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RESUMEN  

El opistobranquio Pleurobranchaea maculata es una especie invasora que actualmente 

se encuentra en expansión a lo largo de la costa Argentina. Desde su ingreso en 2009, ha 

sido reportado desde Mar del Plata, provincia de Buenos Aires, hasta Bahía Camarones, 

provincia de Chubut. El objetivo general de esta Tesis es estudiar la biología reproductiva 

y la ecología trófica del opistobranquio P. maculata en Golfo Nuevo, Chubut. Las 

hipótesis que guiaron este estudio fueron: 1- La biología reproductiva de P. maculata 

favorece su establecimiento y expansión a lo largo de la costa Argentina. 2- La ecología 

trófica de P. maculata favorece su establecimiento y expansión a lo largo de la costa 

Argentina. Para ello se plantearon tres objetivos específicos: 1- Estudiar el 

comportamiento y mecanismos reproductivos de P. maculata, así como la estacionalidad 

y madurez reproductiva y relacionar el ciclo reproductivo con variables ambientales. 2- 

Describir las masas ovígeras y el desarrollo embrionario hasta la eclosión. Estimar la 

fecundidad individual y evaluar el efecto del fotoperiodo sobre la oviposición de P. 

maculata así como el efecto de la temperatura sobre el desarrollo embrionario. 3- 

Describir la dieta y la trama trófica de P. maculata mediante técnicas directas e indirectas.  

La biología reproductiva de la especie se estudió mediante un enfoque múltiple de 

observaciones directas a campo y experiencias en acuarios, técnicas histológicas clásicas, 

microscopía óptica y electrónica de barrido (MEB), de modo de comprender aspectos de 

su ciclo de vida. Complementariamente, mediante la técnica de TUNEL (del inglés TdT-

mediated dUTP-biotin nick end-labeling), se identificaron los tipos celulares que sufren 

apoptosis durante la gametogénesis. El estudio del período de oviposición, estructura de 

la masa ovígera y del desarrollo embrionario fue abordado a través de observaciones a 

campo, microscopía óptica y experiencias en acuario. Mientras que la ecología trófica de 

P. maculata fue descripta mediante observaciones de alimentación in situ y estudios de 

contenido estomacal en dos sitios de muestreos (técnicas directas), complementando con 

análisis de isótopos estables de δ13C y δ15N de individuos que habitan zonas costeras y 

profundas (técnicas indirectas).  

El estudio del ciclo gametogénico evidencia que P. maculata sería una especie 

semélpara con un ciclo reproductivo anual. Durante los meses de febrero y marzo se 

observó una coexistencia de individuos inmaduros con individuos cuya gónada se 

encuentra en deterioro (post-reproductivos), observándose raramente individuos 
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maduros. La mayor actividad gametogénica ocurrió entre julio y enero, observándose 

además un aumento en el número de masas ovígeras en el campo. Los aumentos naturales 

en el fotoperiodo condicen con el inicio del período de oviposición (julio) así como en la 

frecuencia de masas ovígeras, con un máximo de puestas encontradas en enero.  

El número de masas ovígeras estimadas por individuo fue de cinco puestas anuales 

con un promedio de 101.842,07 embriones por masa ovígera. El desarrollo embrionario 

concluye con la eclosión de una larva planctotrófica. Se observó un aumento en la talla 

de eclosión al aumentar la temperatura del agua, mientras que el tiempo total de desarrollo 

embrionario disminuyó ante el aumento de la temperatura, resultando exitoso dentro de 

un rango térmico similar a las fluctuaciones del agua de mar observadas en el sitio de 

estudio. Según los límites de tolerancia térmica durante el desarrollo embrionario la 

especie podría ampliar su rango de distribución hacia el sur al menos a lo largo del Golfo 

San Jorge. 

Adicionalmente, el mecanismo de cópula observado en P. maculata combina una etapa 

de fecundación interna con una etapa de transferencia hipodérmica post-copulatoria, con 

un alto grado de reciprocidad entre individuos, lo que podría representar una estrategia 

adaptativa de selección sexual.  

Los estudios dietarios mediante métodos directos e indirectos, revelaron que P. 

maculata presenta una amplia plasticidad en el uso de los recursos y su dieta en el nuevo 

hábitat está constituida por una amplia variedad de presas, incluyendo además algas que 

no han sido previamente descriptas para este género. 

Los resultados de esta Tesis brindan información novedosa y relevante acerca de la 

biología reproductiva y ecología trófica de P. maculata, que ayudan a explicar la rápida 

expansión de la misma a lo largo de la costa Argentina.

x 



Reproduction and trophic ecology of Pleurobranchaea sp. (Opistobranchia) in Golfo 

Nuevo gulf, Patagonia, Argentina. 

ABSTRACT 

Since being introduced in 2009, the invasive sea slug Pleurobranchaea maculata has 

spread along the coast of Argentina, expanding from Mar del Plata (Buenos Aires) to 

Bahía Camarones (Chubut). The main focus of this work is to study the reproductive 

biology and trophic ecology of P. maculata from Golfo Nuevo, Patagonia, which was 

guided by the following hypothesis: 1- The reproductive biology of P. maculata favors 

its establishment and expansion along Argentinean coast. 2- The trophic ecology of P. 

maculata favors its establishment and expansion along Argentinean coast. Three specific 

objectives were proposed: 1- To describe the copulatory behavior of P. maculata and to 

study its reproductive maturity and seasonality, relating its reproductive cycle with 

environmental variables. 2- To describe the egg masses and embryonic development until 

hatching, to estimate the individual fecundity and to study the effect of photoperiod on P. 

maculata oviposition as well as the effect of temperature on embryonic development. 3- 

To describe the diet of P. maculata and it trophic relationships by means of direct and 

indirect methods. 

The species reproductive biology was studied by means of direct field observations, 

aquarium experiences, classical histology and microscopy (optical and scanning electron 

(SEM)) techniques. In addition, to detect gonadal cell apoptosis a terminal 

deoxynucleotidyl transferase-mediated dUTP nick end-labeling (TUNEL) assay was 

performed. The morphology, structures and organization of the egg masses, spawning 

period and intracapsular embryonic development was described through field 

observations, optical microscopy and aquarium experiences. Finally, the trophic ecology 

of P. maculata in Golfo Nuevo was described through in situ observation of feeding 

events, stomach content analysis in two sampling sites (direct techniques), and stable 

isotope analysis of δ13C and δ15N of individuals that inhabit coastal and deep areas 

(indirect techniques). 

Results suggest that P. maculata is a semelparous species with an annual reproductive 

cycle. During February and March, immature individuals and individuals with 

deteriorative acini structure (post-reproductive) coexist, while mature individuals were 
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rarely observed. The highest gametogenic activity was observed from July to January, 

together with an increase in the number of egg masses in the field was observed, with the 

higher number registered in January, corresponding to the summer solstice. In addition, 

egg masses frequency increased with photoperiod (more hours of light). Experimental 

estimation showed that each individual can spawn at least five egg masses annually. The 

mean number of eggs / embryos per egg mass was 101,842.07. 

Embryos developed inside the egg capsules until hatching as a planktotrophic veliger. 

Significantly larger embryonic shell length and shorter embryonic developmental times 

were found at higher seawater temperatures. Only the egg masses exposed to a thermal 

range similar to the seawater temperature fluctuations observed at the study site 

completed embryonic development. According to the limits of embryonic thermal 

tolerance during intracapsular development observed in this Thesis, P. maculata may 

extend their distribution range to the shouth at least throughout Golfo San Jorge. 

Additionally, P. maculata showed a combination of internal fertilization followed by 

a series of hypodermic post-copulatory transfers not previously registered among 

opistobranchs. This particular combination of reproductive modalities could represent an 

adaptive sexual selection strategy. 

Dietary studies, using direct and indirect techniques, revealed that P. maculata shows 

great plasticity in the use of food resources in the new habitat, which is constituted by a 

wide variety of prey, including algae not previously described in the diet of this genus. 

This Thesis provides original and relevant information about the reproductive biology 

and trophic ecology of P. maculata that help explaining its rapid expansion along 

Argentinan coast. 
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INTRODUCCIÓN GENERAL 

La subclase Opistobranchia, pertenecientes a la Clase Gastropoda del Phylum 

Mollusca, incluye representantes exclusivamente marinos, de cuerpo blando, con una 

concha reducida o ausente y sin opérculo (Giese y Pearse 1974). Sus miembros son 

exclusivamente animales hermafroditas que poseen un sistema reproductivo estructural y 

funcionalmente complejo (Giese y Pearse 1974, Warner 1975). A lo largo de su 

evolución, estos organismos han desarrollado una diversidad de estructuras para resolver 

los problemas funcionales que ocurren cuando el mismo individuo presenta ambos sexos 

(Klussmann-Kolb y Wägele 2001). En consecuencia, existen numerosos estudios 

anatómicos de los sistemas reproductivos que sirvieron como base taxonómica para 

dilucidar las relaciones filogenéticas entre los opistobranquios (García et al. 1994, Willan 

1998, Wägele y Willan 2000, Klussmann-Kolb y Wägele 2001, Anthes et al. 2008, 

Martynov y Schrödl 2009). 

Las especies del Superorden Nudipleura han sido descriptos como especies semélparas 

(Todd y Doyle 1981, Todd 1983, Havenhand y Todd 1989) con ciclos de vidas anuales, 

como es el caso de Berthellina citrina (Pleurobranchidea), o bienales, como 

Pleurobranchaea meckelii (Pleurobranchaeidea) (Cattaneo-Vietti et al. 1993). Sin 

embargo, también se registran algunas especies iteróparas como es el caso del 

nudibranquio Cadlina laevis (Davies 1993). Mayormente, el desarrollo embrionario de 

las especies de nudipleuros suele ser corto, finalizando con la eclosión de una larva 

planctotrófica o lecitotrófica (Gibson 2003). Solamente se conocen tres especies de 

nudipleuros que presentan desarrollo directo, pertenecientes a la familia Dendrodorididae 

(Goddard 2005). Durante su corta vida, suelen realizar sucesivos eventos de desove, 

posiblemente como una manera de maximizar el número de descendencia producida. Esto 

demanda un alto esfuerzo reproductivo, posiblemente relacionados a los procesos 

fisiológicos que llevan a una muerte programada (Havenhand y Todd 1989). También 

podría ser una forma de compensar las altas tasas de mortalidad a las que se encuentran 

sometidas las larvas de vida libre (Vance 1973). 

En los Notaspidea se observan diferencias importantes en la morfogénesis de las larvas 

en relación a otros opistobranquios, en las que se incluyen el crecimiento de la concha y 

su posterior pérdida, un crecimiento atípico del manto y la falta de un opérculo (Goddard 

2004, Gibson 2003). En particular, en los Pleurobranchoidae sin concha la pérdida de la 
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misma ocurre a través del sobrecrecimiento con posterior disolución por el manto durante 

o poco después de la metamorfosis (Tsubokawa y Okutani 1991, Gibson 2003). El manto 

comienza a tomar características adultas en una etapa larval temprana (Gibson 2003). 

Las especies pertenecientes a la Superfamilia Pleurobranchoidae comparten 

numerosas características morfológicas, entre ellas, presentan un manto prominente, las 

conchas son internas y suelen sufrir una reducción o la pérdida completa en los adultos 

(Willan 1984, Tsubokawa y Okutani 1991, Willan 1998, Gibson 2003). Presentan un velo 

trapezoidal entre los tentáculos orales por encima de la boca, con ranuras orales 

longitudinales (Willan 1998). Las especies incluidas en este grupo se caracterizan por 

presentar un largo pene retráctil dispuesto inmediatamente delante de las branquias en el 

lado derecho (Willan 1998). Generalmente estos individuos forman parejas de cópula 

que, mediante una fecundación interna y cruzada, transfieren recíprocamente su esperma 

y lo almacenan hasta que los huevos están listos para la fecundación (Barnes 1969).  

Las puestas en los pleurobranquidos consisten en una masa gelatinosa alargada en 

forma de tubo, cintas o cilindro, dentro de la cual se disponen un número variable de 

huevos dentro de cápsulas ovígeras. Las puestas son depositadas sobre sustrato duro, 

como rocas, algas, conchillas o estructuras artificiales, y luego son abandonadas sin 

cuidado parental; como contrapartida la masa gelatinosa y las ovicápsulas representan 

estructuras que protegen a los embriones en desarrollo contra daños mecánicos, 

infecciones, depredación y estrés osmótico, entre otros (Klussmann-Kolb y Wägele 2001, 

Przeslawski 2004, Przeslawski y Davis 2007). A su vez, se ha reportado en algunas 

especies la presencia de una capa nutritiva asociada a la membrana interna de la cápsula, 

que asegura la energía suficiente para que los embriones terminen el desarrollo 

intracapsular (Bathyberthella antarctica, Pleurobranchidae) (Klussmann-Kolb y Wägele 

2001).  

El género Pleurobranchaea presenta una distribución geográfica cosmopolita, sus 

ejemplares habitan ambientes submareales, en aguas tropicales o templadas (Willan 

1984). Ocupan las zonas poco profundas desde el intermareal hasta los 150 m de 

profundidad (Muniain et al. 2007). La especie Pleurobranchaea inconspicua habita aguas 

del Golfo Nuevo (Muniain et al. 2007), donde recientemente se ha registrado la presencia 

en altas densidades de otro opistobranquio perteneciente a dicho género (Farias et al. 

2015). Mediante la secuenciación de un gen mitocondrial (CO1) se estableció a la especie 

invasora como Pleurobranchaea maculata (Nudipleura, Pleurobranchida, 
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Pleurobranchaeidae), proveniente de áreas submareales poco profundas alrededor de 

Nueva Zelanda (Farias et al. 2016) (Fig. 1). A su vez, la especie ha sido registrada en el 

sureste de Australia, China y Japón (www.gbif.org). 

Actualmente, numerosas especies marinas atraviesan las barreras biogeográficas 

naturales con facilidad, debido a una tendencia creciente del comercio y el transporte a 

través de los océanos y continentes (Hulme 2009, Katsanevakis et al. 2016). De este 

modo, se ve facilitada la introducción de especies en nuevos hábitats (Schwindt 2008). 

Las especies invasoras pueden tener un alto impacto en los ecosistemas naturales 

(Mendez et al. 2015), ya sea afectando los procesos ecosistémicos (Carlton 1999, 

Grosholz et al. 2000, Schwindt et al. 2001, Hoffmeister et al. 2005), modificando las 

interacciones ecológicas (Hallegraeff 1998, Torchin et al. 2002) y/o generando variados 

impactos socio-económicos (Schwindt 2007). Frecuentemente, la introducción de 

depredadores en los ecosistemas acuáticos produce cambios en la abundancia de los 

organismos de las comunidades nativas, pudiendo reducir de manera directa la 

abundancia de un gran número de especies y aumentando de manera indirecta la de otras, 

ocasionando cambios a múltiples niveles tróficos, como es el caso del cangrejo verde 

(Carcinus maenas) introducido en la costa central de California (Grosholz et al. 2000) y 

Argentina, por primera vez en la Patagonia (Hidalgo et al. 2005). 

 

Figura 1. Individuo y masa ovígera de Pleurobranchaea maculata en su nuevo hábitat (Golfo Nuevo, 

Chubut). Fotografía: Andrés Averbuj. 
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Las especies introducidas que han logrado establecerse con éxito en un nuevo hábitat 

presentan ciertos rasgos de la historia de vida que favorecen su expansión, ya que las 

hacen muy eficientes y fuertes competidoras. Entre estos rasgos se destacan: mecanismos 

reproductivas que promuevan una alta tasa reproductiva (León y Vargas 2009, Beninger 

et al. 2010, Zhan et al. 2015), que alcance la madurez reproductiva en un corto período 

tiempo (Johnston et al. 2009, Zhan et al. 2015), un crecimiento inicial rápido, una rápida 

colonización (León y Vargas 2009), largo período de oviposición (Beninger et al. 2010, 

Zhan et al. 2015), una alta fecundidad (Johnston et al. 2009, Beninger et al. 2010, Zhan 

et al. 2015), una rápida dispersión, una alta supervivencia, una fuerte resistencia a 

condiciones adversas, una alta tolerancia a la heterogeneidad ambiental y un uso eficiente 

de los recursos del nuevo hábitat, entre otras (León y Vargas 2009). Actualmente, P. 

maculata se encuentra ampliamente distribuida a lo largo de la costa Argentina, 

extendiéndose desde Mar del Plata (Farias et al. 2015) hasta Bahía camarones (Battini et 

al. 2019). La amplia distribución de P. maculata a lo largo de la costa Argentina, así como 

la gran abundancia que se observa en adultos y puestas, sugiere que la especie presenta 

una capacidad invasora exitosa (Battini et al. 2019). A su vez, todas las especies 

pertenecientes al género Pleurobranchaea fueron reportadas como carnívoros voraces 

(Ottaway 1977), pudiendo consumir una amplia diversidad de especies, lo que podría 

resultar favorable ya que le permite adaptarse a la nueva oferta de presas del nuevo 

hábitat. Por ello, la comprensión de la biología reproductiva de P. maculata y el estudio 

de sus nuevos hábitos alimenticios, representa información acerca de su potencial 

invasivo a lo largo de la costa Argentina y es esencial para comprender las implicancias 

ecológicas de la especie en su nuevo hábitat (Sakai et al. 2001, Devin y Beisel 2007, Rius 

et al. 2009).  

Adicionalmente, el establecimiento de especies introducidas en nuevos hábitats se ve 

favorecida por la ausencia de depredadores. En particular los opistobranquios se 

caracterizan por presentar numerosos mecanismos de defensa, que protegen a los 

individuos del ataque de otros animales (Thompson 1960, Ros 1976). Entre los 

mecanismos de defensa descriptos para P. maculata se destacan las secreciones de ácido 

sulfúrico de glándulas epiteliales que disminuyen el pH del manto hasta 1-2 (Gillette et 

al. 1991) y la presencia de tetrodotoxina (TTX), una potente neurotoxina que ataca los 

canales de sodio inhibiendo la propagación de los potenciales de acción en músculos y 

células nerviosas (Narahashi 2001). Pleurobranchaea maculata sería impalatable y/o 
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peligrosa para otras especies y hasta el momento se desconocen depredadores para la 

misma, lo que favorecería su rápida expansión. En particular, ha sido demostrado que P. 

maculata presenta la habilidad de incorporar TTX a través de la dieta (Khor et al. 2014) 

o bien de incorporarla mediante algún otro factor ambiental (Salvitti et al. 2017). Estudios 

recientes demuestran que TTX está presente en las poblaciones de P. maculata que 

habitan las costas Argentinas, en particular ha sido detectada en las poblaciones que 

habitan Mar del Plata y Puerto Madryn (Farias et al. 2019), lo que implica un riesgo más 

allá del ecológico, con posibles consecuencias sanitarias. Por ello es de fundamental 

importancia avanzar en el conocimiento de la especie en su nueva región para sentar las 

bases para futuros estudios de su potencial riesgo sanitario.  

La presente Tesis tiene como especie objetivo el opistobranquio P. maculata, cuya 

identificación taxonómica ocurrió luego de la presentación y aceptación del Plan de Tesis 

propuesto. Debido a la complejidad burocrática que conllevan los cambios de títulos de 

las tesis en las universidades, el nombre científico de la especie objetivo no fue 

actualizado en el título de la misma. En esta Tesis se estudia la biología reproductiva y 

ecología trófica de Pleurobranchaea maculata con el fin de clarificar de qué manera y 

con qué intensidad esta especie se ha insertado en el nuevo ecosistema. A su vez la 

información acerca de la ecología de la especie es esencial para la elaboración de pautas 

de manejo efectivas para prevenir, controlar o retardar la propagación de esta especie 

tóxica. 

  

5 



OBJETIVOS 

Objetivo general 

A partir de lo expuesto, el objetivo de esta Tesis es estudiar la biología reproductiva y 

la ecología trófica del opistobranquio Pleurobranchaea maculata en Golfo Nuevo, 

Chubut. 

 

Objetivos específicos 

 

 Estudiar el comportamiento y mecanismos reproductivos de Pleurobranchaea 

maculata, así como la estacionalidad y madurez reproductiva y relacionar el ciclo 

reproductivo con variables ambientales. 

 

 Describir las masas ovígeras y el desarrollo embrionario hasta la eclosión. Estimar la 

fecundidad individual y evaluar el efecto del fotoperiodo sobre la oviposición de 

Pleurobranchaea maculata así como el efecto de la temperatura sobre el desarrollo 

embrionario. 

 

 Describir la dieta y la trama trófica de Pleurobranchaea maculata mediante técnicas 

directas e indirectas. 

 

Se plantean las siguientes hipótesis y predicciones en relación al objetivo general: 

Hipótesis 1: La biología reproductiva de Pleurobranchaea maculata favorece su 

establecimiento y expansión a lo largo de la costa Argentina. 

Predicción 1: Pleurobranchaea maculata presentará un ciclo reproductivo estacional, una 

rápida madurez reproductiva y varios eventos de desove durante su periodo reproductivo. 

Predicción 2: Pleurobranchaea maculata presentará una alta fecundidad individual con 

un corto periodo de desarrollo embrionario intracapsular. 
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Hipótesis 2: La ecología trófica de Pleurobranchaea maculata favorece su 

establecimiento y expansión a lo largo de la costa Argentina.  

Prediccion 1: La dieta de Pleurobranchaea maculata estará constituida por más de una 

especie de invertebrados marinos. 

Prediccion 2: Pleurobranchaea maculata presentará un uso de recurso alimenticio 

variable según las características del ambiente en que habite. 
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METODOLOGÍA GENERAL 

Área de estudio 

Los sitios donde se realizaron los muestreos se encuentran en el Golfo Nuevo, en 

cercanía a la ciudad de Puerto Madryn, Chubut, Patagonia, Argentina (Fig. 2) 

 

 

Figura 2. Sitios de muestreo: playa Punta Este y naufragio Folias (frente a playa Paraná) en el Golfo Nuevo. 

 

La región se caracteriza por presentar un clima frío-templado, escasas precipitaciones 

(valor medio anual: 235,9 mm) y fuertes vientos que soplan mayoritariamente desde el 

sector sudoeste y oeste (intensidad media anual de 16,6 km/h) (Coronato et al. 2017). La 

temperatura media anual, según registros del período 1983-2014, es de 13,6°C; la media 

mensual máxima es de 20,4°C en enero durante el verano, y la media mínima es de 6,4°C 

en julio durante el invierno (Coronato et al. 2017).  

El Golfo Nuevo presenta una superficie de 2.440 km2; su profundidad máxima es de 

184 m y presenta una boca de 17km de ancho (Dellatorre et al. 2012). Su profundidad 

media es de 90 m (Rivas 1990). La salinidad media del agua de mar es de 34‰ (Rivas y 
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Beier 1990) y la temperatura del agua en su capa superficial oscila entre 9 y 19ºC 

(Dellatorre et al. 2012, SHN 2019), sin embargo se observa una marcada variación según 

la época del año sufriendo una estratificación marcada en verano (Rivas y Beier 1990). 

El régimen de mareas dominantes es semidiurno y presenta amplitudes entre 1,83 m y 

5,73 m (Dellatorre et al. 2012).  

 

Muestreos 

Se realizaron un total 32 muestreos entre octubre de 2015 y abril de 2019 en Punta 

Este (Fig. 2), una playa que se encuentra a 8 km al sur de la ciudad de Puerto Madryn 

sobre la costa oeste del Golfo Nuevo (Fig. 3-A, B). En la zona del submareal somero, la 

playa se caracteriza por presentar un fondo mixto de piedra caliza consolidada con 

parches de arena y grava (Fig. 3-C y D), albergando una gran riqueza y diversidad de 

invertebrados (Rechimont et al. 2013). En invierno, toda la zona de muestreo se cubre 

completamente por la presencia del alga parda invasora Undaria pinnatifida que forma 

bosques submarinos de 1,5 m de altura (Casas et al. 2008) (Fig. 3- E). 
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Figura 3. A-B: Playa Punta Este con marea alta (A) y marea baja (B). C: Fondos marinos del sitio playa 

Punta Este durante un muestreo por transecta. C y D: Zonas de fondo rocoso con parches de arena. E: Fondo 

marino rocoso cubierto por el alga parda Undaria pinnatifida. Fotografías: A-B: María Martha Mendez, C-

E: Andrés Averbuj. 

 

Los muestreos se realizaron mediante buceo autónomo desde la costa, a profundidades 

de entre 5 y 10 metros. Para los estudios reproductivos se realizaron muestreos durante 

un año (octubre 2015 - septiembre 2016) y estacionalmente durante un segundo año 

(primavera 2016; verano 2017, otoño 2017 e invierno 2017). Durante los mismos, se 

recolectaron al azar un total de 279 individuos de todas las tallas encontradas, de los 

cuales 252 fueron utilizados para el estudio del ciclo gametogénico y 27 fueron utilizados 
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con fines experimentales; además de 70 masas ovígeras de Pleurobranchaea maculata 

(Fig. 4-A-B). Desde mayo 2018 hasta abril de 2019 los muestreos mensuales se 

complementaron con la implementación de transectas de 10 metros de largo por 2 de 

ancho, en las que se contabilizó el número de puestas (Fig. 4-C), realizando 10 réplicas 

por inmersión (muestreos sitemáticos). En en cada capítulo se explica en detalle la 

metodología utilizada, número de individuos recolectados y la frecuencias de muestreo. 

Adicionalmente, se realizó un estudio comparativo de los contenidos estomacales, para 

el cual se recolectaron un total de 102 individuos de P. maculata en dos sitios: el arrecife 

natural en Punta Este (N=61) y el naufragio Folias (N=41), que representa un sustrato de 

origen antrópico. El barco se encuentra ubicado frente a playa Paraná, 13 km al sur de la 

ciudad de Puerto Madryn y hoy en día sirve de sustrato y refugio de un gran número de 

especies. 

