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RESUMEN

.

Las esponjas son miembros importantes de las comunidades benténicas
marinas y, constituyen un recurso rico en productos naturales activos. El objetivo
de esta trabajo fue determinar la relacion de [a actividad de la esponja Mycale
parishii con algunos paréametros abidticos (temperatura del agua) y procesos
biologicos. Para ello, mensualmente desde marzo de 2001 hasta junio de 2002,
se recolectaron 7 ejemplares en la bahia de Mazattan (Sinaloa), y en cada uno
de ellos se estudid el estado de reproduccidn (porcentaje de ejemplares en
reproduccién, y nimero de elementos reproductores por volumen de esponja), el
contenido de silice por peso de esponja, la abundancia y biomasa de la fauna
- asociada vy la actividad. La variacidén en la bioactividad se detecté y cuantificod
mediante la inhibicién del desarrollo embrionaric del erizo “Echinometra
vanbrunt? fecundados in vitro y mediante el bioensayo de inhibicion del
crecimiento bacteriano (MICROTOX) La produccién de embriones/larvas en la
esponja es continua a o largo de todo el perioda de estudio, aicanzandc} un
maximo en julio y un minimo en marzo de 2002, guardando un patrén estacional.
El contenido de silice fue muy variable a lo largo del estudio, a pesar de que el
mayor porcentaje se registro a principios de verano, no guardd relacién con la
temperatura del agua. Se encontraron 4 phyla, en [a fauna asociada, siendo las
ofiuras los organismos mas abundantes. La abundancia y biomasa de ia fauna
siguié una tendencia de aumento en el verano. Ademas, se obtuvo una
correlacion negativa entre el contenido de silice v la reproduccién indicando que
la esponja invierte energia en el proceso que mas [o requiera. La variacion anual
’. de la bicactividad siguid un patrén estacional, con valores maximos en
primavera-verano y minimos en otofio-invierno. La bioactividad en el bioensayo
de inhibicion del desarrollo embrionario estuvo correlacionade positivamente con
la abundancia de la fauna asociada indicando que el bicensayo pudiera servir
como indicador de inhibicidn del desarrollo embrionario o metamorfosis de
organismos que llegaran a depositarse sobre la esponja. En cuanio a la

inhibicion del crecimiento bacteriano, se pudo observar una correlacion con &l
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ndmero de embriones-larvas, debido tal vez a un mecanismo

empleado por la esponja para asegurar la reproduccion.

de defensa




1. INTRODUCCION |

Desde hace decadas se han aislado compuestos organicos producidos pdf
organismc;s marinos que presentan un amplio rango de aplicaciones la agricuitura,
acuicultura e industrias farmacolégicas (Fautin 1988; Hall y Strichartz 1990; Caprioi[ et
al. 1992, Willemsem y Ferrari 1893) Sin embargo, solo en las dos dltimas décadas se
ha despertado un interés generalizado por entender el verdadero papel de estos

compuestos en los procesos ecoldgicos en los que las diferentes especies se -ven

envueltos. La ecologia quimica es una disciplina que se déesarrollé de la mano de los -

productos naturales y surge precisamente para intentar explicar el pépel ecolégico de
estos compuestos. Los principales aspectos que contempla se relaciohan con
fenamenos tan diversos como el mutualismo, la siml;fbsis. la comunicacion quimica, el
asentamiento larvario, la deteccion de depredadores, el reconocimiento del alimento, la
bioluminiscencia, la competencia por el espacio, etc. (Bergquist y Sinclair 1973; Bakus
et al. 1985; Pawlik et al. 1995; Chanas et al. 1996; Wulff 1897). |

Por otra parte, la bioactividad de una especie puede verse influenciada tanto por
factores externos como por las condiciones ambientales, la presencia de depredadores,
la infeccion por parésitos, la temperatura del agua, la pfofundidad, el nivel de nutrientes,
etc., como por factores internos como por ejemplo el genotipo, el estado fisiclégico, etc.
(Sennett et al. 1992; Paul 199; Pawlik 1993; Unson et al. 1994, Pennings et al. 1994,

Chanas y Pawlik 1985; Rueda et al 1997). Debido a ello, la bioactividad de una especie

