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RESUMEN

En presencia de un substrato adecuado las larvas lecitotréficas del briozoo Bugula flabellata se asientan
preferentemente durante las primeras seis horas luego de su liberacion desde las camaras de incubacion,
mientras que un porcentaje marginal (= 1 %) pospone el asentamiento entre 6 y 24 h. En este trabajo se
demuestra que las larvas de B. flabellata forzadas, por agitaciéon mecdnica, a posponer el asentamiento entre 6
y 54 h reducen significativamente su adecuacion biolégica. Las larvas mantienen su capacidad para asentarse
en un nivel cercano al 95 % durante las primeras 24 h de natacién. Posteriormente solo un 30 % de las larvas
forzadas a retrasar el asentamiento por 24 a 48 h fueron capaces de asentarse. Mds atn, la capacidad para
metamorfosear disminuye desde casi un 100 % inicial a menos de un 50 % a partir de las 6 h de retardo del
asentamiento. Colonias derivadas de larvas que han sido forzadas a retrasar el asentamiento entre 48-54 h
tienen al cabo de 21 dias un menor nimero de zooides (7,6 = 1,88) que colonias generadas por larvas que se
asentaron entre 1-6 h después de la liberacion (12,7 = 1,02). Los efectos letales y subletales que genera el
retardar el asentamiento larval sobre la capacidad para metamorfosear en B. flabellata, concuerdan con el
patréon de asentamiento larval temprano descrito anteriormente para esta especie. Los efectos letales y
subletales de retrasar el asentamiento en especies con larvas lecitotréficas, podrian ser una importante fuerza
selectiva que favoreceria la liberacion larval en condiciones de bajo movimiento de agua.

Palabras clave: liberacion larval, nataciéon larval, asentamiento, metamorfosis, Bugula, adecuacién
bioldgica.

ABSTRACT

In the presence of a suitable substratum the lecithotrophic larvae of the bryozoan Bugula flabellata
preferentially settle within the first six hours after hatching, whereas a marginal percentage of them (= 1 %)
delay settlement between 6 and 24 h after larval release. In the present study we report that larvae of B.
flabellata forced, by mechanical water shaking, to delay their settlement from 6 to 57 h, significantly reduced
their fitness. Bugula flabellata larvae keep their capacity to settle in a level near to 95 % during the first 24 h
after release. Hereafter only 30 % of the larvae forced to delay settlement for 24 to 48 h was able to settle.
Furthermore, larval metamorphosis quickly decreased from an initial = 100 % value to less than 50 % after 6
h of a forced delayed settlement. Colonies generated by larvae forced to delay settlement for 48-54 h
generated colonies that after 21 days of growth had in average a smaller number of zooids than colonies
generated by larvae forced to swim for only 1-6 h (7.6 = 1.88 and 12.7 = 1.02, respectively). The lethal and
sublethal effects generated by delaying larval settlement on the metamorphosis success of B. flabellata
correlate well with the larval behaviour of settling soon after release. The lethal and sublethal effects of
delaying settlement in species producing lecithotrophic larvae are likely to be a mayor selective force
favouring larval release in low water movement conditions.

Key words: larval release, larval swimming, settlement, metamorphosis, Bugula, fitness.
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INTRODUCCION