Por otro lado, se realizaron muestreos extraordinarios (no estacionales) en zonas 

profundas cercanas al sitio Punta Este. A 1,5 km en dirección perpendicular a la costa de 

Punta Este, la pendiente del fondo marino cae abruptamente llegando a profundidades de 

hasta 42 m. Debido a la ausencia de algas en zonas profundas, este sitio fue utilizado para 

comparar los estudios de la dieta de P. maculata con presencia y ausencia de algas 

mediante la técnica de análisis de isótopos estables de δ15N y δ13C. Un total de 20 

individuos fueron recolectados al azar mediante buceo autónomo en las zonas costeras, 

mientras que un total de 17 individuos se capturaron a profundidades entre 33 y 39 metros. 

Para ello, mediante un vehículo de control remoto con cámara en superficie se confirmó 

la presencia de individuos en el área. Luego, por única vez, los individuos fueron 

recolectados mediante una pequeña rastra de fondo de uso científico (40 cm de ancho y 

20 cm de alto) tirada por una embarcación semirrígida con motor fuera de borda (Fig. 4-

D). El muestreo en este sitio se realizó en el punto GPS -64,93 O; -42,78 S, expresado en 

grados decimales. 
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Figura 4. Metodologías de muestreo. A: Recolección manual de individuos de P. maculata. B: Muestreo 

de fondo marino. C: Muestreo mediante transectas. D: Muestreo con rastra de uso científico tirada por 

embarcación. Fotografías: A-C: Andrés Averbuj, D: Verena Bökenhans. 

 

Procesamiento de las muestras 

Todos los individuos capturados fueron anestesiados con MgCl2 al 7,5% antes de su 

procesamiento, o bien mantenidos vivos con fines experimentales en acuarios con agua 

de mar con aireación constante. 

A cada individuo recolectado se le midió el largo total (LT) y el ancho (A) del cuerpo 

con un calibre digital de 0,1 mm de precisión, en lo posible durante el desplazamiento, 

momento en el que mantiene su cuerpo prolongado (Fig.5-A). A su vez se registró el peso 

(P) húmedo, previamente secado brevemente con papel absorbente, con una balanza 

digital de 0,1 g de precisión. En el caso de las puestas el largo total fue considerado como 
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el largo extendido de un hilo que sigue toda la longitud de la masa ovígera de un extremo 

al otro y el ancho fue considerado como el diámetro del cilindro (Fig. 5-B). 

 

 

Figura 5. Medidas morfométricas de individuos (A) y masa ovígera (B) de Pleurobranchaea maculata. A: 

Vista del lateral derecho (imagen superior) y vista dorsal de una individuo de P. maculata. B: La línea 

punteada ejemplifica el largo extendido de un hilo que se utiliza para su medición. Escalas: 1cm. 

Fotografías: Verena Bökenhans. 
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Aquellos ejemplares recolectados con fines experimentales fueron trasladados a la 

cámara de temperatura controlada del Servicio de Acuarios Experimentales del CCT-

CENPAT. Los individuos fueron colocados en jaulas construidas con mallas plásticas de 

10 cm de largo, 20 cm de ancho y 25 cm de alto, inmersas en un acuario de vidrio (90 cm 

x 30 cm x 30 cm) (Fig. 6-A). El agua se mantuvo acondicionada con una salinidad de 

34‰, controlada diariamente mediante un refractómetro de mano y ajustada con agua 

destilada de ser necesario. La temperatura del agua fue mantenida entre 13-14 ºC y 

controlada mediante un termómetro de mercurio flotante. Adicionalmente se controló la 

concentración de nitratos disuelto mediante un kit- nitrato para acuario y el pH mediante 

un pH-metro digital y en caso de ser necesario se realizaba un recambio del agua de mar. 

El acuario estaba provisto con un flujo continuo de agua mediante un sistema cerrado de 

recirculación. El mismo consistía en una balde de 200 litros, con un biofiltro de partículas 

flotantes (degradación de productos nitrogenados) y un espumador (extracción de solidos 

disueltos) (Fig. 6-B).  

Diariamente, los animales se alimentaron con las partes blandas de los bivalvos 

(Mytilus edulis o Aulacomya atra atra) y los restos de comida y material fecal fueron 

extraídos.  

 

  

Figura 6. A: Acuario experimental con dos individuos por jaula. B: Sistema de recirculación cerrado. 

Fotografías: Verena Bökenhans. 
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Los registros fotográficos obtenidos en el campo mediante buceo autónomo se 

realizaron con una cámara digital subacuática NIKON “Nikkor” de 16 megapixeles. En 

el laboratorio, se utilizó una cámara digital Canon “PowerShot G16” de 12.1 megapixeles 

incorporada a la lupa estereoscópica Zeiss, mientras que en el microscopio óptico Zeiss, 

se trabajó con una cámara digital ZEISS AxioCamERc5s asociada al software ZEN 2012, 

mediante el cual se realizaron las mediciones correspondientes. 

 

Preparaciones histológicas para microscopía óptica 

Las piezas de los tejidos blandos (principalmente gónadas) se fijaron en solución 

acuosa de Bouin por 12 horas. Posteriormente, se realizaron dos lavados con alcohol 70º, 

donde fueron conservadas hasta su procesamiento histológico. 

Con el fin de incluir las piezas de tejido en parafina para realizar los cortes 

histológicos, cada pieza se deshidrató progresivamente en alcohol etílico de gradaciones 

crecientes, donde quedaron sumergidas durante tiempos variables. La primera inmersión 

se realizó en etanol 80º, donde permanecieron una hora; luego se realizaron dos 

inmersiones sucesivas en etanol 96º de una hora cada uno, seguido por dos inmersiones 

en etanol 100º de 30 minutos cada uno. Finalmente se realizó la aclaración mediante dos 

inmersiones en Xilol durante 30 minutos. 

Las muestras se incluyeron en parafina líquida conservada en estufa a 55ºC. Se 

realizaron tres cambios de parafina donde las piezas permanecieron durante 30 minutos 

(total 90 minutos). Durante la realización de los tacos, las piezas se orientaron de manera 

de poder obtener cortes transversales de las gónadas. Se realizaron cortes de 5 µm de 

espesor con un micrótomo digital Leica que se montaron en portaobjetos para su posterior 

coloración. 

Se utilizó la técnica de coloración hematoxilina-eosina. Para ello se realizó un 

desparafinado con Xilol por 3 minutos seguido por un lavado con Etanol 96º. Las 

muestras hidratadas mediante lavados de un minuto con alcohol etílico de gradaciones 

decrecientes (70º y 50º) y finalmente agua destilada. Para la coloración, las muestras 

fueron sumergidas progresivamente en: Hematoxilina de Gill durante 1 minuto, lavado 

con agua destilada y eosina alcohólica (0.25%) durante 3 minutos. Por último, se realizó 

15 



una deshidratación y aclaramiento rápido y los cubreobjetos fueron pegados con bálsamo 

natural. Las coloraciones fueron realizadas por el Servicio Centralizado de Histología del 

CCT-CENPAT. 

 

Preparaciones histológicas para microscopia electrónica de barrido (MEB) 

Pequeñas porciones de tejido blando fueron fijadas en glutaraldehido al 2,5% durante 

4 horas, en heladera, y luego se realizaron dos lavados en buffer fosfato 0,1 M pH 7,4 por 

24 hs. Posteriormente, se realizó una deshidratación progresiva, de todas las piezas, en 

alcohol 30º, 50º, 70º, 80º, 90º con tres cambios cada 10 minutos y en alcohol 96º y 100º 

con tres cambios cada 15 minutos. El secado se realizó mediante la inmersión de las 

piezas en Hexametildicilazane durante 10 minutos, luego de las cuales fueron montadas 

y en caso de ser necesario se realizó la metalización con una lámina de oro-platino. 

Todas las observaciones se realizaron en el Microscopio electrónico de barrido (MEB) de 

la empresa ALUAR S.A., Puerto Madryn (JEOL JSM-6460LV).  
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REPRODUCCIÓN 

Y 

CICLO GAMETOGÉNICO 

 

 

 

 

 

 

 



Introducción 

La Subclase Opistobranchia está representada principalmente por especies 

hermafroditas simultáneas con fecundación interna (Giese y Pearse 1974). Los 

opistobranquios muestran una increíble variedad de comportamientos reproductivos 

complejos y elaborados (Karlsson y Haase 2002). La transferencia espermática puede 

implicar parejas o cadenas de cópula (Leonard y Lukowiak 1991, Pennings 1991, Chi-

Hoon et al. 2014) y puede ocurrir de manera unilateral (Anthes y Michiels 2007, Anthes 

et al. 2008), unilateral recíproca, mediante la alternancia de roles sexuales (Leonard y 

Lukowiak 1991) o bien simultánea (Rutowski 1983, Anthes et al. 2008). A su vez se han 

descripto variados mecanismos de transferencia espermática desde la alineación de los 

gonoporos de modo que el pene de un animal pueda depositar esperma libre en la vagina 

del otro (Giese y Pearse 1974, Longley y Longley 1984, Anthes y Michiels 2007) hasta 

mecanismos más complejos tales como inyecciones hipodérmicas, donde el esperma es 

inyectando directamente en el cuerpo de la pareja de cópula mediante espículas (Rivest 

1984, Trowbridge 1995, Jensen 1999, Angeloni 2003, Smolensky et al. 2009), o bien a 

través de la impregnación epidérmica, mediante la adhesión de espermatóforos al manto 

del compañero (Karlsson y Haase 2002).  

La complejidad y variabilidad de los sistemas reproductivos presentan un correlato con 

el amplio espectro de comportamientos reproductivos (Giese y Pearse 1974, Wägele y 

Willan 2000, Klussmann-Kolb y Wägele 2001, Anthes et al. 2008). Por lo general, el 

sistema reproductivo de los opistobranquios puede diferir en cuanto a la disposición, 

presencia o ausencia de sus órganos internos (ampulla, próstata, bursa copulatrix, 

receptáculo seminal, complejo glandular femenino), así como en la ubicación de la 

apertura femenina y el pene (Wägele y Willan 2000, Klussmann-Kolb y Wägele 2001). 

En algunas especies, el pene y/o la apertura femenina se encuentran recubiertos por una 

protuberancia con forma cavernosa, definida como saco genital (Tsubokawa et al. 1992, 

García et al. 1994). Los penes pueden presentar espinas que permiten el anclaje en la 

vagina y/o un estilete cuticular accesorio, o bien carecer de ambas estructuras (Gascoigne 

1974, Gosliner 1985, Angeloni 2003, Anthes y Michiels 2007, Muniain et al. 2007, Alvim 

et al. 2014, Farias et al. 2015). Adicionalmente, la gónada puede encontrase de manera 

aislada o estrechamente asociada a la glándula digestiva (Giese y Pearse 1974, Medina et 

al. 1986, Wägele y Willan 2000). A su vez, la organización interna de las gónadas es muy 

variada. Las gametas femeninas y masculinas pueden desarrollarse en acinos separados 
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(Thompson 1966, Rivest 1984, Medina y García 1987) o bien dentro del mismo 

compartimiento (Eckelbarger y Blades-Eckelbarger 1989, Chi-Hoon et al. 2011), donde 

pueden ocupar lugares espacialmente opuestos o bien que un tipo de gameta se localice 

de manera periférica y la otra ocupe el centro del acino. 

El ciclo gametogénico de los opistobranquios puede ser dividido en estadios 

diferenciables, brindando información importante acerca de la dinámica reproductiva de 

una población. El pasaje de una gónada inmadura juvenil hacia una gónada madura de 

adulto (con presencia de gametas funcionales) indicaría el momento en el cual los 

individuos podrían comenzar a reproducirse. Adicionalmente, el ciclo gametogénico 

puede ser indicativo del tipo de ciclo de vida del organismo en cuestión, pudiendo 

repetirse de manera anual, semianual o continua. Los opistobranquios del Superorden 

Nudipleura han sido ampliamente descriptos como especies semélparas, en función a 

cambios observados en la densidad de las poblacionales (Todd 1979, Todd y Doyle 1981, 

Todd 1983, Havenhand y Todd 1988, Cattaneo-Vietti et al. 1993); sin embargo, sus ciclos 

gametogénicos han sido raramente estudiados. En particular, las especies semélparas 

carecen de un estadio de reposo y/o fase de recuperación post-evacuatoria, y mueren 

luego de un único período reproductivo (Lüsis 1961, Parivar 1978). 

Nada se conoce acerca de los mecanismos que subyacen la muerte en las especies 

semélparas de Nudipleura, sin embargo, podrían estar producida por una cadena de 

eventos bioquímicos que finalmente causa su muerte (Skulachev y Skulachev 1999). 

Estos procesos pueden promover una fuerte estimulación de la apoptosis o muerte celular 

programada en uno o varios tejidos (Skulachev y Skulachev 1999). Los procesos 

apoptóticos suelen caracterizarse por numerosos cambios en la morfología celular, los 

cuales son acompañados por cambios bioquímicos tales como la fragmentación del ADN 

cromosómico (Romero et al. 2015). Un método muy utilizado para la detección de la 

apoptosis es la técnica de TUNEL (del inglés TdT-mediated dUTP-biotin nick end-

labeling), la cual detecta la fragmentación de ADN nuclear (Hasegawa et al. 1997). Esta 

técnica ha sido ampliamente utilizada en estudios relacionados a los procesos apoptóticos 

durante la gametogénesis (Billig et al. 1996, Hsueh et al. 1996, Martinčič et al. 2001, 

Yamamoto et al. 2011, Ma et al. 2017, Liang et al. 2019). Dichos trabajos se han 

focalizado principalmente en especies de vertebrados (Billig et al. 1996, Hsueh et al. 

1996, Martinčič et al. 2001, Yamamoto et al. 2011) y más recientemente en el molusco 
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bivalvo Chlamys farreri (Ma et al. 2017, Liang et al. 2019), sin embargo, no hay 

información disponible para especies de opistobranquios. 

Numerosos estudios se han centrado en las descripciones anatómicas del sistema 

reproductivo de las especies pertenecientes a la familia Pleurobranchaeidea como base 

taxonómica para dilucidar las relaciones filogenéticas entre los opistobranquios (García 

et al. 1994, Willan 1998, Klussmann-Kolb y Wägele 2001, Anthes et al. 2008, Martynov 

y Schrödl 2009). Sin embargo, hay una llamativa carencia de información en relación a 

sus ciclos de vida y/o modalidades reproductivas. Por ello, con el fin de lograr un 

entendimiento más robusto de la biología reproductiva de Pleurobranchaea maculata, en 

este capítulo se realizó una descripción detallada del comportamiento de cópula de la 

especie y se estudió mediante técnicas histológicas su estructura interna de la gónada, 

ciclo gametogénico y madurez reproductiva de modo de conocer su ciclo de vida.  

 

Materiales y métodos 

1. Evento de cópula 

Un total de once eventos de cópula fueron observados en acuario. Seis ejemplares de 

Pleurobranchaea maculata fueron mantenidos por dos semanas en jaulas individuales 

con salinidad de 34‰, 13-14ºC y alimentados regularmente, según descripto en 

Metodología General. Luego de este período de aclimatación para evitar cambios 

compartamentales por motivos de estrés, los ejemplares fueron distribuidos de a pares en 

recipientes rectangulares plásticos de 20 x 30 cm, para describir el comportamiento 

durante los eventos de cópula, luego de los cuales volvieron a sus ubicaciones 

individuales. Para evitar eventos de canibalismo, los individuos fueron alimentados de 

manera adicional dos horas antes de iniciar el ensayo. Se cronometró la duración de las 

distintas fases observadas durante el evento de cópula y se calculó el promedio y su desvío 

estándar (X ± DS). Los encuentros fueron filmados con una cámara digital NIKON 

“Nikkor” de 16 megapixeles y posteriormente descriptos.  
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2. Estructura gonadal 

A partir de cortes histológicos se realizó una descripción de la estructura gonadal de 

P. maculata y se clasificaron los diferentes estadios de células gametogénicas presentes. 

Complementariamente, se observó en el microscopio electrónico de barrido (MEB) (ver 

Metodología General) la estructura interna de la gónada.  

 

3. Madurez reproductiva y ciclo gametogénico 

Quince ejemplares de P. maculata fueron recolectados mensualmente durante un año 

(octubre 2015 - septiembre 2016) y estacionalmente durante un segundo año (primavera 

2016; verano 2017, otoño 2017 e invierno 2017). El largo total, ancho y peso de todos los 

individuos fueron registrados y se calculó su promedio y desvío estándar (ver 

Metodología General). Una vez anestesiados, la gónada fue extraída mediante disección, 

para estudiarla mediante técnicas histológicas, según fue descripto en Metodología 

General. 

 

Madurez reproductiva 

El criterio con el cual los individuos fueron considerados dentro del estadio de 

madurez reproductiva se estableció según los tipos de células gametogénicas presentes en 

sus acinos. Los acinos espermatogénicos y oogénicos fueron clasificados de manera 

independiente. La presencia de espermatozoides en el lumen acinar fue considerado el 

criterio que marca el comienzo de la madurez reproductiva de los individuos según sus 

acinos espermatogénicos. La presencia de oocitos vitelogénicos fue considerado el 

criterio que marca el comienzo de la madurez reproductiva de los individuos según sus 

acinos oogénicos.  

 

Ciclo gametogénico 

Para el estudio del ciclo gametogénico solamente fueron considerados aquellos 

individuos maduros que presentaran las células germinales de la serie espermatogénica 

de forma ordenada en sus acinos, excluyendo individuos inmaduros, post-reproductivos 
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(ver Resultados- 4. Deterioro de los acinos) y con acinos espermatogénicos de aspecto 

desorganizado (ver Resultados- Procesos de desorganización de los acinos). A cada 

individuo maduro se le asignó un porcentaje de cobertura gonadal de cada tipo de células 

germinales presentes en los acinos, donde fueron considerados para el ciclo 

espermatogénico tres estadios (Proliferación, Crecimiento y Evacuación; ver Resulados- 

Ciclo gametogénico-Tabla 1) y cinco para el ciclo oogénico (Proliferación, Pre-

vitelogénesis, Crecimiento, Pre-evacuación Y Evacuación; ver Resulados- Cilco 

gametogénico-Tabla 1). El porcentaje mensual se calculó como el promedio de los 

porcentajes individuales. 

Adicionalmente se realizaron histogramas de tallas oocitarias mensual y estacional. 

Para ello, en cada oocito en los que se visualizó el núcleo y nucléolo se midió y calculó 

el promedio del diámetro máximo y su perpendicular. La medición se realizó sobre 30 

oocitos por individuo, con el software ZEN 2012 asociado al microscopio óptico. Las 

variaciones estacionales de las tallas oocitarias fueron comparadas con las obtenidas 

durante el segundo año de muestreo (estacionales).  

 

Desorganización en los acinos 

Una parte de los acinos espermatogénicos presentaron algún grado de desorganización 

espacial en relación a la disposición normal de sus estadios celulares. Para estudiar dicho 

fenómeno, se calculó la proporción de individuos que presentaron algún grado de 

desorganización espacial de sus estadios celulares. A su vez, a cada individuo se le asignó 

un porcentaje de cobertura gonadal con desorganización, donde fueron considerados de 

manera independiente los acinos espermatogénicos y oogénicos; además se calculó el 

porcentaje mensual como el promedio de los porcentajes individuales. 

 

4. Deterioro de los acinos 

La presencia de cuerpos amarillos a lo largo de la membrana basal de los acinos 

gametogénicos y un engrosamiento de la misma fue el criterio considerado para incluir 

los individuos dentro del estadio post-reproductivo. Fueron clasificados de manera 

independiente los acinos espermatogénicos y oogénicos. Mediante una prueba exacta de 
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Fisher, se evaluó si los signos de deterioro de los acinos espermatogénicos se encuentran 

relacionados con la desorganización observada en sus acinos.  

 

Apoptosis en la gónada durante el ciclo de vida 

A partir del análisis de los cortes histológicos se eligieron diez gónadas de distintos 

momentos del año representando distintos estadios del ciclo gametogénico y post-

reproductivos, para evaluar la presencia de apoptosis mediante la técnica 

inmunohistoquíma del TUNEL. Esta técnica permite visualizar por medio de tinción 

nuclear aquellas células que presentan daños en el ADN características de la apoptosis 

(Gavrieli et al. 1992). Las señales positivas de células apoptóticas se visualizan mediante 

la coloración marrón oscura de los núcleos celulares, revelando signos de muerte celular 

programada (apoptosis). Para ello, a partir de los tacos (ver Microscopia Óptica-

Metodología General), se realizaron cortes de 5 µm de espesor con un micrótomo digital 

Leica que se montaron en portaobjetos con carga electrostática positiva para su posterior 

tinción. Las tinciones fueron realizadas utilizando el kit comercial ApopTag® S701 

(Chemicon), en el Laboratorio de Carcinogénesis Hormonal en el Instituto de Biología y 

Medicina Experimental de la Ciudad Autónoma de Buenos Aires. 

 

5. Ciclo de vida anual 

Las frecuencias  mensuales de individuos inmaduros, maduros y post-reproductivos, 

así como sus pesos promedios (X ±DS), se calcularon a lo largo de un año, considerando 

de manera independiente los acinos espermatogénicos y oogénicos. 

 

Resultados 

1. Evento de cópula 

Durante los eventos de cópula (N = 11) observados se identificó una secuencia en los 

comportamientos reproductivos. En todos los casos se observó un comportamiento pre-

copulatorio, durante el cual un individuo siguió activamente el rastro de la pareja de 
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cópula, mostrando el lado derecho del manto elevado y presentando levemente extendido 

el pene y el saco genital. 

En cuatro de los once casos observados, el contacto corporal entre individuos no 

desencadenó el apareamiento. En estos casos, los individuos rastreados no extendieron el 

pene y saco genital ante el contacto, sin posicionarse de manera antero-posterior junto a 

su compañero, de modo que sus lados derechos del cuerpo no se acercarón y los 

individuos se alejarón. Muchas veces, diferentes partes del cuerpo de los individuos 

entraron en contacto al evitar posicionarse de manera antero-posterior, sin embargo, no 

se observó ningún tipo de agresividad. 

En la mayoría de los casos, se observó que los individuos comenzaron a orientarse de 

modo de aproximar los lados derechos de sus cuerpos, luego del primer contacto entre 

individuos. Durante el posicionamiento los individuos mantuvieron el tentáculo oral 

derecho en contacto con el cuerpo de la pareja de cópula, hasta que los sacos genitales 

entraron en contacto. El tiempo promedio desde el primer contacto corporal hasta que los 

sacos entran en contacto fue de 25,30 ± 17,02 segundos (X ± DS) y varió levemente 

acorde la posición inicial del encuentro (N=7). 

Ante el contacto entre sacos genitales, se observó la inserción rápida y simultánea de 

los penes en la vagina de la pareja de cópula (Fig. 7-A). Los velos orales se mantuvieron 

en contacto con la parte posterior del pie de la pareja de cópula, generando un movimiento 

circular continuo, girando siempre en sentido horario. La inserción de los penes se 

prolongó en promedio por 36,0 ± 7,98 segundos (N=7). En uno de los casos observados 

la inserción de los penes ocurrió de manera unilateral, mientras que el pene del otro 

individuo no fue introducido en la vagina de la pareja. Sin embargo, este pene se mantuvo 

extendido y pudo observarse la evacuación de un fluido blanco de aspecto líquido que fue 

liberado al agua de manera casi continua en dos pulsos. 

Luego de la inserción de los penes, los mismos fueron extraídos de la vagina e 

inmediatamente se prolongaron realizando contactos repetitivos con el extremo del 

mismo sobre la pareja de cópula (Fig. 7-B). Esta acción se observó mayoritariamente 

sobre el manto y cerca del saco genital de la pareja. Sin embargo, la longitud del pene 

posibilita alcanzar cualquier zona del cuerpo, observándose también en la región cefálica, 

en el pie e incluso del lado izquierdo del cuerpo de la pareja de cópula. Durante esta 

acción, los individuos mantienen el movimiento circular con los velos orales en contacto 
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con el cuerpo del otro individuo por un tiempo promedio de 43,86 ± 28,08 seg (N=7). 

Durante este período se observó la evacuación de una secreción densa de color blanco 

que se eliminó en pulsos y que fue depositado en forma de gotas esféricas sobre el cuerpo 

de la pareja de cópula. 

La cópula finalizó generalmente cuando uno de los individuos muerde al otro, en 

alguna parte del cuerpo, mientras sus penes aún se encuentran extendidos. El individuo 

mordido escapó mediante movimientos natatorios. En dos casos observados la cópula 

finalizó sin agresión.  

 

 

Figura 7. Comportamiento reproductivo de Pleurobranchaea maculata. A: Pareja de cópula con los sacos 

genitales extendidos y en contacto durante la inserción simultanea de los penes (fecundación interna). 

Flecha negra señala el pene de un individuo introducido en la vagina de la pareja de cópula. B: Pareja de 

cópula con los penes extendidos sobre el manto del compañero (flechas blancas). Escalas: 1cm. Fotografías: 

Verena Bökenhans. 

