas masculinas, registrandose individuos
con gametas maduras, en proceso de liberacién y de reabsorcion de espermatozoides
durante todo el afio (Figura 4.6B).

Las modas oocitarias muestran que esta especie presenta tanto oocitos de

menor tamafio (< 60 um) como maduros (> 100 um) durante todo el aio. Sin embargo,
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durante agosto se observé una fuerte disminucidn de la cantidad de oocitos, indicando
gue tendria lugar la liberacion de gametas al medio (Figura 4.5). De manera similar, se
observé la moda mds baja durante el mes de enero, y también podria deberse a la
liberacién de gametas durante el verano. Similar a lo observado en A. aspersa, no se
registraron modas correspondientes a los mayores didmetros de oocitos registrados, lo
gue indicaria que la generacion de oogonias y oocitos de menor didmetro (< 60 um)

tiene lugar durante todo el afno.

4.5. Discusion

Los patrones de abundancia observados para Ascidiella aspersa y Ciona robusta
no pueden ser explicados completamente por las diferencias en la ecologia reproductiva
de ambas especies. Mientras que la época reproductiva de A. aspersa tiene lugar
durante la primaveray el verano, en C. robusta ocurre durante todo el afio. Sin embargo,
durante la temporada estival, la abundancia de C. robusta no equipara a la de A. aspersa
(ver Capitulo 3), indicando que podrian existir otros procesos que influyan en estos
patrones. Finalmente, se observaron diferencias en la ecologia reproductiva de ambas
especies con respecto a lo registrado en otras areas, tanto nativas como invadidas.

Como se esperaba, la ecologia reproductiva de ambas ascidias no solo varié entre
siy alo largo del afio, sino también en relacidn a lo registrado en sus areas nativas. Este
resultado apoya la hipétesis postulada, es decir que las diferentes especies de ascidias
exoticas presentan variaciones en la ecologia reproductiva a lo largo del afio. Sin
embargo, la segunda hipdtesis planteada que postula que la ecologia reproductiva de
ambas especies varia de acuerdo a las fluctuaciones de los parametros ambientales
fisicos y bioldgicos, fue corroborada parcialmente. La relacién con las variables
ambientales no fue tan evidente en todos los casos. Se conoce que en otras areas con
una variacion estacional de la temperatura, las ascidias presentan periodos
reproductivos y periodos no reproductivos marcados (Millar 1974), observandose que
para varias especies de ascidias la temperatura es uno de los principales reguladores de
la reproduccién (Becerro y Turon 1992; Rius et al. 2009a). Sin embargo, se pueden
encontrar excepciones a este patrén como sucede con Corella willmeriana Herdman,
1898 y Boltenia villosa (Stimpson, 1864) en la costa este de Estados Unidos donde se

reproducen y reclutan todo el afio (Lambert 1968; Bingham 1997). Para A. aspersa se
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observé una coincidencia entre los promedios maximos de didmetro de oocitos y mayor
proporcién de individuos con génadas femeninas y masculinas maduras, con los meses
mas calidos del afo. En su drea nativa presenta un ciclo continuo de reproduccion,
liberando gametas aun en meses frios, e incluso registrandose ejemplares donde no se
distinguen ambas génadas durante todo el afio (Lynch et al. 2016). El desarrollo de
ambas gdnadas en la totalidad de los individuos observados en el area de estudio podria
ser la estrategia que le permite establecerse eficientemente en las areas donde esta
introducida, como sucede con otras ascidias exdticas, como Styela clava (Bourque et al.
2007). Para C. robusta, se observé un ciclo reproductivo anual, con gédnadas masculinas
y femeninas maduras a lo largo de todo el afio y una variacién casi nula del didmetro de
los oocitos, aun en épocas de baja temperatura. La falta de relacion entre la temperatura
y la reproduccion y/o reclutamiento de C. robusta es discutida en trabajos previos
(Yamaguchi 1975; Caputi et al. 2014). Esta especie, presenta un ciclo reproductivo
continuo también en su area nativa (Yamaguchi 1975), mientras que en el Mar
Mediterrdneo, donde esta introducida, presentd un ciclo estacional bimodal que se
tornd continuo luego de una fuerte disminucion de la poblacion (Caputi et al. 2014).
Ademas, C. robusta presenta una amplia tolerancia a la temperatura, estando presente
tanto en 4areas tropicales (Shenkar et al. 2018) como en regiones templadas frias con
grandes amplitudes térmicas entre verano e invierno, como el Atlantico Sudoccidental
y el Pacifico Noreste (Bouchemousse et al. 2016). Todas estas caracteristicas podrian
beneficiar a esta especie para establecerse exitosamente en varias regiones del mundo
(Bouchemousse et al. 2016, fig. 1).