La mayoria de los briozoos produce larvas leci-
totréficas, que no se alimentan durante su fase
de vida libre, y las que son liberadas durante el
dia, en respuesta a la luz (Ryland 1960). Esta
liberacién ocurre al amanecer o siguiendo un
patrén dependiendo de las fluctuaciones del ni-
vel de luz en el agua (Cancino et al. 1991,
1992, 1994). Tal patrén de liberacion se ha re-
lacionado con el uso de la luz como un factor
de orientacion en el asentamiento larval (Canci-
no et al. 1994, Cancino & Gallardo 2000).
Como en otras especies de invertebrados que
producen larvas lecitotréficas (Olson 1983; Pe-
chenik & Cerruli 1991, Marshall et al. 2003) el
asentamiento larval de briozoos ocurre general-
mente dentro de unas pocas horas desde la libe-
racion larval (Orellana & Cancino 1991; Canci-
no et al. 1994, Cancino & Gallardo 2000). El
asentamiento puede ocurrir tanto en substratos
naturales adecuados (Ryland 1974) como en
substratos artificiales acondicionado en agua de
mar, en los que se haya desarrollado una peli-
cula microbiana (Cancino & Hughes 1988). Sin
embargo, el asentamiento en briozoos con lar-
vas lecitotréficas puede ser pospuesto por va-
rias horas en las siguientes circunstancias: (a)
falta de un substrato adecuado (Orellana &
Cancino 1991, Cancino & Gallardo 2000); (b)
en condiciones de un fuerte movimiento del
agua (Orellana & Cancino 1991, Quian et al.
1999); (c) alta intensidad luminosa (Wendt
1996, 1998); o (d) ante la presencia de compe-
tidores (Chia & Young 1981). Algunas de estas
causas y otras como baja temperatura o apifia-
miento también pueden retrasar el asentamiento
en otras especies de invertebrados (Pechenik &
Cerruli 1991, Pechenik et al. 1993). La capaci-
dad de una larva para posponer el asentamiento
deberia promover el asentamiento en lugares
mads adecuados para la vida futura (Hulbut
1991). Sin embargo, en larvas lecitotréficas la
habilidad de retrasar el asentamiento esta fuer-
temente limitada por las reservas energéticas
que estas posean, generalmente existe un um-
bral de tiempo para posponer el asentamiento
luego del cual se pueden producir fuertes com-
promisos sobre atributos que afectan la adecua-
cién biologica (Marshall et al. 2003). En brio-
zoos, tales compromisos incluyen reducir la
probabilidad de asentarse y metamorfosear
(Orellana & Cancino 1991, Hunter & Fusetani
1996, Orellana et al. 1996); aumentar el tiempo
necesario para completar la metamorfosis
(Wendt 1996), y/o disminuir significantemente
el crecimiento colonial, lo que se ha demostra-
do tanto en condiciones de laboratorio (Woolla-

cott et al. 1989, Orellana & Cancino 1991)
como en el ambiente natural (Wendt 1998).
Como consecuencia de lo anterior se reduce la
probabilidad de supervivencia, asi larvas que
no se asientan o que habiéndose asentado no
metamorfosean, son larvas que mueren sin dar
origen a un juvenil, lo que equivale a una ade-
cuacién biolégica con valor cero. Mientras que
larvas que tardan en metamorfosear o que gene-
ran zooides a una baja tasa comprometen no
solo el crecimiento colonial inicial sino que el
crecimiento y fecundidad futura, esto debido a
que en briozoos el crecimiento inicial es expo-
nencial y la fecundidad es dependiente del ta-
mafio colonial (Cancino & Hughes 1988).
Bugula flabellata (Thompson 1847) es un
briozoo arborescente que vive en ambientes
costeros, en zonas no expuestas directamente
al oleaje y de moderada intensidad luminosa.
Usualmente se le encuentra adherido a otras
especies de briozoos, sobre algas, o sobre
substratos artificiales como boyas o cuerdas.
A pesar de tener una amplia distribucién
(Ryland 1967, Lépez et al. 1996, Moyano
1996) su ecologia larval es poco conocida
(Dyrynda & Ryland 1982). Recientemente,
Cancino & Gallardo (2000) describieron que
colonias de B. flabellata mantenidas en labo-
ratorio producen una gran cantidad de larvas
lecitotréficas, las cuales, en presencia de un
sustrato artificial acondicionado en agua de
mar, se asientan preferentemente (= 90 %) du-
rante las primeras 6 h desde la liberacién lar-
val, con un maximo asentamiento a las 2,5 h.
Un porcentaje marginal (= 1 %) pospone el
asentamiento entre 6 y 24 h, mientras que el 9
% restante no se asentd sobre el sustrato ofre-
cido. Sobre la base de estos antecedentes, en
el presente trabajo nosotros examinamos las
consecuencias de retardar el asentamiento so-
bre: (1) la capacidad para asentarse sobre un
substrato previamente acondicionado, (2) la
capacidad para metamorfosear y generar una
ancéstrula viable, y (3) el crecimiento colonial
temprano. Nosotros predecimos que restriccio-
nes sobre uno o mas de estos componentes de-
berian ser concordantes con el patrén de asen-
tamiento temprano descrito para esta especie.