 

2. Estructura gonadal  

La gónada está compuesta por acinos, que se encuentran delimitados por una 

membrana basal (Fig. 8-A, B), entre los cuales aparece tejido conectivo. Los oocitos y 

espermatozoides se desarrollan en acinos separados. Los acinos espermatogénicos se 

encuentran principalmente en el centro de la gónada y presentan un mayor tamaño que 

los acinos oogénicos (Fig. 8-A, B). Presentan forma de gota o corazón en corte 

longitudinal, con un extremo redondeado que se alarga hacia el centro de la gónada. En 

sus extremos alargados se abren en pequeñas divisiones que conectan con el ducto 
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hermafrodita (Fig. 8-C, D), las cuales pueden estar vacíos o llenos de espermatozoides 

maduros (Fig. 8-C, D). Las células espermáticas, en todos los diferentes estadios de 

desarrollo, se agrupan en forma de racimos, unidos a la membrana basal mediante una 

célula de gran tamaño (célula de Sertoli). Las células de Sertoli presentan un núcleo 

grande de aspecto granulado. Se encuentran ancladas en la membrana basal de los acinos 

espermatogénicos y producen extensiones citoplasmáticas a la luz acinar a las que se 

adhieren los distintos grupos celulares. Conforme se desarrollan, las colas de los 

espermatozoides maduros se orientan hacia el lumen (Fig. 8-E). Los acinos oogénicos se 

ubican mayoritariamente de manera periférica (Fig. 8-A, B). En un corte transversal, 

presentan una forma circular y no se observaron uniones directas con el ducto 

hermafrodita, sin embargo en algunas ocasiones se observó la intrusión de oocitos en 

acinos espermatogénicos (Fig. 8-F). Los acinos oogénicos presentan diferentes estadios 

celulares durante la oogénesis. Los estadios más tempranos de desarrollo se observan 

unidos a la membrana basal, mientras que los oocitos maduros suelen ocupar el lumen 

del acino (Fig. 8-E, F), manteniéndose unidas a la membrana basal mediante un 

pedúnculo.  
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Figura 8. Estructura gonadal de Pleurobranchaea maculata. A, B, D, F: Fotografía de microscopía óptica 

de cortes histológicos de la gónada. C, E: Fotografía de microscopía electrónica de barrido (MEB). A: 

Fotografía MEB: Estructura de la gónada. Acinos espermatogénicos de gran tamaño y forma alargada. 

Acinos oogénicos esféricos con distribución mayoritariamente periférica (flechas rojas), delimitados por 

una membrana basal (flecha negra). B: Estructura de la gónada. Acinos espermatogénicos de gran tamaño 

y forma alargada, delimitados por una membrana basal (flecha negra). Acinos oogénicos redondos con 

distribución mayoritariamente periférica (flechas rojas). C: Conexión del acino espermatogénico con las 

pequeñas divisiones del ducto hermafrodita (flecha negra). Ducto con espermatozoides maduros (flecha 

roja). D: Ducto hermafrodita ubicado entre la glándula digestiva y la gónada lleno de espermatozoides 

maduros (flecha). E: Fotografía MEB: Células espermáticas en diferentes estadios de desarrollo agrupadas 

en racimos asociados a la membrana basal (flecha negra). Colas de espermatozoides orientadas hacia el 

lumen. F: Zona de intrusión de oocitos a acinos espermatogénicos (flecha negra) y oocitos en acinos 

espermatagénicos (flecha rojas). Abreviaciones: ae: acinos espermatogénicos, gd: glándula digestiva, g: 

gónada, la: lumen acinar, r: racimos celulares de diferentes estadios de desarrollo espermatogénicos. 

Escalas: 100 µm. Fotografías: Verena Bökenhans. 
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Estadios celulares en acinos espermatogénicos 

Las espermatogonias se caracterizan por poseer un núcleo grande, condensado y 

escaso citoplasma. En los cortes histológicos se observan teñidas en su totalidad de color 

violeta, por su afinidad a la hematoxilina (acidófilo). (Fig. 9-A). El espermatocito I 

muestra un cambio en las características del núcleo, debido a que la cromatina se 

encuentra poco condensada. Los núcleos se observan de aspecto granuloso (Fig. 9-A). Un 

aumento en el citoplasma y en el tamaño de los núcleos, son característicos en los 

espermatocitos II (Fig. 9-A). En los cortes histológicos el citoplasma se tiñe de color 

rosado por su afinidad a la eosina (basófilo). Las espermátidas presentan los núcleos 

condensados y se alargan progresivamente. El citoplasma se reduce y migra 

paulatinamente hacia la zona distal de la célula elongándose (Fig. 9-A). Los 

espermatozoides de aspecto alargado, presentan una cabeza espiralada (zona nuclear-

acidófila) y una larga cola (basófilo) (Fig. 9-B, E). Se mantienen unidos mediante las 

cabezas a una célula de Sertoli, con sus colas orientadas hacia el lumen (Fig. 9-B, E). 

 

Estadios celulares en acinos oogénicos 

Las oogonias se caracterizan por poseer un núcleo condensado con un nucléolo 

distinguible y escaso citoplasma. En los cortes histológicos se observan teñidas de color 

violeta (acidófilo) y el nucleolo se tiñe homogéneamente de violeta oscuro (Fig. 9-C, D). 

Los oocitos previtelogénicos presentan un núcleo menos condensado y de mayor tamaño, 

donde se distingue fácilmente el nucléolo (tinción rosa intenso-basófilo) (Fig. 9-D). El 

crecimiento del oocito es acompañado con la acumulación de vitelo (vitelogénesis). El 

mismo se observa con una coloración violeta claro hasta tamaños de aproximadamente 

50 µm, mientras que en los oocitos maduros (< 80 µm) presenta un aspecto granular de 

coloración rosa intenso (Fig. 9-C, D, F).  
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Figura 9. Estadios gametogénicos. A, B, C, D: Corte histológico. E, F: Fotografía de microscopía 

electrónica de barrido (MEB). A-B: Estadios espermatogénicos. A: Estadios de desarrollo tempranos. B: 

Detalle de espermatozoides unidos mediante las cabezas a una célula de Sertoli (flecha). C-D: Estadios 

oogénicos. D: Oocitos maduros en el lumen del acino. Detalle de núcleo, nucléolo y vitelo granular. E: 

Fotografía MEB: Detalle de espermatozoides unidos mediante las cabezas a una célula Sertoli (flecha). F: 

Fotografía MEB: Acino oogénico con distintos estadios de desarrollo. Abreviaciones: ca: cabeza, co: cola, 

ec I: espermatocito I, ec II: espermatocito II, ed: espermátidas, eg: espermatogonia, n: nucléolo, nu: núcleo, 

o: oocito, og: oogonia, op: oocito previtelogénico, ov: oocito vitelogénico, ovt: oocito vitelogénica 

temprana, vi: vitelo. Escalas: A, B, D, F: 20 µm; C: 50 µm; E: 5µm. Fotografías: Verena Bökenhans. 
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3. Madurez reproductiva y ciclo gametogénico 

Los individuos de Pleurobranchaea maculata capturados (N= 252) presentaron un 

largo total promedio de 59,52 ± 13,19 mm (X ± DS), un ancho promedio de 28,85 ± 7,21 

mm y un peso promedio 15,63 ± 6,38 g. El rango registrado para el largo total y ancho 

máximo varió entre 22,56 y 96,1 mm y de 9,72 a 56,57 mm, respectivamente. El peso 

mínimo registrado correspondió a un individuo recolectado en marzo (1,1 g), mientras 

que el peso máximo correspondiente a un individuo recolectado en noviembre (33,8 g). 

 

Madurez reproductiva 

Las células germinales se diferencian en espermatogonias y oogonias de manera 

asincrónica. Primero se observa la formación de acinos espermatogénicos en los que 

proliferan las espermatogonias (Fig. 10-A). A medida que se diferencian los diferentes 

estadios celulares de la espermatogénesis, los acinos aumentan su tamaño. La madurez 

reproductiva al considerar los acinos espermatogénicos se caracteriza por la presencia de 

espermatozoides en el lumen acinar (Fig. 10-A). La formación de los primeros acinos 

oogénicos comienza cuando los acinos espermatogénicos presentan su lumen lleno de 

espermatozoides, observándose en ellos la presencia de pequeños grupos de oogonias y 

oocitos previtelogénicos. Dichos acinos oogénicos incipientes se observan en estrecha 

relación con los extremos redondeados de los acinos espermatogénicos (Fig. 10-C). La 

madurez reproductiva al considerar los acinos oogéncios se caracteriza por la presencia 

de oocitos vitelogénicos (Fig. 10-D).  
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Figura 10. Madurez reproductiva A: Acinos espermatógenicos en formación (flechas negras). Ausencia de 

acinos oogénicos. Las flechas rojas señalan las células germinales primordiales. B: Acino espermatogénico 

maduro con todos los estadios germinales incluyendo espermatozoides con sus colas ocupando el lumen 

acinar (flecha negra). Ausencia de acinos oogénicos. C: Acinos espermatogénicos maduros con presencia 

de espermatozoides en su lumen. Acinos oogénicos inmaduros en formación (flechas rojas). D: Acinos 

espermatogénicos maduros con presencia de espermatozoides en su lumen. Acinos oogénicos maduros, con 

presencia de oocitos vitelogénicos en su lumen (flechas rojas). Abreviaciones: ae: acinos espermatogénicos. 

Escalas: A: 20 µm; B, C, D: 100 µm. Fotografías: Verena Bökenhans. 

 

Ciclo gametogénico 

Para facilitar la comprensión del ciclo gametogénico de los individuos maduros, se 

establecieron tres estadios para el ciclo espermatogénico y cinco para el ciclo oogénico, 

que se detallan en la Tabla 1. 
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Tabla 1. Estadios del desarrollo gonadal. 

Estadios Ciclo espermatogénico Ciclo oogénico 

Proliferación 
Presencia de espermatogonias, 
espermatocitos y espermátidas. 
Ausencia de espermatozoides. 

Presencia de oogonias. 

Pre-
vitelogénesis -- Presencia de oogonias y oocitos 

previtelogénicos. 

Crecimiento 

Presencia de espermatogonias, 
espermatocitos, espermátidas y 
espermatozoides cuyas colas 
ocupan el lumen del acino. 

Presencia de oogonias, oocitos 
previtelogénicos y oocitos 

vitelogénicos menores a 80 µm. 

Pre-evacuación -- Oocitos maduros con diámetros 
mayores a 80 µm. 

Evacuación Lumen con espacio vacío o con 
pocos espermatozoides. Lumen con espacio vacío. 

 

Ciclo espermatogénico 

Durante todo el año se registró actividad espermatogénica, reconociéndose todos los 

estadios espermatogénicos en todos los meses muestreado (Fig. 11). Durante los meses 

de abril y mayo se observa un mayor porcentaje de proliferación, disminuyendo 

progresivamente hacia febrero. La evacuación fue registrada durante todos los meses de 

muestreo, observándose vaciamientos parciales de los acinos, registrándose un aumento 

a partir del mes de agosto (8.33%) hasta febrero (50%).  
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Figura 11. Ciclo espermatogénico anual. Porcentaje mensual de estadios espermatogénicos comprendidos 

durante el período Octubre 2015-Septiembre 2016. El número sobre cada barra indíca el número de 

individuos maduros encontrados para cada mes. Durante este análisis fueron excluidos aquellos individuos 

inmaduros o post-reproductivos. 

 

Ciclo oogénico 

Se registró la presencia de todos los estadios oogénicos durante todo el año, a 

excepción del mes de abril, mayo y julio (en junio apenas de 0,83%) donde no se observó 

evacuación (Fig. 12). El desarrollo de oocitos (estadio de proliferación, pre-vitologénesis 

y crecimiento) se observó durante todos los meses del año con una prevalencia mayor al 

60%. La evacuación fue registrada de manera continua desde agosto a marzo (con mayor 

relevancia en febrero (10%), observándose como vaciamientos parciales de los acinos. 
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Figura 12. Ciclo oogénico anual. Porcentaje mensual de estadios oogénicos comprendidos durante el 

período Octubre 2015-Septiembre 2016. El número sobre cada barra indíca el número de individuos 

maduros encontrados para cada mes. Durante este análisis fueron excluidos aquellos individuos inmaduros 

o post-reproductivos 

 

Frecuencia de tallas oocitaria 

La talla mínima del diámetro de los oocitos fue de 9,35 µm en junio y la talla máxima 

fue 120,42 µm en diciembre (Fig. 13). Se observa un predominio de las tallas oocitarias 

menores a 80 µm (oocitos en crecimiento) durante todos los meses, reflejando una activa 

proliferación y crecimientos de oocitos durante todo el año (Fig. 13). De julio a marzo, 

se observa un aumento en la frecuencia de oocitos mayores a 80 µm, correspondientes a 

oocitos vitelogenicos prontos a ser evacuados (período de oviposición) (Fig. 13). A su 

vez, la frecuencia de oocitos desarrollados mayores a 80 µm aumenta entre octubre y 

febrero. P. maculata muestra un ciclo continuo de proliferación de gametas durante todo 

el año, sin contar con un período de reposo, ni fase de recuperación. Es necesario destacar 

que se observa una variación en el número total de individuos que presentan sus acinos 

oogénicos maduros (n) entre meses, disminuyendo drásticamente de enero a abril y 

aumentando de mayo a septiembre (Fig. 13).  
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Figura 13. Histogramas de frecuencias de tallas oocitarias mensuales (octubre 2015-septiembre 2016), 

donde se representa el número de oocitos en función de las diferentes clases de tallas oocitarias. N: número 

total de oocitos medidos mensualmente, n= número total de individuos que presentan sus acinos oogénicos 

maduros y fueron utilizados para la construcción de los histogramas. (Cabeza de flechas: evacuación de 

oocitos). 
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Durante los muestreos estacionales se observó el mismo patrón en la frecuencia de 

tallas oocitarias, así como una variación similar en el número de individuos que presentan 

sus acinos oogénicos maduros (n) (Fig. 14). 

 

 

Figura 14. Histogramas de frecuencias de tallas oocitarias estacionales durante dos años de muestreo 

(octubre 2015 - julio 2017), donde se representa el número de oocitos en función de las diferentes clases de 

tallas oocitarias. N: número total de oocitos medidos mensualmente, n= número total de individuos que 

presentan sus acinos oogénicos maduros y fueron utilizados para la construcción de los histogramas. 
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Desorganización en los acinos 

En algunos acinos espermatogénicos se observó una desorganización espacial de sus 

estadios celulares. En estos casos, todos los estadios celulares se visualizan mezclados en 

el lumen de los acinos (Fig. 15-A) y pierden la agrupación en racimos (Fig. 15-B). Sin 

considerar aquellos individuos inmaduros, el 48,12% de los individuos muestreados a lo 

largo de un año (N=164) presentaron algún grado de desorganización, siendo este 

porcentaje muy variado entre los meses. En mayo (0%) y junio (8,3%) prácticamente no 

se observaron acinos espermatogénicos desorganizados entre los individuos muestreados. 

De julio a noviembre, más del 40% de los individuos presentaron algún grado de 

desorganización en sus acinos espermatogénicos, aumentando hacia diciembre (73,3%) y 

enero (73,3%). En febrero el 100% de los individuos muestreados presentaron algún 

grado de desorganización.  

El porcentaje de los acinos espermatogénicos que presentaron desorganización varió 

entre individuos, pudiéndose observar zonas de desorganización que ocupan de manera 

parcial o total algunos acinos, o bien verse representado en la totalidad de los acinos 

espermatogénicos de la gónada (Fig. 16). A su vez, se observó un aumento del porcentaje 

promedio de la fracción de la gónada afectada por la desorganización a partir de junio, 

con un notorio incremento de diciembre hasta marzo (Fig. 16). 

Ocasionalmente, se pudieron observar todos los estadios espermatogénicos mezclados 

en las divisiones del ducto hermafrodita presentes en la gónada (ver Resultados- 

Estructura gonadal) (Fig. 15-C). A su vez, se registró la presencia de gránulos de vitelo 

sueltos en el lumen de los acinos espermatogénicos en un 18,29% de los individuos 

muestreados (N=164) (Fig. 16-E).  

No se observó desorganización espacial entre estadios celulares en los acinos 

oogénicos, sin embargo, en algunos casos se observó la intrusión de espermatozoides en 

los mismos (Fig. 15-E, F). Este evento fue observado desde octubre hasta febrero en 14% 

del total de los individuos muestreados, sin embargo se observó en muy pocos acinos por 

individuos (con un máximo de 3 acinos). Por lo tanto, el porcentaje de desorden mensual 

observado no fue calculado. 
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Figura 15. Desorganización en los acinos gametogénicos de Pleurobranchaea maculata. A: Estadios 

espermatogénicos mezclados en el acino espermatogénico. La línea punteada muestra el límite del acino. 

B: Acino espermatogénico normal (sin desorganización) donde se observa la agrupación en racimos de los 

estadios gametogénicos. C: Ducto con estadios espermatogénicos mezclados (flecha negra). D: Ducto con 

espermatozoides maduros sin desorganización (flecha negra). E: Acinos espermatogenicos con gránulos de 

vitelo suelto (flecha roja). Intrusión de esperma en acinos oogénicos (flecha negra). F: Detalle de 

espermatozoides ingresando al acino oogénico. Abreviaciones: ae: acino espermatogénico, ao: acino 

oogénico. Escalas: A, B, C, D, E: 100 µm; F: 20 µm. Fotografías: Verena Bökenhans. 
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Figura 16. Porcentaje mensual promedio de desorganización gonadal observado en los acinos 

espermatogénicos de aquellos individuos que presentaron desorganización. El número sobre cada barra 

indíca el número de individuos con desorganización. Período de muestreo: Octubre 2015-Septiembre 2016. 

 

4. Deterioro de los acinos 

En algunos individuos, a lo largo de la membrana basal de ambos acinos 

gametogénicos se observaron signos de degradación mediante la presencia de cuerpos 

amarillos y un engrosamiento de la membrana basal, la cual toma aspecto irregular (Fig. 

17-A, B). En los acinos espermatogénicos los cuerpos amarillentos se concentran, 

principalmente, en cercanías de las células de Sertoli (Fig. 17-A). Luego, ambos acinos 

gametogénicos pierden su contenido restante, se reducen en tamaño y se observa un 

aumento del tejido conectivo (Fig. 17-C).  

Aquellos individuos cuyas gónadas presentan células amarillentas en la membrana 

basal de los acinos y un engrosamiento de la misma serán denominados en adelante post-

reproductivos. Los signos en los individuos post-reproductivos se observan antes, y de 

manera más marcada, en los acinos espermatogénicos que en los oogénicos.  
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Figura 17. Deterioro en los acinos gametogénicos de Pleurobranchaea maculata. A: Presencia de cuerpos 

amarillentos en la membrana basal de un acino espermatogénico (flechas). B: Presencia de cuerpos 

amarillentos en la membrana basal de un acino oogénicos (flechas). C: Acinos gametogénicos 

prácticamente vacíos, con presencia de cuerpos amarillentos. Nótese la membrana basal engrosada y su 

lámina basal engrosada y de aspecto irregular (flechas rojas). Abreviaciones: ae: acino espermatogénico, 

ao: acino oogénico. Escalas: 20 µm. Fotografías: Verena Bökenhans. 

 

La proporción de los individuos que presentan desorganización en los acinos 

espermatogénicos, difieren significativamente de la proporción de individuos post-

reproductivos a lo largo del año (p=3,23 e-05). A partir de junio, comienzan a mostrar 

algún signo de desorganización, coincidente con la época en que los individuos se 

encuentran maduros (con presencia de espermatozoides). La figura 18 muestra la 

frecuencia de individuos post-reproductivos según las características de los acinos 

espermatogénicos y con algún signo de desorganización en sus acinos a lo largo de los 

meses. 
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Figura 18. Frecuencia absoluta mensual de individuos de Pleurobranchaea maculata post-reproductivos y 

con algún grado de desorganización en sus acinos espermatogénicos. N total= 191 individuos. Período de 

muestreo: Octubre 2015-Septiembre 2016. 

 

Apoptosis en la gónada durante el ciclo de vida 

A lo largo del año se observa una variación en las células apoptóticas en concordancia 

con el proceso de maduración gonadal. En los individuos maduros de julio, agosto, 

septiembre y octubre la señal positiva se concentra en los núcleos de los diferentes 

estadios germinales, principalmente en las espermatogonias (Fig. 19-A, B, C). En estos 

cortes no se observó una señal positiva en células estructurales de las membranas basales. 

En el individuo maduro de noviembre, donde ambos acinos gametogénicos se 

encuentran maduros, no se observan núcleos apoptóticos en ningún tipo celular (Fig. 19- 

C, D, E).  

La presencia de cuerpos amarillentos en la membrana basal de los acinos 

espermatogénicos (individuos post-reproductivo de febrero y marzo), observados en las 

tinciones con hematoxilina-eosina, son acompañados por señales positivas a la técnica de 

TUNEL en los núcleos de las células de Sertoli (Fig. 19-F, G, H). A su vez, se expusieron 

claras señales positivas en las células asociadas a las membranas basales de los acinos 

oogénicos (Fig. 19-F, G, H) incluso cuando mediante la tinción con hematoxilina- eosina 

no se evidenciaban notorios signos de deterioro de los mismos. En etapas avanzadas de 

la senescencia, donde los acinos se encuentran prácticamente vacíos (individuo post-
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reproductivo de abril), las señales apoptóticas disminuyen (Fig. 19-I, J, K) observándose 

señales positivas en algunos núcleos celulares remanentes.  

 

Figura 19. Evaluación de apoptosis celular mediante la técnica del TUNEL en tejido gonadal de 

individuos de Pleurobranchaea maculata de julio (A-C), noviembre (D-F), febrero (G-I) y abril (J-L). La 

columna control corresponde al control negativo sin reactivo (deoxynucleotidyl transferasa). A-C: Las 

señales positivas en los núcleos de las espermatogonias (ejemplificado mediante flecha negra). Nótese la 

ausencia de señal positiva en las células estructurales de las membranas basales y en las células germinales 

de los acinos oogénicos (flechas rojas). D-F: Ausencia de núcleos apoptóticos. G-I: Las señales positivas 

se observan en los núcleos de las células estructurales de la membrana basal (ejemplificado mediante flecha 

negra). A su vez se observan señales apoptóticas en núcleos de células germinales desorganizadas en el 

lumen de los acinos espermatogénicos. J-L: Las señales positivas se observan en algunos núcleos 

remanentes de las células de la membrana basal (ejemplificado mediante flecha negra). La flecha roja indica 

los acinos oogénicos. Abreviaciones: ae: acinos espermatogénicos, ao: acinos oogénicos, ec II; 

espermatocitos II, eg: espermatogonias, ez: espermatozoides. Escalas: A, C, D, F, G, I, J, L: 50 µm; B, E, 

H, K: 20 µm. Fotografías: Verena Bökenhans. 

42 



5. Ciclo de vida anual 

La tabla 2 resume las características gonadales observadas en los individuos 

inmaduros, maduros o post-reproductivos.  

 

Tabla 2. Individuos inmaduros, maduros o post-reproductivos según sus características gonadales. 

 Acinos espermatogénicos Acinos oogénicos 

Inmaduros 
Presencia de células germinales, 
espermatogonias, espermatocitos 

y espermátidas. Ausencia de 
espermatozoides. 

Presencia de células germinales, 
oogonias y oocitos 

previtelogénicos. Ausencia de 
oocitos vitelogénicos. 

Maduros 
Presencia de células germinales, 
espermatogonias, espermatocitos 

y espermátidas y 
espermatozoides. 

Presencia de células germinales, 
oogonias y oocitos 

previtelogénicos y oocitos 
vitelogénicos. 

Post-

reproductivos 

Presencia de cuerpos 
amarillentos en la membrana 

basal, la cual se encuentra 
engrosada y presenta aspecto 

irregular. Los estadios celulares 
pueden estar presentes de 

manera organizada u 
desorganizada o bien el acino 

puede encontrarse vacío. 

Acinos cuyo lumen se encuentra 
vacíos y presentan cuerpos 

amarillentos en la membrana 
basal. Se observa la presencia de 

algunas células germinales en 
deterioro. 

 

Al evaluar la proporción de individuos inmaduros, maduros y post-reproductivos 

según sus acinos espermatogénicos, se observa una variación a lo largo del año. Entre 

febrero y abril se observa un predominio de individuos inmaduros, cuyo peso promedio 

fue de 5,53 ± 3,19 g (X ± SD, N= 20) (Fig. 21-A). El máximo de individuos inmaduros 

ocurre en marzo (55,55%). Esta proporción disminuye en abril (35,71%), con un 

correspondiente aumento del número de individuos maduros (64,29%) (Fig. 20-A). Entre 

mayo y enero prácticamente todos los individuos muestreados se encontraban maduros, 

presentando una amplia variabilidad en sus pesos, con un peso promedio de 17,61 ± 5,48 

g (X ± SD, N= 141) (Fig. 20-A). Un único individuo de enero, uno de mayo y uno de 

junio se encontraban post-reproductivos, con presencia de cuerpos amarillentos en la 

membrana basal de los acinos y un engrosamiento de la misma. El mayor porcentaje de 
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individuos post-reproductivos se observa en febrero y marzo representados por un 

66,66% y un 38,88%, respectivamente (Fig. 20-A). Sus pesos promedio fueron de 13,89 

± 4,96 g (X ± SD, N= 22) (Fig. 21-A). 

  

 

Figura 20. Porcentaje promedio de individuos que presentan los acinos espermatogénicos (A) y los acinos 

oogénicos (B) maduros, inmaduros o post-reproductivos a lo largo del año comprendido entre los meses de 

octubre 2015 a septiembre 2016. 

 

Al analizar la proporción de individuos inmaduros, maduros y post-reproductivos 

según sus acinos oogénicos, se observa que el mayor porcentaje de individuos inmaduros 

se ven representados durante los meses de abril (92,85%), mayo (89%) y junio (53,33%), 

disminuyendo progresivamente hacia septiembre (Fig. 20-B). Sus pesos variaron 

ampliamente a lo largo de los meses mostrando un promedio y desvío estándar de 10,97 

± 5,28 g (N= 56) (Fig. 21-B). A partir del mes de mayo incrementa progresivamente el 

porcentaje de individuos maduros (Fig. 20-B), con peso promedio y desvío estandar de 

17,99 ± 5,67 g (N=120) (Fig. 21-B). Un bajo porcentaje de individuos post-reproductivos 
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se observa únicamente en los meses de febrero, marzo, mayo y junio (Fig. 20-B), variando 

entre 6,66% y 11,11%, con peso promedio y desvío estándar de 12,53 ± 4,27 g (N=7) 

(Fig. 21-B). 