~frecuentemente varia dependiendo de dénde, cuando y como ha sido recolectado el

organismo (Sennett et al. 1992; Wright et al 1997). Incluso, se ha logrado inducir

cambios en la actividad de la esponja Cambre cambre tanto experimentaimente en el

laboratorio, como fransplantando individuos de ambientes limpios a zonas

contaminadas (Ageli et al. 2001). En este Ultimo casc, se demostré que los gjemplares
de la zona control mostraron un nivel de toxicidad significativamente mas aito que los
transplantados a la zona contaminada que, por el contrario, producian mas proteinas de
estres para reparar el posible dafno celular producido por la contaminacién (Agell et al.
2001).

Las esponjas son miembros importantes de las comunidades benténicas marinas v,
en general, constituyeﬁ un recurso rico en productos naturales activos (e.g. Uriz et al.

1991). La frecuente aparicion de estos compuestos bioactivos en esponjas se

1




interpreta, en algunos casos, como un sistema de defensa quimica frente a factores
externos causantes de estrés como ia depredacion, el exceso de recubrimiento por
organismc;s epibiontes (“fouling™ (Becerro et al. 1994), o la fuerte competencia por el
espacio (Norris y Fenical 1882; Davis et al. 1989, Scheuer 1990; Faulkner 1992, Pawlik
1993; Proksch 1994). En el caso concreto de actividad antimicrobiana se sugirié que
ésta podria aumentar la capacidad de retencion de bacterias peor los coanocitos
incrementando, por consiguiente, la eficiencia del proceso alimenticio (Bergquist y-- ~
Bedford 1978), aunque esta teoria generalmente no es aceptada. Ademas, estudios
recientes sugieren gue las bacterias asociadas a la esponja Aplysina aerophoba residen
permanentemente en ella, apuntando a una interaccién altamente integrada entre Ia
esponja y los microorganismos asociados a ella (Friedrich 2001). Sin embargo, solo en
afos recientes se han hecho estudios para evaluar las funciones ecoldgicas de estos
compuestos a lo largo del tiempo, o en funcidn de diferentes condiciones. ambientales
(Turon et al. 1996, Chanas et al. 1996; Swearingen y Pawlik 1998; Waddell y Pawlik
2000a y 2000b).

Los antecedentes indican que la especie Mycale parishii, objeto de este estudio,
presenta actividad antimicrobiana (Michel Reynoso 1@86). e ictiotoxica (Green et al.
1990), y es una de las especies més abundantes y caracteristicas del ecosistema
rocoso de la Bahia de Mazatlan (Carballo, com. pers.). |

El principal objetivo de nuestro trabajo fue el de determinar los niveles de actividad
natural de la especie Mycale parishii durante un ciclo anual, y relacionar estos niveles
con p{'ocesos biologicos (reproduccidn, cantidad de silice)} o parametros fisicos
(temperatura del agua). Pensamos que con estudios adecuados se podria determinar
qué afecta la variacion natural de esta bioactividad, asi como la influencia de proceéos

biclégicos o del ambiente sobre [a misma.,

o]




2. ANTECEDENTES

De todos los invertebrados marinos, las esponjas parecen ser uno de los grupos
donde se han descrito mas especies bioactivas (Faulkner 1994). Son organismos
sesiles y, por tanto, de facil acceso para sus depredadores, aunque muchas especies

han desarrollado substancias téxicas o disuasorias frente a depredadores potenciales

(Bakus 1968). Sin embargo, esta toxicidad es muy variable y, aunque su estudio desde

el punto de vista ecolégico es reciente, hay indicios que apuntan que factores como la
exposicion a la luz (Paul 1992; Aiello et al. 1993, Becerro et al. 1995), la estacionalidad
{Turon et al. 1996), la presencia de simbiontes o endosimbiontes {Betancourt et al.
1998); 0 incluso fa latitud (con todos los factores asociados que implica) podrian
explicar la variacion de ia toxicidad en las esponjas marinas {Green 1977; McClintock
1987). |

Existen diferentes causas por las que puede variar la toxicidad de las esponjas; &l
método de extraccion y los solventes usados (Bergquist y Beaford 1978; Thompson et
al. 1983), asi como el manejo y preservacion de las mismas (Rinehart 1988).

