1. RESUMEN

La cleptoplastia, fenébmeno por medio del cuél algunos sacoglosos secuestran los
cloroplastos de las algas que ingieren y los mantienen funcionales dentro de una estructura
digestiva especializada, ha sido estudiada ampliamente durante las Ultimas décadas. La
capacidad que le brindan estos plastos a los sacoglosos les permite emplear los productos
fotosintéticos como fuente de energia alterna, sobreviviendo asi a periodos de escasez o
ausencia de alimento.

La babosa fotosintética Elysia diomedea (Opisthobranchia: Sacoglossa), a diferencia
de algunas especies congéneras, ha sido muy poco estudiada. Actualmente, se desconocen
muchos aspectos sobre su ecologia e historia natural. Por tanto, el objetivo de esta
investigacion fue dilucidar factores importantes sobre su biologia y comportamiento. Para
esto, se desarrollaron experimentos en laboratorio donde se evaluaron las reacciones de
esta especie bajo distintos tratamientos de dieta y tipos de iluminacion.

Se emplearon cuatro especies de algas marinas: Codium fragile, Ulva lactuta, Padina
sp. y Pterocladia sp., para analizar tiempos de supervivencia maxima y preferencia
alimenticia. Ademas, se sometié a los individuos a periodos de inanicion para evaluar su
supervivencia. Se registraron cambios morfolégicos y aspectos reproductivos como ndimero
de puestas y tiempos de eclosion.

Los resultados demostraron que la especie E. diomedea pudo ser mantenida
exitosamente con luz artificial fluorescente. En privacion de alimento la especie sobrevivid
hasta 61 dias. Finalmente, de las cuatro algas probadas, Codium fragile y Padina sp.,
resultaron ser las mas adecuadas para ser ofrecidas como dieta de E. diomedea en
cautiverio.
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2.  ABSTRACT

Kleptoplasty, phenomenon by means of which some sacoglossa kidnap the
plasts from the seaweed they feed on and they maintain them functional within a
specialized digestive structure, has been studied widely during the last decades. The
“kidnapped plastids confer sacoglossa the capacity to use the photosynthetic
products as an alternative energy source, thus surviving periods of shortage or food
absence.

The photosynthetic slug Elysia diomedea (Opisthobranchia: Sacoglossa),
unlike some congeneric species, has been poorly studied. Currently, many aspects
on their ecology and natural history are yet unknown. Therefore, the objective of this
investigation was to clarify important factors on its biology and behavior. Hence,
experiments in laboratory were developed to evaluate the reactions of this specie
under different treatments of diet and light regimes.

Four species of marine seaweed were used: Codium fragile, Ulva lactuta,
Padina sp. and Pterocladia sp., in order to analyze times of maximum survival and
diet preference. In addition, the individuals were submitted to periods of starvation to
evaluate their survival. Morphologic changes and reproductive aspects such as
number of egg masses and times of hatching were registered.

The results demonstrated that E. diomedea could be kept successfully alive
with fluorescent atrtificial light. Under food deprivation the specie survived up to
sixtyone days. Finally, above the four tested seaweed, Codium fragile and Padina sp.,
turned out to be the most optioned diet for E. diomedea in captivity.
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3. INTRODUCCION

El organismo sujeto de experimentacion en el presente trabajo de tesis es
Elysia diomedea, una especie de babosa marina que, al igual que sus parientes
terrestres, estd ubicada dentro del phylum Mollusca (clase Gastropoda). Ambos
grupos secretan una mucosa que ha despertado gran interés cientifico,
especialmente a nivel bioquimico (Davies-Coleman y Garson, 1998; Cueto et al.,
2005, Diaz-Marrero et al., 2008; Astudillo y Soria, 2011).

La especie E. diomedea pertenece a un grupo muy singular, el de los
Opisthobranchios, especificamente al orden Sacoglossa (Bergh, 1894; Marcus, 1982;
Gosliner, 1995).

Comunmente poseen dos pares de tentaculos, el segundo mucho mas
modificado, denominado rinéforo, que posee pliegues laminares que aparentemente
aumentan la superficie quimiorreceptora. Todos son monoicos y su concha
generalmente es reducida o ausente (Hickman et al., 1999; Hickman, 2009).

Los Sacoglossa poseen una estructura bucal modificada conocida como
radula, la cual les permite succionar el citoplasma de las algas de las que se
alimentan. Después de perforar el alga, los Sacoglossa extraen su citoplasma
mediante una especie de bomba muscular ubicada en la faringe. El sistema digestivo
estd adaptado a una dieta de fluidos, con una larga superficie de absorcién y un
intestino reducido(Jensen, 1980; Jensen, 1991; Jensen, 1993a; Marin y Ros, 2004).

Poseen una glandula digestiva muy ramificada y especializada que se
extiende a lo largo y ancho del cuerpo. Esta glandula es la estructura que les confiere
a los sacoglosos la capacidad de desarrollar su mas notable cualidad, la de albergar

cloroplastos. La habilidad de retener los cloroplastos en la glandula digestiva se la



conoce como “simbiosis de cloroplastos”, “cleptoplastia” o “retencion de cloroplastos”
(Kawaguti y Yamasu, 1965; Trench et al., 1969; Muscatine y Greene, 1973; Hinde y
Smith, 1975; Trench, 1975; Williams y Cobb, 1989; Mujer et al., 1996; Pierce et al.,
1999; Rumpho et al., 2000; MacFadden, 2001; Muniain et al., 2001; Rumpho et al.,
2001; Marin y Ros, 2004; Giménez-Casalduero y Muniain, 2006; Evertsen y Johnsen,
2009; Handeler et al., 2009; Curtis et al., 2010;Pelletreau et al., 2011; Wagele et al.,
2011).

Algunas especies de sacoglosos tienen la habilidad no sélo de retener los
cloroplastos secuestrados de las algas de las que se alimentan, sino también de
mantenerlos funcionales, de manera que son capaces de realizar fotosintesis como
una fuente de energia alterna (Taylor, 1968; Trench et al., 1969; Greene, 1970;
Hinde y Smith, 1975; Clark y Busacca, 1978; Muniain et al., 2001; Curtis et al., 2006;
Evertsen et al., 2007; Maeda et al., 2010; Middlebrooks et al., 2011).

Ademas, otra cualidad que poseen estos asombrosos animales es la de tomar
los metabolitos secundarios presentes en las algas o sintetizarlos a partir de los
plastos adquiridos por endosimbiosis (Ireland y Scheuer, 1979; Koreeda y Akagi,
1980; Ireland y Faulkner, 1981; Cueto et al., 2005). Al parecer la sintesis de estos
metabolitos secundarios tiene un rol ecolégico muy importante debido a que provee a
los Sacoglossa un tipo de defensa quimica contra sus predadores (Cimino y Ghiselin,
1998; Gavagnin et al., 2000; Becerro et al., 2001; Fontana et al., 2001).

Estudios realizados sobre la evolucion del grupo demuestran que la defensa
guimica evoluciond mientras permanecia presente la defensa mecanica (concha).
Por lo visto, la defensa quimica fue una clase de “preadaptacion” que hizo posible

gue la concha fuera reducida (Cimino y Ghiselin, 1998).



Todas estas evidencias han convertido a los Sacoglossa en sujetos de estudio
de gran interés para la ciencia, especialmente en lo que respecta a fendmenos como
evolucién paralela, radiacion adaptativa, caracteristicas ecologicas relacionadas a su
hébitat y finalmente su gran potencial bioquimico activo (Hay et al., 1989; Cimino y

Ghiselin, 1998).

3.1 Elysia diomedea

3.1.1 CARACTERISTICAS ANATOMICAS

Elysia diomedea difiere de otras especies del mismo género en que ésta
posee un patron de lineas blancas y negras que bajan por los rin6foros hacia la
cabeza. Los rinéforos se extienden cada uno independientemente del otro, mientras
la babosa se arrastra (Bertsch y Smith, 1973) (Figura 1).

Ademas, tiene puntos turquesa en su parte dorsal y puntos color naranja o rojo
en los bordes de los propodium, que son rugosidades laterales que se extienden en
la parte dorsal, estas estructuras son caracteristicas de la familia Elysiidae, en el
caso de E. diomedea son sumamente plegados (Figura 1A).

El cuerpo tiene un color que varia de verde claro a muy oscuro. Posee lineas
en la region lateral de su cuerpo color amarillas o blanquecinas y translucidas.

Generalmente los adultos alcanzan tamafios de entre 30 y 70mm de largo y
tienen una sola vesicula espermatica (Marcus, 1982)(Figura 1C).

Los plastos que obtiene de las algas marinas son almacenados en las células
de una glandula digestiva (diverticulo digestivo), la misma que se ramifica hacia el

pie de la babosa, dejando pequefios parches de color verde (Handeler, 2010).



3.1.2 ASPECTOS TAXONOMICOS

La primera descripcidn de esta especie fue realizada por Bergh en el afio
1894; en ésta, él coloca a la especie Elysia diomedea dentro del género Tridachia
junto con su especie hermana del Caribe denominada Tridachia crispata. Bergh
sugeria que hubo especiacion alopéatrica entre las especies Tridachia crispata y
Tridachia diomedea a partir de una ancestro comun.

Adicionalmente, Mac Farland en un estudio publicado en 1924 separa a E.
diomedea del género Tridachia, colocandola dentro del subgénero Tridachiella,
debido principalmente a la presencia de una hendidura en la parte anterior que
separa los propodium.

Sin embargo, estudios filogenéticos mas recientes acerca de los Elysidos
demuestran que todas las otras especies colocadas dentro de esta familia poseen los
propodium separados en su parte anterior (Gosliner, 1995). En base a las
caracteristicas filogenéticas, fisondmicas Yy fisiologicas analizadas, en el mencionado
estudio se concluyé que los géneros Tridachiella, Tridachia, Elysiellay Pattyclaya
deberan considerarse sindnimos de Elysia, pues es el grupo mas antiguo, inclusivo y

monofilético (Gosliner, 1995).

3.1.3 BIOLOGIA

La especie de babosa marina Elysia diomedea, pertenece al grupo
Sacoglossa, caracterizado por retener los cloroplastos secuestrados por el alga
marina de la que se alimenta, de manera que pueden realizar fotosintesis en sus

propios tejidos.



Evidencias de estudios moleculares, inmunolégicos y farmacoldgicos
establecen que existen genes presentes en el ADN de los sacoglosos fotosintéticos,
qgue codifican para proteinas de cloroplastos (Pierce et al., 1999; Rumpho et al.,
2000; Hanten et al., 2001; Pierce et al., 2003). Este sorprendente hecho sugiere que
en algun momento de la evolucion debidé ocurrir una transferencia génica horizontal
entre el nacleo del alga y el de la babosa.

La manera en la cual dicha transferencia génica se llevé a cabo es todavia
desconocida; no obstante, se ha propuesto una hipétesis que sostiene que el
responsable de ésta, es un retrovirus que se expresa anualmente en las babosas
(Pierce et al., 1999).

El proceso de energia alternativa que obtiene esta especie, a partir de la
fotosintesis, se conserva activo durante todo el tiempo en que los plastos adquiridos
se mantengan funcionales.

Se ha verificado mediante algunas investigaciones, dentro de las que resalta
la realizada por Robert Trench y sus colegas en el afio de 1969 (Trench et al., 1969),
gue la especie E.diomedea posee plastos en las células del diverticulo digestivo;
estos plastos son fotosintéticamente funcionales, pues se demostro
experimentalmente que pueden fijar CO; y liberar productos fotosintéticos al tejido
animal. ElI mismo estudio determiné que dichos plastos pueden conservarse
funcionales por al menos seis semanas después de que las babosas han
permanecido aisladas de una fuente de alimento.

La simbiosis entre los cloroplastos del alga y la babosa de mar, cleptoplastia,

se refiere a que el animal es el total beneficiario de esta asociacion.



Se ha observado que esta especie es muy activa en horas de la manana, un
individuo de 46 mm se desplaza en un promedio de 9,5cm/min (Bertsch y Smith,

1973).

3.1.4 METABOLITOS SECUNDARIOS

Elysia diomedea carece de una concha protectora externa, por lo que, al igual
gue otros miembros de su grupo, utiliza quimicos téxicos 0 nocivos como mecanismo
contra los predadores, que se cree provienen del alga de la que se alimentan (Ireland
y Faulkner, 1981).

El carbono fijado en el organismo de la babosa, como consecuencia de la
fotosintesis de sus plastos, aparece en forma de una variedad de metabolitos
primarios incluyendo azucares y lipidos (Davies-Coleman y Garson, 1998).

En especies como Elysia diomedea se ha observado que estas sustancias de
defensa se producen al unir algunos propianatos propios con aquellos derivados de
la dieta. Esta unidon conduce a la formacion de un anillo a-methoxy-y-pirona.(Davies-
Coleman y Garson, 1998; Cueto et al., 2005; Diaz-Marrero et al., 2008).

Los metabolitos secundarios policiclicos que se han identificado en Elysia
diomedea, derivados de la formacion de un polipropianato, se denominan
Elysiapironas. Algunos estudios sobre estos compuestos han determinado que
pueden reducir el dafio que sufren los plastidos simbiontes por la intensidad luminica,
confiriéndoles ventajas en las respuestas adaptativas de E. diomedea (Cueto et al.,

2005).



Muchos cientificos han enfocado sus esfuerzos en el estudio de la especie de
babosa marina Elysia diomedea, por el interés que existe en sus metabolitos
secundarios, especialmente para la industria farmacéutica.

Los polipropianatos producidos por la especie en estudio (E. diomedea)
contindian siendo investigados; sin embargo, se espera que posean una composicion
guimica que pueda actuar en contra de varias enfermedades, especialmente de
caracter cancerigeno, pues se ha comprobado que algunos polipropianatos
derivados de su pariente mas cercano del Caribe, Elysia crispata (= Tridachia
crispata), tienen actividad contra la leucemia linfocitica (Mohamad, 1985).
Adicionalmente, otro de los miembros de este género, Elysia grandifolia, ha sido
sujeto de experimentacion y se verificO que produce compuestos citotoxicos que

tienen caracteristicas antimicoticas (Bhosale et al., 1999).

3.1.5 DISTRIBUCION

La localidad tipo, es decir el lugar donde fue encontrada la especie por
primera vez,esla costa de la Isla Cerralvo (24°11'N,109°55'0) en Baja California,
México (Bergh, 1894).

De acuerdo a los registros publicados sobre Elysia diomedea, se conoce que
esta especie se distribuye a lo largo de la costa este del pacifico en América, desde
el sur de losEstados Unidoshasta Peru (Trench et al., 1969; Bertsch y Smith, 1973;
Teran et al., 2004; Jensen, 2007; Nakamura, 2007; Barraza, 2009; Beherens et al.,
2010; Anexoly 2).

La mayoria de estudios sobre la biogeografia de E. diomedea han sido

efectuados en Estados Unidos y México. Algunos investigadores mencionan que esta
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especies uno de los opistobranquios mas comunes en el Golfo de California
(Rudman, 2010); sin embargo, un estudio realizado en Baja California durante diez
afos, demostr6 que ha existido una disminucion abrupta en su densidad poblacional.
Se cree que probablemente esta declinacion puede deberse a las variaciones termo-
hidrograficas, cambios en la densidad de algas o calidad de habitat; también existe la
posibilidad de que sea un ciclo normal de la poblacion, este aspecto ecolégico de E.

diomedea aun no ha sido dilucidado (Bertsch, 2007).

3.1.6 HABITAT

Las babosas marinas Elysia diomedea se caracterizan por habitar
principalmente las zonas intermareales y en ocasiones submareales, hasta
aproximadamente 20m de profundidad (Rudman, 2003).

Al bajar la marea, se divisan en pequefias charcas o grietas con presencia de
abundantes algas, no asi en aquellas pozas grandes donde solo se encuentra arena.

Generalmente se las encuentra en asociacion con erizos de mar (obs. pers.).

3.1.7 DIETA

En lo que respecta a la dieta de los miembros de la familia Elysiidae, el grupo
ha desarrollado la capacidad de variar su fuente original de alimento, dando paso a
una radiacion adaptativa, la cual dependerd en gran parte de las nuevas
oportunidades y las condiciones que se tengan para conseguir el nuevo alimento

(Cimino y Ghiselin, 1998).
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En los Sacoglossa aparentemente uno de los factores importantes para variar
la dieta puede ser la oportunidad de alimentarse de otras algas de las que puedan
extraer sus metabolitos y utilizarlos como defensa (Cimino y Ghiselin, 1998).

El Unico reporte que se tiene sobre la dieta de Elysia diomedea proviene de la
investigacion efectuada por Bertsch y Smith (1973), donde mencionan que en
condiciones de experimentacién se observo que las babosas se alimentaban del alga
Padina sp., mientras que en el campo algunas fueron encontradas viviendo en las
hojas de Spyridia filamentosa. Adicionalmente, en el mismo reporte se menciona que
uno de sus colaboradores tuvo la oportunidad de observar a E. diomedea
alimentarse de Padina sp., en las pozas rocosas de Puerto Pefasco, Sonora,
México.

A partir del reporte antes mencionado, poco o nada se conoce sobre la dieta
de Elysia diomedea, especialmente en Ecuador, siendo este un aspecto de su
ecologia y dinAmica que puede ser ampliamente estudiado, pues existen muchas

interrogantes que aun no han sido dilucidadas.

3.1.8 REPRODUCCION Y CICLO DE VIDA

Algunas investigaciones sobre el ciclo de vida y reproduccion de Elysia
diomedea han reportado que esta especie, al igual que muchos de sus parientes
cercanos, posee desarrollo planctotréfico, es decir presentan pequefios embriones
gue son empaquetados y agrupados conjuntamente dentro de una estructura de
forma espiral (Figura 2).

No existen estudios exactos pero algunos cientificos calculan, en base al

desarrollo observado en especies congéneras, que la larva tarda aproximadamente
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un mes en llegar a la etapa de metamorfosis, siempre y cuando se haya alimentado
de algas microscopicas. De acuerdo a observaciones efectuadas por criadores de
moluscos, aparentemente Elysia diomedea presenta un tipo de larva veligera
(Rudman, 2006).

Existe un solo registro que indica el sustrato sobre el cual estas babosas
colocan sus puestas. En este estudio se menciona que los individuos mantenidos en
cautiverio depositaron sus huevos sobre el alga Padina sp. y sobre la pared de las
peceras, preferentemente. Se determind que en una puesta de aproximadamente
2mm de diametro se encontraron cerca de 14 a 16 capsulas densamente
empaquetadas, cuatro capsulas analizadas contenian 6, 12, 13 y 14 embriones
(Bertsch, 1973).

Como se menciona anteriormente, los Sacoglossa han desarrollado un
método de alimentacién por medio del cual succionan el citoplasma de las algas,
gracias a una modificacion en su radula que les permite perforar las paredes de las
células de las algas. Este fendmeno ha conducido a que la mayoria de Sacoglossa
se alimente de algas sifonales (Orden:Siphonal) las cuales poseen una gran célula
sin tabiques con uno o varios nucleos (sincitiales), este tipo de algas realizan
divisiones nucleares repetitivamente sin formar paredes celulares, por lo que son

unicelulares pero multinucleares (cenociticas) (Barsanti y Gualtieri, 2006).