 

  

Figura 21. Peso promedio de individuos que presentan los acinos espermatogénicos (A) y los acinos 

oogénicos (B) maduros, inmaduros o post-reproductivos a lo largo del año. Período de muestreo: Octubre 

2015-Septiembre 2016. 

 

Discusión 

Pleurobranchaea maculata muestra un comportamiento de cópula no registrado 

anteriormente entre los opistobranquios, observándose una etapa de transferencia interna 

de fluidos en la abertura genital femenina seguida de transferencias hipodérmicas post-

copulatorias. Si bien la combinación de modalidades ha sido descripta con anterioridad 
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en otras especies de opistobranquios (Jensen 1999, Schmitt et al. 2007, Anthes et al. 

2008), a diferencia de las observadas para P. maculata, las transferencias hipodérmicas 

reportadas son siempre previas a la transferencia interna de fluidos (pre-copulatorias). 

Siphopteron quadrispinosum (Cephalaspidea) realiza transferencias o inyecciones 

hipodérmicas pre-copulatorias mediante un pequeño estilete presente en uno de los 

extremos de su pene bipartito (Anthes et al. 2008), realizando una transferencia 

espermática unilateral. Mientras que las transferencias pre-copulatorias en Elysia timida 

(Sacoglossa) podrían ser necesarias como parte del cortejo de modo de sincronizar la 

transferencia espermática recíproca (Schmitt et al. 2007). En P. maculata, tanto la 

inserción de los penes como las transferencias hipodérmicas (post-copulatorias) ocurren 

de manera recíproca en prácticamente todos los casos observados, implicando un 

intercambio mutuo de fluidos. Durante las transferencias hipodérmicas en otras especies 

el fluido transferido puede estar compuesto exclusivamente de secreciones prostáticas 

(Anthes y Michiels 2007) o de una combinación de secreciones prostáticas y 

espermatozoides (Rivest 1984, Karlsson y Haase 2002). Esta última ha sido observada en 

especies cuya transferencia espermática ocurre únicamente a través de transferencias 

hipodérmicas (Marcus 1973, Riverst 1984, Angeloni 2003). Tal es el caso de Alderia 

modesta (Sacoglossa), en la que las transferencias hipodérmicas ocurren en cualquier 

parte del cuerpo de la pareja de cópula y conducen a una fecundación exitosa de los 

ovocitos (Angeloni 2003). Por otro lado, las secreciones prostáticas pueden presentar 

sustancias bioactivas (e.g. allohormonas) que inducen una respuesta fisiológica o 

comportamental determinada en la pareja de cópula (Koene y ter Maat 2001). Estas 

sustancias podrían actuar sobre la pareja aumentando la producción de huevos (Koene y 

ter Maat 2001, Hoffer 2012), reduciendo la producción de esperma (Hoffer 2012), 

inhibiendo siguientes cópulas y/o favoreciendo el almacenamiento espermático en la 

pareja de cópula (Koene y Chase 1998), de modo de aumentar el éxito reproductivo del 

donante. Los mecanismos fisiológicos a través de los que actúan estas sustancias no han 

sido estudiados a excepción de los efectos promovidos en el caracol terrestre Helix 

aspersa, donde el dador aumenta las posibilidades de que su esperma fecunde las gametas 

de su pareja de cópula mediante la alteración de órganos involucrados en el procesamiento 

de esperma exógeno (Koene y Chase 1998). Si bien la composición de los fluidos 

transferidos durante la cópula de P. maculata no han sido estudios en esta Tesis, las 

transferencias hipodérmicas post-copulatorias registradas podrían representar una 

estrategia reproductiva que aumentaría su éxito reproductivo. Análisis detallados de la 
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composición y modo de acción de los fluidos transferidos durante las transferencias 

hipodérmicas de P. maculata son necesarias para obtener un mejor conocimiento de los 

efectos fisiológicos y las ventajas adaptativas que este comportamiento de cópula pueda 

tener en la especie. 

La estructura gonadal de P. maculata es similar a la descripta en otras especies de 

opistobranquios, encontrándose en estrecha relación con la glándula digestiva (Thompson 

1966, Chi-Hoon et al. 2011) y donde la formación de oocitos y espermatozoides ocurre 

en compartimientos separados (Reid 1964, Rivest 1984, Medina y García 1987). Si bien 

cada acino promueve la formación de un único tipo de células gametogénicas a veces 

pueden encontrarse simultáneamente espermatozoides y oocitos en un mismo acino 

(Medina y García 1987). Debido a la distribución periférica de los acinos oogénicos, los 

oocitos maduros deben pasar por los acinos espermatogénicos para ser liberados 

(Thompson 1966, Rivest 1984, Wägele y Willan 2000) lo que sugiere una comunicación 

entre acinos (Medina y García 1987). Esta estrecha relación probablemente posibilite la 

intrusión de espermatozoides a los acinos oogénicos. La presencia de gránulos de vitelo 

sueltos en los acinos esperematogénicos posiblemente se deba a la presencia de oocitos 

vitelogénicos degradados, como ha sido señalado en el nudibranquio Hyselodoris tricolor 

(Medina y García 1987). 

La desorganización espacial de los estadios celulares observados en los acinos 

espermatogénicos ha sido previamente descripto en el nudibranquio Palio zosterae 

(Rivest 1984). Esta especie inyecta esperma exógeno directamente en los acinos 

espermatogénicos de la gónada de un conspecífico, mediante un estilete peneano. Este 

mecanismo reproductivo genera un aspecto desordenado de los espermatozoides en los 

acinos espermatogénicos, los que se sitúan de manera periférica en la gónada. A 

diferencia P. zosterae, P. maculata carece de estilete peneano, los acinos oogénicos se 

encuentran mayoritariamente distribuidos de manera periférica y presenta un período de 

inserción mutua de los penes durante la cópula. Por lo tanto, sería poco probable que la 

falta de organización observada en los acinos espermatogénicos en P. maculata sea 

consecuencia de la introducción de esperma directa durante las transferencias 

hipodérmicas. Por el contrario, la desorganización podría están promovida por acción de 

allohormonas transferidas durante dichas transferencias post-copulatorias, produciendo 

posiblemente una reducción de esperma en el individuo receptor de la inyección 

(oligospermia) como se ha registrado en el caracol hermafrodita de agua dulce Lymnaea 
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stagnalis (Hoffer 2012). Sin embargo, su efecto a nivel gonadal no fue estudiado por 

Hoffer (2012). Si bien múltiples estudios son necesarios para corroborar la relación entre 

el comportamiento de transferencia post-copulatorias con la desorganización a nivel 

gonadal en los acinos espermatogénicos, la desorganización observada en los acinos de 

P. maculata podría estar reflejando una estrategia de selección sexual, mediante la 

reducción de la espermatogénesis en los competidores. 

Los signos de deterioro gonadal han sido previamente descriptos en la babosa 

pulmonada con ciclo de vida anual Arion ater (Eupulmonata) (Lüsis 1961, Parivar 1978). 

Los individuos de esta especie hermafrodita muestran un aumento del espacio interacinar 

y la presencia de material basófílo (por su afinidad a la eosina) en las células de Sertoli 

(Lüsis 1961), así como un engrosamiento de la membrana acinar (Parivar 1978). A su 

vez, en A. ater los signos de deterioro gonadal se vieron más marcados en los acinos 

espermatogénicos que en los oogénicos, tal como fue observado en P. maculata (este 

estudio). En particular en los opistobranquios, los signos de deterioro gonadal fueron 

descriptos de manera aislada. En la liebre de mar Aplysia kurodai (Aplysiida), con ciclo 

de vida anual, se describe una constricción de los acinos luego del vaciamiento de los 

mismos al finalizar su época reproductiva (Chi-Hoon et al. 2011), promoviendo un 

aumento en el espacio interacinar. En el nudibranquio Archidoris pseudoargus los 

individuos moribundos presentan los acinos espermatogénicos vacíos mientras que los 

acinos oogénicos muestran cantidades variables de oocitos en diferentes estadios 

gametogénicos (Thompson 1966). El aspecto gonadal característico de los individuos 

post-reproductivos observado en P. maculata coincide con lo descripto en estas especies 

hermafroditas y podrían marcar el inicio del período de senescencia. A su vez, se observan 

principalmente en los meses de febrero y marzo, luego de los cuales los individuos adultos 

desaparecen, sugiriendo una posible asociación entre el deterioro gonadal y la 

senescencia. Si bien las características químicas de los cuerpos amarillentos observados 

en la gónada de P. maculata no han sido estudiadas en el presente trabajo, la descripción 

es consistente con el material basófilo observado en A. ater. Por otro lado, al igual que en 

A. ater y en A. pseudoargus, los signos de deterioro gonadal en P. maculata se ven más 

marcados en los acinos espermatogénicos que en los oogénicos. Por lo tanto, el deterioro 

gonadal observado en los acinos espermatogénicos posiblemente refleja de manera más 

asertiva el estado general del individuo hacia el final de su vida. 
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En P. maculata la espermatogénesis se completa antes que la oogénesis, al igual que 

en otras especies de opistobranquios (Thompson 1966, Lancaster 1983, Chi-Hoon et al. 

2011), sugiriendo que los individuos podrían copular y almacenar esperma en los 

receptáculos seminales hasta que los oocitos estén listos para su fecundación. La actividad 

gametogénica observada en P. maculata durante el muestreo anual sugiere que la especie 

presentan un ciclo continuo de proliferación de gametas durante todo el año, sin contar 

con un período de reposo, ni fase de recuperación, característicos de una especie 

semélpara. A su vez, al considerar el ciclo gametogénico y el deterioro gonadal en 

conjunto con la presencia de diferentes tipos de células gonadales que sufren apoptosis 

durante el ciclo gametogénico, la especie presentaría un ciclo de vida anual, luego del 

cual morirían. Durante los meses de febrero y marzo coexisten individuos post-

reproductivos con individuos inmaduros de una nueva cohorte, observándose raramente 

individuos maduros. Si bien P. maculata mostró actividad espermatogénica y oogénica 

durante todo el año, la actividad espermatogénica tanto en febrero como en marzo quedó 

representada por un único individuo maduro para esa época del año. Durante estos meses, 

gran parte de los individuos muestreados presentaban gónadas inmaduras, post-

reproductivas, o bien maduras con un alto grado de desorganización imposibilitando el 

análisis de ciclo gametogénico. Probablemente los pocos individuos maduros encontrados 

podrían representar individuos levemente retrasados del ciclo gametogénico, ya sea 

porque lograron un asentamiento larval exitoso más tardío o bien presentaron mayor 

reserva de los tejidos somáticos, como observó Thompson (1966) en el nudibranquio 

Archidoris pseudoargus. Lo mismo se observó durante la actividad oogénica en el mes 

de abril. La presencia de oocitos maduros se observa entre los meses de julio a febrero, 

durante estos meses las evacuaciones son parciales de modo que no se observa un 

vaciamiento completo de los acinos post-evacuación, pudiendo presentar varios eventos 

de liberación de gametas a lo largo del año. De este modo, se esperaría encontrar masas 

ovígeras en el campo durante los meses en los que la totalidad de los individuos 

muestreados se encuentren maduros, en especial entre octubre y enero. Estos resultados 

coinciden con la densidad de puestas observada en el campo (ver Capítulo II- Masas 

ovígeras y desarrollo embrionario). 

A su vez, el ciclo de vida anual de P. maculata relacionado a que la especie podría ser 

semélpara, se evidencia en los diferentes tipos celulares apoptóticos a lo largo de su ciclo 

gametogénico. La apoptosis es un proceso biológico fundamental que ocurre 
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principalmente durante el comienzo del desarrollo y el envejecimiento de los organismos 

(Romero et al. 2015), a través del cual un organismo elimina las células indeseables 

garantizando la homeostasis de los tejidos (Cristofolini et al. 2013, Romero et al. 2015). 

Existe un amplio consenso en cuanto a la regulación de la gametogénesis a través de la 

apoptosis de células germinales, de modo de garantizar un balance entre proliferación y 

muerte de las células germinales (Billig et al. 1996, Hsueh et al. 1996, Ma et al. 2017, 

Liang et al. 2019). La apoptosis, como función regulatoria, suele observarse 

principalmente en espermatogonias y espermatocitos (Hasegawa et al. 1997, Nakagawa 

et al. 1997, Ma et al. 2017, Liang et al. 2019), al igual que lo observado en P. maculata 

durante las etapas tempranas del ciclo gametogénico. La ausencia de núcleos apoptóticos 

observada en el individuo de noviembre (individuo con espermatozoides y oocitos 

maduros) se asocia con una mayor demanda espermática durante la época de cópula. En 

etapas tempranas del estadio post-reproductivo, la reaparición de células apoptóticas, en 

células asociadas a la membrana sugiere una relación con la degeneración del tejido 

gonadal, luego de la estación de puesta. El número de células gametogénicas disminuye 

en etapas avanzadas del estadio post-reproductivo y en consecuencia disminuye el 

número de células apoptóticas, marcando el final del ciclo reproductivo en P. maculata, 

debido que a partir de un tejido degenerado no puede reiniciar un nuevo ciclo 

reproductivo (Lüsis 1961). 

Se concluye que P. maculata presenta un mecanismo de cópula que hasta el momento 

no ha sido descripto para otras especies de opistobranquios en el que se combina una 

etapa de transferencia interna con una etapa de transferencia hipodérmicas post- 

copulatorias, con un alto grado de reciprocidad. A su vez, las evidencias obtenidas 

sugieren que P. maculata es una especie semélpara con un ciclo de vida anual. En este 

sentido, resulta congruente que los individuos alcancen rápidamente la madurez 

reproductiva, la cual se extiende por varios meses durante los cuales presentan varios 

eventos de liberación de gametas, antes de su senescencia. Además, presenta una mayor 

actividad reproductiva entre agosto y enero, encontrándose durante los meses de febrero 

y marzo principalmente individuos senescentes e inmaduros. 
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CAPÍTULO II: 

MASAS OVÍGERAS 

Y 

DESARROLLO EMBRIONARIO 

 

 

 

 

 

 



Introducción 

La amplia diversidad de especies de gasterópodos marinos se refleja en una gran 

variedad de tipos de puestas (Rawlings 1990). Entre los opistobranquios se observa una 

variedad de masas ovígeras que, en todos los casos, consisten en numerosos huevos 

dispuestos de manera individual o en grupos dentro de ovicápsulas, las cuales son 

embebidas en una matriz gelatinosa (Gibson y Chia 1989, Bandel 1976). Las masas 

ovígeras protegen a los embriones restringiendo la depredación, previniendo ataques 

bacterianos y actuando como filtros contra la radiación ultravioleta (Pechenik et al. 1984, 

Rawlings 1990, Rawlings 1999, Cancino et al. 2003). A su vez, el tamaño de las masas 

ovígeras en conjunto con la distribución de los huevos dentro de las mismas son 

fundamentales para garantizar un correcto suministro de oxígeno a los embriones en 

desarrollo (Fernández et al. 2007, Cancino et al. 2003). Tanto las formas y estructuras 

características de las masas ovígeras, como la distribución y proporción de los huevos 

dentro de las puestas difieren entre especies de opistobranquios y revisten valor 

taxonómico (Gibson 2003, Klussmann-Kolb y Wägele 2001).  

Por otro lado, el tamaño de los huevos de los opistobranquios es muy variable y se 

encuentra relacionado con el tiempo y tipo de desarrollo embrionario (Domènec Ros 

1981, Hadfield y Miller 1987, Goddard 2004). En la mayoría de los Nudipleura el 

desarrollo embrionario concluye con la eclosión de larvas planctotróficas, las cuales se 

desarrollan a partir de huevos más pequeños ( ̴ 100 µm) que los que presentan larva 

lecitotrófica o desarrollo directo (Domènec Ros 1981, Gibson 2003, Goddard 2004). Las 

larvas planctotróficas deben crecer en la columna de agua alimentándose del plancton 

durante semanas o meses antes de su asentamiento enfrentando altas tasas de mortalidad 

(Pawlik y Hadfield 1990, Goddard 2004). Por ello, el número de huevos por puesta 

asociados con este tipo de desarrollo suele ser muy grande, lo cual probablemente ayuda 

a maximizar el potencial de reclutamiento (Vance 1973, Strathmann 1985, Goddard 

2004).  

El ciclo de vida predominante entre los opistobranquios es la semelparidad anual 

(Todd y Doyle 1981, Todd 1983, Jones 1996); sin embargo, se han descripto especies 

semélparas bienales como el nudibranquio Archidoris pseudoargus (Davies 1993) y 

Pleurobranchaea meckelii (Pleurobranchaeidea), y raramente especies con ciclos de vida 

iteróparas como el nudibranquio Cadlina laevis (Davies 1993). Las especies iteróparas 

pueden presentan varios períodos de oviposición a lo largo de su vida, mientras que las 
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especies semélparas se caracterizan por presentar un único período de ovoposición (con 

uno o varios eventos de desove) y sus ciclos reproductivos se encuentran sincronizados 

de modo de asegurar que las larvas sean liberadas o se desarrollen durante el período de 

abundancia de alimento (Schroeder 1987, Pérez-Valdés y Contreras-Guzmán 2016).  

Diversas señales ambientales, principalmente la temperatura y el fotoperiodo, 

promueven la sincronicidad de los ciclos reproductivos (Pérez-Valdés y Contreras-

Guzmán 2016). En las zonas templadas, donde las fluctuaciones térmicas diarias y 

estacionales son muy amplias, el ciclo anual del fotoperiodo es el factor ambiental más 

estable y predecible (Sokolove y McCrone 1978, Olive 1995, Pérez-Valdés y Contreras-

Guzmán 2016), presentando un efecto directo en la estacionalidad reproductiva de 

numerosas especies marinas (Bigatti et al. 2008). En particular, en especies semélparas la 

temperatura podría promover el desarrollo gonadal, mientras que el fotoperiodo regularía 

la madurez reproductiva y en consecuencia el período de oviposicíon, aunque existen 

excepciones (Sokolove y McCrone 1978, Olive 1995, Sternberg et al. 2010). Se cuenta 

con poca información acerca de los mecanismos de regulación endócrina que controlan 

la oviposición en los opistobranquios (Ram et al. 1977) y más aún sobre su interacción 

con los factores ambientales. En la liebre de mar Aplysia californica (Opistobranchia) se 

ha demostrado que el fotoperiodo presenta un efecto directo en la frecuencia de 

oviposición, siendo mayor a menor cantidad de horas de luz (Wayne y Block 1992). Sin 

embargo, el fotoperiodo no presentaría efecto sobre el desarrollo embrionario, como ha 

sido demostrado en el nudibranquio Diaulula punctuolata (Pérez-Valdés y Contreras-

Guzmán 2016). 

Por otro lado, se ha reportado que la temperatura presenta un efecto directo en las tallas 

de eclosión embrionarias y el tiempo total de desarrollo intracapsular (Fernández et al. 

2007). En general, un aumento en la temperatura disminuye el tiempo de desarrollo y 

aumenta la talla embrionaria (Dehnel y Kong 1979, Todd y Havenhand 1985, Thompson 

y Jarman 1986, Przeslawski 2004, Watt y Aiken 2003, Pérez-Valdés y Contreras-Guzmán 

2016) siempre dentro de los rangos específicos de tolerancia térmica, los cuales dependen 

de la temperatura del hábitat de la población estudiada (Fernández et al. 2007, Sorte et al. 

2011). 

La temperatura superficial del agua de mar en las costas Argentinas varía según un 

gradiente latitudinal, alcanzando en promedio un máximo en el extremo norte de 22ºC 

(Mar del plata), mientras que en su extremo sur (Ushuaia) se registra en promedio una 
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mínima de 5ºC (www.seatemperature.info). El amplio rango térmico puede condicionar 

el potencial de invasión de Pleurobranchaea maculata (Walther et al. 2013), debido a 

que la tolerancia térmica durante su desarrollo puede actuar como un factor limitante. 

En el presente capítulo se realizó una descripción detallada de la masa ovígera de P. 

maculata con estimación del número de puestas por individuo y número de huevos por 

puesta. Además, se estudió la relación del período de oviposición y desempeño 

reproductivo con el fotoperiodo. A su vez, se describió el desarrollo embrionario y se 

estudiaron los tiempos de desarrollo embrionario a diferentes temperaturas, de modo de 

proporcionar información de base que resultan de fundamental importancia para la 

realización de planes de monitoreo y manejo eficientes para esta especie invasora a lo 

largo de la costa Argentina.  

 

Materiales y métodos 

1. Masas ovígeras 

Descripción de la puesta 

Las masas ovígeras de Pleurobranchaea maculata encontradas en el campo fueron 

recolectadas mensualmente durante un año (octubre 2015 - septiembre 2016). Se 

recolectaron hasta un máximo de 10 masas ovígeras mensualmente. En el laboratorio, se 

midió el ancho y largo total (ver Metodología General, Fig. 5), se pesaron y se fijaron en 

formaldehído al 4% en agua de mar. El aspecto general de las masas ovígeras fue 

descripto bajo lupa estereoscópica, así como por microscopía óptica y microscopía 

electrónica de barrido (MEB). 

Se estudiaron un total de 111 masas ovígeras. Se registró el tamaño medio de 1274 

ovicápsulas (largo y ancho máximos) y el número de huevos/embriones por ovicápsula 

(N=114). Todas las mediciones fueron realizadas bajo microscopio estereoscópico 

asociado a una cámara digital y una computadora con el software ZEN 2012. Además se 

estudió la relación entre el número de huevos/embriones y el tamaño de la cápsula 

mediante una correlación de Spearman.  

Con el fin de estimar el número total de huevos/embriones y ovicápsulas en cada masa 

ovígera, se contabilizaron bajo lupa estereoscópica el número de huevos y ovicápsulas 

presentes en fragmentos de 2 mm de largo, extraídos de 10 masas ovígeras, evitando los 
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extremos. El número de huevos/embriones y ovicápsulas encontrados en cada segmento 

fue extrapolado a toda la puesta según el largo total de la masa ovígera. 

 

Estacionalidad reproductiva  

Con el fin de evaluar la variación en la densidad de puestas encontradas en el sitio de 

estudio a lo largo del año, se realizaron muestreos mensuales, durante un año (mayo 2018 

- abril 2019), en los cuales se contabilizó el número de puestas encontradas a lo largo de 

10 transectas subacuáticas de 10 metros de largo por 2 m de ancho, ubicadas de manera 

equidistantes y perpendiculares a la línea de costa. Se calculó la densidad para cada 

transecta como D= N/ L*A, donde D es la densidad por transecta de largo y ancho fijo, 

N es el número de observaciones por transectas, L el largo de la transecta y A el ancho de 

la transecta. La densidad encontrada mensualmente corresponde al promediando de las 

densidades calculadas para cada transecta de ese mes y son expresadas con su desvío 

estándar. A su vez se relacionó la densidad de puestas encontradas (número de 

puestas/m2) con la variación natural del fotoperiodo y la temperatura superficial promedio 

del agua (www.sunrise-and-sunset.com; www.hidro.gov.ar).  

 

2. Experiencia en acuario: Ensayo de inducción a la oviposición 

El promedio de masas ovígeras que un individuo puede oviponer a lo largo de una 

temporada reproductiva se calculó mediante un ensayo en acuarios acondicionados, 

simulando la variación natural de las horas de luz a lo largo de un año. A su vez se 

relacionó el númerode puestas encontradas en el campo durante la temporada 

reproductiva con el número de puestas encontradas experimentalmente. Para ello, catorce 

individuos de P. maculata fueron recolectados en julio de 2018, antes del período de 

oviposición en el campo para minimizar que esos individuos hayan comenzado su 

actividad de oviposición antes del ensayo, y mantenidos en acuarios acondicionados 

según descripto en Metodología General. Una cortina de “black out” fue dispuesta 

alrededor del acuario de modo de impedir que el fotoperiodo de la cámara de temperatura 

controlada interfiera con el experimento. Adicionalmente, se realizó un recambio parcial 

de 2/3 del agua de mar presente en el sistema una vez por semana, de modo de garantizar 

la calidad del agua.  
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Para garantizar los eventos de cópula, los ejemplares fueron colocados por parejas en 

jaulas  y mantenidos bajo un fotoperiodo constante (9:15; Luz: oscuridad, correspondiente 

al solsticio de invierno) durante una semana para su aclimatación. Luego de la misma, se 

simuló el cambio en el fotoperiodo natural a lo largo de un año mediante dos tubos 

Fluorecentes de 18W/765 (con duración total del ensayo de cambio de fotoperiodo de 47 

días). Para ello, se agregaron 15 minutos de luz diariamente, hasta alcanzar 15 horas de 

luz (Solsticio de Verano) y posteriormente, se redujeron 15 minutos al día hasta alcanzar 

nuevamente 9 horas de luz. Diariamente se registró el número de puestas por jaula (i.e., 

por pareja) y se registró el momento en que fueron depositadas las masas ovígeras, con el 

fin de estudiar si existió alguna relación con el cambio en las horas de luz efectuado; esto 

se comparó con la estacionalidad de oviposición observada en el campo. Las masas 

ovígeras fueron retiradas el día de su oviposición para ser estudiadas y mantener el 

sustrato disponible para futuras puestas. 