MATERIALES Y METODOS
Recoleccion de las larvas

Durante febrero de 1997 se recolectaron colo-
nias sexualmente maduras de B. flabellata de
substratos artificiales (debajo de boyas) locali-
zados en medio de la bahia de Concepcidn,
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Chile central (36°40° S, 73°05° W). Posterior-
mente se trasladaron las colonias al Laboratorio
Costero Lenga de la Universidad Catélica de la
Santisima Concepcién ubicado en la bahia San
Vicente. Las colonias se mantuvieron en agua
de mar circulante sin filtrar a una temperatura
entre 12-15 °C, y sin entregar una dosis adicio-
nal de alimento (microalgas). Para la obtencién
de las larvas, las colonias se trasladaron a una
camara de cultivo disefiada para este propdsito
(Cancino et al. 1991). Esta cdmara estaba pro-
vista de un recipiente de 5 L en el que se ubi-
can las colonias, y a través de la cual se hacia
circular agua de mar mediante una entrada en
su base y una salida en su extremo superior.
Las cdmaras se mantuvieron en oscuridad total
por 16 h y luego fueron expuestas a luz natural
para inducir la liberacién larval (Cancino &
Gallardo 2000), lo cual ocurrié durante las pri-
meras horas de la mafana. El agua que fluia a
través de la camara arrastraba las larvas libera-
das hasta un recipiente de 300 mL el cual en su
extremo inferior tenia un tamiz de 60 um donde
las larvas quedaban retenidas. Las larvas se re-
colectaron cada 15 minutos intercambiando un
recipiente por otro y luego se trasladaron a
frascos de cultivo independientes para retrasar
el asentamiento como se explica mas abajo. En
general las larvas utilizadas corresponden a
aquellas liberadas durante la segunda hora des-
de que las colonias fueron expuestas a la luz y
cuando el nimero de larvas obtenidas durante
15 minutos de recoleccién fueron suficientes
para realizar un experimento (= 100 larvas).

Retardo del asentamiento y probabilidad de
asentamiento y metamorfosis

Para retrasar el asentamiento se colocaron las
larvas obtenidas en cada intervalo de recolec-
cién en frascos de vidrio independientes (400
mL). Estos se lavaron previamente con una so-
lucién diluida de 4cido clorhidrico que previene
en parte el asentamiento de las larvas sobre su
superficie. Adicionalmente se agito el agua en
cada frasco por medio de paletas plasticas ad-
heridas a un aparato mecdanico que producia un
movimiento pendular a una velocidad de 1,82 =
0,15 c¢cm s'. Este movimiento generaba una
fuerte turbulencia al interior de los frascos, im-
pidiendo el asentamiento larval en tales reci-
pientes. Luego de permanecer en estas condi-
ciones durante 6, 12, 24, 48 y 54 h (tiempo de
retardo del asentamiento) se trasladaron grupos
de 11-30 larvas (n=2 para cada periodo, total
180 larvas) a placas Petri para evaluar la capa-
cidad de asentamiento. Como grupo control se
traslad6 larvas directamente del recipiente de

recoleccion a las placas de asentamiento (0 h de
retardo del asentamiento). Las placas de asenta-
miento (5 cm de diametro) contenian 10 mL de
agua de mar filtrada (0,45 um) y habian sido
previamente acondicionadas para el asenta-
miento manteniéndolas durante una semana en
agua de mar circulante. El asentamiento se re-
gistré luego de 3 h de haberse puesto las larvas
en contacto con el substrato, por lo tanto los
tiempos experimentales de retardo del asenta-
miento fluctuaron entre los siguientes interva-
los 0-3, 6-9, 12-15, 24-27, 48-51 y 54-57 h. El
numero de larvas asentadas se registré con la
ayuda de una lupa binocular Nikon, demorando
cada registro menos de 3 min por placa. Una
larva se clasific6 como asentada si permaneci6
adherida al substrato cuando se hizo fluir agua
sobre ella varias veces con una pipeta Pasteur,
las larvas no asentadas fueron desechadas. Para
evaluar el éxito en la metamorfosis todas las
placas con las larvas asentadas, correspondien-
tes a los distintos tiempos de asentamiento, se
trasladaron a una misma cdmara de cultivo de 4
L de capacidad. Estas se mantuvieron a 12 = 1
°C y con burbujeo de aire constante. Diaria-
mente se cambié el agua y se adicionaron
10.000 cel mL-! de la microalga Rhymomonas
sp. para favorecer una temprana alimentacion.
Al cabo de una semana se determind el éxito en
alcanzar la metamorfosis, calculando la propor-
cion de larvas asentadas que dieron origen a
una ancéstrula (a saber el primer zooide de la
futura colonia). Se realiz6 un andlisis de inde-
pendencia (G) con el porcentaje promedio de
las dos réplicas para poner a prueba si la capa-
cidad para asentarse y el éxito en la metamorfo-
sis son independientes del tiempo de retardo
del asentamiento (Sokal & Rohlf 1981).

