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1. Introduccion

La familia Dendrophyllidae es cosmopolita y comprende cerca de 150
especies en todo el mundo, tanto corales solitarios como coloniales,
agrupadas en 19 géneros (CAIRNS, 1999, CAIRNS ET AL., 1999). En el
Mediterraneo se reconocen 7 especies de esta familia pertenecientes a 5
géneros, 3 de los cuales comprenden especies coloniales (Astroides,
Cladopsammia y Dendrophyllia) (ZiBRowius, 1980). El presente trabajo se
centra en la especie colonial Astroides calycularis.

Se trata de un coral madreporario colonial muy llamativo por el color
naranja fuerte de sus polipos, los cuales se disponen muy juntos unos a
otros. Cada pdlipo presenta unos 30 tentaculos. Las colonias forman masas
compactas de forma almohadillada, que sobresalen hasta unos 10 cm sobre
el sustrato y pueden sobrepasar los 30 cm de diametro. Las colonias pueden
crecer muy juntas, solapandose unas con otras, y recubrir amplias superficies
de las paredes rocosas umbrias (Figuras 1 y 2). Su esqueleto es de color
blanco y los calices crecen cementados en casi toda su longitud.

Figura 1. Detalle de una colonia de Figura 2. Roca recubierta por
Astroides calycularis. colonias de Astroides calycularis.

Este coral se extendia por todo el Mediterraneo occidental durante el
Pleistoceno, pero su area de distribucibn ha ido reduciéndose
progresivamente. En la actualidad solo esta presente en el Mediterraneo

suroccidental. Se conoce en las costas del Tirreno, desde el estrecho de



Messina hasta el golfo de Napoles, en Sicilia e islas del canal de Sicilia, en
Malta y, en el litoral espanol, desde las costas de Murcia hasta las de Cadiz.
Por el norte de Africa se extiende desde el cabo Espartel, en Marruecos,
hasta el cabo Bon e isla de Zembra, en Tunez (Figura 3).

Figura 3. La linea roja sobre el mapa sefala la distribucion actual de Astroides
calycularis.

En las costas espafolas se distribuye con continuidad desde el cabo
de Gata, en Almeria, hasta el estrecho de Gibraltar. Existen colonias aisladas
mas al norte, hasta el cabo de Palos, en Murcia, y en algunos puntos de las
costas atlanticas de Cadiz. La especie es abundante, también, en la isla de
Alboran, en Melilla, en las islas Chafarinas y en Ceuta. Es, precisamente en
el litoral ceuti donde se han observado los recubrimientos mas importantes
de este coral, el cual ha sido elegido como simbolo del patrimonio sumergido
de este enclave espafiol del norte de Africa.

Su habitat lo constituyen los sustratos rocosos umbrios, desde aguas
superficiales hasta unos 30 m de profundidad, en zonas de aguas limpias y
bien oxigenadas. Su presencia es un buen indicativo de la calidad ambiental



del entorno. Es muy frecuente en extraplomos y entradas de cuevas de las
zonas geograficas donde se halla. En algunos enclaves superficiales puede
quedar emergido durante las bajamares. En aquellos lugares que reunen las
condiciones mas favorables, Astroides calycularis puede ser la especie
dominante en el recubrimiento del sustrato. En algunas zonas del litoral ceuti
se han observado paredes rocosas verticales donde esta especie presentaba
un recubrimiento superior al 80% de la superficie desde aguas superficiales
hasta unos 30 m.

Se trata de un coral ahermatipico, es decir, que carece de algas
simbiontes (zooxantelas). Sus colonias constituyen el habitat de diversas
especies de pequefio tamafo. Asimismo, algunos gasteropodos se alimentan
de sus partes blandas. Por otro lado, los restos del esqueleto calcareo de
este coral acumulados en determinados lugares componen un sustrato
abigarrado que alberga una compleja comunidad animal, en cierto modo,
parecida a la de los fondos de rodolitos. Existe incluso un gasteropodo
exclusivo de este habitat, Epitonium dendrophylliae, que se alimenta
precisamente de Astroides (RICHTER Y LUQUE, 2004).

A pesar de ser una especie muy conspicua y de gran interés, es
llamativa la ausencia de estudios sobre la biologia o de otros aspectos de
este coral. Sin embargo, Astroides calycularis era bien conocido por los
naturalistas del siglo XVIII y principios del XIX. Cuvier (1830), en el volumen
de los “Zoofitos” del Regne animal distribué d’apres son organization,
muestra la Figura de una colonia con los pdlipos abiertos procedente de las
costas de Sicilia, y LAMARCK (1836), en la segunda edicion de la Historie
naturelle des animaux sans vertebres, hace algunas anotaciones sobre esta
especie.

En las islas Chafarinas Astroides calycularis se halla bien representado
(observaciones personales), aunque tampoco existen estudios sobre la
especie en este enclave geografico. Se considera, por tanto, urgente abordar
una investigacion multidisciplinar sobre este coral. Las islas Chafarinas
constituyen un lugar adecuado para ello por su abundancia, por el buen
estado de conservacion de su medio marino y por lo limitado de los impactos

humanos en las islas.



El estudio preliminar que aqui se presenta abarca los siguientes

aspectos:

a) Cartografiado y distribucidn de las colonias de la especie en las
islas.

b) Estudio de la reproduccion.

c) Estudio genético.

d) Caracterizacion del cnidoma.

Situacioén legal internacional y en Espaia

La alarmante regresion de este coral en el Mediterraneo en épocas

recientes parece responder a causas naturales, la cual se ve agravada en la

actualidad por la destruccion de muchos roquedos costeros de las areas

donde se encuentra. La contaminacion de las aguas superficiales y su colecta

por parte de buceadores con fines decorativos son otras causas afadidas

que inciden en su desaparicidn progresiva. Por estos motivos Astroides

calycularis ha sido incluido en las siguientes listas de especies protegidas:

Anexo Il (Lista de Especies en Peligro o Amenazadas) del Protocolo
relativo a Areas Especialmente Protegidas y Diversidad Bioldgica del
Mediterraneo (Convenio de Barcelona, 1995). Tal calificacién obliga a
los estados signatarios a “asegurar la maxima proteccidon y
recuperacion” para la especie, asi como a “formular e implementar

planes de accion para su conservacion” (Arts. 12.2, 12.3).

Anexo Il (Fauna en Peligro a Amenazada) del Convenio de Berna
(1996).

Anexo | (Tipos de Habitats Naturales de Interés Comunitario Cuya
Conservaciéon Requiere la Designacion de Zonas de Especial
Conservacion) de la Directiva Habitats, dentro del habitat 1170

“arrecifes”.



Catalogo Espafiol de Especies Amenazadas (antes Catalogo Nacional
de Especies Amenazadas) dentro de la categoria de “vulnerable”
(Orden de 9 de junio de 1999, BOE n° 148).

Catalogo Andaluz de Especies Amenazadas con la categoria de
“vulnerable” (BAREA-AZCON ET AL., 2008).



3. Cartografiado de Astroides calycularis en las islas
Chafarinas

Para obtener una primera idea de la distribucion y abundancia de este
coral en las islas se han realizado, por un lado, recorridos a nado por todo el
perimetro de las islas, para estimar su presencia y reparticion en los primeros
metros, y por otro, una serie de transectos en distintos puntos de las islas a
fin de estudiar su distribucion vertical.

La metodologia seguida ha sido la propuesta por BENEDETTI-CECCHI ET
AL. (1996) con ciertas modificaciones. Tanto en los recorridos a nado como en
los transectos se ha estimado la presencia/ausencia y el grado de cobertura
en cuadrados de 50x50 cm. Para ello, se han utilizardo fotografias

submarinas y programas de tratamiento digital de las imagenes.

3.1. Estudio preliminar del area de distribucidén de la
especie segun transectos hasta los 3 m de
profundidad

3.1.1. Metodologia

Como se ha indicado, se llevaron a cabo estimas visuales mediante
recorridos a nado a lo largo de todo litoral de las islas, con mascara y tubo.
Con ello se pretendia obtener lo siguiente:

* Caracterizacion por tramos de costa de caracteristicas
uniformes (orientacién, inclinacién, grado de exposicién) del
grado de cobertura de A. calycularis en el mediolitoral inferior
(entre 0 y -0,5 m respecto del nivel medio del mar) y en la parte
superior del infralitoral (entre -0,5 y -3 m).