Es esperable que otras variables ambientales relacionadas con la temperatura,
como la concentracion de clorofila a, también influyan en la ecologia reproductiva de
estos organismos. Nuevamente, la reproduccién continua de C. robusta no parece estar
influenciada por esta variable. En el caso de A. aspersa, aunque los picos de
concentracion de clorofila no coinciden con la época reproductiva, si lo hacen con los
registros minimos del didmetro del oocito, es decir durante la proliferacién de oocitos
tempranos. Esto podria indicar que una mayor concentracién de clorofila, y por ende de
nutrientes, influye durante los procesos tempranos de crecimiento y maduracion del
oocito, sin embargo son necesarios mas estudios para confirmar esto. Trabajos previos

identifican una estacionalidad marcada de la biomasa y abundancia celular de
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fitoplancton, con maximos que se registran en verano y en otofio respectivamente
(Barbosa 2014). Aunque estas variables generalmente estdn reflejadas en la
concentracion de clorofila a (Barbosa 2014), la radiacion y la intensidad del viento
pueden influenciar en el desarrollo de distintos tipos o grupos de algas. Durante el
invierno, la baja radiaciéon y la estratificaciéon del cuerpo de agua favorecen el
crecimiento de células flageladas grandes (Barbieri et al. 2002; Villafafie et al. 2004). En
primavera-verano, la mezcla que se genera debido al aumento de la intensidad del
viento caracteristico de esta época, podria favorecer un aumento en la abundancia de
nanoflagelados (Barbieri et al. 2002; Villafane et al. 2004; Barbosa 2014). Por lo que la
composicion taxonémica de la comunidad fitoplantdnica podria ser una nueva variable
a relacionar con la ecologia reproductiva de ascidias en futuros estudios. Por ejemplo,
en trabajos previos se observd que el tamano de las algas puede influenciar el tiempo
de filtrado de Ciona sp. (Pascoe et al. 2007). Finalmente, se debe tener en cuenta que
para poder ejercer su influencia afio tras ano, los factores que determinan los ciclos
reproductivos deben ser constantes en el tiempo (Bingham 1997). En este sentido, las
variaciones de clorofila registradas del 2012 al 2014 muestran que el patron puede
variar interanualmente (Figura 4.4), observandose afios que presentan maximos
durante el verano y/o diferencias entre los maximos de invierno. Esto podria explicar
por qué esta variable no estaria relacionada con los ciclos reproductivos de ninguna de
las dos especies.

La estacionalidad del ciclo reproductivo de A. aspersa y el ciclo continuo de C.
robusta fueron resultados inesperados, teniendo en cuenta que la abundancia de A.
aspersa se mantiene constante durante el afio y la de C. robusta solo tiene un maximo
durante otofio (ver Capitulo 3). Este patrdn se repitié todos los afos de estudio en el
area portuaria, donde los aumentos de abundancia de C. robusta en otofio fueron
evidentes (obs. pers.). Estas diferencias podrian ser producto de otros procesos
ecoldgicos, como la competencia interespecifica en distintas etapas del ciclo de vida
(Rius et al. 2009b; Rius et al. 2014) y una depredacion diferencial de huevos o larvas de
ambas especies (Young y Bingham 1987; Lindquist et al. 1992; Pisut y Pawlik 2002). Con
respecto a la competencia interespecifica, esta puede tener lugar a nivel espermatico
durante la fertilizacién. El reconocimiento esperma-dvulo tiene lugar a través de la