Retardo del asentamiento y crecimiento
colonial

Para investigar el efecto del retardo del asenta-
miento sobre el crecimiento colonial temprano
se procedié a generar cuatro grupos de larvas
de acuerdo a los siguientes tiempos de retardo
del asentamiento: 1-6 h (grupo 1), 12-18 h
(grupo 2), 24-30 h (grupo 3) y de 48-54 h (gru-
po 4). En total se cultivaron 37 colonias duran-
te 3 semanas en camaras plasticas de 500 mL,
13 en el grupo 1, 12 en el grupo 2, y 6 colonias
en el grupo 3 y 4. Ellas fueron alimentadas
cada dos dias con 20.000 cel mL-! de la micro-
alga Rhymomonas sp. El crecimiento se evalué
semanalmente, contando el nimero de zooides
en cada colonia. Para analizar el efecto del re-
tardo del asentamiento sobre el crecimiento co-
lonial se utilizé un analisis de varianza (AN-
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DEVA), previa transformacién logaritmica de
los datos (Sokal & Rohlf 1981).

RESULTADOS

Las larvas de Bugula flabellata forzadas a re-
trasar el asentamiento mediante agitacién cons-
tante y en ausencia de un substrato adecuado,
mantienen una alta capacidad para asentarse
durante las primeras 24 h después de la libera-
cién larval (Fig. 1). Durante este periodo mads
del 95 % de estas larvas fueron capaces de
asentarse cuando se ofrecié un substrato artifi-
cial. Posteriormente una alta proporcién de las
larvas pierde su capacidad para asentarse sobre
el sustrato artificial (Fig. 1), aun cuando en los
frascos usados para mantener las larvas por los
periodos de retardo mds largo se observaron va-
rias larvas asentadas unas sobre otras. Al cabo
de 54 h de la liberacién larval el asentamiento
se reduce significantemente a solo un 30 % en
promedio (G = 81,2; gl = 1; P < 0,05).

La capacidad para metamorfosear se reduce
mds tempranamente luego de la liberacion lar-

val que la capacidad para asentarse (Fig.2). Al
cabo de seis horas solo el 50 % de las larvas
mantiene la capacidad para metamorfosear y
esta capacidad se reduce mds aun entre 12 y 54
h desde la liberacién (20 % en promedio). Tal
disminucién en la capacidad para metamorfo-
sear en funcién del tiempo de retardo del asen-
tamiento fue estadisticamente significativa (G =
22,2; gl = 1; P < 0,05). Luego de la metamorfo-
sis casi el 100 % de las ancéstrulas fue capaz de
generar una colonia.

El retardo del asentamiento no tuvo efectos
significativos en el tamafio colonial durante los
primeros 14 dias de crecimiento, sin embargo al
cabo de 21 dias existe una tendencia a que las
colonias generadas a partir de larvas forzadas a
retardar el asentamiento entre 1-30 h tuvieran en
promedio el doble del nimero de zooides que
aquellas generadas por larvas asentadas luego de
48-54 h (Fig. 3). Se detectaron diferencias esta-
disticamente significativas en el tamafio colonial
exclusivamente entre los grupos que retardaron
el asentamiento 1-6 h (grupo 1) versus 48-54 h
(grupo 4) (Fy 16 = 8,42; P < 0.05).
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Fig. 1: Porcentaje de asentamiento larval de B. flabellata sobre un substrato acondicionado en agua
de mar, en funcién del tiempo de retardo del asentamiento (n = 158 larvas). Se grafica el promedio
y el error estdndar luego de una transformacién angular (n = 2).