3.2 ESPECIES DE ALGAS EMPLEADAS DURANTE LA INVESTIGACION

3.2.1 CODIUM FRAGILE

Es una especie perteneciente al grupo de las Chlorophyceae o algas verdes.

Es un alga ramificada de consistencia similar a una esponja. Generalmente se
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encuentra en pozas profundas de las playas rocosas. Esta especie especificamente
habita en aguas temperadas y su tamafio generalmente es de hasta 30 cm; sin
embargo, en ocasiones puede alcanzar hasta 1m (Greene, 1998).

Codium fragile es una especie de alga que habita siempre sobre un sustrato,

sea esto roca, conchas u otros (Greene, 1998; Figura 3A).

3.2.2 Ulva lactuta

Es una especie de alga verde. A este género normalmente se lo conoce como
lechuga de mar, debido a su forma y consistencia. Tiene una gran importancia en
términos ecologicos pues al morir se descompone y sus nutrientes son luego
aprovechados por el plancton, asi también algunos organismos como los moluscos
pueden filtrar estos nutrientes. Varios estudios han demostrado que este género de
alga es uno de los mayores productores de oxigeno dentro del grupo (Greene, 1998;
Antizar-Ladislao y Turrion-Gomez, 2010; Figura 3B).

Adicionalmente, se ha comprobado que Ulva tiene la capacidad de realizar
fotosintesis fuera del agua, mediante un método pasivo por medio del cual toma el
CO, directamente del agua y alternativamente es capaz de captar dioxido de carbono

en forma de bicarbonato (Reef Central Group, 2009).

3.2.3 Padina sp.

Esta especie pertenece al grupo de las Phaeophyceae o algas pardas. Posee
un talo erecto con rizoides. Tienen una apariencia de racimo, cada uno de sus
segmentos puede alcanzar de 1-5cm de ancho, el alga entera llega a tener hasta

20cm de largo (Guiry y Guiry, 2010).
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Es una especie cosmopolita en playas templadas y tropicales. Se la encuentra
normalmente adherida a sustratos o en pozas arenosas de playas intermareales

especialmente rocosas (Encicplopedia Britanica Group, 2010; Figura 3C).

3.2.4 Pterocladia sp.

Pertenece al grupo de algas rojas o Rhodophyceae. Las algas rojas son las
mas abundantes y valoradas comercialmente. Se encuentran normalmente en la
zona intermareal y submareal de las playas rocosas. Los pigmentos que presentan
este tipo de alga le permiten realizar fotosintesis a profundidades mayores que otras
algas, pues no requieren de mucha luz. Posee un talo cartilaginoso ramificado (Guiry
y Guiry, 2010; Figura 3D).

Los datos hasta aqui expuestos ponen en evidencia la necesidad de realizar
mas estudios, que permitan dilucidar aspectos desconocidos sobre la biologia e
historia natural de la especie Elysia diomedea, identificando las relaciones y ventajas,
tanto ecoldgicas como evolutivas, que brinda el elegir un tipo determinado de habitat
y dieta.

Considerando esta necesidad, los experimentos fueron disefiados con la
finalidad de definir cuales son las especies de algas que constituyen la dieta de las
babosas y como ésta se relaciona con la actividad fotosintética y en consecuencia
con su supervivencia.

Asi también, se espera que este estudio facilite la investigacion de las
sustancias bioactivas (metabolitos secundarios) que la especie produce, al

determinar los requerimientos ambientales y energéticos basicos y las condiciones
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Optimas necesarias para establecer criaderos donde estos especimenes sean

estudiados segun los campos de interés.

3.3 OBJETIVOS

3.3.1 OBJETIVO GENERAL

Identificar la relacion ecoldgica existente entre la cleptoplastia y el tipo de dieta

en Elysia diomedea como factores determinantes para su supervivencia.

3.3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

= Establecer la influencia de la luz en el comportamiento y supervivencia de E.
diomedea, exponiendo a los individuos a distintos tipos de luz.

= Estimar el periodo de retencion de plastos en base al analisis de supervivencia
bajo condiciones de inanicion.

= Determinar la supervivencia maxima de las babosas marinas Elysia diomedea
en relacion al tipo de dieta, restringiendo su alimentacion a cada especie de
alga de manera independiente.

= Establecer la dieta preferida por E. diomedea entre varias opciones de algas
ofrecidas, mediante registros de permanencia y evidencias de forrajeo.

= |dentificar cambios morfolégicos y de comportamiento durante procesos de
inanicion y alimentacion.

= Registrar los procesos reproductivos observados en E. diomedea, analizando

la posible relacion con su dieta.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1 AREA DE ESTUDIO

4.1.1 LOCALIDAD 1: SALINAS

La mayoria de los individuos estudiados provienen de las playas rocosas del
Sur de Salinas (80°58'45"W y 2°11'56"S), Peninsula de Santa Elena, Provincia de
Guayas. El sector especifico donde se colectaron los especimenes es San Lorenzo
en un area conocida como “El Barco Hundido”. En este sector se desarrollan
actividades de turismo, buceo y pesca artesanal (Anexo 3).

Las playas de Salinas estan constituidas por una amplia extensiéon de zona
intermareal, donde al bajar la marea quedan expuestos gran cantidad de micro-
habitats ocupados por peces, invertebrados marinos y distintas especies de algas
(Figura 4 y Anexo 4).

Al encontrarse las playas de Salinas dentro de una zona de gran desarrollo
turistico, la influencia antrépica es muy alta, presentdndose amplias variaciones en el
habitat natural de Elysia diomedea, tales como la presencia de distintos tipos de
desechos sdlidos (recipientes de plastico, papeles, etc.), desechos liquidos (aceites u
otros combustibles, aguas negras, etc.), entre otros.

El clima en esta zona costera esta determinado por dos épocas, la seca y la
lluviosa. Durante la época seca o0 no lluviosa que comprende los meses de Mayo a
Noviembre-Diciembre, hay una influencia de la corriente fria de Humboldt que viene
desde el sur del pais y la temperatura superficial del mar puede variar entre los 21°C

a 25°C aproximadamente. En la época lluviosa que puede iniciarse a fines de
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Diciembre hasta abril aproximadamente, la costa de Salinas recibe aguas calidas
provenientes del norte y la temperatura puede variar entre los 25° C a 28°C

aproximadamente (Hernandez, 2005-2006,Riofrio y Chavarria, 2004)

4.1.2 LOCALIDAD 2: TONGORACHI

Las playas de Tongorachi (79°56'53"W y 0°50'0"S) se encuentran ubicadas en
el cantén Muisne, Provincia de Esmeraldas (Anexo 5). Es un area muy poco
intervenida, pues al estar sus playas ubicadas entre dos grandes acantilados, su
Unico acceso es a través de una zona de bosque humedo que es de propiedad
privada; por tanto, en el lugar no se efectian actividades de turismo o0 pesca y su
estado natural se encuentra altamente preservado. El tipo de roca presente es una
especie de arenisca, facil de penetrar, lo que permite el alojamiento de gran cantidad
de especies, destacandose entre estas una gran variedad de diminutos crustaceos
(Figura 5).

En el experimento piloto, que permitido determinar las especies mas tolerantes
a experimentacion en cautiverio, se emplearon individuos tanto de la localidad de
Salinas como de Tongorachi; no obstante, la poblacién de Salinas fue seleccionada
para estudiar la mayoria de procesos involucrados en la dieta, endosimbiosis y

comportamiento reproductivo de Elysia diomedea.
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4.2 ASPECTOS METODOLOGICOS GENERALES

4.2.1 TECNICAS DE COLECCION Y TRANSPORTE DE BABOSAS

MARINAS

La recoleccion de moluscos marinos, como es el caso de los Sacoglossa,
puede efectuarse de varias maneras; el método mas utilizado es el de recoleccion
manual, mismo que se puede hacer mediante buceo o durante la marea baja.

Elysia diomedeatiene una distribucién vertical desde las zonas intermareales
hasta 20m bajo el nivel del mar (Bergh, 1894) y su habitat consiste en zonas rocosas,
por lo que la forma mas eficiente de realizar la coleccion de individuos es durante la
marea baja, ya que hay mas terreno expuesto y se evitan los riesgos a los que el
colector se expone cuando bucea en zonas de oleaje con presencia de rocas.

La recoleccion manual basicamente consiste en buscar bajo piedras, corales y
en la arena. Es importante determinar la extension y niveles de profundidad del area
de muestreo de los especimenes.

Debe llevarse una bolsa o preferiblemente un recipiente plastico duro donde
puedan colocarse los individuos junto con un volumen apropiado de agua de mar

(Figura 6).

4.2.2 TECNICAS DE RECOLECCION Y TRANSPORTE DE ALGAS

MARINAS

Para las distintas fases de experimentacion e investigacion llevadas a cabo en
este proyecto de tesis, fue necesaria no solo la coleccion sino también el transporte y

el mantenimiento de las algas bajo condiciones adecuadas.



19

Para mantener las algas en buen estado y promover su proliferacion es
necesario principalmente colectar lo que se llama “roca viva”, es decir aquella roca
gue contiene algas y otros organismos.

La coleccién de rocas vivas resulta mucho mas eficiente para el cultivo de
algas que la técnica de colecta por raspado, por medio de la cual se obtiene
Unicamente el alga, sin ningun tipo de sustrato, que es el que le ofrece muchos de
los nutrientes al alga. La técnica de raspado es empleada mas cuando se necesita
un abastecimiento inmediato de alga, por ejemplo para experimentos de preferencia
alimenticia (Tsuda y Abbot, 1985; Pizarro, 2003; Figura 7).

Al momento de la colecta y mantenimiento de las algas se debe tener la
precaucion de que éstas estén libres de organismos tales como micromoluscos,
crustaceos, helmintos, etc., que generalmente pasan desapercibidos si no se
observa con cuidado y que al morir generan niveles de toxicidad en el agua,
produciendo como consecuencia la putrefaccion de las algas.

Para aislar las algas del resto de los organismos se deben seguir los siguientes

pasos:

a) Partir el material (roca viva) en pedazos pequefios y ponerlo en un balde o
bandeja con agua de mar.

b) Raspar cuidadosamente con un cepillo las rocas, intentando remover la mayor
cantidad de organismos “indeseables”.

c) Dejar reposar la bandeja con la roca viva a la sombra; al irse acabando el
oxigeno del agua, los organismos indeseados empezaran a subir por las

paredes de la bandeja, permitiendo que las algas queden libres de estos.
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4.2.3 ESTANDARIZACION DE PARAMETROS PARA ENSAYOS DE

LABORATORIO

En todos los casos se empleé agua de mar natural filtrada, pues en los
primeros ensayos los individuos no se adaptaron al agua de mar artificial. Esta fue
tomada de las costas de Salinas y filtrada en los laboratorios de investigacion
biolégica del Instituto Oceanografico de la Armada (INOCAR).

Se procur6 tomar el agua de las partes mas profundas posibles (~ 4m),en
ocasiones incluso empleando pequefias embarcaciones, en horas de marea alta. Se
emplearon garrafones plasticos para el transporte del agua.

Para mantener los acuarios en buenas condiciones experimentales debieron
controlarse varios factores de los cuales dependen la calidad del agua y el balance
de sus nutrientes.

Los factores que debieron controlarse fueron:

a) La evaporacion: Se emplearon tapas de vidrio para evitar la evaporacion
acelerada del agua y en consecuencia el incremento de la densidad y la
concentracion de sales. La tapa disminuye la evaporacién, mas no la impide;
por lo tanto, en la misma medida que el nivel de agua disminuia debia ser
repuesta con agua dulce reposada.

b) pH: Por tratarse de agua salina el valor 6ptimo de pH debi6 controlarse en un
rango de entre 8.0y 8.4

c) La dureza: El agua se mantuvo entre 10 y 19 grados de dureza (dKH).

d) Temperatura: Se procur6é mantener en los acuarios la temperatura del habitat

natural, la cual presenta fluctuaciones estacionales de entre 20y 25°C.
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f)

g)

h)
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Densidad: La densidad del acuario marino es la relacién que existe entre la
cantidad de agua y la sal que ella posee. El nivel 6ptimo para los acuarios es
de 1,022g/cm®, no obstante, los valores normales pueden fluctuar entre 1,021
y 1,026 g/cm?®.

Nitratos y nitritos: Se coloc6 agua con rocas vivas (conteniendo
invertebrados y algas) durante una o dos semanas antes del desarrollo de los
experimentos para promover la nitrificacion (Paletta, 2008) y evitar la
intoxicacion producida por la presencia de concentraciones altas de amoniaco
en los primeros dias del montaje de los acuarios. En consecuencia, los
ensayos fueron desarrollados con agua filtrada nitrificada (0,5 mg/l).
luminacion: Se emple6 en la mayoria de experimentos lamparas
fluorescentesT5 FHE 96Im/w, controladas por un sincronizador automatico
temporal de encendido y apagado, mismo que fue regulado para un periodo
de 12h luz/12h oscuridad. Estas lamparas se emplean principalmente en
acuarios con una profundidad menor a 45cm.

Oxigenacion:Para cada acuario se utilizé6 unabombaoxigenadoraSOBO SB-
248A de una sola salida, con una potencia de 4 I/min, a fin de crear un
movimiento continuo en la superficie del acuario para facilitar el intercambio
gaseoso entre la atmésfera y el agua.

Filtracion: Se usaron filtros biologicos de fondo BOYU 32P que fomentan la
colonizacion por bacterias nitrificantes y se encargan de transformar los
desechos organicos altamente téxicos en compuestos mas tolerables

(Petracini, 2010; Anexo6).
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La temperatura fue controlada por medio de termémetros, la densidad especifica
y la salinidad se calcularon empleando hidrémetros (Aquarium Systems Instant
Ocean Hydrometer). Se utilizé un Test Kit de dureza total del agua (Hanna HI 3841
40-500 mg/l) para controlar la misma. Los parametros quimicos nitratos, nitritos,
alcalinidad, amonioy el pH fueron controlados empleando bandas de medicion
(Mardel Saltwater Test Strips). El oxigeno fue medido utilizando kits de muestreo
(Minilab Oxygen Test Kits).

La dimension de los acuarios fue de 45 x 25 x 20cm, con un volumen de 22, 5
litros.

4.3ASPECTOS METODOLOGICOS ESPECIFICOS

En general, las colecciones abarcaron un numero reducido de individuos

debido a que existe evidencia de que el muestreo continuo y localizado de las
poblaciones de Sacoglossa tropicales, puede generar un notable decrecimiento de la

densidad poblacional (Brandley, 1984; Waugh y Clark, 1986).

4.3.1 SUPERVIVENCIA'YY COMPORTAMIENTO EN RESPUESTA A

DISTINTAS CONDICIONES DE LUZ

Disefo experimental

El 16 de marzo de 2005 se colectaron tres individuos de la localidad de
Salinas. Posteriormente, el 19 de agosto del afio 2005 fueron colectados 33
individuos de la localidad de Tongorachi.

Para recrear el ambiente natural y mantener el equilibrio de los nutrientes en

el agua, las peceras contenian rocas vivas con algas procedentes del lugar de
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coleccion, entre ellas Codium sp., Padina sp., Ulva sp., y Pterocladia sp., mismas
que fueron expuestas al sol sin oxigeno para promover la salida de animales no
deseados como anélidos, crustaceos, moluscos, etc. (Barrientos, 2003).

Se colocaron dos acuarios en una habitacion con cubierta de vidrio, lo cual
permitié que las mismas se mantengan expuestas directamente al sol y tres acuarios
en un cuarto oscuro iluminado por una lampara de luz artificial (Figura 8). Los
individuos fueron distribuidos en los acuarios como lo muestra la Tabla 1.

A fin de determinar el nimero adecuado de individuos que pueden ser
mantenidos en condiciones de laboratorio dentro de un acuario mediano
(45x20x25cm), se emplearon distintos tamafios de muestra en el nimero de
individuos por acuario expuestos a luz artificial. Asi también seria posible detectar
alguna diferencia en el comportamiento y supervivencia de los individuos al estar
mayormente agregados.

Analisis de datos

Para medir la incidencia del tipo de luz en la supervivencia de los individuos se
registré el numero de muertes por fecha, en cada acuario.

El tiempo medio de supervivencia de los individuos fue calculado mediante el
analisis de Kaplan Meier, que es un método no paramétrico basado en los tiempos
de observacion para la ocurrencia de un fenémeno, el cual expresa la probabilidad
de supervivencia individual, acumulada a lo largo del tiempo. Este analisis considera
datos tanto de nimero de muertes como de censuras (terminacién de experimento
por causas indefinidas) (Rebasa, 2005).

Las curvas de supervivencia desplegadas fueron comparadas mediante la

prueba log-rank?.
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Debido a la heterogeneidad del tamafio de muestra por tratamiento, se
transformaron los valores en porcentajes de muerte, a fin de que los datos sean
comparables.

Se realiz6 una ANOVA para identificar si existen diferencias entre los
individuos dentro de cada grupo.

Adicionalmente, se aplico la prueba estadistica de Mann-Whitney para
conocer si existe una diferencia significativa entre los tratamientos de distintos tipos

de luz empleados.

4.3.2 SUPERVIVENCIA EN CONDICIONES DE LUZ ARTIFICIAL

Diseiio experimental

El 23 de agosto del afio 2009 se colectaron 22 individuos de Salinas y
secolocaron en un acuario, mantenido en condiciones ambientales controladas e
iluminacién artificial fluorescente, conteniendo roca viva y algas recogidas de su
habitat natural (Figura 9).

Se realizaron observaciones de los cambios morfolégicos y de
comportamiento.

Finalmente, para los andlisis de supervivencia se tomaron registros del
numero de muertes ocurridas por fecha.

Andlisis de datos

A fin de que los datos del presente experimento sean comparables con los del
experimento anterior (supervivencia bajo distintas condiciones de luz), se
transformaron los datos a porcentajes y se anotaron las variaciones en el nimero de

muertes de los individuos en cada semana para ambos experimentos.
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Adicionalmente, se calculo el tiempo medio de supervivencia de los individuos
mediante el andlisis de Kaplan Meier.

Los resultados de las curvas de supervivencia de los individuos expuestos a
luz artificial en el experimento efectuado en el aflo 2005 fueron comparados con los

del presente experimento mediante la prueba log-rank®.

4.3.3 SUPERVIVENCIA EN INANICION

Diseiio experimental

El 20 de junio del 2007 se colectaron 90 individuos en la localidad de Salinas,
mismos que fueron distribuidos en tres acuarios, cada uno con 30 individuos, con
agua de mar natural filtrada, a fin de conservar las condiciones naturales de los
nutrientes en el agua (Figura 10).

Los individuos fueron mantenidos en inanicion hasta el dia de su muerte, de
tal forma que se establezca el nUmero aproximado de dias que puede sobrevivir una
babosa de la especie Elysia diomedea bajo estas condiciones, asumiendo que su
supervivencia depende en gran parte de las funciones fotosintéticas del proceso de
endosimbiosis.

Andlisis de datos

Los datos fueron analizados mediante un ANOVA, que permitié identificar si
los resultados entre los dias de supervivencia por individuos en los tres acuarios,
presentaban o no diferencias significativas que pudieran estar relacionadas con
algun efecto intrinseco en los acuarios.