liberacién de glucosidasas por parte del évulo, impulsado por la presencia del esperma
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en el medio (Lambert 2000). Sin embargo, aunque la fertilizacién es especie especifica,
la liberacién de glucosidasas no lo es. Las células foliculares del évulo pueden liberar
glucosidasas aun en presencia de esperma de diferentes especies, teniendo lugar el
reconocimiento que provoca el blogueo del dvulo pero sin que suceda la fecundacién
(Lambert 2000). Tanto A. aspersa como C. robusta presentan mecanismos de bloqueo
del évulo para evitar la hibridizacion (Villa y Patricolo 1992; Byrd y Lambert 2000; entre
otros). Asi, durante los meses que ambas especies liberan gametas al medio (verano y
primavera) la tasa de fecundacion de C. robusta podria verse disminuida por la presencia
del esperma de A. aspersa mediante este mecanismo. Por otro lado, la competencia
también puede suceder durante el asentamiento de las larvas al sustrato, el cual puede
verse inhibido en presencia de adultos de especies mas competitivas (Rius et al. 2009b).
De hecho, se conoce que las larvas de C. intestinalis tienen estrategias de asentamiento
mas débiles que las de A. aspersa (Osman y Whitlatch 1996; Rajbanshiy Pederson 2007),
por lo que podria suceder algo similar con C. robusta. Como consecuencia, las larvas
necesitan un tiempo mayor de busqueda del sustrato adecuado, aumentando el
consumo de las reservas nutricionales lo que disminuye el éxito post-metamorfosis (Rius
et al. 2009b, y referencias alli citadas). En comunidades incrustantes, donde el espacio
disponible para asentarse es un recurso limitante, estos procesos pueden estar
afectando el éxito en la colonizacion de C. robusta en presencia de A. aspersa.
Finalmente, se debe tener en cuenta la posibilidad de que tenga lugar una
depredaciéon diferencial sobre las larvas de ambas especies. Como se discutié en el
capitulo anterior, las ascidias pueden presentar defensas quimicas tanto en la tunica
como en otros dérganos, como las génadas (ver Seccidén 3.5). Trabajos previos han
identificado que estos metabolitos presentes en las génadas podrian trasladarse a los
huevos y a las larvas, otorgdndoles una defensa frente a la depredacion (Young vy
Bingham 1987; Lindquist et al. 1992; Pisut y Pawlik 2002). Por ejemplo, varias especies
del Mar Caribe, del Océano Indo-Pacifico y del Golfo de California presentan metabolitos
secundarios tanto en adultos como en las larvas, que le otorgan defensas frente a la
depredaciéon por peces (Lindquist et al. 1992). El traslado de metabolitos puede tener
lugar a través de los nutrientes aportados por los parentales para la reserva energética
de las larvas lecitotréficas (Pisut y Pawlik 2002). Teniendo en cuenta que se observo que

A. aspersa podria presentar defensas quimicas ausentes en C. robusta (ver Capitulo 3),
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se debe considerar la posibilidad de que también sus huevos o larvas presentaran estas
defensas y por ende sufran una presién de depredacién menor que los huevos o larvas
de C. robusta.

Los resultados obtenidos confirman la necesidad de conocer la ecologia
reproductiva de las especies exdticas en areas donde son introducidas, debido a la
variabilidad que presentan entre regiones y los procesos que se relacionan con ella.
Nuevamente se evidencia la importancia de estudiar las interacciones entre las especies
exoticas. Asi como en el capitulo anterior se discutié la influencia de los depredadores
exoticos en la abundancia de las ascidias también exdticas, aqui se observa que tanto la
competencia entre ambas especies de ascidias como la depredacidn diferencial de sus
huevos y larvas también podrian influir en el éxito en la colonizacién. Cabe aclarar que
se espera que los procesos ecoldgicos aqui planteados influyan en conjunto, i.e. tengan
efectos aditivos, sobre los patrones observados en las comunidades incrustantes del
area portuaria. Son necesarios mas estudios para definir en qué etapas tiene lugar la
competencia, si los huevos y larvas de ambas especies podrian estar sufriendo una
depredacion diferencial, y si estos procesos logran terminar de explicar los patrones de

abundancia observados, tanto locales como regionales.
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4.6 Tablas