 

3. Desarrollo embrionario  

El desarrollo embrionario y tiempo de desarrollo intracapsular se analizó mediante 

masas ovígeras obtenidas durante los muestreos de campo y de individuos P. maculata 

mantenidos en acuarios acondicionados. Los individuos adultos fueron alimentados 

regularmente según descripto en Metodología General y eventualmente con anémonas 

(Parabunodactis imperfecta y Diadumene lineata). Las masas ovígeras encontradas 

fueron colocadas en recipientes plásticos individuales con 200 ml agua de mar filtrada a 

1 µm y esterilizada con luz UV, con aireación constante. Pequeñas secciones de cada 

masa ovígera fueron observadas diariamente bajo lupa estereoscópica y microscopio 

óptico. En base a los cambios morfológicos observados en los embriones se definieron 5 

estadios de desarrollo intracapsular (Tabla 3).  
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Tabla 3. Estadios del desarrollo intracapsular. 

Estadio Descripción 

0 – Huevo Huevo sin clivar, esférico y blanco. 

1 - Mórula/ Blástula Embrión con número variable de blastómeros 
(macrómeros y micrómeros) previo a la gastrulación. 

2 – Gástrula Embrión esférico o con forma de corazón con 
invaginación del balstocele. 

3 - Veliger temprana Embrión con velo incipiente ciliado. Aparición de un 
primordio de conchilla en forma lenticular.  

4 – Veliger Embrión con protoconcha completa, que cubre toda la 
masa visceral. Estatocistos reconocibles, órganos 
digestivos y velos en desarrollados. Aparición de un 
pequeño pie ciliado. 

 

Adicionalmente, para ver si el desarrollo embrionario es homogéneo a lo largo de toda 

la masa ovígera, tres segmentos de distintas zonas de una misma masa ovígera (inicio, 

mitad y final) fueron observados bajo microscopio óptico.  

Para cada estadio de desarrollo embrionario se midieron, siempre que fue posible: 

largo máximo del embrión; largo total, ancho y alto de la protoconcha; ancho y alto del 

velo; largo del pie; ancho máximo del órgano pigmentado y ancho máximo de los 

estatocistos (Fig. 22).  
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Figura 22. Medidas morfométricas embrionarias de Pleurobranchaea maculata. A- Vista lateral derecha 

del embrión en estadio veliger (día 11). B- Vista dorsal de embrión en estadio veliger (día 9). Abreviaciones: 

AlV: alto del velo, AltoP: Alto de la protoconcha, AnchoP: Ancho de la protoconcha, AnTV: ancho total 

de los velos, AnV: ancho del velo, LME: largo máximo del embrión, LTP: largo total de la protoconcha, P: 

largo del pie. Escalas: 50 µm. Fotografías: Verena Bökenhans. 

 

4. Experiencia en acuario: Efecto de la temperatura en el desarrollo embrionario 

El efecto de la temperatura del agua en el tiempo de desarrollo y el tamaño de la 

protoconcha embrionaria al momento de la eclosión fue evaluado mediante experimentos 

de temperatura controlada. Para ello, ocho masas ovígeras, obtenidas al azar del ensayo 

anterior inmediatamente posterior a su desove (Ver: Experiencia en acuario: Ensayo de 

inducción a la oviposición) fueron fragmentadas en 5 segmentos de tamaño similar. Cada 

fragmento fue colocado en recipientes plásticos individuales con 100 ml agua de mar 

filtrada a 1 µm y esterilizada con luz UV, con aireación constante, para ser expuestas a 

diferentes tratamientos de temperatura (5, 10, 14, 18 y 22 ºC) bajo un fotoperiodo 

constante (12:12; luz: oscuridad), de modo de tener 8 réplicas por tratamiento. El 

experimento fue realizado en la cámara de temperatura controlada del Servicio de 

Acuarios Experimentales del CCT-CENPAT (Fig. 23-A). La misma cuenta con 

contenedores de 30 litros, con agua dulce cuya temperatura se controló con calentadores 
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regulados de manera digital. Los frascos permanecieron inmersos en los contenedores, a 

la temperatura deseada, durante todo el experimento (Fig. 23-B).  

Se controló diariamente la salinidad y temperatura de cada frasco, así como el estado 

general del segmento de masa ovígera bajo lupa o microscopio óptico. El agua se cambió 

por completo día por medio. En cada caso, se registró el tiempo total de desarrollo 

intracapsular como los días transcurridos hasta que se visibilizaban las primeras larvas 

libres. Debido a que las larvas no eclosionan todas de manera simultánea, se registró la 

longitud total de la protoconcha embrionaria antes de la eclosión para 25 embriones que 

aún se encontraban en las ovícapsulas durante el día de eclosión.  

 

 

Figura 23. A- Contenedores de agua corriente en la cámara de temperatura controlada. B- Frascos con 

aireación inmersos en contenedor. Fotografías: Verena Bökenhans. 

 

El efecto de la temperatura sobre el tiempo de desarrollo y el tamaño de la protoconcha 

embrionaria antes de la eclosión fueron puestos a prueba mediante ANOVAs de un factor, 

respectivamente.  

En cada caso, se comprobó que las muestras cumplan con el supuesto de normalidad 

mediante una prueba de Kolmogorov-Smirnov y la homogeneidad de varianzas mediante 

una prueba C de Cochran. El ANOVA es un test robusto ante la falta de normalidad 

cuando: el diseño se encuentra balanceado, el número de muestras para cada tratamiento 

es mayor a 6 y cuando hay menos a 5 tratamientos (Underwood 1997). Todas estas 
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condiciones se cumplieron en el presente experimento pudiendo continuar con el análisis 

en caso que no se cumpliese el supuesto de normalidad. En el largo de la protoconcha 

embrionaria se realizó la trasformación x2 de modo de cumplir los supuestos de 

normalidad y homogeneidad de varianzas del test ANOVA. Se realizaron comparaciones 

a posteriori a través de la prueba Tukey HSD. 

 

Resultados 

1. Masas ovígeras 

Descripción de la puesta 

La masa ovígera de Pleurobranchaea maculata se caracterizó por presentar una forma 

cilíndrica cuyo diámetro promedio y desvío estándar es 1,45 ± 0,52 cm, largo promedio 

es 7,98 ± 2,25 cm y peso promedio es 5,39 ± 2,66 g (X ± DS). Las masas ovígeras 

analizadas (N = 68) presentaron una gran variabilidad, que puede evidenciarse en el rango 

del diámetro, largo y peso (0,64-3,14cm, 4,30-15,40cm y 1,93-12,90g, respectivamente). 

Parte de esta variabilidad en el tamaño y peso promedio de las masas ovígeras se relacionó 

con cambios observados a lo largo de los meses del año (Fig. 24).  

 

 

Figura 24. Promedios mensuales de las variables morfométricas de la masa ovígera de Pleurobranchaea 

maculata para aquellos meses donde se encontraron masas ovígeras en el campo. Período de medición: 

Octubre 2015-Septiembre 2016. 
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En el campo, las masas ovígeras se encontraron adheridas en su mayoría a algas y en 

menor medida sobre sustratos rocosos. En el laboratorio los individuos adhirieron las 

masas ovígeras a todo sustrato duro disponible, incluyendo las paredes de vidrio de los 

acuarios, piedras e incluso a las mangueras aireadoras. Habitualmente se encontraron 

dispuesta de manera semicircular a espiralada o enrollada sobre sí mismas (Fig. 25-A), 

unidas al sustrato mediante un área estrecha a lo largo de la longitud total de la misma 

(Fig. 25-B). Esta zona de unión permite una fuerte adhesión al sustrato, presentando una 

consistencia levemente elástica y altamente resistente, que dificulta la remoción de las 

masas ovígeras. Los extremos de las mismas difieren morfológicamente entre sí, 

observándose una forma redondeada correspondiente al extremo donde comienza la 

oviposición y una forma puntiaguda correspondiente al extremo donde finaliza la misma 

(Fig. 25-A). 

Las masas ovígeras consisten en una matriz gelatinosa transparente (mucus), dentro de 

la cual se encuentran distribuidas de manera periférica las ovicápsulas que contienen los 

huevos. En ambos extremos de las masas ovígeras se observaron ovicápsulas vacías (Fig. 

25-C). El color de los huevos y embriones le brindó a la masa ovígera su apariencia 

blanco-amarillento (Fig. 25-D).  

Una cubierta externa (Fig. 26-A, Fig. 27-A) contiene la matriz gelatinosa transparente 

y elástica, que se distribuyó en la totalidad del cilindro. Internamente, las ovicápsulas 

están dispuestas en estructuras tubulares, cuyos límites muy delgados del tipo 

membranoso, no siempre son fácilmente visibles bajo el microscopio óptico (Fig. 26-C, 

Fig. 27-B). Las estructuras tubulares se disponen en forma de anillos cerrados de manera 

periférica dentro de la matriz gelatinosa, pudiéndose observar en una sección transversal 

dos anillos concéntricos (Fig. 26-C, Fig. 27). Una cubierta interna separa la zona con 

ovicápsulas de la gelatina central (Fig. 27). 

Al comenzar las eclosiones, el aspecto de la masa ovígera cambió. La misma perdió 

consistencia, desarmándose fácilmente y se observan zonas donde la cubierta externa se 

encuentra rota (Fig. 25-E).  
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Figura 25. Masas ovígeras de Pleurobranchaea maculata. A- Masa ovígera de Pleurobranchaea maculata 

adherida a un alga. Las flechas indican los diferentes extremos que indican principio y/o fin de la 

ovisposición. B- Zona de adhesión a lo largo de la longitud total de la masa ovígera (flechas rojas). C-

Ambos extremos de la masa ovígera contiene ovicápsulas vacías. D- Estructuras tubulares en forma de 

anillos dispuestas de manera consecutiva. Embriones de color blanco-amarillento. E- Masa ovígera en 

estadio de eclosión de las larvas, nótese el estado de deterioro. Escalas: A-C-D-E: 1 cm, B: 100 µm. 

Fotografías: A, E: Andrés Averbuj, B, C, D: Verena Bökenhans. 
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Figura 26. Masa ovígera de Pleurobranchaea maculata. A- Masa ovígera de Pleurobranchaea maculata. 

La flecha indica la cubierta externa. B- Disposición periférica de las ovicápsulas en forma de anillos. C- 

Ovicápsulas con embriones dispuestos en doble fila dentro de estructuras tubulares. Las flechas muestra la 

pared que limita dicha estructura. Escalas: A-B: 0,5 cm, C-: 100 µm. Fotografías: Verena Bökenhans. 

 

El tamaño promedio de las ovicápsulas fue 275,13 con un desvío estándar de 37,75 

µm (N = 1274). Se observó una relación directa entre el diámetro de las ovicápsulas 

asociados a un mayor número de huevos por cápsula (r2=0,81, N=114, p< 0,05). Se estimó 

un promedio de tres embriones por ovicápsula. El máximo de embriones por cápsula 

observados en las masas ovígeras obtenidas en campo fue de cuatro, mientras que se 

observaron hasta siete embriones por cápsula en masas ovígeras obtenidas en acuario (N= 

3). El número promedio y desvíos estándares de ovicápsulas y embriones estimadas por 

masas ovígeras (N =10) fue 58.796,19 ± 15.904,85 y 101.842,07 ± 39.793,48 

respectivamente. 
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Figura 27. Masa ovígera de Pleurobranchaea maculata. Fotografías MEB. A- Sección periférica de la masa 

ovígera en un corte longitudinal. Dos filas de ovicápsulas dispuestas de manera paralela entre la cubierta 

externa y la cubierta interna. B- Ovicápsula dentro de la estructura tubular. Las flechas muestran la pared 

que mantiene las ovicápsulas en fila. D- Detalle de los embriones en estadio huevo. Abreviaciones: ce: 

cubierta externa, ci: cubierta interna e: embrión, mc: membrana de la ovicápsula, mg: matriz gelatinosa. 

Escalas: A: 100 µm, B: 10 µm, C: 50 µm. Fotografías: Mauricio Luquet. 

 

Estacionalidad reproductiva  

Pleurobranchaea maculata mostró un marcado período de oviposición, que comenzó 

con las primeras puestas en julio y extendiéndose hasta febrero. El número máximo de 

puestas encontradas se observó en enero, coincidente con el máximo de horas de luz, 

presentando una densidad de 0,13 ± 0,10 puestas/m2. Se observó una disminución en la 

densidad de puestas encontradas al disminuir el fotoperiodo (Fig. 28).  
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La disminución de puestas en el campo durante los meses de febrero y marzo, se vió 

acompañada por una mayor dificultad de encontrar adultos en el campo. En febrero se 

observaron los primeros juveniles y durante el mes de marzo los individuos adultos de P. 

maculata fueron difíciles de encontrar en el campo. Durante el mes de abril solo se 

observaron individuos juveniles. 

 

 

Figura 28. Número de masas ovígeras de Pleurobranchaea maculata encontradas en campo a lo largo del 

año comprendido entre mayo 2018 y abril 2019; se muestran también el fotoperiodo y temperatura del agua 

de mar para el mismo período. 

 

2. Experiencias en acuario: Ensayo de inducción a la oviposición  

Durante 47 días de experimento se observó un promedio de 9,71 ± 2,75 masas ovígeras 

por pareja de cópula (X ± DS). La estacionalidad fue similar a la observada en el campo 

(Fig. 29), con la mayor oviposición durante el máximo de horas de luz (correspondiente 

al mes de enero) y ausencia de masas ovígeras durante el mínimo de horas de luz (mayo-

junio). Se estimó un promedio mínimo aproximado de cinco masas ovígeras por 

individuo. 
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Figura 29. Número de masas ovígeras de Pleurobranchaea maculata encontradas durante el ensayo de 

fotoperiodo en acuarios. Los meses representan el período experimental durante el cual las horas de luz 

corresponden con los meses del año. Se detalla el fotoperiodo natural para cada mes simulado. 

 

3. Desarrollo embrionario 

En general, el desarrollo embrionario fue homogéneo a lo largo de la totalidad de la 

masa ovígera. Sin embargo, se observaron embriones con estadios consecutivos de 

desarrollo dentro de una misma ovicápsula. La figura 30 muestra una variación en el largo 

promedio del embrión durante los estadios de su desarrollo intracapsular, en particular 

aumentando continuamente desde que alcanza el estadio veliger hasta su eclosión.  

El diámetro promedio de los huevos sin segmentar y su desvío estándar fue 116,14 µm 

± 11,70 (estadio cero - N = 407). Los huevos siguieron una segmentación espiral 

holoblástica. La liberación de los cuerpos polares se observó durante las primeras 24 hs 

y fue seguida por la primera y segunda división celular, las cuales ocurrieron entre las 24 

y 48 hs luego de la oviposición (Fig. 31-A, B). Como consecuencia de la división celular 

desigual se observa la presencia de macrómeros y micrómeros en las siguientes divisiones 

celulares seguidos por los estadios mórula y blástula (48 a 96 hs) (Fig. 31-C, D, E). 

Durante la gastrulación los embriones tomaron forma de corazón y se observa con 

claridad la zona de invaginación del blastocele (cuarto día) (Fig. 31-F, G). El estadio 

gástrula se prolongó aproximadamente un día. 
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Figura 30. Largo promedio y desvío estándar del embrión de Pleurobranchaea maculata a lo largo del 

tiempo (días). Se detallan los estadios del desarrollo embrionario completo. Fotografías: Verena 

Bökenhans. 

 

No se observó un estadio equivalente a una larva trocófora en el material estudiado. El 

estadio veliger temprano fue reconocible a partir del sexto día de desarrollo embrionario. 

Se caracterizó por la aparición de las primeras cilias, ubicadas en la zona donde 

rápidamente comienza el crecimiento de los velos incipientes, y posteriormente por la 

presencia del primordio de una conchilla en forma lenticular (Fig. 31-H). Durante el 

séptimo día de desarrollo, en el estadio veliger, la protoconcha cubrió la totalidad de la 

larva masa visceral. Se hicieron reconocibles los estatocistos (Tabla 4), cuyo tamaño se 

mantuvo prácticamente constante durante todo el desarrollo embrionario (Fig. 31-I). 

Además, se hizo visible un pequeño pie ciliado. 
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Figura 31. Desarrollo embrionario de Pleurobranchaea maculata. A: Huevo. B: Segunda división. C: D: 

Mórula. E: Blástula. F: Gastrulación: La fecha blanca señala la zona de invaginación del blastocele. G: 

Gástrula. H: Veliger temprana: Se muestran el velo ciliado en crecimiento (flechas rojas) y el primordio de 

conchilla lenticular (flecho blanca). I: Veliger. Las flechas señalan los estatocistos. Escalas: 25 µm. 

Fotografías: Verena Bökenhans. 

 

El estadio veliger se prolongó hasta la eclosión (día 11). Durante el mismo, se observó 

un incremento en el tamaño del pie, los velos y la protoconcha del embrión (Tabla 4). 

Esta última es transparente, permitiendo ver fácilmente el desarrollo del sistema 

digestivo, que durante este estadio consistió en un esófago, estómago, dos glándulas 

digestivas, ubicadas a cada lado del embrión, y un intestino que se pliega hacia la derecha 

y desemboca en el ano (Fig. 32). Junto al ano, se observó la glándula anal, como un 

conjunto de células globulares, y un órgano pigmentado de color rojo (Fig. 32). El 

músculo retractor se encuentra anclado a la protoconcha del lado izquierdo del embrión 

(Fig. 32). Las primeras eclosiones se observaron a partir del onceavo día, cuando ocurre 

la liberación de una gran cantidad de larvas planctotróficas. Durante las eclosiones 

larvales, un gran número de larvas se liberan de las cápsulas prácticamente de manera 

simultánea, mientras que otras, permanecen en las ovicápsulas de las masas ovígeras. La 
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mayoría de las larvas abandonaron las ovicápsulas durante el onceavo día. El doceavo día 

finaliza el proceso de eclosión. 

 

Tabla 4. Variables morfométricas del estadio embrionario veliger de Pleurobranchaea maculata. Los 

valores expresados representan la media y el desvío estándar para cada estructura embrionaria, siendo N el 

número total de observaciones. 

Estadios / 
Estructuras 
embrionarias  

Veliger 

(día 8)(µm) 

Veliger 

(día 9) (µm) 

Veliger 

(día 10) (µm) 

Veliger 

(día 11) (µm) 

Largo máximo del 
embrión 

152,73 ± 7,55 

(N=76) 

161,99 ± 11,26 

(N=110) 

181,15 ± 33,43 

(N=144) 

213,57 ± 43,10 

(N=105) 

Largo total 
protoconcha 

137,53 ± 7,70 

(N=53) 

149,94 ± 11,78 

 (N=116) 

165,48 ± 11,84 

(N=103) 

185,41 ± 12,23 

(N=101) 

Ancho 
protoconcha 

102,99 ± 10,91 

(N=158) 

106,52 ± 6,79 

(N=63) 

109,69 ± 9,19 

(N=110) 

113,17 ± 8,54 

(N=39) 

Alto protoconcha 113,79 ± 8,45 

(N=82) 

119,94 ± 10,78 

(N=129) 

124,47 ± 13,74 

(N=136) 

134,87 ± 14,15 

(N=92) 

Ancho del velo 75,36 ± 6,18 

(N=61) 

80,68 ± 9,83 

(N=101) 

87,39 ± 15,94 

(N=77) 

74,59 ± 18,85 

(N=19) 

Alto del velo 83,73 ± 7,98 

(N=90) 

88,16 ± 9,44 

(N=99) 

99,01 ± 12,71 

(N=104) 

117,83 ± 17,35 

(N=100) 

Largo del pie 50,09 ± 7,98 

(N=69) 

61,07 ± 7,19 

(N=125) 

69,07 ± 7,19 

(N=98) 

79,66 ± 18,38 

(N=92) 

Órgano 
pigmantado 

23,83 ± 3,24 

(N=64) 

27,31 ± 3,17 

(N=101) 

29,39 ± 3,83 

(N=110) 

30,25 ± 4,56 

(N=88) 

Estatocistos 11,77 ± 8,99 

(N=60) 

10,61 ± 1,67 

(N=75) 

11,26 ± 1,81 

(N=63) 

10,96 ± 1,97 

(N=63) 

 

Al momento de la eclosión (veliger-día 11) el largo total promedio de la protoconcha 

y su desvío estándar fue 185,41 ± 12,23 µm (N = 101). Cada lóbulo velar presentó dos 

hileras de cilias (Fig. 323) y un tamaño de 74,59 ± 18,85 µm de ancho (N = 76) y 117,83 

± 17,35 µm de alto (X ± DS, N = 100). Los estatocistos se encontraron ubicados a la 

altura de la zona anterior del pie, que en esta etapa era ciliado. El pie carece de opérculo 
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durante todo su desarrollo y alcanzó un largo promedio y desvío estándar de 79,66 ± 18,38 

µm previo a la eclosión. No se observaron ojos durante todo el desarrollo intracapsular. 

 

 

Figura 32. Embriones en estadio pediveliger de Pleurobranchaea maculata. A-Vista frontal de pediveliger 

día 9. B- Vista dorsal de pediveliger día 9. Lóbulo velar con dos hileras de cilias (flechas) C- Lado izquierdo 

del embrión pediveliger día 11, con músculo retractor anclado a la protoconcha. D- Lado derecho del 

embrión pediveliger día 11, con órganos internos bien desarrollados. Los estatocistos se observan en la 

región anterior del pie ciliado. Abreviaciones: e: estatocistos, es: estómago, ga: glándula anal, gdd: glándula 

digestiva derecha, gdi: glándula digestiva izquierda, in: intestino, mr: músculo retractor, p: pie, pro: 

protoconcha, v: velo. Escalas: 20 µm. Fotografías: Verena Bökenhans. 
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4. Experiencia en acuario: Efecto de la temperatura en el desarrollo embrionario 

Las masas de huevos expuestas a temperaturas extremadamente bajas y altas (5 y 22 

ºC) no completaron el desarrollo embrionario y fueron excluidos de los análisis 

estadísticos. A una temperatura de 5 ºC no se observó desarrollo de los embriones. Entre 

el tercer y el sexto día, los huevos se aglomeraron, se desintegraron en fragmentos más 

pequeños o se observó una capa de aspecto oleosos en su periferia, momento en el cual 

la masa del huevo se retiró del experimento. A una temperatura de 22 ºC se observaron 

sucesivas divisiones celulares durante el primer día. A partir del segundo día los huevos 

se desintegraron en fragmentos más pequeños. En raras ocasiones se observaron 

embriones más avanzados (con presencia de algunas cílias aisladas o protoconchas 

anormales), pero con deformaciones y claramente inviables.  

Se encontraron diferencias significativas en los tiempos de desarrollo a diferentes 

temperaturas (10, 14 y 18 ºC) (ANOVA: F2,23 = 96,29; p <0,01). Los resultado del análisis 

demuestran que al exponer las masas ovígeras de P. maculata a una temperatura de 10ºC, 

las mismas presentaron un mayor tiempo de desarrollo que las masas expuestas a 

temperaturas de 18ºC (Tabla 5). El tiempo medio y desvío estándar de desarrollo 

embrionario para los embriones expuestos a 10 °C fue 14,37 ± 0,48 días, mientras que 

para los expuestos a 14 y 18 °C fue de 10,12 ± 0,92 días y 7,50 ± 0,5  días, 

respectivamente.  

 

Tabla 5. Tiempo (días) en completar el desarrollo embrionario, para cada masa ovígera a diferentes 

temperaturas. 

Temperatura Puesta 
1 2 3 4 5 6 7 8 

T18 7 8 8 7 7 7 8 8 
T14 9 10 10 9 10 11 12 10 
T10 14 14 15 15 14 14 15 14 

 

La longitud media total de la protoconcha embrionaria antes de la eclosión y su desvío 

estándar fue 199,1 ± 11,8 µm a 10 °C, 209,9 ± 11,6 µm a 14 °C y 217,2 ± 11,6 µm a 18 

°C. Las temperaturas experimentales del agua de mar también demostraron tener un 

efecto sobre el largo de la protoconcha embrionaria de las masas ovígeras de P. maculata 
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(ANOVA: F2,21 = 4,4; p <0,01). La temperatura de 18 ºC presentó un mayor efecto sobre 

el largo de protoconcha embrionaria que al exponerlas a una temperatura de 10ºC.  

 

Discusión 

La forma cilíndrica enrollada sobre si misma característica de las masas ovígeras de 

Pleurobranchaea maculata, así como las estructuras y distribución de las ovícapsulas son 

similares a las descriptas para Pleurobranchaea japonica (Tsubokawa y Okutani 1991), 

difiriendo de las masas ovígeras encontradas en otras especies perteneciente a la 

Superfamilia Pleurobranchoidae (Hurst 1967, Gibson 2003). La distribución de las 

ovicápsulas dentro de las masas ovígeras podría ser el resultado de respuestas adaptativas 

para diferentes fuentes de estrés ambiental (Rawlings 1990, Przeslawski 2004). En 

particular, el ambiente submareal suele ser estable en cuanto a cambios repentinos de 

salinidad y temperatura, resultando más severo en cuanto a la disponibilidad de oxígeno 

(Strathmann 1977, Strathmann y Strathmann 1995, Przeslawski 2004, Przeslawski y 

Davis 2007, Woods y Moran 2008, Moran y Woods 2010). Las paredes de las ovicápsulas 

limitan la difusión de oxígeno (Cancino et al. 2000, Brante 2006) y, a su vez, las 

condiciones intracapsulares de oxígeno afectan el desarrollo intracapsular. Por ello, el 

tipo de empaquetamiento de los embriones dentro de las masas ovígeras gelatinosas es 

fundamental para garantizar el correcto suministro de oxígeno a los embriones 

(Fernández et al. 2007), limitando el tamaño de las masas ovígeras (Cancino et al. 2003, 

Fernández et al. 2007) y en consecuencia el número de embriones por puesta (Perron y 

Corpuz 1982, Fernández et al. 2007). La distribución periférica de las ovicápsulas en las 

masas ovígeras de P. maculata podría representar una ventaja adaptativa, de modo de 

garantizar la difusión de oxígeno desde el exterior a los embriones en desarrollo. Así, 

posibilita además masas ovígeras de mayor tamaño y en consecuencia mayor número de 

embriones por puesta.  