Paralelamente a los estudios de la variacién de la toxicidad natural o de los
‘metabolitos secundarios en las esponjas, se han desarrollado metod'ologias‘ que valoran
la actividad de sus extractos organicos como agentes antimitoticos (Martin y Uriz 1993;
Pesando et al. 1996; Becerro et al. 1997), y disuasorios frente a depredadores como
erizos, estrellés de mar, peces, crustaceos efc. (Pennings et al. 1994, Wulff 1994; 1995,
1997, Chanas et al. 1996; Uriz et al. 1996, Wright et al 1997, Swearingen y Pawlik 1998;
Waddell y Pawlik 2000a y 2000b). Incluso, se ha Iogrado inducir experimentalmente
cambios en el contenido de diterpenos en la esponja Rhopaloeides odorabile
(Spongiidae) transplantando fragmentos genéticamente iguales bajo diferentes grados
de irradiancia. Los ejemplares en aguas someras, y bajo iluminacién directa del sol
mostraron mas aito contenido en diterpenos que los que estaban en la misma
profundidad pero en la sombra. Ei estudio sugiere que las variaciones no son debidas a
diferencias genéticas, sino a condiciones ambientales, v la luz podria ser el factor
~ responsable de estas diferencias (Thompson et al. 1987).

En las costas mexicanas se conocen algunos antecedentes relacionados con la
eboiog;’a quimica de las esponjas. En este sentido, se han descrito especies con

actividad antimicrobiana, ictiotdxica y anti-asentamiento (Green 1977; Bakus et ail. 1985;
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Green et al. 1990) que indican diferencias en la bioactividad entre localidades
(Cardenas et al. 1999, Montiel et al. 1999, Soria et al. 1999), o entre épocas del afio
(Fernandez et al. 1999, Kelly et al. 1999 ). Por otra parte, es poco lo que se conoce de
la variacidn potencial de otros parametros biologicos o bioguimicos de las esponjas en
relacién con la variacién de la toxicidad Aunque se han encontrado diferencias intf'a—
anuales en el contenido de la materia organica e inversién en esqueletb en funcion de
diversos parametros ambientaies de algunas especies (Michel Reynoso 1986, Pérez
2001), se desconoce si estas variaciones estan, en alguna medida, relacionadas con
posibles variaciones en la produccion de substancias bioactivas. |

El género Mycale se caracteriza por ser megadiverso (Carballo y Hajdu 1998), y por
poseer un gran nimero de especies que presentan bioactividad (Zubia et al. 1997).

Con respecto a fa esponja Mycale parishii, se ha estudiado la abundancia de
endo/epibiontes (Duarte y Morgado 1983; Duarte y Nalesso 19:96), y se sabe que
presentan cierta actividad antimicrobiana y citotdxica (Michel Reynoso 1986, Green et
al. 1990; Pérez 2001) '




3. HIPOTESIS y OBJETIVOS

Hipétesis - ‘

Si [a bioactividad de una esponja tiene una funcién ecoldgica y partiendo de la base
gue la produccién de las sustancias bioactivas es costosa (teorfa de la optimizac.ic')n de
las defensas), deberiamos encontrar que su variaciéon se relaciona con factores como la
temperatura del agua, o con oiros procesos que requieren una inversion energética
como la reproduccion, la produccion de esqueleto, o el control de endobiontes o

simbiontes.

Objetivo general
- Estudiar los patrones de variacion natural de la bicactividad, y relacionar la actividad
con factores ambientales (temperatura), y/o procesos biologicos (producciérf de

esqueleto, reproduccion, presencia de fauna asociada, etc.} a lo iargo de un ano.

' Objetivos especificos
1. Estudiar el ciclo de reproduccion sexual de la esponja Mycale parishii.

2. Estudiar la variacion de la relacién materia organicafinorganica como indicador del

proceso de espiculogénesis.

‘3. Cuantificar la abundancia de la fauna asociada a la esponja.