Se estim6 el valor medio de supervivencia de los individuos al estar

desprovistos de una fuente de alimento.
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4.3.4 SUPERVIVENCIA ANTE DISTINTOS TIPOS DE DIETA

Disefio Experimental

El dia 21 de junio del 2007 se colectaron un total de 70 individuos en la
localidad de Salinas, mismos que fueron divididos en dos acuarios con 35 individuos
cada uno. Los individuos fueron mantenidos durante 40 dias en inanicion (Figura
11A).Corregir la figura 11 y aumentar pecera en periodo de inanicion.

Posteriormente, se probaron tres tipos de dietas, las algas Padina sp., Codium
sp. y Pterocladia sp., cada especie de alga fue colocada en un acuario
independiente, en los cuales se distribuyeron 20 individuos por cada especie de alga.

Adicionalmente, se empled a manera de control, un acuario sin algas con 10
individuos (Figura 11).

La supervivencia se determindé mediante los registros de muertes diarias.

Analisis de datos

Se estimaron los tiempos de supervivencia para cada tratamiento (tipo de alga
ofrecida como alimento), mediante el analisis de Kaplan Meier.

Las curvas de supervivencia desplegadas fueron comparadas mediante la
prueba log-rank?.

Complementariamente, se realiz6 un ANOVA para determinar la existencia de
diferencias significativas entre los distintos tratamientos.

Considerando que el tamafio de muestra entre el acuario control y el de los
distintos tratamientos de dieta es diferente, los datos fueron transformados a

porcentajes, a fin de que sean comparables.
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4.3.5 PREFERENCIA ALIMENTICIA

Disefio experimental

El experimento fue disefiado en base a las metodologias empleadas en
estudios similares sobre preferencia alimenticia (Thibaut et al., 2001; Prince, 2004).

El dia 11 de junio del 2010 se colectaron 18 individuos en las playas rocosas
de Salinas, las babosas fueron mantenidas en inanicién durante un periodo de 18
dias, a fin de reducir la interferencia de algas consumidas por Ultima vez en su
hébitat. No se registraron muertes durante este periodo de tiempo.

Se prepararon tres peceras (A, B y C) bajo condiciones ambientales de
temperatura, nutrientes y oxigenacion normales.

Las peceras fueron divididas en tres secciones, por medio de dos mallas
plasticas rigidas, que impedian el paso de las babosas pero que a la vez permitia la
circulacion del agua, manteniendo asi las mismas condiciones en toda la pecera.

Se colectaron cuatro especies de algas del habitat de las babosas, con la
finalidad de identificar el grado de preferencia por alguna de ellas.

Las especies empleadas como tratamientos fueron: Padina sp., Codium sp.,
Ulva sp. y Pterocladia sp. Se colocé aproximadamente la misma cantidad de cada
especie de alga, distribuyéndolas aleatoriamente en las esquinas de dos de las
secciones de cada pecera, dejando una de las secciones, la intermedia, sin alimento,
a fin de usarla como control.

Posteriormente, los animales fueron divididos en las tres peceras,
colocandose dos individuos en cada una de las secciones. Asi, como resultado se

obtuvieron tres replicados de dos individuos control y tres replicados de cuatro, es
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decir, docesujetos experimentales expuestos a cuatro especies de algas diferentes,
para evaluar si éstas son parte de su dieta.

Para distinguir los dos individuos de cada seccion, se emplearon babosas de
tamafos notoriamente distintos, asegurandose de que ambos sean adultos.Este tipo
de marcaje ha sido empleado previamente de manera exitosa en otros experimentos
con especies de Sacoglosa (Jensen, 1986).

Los animales se identificaron como 1. Tamafo grande (~8 cm) y 2. Tamafo
mediano (~6 cm) y D. Seccidén derecha de la pecera e I. Seccién izquierda de la
pecera (Figura 12).

La preferencia de los individuos fue registrada en términos de tiempo de
permanencia (minutos) sobre un alga especifica.

Se dividio el experimento en tres fases o periodos de observacién al dia: I. en
la mafana (8h00-14h00), II. en la tarde (14h00-19n00) y Ill. en la noche (19h00-
22h00), con la finalidad de detectar la existencia de patrones de actividad en E.
diomedea. Cada periodo de observacion tuvo una duracion de 40 minutos; la
determinacién de este tiempo estuvo basada en estudios similares sobre preferencia
alimenticia en Sacoglossa, donde se establecio que fases de 30-70 minutos
consecutivos de observacion diarios son suficientes para reconocer signos de
preferencia (Gianguzza et al., 2002). A pesar de esto, para reforzar la validez de los
resultados, se realizaron los tres periodos de observacion antes descritos, para dar
un total de 120 minutos (2 horas) diarios. El experimento fue realizado durante un
lapso de 8 dias.

Se registraron los datos individualmente a fin de probar si existe una

correlacién entre el alga preferida y el tamafio de los individuos.
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Para determinar los patrones de actividad de acuerdo al periodo del dia se
utilizé el numero de movimientos (alejamientos y acercamientos) adicionales a los
tiempos de permanencia de los individuos hacia algas diferentes.

Andlisis de datos

Se emple6 una ANOVA anidado para probar el efecto de los tratamientos
(dieta), en cada acuario, por cada individuo de cada seccién es decir: 4x3x2x2.

Los datos fueron transformados a logaritmos cada vez que fue necesario.

4.3.6 BIOLOGIA REPRODUCTIVA

Observaciones

Se apuntaron las fechas y sustratos de las puestas colocadas por los
individuos de E. diomedea a lo largo de la investigacion.

Ademas, se tomaron registros fotograficos del proceso de puesta calculando
su duracion.

Finalmente, se calculé el nimero de dias transcurridos desde la ovoposicion
hasta la eclosion de las larvas.

Analisis de datos

Los datos de abundancia de puestas fueron transformados a porcentajes y

separados por fechas.
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5. RESULTADOS

5.1 SUPERVIVENCIA'Y COMPORTAMIENTO DE Elysia diomedea EN

RESPUESTA A DISTINTAS CONDICIONES DE LUZ

En el acuario que contenia 18 individuos bajo luz artificial, se evidenciaron
niveles menores de oxigeno disuelto en relacién a aquellos que contenian un menor
namero de individuos. Sin embargo, ambos valores de oxigeno disuelto se

encontraban bajo el mismo rango normal de concentracion.

El analisis comparativo de las curvas de supervivencia de Kaplan Meier
desplegd que el tiempo para el que se espera que mueran al menos el 50% de los
individuos, es de 34 dias (mediana). El tiempo medio de supervivencia estimado
estadisticamente fue de entre 35 y 36 dias (media=35,848). La prueba de contraste
log-rank® desplegé un valor p=0,618, lo que significa que no hay diferencias
significativas en la supervivencia de los dos grupos o tratamientos (Anexo 7 y Figura
13).

Los resultados del ANOVA demostraron que no existen diferencias
significativas entre los individuos dentro de cada tratamiento (p=0,659 > 0,05),
(Anexo 8).

La prueba de Mann-Whitney demostré que no existen diferencias significativas
entre el efecto de los tratamientos (p=0,345> 0,05), es decir,entre las frecuencias de
muertes de los individuos expuestos a luz natural versus aquellos expuestos a luz
artificial (Anexo 9).

Se distinguio un pico en las fechas de letalidad de los individuos, para ambos

tratamientos, evidenciado en la tercera semana, con un total de muertes del 73,91%
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en los individuos sometidos a luz artificial y el 50% en los individuos sometidos a luz
natural (Figural4).

Las fechas de muertes registradas para los individuos de Salinas encajan
dentro del periodo de letalidad general, por lo que no se observé una diferencia de
supervivencia relacionada a la fecha o localidad de coleccion. No obstante, los
individuos de Salinas sobrevivieron un mayor numero de dias, tomando en cuenta

gue fueron colectados en fechas anteriores a los de Tongorachi (Tablas 2 y 3).

5.2.  SUPERVIVENCIA DE Elysia diomedea EN CONDICIONES DE LUZ

ARTIFICIAL

No todos los sujetos murieron al final del experimento (dia 53) (Tabla 4). Para
entonces, el porcentaje de letalidad alcanzo un total del 77,27% (Tabla 5). Los
individuos se adaptaron muy bien a las condiciones experimentales y pudieron
mantenerse en buenas condiciones durante un largo periodo. Hasta el dia 30 no se
detectaron cambios morfolégicos evidentes en los individuos, que denoten algun tipo
de afectacidn; no obstante, durante la quinta semana se redujo aceleradamente el
tamafo de los individuos (Figura 15).

Al final del experimento se obtuvieron datos censurados, sin embargo fue
posible en base a la tendencia de muerte de los individuos, estimar una curva de
supervivencia.

El analisis comparativo de supervivencia de Kaplan Meier demostré que el
tiempo para el que se espera que mueran al menos el 50% de los individuos, es de
37 dias (mediana). El tiempo medio de supervivencia estimado estadisticamente fue

de 37 dias (media=37,089). La prueba de contraste log-rank? determiné un valor
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p=0,111, lo que significa que no hay diferencias significativas en la supervivencia de
los dos grupos estudiados bajo condiciones de luz artificial en los afios 2005 y 2009
(Anexo 10y Figura 16).

Analisis comparativos entre los registros de las fechas de muerte de los
individuos sometidos al tratamiento con luz artificial en el afio 2005 y los resultados
del presente experimento, reflejan una coincidencia entre los periodos de letalidad
para ambos afios (Figura 17).

En el estudio efectuado durante el afio 2005 se identificaron dos fechas que
registraron un mayor numero de muertes, el dia 18 de septiembre (58%) y el 22 de
septiembre (19,22%), es decir la tercera semana de septiembre (Tabla 2). Asi
también, durante el experimento realizado en el aflo 2009 se evidencié que la
mayoria de las muertes ocurrieron en dos periodos distintos, la segunda semana de
septiembre (25%) y la primera semana de octubre (23,81%) (Tabla 5).

El dia 22 de experimentacion (14 de septiembre) se registra la primera muerte
significativa durante los analisis del afio 2009 (Tabla 4); mientras que, en los datos
desplegados para el afio 2005 se pudo evidenciar que la primera muerte significativa
(41,6%) se produjo durante el dia 30 de su permanencia en cautiverio (18 de

septiembre) (Tabla 2).

5.3. SUPERVIVENCIA DE Elysia diomedea EN INANICION

El registro maximo de supervivencia de E. diomedea en inanicién fue de 53
dias. Dentro de este periodo se produjeron varios eventos de muerte, sin embargo,
la frecuencia de las muertes de los individuos increment6 aceleradamente a partir de

la cuarta semana (Tabla 6 y Figura 18).
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Los resultados del ANOVA demostraron que no existieron diferencias
significativas (p=0,536) entre los individuosde cada pecera sometida a tratamiento
(cuadro ANOVA), ademas la prueba Post Hoc de Tukey demostrd, al agruparlos
datos y comparar dos acuarios a la vez, que no existieron diferencias significativas
en la frecuencia de muertes entre los individuos de ninguno de los tres acuarios
(Anexo 11).

El valor promedio de supervivencia calculado para los acuarios (A, By C con
individuos en inanicién fue deentre 37 y 40 dias, expresado por el valor de sus
medias (Anexo 12).

Durante el periodo de observacion se evidenciaron mdaltiples cambios
morfologicos, entre ellos pérdida de pigmentacion, reduccion del tamafio y

degradacion de los tejidos (Figura 19).

5.4. SUPERVIVENCIA DE Elysia diomedea FRENTE A DISTINTOS TIPOS

DE DIETA

Los datos finales de supervivencia fueron censurados, es decir no todos los
individuos alcanzaron el evento de muerte; sin embargo los resultados estadisticos
develaron una tendencia de eficiencia para cada tratamiento, determinada por los
valores obtenidos a partir de las curvas. La eficiencia de los tratamientos se refiere a
la especie de alga junto a la cual la babosa sobrevivido mas tiempo.

Los resultados de la prueba log rank® desplegaron diferencias altamente
significativas entre los tratamientos (distintos tipos de dieta) (Anexo 13 y Figura 20).

Los individuos mantenidos con las algas Padina sp. y Codium sp. exhibieron

menor mortalidad que las babosas alimentadas con el alga Pterocladia sp. El tipo de
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dieta sobre la que se reportaron un menor nimero de muertes fue Codium sp. (Tabla
7y Figura 21).

Durante el desarrollo del experimento se observé frecuentemente que los
individuos permanecian largos periodos de tiempo tanto sobre el alga Codium sp.
como sobre Padina sp., siendo muy raros los acercamientos observados a
Pterocladia sp.

Tanto las babosas sometidas a tratamiento con Padina sp. como con Codium
sp., fueron recuperando su color aproximadamente a inicios de la segunda semana
(Figura 22).

No se registraron muertes durante el proceso previo de inanicién (40 dias). La
supervivencia maxima registrada en el grupo de individuos muestreados fue de 61

dias en condiciones de inanicion (Tabla 7 y Figura 21).

5.5 PREFERENCIA ALIMENTICIA DE Elysia diomedea

No se registraron muertes durante el experimento ni en el periodo de inanicion
previo (18 dias).

El alga sobre la que se registr6 un mayor porcentaje de tiempo de
permanencia de los individuos fue Padina sp. (Fig. 23 y Tabla 8).

El alga Ulva sp. a pesar de no estar dentro de las preferidas tuvo un registro
de tiempo de permanencia alto, mientras que el alga Pterocladia sp. presentd muy
pocos acercamientos en relacion a las demas especies.

Los resultados del ANOVA de los porcentajes de tiempo de permanencia de

individuos medianos y grandes sobre las distintas especies de algas, desplegaron
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gue no existe una correlacion entre la preferencia de dieta de los individuos grandes
y los individuos medianos (Anexo 14).

Ademas el ANOVA efectuado para evaluar el tiempo de permanencia de
acuerdo al tipo de algas resultd altamente significativo, es decir hay diferencias entre
el tipo de dieta (Anexo 15). El gréfico de las medias muestra que hay una
permanencia media mayor en el alga Padina sp. y que el alga Pterocladia sp. fue la
menos frecuentada (Fig.24).

Se registr6 mayor actividad de los individuos durante el periodo de la mafiana,

especialmente al medio dia (Tabla 9).

5.6 BIOLOGIA REPRODUCTIVA DE Elysia diomedea

Los resultados demostraron que existen dos algas preferidas por Elysia
diomedea para colocar sus puestas: Padina sp. y Codium sp. (Fig. 25).

Los meses de mayor abundancia de puestas fueron julio, agosto y marzo (Fig.
26).El promedio observado de dias que se demoran las larvas en eclosionar de sus
huevos fue de 6 dias.

Los individuos juveniles no fueron colectados para los fines de esta
investigacion; no obstante, los meses donde se divisaron ocasionalmente en el

campo fueron junio, julio y en menor proporcion agosto (obs. pers.) (Tabla 11).
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6. DISCUSION

6.1 SUPERVIVENCIA'YY COMPORTAMIENTO DE Elysia diomedea EN

RESPUESTA A DISTINTAS CONDICIONES DE LUZ

Los parametros tanto de temperatura como de calidad de agua y nutrientes,
fueron mantenidos bajo condiciones estandares.

Las diferencias en las concentraciones de oxigeno disuelto, evidenciadas en
el acuario que contenia 18 individuos bajo luz artificial en comparacion con los
acuarios con menor numero de individuos, no fueron significativas, pues ambas se
encontraban dentro del rango normal. Este efecto pudo lograrse gracias al empleo de
motores oxigenadores con una capacidad de 4 litros/minuto, que permite un alto
recambio y oxigenacion del agua.

En consecuencia, el objetivo de incluir a los 18 individuos en el analisis para
probar el efecto de la luz sobre la supervivencia pudo ser alcanzado, pues los datos
eran comparables con los de los otros acuarios.

La variable que se evaluo en este experimento fue el tipo de iluminacion. Se
pusieron a prueba los efectos de la luz natural (solar) versus la luz artificial
(fluorescente).

Seria logico pensar que el tipo de luz mas apropiada para la supervivencia de
las babosas y de cualquier organismo marino fotosintético es la natural, incluso ha
sido empleada previamente en investigaciones similares (Burghardt et al., 2008); sin
embargo, en condiciones de laboratorio generalmente resulta complicado establecer
este tipo de iluminacién y estandarizarla, por estos motivos el objetivo de este

experimento fue determinar si habria una influencia de la variante luminica sobre el
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desarrollo y comportamiento normal del animal, para de esta forma definir si la luz
artificial puede ser empleada como una alternativa practica en estudios de
experimentacion.

Para los fines experimentales resulté importante considerar que la velocidad
de la luz en el aire es de 186.000 millas/segundo; mientras que en el agua, por ser
un medio mas denso que el aire, la velocidad de la luz desciende en un 25%,
alcanzando 140.000 millas/segundo (Rosas, 2007; Kirk, 2011). Ademas, la luz solar
esta compuesta por varios espectros, de longitudes de onda distintos, que se
combinan resultando en luz blanca.

La luz visible que recibimos del Sol va desde el rojo (750nm), hasta el violeta
(380nm). En el medio marino las radiaciones son absorbidas de manera distinta en la
columna de agua; filtrandose a los primeros metros de profundidad los colores de
onda larga que son: rojo, anaranjado y amarillo, pasando paulatinamente los de onda
corta: el verde y azul. (Morel, 1974; Maffione, 2001; Badylak et al., 2004).

Asi, los organismos fotosintéticos que viven a diferentes profundidades estan
expuestos a diferentes tipos de luz y a partir de cierta profundidad, estaran mas
adaptados a los azules y verdes que a los amarillos, naranjas y rojos. Este
conocimiento fue la base sobre la que se seleccion6 el tipo de luz artificial a
emplearse.

Considerando que el sujeto de estudio Elysia diomedea habita las zonas
intermareales (hasta 20 metros de profundidad), las demandas luminicas pueden ser
abastecidas de forma artificial por medio de focos de luz fluorescente, ya que éstos
producen radiacion UV a través de la ionizacion de gas de mercurio a baja presion y

contienen ademas un recubrimiento fosforescente en el interior de los tubos que


http://es.wikipedia.org/wiki/Mercurio_(elemento)
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absorbe la fraccion de radiacion UV biologicamente destructiva y la convierte en luz
visible.

La luz fluorescente ha sido preferida por varios cientificos para investigar
comportamiento y actividad fotosintética en Sacoglossa y muchos acuariéfilos
sugieren que es 6ptima, sobretodo para acuarios de poca profundidad, porque el
riesgo de fotodestruccion de los organismos por excesiva irradiacion es menor en
relacién a otro tipo de luz, como por ejemplo la halégena; asimismo, como precursora
de fotosintesis, la luz fluorescente es mas eficiente que la incandescente (Rahat y
Monselise, 1979; Weaver y Clark, 1981; Vieira et al., 2009).

Durante el desarrollo del experimento se anotaron datos interesantes sobre el
comportamiento de E. diomedea. Se observdé que los individuos abrian sus
propodium exponiendo la parte dorsal de su cuerpo a la luz cuando existia presencia
de irradiacion, tanto artificial como solar.