Tabla 4.1: (A) Modelo lineal general para el didmetro de los oocitos de Ascidiella aspersa. (B)
Pardmetros del ANOVA realizado a partir del modelo lineal seleccionado. En negrita, p-valores
significativos (p < 0,05).

(A) Efectos fijos Parametro Error estandar Estadistico (t) P-valor
Ordenada 40,60 2,75 14,75 <2e16
Estacidn verano 17,11 3,96 4,32 6.57e”
Estacién primavera 18,85 3,89 4,84 1,08e”
Estacién invierno -2,89 3,89 -0,74 0,46
(B) GL Estadistico (F) P-valor
Estacidn 3 16,63 8,21e-8

Tabla 4.2: Resultados de los analisis de a pares para el didmetro de los oocitos de Ascidiella
aspersa entre estaciones (VE, verano; OT, otoio; IN, invierno; PR, primavera). En negrita, p-
valores significativos (p < 0,05).

Estadistico P-valor

OT x SM -4,32 <0,001
OT x PR -4,84 0,001
OTxIN 0,74 0,879
VE x PR -0,43 0,971

VE x IN 5,05 < 0,001

PRxIN 5,59 < 0,001

Tabla 4.3: Modelo lineal general para el didametro de los oocitos de Ascidiella aspersa y su
relacidn con las variables ambientales. En negrita, p-valores significativos (p < 0,05).

Efectos fijos Parametro Error estandar Estadistico (t) P-valor
Ordenada 40,93 4,68 8,74 1,27e”
Temperatura 0,68 0,27 2,49 0,018
Clorofila 0,04 2,87 0,01 0,990
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Tabla 4.4: (A) Modelo lineal general para el diametro de los oocitos de Ciona robusta. (B)
Pardmetros del ANOVA realizado a partir del modelo lineal seleccionado. En negrita, p-valores
significativos (p < 0,05).

Efectos fijos Parametro Error estandar Estadistico (t) P-valor
Ordenada 54,20 2,78 19,46 <2e16
Estacién verano 0,25 4,01 0,06 0,95
Estacién primavera 1,62 3,94 0,41 0,68
Estacién invierno -1,98 4,01 -0,49 0,62
(B) GL Estadistico (F) P-valor
Estacion 3 0,27 0,86

Tabla 4.5: Modelo lineal general para el diametro de los oocitos de Ciona robusta y su relacidn
con las variables ambientales. En negrita, p-valores significativos (p < 0,05).

Efectos fijos Parametro Error estandar Estadistico (t) P-valor

Ordenada 45,44 11,51 3,95 <0,001
Temperatura 0,65 0,77 0,84 0,409
Clorofila -0,08 2,80 -0,03 0,977
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Capitulo 5: Discusion y conclusiones finales

Entender los procesos que favorecen el éxito de las especies exdticas en las areas
invadidas es uno de los principales objetivos de la Ecologia de Invasiones. En ambientes
marinos costeros, conocer estos procesos permite desarrollar tanto estrategias para la
prevencion de establecimiento de especies exdticas, asi como estrategias de manejo y
de uso sustentable de estructuras artificiales, tanto las presentes en areas portuarias
como las utilizadas en maricultura. En este sentido, el objetivo general de esta tesis fue
comprender los patrones y procesos ecolégicos involucrados en el éxito de la
colonizacion por ascidias exoticas sobre diferentes estructuras antrdpicas en un darea
portuaria. A su vez, la hipdtesis que guid este estudio fue que las ascidias exdticas no
colonizan exitosamente todos los tipos de estructuras que se encuentran en las areas
portuarias a lo largo del tiempo, debido a diferencias en la presién de depredaciony en
la ecologia reproductiva de las especies. Aunque los resultados obtenidos apoyan en
gran medida la hipdtesis postulada, se observd que podrian existir otros procesos
influenciando el éxito en la colonizacion de las ascidias exdticas. De los dos procesos
ecoldgicos estudiados, mientras que la depredacion tiene un rol significativo en la
colonizacion de estructuras artificiales, la ecologia reproductiva no parece influenciar
por si sola sobre los patrones de abundancia sino que podria estar haciéndolo
conjuntamente con otros procesos, como la competencia.