El número de huevos/embriones por masa ovígera estimados en el presente trabajo 

para P. maculata (101.842,07) se encuentra por debajo del medio millón de huevos 

registrados para P. japonica por Tsubokawa y Okutani (1991). En dicho trabajo, el largo 

promedio de las masas ovígeras de P. japonica fue alrededor de cinco veces mayor al 

estimados para P. maculata y el promedio de huevos por ovicápsula fue más del doble 
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que el encontrado en P. maculata. En los opistobranquios se observa una correlación 

positiva entre el tamaño del progenitor con el número de huevos por masa ovígera, así 

como con el número de huevos por ovicápsulas (Thompson 1967, Harrigan y Alkon 1978, 

Domènec Ros 1981). El peso máximo de los individuos de P. maculata encontrados en 

el sitio Punta Este nunca superaron los 34 gr, mientras que para P. japonica se han 

reportado individuos de entre 30 y 80 gr (Chiken et al. 2009). De modo que la diferencia 

de huevos por ovicápsula y por masa ovígera encontrados entre las especies posiblemente 

se deba, en parte, a las diferentes tallas que alcanzan los individuos en cada sitio. 

El inicio de la temporada de oviposición en P. maculata coincide con lo descripto por 

Olive (1995) para otras especies semélparas, donde el fotoperiodo es el responsable de 

desencadenar los procesos endógenos que inducen la misma. Los individuos de P. 

maculata que habitan el Golfo Nuevo inician el período de oviposicíon en julio (invierno), 

coincidente con un aumento en las horas de luz, sugiriendo una influencia directa del 

fotoperiodo en el comienzo de la oviposición en esta especie. A su vez, la cantidad de 

horas de luz pareciera influir en la frecuencia de oviposición a lo largo del año en P. 

maculata. Tanto el número de masas ovígeras encontradas en el campo como las 

ovipuestas por individuo en cautiverio se incrementó de manera coincidente con un 

aumento en las horas de luz, encontrándose el máximo de puestas en enero (verano), 

cuando las horas de luz alcanzan su máximo. El aumento en la frecuencia de oviposicón 

en respuesta a un aumento en el fotoperiodo ha sido descriptos para el gasterópodo 

murícido Trophon geversianus (Cumplido et al. 2010) y el volútido Odontocymbiola 

magellanica (Bigatti et al. 2008), ambos habitantes de Golfo Nuevo donde habita la 

población estudiada de P. maculata. Por el contrario, en las costas de california (EE.UU.), 

la liebre de mar Aplysia californica (Opistobranchia) presentó una mayor frecuencia de 

oviposición al ser expuesta a días cortos (8 de horas luz) en relación a días largos (16 

horas de luz) (Wayne y Block 1992). Sin embargo, a diferencia de P. maculata el período 

de oviposición reportado para A. californica comienza en verano prolongándose durante 

el otoño, contrario a lo observado en P. maculata. 

En términos generales el ensayo de inducción a la oviposición en el acuario replica la 

estacionalidad de puesta observada en el campo. Sin embargo, en dicho ensayo se observó 

una disminución en la frecuencia de masas ovígeras en los días correspondientes a los 

meses de noviembre y diciembre. La misma posiblemente se encuentre relacionada a la 

variación constante del fotoperiodo lo largo del experimento en contraposición con la 
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variación sigmoideal natural del mismo, produciendo que esos meses queden 

representados por menos cantidad de días. A su vez, el presente ensayo refleja que un 

individuo puede poner al menos 5 puestas en un ciclo de luz anual. El corto tiempo 

experimental posiblemente no sea suficiente para que los individuos puedan recuperarse 

energética y fisiológicamente por lo que sería esperable que dicha estimación subestime 

la capacidad reproductiva de la especie en condiciones naturales. De todos modos, se 

puede afirmar que P. maculata produce, al menos, más de medio millones de embriones 

por individuo durante un año. La alta fecundidad que presenta P. maculata estaría 

relacionada con la estrategia de desarrollo con presencia de larvas plantotróficas, las 

cuales se ven sometidas a la depredación y competencia por el alimento (Vance 1973, 

Underwood 1974). Por todo ello no sorprende que la inversión energética en el adulto 

esté orientada a la producción de un gran número de huevos (Llodra 2002). 

Parece poco probable que la temperatura presente un efecto sobre el período de 

oviposición en P. maculata. Sin embargo, durante febrero y marzo, cuando el agua 

alcanza su máximo de temperatura, se observa en el campo una disminución abrupta del 

número de puestas. Esta reducción, sin embargo, se ve acompañada de la desaparición de 

individuos adultos y de la aparición de individuos juveniles (Capítulo I), sugiriendo 

mortalidad post-reproductiva de los adultos (Todd y Doyle 1981, Todd 1983). De este 

modo, la temperatura podría estar influyendo sobre otras etapas del ciclo de vida de P. 

maculata, por ejemplo incidiendo en la tasas de supervivencia larval (Pérez-Valdés y 

Contreras-Guzmán 2016), presentando un efecto en el desarrollo gonadal (Olive 1995, 

Llodra 2002) o interviniendo en procesos que desencadenen su senescencia. Estudios 

adicionales son necesarios para comprender en mayor detalle el efecto de la temperatura 

en el ciclo de vida de P. maculata. 

Las características morfológicas embrionarias descriptas para P. maculata coinciden 

con lo reportado previamente para la misma especie en Nueva Zelanda (Gibson 2003). 

Las características más destacadas del desarrollo embrionario es la ausencia de opérculo 

a lo largo de todo el desarrollo, representando una característica apomórfica de la 

Superfamilia Pleurobranchoidae (Tsubokawa y Okutani 1991, Gibson 2003, LaForge y 

Page 2007). Sin embargo, los tiempos de desarrollo embrionario de P. maculata difieren 

entre ambas regiones geográficas, completándose en 11 días en Argentina y en 8 días en 

Nueva Zelanda (Gibson 2003), a pesar de haber sido estimados a partir de masa ovígeras 

mantenidas a 14 ºC en laboratorio para ambos casos. Numerosos factores ambientales 
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pueden condicionar el tiempo de desarrollo embrionario en la misma especie que habita 

diferentes regiones geográficas (Przeslawski 2004), siendo la temperatura del sitio donde 

habita uno de los factores más importantes (Spight 1975, Palmer 1994). La temperatura 

promedio mensual del agua de Nueva Zelanda (Auckland) es superior a la que se 

encuentra en el sitio de estudio (Punta Este), variando entre 14 y 20ºC en Nueva Zelanda 

y entre 11 y 18 ºC en Argentina (www. seatemperature.info). Debido a que el efecto de 

la variación de la temperatura en el tiempo de desarrollo embrionario depende de la 

temperatura del sitio de origen que habitan los individuos (Fernández et al. 2007), el 

aumento en el tiempo de desarrollo intracapsular observado en P. maculata podría ser el 

resultado a respuestas adaptativas al encontrarse en un nuevo ambiente con menor 

temperatura media (Moran y Alexander 2014).  

El desarrollo embrionario de P. maculata resulta ser exitoso dentro de un rango 

térmico similar al del agua de mar a lo largo del año en el sitio de estudio (10 a 18 ºC). 

De este modo, el tiempo del desarrollo embrionario y las tallas al eclosionar variarán a lo 

largo del año, acorde a las variaciones observadas en esta Tesis. Las primeras masas 

ovígeras encontradas a partir de julio, desarrollaran más lento y a menores tallas que 

aquellas encontradas hacia el final del período de oviposición. El aumento en la tasa de 

crecimiento durante el desarrollo embrionario hacia el final del período de oviposición, 

podría resultar ventajoso si el organismo que eclosiona encuentra alimento y crece más 

rápido (Uriarte et al. 2012). De este modo las larvas que eclosionan a mayores 

temperaturas, hacia el final del período de oviposicíon, presentarían una mayor tasa de 

crecimiento (O´Connor et al. 2007). De este modo podrían compensar menores tasas de 

crecimiento de las larvas que eclosionan a menores temperaturas, las cuales necesitarán 

períodos más largos de crecimiento para alcanzar tallas similares antes de la metamorfosis 

(Watt y Aiken 2003). Por otro lado, menores tasas de crecimiento de las larvas 

planctotróficas (hacia el inicio del período de oviposición), aumentarían los tiempos de 

desarrollo larvales pudiendo aumentar el potencial de dispersión (Pechenik 1984, 

O´Connor et al. 2007, Pappalardo y Fernández 2014). 

Los estudios de tolerancia térmica durante el desarrollo embrionario podrian contribuir 

a comprender el potencial rango de distribución geográfica que las especies podrían 

alcanzar (Golikov y Scarlato 1973, Thompson et al. 2017). P. maculata no completa el 

desarrollo embrionario durante ambas temperaturas extremas (22 y 5 ºC), lo que indicaría 

que éstas se encuentran por fuera del límite de tolerancia térmica. El límite supraóptimo 
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de desarrollo embrionario se encontraría por encima de los 18 °C. En Mar del Plata 

(Buenos Aires), donde la especie ya se encuentra establecida, las temperaturas máximas 

promedio registradas se encuentran entre los 18 y los 22 ºC. Posiblemente los individuos 

de P. maculata que habitan las aguas de Mar del Plata presenten diferente tolerancia 

térmica en el desarrollo embrionario. La variación en el límite supraóptimo de tolerancia 

térmica entre poblaciones de la misma especie que habita diferentes lugares geográficos 

podría deberse a diferencias genéticas entre poblaciones o a diferentes respuestas 

ambientales (Fernández et al. 2007). Por otro lado, el límite subóptimo de desarrollo 

embrionario se encontraría por debajo de los 10 ºC, por lo que la especie podría encontrar 

un límite en su distribución austral. Desde 2009, P. maculata se ha expandido desde las 

costas de Mar del Plata (Farias et al. 2015) hasta Bahía Camarones (Battini et al. 2019), 

donde las temperaturas medias mensuales del agua alcanzan su máximo de 15 ºC en 

febrero y su mínimo de 9 ºC en julio. El mismo rango térmico se mantiene a lo largo del 

Golfo San Jorge hasta el norte de la provincia de Santa Cruz (Caleta Olivia). Varios 

factores pueden condicionar la expansión del rango de distribución de las especies, tales 

como competencia, depredación, disponibilidad de alimento, salinidad, entre otros 

(Battini et al. 2019). Sin embargo, según las condiciones térmicas, los resultados sugieren 

que P. maculata podría presentar un desarrollo embrionario exitoso a lo largo del Golfo 

San Jorge, pudiendo ampliar su rango de distribución al menos hasta Caleta Olivia. 

Se puede concluir, por lo tanto que P. maculata presenta una marcada influencia del 

fotoperiodo sobre el inicio del período de oviposición así como en la frecuencia 

oviposición de masas ovígeras. La producción de un alto número de embriones anuales 

registrados con fase dispersiva facilitaría la colonización de nuevos hábitats, favoreciendo 

que P. maculata continúe ampliando su rango de distribución a lo largo de la costa 

Argentina, al menos mientas encuentre condiciones físico-ambientales y nutricionales 

adecuadas. Por ello sería conveniente aumentar el esfuerzo de monitoreo en las áreas con 

potencialidad a ser invadidas de modo de tener una detección temprana de la especie 

(Schwindt y Bortolus 2017). 
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CAPÍTULO III: 

DIETA 

Y 

ECOLOGÍA TRÓFICA 

 

 

 

Datos obtenidos como resultados de este capítulo fueron publicados como: 

Bökenhans V, Fernández Alfaya JE, Bigatti G, Averbuj A. 2019. Diet of the invasive sea 

slug Pleurobranchaea maculata in Patagonian coastal waters. New Zealand Journal of 

Zoology. 46(1):87-94. 
 

 



Introducción 

La introducción de especies exóticas causa graves daños a la biodiversidad (Carlton 

1996, Olden et al. 2004, Mendez et al. 2015). A menudo las especies invasoras son 

generalistas, en términos de dieta o tolerancias ambientales, lo cual facilita su 

propagación (Kolar y Lodge 2001, Olden et al. 2004). Una vez establecida, la presencia 

de una nueva especie con hábito consumidor generalista puede tener implicaciones 

importantes, y muchas veces perjudiciales, para los ecosistemas invadidos (Layman y 

Allgeier 2012); entre ellas, puede producir cambios en la abundancia de los organismos 

de las comunidades nativas (Grosholz et al. 2000). Para conocer los efectos directos de 

los depredadores introducidos es necesario conocer las relaciones tróficas entre éstas y 

las especies nativas (Layman y Allgeier 2012).  

Los estudios de las composiciones dietarias mediante técnicas directas, tales como el 

análisis de los contenidos estomacales, regurgitaciones, materia fecal y observaciones in 

situ, aportan información sobre la diversidad de recursos utilizados, así como una 

estimación de la importancia relativa de las especies consumidas (Hyslop 1980). Sin 

embargo, el modo de alimentación, tales como la masticación de los alimentos, pueden 

dificultar la identificación taxonómica y la estimación de la cantidad real de los ítems 

presas (Hyslop 1980). A su vez, la identificación de las presas podría estar limitada debido 

a las diferencias en las tasas de digestión de los distintos grupos ingeridos (Hyslop 1980, 

Duffy y Jackson 1986). Por otro lado, las especies del género Pleurobranchaea presentan 

un aparato bucal complejo (Morse 1984, McClellan 1982) que cuenta con una rádula 

ubicada en su base y un par de mandíbulas ubicada a los lados (McClellan 1982). Ambas 

estructuras están provistas de numerosos dientes para agarrar las presas, cuyas formas son 

específicas. La acción combinada de ambas estructuras promueve un comportamiento que 

permite identificar sencillamente aquellos animales que se encuentran alimentándose, 

facilitando los estudios dietarios mediante métodos directos (Morse 1984).  

Complementariamente, los análisis de isótopos estables de tejidos animales han 

demostrado ser una herramienta útil para reconstruir dietas, caracterizar relaciones 

tróficas y dilucidar patrones de uso de recursos tróficos por parte de los organismos 

(Boecklen et al. 2011), ayudando a superar algunas de las dificultades asociadas al uso de 

métodos directos (Zabala et al. 2013, Gatto y Yorio 2016). Este análisis se basa en las 

diferencias en la composición de isótopos estables de carbono y nitrógeno (δ13C y δ15N) 
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entre los tejidos de los consumidores y sus recursos alimentarios (Abrantes et al. 2014). 

En términos generales, δ13C se usa como indicador del uso de los hábitos alimenticios de 

un organismo (DeNiro y Epstein 1978), mientras que las δ15N se usa principalmente para 

calcular las posiciones tróficas relativas (es decir, niveles tróficos) de los consumidores a 

la red alimentaria (Post 2002). Sin embargo, cuando se analizan las δ13C y δ15N de manera 

combinada pueden proporcionar información detallada sobre la dieta de un organismo 

(Zanden y Rasmussen 2001). Mediante el análisis de modelos de mezcla bayesianos de 

isótopos estables se puede evaluar la proporción relativa de las diferentes presas 

consumidas por un depredador en función de los valores isotópicos de los tejidos del 

depredador y de sus presas (Moore y Semmens 2008, Parnell et al. 2010). A su vez, los 

análisis isotópicos brindan información de los nichos isotópicos y su solapamiento 

(Abrantes et al. 2014). El nicho isotópico es un espacio multidimensional, representado 

por los ejes δ15N y δ13C, que brinda información de los recursos que los organismos 

utilizan y del hábitat en que se encuentran (Newsome et al. 2007).  

Las especies del género Pleurobranchaea habitan ambientes submareales, en aguas 

tropicales o templadas (Willan 1984), que ocupan desde las zonas del intermareal poco 

profundas hasta los 150 m de profundidad (Muniain et al. 2007). Se espera que el uso de 

recursos de los individuos que habitan diferentes profundidades se vea reflejado en 

diferencias en cuanto a sus nichos isotópicos, particularmente en cuanto a las 

proporciones de isótopos de carbono. Esto se debe a que en un sistema marino los 

productores primarios (fitoplancton y algas) presentan valores diferentes de δ13C. Las 

algas bentónicas a menudo muestran valores más altos de δ13C que las algas planctónicas 

(France 1995). Por ello las proporciones de isótopos de carbono de los consumidores 

pueden ser útiles para determinar diferencias entre organismos que hacen uso de recursos 

de una trama trófica bentónicos o pelágicos. 

La información previa sobre las dietas de algunas especies del género 

Pleurobranchaea ha sido estudiada principalmente en contenidos estomacales u 

observaciones en acuarios. P. meckelii, habitante de las costas noreste de Italia, fue 

reportada como una especie carnívora oportunista con una preferencia dietaria sobre los 

cnidarios (Cattaneo-Vietti et al. 1993). Sin embargo, en algunas especies (P. meckelii, P. 

californica, P. japonica) se observó también canibalismo de los adultos sobre los 

juveniles en estado natural (Willan 1984, Tsubokawa y Okutani 1991, Cattaneo-Vietti et 

al. 1993, Battle y Nybakken 1998).  
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En particular, Pleurobranchaea maculata ha sido descripta como una carnívora voraz 

(Ottaway 1977) que puede vivir en acuarios en base a una dieta exclusiva de actiniarios 

(Willan 1984). En su hábitat nativo, algunos componentes dietarios de la especie fueron 

descriptas utilizando técnicas indirectas. Mediante análisis de secuenciaciones genéticas 

de los contenidos estomacales se reportó que P. maculata incorpora a su dieta cnidarios, 

en su mayoría hidrozoos, y poliquetos sedentarios perteneciente al género Thelepus 

(Salvitti et al. 2017), así como también varias especies de bivalvos de la familia Mytilidae 

(Taylor et al. 2015). A su vez, se reportaron que los nichos isotópicos (δ13C y δ15N) de la 

especie son relativamente similares a la de algunas especies carroñeras de la zona (Taylor 

et al. 2015), sugiriendo que podrían hacer uso de estos recursos. Sin embargo, nada se 

conoce acerca de la dieta de P. maculata que habitan las aguas del Golfo Nuevo. 

Los estudios dietarios de P. maculata en su nuevo hábitat son de fundamental 

importancia para evaluar los efectos directos que la presencia de este depredador puede 

presentar en el ecosistema. A su vez, brindan información ecológica importante para la 

elaboración un adecuado programa de monitoreo y manejo de la especie introducida.  

En este capítulo se describirá la dieta de Pleurobranchaea maculata mediante 

observaciones de alimentación in situ y estudios de contenido estomacal y se estudiará la 

ecología trófica de la especie mediante el análisis de isótopos estables de δ13C y δ15N. 

 

Materiales y métodos 

1. Estudio de dieta mediante métodos directos 

Determinación del contenido estomacal 

Para el estudio de la dieta de Pleurobranchaea maculata en su nuevo hábitat en los 

golfos norpatagónicos se recolectaron un total de 102 individuos durante el mes de enero 

2017 de dos sitios de muestreo: 61 individuos en Punta Este (PE) y 41 individuos en el 

naufragio Folias (Fo). Los ejemplares fueron mantenidos en frío y transportados en bolsas 

aisladas hasta el laboratorio, donde fueron inmediatamente diseccionados y sus 

contenidos estomacales fijados en formol al 10% en agua de mar.  

El contenido estomacal de cada individuo fue observado bajo lupa estereoscópica y 

microscopio óptico. La identificación taxonómica se realizó a partir de todo material cuyo 
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estado permitiera observar estructuras reconocibles, hasta el menor nivel taxonómico 

posible. Para la identificción taxonómica se consultó la bibliografía disponible (Knox 

1951, Bartholomew 2001, Valdés y Muniain (2002), da Rocha et al. 2005, Piriz 2009, 

Häussermann y Försterra 2009, Rocha et al. 2012, Paiva et al. 2015) y en caso de ser 

necesario se consultó a especialistas de ciertos grupos taxonómicos: Paula Raffo y 

Gabriela Casas (Algas), Maria Emilia Diez (Poliquetos), Javier Signorelli (Bivalvos), 

José Elías Fernádez Alfaya (Nemertinos), Virgínia Lo Russo (Nematodos) y Luján 

Villanueva Gomila (ovicápsulas de osteíctios). Cuando fue necesario, se tiñeron las 

muestras con Rosa de Bengala (10% en agua) para una mejor identificación de las presas. 

En el caso de las especies de gasterópodos se extrajo la rádula y se observó bajo 

microscopio óptico.  

Se calculó la frecuencia de ocurrencia de cada ítem presa, como la cantidad de 

individuos de P. maculata analizados que contienen cada ítem presa en su estómago. 

Siguiendo a Costello (1990), se calculó el porcentaje de ocurrencia (O%) de cada ítem 

presa, definido como el porcentaje que un determinado ítem presa representa del número 

total de ítems presas encontrados, para cada sitio. Para establecer si existen diferencias en 

cuanto a las presas consumidas entre sitios de muestreo los resultados fueron analizados 

mediante tablas de contingencia utilizando el estadístico Chi-cuadrado, con un nivel de 

significancia del 5%. A su vez, debido al alto porcentaje de algas observadas en los 

estómagos, se compararon la proporción de ingesta de algas y animales de la paridad (1:1) 

para cada sitio de muestreo. 

 

Observación de eventos de alimentación in situ 

Complementariamente, se registraron in situ todos los eventos de alimentación de 

Pleurobranchaea maculata mediante buceos diurnos en el sitio de muestreo PE. Durante 

dos años de observaciones mensuales (2015-2016, 2018-2019) y un año de observaciones 

estacionales (primavera 2016, verano 2017, otoño 2017 e invierno 2017) se registraron e 

identificaron las presas, completando un total de aproximadamente 60 horas de buceo. 

Los eventos de alimentación registrados fueron aquellos en los que los individuos 

presentan el velo oral posicionado hacia arriba y el aparato bucal extendido hacia afuera 

sujetando la presa. Las presas fueron identificadas posteriormente mediante el registro 
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fotográfico y cuando fue necesario fueron recolectadas y llevadas al laboratorio para su 

posterior identificación.  

 

2. Estudio de dieta mediante métodos indirectos 

Análisis de isótopos estables de 13C y 15N 

Durante el mes de enero de 2018 se recolectaron 20 individuos de Pleurobranchaea 

maculata y sus presas mediante buceo autónomo en la zona costera de PE. Los muestreos 

se realizaron en un período corto de tiempo (durante menos de una semana) de modo de 

evitar la variabilidad temporal (Kurle et al. 2011).   

Se recolectaron un total de 6 ítems presas que incluían: poliquetos sedentarios, 

poliquetos errantes, anémonas, ascidias coloniales, un género de algas pardas (Dictyota 

sp. -Ochrophyta) y un género de algas rojas (Ceramium sp. - Rhodophyta). La elección 

de las presas se realizó en base a los resultados obtenidos a partir del análisis de 

contenidos estomacales (observaciones directas) y las observaciones in situ. En particular, 

para la elección de las algas también se consideró que su identificación taxonómica fuera 

precisa, para lo cual se contó con la colaboración de las especialistas en algas Paula Raffo 

(CESIMAR) y Gabriela Casas (IBIOMAR). Las anémonas se incluyeron como 

potenciales presas debido a su alta relevancia en la dieta de P. maculata según datos 

bibliográficos (Ottaway 1977, Willan 1984, 1998). Las muestras fueron separadas en el 

campo en los grupos taxonómicos antes descriptos y colocadas en bolsas rotuladas que 

fueron mantenidas en frío y transportadas hasta el laboratorio donde fueron congeladas 

en frezeer a -20°C. Las algas fueron transportadas en frío hasta el laboratorio donde se 

las separó taxonómicamente según el género bajo lupa y microscopio óptico.  

Para el procesamiento de los ejemplares de P. maculata, se extrajo una porción de 

aproximadamente 1 cm3 del músculo del pie. En cuanto al procesamiento de poliquetos 

se realizó una disección manual bajo lupa quitando todas las partes duras y luego se 

tomaron muestras de músculo. En el caso de los poliquetos sedentarios se incluyeron 

tentáculos orales. En las anémonas se extrajo músculo de las paredes y tentáculos, 

mientras que el resto de los ítems presas fueron colocados enteros previa limpieza manual 

de organismos epibiontes bajo lupa estereoscópica. Entre cada muestra se realizó la 

limpieza del bisturí y las pinzas con agua destilada y posteriormente etanol 96% para 
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evitar contaminaciones entre tejidos. Todas las muestras fueron colocadas en tubos 

eppendorf rotulados y posteriormente secadas en estufa a 60°C hasta peso constante 

(aproximadamente 48 hs), luego molidas manualmente por separado con mortero de 

vidrio, que era limpiado con alcohol entre muestras. Se realizaron análisis isotópicos 

independientes para cada muestra de P. maculata, mientras que las presas animales se 

separaron en 4 grupos de 5 individuos cada uno y las algas se separaron en 2 grupos de 3 

representantes para cada género. 

La proporción de isótopos estables (δ13C y δ15N) para cada muestra se determinó con 

un espectrómetro de masa en el “Center for Stable Isotopes” de la Universidad de Nueva 

México, Albuquerque, Estados Unidos. Los resultados de las proporciones isotópicas se 

informan como valores de δ en relación con los estándares internacionales VPDB (Vienna 

PeeDee Belemnite) y Aire para carbono y nitrógeno, respectivamente. El error analítico 

fue de 0,2 0/00 para 13C y 0,3 0/00 para 15N.   