Un estudio identific6 coincidencias en la preferencia de luz en especies
simbidticas y aposimbidticas de Sacoglossa, demostrando que las especies
simbidticas prefieren cualquier intensidad de luz antes que la oscuridad y de manera
inversa, las especies aposimbidticas, que no mantienen cloroplastos funcionales,
evitan la luz (Weaver y Clark, 1981). Este dato sugiere que Elysia diomedea
efectivamente es una especie simbidtica pues es atraida por la luz, es decir
despliega un fototaxismo positivo.

Las observaciones realizadas durante el experimento demostraron una
tendencia de mayor actividad de los individuos en presencia de luz, hecho que

también fue reportado en estudios similares (Bertsch y Smith, 1973).
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No obstante, a pesar de la atraccion de las babosas a la luz, en momentos del
dia en los que la irradiacion solar era muy intensa, las babosas de estas peceras
optaban por ocultarse debajo de las algas y entre las rocas, aparentemente para
reducir la incidencia directa de la luz. Asi también, en ocasiones que se colocaba la
luz artificial, intencionalmente muy cerca, los individuos inmediatamente cerraban sus
propodium, aparentemente como una estrategia de defensa ante la fotodestruccion.

La fotodestruccion es un fenémeno que ocurre cuando la irradiacién excesiva
afecta la estructura de los plastos al punto de destruirlos (Hanelt, 1996; Dieter, 1996,
Soule, 2007; Vieira et al., 2009; Giménez-Casalduero et al., 2011).

En horas del dia en que la luz solar era muy baja o ausente los individuos
mantenian cerrados sus propodium, de igual manera sucedia cuando se alejaba
unos centimetros la fuente de luz artificial de la pecera.

Un estudio realizado en Elysia timida identificé patrones sobre los cuales los
propodium en las babosas se abren en mayor o menor proporcion, de acuerdo al tipo
e intensidad de luz y horas del dia. El postulado indica que los movimientos de los
propodium estan influenciados por un reloj biolégico de la babosa y por la presencia
de 3 fotoreceptores en el cuerpo: 1. Los ojos, que distinguen la iluminacion optima de
la muy intensa, 2. Un fotoreceptor extraocular que distingue entre luz y oscuridad y 3.
Otro fotorecetor extraocular que al igual que los ojos distingue luz éptima de muy
intensa, pero Unicamente la blanca (Rahat y Monselise, 1979).

Podria considerarse a la posicién del propodium (abierto-cerrado) como un
indicador de la percepcion de luz por parte de la babosa.

Otras investigaciones identificaron la presencia de genes nucleares

precursores de la fotosintesis en una especie de la familia Elysiidae, Elysia
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chlorotica, al parecer estos genes fueron transmitidos horizontalmente desde el alga
a la babosa. La actividad de estos genes puede estar involucrada directamente con
losmecanismos de regulacién de luz presentes en la babosa, que a su vez estan
relacionados con su ritmo circadiano y en consecuencia con las reacciones
fisiologicas a la luz, como abrir o cerrar los propodium (Pierce et al., 2003; Rumpho
et al., 2008; Soule, 2009).

En base a estas formulaciones y considerando las primeras observaciones
comportamentales de reaccion a la luz, se logré determinar la altura éptima de la
fuente de luz artificial, estableciéndose que una distancia prudencial ante la que se
observaba alta actividad y propodium abiertos, fue aproximadamente 20 cm del
borde superior del agua, en un acuario con un volumen de agua de 22,5 litros
(45x25x20). Como resultado de estas observaciones se establecio la distancia de
20cm desde la fuente de luz hasta el acuario como parametro fijo para los siguientes
experimentos que emplearon luz artificial.

Por otro lado, en lo que respecta a la supervivencia de los individuos, los
resultados estadisticos demostraron que no existen diferencias significativas
(p=0,345) entre los dias de supervivencia de las babosas bajo los distintos
tratamientos (luz natural/luz artificial); por lo que se considera como una alternativa
experimental oOptima la utilizacion de focos fluorescentes para estudios de
comportamiento en Elysia diomedea.

El experimento mostré que Elysia diomedea puede sobrevivir hasta 186 dias
en cautiverio dotada de una fuente de alimento.

Un aspecto interesante que reflejan los datos es la coincidencia en las fechas

de muerte de los individuos en cautiverio, observandose periodos evidentes de
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muerte masiva, donde se alcanz6 un 66,67% de mortalidad del total de individuos
(Tabla 3), especialmente durante la tercera semana de septiembre que, de acuerdo a
estudios climaticos estacionales efectuados por el Instituto Oceanografico de la
Armada (INOCAR) en La Libertad, que es la zona costera aledafia a Salinas, es
justamente el mes donde se han evidenciado los niveles mas bajos de temperatura al
afo (Anexo 16).

Considerando que los parametros experimentales se encuentran controlados,
el alto grado de letalidad que se produce en determinadas fechas, incluso en
individuos de acuarios diferentes y bajo distintos tratamientos de luz, podria sugerir
gue se trate de una muerte sincronizada.

El fendbmeno conocido como muerte sincronizada nunca antes se ha
registrado para esta especie; sin embargo, en otras especies de Sacoglossa ha sido
estudiado ampliamente. Una investigacion en Elysia chlorotica, evidencio la
expresion de un virus intrinseco que coincide con la muerte anual sincronizada de
sus poblaciones, hecho que fue comprobado tanto en campo como en laboratorio
(Pierce et al., 1999; Mondy y Pierce, 2003).

Los resultados demostraron que el virus al parecer no es oportunista, es decir
no aparece ocasionalmente, sino que se expresa una vez al afo; se cree que su
expresion esta relacionada con la degeneracion del sistema inmunolégico producida
durante el envejecimiento del individuo e incluso con aumentos de la temperatura del
agua durante las estaciones del afio (Pierce et al., 1999).

Actualmente, se desconoce el ciclo de vida de Elysia diomedea por lo que no

se puede aseverar que la muerte masiva ocurrié debido a la edad de los individuos.
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Por otro lado, los resultados del cuadro de letalidad indican que los individuos
de Salinas fueron los que sobrevivieron mas tiempo (Tabla 2), lo que nos lleva a
pensar que las condiciones de estrés del habitat donde se desarrollan, los han
conducido a obtener cierto grado de adaptacion a agentes contaminantes,
haciéndolas mas resistentes a factores como cambios de temperatura, salinidad,
condiciones del agua, etc., en relacién a la poblacién de Tongorachi.

A pesar de que la coleccion de los individuos de Salinas se realiz6 el mes de
marzo, las muertes fueron registradas en el mes de septiembre, coincidiendo asi con
las de varios especimenes colectados en Tongorachi, en el mes de agosto.

Siendo los datos de la localidad de Salinas sumamente valiosos, no fueron
contemplados dentro de los calculos estadisticos por falta de homogeneidad con el
resto de muestras. Es necesario que se desarrollen mas experimentos donde las
temporadas de coleccion se realicen en fechas similares, de manera que los datos
sean totalmente comparables.

Durante el desarrollo del experimento no se realizaron andlisis biolégicos de
calidad del agua; a pesar de tratarse de agua natural filtrada, no podemos descartar
el hecho de que se haya producido una muerte masiva debido a la contaminacion de
los individuos con algun virus o microorganismo no detectado, presente en las algas.

Ademas, la coincidencia en la muerte de los individuos por sincronizacion,
denotaria estrictamente la presencia de sucesos de estacionalidad, para lo cual se
deben realizar estudios mas especificos que contemplen datos de campo como
abundancia de adultos y juveniles, numero de puestas, variaciones ecologicas

durante invierno y verano, entre otros.
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6.2 SUPERVIVENCIA DE Elysia diomedea EN CONDICIONES DE LUZ

ARTIFICIAL

Uno de los objetivos de este ensayo, realizado en el afio 2009, fue comparar
los resultados de supervivencia, con aquellos observados en el 2005, experimento en
el que se probd la supervivencia bajo distintas condiciones de luz y provistos de
alimento. Con esta finalidad, se realizé la colecta durante la misma época del afio
(finales de agosto).

El tipo de iluminacion aplicada fue luz blanca fluorescente. No se realizaron
experimentos con tratamiento de luz natural durante este periodo de estudio, debido
a que en el ensayo anterior, donde se evalué la supervivencia bajo distintas
condiciones de luz, no se detectaron diferencias significativas.

Solo fueron estudiados individuos de la localidad de Salinas, en base a la
tolerancia a variaciones ambientales que demostraron previamente y al mayor tiempo
de supervivencia en cautiverio que se observo en estos individuos comparados con
los de Tongorachi.

Los datos obtenidos en este experimento fueron censurados, es decir,el
evento de interés (muerte) no se registrd para todos los individuos, hecho que no
permitid determinar con exactitud el tiempo maximo de supervivencia del total de los
especimenes bajo las condiciones establecidas. No obstante, los resultados
demostraron una tendencia en la frecuencia delas muertes, evidenciada en la curva
de letalidad calculada (Figura 16).

El tiempo de observacion para ambos experimentos fue muy similar, la

diferencia radicé en que el final del experimento estuvo marcado por la muerte del
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altimo individuo en el estudio efectuado durante el afio 2005 con luz artificial;
mientras que, los datos del experimento realizado en el afio 2009 se vieron truncados
por agentes exdégenos que denotaron el final del experimento.

Pese a que el tamafio de muestra de los experimentos efectuados para los
afos 2005 y 2009 eran ligeramente distintos (afio 2005 = 23 individuos; afio 2009 =
22 individuos), con fines comparativos se emplearon los porcentajes totales de
muerte para ambos casos. Cabe recalcar que, para los andlisis comparativos, los
datos del afio 2005 estuvieron conformados Unicamente por los registros de los
individuos de Tongorachi, pues fueron colectados aproximadamente en la misma
temporada que los de Salinas del afio 2009.

Los resultados del analisis de Kaplan-Meier evidenciaron que no existen
diferencias significativas en las frecuencias de muerte de los individuos (p=0,111),
gue fueron estudiados durante los afios 2005 y 2009, hecho que sugiere que podria
existir una relacion entre la supervivencia de los individuos y las temporadas del afio
en las cuales se registraron sus muertes (Septiembre y Octubre). Los datos
comparativos demuestran una coincidencia en las fechas de las muertes de los
individuos probados en los dosafios, evidenciandose que el periodo de letalidad
masivo en ambos casos inicid durante la segunda semana de septiembre (Figura
17).

Frente a estas evidencias se puede postular, para futuras investigaciones, la
probabilidad de que exista al menos un fenémeno anual de muerte sincronizada en la
especie Elysia diomedea, que no necesariamente esta relacionado con la pérdida de
capacidad fotosintética de la babosa, como ha sido reportado previamente en otro

miembro del mismo género (Mondy y Pierce, 2003).
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Una mejor aproximacion para esclarecer la hipotesis de muerte sincronizada
en Elysia diomedea podria alcanzarse con estudios mas profundos, donde puedan
determinarse factores como variaciones ecologicas y quimicas en el habitat,
estacionalidad, ciclos reproductivos e incluso con monitoreos en campo que registren
variaciones en la abundancia de los especimenes en determinadas épocas del afio.

Por otro lado, pudieron observarse variaciones morfolégicas a lo largo del
tiempo durante el desarrollo de este experimento; entre éstas, a pesar de que no se
tomaron medidas de longitud de los individuos, se registr6 una reduccion de su
tamano, que fue muy notoria a partir de la cuarta semana.

Cabe mencionar que los individuos empleados como sujeto experimental en
todos los estudios de esta tesis, obligatoriamente debian alcanzar una longitud no
menor de 5 cm; asi, para asegurar que haya existido una reduccién de tamafo
significativa durante el desarrollo de este experimento, se eligido un individuo al azar
de entre aquellos que demostraron reduccion de tamafo y se obtuvo una medida de
aproximadamente 3 cm, siendo evidente que existid una reduccion de la longitud en
la mayoria de individuos sometidos a experimentacion en relacion a su tamafo
original (Figura 15).

Adicionalmente, se observo que al estar dotados de una fuente de alimento,
los individuos no exhibieron en ningin momento cambios de coloracion relacionados
con pérdida de pigmentacion, ni degradaciéon de tejido, lo que nos permite suponer
gue la muerte masiva registrada durante mediados de septiembre y parte de octubre
no fue ocasionada por una deficiencia en el sistema fotosintético de las babosas, que
generalmente ocurre cuando escasea alimento y no hay una renovacion oportuna de

los plastos (Teugels et al., 2008).
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Un evento interesante que se observé fue que se agotdé mas rapidamente el
abasto del alga Padina sp. que del resto de algas que fueron extraidas del habitat
conjuntamente con las babosas (Ulva sp., Codium sp., Sargassum sp., Spyridia sp.,
Pterocladia sp.). Para la tercera semana de experimentacion casi se habia agotado
toda la provision de Padina sp. en el acuario.

Los resultados permiten suponer que E. diomedea estuvo alimentandose en
su mayoria del alga Padina sp. y que es probable que a pesar de contar con un
suministro de plastos, denotado por su coloracién verde intenso, el requerimiento
energético de las babosas no fue completamente abastecido, por lo que empezaron
a consumir sus reservas corporales y en consecuencia los individuos se encogieron
progresivamente.

Un estudio realizado en la especie simbiotica Elysia crispata, calcul6 el rango
de crecimiento diario de individuos sometidos a distintas condiciones alimenticias.
Los resultados indicaron que la pérdida de peso de los individuos era mas acelerada
y pronunciada en aquellos que fueron privados de una fuente de alimento, en
relacion a aquellos que fueron provistos de algas. No obstante, también se
registraron variables en el peso de los individuos sometidos a distintas dietas,
evidenciandose inclusive gran pérdida de peso en individuos alimentados con algas
aparentemente inadecuadas para su desarrollo (Thompson y Jarman, 1989).

Otra hipotesis que podria explicar la reduccion de tamafio de los individuos,
incluso dotados de una fuente de alimento, es el envejecimiento. El envejecimiento
estd relacionado con degeneracién celular en la mayoria de los casos. Una
investigacion realizada durante casi 10 afios identificé la posible relacién existente

entre la activacion de un virus intrinseco y el inicio de un proceso de apoptosis
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sincronizado en los individuos adultos de poblaciones de Elysia clorotica en Estados
Unidos (Mondy y Pierce, 2003).

Los eventos de apoptosis involucran una serie de cambios fisiolégicos que
desencadenan inestabilidad celular, conduciendo a degeneracion celular, misma que
puede verse reflejada por una reduccion del tamafio celular y en consecuencia del
tamafo corporal de los individuos, en el caso de invertebrados (Darzynkiewicz et al.,
1997; Curtin y Cotter, 2003). Sin embargo, la investigacioén realizada por Mondy y
Pierce (2003), no fue capaz de determinar una reduccion del tamafio de los sujetos
experimentales dotados de alimento al acercarse su fecha de muerte, por lo que no
se cuenta con evidencia confiable para apoyar este postulado. Es necesario que se
profundice mas en futuras investigaciones, mediante analisis mas especificos, que

permitan identificar estos posibles fendmenos fisiologicos en Elysia diomedea.

6.3 SUPERVIVENCIA DE Elysia diomedea EN INANICION

El experimentd demostré que la especie Elysia diomedea pudo sobrevivir
hasta 53 dias en ausencia de una fuente de alimento (Tabla 6).

Este alto nivel de supervivencia en privacion de alimento sugiere que las
babosas podrian haber empleado, durante ese periodo de tiempo, una fuente
alternativa de energia probablemente adquirida por el fendmeno conocido como
endosimbiosis o cleptoplastia.

La cleptoplastia es comun en algunas familias de Sacoglossa (Conchoidea,
Stiligeroidea y Elisioidea); sin embargo, la longevidad de ésta depende de la especie

y de su tipo de dieta (Mujer et. al., 1996).
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En los sacoglosos se distinguen tres tipos de habilidades fotosintéticas, a) la
retencion afuncional, donde las babosas retienen plastos que no son activos en
ninguna fase de su vida; b) retencion de corto plazo, que se refiere a etapas
funcionales de hasta 10 dias; c) retenciones de largo plazo, aquellas que persisten
por periodos desde semanas a meses (Handeler et al., 2009).

Para poder aseverar que E. diomedea forma parte del grupo de las especies
simbiontes, seria necesario emplear estudios de microscopia y técnicas moleculares
0 bioguimicas que evidencien tanto la presencia de los plastos en los individuos
estudiados, como los cambios fisiolégicos y funcionales de sus organelas
secuestradas.

Se han realizado previamente investigaciones en esta especie que han
reportado tiempos maximos de supervivencia en inanicion, complementados con
analisis de funcionalidad de plastos, demostrando la relacién directa que existe entre
ambos factores (Trench et al., 1969).

Con estos antecedentes, podemos sugerir que si bien el tipo de ensayos
realizados no permitio comprobar la funcionalidad de los plastos y por consiguiente la
actividad fotosintética de los individuos estudiados, en el transcurso del experimento
se evidenciaron cambios morfolégicos importantes que pueden denotar variaciones
fisioloégicas relacionadas con la presencia de plastos y que, en base al tiempo
maximo de supervivencia de 53 dias, son congruentes con lo postulado en el estudio
inicial sobre la endosimbiosis a largo plazo (6 semanas) que ocurre en E. diomedea
en estado de inanicion (Trench et al., 1969).

Cabe mencionar que para asegurar la ausencia de cualquier tipo de

organismo que pudiera servir de fuente de alimento e interfiriera en el experimento,
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se empled agua natural filtrada, la cual fue cambiada cada vez que las pruebas
demostraban tendencias nocivas sobre su calidad.

Dentro de los cambios morfolégicos que pudieron registrarse se observaron, a
partir del décimo dia, una pérdida de fluorescencia de los puntos azul-turquesa
presentes en la parte dorsal (Figura 27). Cerca del dia 25 de supervivencia en
inanicién, se observdé una notoria pérdida de pigmentaciéon de los individuos,
cambiando de verde oscuro a verde pélido casi amarillento (Figura 28).

Posteriormente, casi inmediatamente después de perder su pigmentacion,
inicid una reduccion acelerada del tamafio de los individuos, misma que se hizo
evidente aproximadamente a la quinta y sexta semana de inanicion (Figura 19).
Finalmente, a medida que el tiempo pasaba, generalmente una semana antes de su
muerte, comenzé a manifestarse una degeneracion de la textura de los tejidos,
haciéndose muy delgados y deébiles.

Los peculiares puntos turquesa han sido observados también en otras
especies de Sacoglossa y se ha descubierto que son pigmentos iridiscentes
contenidos en células independientes, llamadas cromatoéforos, localizados debajo de
la epidermis, en el hemocele de las babosas. Esto significa que las células, junto con
sus pigmentos, pueden transportarse libremente a través de la hemolinfa (Curtis,
2006; Rudman, 2009). A pesar de que se han hecho observaciones microscopicas
de estas estructuras, su composicion y funcion actualmente son desconocidas, por
este motivo, resulta dificil deducir la causa de la reduccidén de este pigmento en las
babosas. Sin embargo, se presume que la presencia de estos pigmentos iridiscentes,

depende o guarda relacion con la longevidad y capacidad que tiene la babosa para
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retener sus plastos funcionales, asi como también con el tipo de alga que conforma
su dieta y el tiempo que lleve sin alimentarse (Rudman, 2009).