* Valores a las estimas segun los siguientes rangos:




Abundancia y representacion

Ausente

colonias aisladas, irregular, < 2% cobertura

colonias aisladas, distribuciéon mas o menos uniforme, 2-10% cobertura

buena representacion, aprox. 30% cobertura

dominante en la comunidad, 50-60% cobertura

all & W N = O

cobertura mayoritaria, > 80% cobertura

Inclinacion del sustrato

subhorizontal, aprox. 0

aprox. 15¢

aprox. 45¢

aprox. 60¢

subvertical, aprox. 802

vertical, aprox. 90 @

® O & W N = O

extraplomo, > 902

3.1.2. Resultados

Los mapas de distribucion y abundancia de la especie en el rango
batimétrico de 0 a -3 m se ofrecen en las Figuras 4, 5 y 6. En ellos puede
observarse que la especie se distribuye mayoritariamente en aquellas zonas
del archipiélago donde se localizan paredes rocosas mas o menos verticales.
Su presencia es menor en la cara sur de las islas.

La mayor abundancia de la especie se ha observado en las Cuevas
del Lobo, en la cara oeste de la isla de Congreso. En esta isla A. calycularis
se encuentra muy repartida, con una mayor cobertura en diversos enclaves
del oeste de la isla siendo también abundante en otras localidades de esta
cara. En la isla Isabel Il este coral se distribuye principalmente en su cara
norte, mientras que en la isla de Rey Francisco las mayores coberturas se
dan en su cara este, la mas expuesta al levante, sobre todo en los

denominados Tajos.
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Figura 4. Distribucidon de Astroides calycularis en las islas Chafarinas entre los 0 y los

0.5 metros de profundidad.
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Figura 5. Distribucion de Astroides calycularis en las islas Chafarinas entre los 0,5 y 1

metro de profundidad.
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Rango profundidad 1,0 - 3,0 m
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Figura 6. Distribucion de Astroides calycularis en las islas Chafarinas entre 1 y 3
metros.

La metodologia utilizada se ha revelado util para representar la
abundancia en elementos con una distribucion de tipo lineal, en un cinturén
superficial (es, por ejemplo, adecuado para Patella ferruginea o Dendropoma
petraeum), pero para A. calycularis soOlo sirve para representar las colonias
mas superficiales. Sin embargo, este coral tiene una amplia reparticion
batimétrica (en las islas se ha observado hasta 30 m) y se distribuye de una
manera muy irregular y dispersa. Por ello es preciso realizar también
transectos verticales si se pretende tener una idea mas aproximada de su

distribucion en las islas.

3.2. Transectos verticales

3.2.1. Material y Métodos

Durante la campafa llevada a cabo en junio de 2008, se llegaron a
completar un total de 10 transectos verticales desde 3 m hasta unos 20 m de
profundidad (véase Figura 7), mediante inmersiones con escafandra
auténoma. Los datos correspondientes a dichos transectos pueden verse en
la Tabla |. Estos transectos se seleccionaron tomando en consideracion la



01

abundancia y distribucion de la especie que se habia observado en los
recorridos por el perimetro de las islas. La metodologia utilizada consistié en
recorridos lineales, siguiendo un cabo guia cuando las condiciones de la
pared lo permitian. Cada 0,5 m se llevaron a cabo estimas visuales en
transectos de hasta 3 metros de ancho. Se realizaron estimas de abundancia
de la especie, asi como de la inclinacion de la pared rocosa. Para la
caracterizacion de la inclinacion se siguieron las mismas categorias que para
el cartografiado de la especie hasta los 3 m de profundidad.

Ro1

RO1 RO2

Co4

RO2
o W,
&

Col
D

Figura 7. Localizacion de los transectos verticales donde se llevd a cabo el estudio de la
abundancia relativa de A.calycularis en el archipiélago de las Islas Chafarinas. Congreso:
CO01 Punta de la Ermita, C02 Cuevas del Lobo, C03 Norte de Playa Larga, C04 Banco de
Congreso. Isabel II: 101 Norte de Isabel Il, 102 Noroeste de Isabel Il. Rey Francisco: R01
Balcén de Pilatos, R02 Tajo de los Piratas, R03 Tajo del Halcon, R04 Tajo del Cementerio.



+ 50x50m + 50x50m + 50x50m

Tabla |. Transectos verticales, indicando la localizacion, la profundidad maxima
alcanzada y la clave.

Profundidad

Isla Localidad maxima (m) clave
+ \8@pnRgreso Puntaidg I8 Aifnita mas de 25 Co1
W Congreso Cuevas del Lobo 25 C02
W Congreso N de Playa Larga 3,5 C03
NE Congreso Banco de Congreso 40 C04
NW lIsabel II Noroeste de Isabel 25 101
N Isabel Il Norte de Isabel 35 102
N Rey Francisco Balcon de Pilatos 20,5 RO1
E Rey Francisco Tajo de los Piratas 4 R02
SE Rey Francisco Tajo del Halcoén 6 RO3
SE Rey Francisco Tajo del Cementerio 5 R04

A lo largo de los transectos verticales, se utilizaron cuadrados de
50x50 y se tomaron fotografias de cada uno de ellos, siempre y cuando
existieran colonias del coral ubicadas dentro de los mismos. Se tomaron
fotografias cada 0,5 m de profundidad en 3 cuadrados distanciados entre si
1,75 m (ver Figura 8). Posteriormente, el tratamiento de imagenes se llevo a
cabo con el programa Photoshop CS3. El calculo del porcentaje de cobertura
se realizé a cabo a través de la medicion del area ocupada por las colonias
en los cuadrados y el calculo posterior de la media entre cada uno de los tres
cuadrados. Se registro también la presencia de otras especies animales y/o

vegetales relevantes.




Figura 8. Metodologia seguida en cada uno de los transectos verticales para el calculo de la
abundancia (en porcentaje de cobertura de la pared vertical) de la especie A. calycularis.



3.2.2. Resultados (descripcion de los transectos)

Isla Congreso

CO01. Punta de la Ermita

Pared caracterizada por la abundancia de extraplomos y grietas, entre las
cuales se encuentran buena parte de las colonias de A. calycularis en este
transecto. La pared vertical alcanza aqui mas de los 25 m de profundidad.
Las colonias del coral son mas frecuentes hasta los 12 m de profundidad,
observandose algunas colonias pequefias a mayores cotas batimétricas.
Hasta los 12 m de profundidad, se observa una reparticibn mas o menos
homogénea de la especie, con una mejor representacion en las cotas mas

superficiales (véase Figura 9).
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Figura 9. Representacién grafica de la superficie cubierta por A. calycularis de la pared
muestreada a lo largo del gradiente batimétrico en el transecto C01, del oeste de la isla de
Congreso (izquierda) y abundancia de la especie con respecto al grado de inclinacion de la
pared rocosa (derecha).

En el transecto, predominan sobre todo colonias de la especie de aspecto
incrustante y redondeadas (Figura 10).



Figura 10. Detalle de las colonias de A. calycularis en el
transecto de Punta de la Ermita (oeste de la isla de
Congreso).

C02. Cuevas del Lobo

Es en este enclave donde se encuentra la mayor abundancia de la
especie. Las paredes de las cuevas se encuentran practicamente en su
totalidad cubiertas por las colonias del coral. Se llevaron a cabo cuatro
transectos siguiendo el esquema de la Figura 11. Se observd una mayor
abundancia en los tramos 2 y 3, correspondientes a partes mas internas y

umbrias de la cueva.
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Figura 11. Esquema de los transectos llevados a cabo en las Cuevas del Lobo.



Figura 12. Detalle de las paredes de las Cuevas del Lobo donde se aprecian
las manchas naranjas correspondientes a las colonias de Astroides calycularis.
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Figura 13. Representacion grafica de la abundancia relativa de A. calycularis
en cada uno de los tramos muestreados en las Cuevas del Lobo en relaciéon a
la profundidad.



Categoria inlcinacion sustrato
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Figura 14. Abundancia de la especie con respecto al grado de inclinacién de la pared.

C03. Norte de Playa Larga

La pared rocosa en este transecto llega hasta los 18 m, donde
comienzan las praderas del gorgoniaceo Ellisella paraplexauroides. De los 0
a los 0,5 m de profundidad no se localizaron colonias de la especie. La
profundidad a la que llega A. calycularis en este transecto es de 3,5 m,

habiéndose observado s6lo algunas colonias dispersas hasta los 5 m.



Profundidad (m)
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Figura 15. A la izquierda, representacion grafica de la superficie cubierta por A. calycularis
con respecto a la profundidad de la pared al norte de la localidad de Playa Larga en la Isla de
Congreso. A la derecha, abundancia de la especie con respecto al grado de inclinacion de la
pared rocosa.

C 04. Banco de Congreso

El dominado como Banco o Laja de Congreso es una roca cuya parte
superior es plana y se encuentra a 4 m de profundidad. Por su parte externa
(cara norte) las paredes llegan a los 40 m y dominan en ellas las
comunidades del gorgonaceo Paramunicea clavata (Figura 16). Se
encontraron aqui pocas colonias de A. calycularis, con una mayor
abundancia sobre todo a unos 14 m de profundidad, donde las colonias
aparecian recubiertas de sedimento (Figura 17).