Percentage of larval settlement on B. flabellata (n = 158 larvae) as a function of time the larvae were forced to delay
settlement before the substratum for settlement was offered. The bars represent the average of two replicates (= 1 SE)

calculated after angular transformation.
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Fig. 2: Porcentaje de larvas de B. flabellata que metamorfosean sobre un substrato acondicionado
en agua de mar, en funcién del tiempo de retardo del asentamiento (n = 84 larvas). Se grafica el
promedio y el error estandar luego de una transformacién angular (n = 2).

Percentage of larval metamorphosis on B. flabellata (n=84 larvae) as a function of time the larvae were forced to delay

settlement before the substratum for settlement was offered. Bars represent the average of two replicates (= 1 SE),
calculated after angular transformation.
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Fig. 3: Tamafo de las colonias de B. flabellata derivadas de larvas que fueron forzadas a retrasar el
asentamiento entre 1 y 57 h. Se grafica el promedio y el error estdndar; n = 6-13 colonias por
intervalo de natacion.

Colonial size on B. flabellata at different times after settlement, as a function of the time the larvae were forced to delay
settlement before the substratum for settlement was offered. Values given are mean = 1 SE; n = 6 — 13 per swimming interval.
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DISCUSION

En concordancia con lo esperado, el retardo del
asentamiento larval por mds de 6 h reduce las
expectativas de vida temprana en Bugula flabe-
llata. Todos los componentes examinados fue-
ron afectados negativamente, aunque en distin-
ta magnitud y a distintos tiempos post
liberacién larval. La metamorfosis fue la varia-
ble mds severa y tempranamente afectada (6-9
h), mientras que la capacidad para asentarse y
el crecimiento colonial fueron menos afectados
y solo después de 24 y 48 h de retardo del asen-
tamiento, respectivamente.

EFECTOS LETALES
Metamorfosis

De manera similar a lo que ocurre en otras
especies de briozoos, esta variable fue la mas
afectada por el retardo del asentamiento, tanto
que 50 % de las larvas fue incapaz de meta-
morfosear cuando fueron forzadas a nadar por
mds 6 h. Hunter et al. (1999) describen que en
B. neritina la capacidad para metamorfosear
es el primer y mayor componente afectado
cuando las larvas son forzadas a nadar por
hasta 8 h. En comparaciéon con otras especies
del mismo género B. flabellata pierde mds
temprano la capacidad para metamorfosear.
Wendt (1996, 1998) determiné que el tiempo
medio en que el 50 % de las larvas pierde la
capacidad para metamorfosear fue de 14, 16 y
20 h para B. stolonifera, B. simplex y B. neri-
tina, respectivamente. Nuestros datos indican
que en B. flabellata este valor se obtiene entre
6 a 9 horas desde la liberaciéon larval. Los
efectos sobre la capacidad para metamorfosis
concuerdan con el patréon de asentamiento lar-
val descrito por Cancino & Gallardo (2000) y
en el cual mds del 90 % de las larvas de B.
flabellata se asientan durante las primeras 6 h
desde la liberacion.

Asentamiento

Al contrario de la metamorfosis este compo-
nente fue débilmente afectado durante las pri-
meras 24 h de natacién. Pensamos que esto
puede explicarse por los costos metabdlicos
implicados en cada proceso. En otras especies
de Bugula Wendt (2000) demuestra que el cos-
to energético de la natacion es 2 a 4 veces
menor que el costo involucrado en completar
la metamorfosis. Por ejemplo. B stolonifera
necesita un 52 % de sus reservas enddgenas