Por otro lado, de acuerdo a estudios previos sobre la morfologia externa de E.
diomedea, se conoce actualmente que la coloracion verdosa de la mayoria de
elisidos se debe a microscépicos puntos que se encuentran debajo de la superficie
externa del cuerpo y conforman los puntos ciegos del diverticulo digestivo donde se
albergan los plastos secuestrados (Mc Farland, 1924; Gosliner, 1995; Curtis, 2006;
Figura 29).

En base a lo expuesto, se postula que el cambio de coloraciéon de los
individuos podria estar provocado por una reduccion de la concentracion de clorofila
en los tejidos, que involucraria una degradacion de los cloroplastos (Teugels et al.,
2008). Este fenomeno ha sido estudiado y comprobado en otras especies del género,
como por ejemplo en la especie Elysia timida; los experimentos demostraron una
reduccion del 65% de la concentracion de clorofila durante los primeros 9 dias de
inanicion en condiciones de luz artificial (Giménez-Casalduero y Muniain, 2006).

Las investigaciones realizadas sobre el tiempo de retencion y funcionalidad de
plastos en varias especies de Sacoglossa han determinado que a pesar de que los
cloroplastos se mantienen funcionales por periodos de tiempo de varias semanas 0
incluso meses, existe una pérdida significativa de pigmento que se hace evidente a
partir de la primera semana (Hawes y Cobb, 1980; Mujer et al., 1996; Giménez y
Muniain, 2006).

Multiples estudios se han realizado sobre la funcionalidad y la variacion
estructural de los plastos en especies de sacoglosos simbiontes. Las evidencias

demuestran que los plastos no son independientes, sino que su funcionalidad y la
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estabilidad de su estructura dependen en gran medida de proteinas sintetizadas
desde el nacleo.

El proceso de fotosintesis requiere de la interaccion de casi 1000 proteinas,
de las cuales unicamente el 13% son codificadas en el genoma del plasto (Hanten y
Pierce, 2001). Este hecho condujo al desarrollo de estudios moleculares mas
profundos en los cuales se identificé la presencia de genes nucleares que codifican
para algunos productos precursores de la fotosintesis, por lo que se cree que estos
debieron ser transferidos al genoma nuclear de la babosa durante estadios iniciales
de evolucion simbidtica, proporcionando de esta forma todos los polipéptidos
nucleares esenciales necesarios para la funcionalidad de la organela simbionte
(Pierce et al., 1999; Pierce et al., 2003).

Las larvas de babosas no poseen pigmentos hasta el estado post veligero, lo
gue sugiere que los cloroplastos son adquiridos de novo de su dieta en cada
generacion (Trench et al., 1969). Una vez que la babosa se alimenta, los plastos son
fagociticamente incorporados dentro del citoplasma de uno de los dos tipos
morfolégicamente distintos de células epiteliales y mantienen su funcién fotosintética
(Mujer et al., 1996).

Durante su funcién simbionte, los plastos no poseen la capacidad de dividirse
por lo que su provision debe ser renovada peridédicamente (Hawes y Cobb, 1980). Si
bien los individuos experimentales fueron colectados en la misma fecha, no es
posible conocer la antigiiedad que poseian los plastos que probablemente estaban
presentes en las babosas; éste puede ser uno de los motivos por los que existen
diferencias leves entre el numero de dias de supervivencia de los individuos, mismas

gue demostraron no ser estadisticamente significativas.
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Otra hipétesis que podria explicar la pérdida de pigmentacion y posible
funcionalidad de plastos es la aposimbiosis temporal. Este fendmeno aparentemente
sucede en especies que cambian su dieta dependiendo de la estacion. Un estudio
realizado en una especie cercana (Elysia furvacauda) identific6 que existe un periodo
del afio en el que los plastos dejan de ser funcionales, siendo esta aposimbiosis
temporal un mecanismo empleado por la babosa para adaptarse a su nueva dieta
(Brandley, 1984).

Es probable que Elysia diomedea se alimente de distintas algas, dependiendo
de la temporada del afio, como ya se ha visto en otras especies que pueden incluir
en su dieta natural varias especies de algas, sin limitarse a una sola (Brandley,
1984). Esto determinaria posibles cambios estacionales de niveles de fotosintesis
dependiendo de su dieta.

Adicionalmente, la reduccion de tamafio observada durante el desarrollo del
experimento, demuestra una desnutricion progresiva de los individuos que puede ser
dependiente de la capacidad fotosintética y de sus productos, hecho que fue
evidenciado en un estudio realizado en la especie Elysia viridis. Dicho estudio
demostré la importante fuente energética que representa la fotosintesis para la
supervivencia y nutricion de las babosas simbiontes, en privacién de alimento, al
comparar individuos mantenidos en condiciones de inanicién en la oscuridad frente a
otros expuestos a una fuente de luz 6ptima. Debido a que los procesos fotosintéticos
son mas eficientes en condiciones de luz, los resultados estuvieron acorde con lo
esperado, manifestando una reduccion de tamafio 20% mayor en individuos
mantenidos en la oscuridad frente a aquellos expuestos a condiciones de luz

(Casalduero y Munian, 2008).
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En base a los resultados, se sugiere que para conocer la verdadera
longevidad funcional de los plastos en E. diomedea es necesario realizar analisis
tanto estructurales como estacionales, de manera que se pueda establecer si existe
alguna diferencia entre la actividad de los plastos de acuerdo a la temporada del afio.
Adicionalmente, podemos deducir que un estudio de preferencia alimenticia y la
identificacion de la dieta natural de Elysia diomedea permitiria relacionar el tipo de
plastos adquiridos con el tiempo maximo de supervivencia en inanicion observado

durante esta investigacion (61 dias).

6.4 SUPERVIVENCIA DE Elysia diomedea FRENTE A DISTINTOS TIPOS

DE DIETA

Nunca antes se han realizado experimentos probando distintas especies de
algas para medir la supervivencia y evaluar el comportamiento de Elysia diomedea,
ante distintos tipos de dieta. Sin embargo, se conoce que los plastos tienen un
tiempo de vida y deben ser restituidos para reactivar las funciones fotosintéticas de
los organismos, se sabe también que el tiempo maximo de funcionalidad de plastos
registrado para esta especie fue de 6 semanas (Trench et al., 1969) y finalmente,
gracias a los resultados de esta investigacion, se ha evidenciado que E. diomedea
puede sobrevivir hasta 53 dias en privacién de una fuente de alimento, periodo en el
cual a los 25 dias de observacion, se empiezan a manifestar cambios de
pigmentacion que sugieren una pérdida de funcionalidad de sus plastos.

Con estos antecedentes, previo al desarrollo del experimento, las babosas
fueron mantenidas en inanicién durante 40 dias. En base a la bibliografia y a los

resultados del experimento de supervivencia en inanicion realizados en el presente
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estudio, se consideré que un periodo de privacion de alimento de 40 dias era
suficiente como para que el experimento de supervivencia bajo distintos tipos de
dieta, no se viera influenciado por la activacion de los plastos secuestrados previo a
la coleccion de cada individuo.

En base a la literatura se conoce que el nivel de simbiosis que manifiesta cada
especie de Sacoglossa, definird el tiempo que estas deban mantenerse en inanicion
previo a la realizacion de experimentos de preferencia alimenticia, de eficiencia
fotosintética o de supervivencia probando distintos tipos de dieta. Asi, se ha visto en
investigaciones anteriores, que los tiempos de inanicion pre-experimentales pueden
abarcar desde un par de horas hasta varios dias, dependiendo de la especie
(Gianguzza et al., 2002; Burghart et al., 2008; Klochkova et al., 2010).

Durante el periodo de inanicidbn no se registraron muertes; sin embargo, se
pudieron observar sintomas de degeneracion de plastos, como por ejemplo pérdida
de pigmentacion (Figura 28).

Con la excepcion de tres especies, todos los Sacoglossa son herbivoros que
se alimentan del citoplasma de algas marinas (Jensen, 1997).

Actualmente, se desconoce la dieta natural de Elysia diomedea; sin embargo,
tanto en su habitat como en cautiverio se las ha observado en repetidas ocasiones
alimentandose de algas pertenecientes al género Padina, por lo que se ha sugerido
gue podrian alimentarse de especies de este grupo (Bertsch y Smith, 1973; Jensen,
1980; Trowbridge, 2001; Handeler y Wagele, 2007).

Ademas, investigaciones realizadas en individuos de la familia Elysiidae han
demostrado que estos pueden manifestar una variacién en su dieta, generalmente

dentro de especies del mismo orden, las Bryopsidales (=Caulerpa=Codium
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=Siphonales) e incluso algunas veces pueden cambiar a Dasycladales (Cimino y
Ghiselin, 1998). Se ha visto ademas que algunas especies de Sacoglossa pueden
alimentarse de varias algas, no solo de las Chlorophyceae sino también de
Rhodophyceae (Pierce et al., 1999).

Las tres especies de algas que se probaron en este experimento fueron
seleccionadas tanto por datos bibliograficos como por ser parte de la composicion del
habitat donde las babosas eran encontradas con frecuencia en campo. El
experimento pretendio probar la reaccion y tolerancia de Elysia diomedea expuesta a
distintos tipos de dieta, de grupos de algas de linajes distintos, es decir Chlorophyta,
Phaeophyta y Rhodophyta.

Considerando que el tipo de plasto que adquieran las especies de babosas
dependera enteramente de la dieta, se esperaria que las diferencias en los plastos
presentes en las especies de Sacoglossa determinen su actividad fotosintética y
permanencia en el huésped (Handeler et al., 2010; Klochkova et al., 2010).

Varias investigaciones han demostrado las diferencias significativas que
existen entre la longevidad endosimbidtica de los plastos de las clorofitas y de las
cromofitas, en otras especies de Elysia. La evidencia demostré que hay dos factores
principales que controlan estas diferencias, la autonomia de los genes cloroplasticos
y la estabilidad de sus proteinas (Hawes y Cobb, 1980; Rumpho etal., 2000).

El presente estudio demostré una mejor adaptacion de Elysia diomedea a las
algas Padina sp. y Codium sp. pues gran parte de los individuos lograron
recuperarse, sobrevivir mas tiempo y en mejores condiciones que los individuos

control que permanecian en inanicion (Figura2l). Hechos que indican una respuesta
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positiva al tratamiento e incluso podria demostrar que las babosas estuvieron
alimentandose de estas especies de algas.

A pesar de que se ha observado que en ausencia de su huésped, algunos
Sacoglossa pueden variar su dieta natural y ajustarse a una nueva especie de alga,
sobreviviendo eficazmente, en ocasiones la especie no cuenta con reserva
energética suficiente como para sobrevivir en un alga que no es parte de su dieta
natural, hecho que puede terminar en la muerte del animal. La calidad y cantidad de
reservas alimenticias de las babosas, obtenidas por diferentes algas, pueden variar
dependiendo del tipo de alga e influenciar sobre su supervivencia, en especial
mientras aprende a alimentarse de un alga no familiar (Trowbridge, 1991; Trowbridge
y Todd, 2001; Klochkova et al., 2010).

Las babosas alimentadas con el alga Pterocladia sp. sobrevivieron menos
tiempo que las babosas sometidas a las otras dietas, lo que podria indicar que ésta
no es oOptima para criar Elysia diomedea en cautiverio, pues los individuos no
reaccionaron positivamente al tratamiento, esto se refleja por la cantidad de muertes
masivas prematuras registradas, en comparacion con las otras especies de algas.
Este resultado sugiere que probablemente el costo energético para adaptarse a este
nuevo tipo de alga fue demasiado alto.

Existen evidencias de que la pérdida de color de las babosas, causada por
inanicion, puede ser restituida una vez que los individuos son expuestos a una fuente
alimenticia éptima. Un estudio demostré6 como la especie fotosintética Elysia clarki
gue habia sido mantenida en privacion de alimento adquiri6 una coloracion
amarillenta, sin embargo, 30 dias después de ser alimentada constantemente con el

alga Penicillus capitatus recuperd su coloracion verdosa, comprobando asi que la
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babosa incorporé nuevamente cloroplastos dentro de su diverticulo digestivo (Curtis,
2006).

Por otro lado, la Unica especie de alga sobre la que se registraron puestas de
huevos durante el periodo de observacion fue Codium sp. (Figura 30 B), lo cual
podria denotar cierta preferencia por esta especie de alga. La cantidad de puestas
registradas sobre las distintas especies de algas podria servir como indicador de
seleccion de dieta en base a la ventaja ecolégica o adaptativa que esta le puede
brindar.

Estudios comparativos en larvas y adultos de la especie congénera Elysia
clarki, demostraron que las larvas recién eclosionadas se alimentan de algas
diferentes a las que consumen los adultos (Curtis et al., 2007). Este fendmeno podria
estar ocurriendo también en Elysia diomedea, lo que explicaria que las babosas
colocaran sus huevos Unicamente sobre el alga Codium sp., a pesar de responder
positivamente también al tratamiento con Padina sp.

Se ha determinado que un tipo diferente de dieta puede conducir a una
variacion en los colores de las babosas, asi como de sus puestas, lo cual puede
darnos pistas acerca del alga de la que esta alimentandose (Trowbridge y Todd,
2001). No obstante, en el presente experimento no se registraron cambios evidentes
en la coloracién, tanto de los individuos como de sus puestas, que denoten algun tipo
de preferencia alimenticia.

Por otro lado, el experimento permitié registrar un dato interesante sobre
supervivencia en inanicion, ya que los individuos empleados como control que

permanecieron aislados de una fuente de alimentacién, lograron sobrevivir hasta
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61dias. Este dato supera al registro obtenido en el experimento anterior, donde se
reportd un tiempo maximo de supervivencia de 53 dias.

Si bien los resultados obtenidos no permiten determinar con exactitud la dieta
natural de Elysia diomedea, sugieren que estas babosas pueden alimentarse de
especies de algas de grupos filogenéticos distintos e incluso secuestrar sus plastos,
recuperando su pigmentacion y probablemente su actividad fotosintética.

Este estudio demuestra una adaptacién alimenticia de Elysia diomedea a las
especies de algas Codium sp. y Padina sp.; no obstante, para aseverar que alguna o
ambas especies forman parte de la dieta natural y son la fuente de los plastos
simbiontes de E. diomedea se requieren estudios moleculares, bioquimicos o de
microscopia que sustenten este postulado.

Por lo pronto, esta investigacion sirve de aporte cientifico al determinar que E.
diomedea reacciona favorablemente a tratamientos de alimentacion en cautiverio
tanto con la especie Codium sp. como Padina sp. y por lo tanto, son sujetos de
experimentacion interesantes para descubrir los procesos adaptativos de estas

babosas y su dieta.

6.5 PREFERENCIA ALIMENTICIA DE Elysia diomedea

El experimento fue realizado para comprobar la preferencia de sustrato de
Elysia diomedea en base a pequefios muestreos en los cuales se registro el tiempo
de permanencia de los individuos sobre un alga seleccionada, entre un grupo de
cuatro especies distintas. La preferencia de sustrato brindar4d ademas un indicio de
cuél podria ser la dieta natural o preferida por los adultos de E. diomedea en

cautiverio.
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Durante el desarrollo del experimento se aplicaron criterios empleados en
estudios similares, en los cuales se demostré exitosamente que el numero de
individuos que se acerquen 0 se registren sobre un alga determinada, constituye un
indice de preferencia (Trowbridge, 1991; Middlebrooks, 2011).

Se evidencié que las horas de mayor actividad de E. diomedea fueron durante
los momentos de mayor irradiacion solar, es decir en la mafiana, medio dia y en
horas tempranas de la tarde (Tabla 9).

Estos resultadospueden estar relacionados al aprovechamiento maximo de la
disponibilidad de luz, ya sea para encontrar su alimento o para ejecutar sus
funciones fotosintéticas, como ya ha sido demostrado en estudios de fototaxia y
ritmos circadianos en otros miembros de los sacoglosos (Weaver y Clark, 1981;
Schmitt y Wagele, 2011).

Los resultados de este experimento, combinados con aquellos obtenidos a
partir del calculo de supervivencia frente a distintos tipos de algas, demostraron un
componente trofico implicado en la seleccion del alga, pues las dos especies
registradas como preferidas, Padina sp. y Codium sp. (Tabla 8), son a su vez las que
mejor funcionaron en el experimento de supervivencia descrito anteriormente en este
documento.

El alga que se encontré6 en mayor abundancia en el habitat de E. diomedea
fue Ulva sp. Sin embargo, la diferencia en la proporcién de su presencia en el habitat
versus las otras especies probadas, no constituye un factor relevante que sugiera la
preferencia alimenticia de Elysia diomedea. Se ha comprobado en algunos estudios
de relaciones de dieta-predador en invertebrados, que no siempre el alga mas comun

en el habitat natural es la que forma parte de la dieta preferida, incluso en ocasiones
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se ha visto que el alga mas importante en la alimentacion de las babosas es la que
se encuentra con menos frecuencia o en menor proporcion (Carefoot, 1980).Al
respecto es importante considerar también el hecho de que en ambiente natural, las
olas del mar juegan un rol muy importante en la identificacion de las algas sobre las
gue son observadas las babosas en campo, ya que la fuerza de éstas en muchas
ocasiones desplaza a los individuos hacia diferentes sustratos.

A pesar de que en el campo las babosas han sido observadas en varias
ocasiones sobre la especie Ulva sp., incluso en localidades distintas a Salinas, los
registros de permanencia de los individuos sobre esta alga fueron bajos en
comparacion con las especies predominantes Padina sp. y Codium sp. (Figura 22), lo
gue indica que si bien Ulva sp. es una especie que evidentemente alberga
invertebrados como E. diomedea, no es la preferida en cautiverio cuando es ofrecida
como alternativa alimenticia junto con Codium sp. y Padina sp.

Generalmente los Sacoglossa despliegan una homocromia nutricional que
esta relacionada al tipo de plastos que ingieren (Jensen, 1997) los cuales ademas le
conceden a la babosa la oportunidad de poder camuflarse o mimetizarse en su
medio (Marin y Ros, 2004). Bajo este criterio es correcto suponer que E. diomedea
se alimenta de un alga verde (Chlorophyceae). Estudios experimentales de
preferencia alimenticia en los cuales se analizan también genes y pigmentos de los
plastos secuestrados, han determinado que una de las especies preferidas
comunmente por los Sacoglossa es Codium fragile (Jensen, 1989; Handeler et al.,
2010).

Observaciones realizadas de E. diomedea en cautiverio en el afio 1973,

determinaron que estos individuos pueden alimentarse del alga Padina sp. e incluso
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es una de las especies preferidas al ser colocada junto con algas de otro género
(Bertsch y Smith, 1973), tal como se evidenci6 en el presente estudio.

Por otro lado, se registraron muy pocos acercamientos y periodos de
permanencia sobre el alga roja Pterocladia sp., este dato es congruente con el
experimento de supervivencia frente a distintos tipos de dieta, en el cual se evidenci6
un mayor indice de mortalidad en los individuos alimentados con esta especie.

Durante afos se ha tratado de esclarecer el misterio de la preferencia
alimenticia de los Sacoglossa sobre una o varias especies de algas, la mayoria de
estudios sobre el tema coinciden en que uno de los factores mas importantes que
gobierna la seleccion de una dieta determinada, es su valor nutricional (Carefoot,
1980).