Figura 16. Comunidades de Paramu- Figura 17. Colonias de A. calycularis
nicea clavata de las paredes de la cubiertas de sedimento a 15 m de
Laja de Congreso. profundidad en la laja de Congreso



Isla de Isabel Il

101. Norte de Isabel I

La zona se caracteriza por acantilados practicamente verticales muy
afectados por el hidrodinamismo y que alcanzan profundidades maximas de
30-35 m. Se denota una mayor abundancia de la especie entre los 3 y los 12
metros, disminuyendo su cobertura a partir de esta profundidad (Figura 18).
La mayor franja de abundancia de la especie se ha observado a los unos 11
m. En superficie se observa menor presencia de la especie, probablemente
debido a la intensidad del oleaje en esta parte de la isla. En esta zona, A.
calycularis se encuentra preferentemente en superficies verticales con
comunidades de algas calcareas (Figura 19). La gorgonia Eunicella
singulares predomina a partir de los 10 metros de profundidad (Figura 20).
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Figura 18. A la izquierda representacion grafica de la superficie cubierta por A. calycularis
con respecto a la profundidad en la pared de la cara Norte de Isabel Il. A la derecha,
abundancia de la especie con respecto al grado de inclinacién de la pared rocosa.



Figura 19. Comunidades de algas Figura 20. Eunicella singularis y colonias
calcareas y A. calycularis de A. calycularis al fondo.

102. Transecto Noroeste de Isabel Il

La mayor abundancia de la especie se localiza entre los 2,5 y 9 m de
profundidad (Figura 21). La parte superficial de esta zona de la isla de Isabel
Il se encuentra muy expuesta al oleaje y a los temporales, por lo que el gran
hidrodinamismo de la zona dificulta la presencia de colonias en la parte
superficial. A partir de los 20 m de profundidad la visibilidad disminuye, asi
como la cobertura debido a la gran cantidad de sedimento proveniente del
fondo. En los primeros metros dominan en la pared las comunidades algales

(Figura 22) y a partir de unos 10 la comunidad de Eunicella singulares.
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Figura 21. A la izquierda representacion grafica de la superficie cubierta por A. calycularis
con respecto a la profundidad en la cara Noroeste de Isabel Il. A la derecha, abundancia
de la especie con respecto al grado de inclinacion de la pared rocosa.

Figura 22. Colonias dispersas de A. calycularis a partir de los 6 m
de profundidad en el noroeste de Isabel .



Isla de Rey Francisco

R01. Balcon de Pilatos

Este transecto se caracteriza por la presencia de paredes
mayoritariamente verticales con algunas zonas extraplomadas. La
profundidad maxima que se alcanza en la zona es de unos 30 m. Las
colonias de A. calycularis se han observado hasta los 16 m de profundidad,
con una mayor abundancia de la especie entre 2 y 5 m (Figura 23). Por
debajo de esta cota batimétrica la cobertura es muy baja. En superficie las
colonias quedan a menudo descubiertas en los periodos de bajamar. Las
principales especies acompafantes aqui son algas verdes y rodoficeas
incrustantes (Figuras 24 y 25).
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Figura 23. A la izquierda, representacion grafica de la superficie cubierta por A. calycularis
con respecto a la profundidad en el transecto del Balcon de Pilatos, localizado en la cara
norte de la Isla Rey Francisco. A la derecha, abundancia de la especie con respecto al grado
de inclinacion de la pared rocosa.
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algas verdes, rodoficeas incrustantes y
colonias de A. calycularis.

Figura 24. Imagen en superficie del tran-
secto Balcén de Pilatos en el norte de la
Isla Rey Francisco

R02. Tajo de los Piratas

En esta zona las colonias de A. calycularis son de pequeio tamafo y
forma aplanada, caracteristica de areas protegidas. La profundidad maxima
que alcanzan las paredes de este tajo es de 4 m, con predominio de
superficies extraplomadas. Las colonias del coral estan distribuidas por toda
la pared (Figura 26), pero se encuentran mayoritariamente cerca de la
superficie. Las principales especies acompafiantes son algas incrustantes y
la esponja Crambe crambe (Figura 27).
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Figura 26. A la izquierda, representacion grafica de la superficie cubierta por A.
calycularis con respecto a la profundidad en el Tajo de los Piratas. A la derecha,
abundancia de la especie con respecto al grado de inclinacion de la pared rocosa.

Figura 27. Detalle de las colonias de A.calycularis
presentes en el Tajo de los Piratas y comunidades
asociadas de algas rodoficeas incrustantes y de la
esponja Crambe crambe

R03. Tajo del Halcén

Las paredes verticales de este Tajo (Figura 28) llegan hasta los 6 m de

profundidad. Las colonias de A. calycularis, aunque estan presente por toda



la superficie de las paredes, la mayor parte de las colonias se situan a unos 2
m de profundidad (Figura 29).

Figura 28. Fotografia en superficie del Tajo del Halcon en
la Isla Rey Francisco.
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Figura 29. A la izquierda, representacion grafica de la superficie cubierta por A.
calycularis con respecto a la profundidad en el Tajo del Halcén. A la derecha,
abundancia de la especie con respecto al grado de inclinacion de la pared rocosa.



R04. Tajo del Cementerio

Las paredes laterales del tajo llegan hasta una profundidad
aproximada de unos 20 m. Se observa una clara disminucion de la
abundancia con la profundidad (Figura 30). En la superficie del tajo se puede
apreciar una gran dominancia de las colonias de este coral, con un grado de
cobertura muy alto (Figura 31), a pesar de que se trata sobre todo de
colonias pequefas y con pocos polipos, caracteristicas de zonas tranquilas.
Esta mayor abundancia se observa predominantemente en la parte mas
interna del tajo, donde ademas se incrementa el grado de inclinacion del
sustrato hasta llegar a formar extraplomos. Se observan colonias dispersas
hasta los 20 m, profundidad a la que comienza a aparecer la comunidad del
gorgonaceo Elisella paraplexauroides. En el esqueleto de esta especie
pueden crecer también pequenas colonias de Astroides calycularis.

Profundidad (m)
Categoria inclinacion sustrato
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Figura 30. A la izquierda representacion grafica del porcentaje de superficie cubierta por A.
calycularis con respecto a la profundidad en el transecto del Tajo del Cementerio. A la
derecha, abundancia de la especie con respecto a la inclinacién de la pared.



Figura 31. Colonias de A. calycularis de pequefio
tamafio y con pocos polipos, caracteristicas de
localidades de aguas relativamente tranquilas, como
el interior de los tajos.

3.2.2. Conclusiones

Astroides calycularis muestra una amplia reparticion espacial vy
batimétrica en las islas (se ha encontrado entre 0 y 30 m), aunque las
mayores coberturas se dan en la zona mas superficial (entre 0 y 2 m de
profundidad). Asimismo, este coral parece precisar de cierto grado de
exposicion al oleaje, siendo escaso en las zonas mas resguardadas (cara sur
de las islas).

La comunidad a la que se asigna esta especie es a la de “algas
esciafilas infralitorales en ambiente batido”. Esta comunidad es la propia de
enclaves umbrios superficiales, expuestos al oleaje y protegidos de la
iluminacion directa, como los extraplomos de paredes verticales o grietas.
Aunque suele situarse formando un cinturén justo por debajo del nivel medio
del mar, puede llegar a extenderse hasta una profundidad considerable
(hasta 30 m en el caso de las islas).

La comunidad se caracteriza, aparte de por el coral, por la presencia
de algas esciéfilas y pequefios animales sésiles. Es abundante la rodoficea
Gelidium latifolium, acompafiada de diversas algas esciafilas o ubiquistas
(Cladophora  pellucida, Pterocladia capillacea, Schottera nicaensis,
Rhodophyllis divaricada, Valonia utricularis, Palmophyllum crassum, Corallina
elongata, Plocamium cartilagineum y Peyssonnelia rosa-marina). La fauna es

muy diversa, formada por especies esciafilas, muchas de ellas tipicas de



niveles mas profundos. Son comunes la esponja Crambe crambe,
Halichondria panicea, los hidrozoos Coryne muscoides y Sertularella ellisi, el
antozoo Actinia equina, el bivalvo Lithophaga lithophaga (que perfora la roca),
el briozoo Turbicellepora magnicostata o la ascidia Pseudodistoma
cyrnusense.

En los lugares que le son favorables, Astroides calycularis compite con
éxito frente a las algas antes mencionadas y llega a dominar en algunos
puntos formando un cinturén, justo por debajo de la cota 0 (ver Figura 32).
Puede afirmarse, por tanto, que este coral sustituye al cinturon de Cystoseira

mediterranea, propio de las zonas iluminadas, en los enclaves umbrios.

Figura 32. Cinturén de Astroides calycularis superficial.