 

Análisis de datos 

El análisis de las contribuciones relativas de cada presa en la dieta de Pleurobranchaea 

maculata, se realizó mediante un modelo de mezcla utilizando el paquete R SIAR 

(“Stable Isotope Analysis in R”) (Parnell et al. 2010). SIAR resuelve los modelos de 

mezcla de manera bayesiana, permitiendo ingresar información previa sobre ciertos 

parámetros, tales como los factores de discriminación (Bond y Diamond 2011, Parnell et 

al. 2010, Galván et al. 2012). De ese modo, estima la contribución proporcional de cada 

presa a la dieta del consumidor, cuando éstas presentan valores isotópicos diferentes 

(Galván et al. 2012). Para el análisis del modelo, las presas se agruparon a posteriori según 

la cercanía de sus firmas isotópicas (Phillips y Gregg 2003, Phillips et al. 2005, Ward et 

al. 2011, Phillips et al. 2014), de modo que los poliquetos errantes y sedentarios 

conformaron un único grupo, las algas Dictyota sp. y Ceramium sp. fueron agrupadas con 

las ascidias coloniales, mientras que las anémonas no fueron agrupadas con otros ítems 

presas.  

La elección del factor de discriminación es crucial para el diseño de los modelos de 

mezcla y pueden verse influenciados por numerosos factores, entre ellos, factores 

taxonómicos (Cresson et al. 2016). Desafortunadamente no hay estudios específicos que 

83 



hayan investigado los factores de discriminación de gasterópodos marinos. Sin embargo, 

en estudios de reconstrucción de dieta en gasterópodos marinos, los factores de 

discriminación utilizados fueron 2,6 0/00 – 3,4 0/00 (Zabala et al. 2013), 2 0/00 - 2 0/00 (Pio 

et al. 2019) y 0,4 0/00 – 2 0/00 (Miranda y Perissinotto 2012), para carbono y nitrógeno, 

respectivamente. Por ello, los factores de discriminación elegidos para el presente estudio 

fueron valores intermedios a los publicados: Δδ13C = 2 ± 0,25; Δδ15N = 3 ± 0,25. Se probó 

que los factores de discriminación elegidos no violaran el supuesto del método 

frecuentista (sensibilidad del polígono de mezcla) propuestos por Smith et al. (2013). El 

mismo evalúa si el modelo de mezcla bayesiano propuesto, los factores de discriminación 

tróficos y la incertidumbre de las presas explican adecuadamente el balance de masas para 

el consumidor considerado (con un 95% de confianza). Para ello se utilizó el script R 

proporcionado por Smith et al. (2013). Todos los análisis estadísticos se realizaron 

utilizando el software estadístico R V.3.5.2 (R Development Core Team, 2013). 

 

Nivel trófico e influencia de algas en la dieta de Pleurobranchaea maculata 

Con el fin de evaluar el consumo de algas, se realizó una captura de 17 ejemplares de 

Pleurobranchaea maculata en zonas profundas (>33 m) cercana al sitio PE, donde 

previamente, durante un muestreo exploratorio con una cámara sumergible montada 

sobre un vehículo de operación remota (ROV, por sus siglas en ingles), se comprobó la 

ausencia de algas. Adicionalmente, se recolectaron en el mismo sitio ejemplares del 

gasterópodo Tegula patagonica (especie herbívora, consumidora de macroalgas) y el 

bivalvo Mytilus edulis (especie filtradora, consumidora de fitoplancton) de la zona costera 

de PE, dado que sus valores isotópicos sirven como indicadores de los niveles basales de 

las cadenas alimenticias bentónicas y pelágicas, respectivamente (Post 2002). El muestreo 

se realizó en enero de 2018 en la misma franja temporal que para los individuos costeros 

de P. maculata (Kurle et al. 2011). El transporte de las muestras hasta el laboratorio, el 

procesamiento y análisis siguieron la metodología previamente explicada (ver: Estudio 

de dieta mediante métodos indirectos - Análisis de isótopos estables de 13C y 15N). De 

igual modo, se realizaron análisis isotópicos independientes para cada muestra de P. 

maculata, mientras que para los ejemplares de T. patagonica y M. edulis se realizarón 5 

muestras de 3 individuos agrupados por grupo taxonómico.  
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Análisis de datos 

Los niveles tróficos de Pleurobranchaea maculata con hábitos costeros y profundos 

se calcularon siguiendo dos metodologías. Por un lado, se utilizó la ecuación propuesta 

por Post (2002):  

NTconsumidor = λ + (δ15Nconsumidor - δ15Nbase) / Δδ15N (ecuación 1) 

donde λ = 2 es la posición trófica de los organismos utilizado para estimar el valor 

δ15Nbase, δ15Nbase es el promedio entre los valores de δ15N del gasterópodo herbívoro 

Tegula patagonica y el bivalvo filtrador Mytilus edulis y Δδ15N es el factor de 

discriminación previamente calculado (ver: Estudio de dieta mediante métodos indirectos 

- Análisis de datos). Por otro lado, se calcularon los niveles tróficos mediante el modelo 

bayesiano con dos líneas de base sugerido por Quezada-Romegialli et al. (2018), con el 

paquete “tRophicPosition” para el software R. Este modelo presenta la ventaja que 

considera las contribuciones de cada vía trófica (bentónicas y pelágicas) en el cálculo del 

nivel trófico del consumidor. 

A su vez se realizaron comparaciones tróficas de ambos grupos de P. maculata 

mediante la estimación de sus nichos isotópicos, siguiendo a Jackson et al. (2011). Se 

calculó el tamaño y la posición de la elipse estándar (“Standard Elipses Area”, SEA), la 

cual describe en forma univariada la variación en los ejes δ15N y δ13C. Se compararon las 

áreas y el solapamiento de ambas elipses (nichos isotópicos) para poner a prueba la 

diferencia entre nichos isotópicos con un intervalo de confianza de 95%, con el paquete 

SIBER (“Stable Isotope Bayesian Ellipses in R”) para el software R (Jackson et al. 2011, 

Jackson et al. 2012). De este modo, se evalúa si P. maculata presenta igual variabilidad 

en cuanto a su dieta dentro de cada sitio y entre sitios. Con el mismo fin, se realizó el 

análisis de centroides sugerido por Turner et al. (2010), que pone a prueba las diferencias 

en la ubicación del centroide y la dispersión de los valores de δ15N y δ13C dentro y entre 

los grupos de datos isotópicos. 

En todos los casos se utilizaron los factores de discriminación anteriormente 

corroborados (ver: Estudio de dieta mediante métodos indirectos- Análisis de datos). 

Todos los análisis estadísticos se realizaron utilizando el software estadístico R V.3.5.2 

(R Development Core Team, 2013).  
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Resultados 

1. Estudio de dieta mediante métodos directos 

Determinación del contenido estomacal 

El porcentaje de estómagos vacíos encontrados durante el análisis de los contenidos 

estomacales de Pleurobranchaea maculata fue de 3,28% y 12,19% para los sitios Punta 

Este (PE) y Folías (Fo), respectivamente. Los mismos no fueron considerados en el 

cálculo del porcentaje de ocurrencia (O%) de cada ítem presa.  

Los animales encontrados en los contenidos estomacales representaron más del 60% 

de los ítems presas encontrados (Tabla 6). Se registró el consumo de algas en ambos sitios 

de muestreo con una ocurrencia del 28.77 O% y 37.63 O% para los sitios PE y Fo, 

respectivamente (Fig. 33). Los grupos de algas encontrados comprendieron las 

Chlorophyta, Rhodophyta y Ochrophyta, siendo estas dos últimas las más abundantes en 

ambos sitios de muestreo (Tabla 6).  

 

 

Figura 33. Porcentaje de ocurrencia (O%) de ítems presas animales (negro) y algas (blanco) encontrados 

en el contenido estomacal de Pleurobranchaea maculata en ambos sitios de muestreo.  

Se observaron diferencias significativas en la proporción de ingesta de algas y 

animales tanto en PE (χ2 = 38,20; gl = 1; p = 6,36 e−10) como en Fo (χ2 = 5,68; gl = 1; p 

= 0,01). No se observaron diferencias significativas en la proporción de ingesta de algas 

y animales entre sitios de muestreo (χ2 = 2,35; gl = 1; p = 0,12). 
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Las proporciones de los distintos grupos de presas animales difirieron 

significativamente entre sitios (χ2 = 60,34; gl = 17; p = 9,21 e − 07). El principal grupo 

consumido en ambos sitios fue poliquetos sedentarios (Tabla 6). Las partes 

predominantes encontradas fueron los tentáculos y las branquias de la familia 

Terebellidae (Fig. 34-A), representados por 25 O% para PE y 21,50 O% para Fo. La 

mayor diferencia entre sitios se observó en relación al tunicado colonial Diplosoma 

listerianum (Fig. 34-D-E) representando la segunda presa más consumida en PE con un 

22,17 O%, mientras que en Fo se vio representado por un 7,52 O% (Tabla 6). 

Algunos ítems presas estuvieron poco representados en ambos sitios. Los nematodos 

(Fig. 34-I) y diversos pólipos de hidrozoos (Fig. 34-F) representaron valores variables en 

el O% en cada sitio (Tabla 6). Si bien los pólipos de hidrozoos se encontraban 

mayoritariamente como presas aisladas en los contenidos estomacales, en algunos casos 

se encontraron como especies epibiontes del género Dictyota (Ochrophyta). No se 

observaron pólipos epibiontes de hidrozoos sobre otras algas. 

Algunos ítems presas estuvieron representados únicamente en uno de los sitios, con 

valores variables de O%. En PE se encontró un brazo de pulpo (Octopodidae) (Fig. 34-

J), un heteronemertino y numerosos huevos de peces (Tabla 6). En Fo se encontraron 

restos de un individuo de P. maculata correspondiente a un evento de canibalismo, un 

nudibranquio (Doris fontainii) (Fig. 34-H), cinco estómagos conteniendo actiniarios (Fig. 

34-G) y cinco casos de palpos labiales correspondientes a bivalvos mytílidos (Tabla 6). 
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Tabla 6. Porcentaje de ocurrencia (O%) de cada presa en los contenidos estomacales de Pleurobranchaea 

maculata para el sitio Punta Este (PE) y Folías (Fo) del Golfo Nuevo, Patagonia Argentina. 
 

 

 

 

Figura 34. Ejemplares encontrados en el contenido estomacal de Pleurobranchaea maculata. A–C, 

Polychaeta: A- Poliqueto sedentario con tentáculos orales (flechas). B- Poliqueto juvenil. C- Poliqueto 

errante. D–E, Tunicado colonial Diplosoma listerianum: D- Zooides. E- Detalle de larva embrionaria 

adherida a la colonia. F- Hydrozoa. G- Anthozoa. H- Doris fontainii (Nudibranchia). I- Nematode. J- Brazo 

de Octopodidae. Escalas: A, D–F: 0,5 mm; B, H: 0,1 mm; C, G y J: 1 mm, I: 0,1 μm. Fotografias: Verena 

Bökenhans. 
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Observación de eventos de alimentación in situ 

Los eventos de alimentación registrados fueron aquellos en los que los individuos 

presentan el velo oral posicionado hacia arriba y el aparato bucal extendido hacia afuera 

sujetando la presa (Fig. 35-A, B). Se registraron únicamente siete eventos de alimentación 

en el campo, de los cuales cuatro correspondieron a algas filamentosas rojas 

(Rhodophytas) (Fig. 35-A). Los individuos de Pleurobranchaea maculata fueron 

observados alimentándose de un gasterópodo (Trophon geversianus), de tentáculos de 

medusa (Chrysaora plocamia) (Fig. 35-B) y de un brazo de pulpo octopódido (Fig. 35-

C). 

 

 

Figura 35. Observaciones de alimentación in situ. Individuos de Pleurobranchaea maculata alimentándose 

de: A- Alga roja filamentosa, B- Tentáculo de medusa (Chrysaora plocamia) (flecha) y C- Pulpito tehuelche 

(Octopus tehuelchus). A-B: Se observa el velo oral posicionado hacia arriba y el tubo oral extendido hacia 

afuera sujetando la presa. Fotografías: A, B: Andrés Averbuj, C: Gregorio Bigatti. 
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2. Estudio de dieta mediante métodos indirectos 

Análisis de isótopos estables de 13C y 15N 

Los individuos de Pleurobranchaea maculata de hábitos costeros mostraron un rango 

de valores isotópicos que variaron entre -15,8 ‰ y -18,9 ‰ para δ13C mientras que para 

δ15N variaron entre 15,5 ‰ y 17,8‰ (Fig. 36-A). El análisis de sensibilidad de polígonos 

de mezcla (utilizando 1500 iteraciones) mostró que los valores isotópicos de todas las 

muestras individuales, dados los factores de discriminación elegidos para el presente 

estudio (Δδ13C = 2 ± 0,25; Δδ15N = 3 ± 0,25) y los valores isotópicos de las presas, fueron 

incluidos en más del 95% de los polígonos de mezcla simulados, validando el modelo de 

mezcla propuesto (Fig. 37-B). 

 

 

Figura 36. Representación gráfica de los valores de los isotopos estables de δ13C (‰) y δ15N (‰) de 

Pleurobranchaea maculata. A- Modelo de mezcla de P. maculata. Se indican los valores medios y error 

estándar de las presas: poliquetos (negro), anémona (rojo), ascidias y algas rojas agrupadas debido a la 

cercanía de sus firmas isotópicas (verde) y los valores individuales para P. maculata (puntos negros). B- 

Polígonos de mezcla simulada para el modelo de mezcla en la Fig. 36-A. Se muestran las posiciones 

individuales de P. maculata (puntos negros) y los valores promedios de las presas (cruces blancas). Los 

contornos de probabilidad representados corresponden al 5% (contorno exterior) y aumentando cada 10% 

hasta su máximo de 95%. 

 

90 



La contribución proporcional de cada presa a la dieta de P. maculata, calculados a 

partir del modelo de mezcla, sugieren un mayor consumo de ascidias y algas (62,53 %) y 

anémonas (24,48 %) que de poliquetos (13 %) (Fig. 37). La contribución estimada de 

cada grupo de presas a la dieta de P. maculata se muestra en la Fig. 37.  

 

 

Figura 37. Contribución proporcional de cada grupo de presas a la dieta de Pleurobranchaea maculata, 

estimados mediante el modelo bayesiano de mezcla SIAR (Stable Isotope Analyzis in R; Parnell et al. 

2010), obtenido a partir de 500000 iteraciones. Las cajas muestran las contribuciones estimadas de cada 

presa a la dieta de Pleurobranchaea maculata para los intervalos de confianza bayesianos del 50% (gris 

oscura), 75% (gris intermedio) y 95% (gris claro).  

 

Nivel trófico e influencia de algas en la dieta de Pleurobranchaea maculata 

Los individuos de Pleurobranchaea maculata de zona profundas mostraron un rango 

de valores isotópicos que variaron entre -17,1 ‰ y -19,5 ‰ para δ13C mientras que para 

δ15N variaron entre 16,3 ‰ y 18,3‰ (Fig. 38). Los niveles tróficos calculados, utilizando 

la ecuación 1, fueron 3,22 (IC = 2,79 - 3,46) para los individuos con hábitos profundos y 
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2,99 (IC = 2,52 - 3,29) para los individuos de hábitos costeros. Las diferencias entre los 

niveles tróficos de ambos grupos aumentan levemente al ser calculados mediante el 

modelo bayesiano propuesto por Quezada-Romegialli et al. (2018), donde los valores son 

3,30 (IC = 3,25 - 3,35) para los individuos con hábitos profundos y 2,73 (IC = 2,37 - 3,08) 

para los individuos de hábitos costeros (Fig. 38).  

 

 

Figura 38. Posiciones tróficas de ambos grupos de Pleurobranchaea maculata utilizando como línea de 

base al gasterópodo herbívoro Tegula patagonica y el bivalvo filtrador Mytilus edulis. Para cada grupo se 

indican los valores medios y error estándar. A- Pleurobranchaea maculata de hábitos costeros. B- 

Pleurobranchaea maculata de hábitos profundos. 

 

La distancia media entre centroides de ambos grupos, muestra diferencias 

significativas en la posición los nichos isotópicos (p < 0,01) (Fig. 39). Por lo tanto, los 

individuos de P. maculata con hábitos costeros y profundos difieren en sus nichos 

isotópicos, lo que implica dietas distintas entre ambos grupos. A su vez, se observa un 

solapamiento muy pequeño (cercano a cero) entre los nichos isotópicos, representando un 

0,54% (IC= 0 - 7,36) para los individuos con hábitos profundos y un 0,98% (IC= 0 - 

10,48) para los individuos de hábitos costeros.  

92 



El tamaño de la elipse de los individuos de hábitos costeros, según las medidas de las 

elipses SEAB, es mayor que la de los individuos de hábitos profundos (P. maculata de 

hábitos costeros: SEAB = 1,41; IC= 0,91 – 2,25; P. maculata de hábitos profundos: SEAB 

= 0,97; IC= 0,59 – 1,62) (Fig. 39). Esto sugiere que los individuos de hábitos costeros 

presentan una dieta más variada que los de hábitos profundos, sin embargo esta diferencia 

no es significativa (p > 0,05) al comparar las áreas de las elipses y es marginalmente no 

significativa (p = 0,053) en cuanto a la distancia media al centroide.  

 

 

Figura 39 Elipses estándar (SEAB) calculadas para Pleurobranchaea maculata de hábitos costeros (negro) 

y de hábitos profundos (rojo). Los puntos representan los valores de los isotopos estables de δ13C (‰) y 

δ15N (‰) de Pleurobranchaea maculata de hábitos costeros (negro) y de hábitos profundos (rojo). 

 

Discusión 

El análisis de los contenidos estomacales revelan que los individuos de 

Pleurobranchaea maculata incorporan tanto presas animales como algas en su dieta. La 

ingesta de un abundante porcentaje de algas observado en esta Tesis no ha sido descripta 

previamente para ninguna especie del género en otras partes del mundo. De hecho, Willan 

(1998) describe las algas como alimento inaceptables para esta especie. El alto porcentaje 

de ocurrencia de las algas en ambos sitios de muestreo refleja su importancia en la dieta 
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de P. maculata en su nuevo hábitat, consumiendo Rhododphytas y Ochrophytas sobre 

Chlorophytas. Las observaciones in situ condicen con los resultados de los contenidos 

estomacales, dado que cuatro de siete eventos de alimentación de algas registrados en el 

campo correspondieron a algas filamentosas rojas. Por otro lado, los niveles tróficos 

calculados mediante isótopos estables difieren entre los individuos que habitan zonas 

costeras y profundas. La incorporación de algas en la dieta de los individuos costeros 

podría explicar el nivel trófico más bajo observado en estos. 

La posibilidad de que P. maculata pudiera estar incorporando algas de manera 

accidental en su dieta, debido a la presencia de especies epibiontes sobre las mismas, 

parece poco probable teniendo en cuenta la presencia de pólipos de hidrozoos epibiontes 

solamente en algunas algas Ochrophytas del género Dictyota. La calidad nutricional de 

algunas macroalgas les brinda la potencialidad de actuar como fuente de alimento 

(Kaehler y Kennish 1996). Por lo general, las Rhodophytas y Ochrophytas tienen los 

niveles nutricionales más altos, mientras que las Chloropyhtas los más bajos cuando se 

considera la cantidad total de minerales presentes, los contenidos de lípidos y 

carbohidratos solubles (Kaehler y Kennish 1996, Fleurence 1999, McDermid y Stuercke 

2003, Gressler et al. 2010). Por otro lado, las algas son una fuente interesante de 

compuestos bioquímicos (Burtin 2003), entre ellos aminoácidos tipo micosporinas 

(MAAs), que proporcionan protección UV a los consumidores primarios y secundarios 

(Bhatia et al. 2011). La riqueza de MAAs en las puestas de gasterópodos depende de la 

dieta (Carefoot et al. 1998, Przeslawski 2004). Se reportó el doble de concentración de 

MAAs en las masas ovígeras provenientes de adultos de Aplysia dactylomela 

(Opistobranchia) cuando se alimentaron de algas rojas en lugar de algas verdes (Carefoot 

et al. 1998). Las masas ovígeras de tres especies de la familia Pleurobranchaeidae 

contienen estos compuestos químicos (Przeslawski 2004). En particular, las puestas de P. 

maculata en el sitio de PE presentan MAAs (comunicación personal de la Dra. Soledad 

Zabala), lo que sugiere que la especie podría estar aprovechando éstos compuestos 

químicos. 

Las especies del género Pleurobranchaea han sido descriptas como especies 

generalistas (Willan 1984, Cattaneo-Vietti et al. 1993, Battle y Nybakken 1998, Willan 

1998), las cuales pueden adaptar su dieta a los recursos disponibles en el ambiente 

(Richmond et al. 2005). Las diferencias en la ingesta de ítems presa entre los sitios de 

muestreo (PE y Fo) probablemente estén reflejando las diferencias relacionadas en la 
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disponibilidad de presas entre ellos. El naufragio Folias, ubicado en Playa Paraná, es un 

sustrato artificial situado sobre un fondo mixto de arena y grava. Los sustratos artificiales 

pueden albergar ensambles diferentes a los encontrados en ambientes naturales (Dafforn 

et al. 2015), observándose mayor cantidad de individuos sésiles (Ruiz et al. 2009). Las 

principales diferencias de ítems presas que se observaron entre sitios corresponden a 

individuos sésiles, tales como anémonas y bivalvos, las que únicamente se encontraron 

presentes en los individuos recolectados en el naufragio Fo. Las ascidias coloniales se 

encontraron en menor frecuencia en los contenidos estomacales de Fo a pesar de ser 

individuos sésiles. Sin embargo, la abundancia de ascidias coloniales en las comunidades 

de fouling difiere entre los tipos de sustratos disponibles, siendo menor en superficies 

planas (Mook 1981), como es el caso de Fo. Las ascidias coloniales se encuentran sobre 

rocas y principalmente sobre algas del género Codium, las cuales son principalmente 

abundantes en el sitio PE, por lo que es esperable que la abundancia de ascidias sea mayor 

en este sitio.  

Complementariamente, los análisis isotópicos entre los individuos de zonas costeras y 

profundas, muestran nichos isotópicos distintos entre grupos, lo que se ve reflejado por 

la diferencia significativa en la distancia media entre los centroides y el escaso 

solapamiento de las elipses. La diferencia entre nichos isotópicos implica dietas distintas 

entre grupos. Todo esto evidencia que la especie P. maculata presentaría una amplia 

plasticidad en el uso de los recursos, variando el consumo de los ítems principales de su 

dieta, dependiendo de la composición faunística del sitio que habita. 

En cuanto a la variabilidad en el uso de los recursos entre los individuos de la zona 

costeros y profundos, los resultados sugieren una mayor variabilidad en el uso de los 

recursos entre los individuos de la zona costera. Si bien, la diferencia entre el tamaño de 

las elipses SEAB es no significativa, se observa un mayor intervalo de confianza en los 

individuos de la zona costera. A su vez, al comparar la distancia media entre centroides 

la variabilidad dentro de cada grupo es apenas marginalmente no significativa. Esta 

variabilidad podría deberse a la mayor disponibilidad de recursos en la zona costera 

respecto a la profunda, especialmente por ausencia de algas en la última. La riqueza y 

distribución de especies en ambientes marinos pueden verse afectados por numerosas 

variables ambientales tales como la profundidad, la velocidad de las corrientes, el tipo de 

sedimento, entre otros (Pearson 1970, Coleman et al. 1997, Gray 2002, Coleman et al. 

2007, Hewitt et al. 2008). Por lo tanto, para poder hacer inferencias precisas acerca de la 
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variabilidad observada en el presente trabajo, son necesarios estudios que describan la 

composición de especies en ambos sitios de muestreo. Sin embargo, una mayor 

disponibilidad de presas en la zona costera podría explicar la mayor variabilidad dentro 

de los individuos costeros que dentro de los profundos, lo que a su vez enfatizaría la 

plasticidad en el uso de recursos en la dieta de P. maculata.  

El análisis de contenidos estomacales en conjunto con el de isótopos estables de 

carbono y nitrógeno, brindan información importante para detectar las relaciones tróficas 

de los ecosistemas marinos de manera apropiada (Zanden y Rasmussen 2001). Mediante 

ambas técnicas se observan diferencias entre las proporciones de la contribución relativa 

de cada grupo presa en la dieta de P. maculata. A pesar de haber observado porcentajes 

de ocurrencia nula de anémonas en los contenidos estomacales de la zona costera de PE, 

esta presa fue incluida en el análisis isotópico debido a su alta relevancia en la dieta de P. 

maculata según datos bibliográficos. Los actiniarios se describieron como presas 

preferidas para numerosas especies del género Pleurobranchaea (Willan 1984, Cattaneo-

Vietti et al. 1993, Battle y Nybakken 1998, Willan 1998). Ottaway (1977) describió el 

comportamiento de alimentación de P. maculata en Actinia tenebrosa (Anthozoa), 

observando que los individuos se alimentan paulatinamente del tejido columnar de la 

anémona, mientras éstas se encuentran altamente contraídas. Por lo tanto, los actinarios 

rara vez son comidos enteros observándose en los contenidos estomacales como material 

altamente degradado sin estructuras identificables, probablemente subestimando este 

ítem presa mediante la utilización del método directo. Por ello, la proporción calculada 

mediante el modelo bayesiano de mezcla, probablemente represente de manera más 

certera la contribución relativa de las anémonas en la dieta de P. maculata.  