Estudios nutricionales en las especies Ulva lactuta y Pterocladia capillacea
demostraron que esta Ultima posee un valor relativamente mayor de proteinas,
cenizas y fibra, pero menor de carbohidratos y calorias en comparacién con Ulva sp.
Ademas, ambas especies poseen casi la misma cantidad de contenido de lipidos y
aminoacidos (Wassef, 2005; Waseff et al., 2005).

Otra investigacion encontré que la especie Ulva lactuta posee un mayor
porcentaje de proteinas y calorias que la especie Codium fragile. Mientras que, esta
Gltima presente mayor cantidad de lipidos y cenizas (Ortiz, 2011).

Por otro lado, un estudio comparativo de las algas marinas de Baja California
en México, determind diferencias en los valores nutricionales de las algas Ulva spp. y
Padina durvillaei, dentro de las cuales destaca la significativamente mayor proporcion

de Mg y Zn presente en Ulva spp., mientras que, el alga P. durvillaei contiene un
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mayor valor nutricional de Fe y K, siendo muy parecidos los valores de Ca, P, Nay
Cu presentes en ambas especies (Carrillo, 2002).

Ademas, un importante hallazgo en cuanto al potencial nutricional del alga
Padina pavonica determiné que estas algas presentaban propiedades que permitian
mejorar la fijacion del calcio en los tejidos biolégicos, particularmente en mamiferos,
moluscos y artrépodos (Gutiérrez, 2004).

De acuerdo a la literatura, todas las especies de algas probadas poseen un
valor nutricional importante y similar en muchos aspectos, por lo que resulta dificil
afirmar en esta investigacion que un alga fue seleccionada como alimento debido a
su valor nutricional.

Otro postulado dice que dadas las caracteristicas alimenticias suctoriales, el
reconocimiento del alimento y su seleccion, en las especies de Sacoglossa, estan
controlados por la combinacion de varios factores, de los cuales la estructura y tipo
de plastos de la planta aparentemente son los mas importantes (Gianguzza et al.,
2002).

Se ha visto que solo cierto tipo de plastos son retenidos como simbiontes y
generalmente los plastos de algas Siphonales, como Codium sp., son mas
resistentes a tratamientos que destruyen otros plastos (Clark et al., 1981; Grant y
Borowitzca, 1984). Este criterio podria explicar la preferencia de E. diomedea por la
especie Codium sp. y las evidencias microscopicas de su forrajeo (Figura 31A).

El tipo de forrajeo que se observa en Sacoglossa es peculiar y eso permite
identificar si un alga ha sido consumida o no. Por lo general, las babosas extraen de
la corteza del alga su protoplasma rico en plastos, con la ayuda de la radula, que es

una estructura especializa similar a un estilete, a manera de diente (Clark, 1992).
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Un estudio donde se probo la alimentacion de Placida dendritica (Sacoglossa)
sobre la especie Codium sp., empleada también en el presente experimento,
identificé el consumo del alga a partir de variaciones morfoldgicas, que incluian
cambios en la coloracién y textura del tejido del alga, pasando de una apariencia
inicial color verde oscuro y consistencia firme, a un verde palido con textura blanda
(Trowbridge, 1992).

Si bien en este estudio no se han empleado técnicas o andlisis que detecten la
especie de alga contenida en el organismo de las babosas, existen varios
indicadores cualitativos que sugieren que E. diomedea estuvo alimentandose de la
mayoria de las especies de algas que fueron parte del experimento.

Dentro de los indicadores mencionados podemos citar:

1. Antecedentes, estudios similares de registros de acercamiento y
permanencia para analisis de preferencia alimenticia, indicaron la coincidencia entre
las especies mas frecuentadas y las especies establecidas como parte de la dieta en
base a la identificacion de plastos y restos fecales (Trowbridge, 1991; Gianguzza et
al., 2002).

2. Cambios morfoldgicos, se ha comprobado que cuando los individuos se
mantienen sin alimentarse, se evidencian una serie de cambios manifestados
principalmente por una pérdida de pigmentacion; en el caso de los individuos
estudiados, no se detectaron variaciones en la coloracion durante el periodo de
prueba.

3. Movimiento alimenticio, previamente se ha descrito a detalle el movimiento
realizado por los Sacoglossa para alimentarse, los cuales incluyen raspar, perforar y

succionar el contenido del alga (Jensen, 1981; Jensen, 1989). Los individuos
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estudiados registraron en varias ocasiones movimientos similares a los descritos,
sobre las algas probadas, a excepcion del alga roja Pterocladia sp.

4. Andlisis de microscopia, al comparar las algas frescas, recién colectadas,
con las sometidas a experimentacion, se observaron signos de forrajeo en las tres
especies, Ulva sp., Padina sp. y Codium sp. (Figura 31).

Los resultados indican que E. diomedea no es una especie que prefiere un
alga especifica, es decir que no tiene una dieta especializada, sino que puede
seleccionar al mismo tiempo especies que difieren ampliamente en sus
caracteristicas y los tipos de plastos que la componen, alimentandose incluso de
grupos filogenéticos distintos; esta observacion es congruente con lo postulado en
otros estudios anteriores que mencionan la relativamente baja especificidad de dieta
gue presenta la familia Elysiidae dentro del grupo de los opistobranquios (Jensen,
1980; Thompson y Jarman, 1989).

La plasticidad o capacidad de variar la seleccion de una dieta determinada ya
ha sido reportada en algunos miembros de los Sacoglossa. Una investigacion
reciente, realizada en seis especies de este grupo y 37 especies de algas, determino
gue si bien las babosas pudieron alimentarse de distintos tipos de algas después de
haber sido sometidas a periodos largos de inanicion, al ofrecerles varias opciones de
dieta se evidenciaron dos sucesos; a) los individuos se alimentaban de una especie
de alga a la vez, es decir, no se encontr6 mas de un tipo de plasto en los analisis
celulares, b) en todas las ocasiones las babosas preferian una especie de alga

determinada (Klochkova et al., 2010).
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Estudios complementarios sobre el tema mencionan que la variacion en la
preferencia de mas de una dieta en algunas especies esta ligada a la oportunidad de
explorar nuevas especies de algas (Cimino y Ghiselin, 1998; Marin y Ros, 2004).

Como ya se mencioné anteriormente, se ha sugerido que el alga parda Padina
sp. podria ser parte de la dieta de E. diomedea, el motivo de la alimentacién peculiar
de esta babosa en una especie de alga parda podria estar relacionado con la ventaja
ecologica que le proporcionen los compuestos quimicos adquiridos.

Dentro del grupo de los elisidos existen varias especies que, al carecer de una
concha protectora, secretan sustancias quimicas tomadas de las algas de las que se
alimentan y utilizadas como defensa frente a sus predadores. En el caso de Elysia
diomedea se ha identificado que esta especie no solo extrae las sustancias quimicas
de su dieta sino que también sintetiza nuevas sustancias repelentes, conocidas como
elysiapironas, las cuales representan una ventaja adaptativa adicional de esta
especie, pues se ha comprobado que le brindan una proteccion a los plastos
simbiontes para aliviar los posibles dafios inducidos por la luz. (Cueto et al., 2005;
Diaz-Marrero et al., 2008). Se cree que este ventaja adaptativa fue desarrollada por
E. diomedea como una respuesta a las presiones luminicas de su ambiente, pues se
conoce que esta especie habita en zonas intermareales donde, si bien la luz es
atenuada con el efecto del agua, hay una penetrancia significativa de los rayos
ultravioletas tanto en periodos de marea baja como de pleamar (Ireland y Scheur,
1979).

Se ha evidenciado la presencia de metabolitos secundarios no-polares en
Padina sp. que aparentemente le sirven para ahuyentar a sus predadores. Un

estudio empleé varias especies de algas para probar su susceptibilidad ante distintos
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herbivoros predadores, los resultados indicaron que Padina sp. fue una de las dos
especies que los animales evitaban ingerir, al analizar la composicion de esta alga se
determind que esta especie posee una defensa quimica y que su éxito depende del
tipo de predador, siendo més susceptibles a unos herbivoros que a otros (Steinberg y
Paul, 1990).

Otra de las especies que fue aparentemente consumida por E. diomedea,
aunque en mucha menor proporcion considerando el tiempo de permanencia, fue
Ulva sp. Esta especie es muy comun en el habitat de la mayoria de Sacoglossa y
existe la posibilidad de que haya sido considerada como una especie adicional a su
dieta, pues representa una fuente rica en nutrientes y en cloroplastos. El
planteamiento de esta hipotesis no esta muy alejado de la evidencia circunstancial,
pues existen reportes previos de especies de Sacoglossa simbiontes que se
alimentan del alga Ulva sp. (Jensen, 1993b; Handeler y Wagele, 2007).

El presente estudio permite conocer mas acerca de la composicion y
preferencia de dieta de las babosas en cautiverio; no obstante, para determinar la
dieta natural se deben realizar investigaciones exhaustivas que contemplen varios
factores no evaluados en condiciones experimentales, por ejemplo la estacionalidad.
En la costa de nuestro pais existen temporadas del afio en las que se registra mayor
abundancia de un alga u otra, ademas se ha establecido que existen grandes
diferencias en la composicion quimica de las algas, la cual estd estrechamente
relacionada con las estaciones, hecho que podria determinar que un organismo no
especialista cambie su preferencia de alimento, priorizando el alga que le brinde

mayor valor nutricional en ese momento del afio (Carefoot, 1980).
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Finalmente, en términos practicos, es muy importante develar la dieta natural
u optima de las especies de Sacoglossa simbidticas, como es el caso de E.
diomedea, en primer lugar como aporte al esclarecimiento de una variedad de
procesos evolutivos implicados y en segundo lugar por el potencial biomédico que se
ha comprobado que tienen las sustancias quimicas que producen estos individuos
(Koreeda y Akagi, 1980; Ireland y Faulkner, 1981; Cimino y Ghiselin, 1998; Davies-

Coleman y Garson, 1998; Nuijen et al., 2001; Cueto et al., 2005).

6.6 BIOLOGIA REPRODUCTIVA DE Elysia diomedea

Durante el presente estudio se tomaron registros de los huevos colocados en
cautiverio. Se describieron las caracteristicas de las puestas, su ubicacion y la fecha
en la que fueron colocadas.

Los experimentos que se desarrollaron a lo largo de esta investigacion no
fueron disefiados ni se enfocaron en analizar los factores necesarios para propiciar la
eclosion de las larvas y posteriormente su metamorfosis. Hasta la actualidad no se
han publicado trabajos que describan los requisitos para criar Elysia diomedea en
cautiverio, pero se presume, por resultados observados en especies de la misma
familia, que generalmente las larvas eclosionan 6—8 dias después de que ha sido
colocada la puesta (Trowbridge, 2002). Ademas, se ha observado que las larvas en
la mayoria de Sacoglossa son de tipo veligero y que se alimentan de plancton
(Trowbridge, 2002).

Las puestas en Sacoglossa comunmente se distinguen por ser masas
gelatinosas espirales; estas caracteristicas han sido descritas previamente para la

especie E. diomedea y fueron constatadas a su vez en esta investigacion (Bertsch y
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Smith, 1973). El tamafio de las puestas observadas regularmente era de un diametro
de 1-3 cm (Figura 2).

De acuerdo a lo observado, el proceso de puesta tiene una duracion de entre
3y 4 horas, durante este tiempo los huevos salen del gonoporo, ubicado en la parte
derecha de la cabeza, a manera de delgados hilos blanquecinos y son colocados
sobre la superficie mediante lentos movimientos circulares (Figura 32).

En el caso de Elysia diomedea los registros determinaron que las larvas
eclosionan generalmente a los 6 dias de colocados los huevos. Sin embargo,
también se observaron eclosiones al 4to y 5to dia pero en mucha menor proporcion
(Tabla 10). Las larvas pudieron observarse como pequefios organismos nadadores
libres blanquecinos, no obstante, no se realizaron observaciones mas detalladas
sobre la anatomia y estructura de las mismas.

No se presencid ningun evento de metamorfosis de las larvas durante la
investigacion, esto puede deberse a que los experimentos fueron efectuados con
agua de mar natural filtrada, por lo que es muy improbable que existiese fitoplancton
presente y por lo tanto, no se pudieron abastecer las necesidades basicas para que
las larvas se desarrollen y alcancen un estado competente para su metamorfosis.

Se ha reportado en otros miembros de la familia Elysiidae que existe una
muerte masiva de los individuos adultos poco tiempo después del periodo de
puestas, en ocasiones dependiente de la estacion del afio; inclusive algunas
investigaciones proponen que esta muerte puede ser gatillada por la expresion de un
retrovirus (Pierce et al., 1999; Rumpho et al., 2000).

Un estudio realizado en Espafia sobre la especie congénera Elysia timida

identifico variaciones en su desarrollo larvario, relacionadas a la época del afio. Esta
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informacion permite suponer que es posible que el ciclo de vida en Elysia diomedea
también esté muy ligado a la estacionalidad; no obstante, este fendmeno resulta méas
evidente en localidades donde las estaciones son mas marcadas (Marin y Ros,
1993).

En la costa del Ecuador se reconocen dos temporadas distintas en el afio que
podrian considerarse estaciones; 1. la época seca o no lluviosa que comprende los
meses de Mayo a Noviembre-Diciembre, en la cual hay influencia de aguas frias
provenientes de la corriente fria de Humboldt, que vienen desde el sur del pais y la
temperatura superficial del mar puede variar entre los 21°C a 25°C aproximadamente
y 2. la época lluviosa que puede iniciarse a fines de Diciembre hasta Abril, la
temperatura superficial del mar puede variar entre los 25°C a 28°C aproximadamente
gracias a la llegada de aguas calidas provenientes del norte (Cruz, 2009).

El registro de las fechas en las que fueron colocadas las capsulas con los
embriones permiti6 analizar aquellas temporadas donde hubo mas actividad
reproductiva, es decir mayor numero de puestas; posteriormente, esta informacion
fue empleada para detectar posibles sucesos de estacionalidad para el proceso de
reproduccion en Elysia diomedea.

Los meses en los que se reporté mayor abundancia de puestas en cautiverio
fueron julio, agosto y marzo. En estos meses, se observo un promedio de 7 puestas
por mes, mismas que eran colocadas durante aproximadamente cuatro dias
consecutivos en un solo mes (Figura 26).

Se detectaron fechas dénde se hizo necesario incrementar el esfuerzo de

muestreo debido a la menor abundancia de individuos adultos en el campo y épocas
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en las que se observd un gran numero de individuos juveniles (1-2 cm) (Tabla 11).En
ninguna de las ocasiones se encontraron puestas en ambiente natural.

Los individuos juveniles no fueron colectados para los fines de esta
investigacion; no obstante, los meses donde se divisaron ocasionalmente en el
campo varios individuos juveniles fueron principalmente junio, julio y en menor
proporcion agosto, que son a su vez los meses donde se evidencia un decrecimiento
sustancial de la temperatura del aire en la zona costera de Salinas, segun
mediciones efectuadas por el Instituto Oceanografico de la Armada (INOCAR)
durante los afios 2005 y 2006 en la Peninsula de Santa Elena, especificamente en el
area de La Libertad (Hernandez, 2005-2006).

Es interesante la coincidencia de estos meses con los reportados como los de
mas alto nivel reproductivo en cautiverio, julio y agosto. Lamentablemente se
requieren estudios mas especificos para determinar si existe una estacionalidad
reproductiva en Elysia diomedea de la costa del Ecuador.

Cabe recalcar que dentro de los apuntes ecolégicos de las colectas consta
gue en aquellas realizadas, tanto en junio como agosto, se registré gran abundancia
del alga roja filamentosa Pterocladia sp., siendo ésta la predominante del habitat en
dichas temporadas.

Considerando la estrecha relacién que existe entre los Sacoglossa y las algas
gue forman parte de su dieta, es importante contemplar factores como la presencia
del recurso alimenticio éptimo y su abundancia de acuerdo a la temporada del afio.
Esta informacion junto con datos complementarios de reproduccién y muestreos
controlados de individuos juveniles, adultos y puestas permitiran determinar si existe

estacionalidad en E. diomedea.



71

Por el momento, este estudio pretende dar indicios de temporadas del afio
especificas de abundancia de juveniles y adultos de E. diomedea que puedan servir
de base para investigaciones mas exhaustivas sobre el ciclo biolégico de esta
especie en ambiente natural.

Por otro lado, la mayoria de estudios sobre el ciclo de vida de los Sacoglossa
y otros opistobranquios reportan que el periodo larvario es largo, con una duracion
de varias semanas. Ademas, en experimentos realizados en laboratorio se ha
evidenciado como la metamorfosis de las larvas en juveniles se ve inducida y
depende de la presencia del recurso alimenticio necesario (Trowbridge, 2002;
Hubbard, 1988). No obstante, un estudio mas reciente en Elysia clarki determiné que
la dieta de la que se alimentan las larvas, es distinta a la de las babosas adultas
(Curtis et al., 2007).

En laboratorio se reportaron un total de 19 puestas sobre algas durante los
periodos de experimentacion(aproximadamente 17 meses), de las cuales 9 (47,37%)
fueron colocadas sobre Padina sp., 7 (36,84%) sobre Codium sp., 2 (10,53%) sobre
Ulva sp. y 1 (5,26%) sobre Pterocladia sp. Estos datos sugieren que Elysia diomedea
en presencia de varias algas exhibe una preferencia de sustrato para colocar sus
huevos (Figura 25).

A estos resultados debe afiadirse que todas las puestas registradas sobre
Codium sp. fueron colocadas en experimentos en los que sélo se les ofrecié esta
especie como alimento,contrario a lo que sucede en el caso de Padina sp., sobre la
cudl los individuos colocaron los huevos Unicamente en los experimentos que se les
ofrecio varias alternativas de dieta. Curiosamente, hubo ausencia de puestas en los

acuarios que solo contenian Padina sp.
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Todas las puestas en Codium sp. fueron colocadas de forma masiva en dos
dias consecutivos, al parecer como una medida emergente ante las condiciones de
estrés, pues pocos dias después los individuos empezaron a morir.

Los resultados sugieren que la preferencia de sustrato de algunos de los
individuos por el alga Padina sp. puede estar estimulando de alguna manera la
selectividad del resto de individuos.

Estudios experimentales previos donde se mantuvo a E. diomedea en un
acuario junto con algas del género Padina sp. y Spyridia filamentosa, reportaron que
a pesar de que los individuos fueron expuestos a dos especies distintas de algas, E.
diomedea coloco sus huevos unicamente sobre el alga Padina sp. (Bertsch y Smith,
1973).

Otro fendbmeno que se observo en el experimento realizado porBertsch y
Smith (1973) fue que las babosas colocaron frecuentemente sus puestas sobre el
vidrio de los acuarios, hecho que también se evidencié durante el desarrollo del
presente estudio, incluso fue mas comun ver puestas en las paredes laterales de los
acuarios que sobre un alga o roca determinada, por supuesto este fenOmeno era
mas evidente en individuos sometidos a periodos de inanicion. Estos resultados
podrian sugerir que las babosas prefieren un sustrato liso para colocar sus huevos, lo
cual podria representarles un menor esfuerzo durante el movimiento de puesta, y por

lo tanto, un menor gasto energético.
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7. CONCLUSIONES

La presente investigacion demostré experimentalmente que Elysia diomedea
se desarrolla de la misma manera tanto en condiciones de luz natural como en
condiciones de luz artificial fluorescente, siempre que se regule su nivel de
irradiacién directa. Por lo tanto, se considera adecuado el empleo de luz fluorescente
para estudios experimentales en laboratorio con la especie fotosintética E. diomedea.