4. ESTUDIO DE LA REPRODUCCION

4.1. Introduccion

La reproduccion sexual juega un papel crucial en los ciclos vitales de
los organismos, garantizan la supervivencia y evolucion de las especies e
incide sobre sus caracteristicas demograficas. La informacion sobre la
reproduccion sexual es, por tanto, esencial para comprender la estructura
genética y la dinamica de las poblaciones de una especie, asi como para
estimar su resistencia y resiliencia frente a perturbaciones naturales o
impactos antrépicos. La consecucion de la madurez sexual es el resultado del
balance entre crecimiento y riesgo de mortalidad y, por otro lado, depende de
la edad y el tamafo del organismo. Las variaciones en la edad y tamano al
que se alcanza la madurez sexual y diferencias en la proporcion de sexos,
determinan la tasa de crecimiento de las poblaciones. Estas variaciones son
muy importantes y pueden representar el inicio de divergencias evolutivas.

Los primeros datos basicos sobre la reproduccioén sexual se refieren a
la alternativa gonocorismo/hermafroditismo, al tipo de fecundacion
(interna/externa) y al tipo de desarrollo larvario (con una fase larvaria libre o
sin ella). En lo que se refiere a los corales escleractinios, en buena parte de
las especies los gametos masculinos y femeninos son expulsados al medio
de forma sincrénica en determinados momentos del afo. La sincronizacion
del desarrollo gonadal y del momento de expulsion de los gametos al medio
es muy importante para maximizar la probabilidad de la fecundacion y del
éxito reproductor, pues la rapida dispersibn de gametos en el medio
disminuye la probabilidad de encuentro entre ellos. La regulacion del ciclo
reproductor esta controlada por factores ambientales, como la temperatura
del agua, el fotoperiodo, las fases lunares o las mareas. Los eventos masivos
y sincronizados de expulsion de gametos muchas veces propician fenémenos
de hibridacion interespecifica e introgresién, como ha sido documentado en

los arrecifes coralinos. Por otro lado, en algunas especies de corales la



fecundacion es interna. Los espermatozoides son expulsados al medio, pero
la fecundacién de los 6vulos se produce en las colonias o polipos femeninos.
En estos casos las larvas planulas suelen ser incubadas en las mismas
colonias. Asimismo, en los corales puede existir reproduccion asexual a
través de la emision de propagulos.

Los corales de los arrecifes tropicales han sido muy estudiados desde
muy diversos puntos de vista, pero se conoce muy poco sobre las especies
de aguas templadas o frias. En lo que se refiere al Mediterraneo solo se
conoce algo de la biologia reproductora de unas pocas especies, como los
corales solitarios Balanophyllia europea y Leptosamia pruvoti (GOFFREDO ET
AL. 2002 y 2005) o de la especie colonial Cladocora caespitosa (KRUZIC ET AL.
2008). Sin embargo, nada se ha publicado sobre la reproduccién de Astroides
calycularis. Por este motivo, en el presente estudio se han abordado los
siguientes aspectos:

- Ciclo gonadal (a través de cortes histologicos) y periodo de emision

de gametos.

- Tipo de fecundacién (interna o externa) y la existencia de larvas

planulas libres o incubadas.

- Comportamiento de las planulas y asentamiento de las mismas.

- Existencia o no de reproduccién asexual.

4.2. Metodologia

Se recogieron polipos en noviembre de 2007 y marzo y junio de 2008.
Cada uno de estos meses se tomaron cinco polipos por colonia en un total de
10 colonias de la isla Isabel Il, a unos 5 m de profundidad. Los pélipos se
fijaron en una solucion de Bouin para su posterior estudio histolégico. A las
48 horas fueron trasladados a alcohol etilico al 50% durante 24 horas a fin de
eliminar los restos de la solucidn fijativo. Posteriormente, los polipos se
conservaron en alcohol al 70% hasta su estudio en el laboratorio de
histologia del Museo Nacional de Ciencias Naturales.



Para proceder a realizar los cortes histologicos, los polipos se
descalcificaron en EDTA (acido etilendiaminotetracético) durante al menos
siete horas. Posteriormente se realizd la deshidratacion en una serie de
alcoholes de concentracion creciente. De esta forma se eliminan todos los
restos de carbonato calcico. Una vez descalcificados y deshidratados, los
polipos se incluyeron en parafina y se realizaron cortes de 7 ym de grosor
siguiendo una secuencia serial desde el polo oral al aboral. Las
preparaciones histolégicas resultantes fueron coloreadas mediante la
emulsion de Mayer y eosina.

En la zona noroeste de la isla Isabel |l se delimité una zona de unos 10
m?, entre 3 y 9 m de profundidad) con abundancia de colonias del coral, para
su observacion detallada mediante visu y mediante fotografias con el fin de
detectar la posible presencia de larvas planulas.

4.3. Resultados

Los pdlipos sexualmente maduros presentaron solo células germinales
masculinas (espermatocitos) o femeninas (ovocitos) y no se ha encontrado
ninguno con los dos tipos celulares. Asimismo, los pdélipos de cada colonia
presentaban todos la misma condicién sexual (macho o hembra), por lo que
se trata de una especie gonocorica.

La maduracion gonadal parece producirse durante los meses de
primavera y los ovocitos presentaron un tamafio maximo de cerca de 1,5 mm
en el mes de junio. La liberacion de espermatozoides parece suceder durante
los meses de abril y mayo y la fecundacion tiene lugar en el interior de los
polipos hembra. Por tanto, se trata de una especie de fecundacion interna.

Durante el mes de junio se observaron abundantes larvas planulas,
tanto en las proximidades de las colonias como en el interior de éstas. Estas
planulas son ovaladas y alongadas en el sentido del eje oral-oboral y
presentan un vivo color naranja (Figura 33) similar al del coral. Presentan
toda su superficie cubierta de cilios (Figura 34) y su tamafio oscila entre 2y 3

mm.



Figura 34. Detalle de los cilios presentes
en la superficie de las planulas de A.
calycularis.

Figura 33. Larva planula de Astroides
calycularis.

Las larvas planulas presentan escasa capacidad de natacion, suelen
desplazarse reptando y se asientan al sustrato unos 30 dias después de su
liberacion de la colonia materna. Por tanto, su capacidad de dispersion
parece ser muy reducida.

Una vez asentada la planula al sustrato, ésta se transforma en el
polipo madre, el cual mediante reproduccion asexual por gemacion da lugar a
una nueva colonia (Figura 35). Por otro lado, las colonias pueden ir
aumentando de tamafno (o de numero de pdlipos) mediante un proceso de
sucesivas fisiones de los polipos (Figura 36), lo que supone otra forma de
reproduccion asexual.

Por tanto, se puede concluir que Astroides calycularis es un coral
gonocorico (de sexos separados), con fecundacion interna y una fase larvaria
planula con escasa capacidad de dispersion y que se suele asentar cerca de

la colonia materna.



Figura 35. Reproduccion por gemacion
del polipo madre y formaciéon de una
nueva colonia de Astroides calycularis.



5. ESTUDIO GENETICO|

5.1. Introduccion

En las dos ultimas décadas se ha desarrollado de forma muy notoria la
biologia molecular, lo que ha hecho posible el uso de técnicas muy precisas
de caracterizacion del ADN. Ello, a su vez, ha contribuido de forma muy
notable al entendimiento de muchos aspectos de la evolucion de las especies
marinas y de sus parametros poblacionales.

La eficacia del flujo génico entre poblaciones determina la variabilidad
de las mismas y su estructuracion, y ello constituye la finalidad basica en los
estudios de recuperacion y manejo de las especies amenazadas. Una
capacidad de dispersion limitada tendera a favorecer las diferencias
genéticas entre poblaciones.

En el Mediterraneo la mayor parte de los estudios genéticos realizados
se centran sobre todo en peces 0 en especies de invertebrados con valor
comercial. En lo que se refiere a los corales, solo se ha estudiado hasta
ahora desde el punto de vista genético una especie solitaria, Balanophyllia
europea, mediante electroforesis enzimatica (GOFFREDO ET AL., 2004).

Los objetivos concretos que se han perseguido con el presente estudio
son los siguientes:

1) caracterizar genéticamente la especie Astroides calycularis en base
a la secuenciacion de genes mitocondriales y nucleares.

2) cuantificar la diferenciacion a escala macro y microgeografica
mediante el analisis de regiones microsatélites,

3) estimar los parametros poblacionales indicadores de su condicion
genética (polimorfismo, heterozigosis, numero tedrico de migrantes, etc.),

4) establecer patrones de correlacion entre las caracteristicas de la
biologia reproductora y el flujo génico entre sus poblaciones.



Como obijetivo final de todo lo anterior, se persigue la aplicacion de los
resultados obtenidos a la conservacion, con la propuesta de planes para el

manejo, gestion, recuperacion y conservacion de este coral.