4. Estudiar la bioactividad de la esponja mediante dos métcdo_é:: 1} Inhibicidén del
desarrollo embrionario del erizo Echinometra vanbrunti, 2) Inhibicion del crecimiento

bacteriano (MICROTOX).

5. Comparar los pardmetros ambientales, y procesos bigticos con los niveles de

bioactividad de la esponja.




4. Area de estudio

4.1. Descripcion del area de estudio
El area de estudio esta ubicada en la Bahia de Mazatlan, Sinaloa. L.as estaciones de

muestreo se localizan en las Islas Lobos, Venados y Pajaros, comprendidas entre los
23° 13' 49" N y 106° 27' 437 W. Estas Islas se encuentran al NW del puerto de
Mazatlan, y las areas de muestireo se localizan en la cara continental de cada una de
ellas. En general, son zonas rocosas protegidas, con escasa pendiente, vy fondo rocoso-

arenoso, de 2 a 5 m de profundidad (Fig. 1).

4.2. Caracteristicas climatologicas y oceanograficas de la zona

El clima de Mazatlan es uno de los mas cdlidos de los subhimedos (Garcia 1973).
La .époéa ciclénica se registra desde los meses de julio y octubre, prevaleciendo
durante el invierno vientos variables del noroeste. Durante el verano soplan vientos
fuertes del sur y sureste de corta duracidon. El tipo de marea es mixta y en la bahia
prevalecen corrientes de mareas (Secretaria de Marina, Direccidon General de
Oceanografia y Sefialamiento. Maritimo 1874).

El periodo de precipitacion va de verano a otefio con un promedio anual de 52.35
mm, con un marcado incremento de junio a octubre (Comisién Nacional del Agua,

Servicio Meteoroidgico Nacional 1998).
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Fig. 1.Localizacion de las areas de muestreo.




4.3. Sinopsis taxondmica de la especie Mycale parishii (Bowerbank 1875)

Descripcién

Esponja generalmente masiva, o masiva arborescente. Puede llegar a tener hasta 42
cm de alto y 30 cm de ancho. Las ramas pueden tener hasta 3.4 cm de diametro. La
consistencia es firme, ligeramente compresible. La superficie es lisa al tacio Los
Oscuios de 0.5 a 4.5 mm de didmetro son de forma circular u oval. Presenta espacios
subectosomicos de 0.4-(1.3)-3.5 mm de diametro. El ectosoma es facil de desprender.
Su color en vida es purpura grisdceo, azul grisdceo, en ocasiones algo naranja y

preservada en alcohol toma un color amarillo palido o beige (Cruz 2001).

Espiculacion

Presenta espicuias de tipo subtilostilos con el cuerpo un poco ensanchado, toxas,
dos categorias de sigmas, anisoquelas palmeadas, isoquelas palmeadas y rafides (Cruz
2001) (Fig. 2).

Disposicion esquelética

En el ectosoma se observa una reticulacién tangencial, formando mallas triangulares
y rectangulares, constituida por haces de subtilostios de 2 a 18 espiculas, con
diametros de 22 5-(42.8)-60 um y una abertura de malla dé 180-(278)-450 um. En las
uniones de las mallas, sobresalen penachos gue vienen del coanosoma. El coanosoma
esta constituido por haces espiculares que ascienden hasta la superficie (Cruz 2001)
(Fig. 2).

Distribucién
Oceano Indo-Pacifico (Lévi et al. 1998). Crecen en sustratos rocosos naturales y

artificiales de la bahia de Mazatlan (Cruz 2001).
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Fig. 2. Tipos y tallas de espiculas (um; menor-{promedio)-mayor} de la esponja Mycale
parishi. a) Rafide (20-(30)-42.5); b) Isoquela (10-(11.9)-12.5); ¢} Anisoquela I (16 .3-
 (20)-25; d) Anisoquela 1 (38.8-(44.6)-51.3), &) Toxa (27 5-(57.2)-87); f) Sigmas 11 812.5-
(46“1)-45); g) Sigmas | (82.5-(78.7)-97.5); h) Subtiloestilo (157.5-(127.3)-340), 1)
Disposicidn esquelética del ectosoma; j) Disposicion esquelética del coanosoma (Cruz
2001}