El efecto de la depredacién sobre la abundancia de especies exdticas en
estructuras fijas y estructuras flotantes/suspendidas es notablemente variable entre
regiones (ver Tabla 2.1). Los resultados presentados en esta tesis muestran que el efecto
de la depredacion ejercida por los organismos bentdnicos explica el éxito diferencial de
las ascidias en estas estructuras (Capitulo 2), y que este efecto es mayor durante las
etapas tempranas del crecimiento de las ascidias, i.e. las etapas post-asentamiento
(Capitulo 3). La resistencia bidtica que pueden presentar las comunidades pocas veces
logra evitar el establecimiento de las especies exéticas que ingresan, pero reduce su
abundancia, fecundidad, rendimiento reproductivo y/o dispersidon (Levine et al. 2004;
Rius et al. 2014). Asi, los depredadores bentdnicos estarian ejerciendo resistencia bidtica
en estas comunidades, al reducir la abundancia de las ascidias exdticas en las estructuras

donde estan presentes. Sin embargo y a pesar de este fuerte efecto de la depredacion,
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ambas especies de ascidias son comunes en las comunidades de los pilotes aunque no
llegan a ser dominantes como en las estructuras suspendidas. Esto podria deberse a que
tanto los bivalvos nativos dominantes como las ascidias exdticas adultas generan
refugios para los reclutas, ya que dificultan la movilidad de los organismos benténicos y
disminuyen sus efectos directos e indirectos sobre su mortalidad (Nydam y Stachowicz
2007). De esta manera, estos reclutas logran alcanzar el tamafio adulto y evitan la
depredacion.

Ademads de la depredacién, y en relacién con la ecologia reproductiva, otros
procesos también podrian estar influyendo sobre la abundancia de ascidias exdticas en
las comunidades incrustantes, como la competencia interespecifica en distintas etapas
del ciclo reproductivo o la depredacion diferencial de huevos y/o larvas. Trabajos previos
enfatizan la necesidad de estudiar los procesos que afectan todas las etapas de vida de
las especies exoticas, para comprender su potencial éxito (Rius et al. 2009b; Rius et al.
2014), y lo mismo se resalta en esta tesis. Si solo se analizara el rol de la depredacion en
el sistema en estudio, se concluiria que los depredadores bentdnicos ejercen un control
sobre la abundancia de ascidias exdticas a través de la resistencia bidtica. Sin embargo,
al estudiar la ecologia reproductiva se sugiere que la competencia entre especies
también podria influir en su éxito en la colonizacién. Aunque el estudio de estas
interacciones muchas veces se centra entre especies exoticas y nativas (Rius et al.
2009b; Simkanin et al. 2013; Rius et al. 2014; Rogers et al. 2016; entre otros), es
importante conocer la intensidad y el tipo de interacciones entre especies exdticas ya
gue estas también pueden modular el éxito de estas especies (Agius 2007; Collin y
Johnson 2014; Marraffini y Geller 2015; entre otros).