5.2. Material y métodos

5.2.1. Recoleccién de ejemplares

Para el estudio general de caracterizacion de la especie se utilizaron
ejemplares de 12 localidades repartidas por el area de distribucién de la
especie, desde el estrecho de Gibraltar hasta el golfo de Napoles (ver Tabla Il
y Figura 37). Todos los ejemplares se recogieron en el mismo horizonte
batimétrico en torno a los 3-5 m de profundidad. Se recogieron polipos de
diferentes colonias distantes entre ellas por lo menos 5 m.

Para el estudio intrapoblacional en las islas Chafarinas con
marcadores microsatélites se utilizaron 68 ejemplares procedentes de las
distintas islas (22 de Rey Francisco, 22 de Congreso y 24 de Isabel Il), mas

otros 23 especimenes de referencia, prodedentes del Cabo de Gata.

Tabla Il. Poblaciones y ejemplares analizados para
cada gen. N= numero de pdlipos analizados.

- N° REFERENCIA N
POBLACION ENMAPA  COl IS
Tanger/Marruecos 1 10 9
Isla Perejil /Espafia 2 8 9
Monte Hacho /Espafia 3 7 7
Cabo Negro /Maruuecos 4 8 8
Tarifa/Espafna 5 2 2
Cabo Tres Forcas /Espana 6 10 10
Islas Chafarinas /Espafa 7 4 3
Granada/Espafa 8 8 9
Murcia/Espafia 9 2 2
Islas Edlidas/Italia 10 2 2
Isla de Capri/ltalia 11 4 2
Massa Lubrense/ltalia 12 2 2




—

Figura 37. Localidades de procedencia de los ejemplares analizados para COl e ITS. Los
numeros se corresponden con los de la Tabla Il.

5.2.2. Analisis de laboratorio

El ADN total se extrajo de los podlipos fijados en alcohol absoluto. Para
el estudio general de la caracterizacion genética se analizaron el gen
mitocondrial citocromo oxidasa subunidad | (COIl) y la region nuclear
ribosomal ‘“internal transcribed spacers’ (ITS1+5.8S+ITS2= ITS). Las
secuencias parciales fueron amplificadas mediante los siguientes cebadores
o primers: LCO1490 5-GGT CAA CAA ATC ATA AAG ATATTG G-3" y COI-
H 5-TCA GGG TGA CCA AAA AAT CA-37; ITS2.1 5-CGT AGG TGA ACC
TGC GGA AGG ATC-3" y ITS2.2 5-CCT GGT TAG TTT CTT TTC CTC
CGC-3'.



Los fragmentos amplificados (unos 700 pares de bases) fueron
purificados mediante precipitacion en etanol y secuenciados con “BigDye
Terminator” (Applied Biosystems, ABI). Las secuencias fueron corridas en
geles en un ABI 3730 genetic Analyzer (Applied Biosystems).

Dados los resultados obtenidos, pusimos a punto 4 marcadores
microsatélites para contar con herramientas que pudieran mostrarnos
variaciones a una menor escala que la anteriormente utilizada. De esta
forma, se amplific6 el ADN extraido con los siguientes cebadores, marcados

con distintos fluorocromos:

Ac-L7-F: 6FAM-CAAGCTGGTGATTATGACAAATG
Ac-L7-R: TGAAGTCGAAAGTGTGCATGT
Ac-L7E-AC-F: NED-TGTTGTGAAACCCAAACCAA
Ac-L7E-AC-R: GTCGGCTTCCCTGAAAAATA
Ac-L10-F: VIC-GCTTTCGTGGAGCAGTTCAT
Ac-L10-R: CTGCCCAAATGTACAATGC

Ac-L11-F: PET-TATCATCGCGTGAGTTGCTC
Ac-L11-R: TCACATCGCCATGCTTATTT

5.2.3. Analisis de las secuencias y genotipos de microsatélites

Las secuencias de ADN obtenidas para cada ejemplar fueron
alineadas y revisadas por medio del programa Sequencher (Gene Code)
después de eliminar las regiones de los primers. Asimismo, se efectu6é una
busqueda en el GenBank, a fin de utilizar el grupo externo mas adecuado.
Las secuencias mas proximas de las existentes en el GenBank fueron las de
Porites astreoides (n° acceso GenBank AY451379) para el COl y Tubastrea
aurea (n° acceso GenBank AY722796) para el ITS. En los analisis conjuntos
para ambos genes se us® Tubastrea sp. como grupo externo (n° acceso
GenBank DQ 445807 para el COly AY722796 para el ITS).

Se realiz6 primero el analisis para cada gen por separado v,
posteriormente la congruencia entre la topologia de dichos arboles fue



evaluada mediante el test de “partition homogeneity” de PAUP* (MICKEVICH Y
FARRIS, 1981; FARRIS ET AL., 1994). La saturacion de nucleoétidos fue evaluada
mediante la comparacion del numero de transiciones y transversiones con
respecto al valor de divergencia en tanto por ciento. El analisis de las
secuencias se baso en los principios de maxima parsimonia (maximum
parsimony, MP), vecino mas proximo (neighbour-joining, NJ) y maxima
verosimilitud (maximum likelihood, ML), asi como en los principios
Bayesianos. El modelo evolutivo que mejor se ajustaba a nuestros datos se
selecciond con el programa Modeltest 3.06. El analisis de maxima
verosimilitud se llevd a cabo mediante busqueda heuristica. Por ultimo,
estimamos el soporte en los analisis fenéticos y de parsimonia mediante
“bootstrapping “(1000 repeticiones) (FELSENSTEIN, 1985). Asimismo, para
testar la estructura genética de las variaciones halladas, usamos NCPA
(PANCHAL, 2006), aplicando los principio de los clados anidados y su relacion
con la distribucion geografica.

Los resultados de los microsatélites se analizaron con los programas
GenMapper, GenPop y GenAlex, para la visualizacién de los cromatogramas
y calculos de parametros genéticos como la comprobacion de la existencia de
equilibrio segun la ley de Hardy-Weinberg, el polimorfismo, heterozigosis,
diferenciacion entre las distintas poblaciones o grado de identidad entre las

mismas.

5.2. Resultados

5.2.1. Estudio macrogeografico. COl e ITS.

De los 1334 caracteres obtenidos (658 del gen COIl y 676 para la
region ITS), 1201 (90,03%) resultaron constantes y 100 fueron variables pero
no informativos desde un punto de vista de parsimonia (=caracteres
autapomorficos o caracteres propios de una unica poblacién o individuo). Por
tanto, solo 33 caracteres resultaron informativos. De acuerdo con las

posiciones del COIl, el mas informativo fue el tercer codon y todas las



sustituciones fueron sindnimas. La secuencias de bases resultdé homogénea
en todas las poblaciones estudiadas. Las proporciones empiricas de los
diferentes nucledotidos fueron: A = 0.232, C = 0.209, G = 0.251, T = 0.306.

En lo que se refiere a la regidn ITS, ésta mostré6 mas variabilidad que
el COl. Los segmentos mas variables dentro del grupo interno fueron los de
las posiciones: 374-390, 480-493, 568-588, y otros como 783, 819, 849, 882,
936, 1008, 1026, 1062 y 1120. Los primeros intervalos corresponden a la
region ITS y el resto al COI. En total se analizaron 67 secuencias para el COI
y 55 para el ITS, de las cuales 45 representaban datos de ambos genes para
sus respectivos ejemplares.

La divergencia entre el grupo externo (Tubastrea sp.) y el interno vario
del 1,28% para el COI (con respecto a los ejemplares de ltalia) y el 7,33%
para el ITS. El porcentaje de divergencia entre los 8 haplotipos diferentes de
Astroides calycularis, excluyendo el grupo externo, oscilo entre el 0% para
ejemplares pertenecientes a la misma poblacién y el 1,39% (para el COl) o el
2,06% (para el ITS) entre los ejemplares de Italia (Massa Lubrense en el
golfo de Napoles) y los procedentes de Murcia. Entre los ejemplares del
Mediterraneo occidental (de Marruecos y de la peninsula Ibérica), la
poblacién estudiada de Murcia presentd las mayores divergencias con
respecto a las otras.

Dado que el test de homogeneidad no mostr6 diferencias significativas
(p= 0,29) entre los datos correspondientes al COl y los del ITS, el analisis de
las secuencias de ambos genes se presenta de manera conjunta. El modelo
que mejor se ajusta a la matriz global fue el “Transversional model with equal
base frequencies” (TVM+l, fue |= 0.84).