De acuerdo a los resultados obtenidos se concluye que Elysia diomedea
puede sobrevivir hasta ocho semanas sin contar con una fuente de alimento,
coincidiendo asi con el postulado de Robert Trench y colaboradores (1969), que
afirma que E. diomedea es una especie simbiotica con un tipo de retencién funcional
fotosintética de largo plazo.

Las algas Codium sp. y Padina sp. probaron ser dietas eficientes, pues al ser
ofrecidas como alimento luego de un largo periodo de inanicion, las babosas fueron
recuperando progresivamente su coloracion original, hecho que podria implicar un
secuestro y renovacion de plastos por parte de la babosa; no obstante, para
confirmar este supuesto seria necesario desarrollar analisis complementarios mas
especificos, sean estos citologicos, bioquimicos, moleculares, entre otros.

Las evidencias no permitieron aseverar cual podria ser el alga preferida como
alimento por E. diomedea pero si demuestran que, en cautiverio, esta especie no es
especialista sino que puede optar por mas de una alternativa alimenticia, al ser
ofrecidas simultaneamente. Los resultados obtenidos sugieren que estas babosas
pueden alimentarse de especies de algas de grupos filogenéticos distintos e incluso

secuestrar sus plastos, recuperando su pigmentacion y probablemente su actividad



74

fotosintética. Las algas que fueron consumidas por las babosas durante esta
investigacion fueron Padina sp., Codium sp. y Ulva sp.

Durante la investigacion se determiné ademas, que el tiempo promedio que
tarda una larva de Elysia diomedea en eclosionar de su huevo es de 6 dias. El
ndamero de ovoposiciones mensuales en la mayoria de los meses es de 1 a 3, a
excepciéon de los meses de alto indice de ovopisiciones (marzo, julio y agosto),
donde se han observado hasta 8 puestas por mes.

No se identificaron factores externos que interfirieran con los resultados
obtenidos durante la investigacion, por lo que se concluye que los parametros
experimentales fueron controlados adecuadamente.

Existen registros tanto en Ecuador como en otras partes del mundo de que
hay un declinamiento en las poblaciones de Sacoglossa de las zonas intermareales y
submareales, principalmente provocadas por contaminacion y destruccion del habitat
(Clark, 1994; Teranet. al., 2004). Conocer un poco mas sobre los requerimientos
biologicos y el comportamiento en Elysia diomedea nos permitira identificar su rol
ecolégico como parte importante de los ecosistemas marinos intermareales y nos
dara las pautas para crear estrategias de conservacion, no sélo para esta especie

sino para su hbitat.
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Figura 1. Anatomia externa de Elysia diomedea. Ri. Rindforos, Oj. Ojos, Pe.

Pericaridum, Pr. Propodium, PI. Plastos, Pi. Pigmentos iridiscentes, Va. Vasos. Ra.

Réadula. A. Vista dorsal. B. Vista anterior (cabeza). C. Vista ventral.
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Figura 2. Puesta de Elysia diomedea. Puesta de Elysia diomedea conteniendo
embriones empaquetados en capsulas. Aproximadamente 2cm de diametro. Pu.

Puesta. Ca. Capsulas con embriones.
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Figura 3. Especies de algas probadas durante la investigacion. A. Codium
fragile (Guiry, 2010). B. Ulva lactuta (Guiry, 2010). C. Padina sp.D. Pterocladia sp.
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Figura 4. Caracteristicas del area de estudio. Localidad 1: Salinas. A. Vista de
la playa rocosa en horas de marea baja. B. Pozas intermareales con variedad de

algas e invertebrados. C. Anémonas. D. Algas y erizos de mar.
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Figura 5. Caracteristicas del area de estudio. Localidad 2: Tongorachi. A.

Vista de la playa rocosa en horas de marea baja. B. Pozas arenosas

intermareales. C Pozas rocosas intermareales.
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Figura 6. Método de coleccion y transporte de babosas marinas. Recipientes
plasticos con agua de mar natural, individuos de Elysia diomedea y algas

extraidas del habitat.
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Figura 7. Métodos de coleccidén y transporte de algas marinas. A. Técnica de
raspado, B. Transporte de algas en fundas plasticas herméticas.
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* Elysia diomedea

Figura 8. Disefio experimental empleado para evaluar el comportamiento y
supervivencia de Elysia diomedea bajo distintas condiciones de luz. En la
parte superior consta el diagrama de las peceras A y B expuestas a iluminacion
natural, donde se incluyeron 5 sujetos experimentales en cada una. En la parte
inferior constan las tres peceras A, B y C expuestas a luz artificial fluorescente

gue incluyeron 5, 18 y 3 individuos, respectivamente.
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* Elysia diomedea

Figura 9. Disefio experimental para evaluar el comportamiento y
supervivencia de Elysia diomedea bajo luz artificial. Se emplearon en el
experimento 22 individuos de Elysia diomedea, mantenidos en un solo acuario,

bajo luz fluorescente.
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* Elysia diomedea

Figura 10. Disefio experimental empleado para evaluar la supervivencia de

Elysia diomedea en condiciones de inanicion. El diagrama representa los tres
acuarios empleados, con 30 individuos de Elysia diomedea cada uno, probados

bajo luz artificial fluorescente.
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Figura 11. Disefio experimental empleado para evaluar la supervivencia de
Elysia diomedea bajo distintos tipos de dieta. A. Al inicio del experimento se
colocaron 70 individuos en dos acuarios y fueron mantenidos durante 40 dias sin
alimento. B. En la segunda fase del experimento se distribuyeron los individuos en
cuatro acuarios distintos a) 20 individuos con alga verde Codium fragile, b) 20
individuos con alga parda Padina sp., ¢) 20 individuos con alga roja Pterocladia

sp. y d) 10 individuos sin dotacion de algas.
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* E.diomedea individuo grande

* E.diomedea individuo mediano

. Codium fragile
O Ulva lactuta

Padina sp.

. Pterocladia sp.

Figura 12. Disefo experimental para el ensayo de preferencia alimenticia en
Elysia diomedea. Se emplearon tres acuarios conteniendo seis individuos cada
uno. Cada acuario se dividio en tres secciones por medio de una malla firme que
permitia el paso del agua, mas no de los animales. Las secciones centrales de
cada acuario contenian dos individuos, diferenciados por su tamafio en grande (~
8cm) y mediano(~6¢cm), en inanicion. En cada una de las dos secciones restantes
de los acuarios, se colocaron cuatro especies de algas distintas (Codium fragile,
Ulva lactuta, Padina sp., Pterocladia sp.), para ser probadas con dos individuos,
también distinguidos por su tamafio (grande y mediano).
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FUNCIONES DE SUPERVIVENCIA
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Figura 13. Curva de supervivencia de Kaplan-Meier estimada para los
individuos de Elysia diomedea sometidos a experimentacion con distintos
tratamientos de luz. (L. N.) Luz natural, (L. A.) Luz artificial. La supervivencia
acumulada expresa la proporcion de individuos para los que no ha tenido lugar el

evento de muerte en el tiempo (dias).
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PORCENTAJE DE MUERTES POR FECHA

74%
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B UZ ARTIFICIAL ®LUZ NATURAL

Figura 14. Porcentaje de muertes registradas durante el experimento de

supervivencia de Elysia diomedea frente a distintos tipos de luz.

Sept=Septiembre, Oct=0Octubre.
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Figura 15. Variaciones de tamafio observadas durante experimentos con
Elysia diomedea expuesta a luz artificial y provista de algas. A. Tamafio
original de los individuos recién colectados (~7cm). B. Reduccion de tamafio de
un individuo (~4cm) luego de ser sometido a experimentacion en cautiverio. El
color y textura del individuo se mantienen en buen estado mientras su tamafio se

reduce.
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FUNCIONES DE SUPERVIVENCIA
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Figura 16. Curva de supervivencia de Kaplan-Meier estimada para los
individuos de Elysia diomedea sometidos a experimentacion con luz
artificial en los afios 2009 y 2005. Ao 2009: localidad de Salinas. Ao 2005:
localidad de Tongorachi. La cruz (+) representa el evento en el tiempo en el que
los datos fueron censurados. (2005) Datos registrados durante el experimento del
afio 2005. (2009) Datos registrados durante el experimento realizado en el afio
20009.
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PORCENTAJE DE MUERTES REGISTRADAS POR ANO
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Figura 17. Porcentaje de muertes registradas durante los experimentos de
supervivencia de Elysia diomedea en condiciondes de luz artificial,

efectuados en los afos 2005 y 2009. Sept: Septiembre, Oct: Octubre.
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Figura 18. Diagrama de supervivencia de individuos de Elysia diomedea bajo

condiciones de inanicion. Para el experimento se emplearon tres acuarios (A, B
y C). Eje X: Numero de semanas transcurridas durante el experimento. Eje Y:

NUmero de individuos sobrevivientes.
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Figura 19. Elysia diomedea luego de haber sido sometida varias semanas a
condiciones de inanicion. Luego de que la babosa ha estado privada de una
fuente de alimento, se hace evidente su pérdida de pigmentacion y posterior
reduccion de tamafio (1,5 cm) entre la cuarta y sexta semana de experimentacion.
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FUNCIONES DE SUPERVIVENCIA
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Figura 20. Curva de supervivencia de Kaplan Meier estimada para los
individuos de Elysia diomedea alimentada con tres especies distintas de
algas. Las cruces (+) representan los datos censurados para cada especie de

alga probada. 1. Padina sp. (Pa.), 2. Codium fragile (C.), 3. Pterocladia sp. (Pt.).
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Figura 21. Diagrama comparativo del porcentajede supervivencia de Elysia
diomedea sometida a dieta con distintas especies de algas posterior al
periodo de inanicion general (40 dias). Durante 40 dias todos los individuos
(70) fueron mantenidos en un acuario desprovistos de una fuente de alimento.
Posteriormente, fueron separados en cuatro acuarios distintos, 20 individuos en
un acuario con Padina sp., 20 individuos con Codium sp., 20 individuos con
Pterocladia sp. y 10 individuos continuaron en inanicion. Se probo el efecto de la

dieta sobre la supervivencia de los individuos.



Figura 22. Recuperacion progresiva de la pigmentacion de Elysia diomedea.

A. Condiciones normales de pigmentacion de una babosa al momento de la
colecta. B. Babosa mantenida un mes en inanicion. C. Babosa alimentada con
algas dos semanas después del periodo de inanicion.
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m Pterocladia

Figura 23. Porcentajes de tiempo de permanencia del total de individuos de
Elysia diomedea sobre las cuatro especies de algas probadas durante el
experimento de preferencia alimenticia. La figura describe el porcentaje de
tiempo, medido en minutos, que permanecieron los individuos sobre las distintas
especies de algas durante el experimento.



111

300

250 7

150 7

100 )

MEDIAS EN FUNCION DEL TIEMPO

Padina Codium Ulva Prterocladia

ALGAS

Figura 24. Medias estadisticas calculadas para el tiempo de permanencia de
Elysia diomedea sobre cuatro especies de algas. Padina sp. (279,00), Codium
fragile: (201,00), Ulva lactuta (96,00), Pterocladia sp (49,75).
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Figura 25. Porcentaje total de puestas de Elysia diomedea observadas sobre
las especies de algas probadas. La figura representa el porcentaje de puestas
encontradas sobre las distintas especies de algas durante todos los meses

registrados en la investigacion.
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Figura 26. Numero de puestas de Elysia diomedea colocadas por mes
durante los afios de investigacion en cautiverio. Las columnas de color
morado representan los tres meses donde se registr6 un mayor nimero de

puestas.
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Figura 27. Pérdida progresiva de pigmentos iridiscentes turquesa durante
experimentos con Elysia diomedea en inanicion. A. Babosa en condiciones de
inanicién ha perdido casi por completo los pigmentos iridiscentes, B. Babosa

alimentada con algas, presenta pigmentos iridiscentes, Pi. Pigmentos iridiscentes.
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Figura 28. Pérdida de pigmentacion durante experimentos con Elysia
diomedea en condiciones de inanicion. A. Babosa mantenida en privacion de

alimento.B. Babosa alimentada con algas.
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Figura 29. Identificacion y ubicacidon de los puntos ciegos donde se divisan
los plastos que estan distribuidos por toda la estructura corporal de Elysia

diomedea.
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Figura 30. Huevos de Elysia diomedea colocados sobre algas. Las estructuras

espirales blanquecinas dentro de la circunferencia amarilla, representan las
puestas (ovoposiciones). A. Sobre Ulva lactuta, B. Sobre Codium fragile, C. Sobre

Padina sp.
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Figura 31. Evidencias de forrajeo de algas por parte de Elysia diomedea. A.

Codium fragile, B. Padina sp., C. Ulva sp. I: No consumida, II: Consumida
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Figura 32. Proceso de puesta de huevos de Elysia diomedea. G. Gonoporo. C.

Céapsulas empaquetadas conteniendo embriones.
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10. TABLAS
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Tabla 1. Individuos de Elysia diomedea empleados en el experimento de
supervivencia bajo distintas condiciones de luz.

Tipo de luz Acuario No. Individuos Localidad
A 5 Tongorachi
Natural B 5 Tongorachi
A 5 Tongorachi
Artificial B 18 Tongorachi
C 3 Salinas

Las letras representan los acuarios empleados para cada tratamiento, es decir
dos acuarios (A 'y B) para luz natural y tres acuarios (A, By C) para luz artificial.
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Tabla 2. Muertes registradas por fecha de los individuos de Elysia diomedea
expuestos a luz natural y artificial (Continuacion...).

No. PROCEDENCIA PECERA FECHA DE FECHA DE DIAS DE
i SUPERVIVENCIA
INDIVIDUO COLECCION MUERTE
1 Tongorachi A (L.A) 19/08/2005 12/09/2005 24
2 Tongorachi A (L.A) 19/08/2005 18/09/2005 30
3 Tongorachi A (L.A) 19/08/2005 18/09/2005 30
4 Tongorachi A (L.A) 19/08/2005 18/09/2005 30
5 Tongorachi A (L.A) 19/08/2005 18/09/2005 30
6 Tongorachi A (L.A) 19/08/2005 18/09/2005 30
7 Tongorachi A (L.A) 19/08/2005 18/09/2005 30
8 Tongorachi A (L.A) 19/08/2005 18/09/2005 30
9 Tongorachi A (L.A) 19/08/2005 18/09/2005 30
10 Tongorachi A (L.A) 19/08/2005 18/09/2005 30
11 Tongorachi A (L.A) 19/08/2005 18/09/2005 30
12 Tongorachi A (L.A) 19/08/2005 18/09/2005 30
13 Tongorachi A (L.A) 19/08/2005 22/09/20005 34
14 Tongorachi A (L.A) 19/08/2005 22/09/2005 34
15 Tongorachi A (L.A) 19/08/2005 7/10/2005 39
16 Tongorachi A (L.A) 19/08/2005 8/10/2005 40
17 Tongorachi A (L.A) 19/08/2005 8/10/2005 40
18 Tongorachi A (L.A) 19/08/2005 10/10/2005 42
19 Tongorachi B (L.A) 19/08/2005 18/09/2005 50
20 Tongorachi B (L.A) 19/08/2005 18/09/2005 50
21 Tongorachi B (L.A) 19/08/2005 18/09/2005 50
22 Tongorachi B (L.A) 19/08/2005 18/09/2005 50
23 Tongorachi B (L.A) 19/08/2005 8/10/2005 40

(Continua)
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Tabla 2. Muertes registradas por fecha de los individuos de Elysia diomedea
expuestos a luz natural y artificial (Continuacion...).

No.

INDIVIDUO

27

28

29

30

31

32

33

34

35

36

PROCEDENCIA PECERA

Tongorachi

Tongorachi
Tongorachi
Tongorachi
Tongorachi
Tongorachi
Tongorachi
Tongorachi
Tongorachi

Tongorachi

A (L.N)
A (L.N)
A (L.N)
A (L.N)
A (L.N)
B (L.N)
B (L.N)
B (L.N)
B (L.N)

B (L.N)

FECHA DE

COLECCION

19/08/2005

19/08/2005

19/08/2005

19/08/2005

19/08/2005

19/08/2005

19/08/2005

19/08/2005

19/08/2005

19/08/2005

FECHA DE

MUERTE

22/09/2005

22/09/2005

22/09/2005

22/09/2005

22/09/2005

24/09/2005

24/09/2005

7/10/2005

7/10/2005

8/10/2005

DIAS DE
SUPERVIVENCIA

34

34

34

34

34

36

36

39

39

40

(L.A) luz artificial, (L.N) luz natural. Se probaron tres acuarios en luz artificial (A, B
y C) y dos acuarios en luz natural (A y B).
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Tabla 3. Porcentajes de individuos muertos de Elysia diomedea por fecha,
segun el tipo de luz al que fueron expuestos.

FECHADE  TOTAL MUERTES PORCENTAJE DE INDIVIDUOS
MUERTES MUERTOS DE ACUERDO AL TIPO DE
LUZ
L. A L. N.
PRIMERA 0 0 0
SEMANA
(09-2005)
SEGUNDA 1 1 0
SEMANA
(09-2005) 3,03% 4.35%
TERCERA 22 17 5
SEMANA
(09-2005) 66,67% 73.91% 50%
CUARTA 2 0 2
SEMANA
(09-2005) 6,06% 20%
2
PRIMERA 3 1 20%
SEMANA
(10-2005) 9,09% 4.35%
SEGUNDA 5 4 1
SEMANA
(10-2005) 15,15% 17.39% 10%
TOTAL 33 23 10
100% L.A. 100% L.N.

(L.A)) luz artificial, (L.N.) luz natural. El valor resaltado con rojo representa la
temporada en la cual se registré el mayor nUmero de muertes.
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Tabla 4. Registros de muertes de individuos de Elysia diomedea durante el
experimento de supervivencia en condiciones de luz artificial (12h luz/12h
oscuridad), afio 2009.

FECHA DIAS NUMERO DE MUERTES
REGISTRADAS POR DIA

23/08/2009 0 0
08/09/2009 16 1
10/09/2009 18 1
14/09/2009 22 4
18/09/2009 26 1
22/09/2009 30 1
29/09/2009 37 1
07/10/2009 45 5
08/10/2009 46 2
11/10/2009 49 1
15/10/2009 53

Se observa que el tamafio se ha reducido pero el color y
textura siguen en buen estado

DATOS CENSURADOS

TIEMPO DE OBSERVACION TOTAL: 53 dias
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Tabla 5. Porcentajes de muertes de Elysia diomedea registradas durante el
experimento de luz artificial realizado durante el afio 2009.

Numero y porcentaje de muertes por semana

FECHA ACUARIO CON LUZ ARTIFICIAL
Dia 1 0

PRIMERA 0
SEMANA
SEGUNDA (27,27%)
SEMANA
TERCERA (4,55%)
SEMANA

CUARTA (9,1%)
SEMANA

PRIMERA (22,72%)
SEMANA
SEGUNDA (13,63%)
SEMANA

TOTAL (77,27%)

DATOS CENSURADOS
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Tabla 6. Sobrevivientes de Elysia diomedea en condiciones de inanicion.