5. MATERIAL Y METODOS

5.1. Se!eccién def area de estudio

El area de estudio se determiné realizando muestreos preliminares que sirvieron para
localizar la presencia de poblaciones importantes de Mycale parishii en la cara
continental de las islas Lobos, Venados y Pajaros. La prospeccion se llevd a cabo en
inmersién con escafandra auténoma en un intervalo de profundidad cdmprendido entre
los 5y los 8 m. Mensualmente, y al azar, se extrajeron 7 individuos que se utilizaron
para el seguimiento de los pardmetros poblacionales (reproduccién, espiculogénesis,
etc.), asi como para evaluar la bioactividad de los exiractos organicos. Las muestras se
guardaron. en bolsas debidamente etiquetadas, se conservaron en hielo, y se

frasladaron al laboratorio para su congelacién a -20°C/25°C hasta su posterior estudio.

5.2, Parametros ambientales
5.2.1. Temperatura del agua

La temperatura del agua se midié mensualmente por medio de un termometro de

maxima y minima, que se mantuvo fijo en el fondo a una profundidad de 5 m.

5.3. Parametros bidticos
5.3.1. Calculo de la variacion en el contenido de silice: relacidn  materia

organicalinorganica

Para estimar la relacién materia organica/inorganica se determind el peso seco de la
muestra a 100°C durante 24 h. Posteriormente, para calcular la proporciéon de materia
organicalinorganica, se calcind la muestra durante 24 h en una mufla a 500-550 °C
(Barthel 1995). Todo el material ajeno (piedras, algas calcareas, arena, etc) se retiré
cuidadosamente antes de la determinacion del peso seco, de manera que el peso de ia
muestra tras ia combustion en la mufla es el silice. Es decir, las cenizas representan la
fraccion inorganica, y se usa cominmente para describir la cantidad de silice en la

. esponja.

5.3.2. Periodo de reproduccion

La reproduccion de la esponja se estimé cortando pequefos fragmentos de cada

ejemplar, y observandolos bajo el microscopio estereoscopio para detectar la presencia
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de embriones y/o larvas. Los resultados se expresaron como embriones y/o larvas por
unidad de volumen de la esponja (Ayling 1980). También se calculd el porcentaje de
esponjas en reproduccion contabilizando el nimero de ejemplares que estuvieran en

reproduccién {presencia de embriones-larvas), del total de ejemplares muestreados.

5.3.3. Abundancia v biomasa de la fauna asociada

Existen antecedentes que demuestran la relacion de la fauna asociada con la
actividad de esponjas (Betancourt et al 1988) Una vez separados los organismos con la

ayuda de un microscopio estereoscépico, se procedid a separarlos por grupos,

contarlos y finalmente se calculd la abundancia y su peso fresco (Betancourt et al

1998). Cabe mencionar que solo se tomaron en cuenta los organismos mayores de 1

mm. Para poder identificar a la fauna asociada se utilizo la siguiente bibliografia: Keen

1971 (Moluscos), Fauchald 1977 (Poliquetos); Young et al. 2000 (Cirripedios);

Hendrickx 1995 (Camarones y cangrejos); Caso 1992 (Equinocdermos).

5.4. Preparacién de los extractos

- Para la preparacion de los extractos se utilizé 1g (pe."so liofilizado) por cada eiemplar,
el cual se extrajo con diclorometano:metanol (DCM:MeQOH 1:1). Una vez limpios de
epibiontes, restos de algas, conchas, etc., los fragmentos se extrajeron sucesivamente
tres veces en 30 ml de DCM:MeOH 1:1, en una proporcién de 1:10 pesofvolumen (Whv),
durante 15, 30 y 60 minutos. Posteriormente, las tres fracciones se homogeneizaron, y
el conjunto se centrifugd a 2500-3000 rpm. El disolvente se evaporé a temperatura
ambiente (20°C, 48 h) hasta sequedad total Posteriormente se calcul el peso del
- extracto seco. _
~ Una vez obtenido el extracto seco, se redisolvié por separado en agua de mar filtrada
y esterilizada por rayos UV para obtener una concentracion inicial (mg/ml) adecuada
para hacer las diferentes concentraciones que se probaron en los bicensayos: 1000,
100 y 10 pug/mi. La redisolucién de los extractos se realizé en un sonicador durante 15
min.