Asimismo, de acuerdo con los resultados obtenidos mediante técnicas directas, una 

gran proporción de la dieta identificable de P. maculata en PE, está representada por 

poliquetos sedentarios, como presas principales, ascidias coloniales y algas. La 

incorporación de poliquetos sedentarios en la dieta de P. maculata fue reportado con 

anterioridad (Salvitti et al. 2017). Al comparar entre metodologías directas e indirectas 

utilizadas, la mayor contribución proporcional de ascidias y algas observada mediante el 

método indirecto, posiblemente se deban al agrupamiento a posteriori de los valores 

isotópicos de éstas presas (ver Materiales y Métodos, 2- Estudio de dieta mediante 

métodos indirectos). Sin embargo, si se combinan los porcentajes de ocurrencias 

calculados mediante técnicas directas para cada grupo, los resultados son consistentes con 
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las proporciones de las contribuciones relativas de las presas en el análisis de isótopos 

estables.  

La mayoría de las especies de Pleurobranchaea fueron descriptas como consumidores 

de carroña (Willan 1984, Cattaneo-Vietti et al. 1993, Battle y Nybakken 1998, Willan 

1998). En este estudio, la ingesta del brazo del pulpo octopódido y del tentáculo de la 

médusa Chrysaora plocamia (especies altamente móviles) en la dieta de P. maculata, 

sugiere esta modalidad de alimentación. En un estudio reciente en el Golfo de Hauraki 

(Nueva Zelanda), los valores isotópicos (δ15N y δ13C) obtenidos para P. maculata fueron 

relativamente similares a la de los consumidores de carroña y, en particular, revelaron la 

incorporación de bivalvos filtradores en su dieta (Taylor et al. 2015). Según Willan 

(1984), P. maculata ataca activamente los organismos con conchas protectoras, pero no 

logra ingerirlos. Por lo tanto, la presencia de partes blandas de bivalvos Mytilidae 

encontrados en los contenidos estomacales, así como el evento de alimentación registrado 

durante la observación in situ del caracol Trophon geversianus, reflejen posibles eventos 

de consumo de carroña. 

El comportamiento depredatorio observado en P. maculata es similar al descripto 

previamente para P. californica (Morse 1984, McClellan 1982) y permitió reconocer con 

facilidad aquellos animales que se encontraron alimentándose en el campo. El bajo 

número de eventos de alimentación registrados, durante las observaciones in situ, 

probablemente esté relacionado a hábitos nocturnos de P. maculata, como ha sido 

reportado para P. californica (Davis et al. 1977, Willan 1984).  

En conclusión, este estudio refuerza la importancia del uso conjunto de métodos 

directos e indirectos para describir la composición dietaria de las especies y sus relaciones 

tróficas. La especie P. maculata presenta una amplia plasticidad en el uso de los recursos 

y su dieta en el nuevo hábitat está constituida por una amplia variedad de presas, 

incluyendo las algas, las cuales podrían ofrecerle beneficios adicionales a los 

estrictamente nutricionales. Por ello, la elaboración de un adecuado programa de 

monitoreo y manejo de la especies introducida, así como el monitoreo de cambios futuros 

en las comunidades bentónicas invadidas por P. maculata resultan relevantes, dado que 

las características dietarías descriptas para la especie podrían reflejar un rápido 

establecimiento de la especie invasora a lo largo de la costa Argentina en una amplia 

variedad de ecosistemas.  

97 



DISCUSIÓN GENERAL 

Los resultados de esta Tesis evidencian que Pleurobranchaea maculata presenta 

aspectos de su biología reproductiva y ecología trófica que contribuyen a explicar el éxito 

de establecimiento y expansión a lo largo de la costa Argentina. En particular, P. maculata 

sería una especie semélpara con un ciclo reproductivo anual, luego del cual moriría, al 

igual que ha sido descripto en otras especies de opistobranquios (Todd 1979, Todd y 

Doyle 1981, Todd 1983, Havenhand y Todd 1988, Cattaneo-Vietti et al. 1993). Esto se 

vio reflejado mediante el estudio del ciclo gametogénico en conjunto con los diferentes 

tipos de células gonadales que sufren apoptosis durante el mismo, así como en el 

solapamiento temporal en el que coexisten individuos inmaduros con individuos post-

reproductivos (con ausencia de individuos maduros, es decir, reproductivos). Las especies 

semélparas se enfrentan en cada ciclo reproductivo al desafío de alcanzar un tamaño 

poblacional mínimo para lograr un remplazo de generación (Friedenberg et al. 2007, 

Acker et al. 2014). Ciertas características biológicas y poblacionales, tales como una alta 

probabilidad de ser hembra (en especies dioicas), una alta posibilidad de ser fertilizada, 

una alta supervivencia de la progenie y de los adultos y una alta fecundidad, entre otras, 

le permitiría a la especie sobrellevar ese desafío (Jerde et al. 2009). En este sentido, 

pareciera que en P. maculata el éxito de lograr un remplazo de generación se vería 

favorecido al ser una especie hermafrodita, donde todos los individuos presentan la 

capacidad de dejar descendencia. A su vez, la fecundación cruzada con alto grado de 

reciprocidad observada, junto con la capacidad de almacenar esperma favorece altas tasas 

de fertilización (Nakadera y Koene 2013).  

El comportamiento de cópula observado en P. maculata inicia cuando un individuo 

sigue activamente el rastro de otro. En algunas especies de opistobranquios el 

comportamiento de cópula se ve motivado por efecto de feromonas (Audesirk 1977). Esta 

estrategia reproductiva aumenta la posibilidad de encuentros de cópula siendo de 

fundamental importancia en especies semélparas, para garantizar la fertilización (Jerde et 

al. 2009). Por otro lado, el comportamiento de cópula observado combina una etapa de 

transferencia interna de fluidos en la abertura genital femenina seguida de una 

transferencia hipodérmicas post-copulatorias. Este particular comportamiento 

copulatorio podría presentar un efecto directo a nivel gonadal en el individuo receptor de 

la inyección reduciendo la producción espermática disponible para la cópula (lo que se 
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observa en los cortes histológicos como una desorganización de la estructura acinar 

espermatogenica), implicando una relación directa con las estrategias adaptativas de 

selección sexual (Schmitt et al. 2007). En este aspecto se abren nuevas interrogantes 

acerca de la composición de las secreciones transferidas durante el evento de cópula en 

cada etapa. En particular, la presencia de allohormonas y los mecanismos fisiológicos y 

ventajas adaptativas a través de los cuales actuarían (Koene y ter Maat 2001).  

Pleurobranchaea maculata presenta una alta estacionalidad en su ciclo reproductivo, 

la cual se vio principalmente reflejada mediante la presencia de oocitos maduros en las 

gónadas a partir de julio, que coinciden con la presencia de masas ovígeras en el campo. 

Esto se relaciona a un aumento en el fotoperiodo que pareciera promover el inicio del 

período de oviposición. A lo largo de este período el fotoperiodo influiría, a su vez, en la 

frecuencia de oviposición. De este modo, el máximo de masas ovígeras se encuentran en 

enero cuando las horas de luz alcanzan su máximo. Por otro lado, la temperatura mostró 

un efecto directo sobre el tiempo de desarrollo embrionario y la talla de eclosión. El 

desarrollo embrionario resultó exitosos dentro de un rango térmico similar a las 

fluctuaciones del agua de mar observadas a lo largo del año en el sitio de estudio (10 a 18 

ºC). La variación en la talla y en el tiempo durante el desarrollo embrionario a distintas 

condiciones de temperatura, le permite a la especie enfrentarse a condiciones ambientales 

cambiantes (León y Vargas 2009, Weis 2010). Según los resultados de esta Tesis, las 

primeras masas ovígeras encontradas a partir de julio, desarrollarían más lento y 

alcanzarían menores tallas que aquellas depositadas hacia el final del período de 

oviposición (febrero), momento en el que la temperatura del agua alcanza su máximo. De 

este modo la temperatura y el fotoperiodo intervendrían de manera complementaria en el 

ciclo reproductivo de P. maculata. El fotoperiodo influiría en el número de puestas, 

implicando que una mayor cantidad de larvas sean liberadas cuando las condiciones 

térmicas sean más favorables para el crecimiento y la supervivencia larval (Aldana-

Aranda et al. 2001, O´Connor et al. 2007, Ruiz et al. 2008).  

Pleurobranchaea maculata presentó un largo período de oviposición durante el cual 

presentó numerosos eventos de desove (al menos 5 por individuo en condiciones 

experimentales en acuarios) que consistieron en masas ovígeras con más de 100.000 

embriones por puestas, acompañado por un corto tiempo de desarrollo embrionario que 

finalizó con la liberación de una larva planctotrófica. Estas características reproductivas, 

donde una gran parte de la inversión energética de los adultos garantiza un gran número 
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de descendencia con fase dispersiva, contribuyen a explicar parcialmente el éxito de 

expansión de P. maculata a lo largo de la costa Argentina. La capacidad de dispersión de 

las larvas planctónicas por las corrientes marinas y la advección impulsada por los 

vientos, favorece la propagación de la especie (Grosholz 1996). A su vez, los límites de 

tolerancia térmica para un desarrollo embrionario exitoso, sugieren que la especie podría 

ampliar su rango de distribución hacia el sur a lo largo del Golfo San Jorge.  

En cuanto a la dieta de P. maculata en Golfo Nuevo, la incorporación de algas podría 

ser el resultado de adaptaciones al nuevo hábitat. En nuevos ambientes, las especies 

exóticas pueden explorar nuevas interacciones bióticas, que no se encuentran disponibles 

para las especies en el área nativa (Battini et al. 2019). Por ello, es posible que P. maculata 

haya ampliado su nicho alimentario en el nuevo hábitat como fuente nutricional, o bien 

que incorpore algas de modo de suplantar compuestos naturales que en su hábitat nativo 

adquiere por otros medios, como podrían ser aminoácidos tipo micosporinas (MAAs), 

que proporcionan protección UV para los embriones, o bien, tetradotoxina o sus 

precursores que le proporcionan un mecanismo de defensa a los adultos. 

Los estudios dietarios revelaron que P. maculata muestra una amplia plasticidad en el 

consumo de ítems presas, dependiendo de la composición faunística del sitio que habita. 

La amplia plasticidad encontrada resulta favorable en especies introducidas ya que 

permite adaptarse a la nueva oferta de presas del hábitat. Por otro lado, resulta importante 

destacar que las poblaciones de P. maculata que habitan las costas de Argentina presentan 

una potente neurotoxina (Farias et al. 2019), la cual podría ser adquirida a través del 

alimento (Khor et al. 2014). De modo que el estudio de la dieta de P. maculata en esta 

zona, sirve de insumos para evaluar la posible fuente de toxina para la especie en la zona, 

así como para realizar estudios que cuantifiquen los impactos directos e indirectos que la 

presencia de este nuevo depredador produce en el nuevo ecosistema. 

Los resultados de esta Tesis brindan información importante acerca de la biología 

reproductiva y ecología trófica de la especie y ayudan a explicar la rápida expansión de 

la misma a lo largo de la costa Argentina. Debido a su capacidad expansiva y plasticidad 

en el uso de recursos parece importante sugerir que se establezcan planes de manejo y 

prevención de modo de preservar el ecosistema nativo y evitar problemas sanitarios.  
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CONCLUSIONES 

 

 Pleurobranchaea maculata sería una especie semélpara con ciclo de vida 

anual, la cual presenta una mayor actividad reproductiva entre julio y enero, 

encontrándose durante los meses de febrero y marzo principalmente individuos 

post-reproductivos e inmaduros. 

 

 El mecanismo de cópula combina una etapa de transferencia interna con una 

etapa de transferencia hipodérmica post- copulatorias, con un alto grado de 

reciprocidad. 

 

 Se observa una marcada influencia del fotoperiodo sobre el inicio del período 

de oviposición así como en la frecuencia de masas ovígeras. 

 

 Pleurobranchaea maculata presenta una alta fecundidad anual con eclosión de 

estadios larvales planctotróficos lo que podría facilitar la dispersión y 

colonización de nuevos hábitats. 

 

 La plasticidad observada en la talla de eclosión y en el tiempo total de 

desarrollo embrionario a distintas condiciones de temperatura, determinan que 

el desarrollo embrionario resulte exitoso dentro de un rango térmico similar a 

las fluctuaciones del agua de mar observadas en el sitio de estudio.  

 

 Según los límites de tolerancia térmica durante el desarrollo embrionario la 

especie podría ampliar su rango de distribución hacia el sur a lo largo del Golfo 

San Jorge. 

 

 Pleurobranchaea maculata presenta una amplia plasticidad en el uso de los 

recursos y su dieta en el nuevo hábitat está constituida por una amplia variedad 

de presas, incluyendo las algas. 
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ABSTRACT
High densities of the invasive sea slug, Pleurobranchaea maculata,
have been detected on the Argentinean coast, but studies on the
species’ adaptation have been absent until now. Stomach
contents of P. maculata in two sampling sites located at Golfo
Nuevo, Patagonia Argentina, revealed animals as a major prey, but
surprisingly algae ingestion on both sampling sites was abundant.
This fact was not reported in previous studies that described
opportunistic carnivorous feeding habits of species belonging to
the genus Pleurobranchaea. Significant differences in the species
prey items were found between sampling sites; however,
sedentary polychaetes were the main consumed group at both
sites. These results are useful to understand the adaptation of this
invasive species in Argentinean waters and to monitor future
changes in the benthic communities colonised by P. maculata.
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Introduction

Feeding habits of species belonging to the genus Pleurobranchaea have been previously
reported as opportunistic carnivorous with a low feeding specificity, using a wide range
of types of food (Willan 1984, 1998; Cattaneo-Vietti et al. 1993; Battle and Nybakken
1998). Such is the case of Pleurobranchaea meckelii, with preference for Cnidarians (Cat-
taneo-Vietti et al. 1993), and Pleurobranchaea californica, with preference for opistho-
branchs (Battle and Nybakken 1998). Species including P. meckelli, P. californica,
Pleurobranchaea japonica and Pleurobranchaea maculata were reported to present
scavenging and cannibalistic habits (Willan 1984, 1998; Tsubokawa and Okutani 1991;
Cattaneo-Vietti et al. 1993; Battle and Nybakken 1998).

Pleurobranchaea maculata (Quoy and Gaimard 1832) is a native New Zealand species.
Since 2009, high densities of this sea slug have been described on Argentinian coasts
(Farias et al. 2015, 2016). This species has a planktotrophic larval development lasting
3 weeks before settling (Gibson 2003), which could be easily dispersed through anthropo-
genic mechanisms such as the ballast water of trans-oceanic shipping (Carlton 1999).
Many species easily break natural biogeographical barriers, which promotes species intro-
duction into new habitats (Schwindt 2008). Invasive species may have a great impact on
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natural ecosystems (Penchaszadeh et al. 2005; Mendez et al. 2015), affecting ecosystem
processes (Carlton 1999; Grosholz et al. 2000; Schwindt et al. 2001; Hoffmeister et al.
2005) and ecological interactions (Hallegraeff 1998; Torchin et al. 2002), having a
variety of social consequences (Schwindt 2007). Pleurobranchaea maculata is a voracious
feeder and an active forager (Ottaway 1977) in New Zealand, where any soft-bodied
invertebrates seem vulnerable to attack and ingestion (Willan 1998). Actinaria species
were reported as its preferred prey item (Willan 1998), but thecate hydroids and bivalves
are also consumed (Willan 1998; Taylor et al. 2015). Cannibalistic and scavenger habits
were also suggested as providing possible dietary sources. Furthermore, studies suggested
that P. maculata could be accumulating the neurotoxin tetrodotoxin through the food
chain (Wood et al. 2012; Salvitti et al. 2015a). Ingestion of very low concentrations of
tetrodotoxin can cause death even in adult humans (McNabb et al. 2009). This fact,
together with a pH of 1 measured in the dorsal epithelium (Salvitti et al. 2015b),
provide P. maculata with a powerful chemical defence (Gibson 2003) that may reduce
possible predators, resulting in a competitive advantage against native species (Callaway
et al. 2006). The presence of this sea slug on the Argentinian coast implies a potential eco-
logical impact on the natural ecosystem. Introduced species may show voracious behav-
iour in a wider diversity of consumed prey in the invaded region, compared with the
native habitat. Hence, study of the new feeding habits of P. maculata is essential to under-
stand the effects on native biodiversity (Paine 1988; Bertness et al. 1999).

Stomach content analysis provides detailed information about most recently consumed
food (Muñoz et al. 2011; Alfaya et al. 2015), as well as being a first step to understand the
diet of this invasive species. Therefore, this work aimed to describe the main components
of the diet of the invasive sea slug P. maculata, which is recently established in Golfo
Nuevo, Patagonia Argentina, providing a better understanding of how invasive species
are able to adapt in newly invaded habitat.

Materials and methods

Pleurobranchaea maculata specimens were collected in the summer season (2016–2017)
from two sampling sites: Punta Este beach (PE) and Folias shipwreck (Fo), both sites
located at Golfo Nuevo, Patagonia Argentina (42°46′S, 64°57′W), where average surface sea-
water temperatures range from 8 °C to 18 °C. All samplings were performed by SCUBA
diving at depths ranging from 5 to 9 m. A total of 102 individuals were collected. Each indi-
vidual was placed separately in a different zipper bag and taken to the laboratory. Individuals
were dissected and their stomach contents were preserved in 10% seawater/formalin.

Stomach contents of 61 individuals from PE and 41 individuals from Fo were analysed.
Identification of all distinguishable taxa of food items was performed under stereomicro-
scope and optical microscope. When necessary, stomach contents were dyed with Rose
Bengal (10%) for better identification. Gastropod species identification was based on
the radula, extracted and observed under optical microscope. The frequency of occurrence
(O%), defined as the percentage of sea slugs containing each prey item in their stomachs,
was calculated for both sites.

A chi-square test was used to compare sampling sites and to compare the algae and
animal intake to parity (1:1) for each sampling site. Differences were considered significant
with P < 0.05.
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Results

A wide range of prey items found in P. maculata stomach contents were animal prey,
which represented more than 60% of the sample (Table 1). Empty stomachs representing
3.28% in PE and 12.19% in Fo were excluded from further analysis.

Pleurobranchaea maculata was found to consume algae on both sampling sites, repre-
senting 28.77 O% and 37.63 O% for PE and Fo sites, respectively (Figure 1). Rhodophyta
and Phaeophyta were the most represented algae groups in both sampling sites (Table 1).
The genus Dictyota (Phaeophyta) was the only algal sample to have epibiotic hydrozoan
polyps.

Animal prey items were significantly different between sites (χ2 = 60.34, df = 17, P =
9.21 e−07). Sedentary polychaetes were the main consumed group at both sites (Table
1), with the gills and feeding tentacles of the Terebellidae family as the most prevailing
item (Figure 2A–C). This item represents 25.00 O% for PE and 21.50 O% for Fo. The colo-
nial tunicateDiplosoma listerianum (Figure 2D–E) was abundantly consumed and showed
the most relevant difference between sites, being the second most consumed prey at PE
(Table 1; PE: 22.17 O%; Fo: 7.52 O%).

Some prey items were only found in one of the sites, in a few stomach contents. At PE,
an Octopodidae tentacle (Octopus tehuelchus) (Figure 2J), a Heteronemertine, and a
cluster of unidentified fish eggs were found (Table 1). Similarly, prey items found at Fo
corresponded to one cannibalistic event, a few actinarians (Figure 2G), mytilid bivalves
and opisthobranchs (Table 1). This last group was represented by one nudibranch
(Doris fontainii) (Figure 2H). Hydrozoan polyps (Figure 2F) and nematodes (Figure 2I)
presented different O% in each site (Table 1).

The animal : algae ingestion ratio showed significant statistical differences from parity
in PE (χ2 = 38.20, df = 1, P = 6.36 e−10) and in Fo (χ2 = 5.68, df = 1, P = 0.01). The chi-
square test showed no significant differences on the algae : animal ingestion ratio
between sampling sites (χ2 = 2.35, df = 1, P = 0.12).

Table 1. Frequency of occurrence (O%) for each prey taxon in the stomach contents of Pleurobranchaea
maculata from both sampling sites at Golfo Nuevo, Patagonia Argentina.

O%

Phylum Class Order Species and/or specifications Punta Este Folias

Porifera Demospongiae 1.41 1.07
Nemertea Heteronemertean 0.94 0.00
Nematoda Nematoda 2.35 6.45
Cnidaria Hydrozoa Polyp stage 8.01 2.15

Anthozoa Actinaria 0.00 5.37
Arthropoda Maxillopoda Copepoda 2.83 1.07

Malacostraca Amphipoda 1.41 1.07
Annelida Polychaeta Sedentary polychaete 25.00 21.50

Polychaeta Errant polychaete 4.71 8.60
Mollusca Cephalopoda Octopoda Octopus tehuelchus tentacle 0.47 0.00

Bivalvia Mytiloida Mytilidae 0.00 5.37
Gastropoda Doris fontaineii (Nudibranchia) 0.00 1.07
Gastropoda Pleurobranchaea maculata

(Pleurobranchomorpha)
0.00 1.07

Chordata Ascidiacea Enterogona Diplosoma listerianum 22.17 7.52
Vertebrata Osteichthyes oviposition 1.88 0.00

Phaeophyta 11.32 15.05
Chlorophyta 0.94 8.60
Rhodophyta 16.50 13.97

NEW ZEALAND JOURNAL OF ZOOLOGY 3



Figure 1. Frequency of occurrence (O%) of animal (light grey) and algal (dark grey) items in the
stomach contents of Pleurobranchaea maculata from both sampling sites at Golfo Nuevo, Patagonia
Argentina.

Figure 2. Specimens found in stomach contents of Pleurobranchaea maculata. A–C, Polychaeta: A,
Sedimentary polychaete with tentacles (arrows); B, Juvenile polychaete; C, Errant polychaete. D–E,
Colonial tunicate Diplosoma listerianum: D, Zooids; E, Zooid with unhatched incubated larva (arrow);
F, Hydrozoa; G Anthozoa; H Doris fontainii (Nudibranchia); I, Nematode; J, Octopus tehuelchus (Octopo-
didae) tentacle. Scale bars: A, D–F: 0.5 mm, B, H: 0.1 mm, C, G and J: 1 mm, I: 0.1 µm.
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Discussion

Our results reveal that the sea slug P. maculata ingested animal preys as the main food
item, which is similar to other findings worldwide (Willan 1998; Taylor et al. 2015). Differ-
ent algal items were also included in the diet of the species, corresponding to the first
records of algal ingestion for any member of the genus Pleurobranchaea. The high fre-
quency of occurrence of algal items in both sampling sites reflects their importance in
the diet of P. maculata from northern Atlantic Patagonia, consuming Rhodophyta and
Phaeophyta over Chlorophyta.

Macroalgae have the potential to act as a food source (Kaehler and Kennish 2009). Con-
sidering the total amount of minerals present, lipids and soluble carbohydrate contents,
phaeophytes and rhodophytes have the highest nutritional levels, whereas chlorophytes
have the lowest (Fleurence 1999; McDermid and Stuercke 2003; Gressler et al. 2010).
Moreover, the presence of a variety of biochemical compounds in some algae could
explain the importance of ingesting algae in P. maculata (Burtin 2003). Some algae can
synthesise UV screening compounds such as mycosporine-like amino acids (MAAs),
which provide UV protection to primary and secondary consumers (Bhatia et al. 2011).

The egg masses of three species of Pleurobranchaeidae were found to contain these
chemical compounds (Preslawski 2004). In particular, MAAs occur in egg masses from
P. maculata at PE site (Soledad Zabala unpublished data). The spawn of Aplysia dactylo-
mela (Opistobranchia) adults presented double the concentration of MAAs when feeding
on red algae compared with green algae (Carefoot et al. 1998). MAA richness in gastropod
egg masses is diet-dependent (Carefoot et al. 1998; Preslawski 2004).

Cnidarians and opistobranchs were described as preferred prey for species of the Pleur-
obranchaea genus (Willan 1984; Cattaneo-Vietti et al. 1993; Battle and Nybakken 1998).
According to our results a large proportion of the identifiable diet of P. maculata in Golfo
Nuevo, Argentina, is represented by sedentary polychaetes and, at a lower frequency, cni-
darians, although we found hydrozoan polyps rather than actinarians. Ottaway (1977)
described P. maculata feeding behaviour on Actinia tenebrosa (Anthozoa), observing
that individuals graze on the anemone column. Therefore, actinarians are rarely eaten
whole, probably underestimating this prey item in our results.

A variety of other invertebrates were also incorporated in the diet of P. maculata in the
sampling sites. Differences in the ingestion of prey items between sampling sites probably
reflect differences in prey availability among them.

Most species of Pleurobranchaea were described as carrion consumers (Willan 1984,
1998; Cattaneo-Vietti et al. 1993; Battle and Nybakken 1998). The presence of the tentacle
of a highly mobile octopus in the diet supports this description. On a recent study at
Hauraki Gulf (New Zealand), isotopic values (δ15N and δ13C) obtained for P. maculata
were relatively similar to those for predatory scavengers, including four gastropod
species, one decapod crustacean and one asteroidea echinoderm (Taylor et al. 2015),
which also supports the presence of filter-feeding bivalves in the diet. According to
Willan (1984), P. maculata actively attacks organisms with protective shells but fails to
ingest them. Therefore, the presence of the soft tissues of Mytilidae bivalves recorded in
our study is probably a consequence of its scavenging habit.

The P. maculata feeding habits recorded in the invaded habitat showed a wide variety of
items including algae, which could be a consequence of adaptation to the new
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environment. Our results could help in monitoring future changes in the invaded benthic
communities. The presence of neurotoxicity in specimens invading the coasts of Argentina
appears as a potential risk to vertebrates (including humans). Hence, the capacity to
accumulate tetrodotoxin, presumably incorporated through their diet, should be moni-
tored in further studies. Pleurobranchaea maculata appears to be establishing successfully
in this new habitat, which could endanger native species, causing a negative effect on
biodiversity.
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