A B C
SEMANA (Agua natural (Agua natural (Agua natural
filtrada sin algas) filtrada sin algas) filtrada sin algas)

Primera semana 30 30 30
Segunda 30 30 30
semana

Tercera semana 27 29 30

Cuarta semana 24 25 25

Quinta semana 18 13 18

Sexta semana 11 11 14

Séptima semana 4 2 7

Octava semana 0 0 0

A, By C representan los tres acuarios empleados con 30 individuos cada uno.
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Tabla 7. Muertes registradas por fecha durante el experimento de
supervivencia de individuos de Elysia diomedea bajo distintos tipos de
dieta.

NUMERO DE SOBREVIVIENTES

FECHA A B C INANICION
21/06/2007 70
31/07/2007 20 (100%) 20 (100%) 20 (100%) 10 (100%)
03/08/2007 20 (100%) 20 (100%) 20 (100%) 9 (90%)
04/08/2007 16 (80%) 19 (95%) 12 (60%) 5 (50%)
05/08/2007 13 (65%) 19 (95%) 5 (25%) 3 (30%)
11/08/2007 13 (65%) 19 (95%) 5 (25%) 2 (20%)
21/08/2007 13 (65%) 19 (95%) 5 (25%) 0 (0%)

DATOS CENSURADOS

Después de 40 dias los 70 individuos mantenidos en inanicion fueron distribuidos
en cuatro acuarios conteniendo: A. Padina sp., B. Codium sp., C. Pterocladia sp. y

una pecera control en inanicion.
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Tabla 8. Minutos de permanencia delos individuos de Elysia diomedea sobre las cuatro especies de algas probadas
simultdneamente durante el experimento de preferencia alimenticia.

MINUTOS DE PERMANENCIA

ALGA DIA 1 DIA 2 DIA 3 DIA 4 DIA5 DIA 6 DIA7 DIA 8 TOTAL
PADINA 192 365 460 375 435 614 313 634 3388
CODIUM 383 468 415 290 284 241 200 131 2412
ULVA 307 160 180 92 120 19 141 133 1152
PTEROCLADIA 95 93 67 103 64 13 59 63 957
PERMANENCIA

TOTAL 7509
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Tabla 9. Registros de actividad de Elysia diomedea de acuerdo al periodo
del dia.

No. movimientos de cambio de
sustrato/periodo del dia

DIA ACUARIO | I I
1 A 8 7 4
B 5 13 4
C 4 6 4
2 A 5 4 4
B 7 5 4
C 5 4 4
3 A 5 5 4
B 8 6 5
C 4 6 6
4 A 9 4 4
B 10 6 4
C 5 4 4
5 A 6 6 5
B 5 7 4
C 4 4 4
6 A 6 6 5
B 9 5 4
C 8 4 4
7 A 10 5 4
B 14 7 4
C 8 5 4
8 A 4 4 4
B 14 9 4
C 5 6 4
TOTAL 168 138 101

A, By C: Acuarios empleados durante el experimento. I: 8h00-14h00. II: 14h00-
19h00. Ill: 19h00-22h00. El valor escrito en rojo representa el periodo del dia en el
gue se registré mayor actividad.



Tabla 10. Registro de fechas y ubicacion de puestas de Elysia diomedea.
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No. FECHA DE DIAMETRO UBICACION FECHA
PUESTA PUESTA PUESTA PUESTA ECLOSION

1 04/01/06 N.R. Alga (Padina sp.) 10/01/06
2 19/01/06 3,5cm Alga (Padina sp.) N.R.

3 26/01/06 2,8cm Alga (Padina sp.) N.R.

4 12/02/06 N.R. Pared de la pecera N.R.

5 22/02/06 1,0cm Pared de la pecera N.R.

6 02/03/06 2,0 cm Alga (Padina sp.) 08/03/06
7 04/03/06 2,2cm Alga (Padina sp.) 09/03/06
8 11/03/06 1,8cm Alga (Padina sp.) N.R.

9 15/03/06 1,4cm Pared de la pecera N.R.
10 15/03/06 1,5cm Pared de la pecera N.R.
11 19/03/06 2,3cm Pared de la pecera N.R.
12 19/03/06 1,7cm Pared de la pecera N.R.
13 06/09/05 5-8 mm Alga (Codium sp.) 12/09/05
14 24/04/07 N.R. Pared de la pecera 30/04/07
15 30/04/07 N.R. Pared de la pecera 06/05/07
16 12/05/07 N.R. Pared de la pecera 18/05/07
17 04/06/07 2cm Pared de la pecera 09/06/10
18 12/07/07 N.R. Pared de la pecera 16/07/07
19 12/07/07 N.R. Pared de la pecera N.R.
20 14/07/10 N.R. Pared de la pecera N.R.
21 16/07/07 N.R. Pared de la pecera N.R.
22 19/08/07 N.R. Alga (Codium sp.) 25/08/10
23 19/08/07 N.R. Alga (Codium sp.) 25/08/10
24 19/08/07 N.R. Alga (Codium sp.) 24/08/10
25 19/08/07 N.R. Alga (Codium sp.) 25/08/10
26 20/08/07 N.R. Alga (Codium sp.) 26/08/10
27 20/08/07 N.R. Alga (Codium sp.) 26/08/10
28 20/08/07 N.R. Alga (Codium sp.) 25/08/10
29 02/11/07 2cm En una de las rocas 08/11/07
30 07/10/09 2cm Pared de la pecera 11/10/09
31 17/06/10 3cm Pared de la pecera N.R.
32 28/06/10 2cm Pared de la pecera 02/07/10
33 28/06/10 2,2cm Pared de la pecera 04/07/10
34 01/07/10 N.R. Alga (Ulva sp.) N.R.
35 02/07/10 N.R. Alga (Padina sp.) N.R.
36 02/07/10 N.R. Alga (Padina sp.) N.R.
37 03/07/10 N.R. Alga (Pterocladia sp.) N.R.
38 05/07/10 N.R. Pared de la pecera N.R.
39 06/07/10 N.R. Alga (Padina sp.) N.R.
40 06/07/10 N.R. Pared de la pecera N.R.
41 10/07/10 N.R. Pared de la pecera N.R.

N.R. No hay registro.
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Tabla 11. Temporadas altas de avistamientos de crias y adultos de Elysia diomedea en campo.

LOCALIDAD FECHA FECHA No. INDIVIDUOS OBSERVACIONES
DIVISADA MUERTE
Tongorachi 26-27/07/2005 liberadas 1cm, 2cm

Salinas 30/11/05 colectadas Individuos grandes

Salinas 01/02/06 colectadas Individuos grandes Reducida densidad de Ulva sp.
(7-5 cm)

Salinas 01/04/07 liberadas 2(2cmy3cm) El esfuerzo de muestreo fue muy grande y no se encontraron

muchas babosas. Gran cantidad de Ulva sp.
Salinas 20/06/07 liberadas Muchas babosas Proliferacion de alga roja Pterocladia sp. También se
pequefas (1-2 cm) encontraron individuos grandes.

Salinas 08/09/07 No se evidenci6 ningun tipo de alga predominante.

Salinas 22/10/07 colectadas Coleccion durante el Gran esfuerzo de muestreo.
atardecer

Salinas 23/10/07 colectadas Durante la mafiana Esfuerzo de muestreo significativamente menor que el dia

anterior.

Salinas 20/02/08 colectadas Individuos grandes Pocos Individuos gran esfuerzo de muestreo.
(8-6 cm)

Salinas 30/11/08 colectadas Individuos muy grandes  No se observa proliferacion de un alga especifica.

Salinas 15/08/09 colectadas Individuos grandes Poco esfuerzo de muestreo. Proliferacién alga roja filamentosa

abundantes y pequefios  Pterocladia sp. Individuos mas cerca de la orilla de lo usual. Se

también encontraron muchos especimenes sobre el alga roja.

Salinas 23/08/09 colectadas Individuos grandes Més cerca de la orilla que lo usual. Proliferacion de alga roja

abundantes Pterocladia sp. Poco esfuerzo de muestreo.
Salinas 21/09/09 colectadas individuos grandes (4-  Proliferaciéon de Ulva sp. Poco esfuerzo de muestreo. Agua
8cm) Agua limpia limpia.
Salinas 8y11/06/2010 colectadas Individuos juveniles No se observaron muchos individuos adultos. Gran esfuerzo de

abundantes

muestreo. Semana anterior hubo 'aguaje”

Los valores resaltados representan las fechas en las que se divis6 mayor abundancia de individuos juveniles.



Anexo 1. Registros de distribucion de Elysia diomedea en América.

11. ANEXOS

PAIS

LOCALIDAD

Estados Unidos

Republica Dominicana

México

Costa Rica

El Salvador

Panama

Ecuador

Perl

Golfo de California

Republica Dominicana

Bahia de Banderas

Mar de Cortez

Chamela

Costa Rica

Golfo de Fonseca

Bahia de Panama

Guayas

Manabi

Esmeraldas

Punta Sal

Cancas

Mancora

Pocitas
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Anexo 2. Mapa de distribucion Elysia diomedea
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Anexo 3. Mapa Area de estudio Salinas

Bafiia e Cardyucy

Crucins

Vosriolopes )

Montatitg
i N
( >dima )

Océano Pacifico

Localidad 1. A. Vista satelital del area de estudio, B. Ubicacion del area de estudio

dentro de la provincia, C. Ubicacion del area de estudio en la costa ecuatoriana.
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Anexo 4. Tabla de grupos animales mas comunes observadas en Salinas.

ANIMALES OBSERVADOS

PHYLUM
(NOMBRE COMUN)
Cnidaria Anémonas, polipos
Mollusca (Clase Gasteropoda) Caracoles marinos, babosas de mar, lapas
Anelida (Clase Polichaeta) Gusanos marinos
Artropoda (Subphylum Crustacea) Cangrejos, camarones, jaibas
Equinoderma (Clase Ofiuroidea) Ofiuras
Equinoderma (Clase Equinoidea) Erizos de mar

Equinoderma (Clase Holoturoidea) Pepinos de mar
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Anexo 5. Mapa Area de Estudio Tongorachi.

Océano Pacifico

Localidad 2. A. Vista satelital del area de estudio, B. Ubicacion del area de estudio
dentro de la provincia, C. Ubicacion del area de estudio en la costa ecuatoriana.
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Anexo 6. Filtro Bioldgico. El sistema de filtrado consiste en que el aire producido
por el aireador impulsa, por succion dentro del tubo, una corriente de agua
ascendente. El tubo esta firmemente sujeto a la placa y por lo tanto el agua que
asciende es tomada desde debajo de la misma. Esa agua es repuesta por la que
esta dentro del acuario. Se produce asi un circuito cerrado en el cual la misma
agua pasa varias veces por dia a través de la grava, por debajo de las placas y
retorna por el tubo dentro del acuario (lineas azules en el gréfico).

Sobre las placas de filtracion ubicadas en el fondo se coloca material calcéreo,
como conchilla molida, de esta manera a medida que el agua circula entre el
material, éste retiene las impurezas, que son basicamente los desechos organicos

de los peces e invertebrados, retazos de algas muertas, entre otros.

Este tipo de filtro se considera bioldgico pues propicia el desarrollo de una colonia
de bacterias aerébicas que son fundamentales en el proceso de transformar los
desechos orgéanicos, de los que se alimentan, en nitratos que enriquecen el
medio. El oxigeno es aportado permanentemente por el agua que circula a través
del lecho(Petracini, 2010).

Direccion del agua Cireccidn del agua
|
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Anexo 7. Analisis estadistico de Kaplan Meier para estimar tiempo de
supervivencia de E. diomedea bajo distintas condiciones de luz. A. Célculo
de medias. B. Célculo de medianas. C. Prueba Log Rank. Experimento: 1. Luz
natural, 2. Luz artificial.

A
Media®
95% Intervalo de Confianza
Experimento Estimado | Error Std. Limite interior | Limite superior
1 36,000 775 34,482 37,518
2 35,783 1,678 32,495 39,071
Total 1,183 33,530 38,167

. Estimacién esta limitada al mayor tiempo de supervivencia si los datos son censurados.

Mediana

95% Intervalo de Confianza

Experimento

Limite inferior

Limite superior

1,00
2,00 26,388 33,612
Total 30,820 37,180
C
Ji - cuadrado gl. Sig.

Log Rank (Mantel-Cox)

,249

1

Test de igualdad de distribuciones de supervivencia para los diferentes niveles de experimento
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Anexo 8. Resultados del ANOVA para los datos de individuos de Elysia

diomedea probados en luz artificial y luz natural. El valor sefialado dentro de la

circunferencia (0.659) denota el nivel de significacion de los resultados.

ANOVA
DIAS
Suma de F
Cuadrados gl Cuadrado Medio Sig.
Entre Grupos 116.583 2 58.292 | .426 .659
Dentro de Grupos 2875.250 21 136.917
Total 2991.833 23
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Anexo 9. Prueba Estadistica de Mann-Whitney de supervivencia de
individuos de Elysia diomedea expuestos a luz artificial y luz natural. El valor
sefialado dentro de la circunferencia (0,345) denota el nivel de significacion de los
resultados. Tipo de luz: 1. Luz natural, 2. Luz artificial.

Prueba de Mann-Whitney

RANGOS
RANGO SUMA DE
TIPO DE LUZ N MEDIAS RANGOS
1 10 19.35 193.50
2 23 15.98 367.50
Total 33

PRUEBA ESTADISTICA

DIAS
Mann-Whitney U 91.500
Asymp. Sig. (2-tailed) .345
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .363%

a. No corregido para coincidencias.

b. Variable de grupo: tipo de luz
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Anexo 10. Andlisis estadistico de Kaplan Meier para estimar tiempo de
supervivencia de E. diomedea bajo luz artificial en los afios 2005 y 2009. A.

Calculo de medias. B. Calculo de medianas. C. Prueba Log Rank. Experimento: 1.
Afio 2005, 2. Afio 2009.

A
Media®
95% Intervalo de Confianza
Experimento Estimado | Error Std. Limite inferior | Limite superior
1 35,783 1,678 32,495 39,071
2 38,455 2,777 33,012 43,897
Total 1,608 33,937 40,240
a. Estimacion esta limitada al mayor tiempo de supervivencia si existen censuras.
B Mediana
95% Intervalo de Confianza
Experimento Limite inferior | Limite superior
1 26,388 33,612
2 37,924 52,076
Total 46,389
C
Ji-Cuadrado gl. Sig.
Log Rank (Mantel-Cox) 2,534 1 11

Test de igualdad de distribuciones de supervivencia para los diferentes niveles de
Experimento.
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Anexo 11. Resultados del ANOVA y prueba Post Hoc de Tukey para evaluar

los datos de supervivencia de Elysia diomedea en condiciones de inanicion.

A. ANOVA: El valor enmarcado dentro de la circunferencia (0,536) denota el nivel

de significacion de los datos. B. TUKEY: Los valores enmarcados en la

circunferencia representan el nivel de significacibn comparativa entre los grupos.

A
ANOVA
DIAS
Suma de Cuadrado
Cuadrados gl Medio F Sig.
Entre Grupos 125,356 2 62,678 ,628 ,536 )
Dentro de Grupos 8679,767 87 99,767
Total 8805,122 89
B Post Hoc Tests
Comparaciones Mdultiples
DIAS
Tukey HSD
95% Intervalo de Confianza
Diferencia
() ACUARIO  (J) ACUARIO Media (I-J) Error Std. Sig. Limite inferior | Limite superior
1 2,00 ,36667 2,57898 ,989 ) -5,7829 6,5162
3,00 -2,30000 2,57898 ,647 ) -8,4495 3,8495
A
2 1,00 -,36667 2,57898 ,989 ) -6,5162 5,7829
3,00 -2,66667 2,57898 ,558 ) -8,8162 3,4829
A
3 1,00 2,30000 2,57898 ,647 ) -3,8495 8,4495
2,00 2,66667 2,57898 ,558 ) -3,4829 8,8162
]
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Anexo 12. Estadisticos descriptivos calculados a partir de los datos de

supervivencia de los individuos de Elysia diomedea bajo condiciones de

inanicion. Los valores enmarcados dentro de la circunferencia representan las

medias.

ACUARIO Minimo Méaximo Media Desviacion Std.

1 DIAS 30 16,00 53,00 37,;00 10,31821
Valid N (listwise) 30

2 DIAS 30 17,00 52,00 37,1% 9,48223
Valid N (listwise) 30

3 DIAS 30 24,00 53,00 39,8@ 10,14515
Valid N (listwise) 30
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Anexo 13. Andlisis estadistico de Kaplan Meier para estimar tiempo de
supervivencia de E. diomedea con tres dietas distintas. A. Céalculo de medias.
B. Calculo de medianas. C. Prueba Log Rank. 1. Padina sp. 2. Codium fragile 3.

Pterocladia sp.

A
Media®
95% Intervalo de Confianza
ALGA Estimado | Error Std. Limite inferior | Limite superior
1 10,000 ,917 8,204 11,796
2 12,550 ,439 11,690 13,410
3 6,600 ,832 4,970 8,230
Total 9,717 ,539 8,660 10,773
a. Estimacion esta limitada al mayor tiempo de supervivencia si existen censuras.
B Mediana
95% Intervalo de Confianza
ALGA Limite Inferior | Limite superior
1
2
3 4,458 5,542
Total
C
Ji-cuadrado gl Sig.
—
Log Rank (Mantel-Cox) 20,332 2 ,000 )

Test de igualdad de distribuciones de supervivencia para los diferentes niveles de ALGA.
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Anexo 14. Resultados del ANOVA Anidado calculado para evaluar la
preferencia de Elysia diomedea por una especie de alga. Los valores
resaltados expresan la significacibn de los resultados para las distintas

categorias.

Los valores categoricos encontrados durante el procesamiento fueron:

Acuarios (3 niveles)

1, 2, 3
Secciones (6 niveles)
11 21 31 4, 5, 6
Tamafios (2 niveles)
Grande, Mediano
Var Dep: Minutos N: 12 Multiple R: 0,797 Cuadrado multiplo R: 0,635
ANOVA ANIDADO
DIAS
Suma de Cuadrado
Cuadrados gl Medio F Sig
Acuarios 43946,000 21973,000 ,628 571 )
Tamaios 207770,083 207770083 5934 ((059)
Secciones 53288,750 17762,917 0,507 @.
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Anexo 15. Resultados del ANOVA para tiempos de permanencia de Elysia
diomedea sobre las algas probadas para identificar preferencia. El valor

enmarcado dentro de la circunferencia representa la significacion de los datos.

ANOVA
TIEMPO
Suma de Cuadrado
cuadrados gl Medio F Sig.
Entre Grupos 384507,563 3 128169,188 5,138 ,004 )
Dentro de Grupos 1097672,250 44 24947,097
Total 1482179,813 47
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Anexo 16. Variaciones de la temperatura del aire (Ta) en zonas del litoral
ecuatoriano durante los afios 2005-2006. En el eje vertical se muestra la
temperatura promedio del aire en grados Celcius (°C) durante los distintos meses
del afio, mismos que estan representados en el eje horizontal (Hernandez 2005-
2006).
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