Al igual que en otras regiones, en puertos templados-frios las estructuras
artificiales no solo albergan una gran riqueza de especies exéticas, sino que también son
un refugio para las mismas (Glasby y Connell 1999; Bulleri y Airoldi 2005; Airoldi et al.
2015; Johnston et al. 2017). Los puertos marinos de Argentina presentan un gran
numero de especies exdticas (Boltovskoy et al. 2011; Schwindt et al. 2014; Schwindt y
Bortolus 2017; Albano y Obenat 2019), y se espera que estas continien aumentando en
numero a lo largo de todo el Atlantico Sudoccidental (Castro et al. 2017; Lins et al. 2018;
Sardain et al. 2019) en ausencia de medidas efectivas de prevencién. Esto demuestra la

urgente necesidad de un monitoreo continuo de éstas areas y el desarrollo de planes de
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manejo sostenibles en el tiempo. En los Ultimos anos Argentina ha dado un paso
adelante en este sentido, mediante la Estrategia Nacional de Especies Exdticas
Invasoras. En el marco de esta estrategia, se desarrollé un plan de deteccién temprana
y accién precoz de especies exdticas en dreas portuarias de Argentina (Schwindt y
Bortolus 2017), y se elaboraron manuales de buenas conductas para prevenir la
dispersion de estas especies a través de embarcaciones y otros artefactos recreativos
(equipos de pesca, equipos de buceo, etc.; ver:
www.argentina.gob.ar/prefecturanaval/epecies-exdticas-invasoras). Sin embargo, el
manejo y uso sustentable de las estructuras artificiales aun se encuentra escasamente
desarrollado. Varios autores (Dafforn et al. 2009; Airoldi et al. 2015; Dafforn 2017;
Johnston et al. 2017) plantean diversas medidas que podrian aplicarse para reducir el
establecimiento de especies exdticas en las mismas. Ademas de la utilizacion de pinturas
o revestimientos antifouling no tdxicos, i.e. sin biocidas, se pueden desarrollar acciones
gue conserven o aumenten las interacciones bidticas que disminuyen el establecimiento
de las especies exadticas (Airoldi et al. 2015; Johnston et al. 2017). A modo de ejemplo, y
en relacion a las observaciones realizadas en esta tesis, se podria priorizar el uso de
estructuras artificiales fijas por sobre las suspendidas o flotantes (Dafforn et al. 2009) en
las cuales los depredadores bentdnicos puedan ejercer resistencia bidtica sobre las
especies exoticas presentes. Ademas, y considerando el rol de los depredadores nativos,
es necesario conservar la biodiversidad de las dreas costeras a través de la creacion de
areas protegidas, el monitoreo de especies nativas claves y/o la conservacion de
depredadores que ejercen control top-down (Dafforn 2017; Johnston et al. 2017; y
referencias alli citadas). Finalmente, y en relacion al reclutamiento de las larvas, es
posible disefar estructuras artificiales que conserven la complejidad del habitat natural
y disminuyan el sombreado, lo cual beneficia el asentamiento de organismos
incrustantes (Dafforn 2017; Johnston et al. 2017; y referencias alli citadas). Los préximos
avances para prevenir el establecimiento y dispersidn de especies exdticas en areas
portuarias debieran darse en esta direccidn, asegurando un uso sustentable de las areas
costeras.

En funcidn de lo expuesto en esta seccion, se proponen las siguientes lineas de

trabajo que pueden ser desarrolladas en un futuro préximo:
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Re-evaluar las interacciones bidticas a diferentes latitudes, teniendo en cuenta a
todas las comunidades de depredadores presentes.

Evaluar la resistencia bidtica ejercida por los depredadores bentdnicos en
comunidades de dreas rocosas por fuera de las areas portuarias.

Evaluar el rol de los bivalvos dominantes (i.e. cholgas y mejillones), como
ingenieros ecosistémicos en las estructuras artificiales otorgando refugio frente
a la depredacidn para las especies exdticas.

Estudiar los procesos involucrados en el éxito de la colonizacién de especies
exoticas en estructuras artificiales con diferentes regimenes de disturbio, e.g.
escolleras, estructuras de maricultura, etc.

Evaluar la relacion entre la densidad de ascidias exéticas y la diversidad de la
comunidad de organismos bentdnicos.

Estudiar la competencia interespecifica entre Ascidiella aspersa y Ciona robusta
durante la fertilizacion y el asentamiento y metamorfosis de las larvas.
Desarrollar y poner a prueba planes de manejo que disminuyan el

establecimiento de especies exdticas en estructuras artificiales.
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