El arbol filogenético (Figura 38) muestra la relacion entre los 8
haplotipos diferentes encontrados. El principal cluster (Figura 38, nodo 6)
representa ejemplares procedentes de las costas de la peninsula Ibérica y
poblaciones del norte de Africa. En la base de este grupo, la poblacién del
este ibérico (Murcia) present6 la mayor divergencia con respecto al resto de
ejemplares, lo que se corresponde con el mayor alejamiento geografico entre
ellos. Por otro lado, los ejemplares de ltalia mostraron en un area mas
pequefia un mayor numero de haplotipos, los cuales se agrupan sin mostrar

una relacion



Tres Forcas 1
Tanger 4
Monte Hacho 5
Tarifa 1

Tres Forcas 9
Tres Forcas 5
Granada 6
Tres Forcas 2
Granada 5
Chafarinas 1
Cabo Negro 1
Monte Hacho 3
Tanger 1
Tanger 7
Tanger 6
Tanger 8
Granada 2
Monte Hacho 4
Perejil 3
Granada 4
Perejil 6

Tres Forcas 6
Perejil 4
Granada 3
Granada 1
Monte Hacho 1
Perejil 1
Tanger 2
Monte Hacho 2
Cabo Negro 3
Cabo Negro 5
Chafarinas 2
Perejil 2
Tanger 3
Perejil 5
Tanger 5

Cabo Negro 7
Tanger 9
Granada 7
Chafarinas 3
Cabo Negro 6
Cabo Negro 2
Tres Forcas 7
Tres Forcas 8
Tres Forcas 4
Tres Forcas 3
Cabo Negro 4

3 7 Murcia 1

Murcia 2

Eolie 1
Capri 2
Massa Lub. 1
4][2_‘; Massa Lub. 2
Capri 1

— 0.0005 substitutions/site

Figura 38. Hipotesis filogenética basada en las secuencias de COl e ITS. Los nimeros sobre
las ramas indican los distintos grupos sobre los que se habla en el texto.

Tubastrea sp

con respecto a su posicidon geografica. Asi, los ejemplares de Massa
Lubrense y las Edlidas se agruparon juntos, mientras que las dos poblaciones
de Capri aparecen en diferentes grupos. El soporte para los principales nodos
fue alto s6lo para las ramas terminales. La escasa variacion resultante (solo
33 caracteres informativos, contando los huecos, y 23 sin contarlos), es
determinante de este escaso soporte.



En el estudio filogeografico y en los analisis genéticos usamos los
‘clados anidados” (“nested clade analisis”, NCA) sobre la red de haplotipos
(Figura 39). Dicha red fue convertida en una red de clados anidados,
siguiendo las reglas propuestas por TEMPLETON (2004) y aplicadas al
programa NCPA (PANCHAL, 2006).

4-2

4-1 4-3

Figura 39. Los circulos blancos indican haplotipos encontrados en nuestras muestras y los
negros, los tedricos haplotipos intermedios, no encontrados, inferidos por el tratamiento de
datos. Se representan todos los clados, indicando el nivel al que corresponden y las letras
indican los haplotipos a los que corresponden: A: Massa Lubrense1; B: Massa Lubrense2; C:
Capri3; D: Edlidas1, Edlidas4; E: Capri1; F: Murcia1, Murcia2; G: Chafarinas1, Chafarinas2,
Tres Forcas6, Tres Forcas11, Monte Hacho2, Monte Hacho3, Monte Hacho6, Monte Hacho9,
Perejil2, Perejil3, Perejil5, Perejil6, Perejil9, Perejil10, Cabo Negro1, Cabo Negro8, Cabo
Negro9, Cabo Negro10, Granada2, Granada3, Granada6, Granada 8, Granada9, Granada
10, Granada11, Tanger1, Tanger2, Tanger3, Tanger7, Tanger9, Tanger10, Tanger12,
Tanger13; H: Cabo Negro6; I: Chafarinas3, Tres Forcas4, Tres Forcas7, Tres Forcas8, Tres
Forcas12, Cabo Negro2, Cabo Negro9; J: Tarifal, Tres Forcas5, Tres Forcas9, Tres
Forcas10, Monte Hacho7; K: Tanger6.

El analisis NCA mostro una red de haplotipos organizada a diferentes
niveles, siendo los primeros cinco niveles los mas simples y el quinto el que
reune la serie completa de haplotipos. Observando la red final resultante
(Figura 39), encontramos en el nivel 1 que todos los haplotipos incluidos en el
grupo del Mediterraneo occidental (costas de Marruecos y de Espana)




estaban directamente relacionados formando un grupo homogéneo, con
ausencia de haplotipos intermedios no identificados, con excepcion del
haplotipo K (de Tanger) y el F (de Murcia), existiendo 1 y 8 pasos intermedios
(diferencias en las secuencias), respectivamente. Las mayores diferencias se
observaron con respecto a los haplotipos del grupo mas oriental (poblaciones
italianas), habiéndose encontrado entre 5 y 14 pasos intermedios o
diferencias entre ellos y el resto. Los dos haplotipos mas estrechamente
relacionados de las dos areas geograficas mostraron 10 pasos intermedios.

En el nivel 2 encontramos asociados los haplotipos de las islas Edélidas
(D) y uno de Capri (C). Algunos clusters incluyen haplotipos de ambos lados
del estrecho de Gibraltar, como el cluster 2-13 que incluye el haplotipo G (el
mas ampliamente distribuido en el grupo del Mediterraneo occidental, desde
la localidad marroqui de Cabo Negro), y el cluster 2-4 con dos haplotipos
minoritarios observados en Tanger, Tarifa, Tres Forcas y Monte Hacho.

En el nivel 3 todos los haplotipos del grupo occidental, excepto el | y el
F, aparecen en el cluster 3-6. El grupo oriental aparece dividido en diferentes
subgrupos (clusters 3-1, 3-2 y 3-4). El cuarto nivel de asociacion denota un
salto geografico, ya que todos los haplotipos occidentales aparecen en el
cluster 4-3, el haplotipo | en el 4-1, aunque incluso un solo paso diferencia los
haplotipos | con respecto al H o al J, haplotipos encontrados en la misma
area. De hecho, este haplotipo | aparece en el cluster 4-1 junto con el D (de
las Eolidas) y el C (de Capri).

En definitiva, dos de los tres clusters de cuarto orden incluyen
haplotipos sélo pertenecientes a Italia, por un lado, o a Espafa/Marruecos,
por otro, mientras que el tercero incluye ejemplares de las dos areas
geograficas. Esto es especialmente patente para las poblaciones de
Chafarinas, que precisamente aparecen en dos grupos: haplotipos “G” e “I”,
que se engloban en dos clusters distintos, 1-19 y 1-25 en los de primer orden,
pero son aun mas distinguidos en los siguientes agrupamientos, 2-13 y 2-12
respectivamente, hasta 4-1 y 4-3. Hay que tener en cuenta que estos
tratamientos proponen relaciones entre los haplotipos encontrados, pero
estas relaciones podrian ser de otro tipo si unimos los haplotipos G, H e | de
una forma mas directa, puesto que realmente s6lo se distinguen por un unico

cambio en la secuencia.



En todo caso, vemos que los dos haplotipos encontrados en
Chafarinas no se diferencian de los de otras localidades como Tres Forcas,

Perejil, Cabo Negro, Granada o Tanger.

5.2.2. Estudio microgeografico. Marcadores microsatélites.

Tras estos resultados, se procedio a estudiar la variacion existente en
los 4 microsatélites puestos a punto para esta especie. En las siguientes
figuras pueden observarse los perfiles obtenidos para 4 individuos para cada
uno de los loci microsatélites, que fueron marcados con distinto fluorocromo:
VIC, verde, para el locus Ac-L10 (Figura 40), NED, para el locus Ac-7E-AC
(negro en la Figura 41), PET, rojo, para el locus Ac-L11 (Figura 42) y
finalmente 6-FAM, azul, para el Ac-L7 (Figura 43).

il

Figura 40. Se representan aqui los genotipos de 4 individuos (Ac109 a 112) para el locus Ac-
L10. El primero y el tercero son homozigotos, mientras que el segundo y el cuarto son
heterozigotos para este locus. Todos comparten un alelo (el que denominamos “260”).



Figura 41. Locus AC7E-AC: cuatro perfiles (individuos Ac180 a 184). Como en la figura
anterior, los individuos primero y tercero son homozigotos para este locus, mientras que el
segundo y el cuarto son heterozigotos. También en esta ocasion los cuatro individuos

comparte un alelo, en este caso el “216”.
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Figura 42. Locus Ac-L11. Caso idéntico a los anteriores (en cuanto al numero
homozigotos/heterozigotos). El alelo compartido aqui es el “304”.
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Figura 43. Locus Ac-L7. Primer y ultimo individuos resultaron homozigotos, mientras que el
segundo y el tercero, hererozigotos: en un caso tenia un alelo mayor que el comun (el “184”),
mientras que el tercer individuo tenia, ademas del comun, otro de menor tamario.

Los cuatro loci analizados mostraron, en general, un equilibrio en las
frecuencias genotipicas segun lo esperado de cumplirse la ley de Hardy-
Weinberg, con lo que parecen mostrarse como poblaciones de reproduccion
sexual, donde el cruzamiento ocurre al azar y hay un equilibrio entre

mutacion y migracion (Tabla IIl).