para completar la metamorfosis, mientras que
al cabo de 16 h de natacién las larvas solo han
consumido un 26 % de sus reservas. Asi, las
reservas energéticas disponibles luego de 24 h
de natacién serian suficientes para permitir el
asentamiento pero insuficientes para comple-
tar la metamorfosis. Una forma de compensar
el gasto producido por la nataciéon podria ser
reducir la velocidad de natacién. Nosotros ob-
servamos que las larvas de B. flabellata redu-
cen cualitativamente su velocidad de natacién
luego de 24 h desde la liberacion, una conduc-
ta similar ha sido observada en Celleporella
hyalina por Orellana & Cancino (1991). Mas
estudios son necesarios para evaluar el gasto
energético en funcién del tiempo desde la libe-
racién larval. Sobre la base de esto nosotros
predecimos que tanto la velocidad de natacién
y por ende la energia consumida deben dismi-
nuir cuando se retrasa el asentamiento, hipdte-
sis atin no sometida a prueba.

El asentamiento sobre otras larvas es un fe-
némeno nuevo que no habia sido descrito para
otras especies de briozoos, sin embargo lo mds
probable es que este fenémeno sea un artefacto
del experimento, pues es poco probable que se
genere una colonia en estas condiciones. Luego
de 24 h de natacién la mayor parte de las larvas
que se mantenia nadando en los frascos de re-
tardo del asentamiento se asentaron sobre otras
larvas vivas o muertas, constituyendo estas,
aparentemente, el Unico substrato disponible
atractivo para el asentamiento.

EFECTOS SUBLETALES SOBRE EL CRECIMIENTO

Como en otras especies de briozoos el retardo
en el asentamiento produce efectos subletales
en el crecimiento colonial. En B. flabellata lue-
go de 48 h de natacidén los efectos sobre el cre-
cimiento son significativos, reduciéndose el nu-
mero de zooides en un 40 %, lo cual es similar
a lo registrado por Wendt (1998) con colonias
de B. neritina mantenidas en condiciones natu-
rales. Este autor determiné que colonias deriva-
das de larvas que nadaron por 24 h son un 35 %
mds pequeilas que las colonias derivadas de lar-
vas que nadaron solo por 1 h. En otras especies
de briozoos un menor crecimiento ha sido ex-
plicado por dos factores (Wendt 1996), a saber:
(a) el proceso de metamorfosis es mas lento en
larvas que retrasan el asentamiento, retrasando
el tiempo de inicio de la alimentacién, o (b) las
colonias generadas por larvas que han retrasado
el asentamiento consumen menos alimento de-
bido a que la corona tentacular (lofé6foro) de
sus zooides es mas pequefia.
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(Pueden los efectos letales y subletales de
retrasar el asentamiento ser una fuerza selectiva
sobre el patrén de liberacién larval?

Recientemente se ha descrito que las larvas
lecitotréficas de invertebrados marinos se libe-
ran preferentemente en condiciones de bajo flu-
jo de agua (Welch et al. 2000). Ellos sugieren
que esto es una forma de retener a la progenie
en un lugar adecuado para el asentamiento. Sin
embargo, nosotros proponemos una explicacién
alternativa, esta es que la liberacién larval en
condiciones de bajo flujo de agua deberia pro-
ducirse como una forma de evitar los efectos
perjudiciales de retrasar el asentamiento. En
este sentido, existen al menos dos fuerzas se-
lectivas que nos hacen pensar que las larvas de
Bugula, y de otros invertebrados con larvas le-
citotroficas, deberian ser liberadas en periodos
de bajo movimiento de agua en forma super-
puesta a los patrones cldsicos de liberacién lar-
val ya conocidos (i.e., ritmos circadianos), es-
tas son: (1) en varias especies de invertebrados
las larvas son incapaces de asentarse cuando el
flujo o el movimiento del agua es elevado (Ore-
llana & Cancino 1991, Wendt 1996, 1998, Qian
et al. 1999, 2000); (2) los costos y efectos per-
judiciales de retrasar el asentamiento pueden
ser muy altos, como se ha demostrado para dis-
tintas especies de briozoos (Woollacott et al.
1989, Orellana & Cancino 1991, Hunter & Fu-
setani 1996, Orellana et al. 1996, Wendt 1996,
Hunter et al. 1999, Wendt 1998, y presente es-
tudio), de poliquetos (Pechenik & Cerruli
1991), de cirripedios (Pechenik et al 1993) y de
ascidias (Marshall et al. 2003)
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