A pesar de ese “equilibrio” general, hay que destacar que hay dos loci,
el Ac-L11 y el Ac-L7, en Congreso e Isabel Il respectivamente, que muestran
un desacuerdo con la ley mencionada. Este desequilibrio se debe a un cierto
déficit de heterozigotos, aunque en el segundo caso, quiza sélo se deba a un
muestreo insuficiente, ya que el locus tiene numerosos alelos en la poblacion.
Es de destacar también que, si bien la Isla de Congreso es una de las que
presenta mayor riqueza alélica (Tabla 1V), el locus Ac-L10 so6lo haya



Tabla Ill. Valores obtenidos en la comprobacién de equilibrio en las frecuencias genotipicas,
segun Hardy-Weinberg. ns=no significativo, *** P<0.001.

Grados

Poblacion Locus li Probabilidad Significacion
ibertad

Cabo de Gata AcL7 1 0,392 ns
Cabo de Gata AcL7E 1 0,911 ns
Cabo de Gata AcL10 3 0,952 ns
Cabo de Gata AcL11 3 0,354 ns
Rey Francisco AcL7 10 1,000 ns
Rey Francisco AcL7E 15 0,447 ns
Rey Francisco AclL10 3 0,974 ns
Rey Francisco AclL11 10 0,999 ns
Congreso AcL7 15 1,000 ns
Congreso AcL7E 10 0,070 ns
Congreso AcL10 Monomoérfico

Congreso AcL11 6 0,000 *rok
Isabel II AcL7 21 0,001 *okk
Isabel II AcL7E 15 0,996 ns
Isabel II AcL10 10 1,000 ns
Isabel II AclL11 1 0,533 ns

presentado un alelo. Esto puede representar una cierta seleccién positiva
para este alelo en esta poblacion o, quiza mas plausible sea considerar que
la poblacion pasoé en cierto momento por un cuello de botella, un descenso
drastico de los efectivos de su poblacién y hubo una pérdida de riqueza
alélica. En todo caso, y como normal general, podemos destacar el mayor
numero de alelos y heterozigosis en las poblaciones de Chafarinas que en la
de Cabo de Gata (Tabla IV).



Tabla IV. Parametros genéticos de las poblaciones analizadas. N= numero de individuos
analizados, Na= numero de alelos encontrados, Ho= heterozigosis observada, He=
heterozigosis esperada y F= parametro de fijacion.

Locus
Poblacion AcL7 AcL7E AcL10AcL11
Cabo de Gata N 23 21 23 22
Na 2 2 3 3
Ho 0,348 0,048 0,217 0,636
He 0,423 0,046 0,199 0,492
F 0,179 -0,024-0,090-0,294
Rey Francisco N 22 21 22 22
Na 5 6 3 5
Ho 0,227 0,524 0,182 0,409
He 0,211 0,621 0,168 0,347
F -0,078 0,157-0,080-0,179
Congreso N 22 22 22 22
Na 6 5 1 4
Ho 0,273 0,591 0,000 0,136
He 0,250 0,552 0,000 0,379
F -0,091 -0,071 -- 0,640
Isabel I N 24 21 24 24
Na 7 6 5 2
Ho 0,333 0,714 0,292 0,375
He 0,395 0,601 0,264 0,430
F 0,156 -0,189-0,105 0,127

Aunque los resultados han de considerarse preliminares por deducirse
de unicamente 4 loci, estos nos han permitido comprobar, ademas, que si
bien la mayor parte de la variabilidad observada se debe a la diferenciacion
encontrada dentro de cada poblacion (las 3 de las islas Chafarinas y la de
Cabo de Gata), como podria esperarse de un marcador muy variable y
poblaciones proximas, otra parte importante de la variacién genética se debe
a la diferenciacion entre los dos grupos considerados (el 41% cuando
enfrentamos Cabo de Gata versus islas Chafarinas) (Figura 44). Puede
igualmente comprobarse que las tres poblaciones consideradas en

Chafarinas unicamente se distinguen en un 1%.
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Figura 44. Andlisis de AMOVA (andlisis molecular de la varianza) de las 4 poblaciones
analizadas, considerando dos grupos: por una parte la poblacion de Cabo de Gata y, por la
otra, las 3 poblaciones de Chafarinas.

De hecho, en una clasificacion de los individuos realizada sin tener en
cuenta su procedencia, es decir, considerando todos los individuos juntos y
asignandolos a las 4 poblaciones segun su genotipo compuesto (con los 4
loci analizados), observamos que si bien no resulta posible clasificar
adecuadamente los ejemplares analizados de las 3 poblaciones de
Chafarinas (distinguir exactamente su isla de procedencia), si puede
identificarse éstos respecto de la poblacion de Cabo de Gata (Figura 45). De
hecho, mientras que 16, 13 o0 so6lo 3 de los 22, 24 y 22 ejemplares analizados
de Congreso, Isabel Il y Rey Francisco respectivamente eran asignados
correctamente a su poblacién de referencia, sélo 4 de los 23 de Cabo de
Gata eran asignados de forma incorrecta (es decir, 19 fueron clasificados
adecuadamente). Ademas, los ejemplares mal asignados a las islas de
Chafarinas, lo eran siempre “equivocando” la isla dentro del Complejo de
Chafarinas, excepto en dos unicos casos de 68 posibles, donde esos dos
ejemplares se consideraron procedentes de Cabo de Gata. Esta incorrecta
asignacion podria corresponder a individuos migrantes, aunque la posibilidad
de grandes migraciones de las larvas parece descartado, los analisis
muestran como mas de un posible migrante podria llegar desde Cabo de
Gata hasta las Chafarinas, mientras que los valores encontrados entre las 3
islas es casi 20 veces superior.
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Figura 45. Asignacion de los 91 ejemplares a

comparaciones dos a dos.

cada una de las poblaciones, en

De hecho, si consideramos las distancias genéticas de Nei que

resultan de las frecuencias alélicas encontradas, la diferencia es al menos 13

veces mayor entre las islas de Chafarinas y Cabo de Gata que entre las

primeras entre si

(Tabla V).

Tabla V. Distancias de Nei entre las distintas poblaciones analizadas

C. Gata R. Francisco Congreso Isabel II
C. Gata 0,000
R. Francisco 0,223 0,000
Congreso 0,208 0,006 0,000
Isabel II 0,224 0,017 0,015 0,000




5.3. Discusion

Por primera vez se ha estudiado la estructura genética de un coral
escleractinio del Mediterraneo utilizando marcadores de ADN. En un trabajo
anterior GOFFREDO ET AL. (2004) estudiaron el coral solitario coral
Balanophylia europaea mediante marcadores de alozimas.

De acuerdo con la escasa capacidad de dispersion que parece mostrar
Astroides calycularis (véanse los resultados obtenidos del estudio de la
reproduccion), cabria esperar que en esta especie el flujo génico sélo fuera
posible entre areas geograficas contiguas, con una consecuente correlacion
genética decreciente segun aumenta la distancia entre ellas. Sin embargo,
no se ha encontrado relacion entre la distancia geografica entre poblaciones
y su grado de diferenciacién genética en Astroides calycularis a pequeina
escala.

No se han encontrado diferencias significativas entre los ejemplares
analizados procedentes del sur de la peninsula Ibérica y norte de Africa.
Posiblemente la continuidad geografica de todas estas poblaciones ha
posibilitado una dispersion “paso a paso” y un flujo génico entre todas ellas,
al menos hasta épocas recientes. Sin embargo, si se han encontrado
diferencias entre todas estas ultimas poblaciones y aquellas otras separadas
geograficamente (las de Murcia, en el SE de Espania, y las italianas). Existe
una notoria discontinuidad geografica entre las poblaciones que se
distribuyen de una manera mas o menos continua por el mar de Alboran (alla
donde se encuentran sustratos y condiciones apropiadas) y las de Murcia.
Probablemente el frente oceanografico Almeria-Oran constituya una barrera
infranqueable par las larvas planulas de este coral. Las poblaciones de
Murcia podrian ser relictas de una distribucion en el pasado mas amplia o el
resultado de una dispersion reciente de tipo excepcional. Las diferencias
geneéticas encontradas en estas poblaciones murcianas parecen indicar lo
primero.

Por el contrario, no se han encontrado diferencias genéticas
significativas a ambos lados del estrecho de Gibraltar, tanto en el sentido
norte-sur como en el eje este-oeste. Hoy dia parece muy improbable que



pueda existir un flujo génico entre las poblaciones peninsulares y africanas
del Estrecho por las fuertes corrientes que lo cruzan. Las larvas planulas no
estan habilitadas para cruzar en estas condiciones de corrientes en el sentido
oeste-este la distancia minima de 12 km que supone dicho estrecho. Por
tanto, la homogeneidad genética entre todas estas poblaciones parece
responder a un flujo génico que ha debido mantenerse hasta fechas
relativamente recientes en épocas de glaciaciones con un nivel del mar muy
inferior al actual. Hace 20.000 anos, con la ultima glaciacion, el nivel del mar
llegd a situarse 120 m por debajo del actual, por lo que en esta época si
podia ser factible el flujo génico entre las poblaciones de ambas margenes
del Estrecho.

Por otro lado, es de resefar la extremadamente baja diferenciacion
encontrada a nivel intrapoblacional en el estudio del gen mitocondrial COl y
de la region ITS. Esto puede deberse a que en la historia reciente de estas
poblaciones pueden haber experimentado eventos de reduccion extrema del
tamano de sus poblaciones durante las ultimas glaciaciones.

En cualquier caso hay que resefar que los genes mitocondriales
muestran unas tasas de variacion a nivel evolutivo muy lentas en los corales
(en nuestro estudio el gen nuclear ITS mostréo unas tasas de variacion tres
veces superiores a las del gen mitocondrial COl).

Por ello, es preciso desarrollar marcadores microsatélites para el
estudio de las variaciones intrapoblacionales y para determinar si en la
actualidad las poblaciones se hallan en alarmante regresion o en
recuperacion tras una reduccion muy drastica de sus efectivos en épocas
recientes. Los primeros resultados presentados aqui, aunque basados en
so6lo 4 loci, parecen indicar que efectivamente estos marcadores van a ser de
gran utilidad en el analisis del estado genéticos de las poblaciones y, por
tanto, de las medidas que deben tomarse de cara a su conservacion.

De esta forma, hemos podido comprobar con los datos procedentes de
estos marcadores, la diferenciacion antes no detectada entre Cabo de Gata y
Chafarinas, la variabilidad existente dentro y entre las poblaciones de
Chafarinas, la existencia de alelos unicos en estas poblaciones, la posible
existencia de flujo mas alla de lo supuesto inicialmente y que podemos,
tomando estos datos en conjunto, clasificar adecuadamente los ejemplares



con respecto a sus poblaciones de origen. Debemos incidir, nuevamente, en
que estos datos se basan en unicamente 4 loci, y que seria necesario ampliar
netamente este numero para que las deducciones puedan considerarse
significativas. En este sentido seguimos trabajando, intentando aislar nuevos
microsatélites polimorficos que permitan cuantificar sin error los parametros
aqui apuntados y afirmar con mas rigor lo aqui sefialado. Seria igualmente
necesario incluir poblaciones proximas a Chafarinas y mas alejadas también,
para comprobar el comportamiento de las distintas poblaciones y la relacidon
genética existente entre todas ellas, de cara a determinar la evolucién que
podria seguir la especie y como podrian afectar distintos parametros, como la
desaparicion o reduccion drastica de los especimenes de algunas de ellas,
para prever como el empobrecimiento que estan sufriendo las poblaciones va

a influir en su futuro.



5. CARACTERIZACION DEL CNIDOMA

5.1. Metodologia

Las muestras destinadas a este estudio fueron anestesiadas con
cristales de mentol y fijadas posteriormente en formol al 8%. Posteriormente,
en el laboratorio se realizaron preparaciones microscopicas de las distintas
partes de los pdlipos (tentaculos, faringe, filamentos mesentéricos y pared del
cuerpo), usando gel de glicerina (segun la metodologia de OCANA, 1994). Los
nematocistos se estudiaron y fotografiaron utilizando un microscopio optico
dotado con el sistema Nomarski (“differencial interference contrast optic
system”). La clasificacién y nomenclatura de los nematocistos que se sigue
es la propuesta por SCHMIDT (1972, 1974) y adaptada por DEN HARTOG (1980)
y den HARTOG ET AL. (1993).

5.2. Resultados

Las observaciones obtenidas sobre el cnidoma de Astroides
calycularis se muestran en los cuadros que siguen (Figuras 46 a 49). Por otro
lado, los resultados obtenidos se resumen en la Tabla VI, en la cuales se dan
los rangos de variacion de las medidas de longitud y anchura de los
diferentes tipos de nematocistos en las distintas partes del cuerpo. Aunque
las frecuencias que se dan proceden de apreciaciones subjetivas basadas en
lo observado en las preparaciones, nos dan una idea de la abundancia
relativa de los distintos tipos de nematocistos.
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Figura 46. Tipos de nematocistos presentes en los tentaculos. Las letras corresponden con lo
indicado en la Tabla VI.
FARINGE
Spirulae Penicilli E | Penicilli D | Homotrichs
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h
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Figura 47. Tipos de nematocistos presentes en la faringe. Las letras corresponden con lo
indicado en la Tabla VI.
FILAMENTOS
Spirulae | Penicilli D | Penicilli E | Homotrichs
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Figura 48. Tipos de nematocistos presentes en los filamentos. Las letras corresponden con lo

indicado en la Tabla VI.
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Figura 49. Tipos de nematocistos presentes en la pared del cuerpo. Las letras corresponden

con lo indicado en la Tabla VI.



Tabla VI. Tipos de nematocistos observados en las distintas partes del cuerpo, abundancia

relativa y rangos de variacion de las medidas de longitud y anchura.

TEJIDO TIPO LONGITUD ANCHURA N° ABUNDANCIA
Tentaculos a | Spirocysts Muy comiin

b | Spirulae 23.3 (23-30) 2.8 (2.5-4) 10 Comin

¢ | Spirulae 13.4 (12.5-15) 2.3 (2-2.5) 5 Poco comiin

d | Penicilli D 33 (28-39) 3.8 (3-5) 20 Muy comiin

e | Penicilli E 36.3 (33-40) 5.4 (5-6) 15 Bastante comtn
Faringe f | Spirulae 14.5 (13-16) 2.9 (2.5-3) 5 Poco comiin

g | Spirulae 26.2 (25-30) 3.1(2.5-4) 15 Bastante comtn

h | Penicilli E 39 (36.3-41) 6.18 (6-6.36) 2 Esporadico

i | Penicilli D 25 3.1 1 Raro

j | Penicilli D 27 6 1 Raro

k | Homotrichs 11.35 (8-15) 3(2-4) 10 Bastante comtn
Filamentos 1 | Spirulae 25 3 1 Raro

1 | Penicilli D 34.2 (31-40) 6.3 (6-8) 15 Comin

m| Penicilli D 23.6 (21-26) 5.3 (4-7) 15 Bastante comun

n | Penicilli E 23 (21-27) 5.1 (4-6) 15 Comin

o | Penicilli E 72.5 (70.5-75) 11.5 (10-13) 2 Esporadico

p | Homotrichs 11.3 (9-15) 3(2.5-35) 20 Muy comiin
Pared del q | Spirulae 15.4 (15-20) 3(2.5-3.5) 15 Bastante comun
cuerpo r | Spirulae 26 4 1 Raro

s | Homotrichs 10.9 (10-13) 29 (2.5-4) 15 Bastante comtn

t | Penicilli E 75.3 (67-84) 14.6 (12-18) 10 Bastante comun

u | Penicilli D 16.2 (15-18) 3.7 (3.5-4) 15 Bastante comun

v | Penicilli D 33.6 (5-6.5) 5.7 (5-6.5) 5 Esporadico




6. CONCLUSIONES GENERALES,

Este estudio nos ha permitido iniciar un analisis detallado de la especie
Astroides calycularis, especialmente centrado en las islas Chafarinas.
Podemos destacar los siguientes resultados:

-Distribucién: Astroides calycularis parece distribuirse preferentemente
entre los 0 y los 30 m, aunque las mayores coberturas se dan en las zonas
mas superficiales (entre 0 y 2 m), semiexpuestas al oleaje.

-Reproduccion: se ha estudiado por primera vez en este coral. Se trata
de una especie gonocodrica, con fecundacion interna, cuya maduracién se da
fundamentalmente durante los meses de primavera. Las larvas planulas
parecen presentar escasa capacidad de natacion.

-Analisis genético: los genes o regiones génicas COIl e ITS muestran
una gran similitud en la mayor parte del area de reparticion de la especie,
diferenciandose unicamente las poblaciones italianas. Entre las que se
encuentran mas al oeste, sbélo la de Murcia parece mostrar cierta
diferenciacion. Sin embargo, los 4 loci microsatélites han permitido reconocer
caracteristicas propias de las poblaciones de Chafarinas, con respecto a la
poblaciéon de Cabo de Gata, evaluando distintos parametros genéticos y
detectando un cierto flujo, importante entre las islas de Chafarinas y muy
reducido con respecto a la poblacién almeriense.

Seria deseable poder ampliar este estudio, sobre todo en lo que
respecta al analisis de la reproduccion y de los parametros genéticos, para
poder estimar correctamente las medidas a tomar para paliar el
empobrecimiento acentuado de las poblaciones existentes, como parece
haberse detectado.
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