Los extractos (en sus diferentes concentraciones) se colocaron en [os diferentes

pozos de las placas multipocillos.
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5.5. Evaluacion de la toxicidad ., o
5.5.1 Inhibicion del desarrollo embrionario del efifo  Echinometra vanbruriti
(Kobayashi 1969) .

Con este bicensayo se valora la capacidad de los huevos fertilizados del erizo para

desarroliarse normalmente después de haberse expuesto a diferentes concentraciones
de compuestos téxicos. Los huevos fertilizados se dividen en dos céldlas en
condiciones normales, pero en presencia de sustancias téxicas hay muerte, o inhibicion B
de la divisién celular. | . |

Los ejemplares de Equinometra vanbrunti se recolectaron con cuidado para no
dafiarlos en el proceso y se mantuvieron en acuarios con aireacién forzada y agua de
mar filtrada (0.45 um) y desinfectada por rayos UV. Los ovocitos y el esperma se
obtuvieron inyectando una solucién de cloruro de potasio (KCl 0.5 M) en la membfana
aboral de los especimenes adultos (Kobayashi 1971) y se recolectaron por separado.
Los ovocitos se recogieron y conservaron en cristalizadores con agua de mar filirada y
 esterilizada a temperatura ambiente. El esperma se recolectd directamente desde el
gonoporo mediante una pipeta y se almacend en _vasos de precipitade que se
- mantuvieron en frio (4° C) hasta su utilizacion. La fertilizacion se hizo a una proporcién
de 1500 espermatozoides por cada huevo a una temperatura de 26°C (Pérez 2001). La
- fertilizacion se detecto con un microscopio estereoscopio mediante la presencia de la
membrana de fertilizacion. Posteriorrhénte, los huevos se concentraron para que 1 ml
de agua marina contuviera 1000 huevos con un porcentaje de fertilizacion préximo al
100% (huevos de menos de 15 minutos de edad). A continuacion, 1 ml de agua marina
con los huevos fertilizados se afiadido a cada uno de los pocillos de 5 ml, donde
- previamente se deposi;car'cjn los extractos disueltos en 1 ml de agua de mar filtrada y
pasada por rayos UV, de tal manera que cada pocillo contuviera una concentracion final
de 500 huevos/ml. En los testigos se puso Gnicamente agua de mar. El proceso se
- mantuvo hasta que la mayoria de los embriones fertilizados en el control alcanzaron al
menos el estado de dos-cuatro células (2 a 3 hrs. aproximadamente). En ese momento
el proceso se detuvo afadiendo unas gotas de formol al 4% (Martin y Uriz 1993).

El disefio experimental contemplo tres réplicas por cada concentracion .probada para

cada ejemplar de esponja, mas otras tres para el testigo.

12




5.4.2. Inhibicién del crecimiento bacteriano (MICROQTOX)

El métado MICROTOX® se basa en la medida de |a bioluminiscencia de bacterias en
suspension de la especie Vibrio fisheri, Un vial de bacterias deshidratadas
(aproximadamente 106 celulas) se rehidrata en 1 ml de solucién reconstituyente a 4 °C.
Esta suspension se afiade a 50 mi de solucién salina 0.2M. La so!_uCEén que contiene la
sustancia a probar se prepara afiadiendo 20 ml de agua destilada al extracto de 1 gr de
Eé esponja liofilizada, resultando en una concentracion de 500 ppm. La molaridad se
ajusta por medio de una solucién de ajuste (MOAS) anadida en la proporcién de 250 ul
de MOAS por 2500 ul de solucién tdxica. En su procedimiento basico, MICROTOX
analiza cuatro concentraciones decrecientes y un testigo por muestra. Los experimentos
se llevan a cabo durante 5 minutos a temperatura de 15°C afiadiendo 500 ul de cada
concentracion a 500 ul de la suspensién bacteriana 'L..a luz producida por las bacterias
se mide antes y despues de la adicién, en unidades gamma (GU).

donde; GU= Rt*lo/lt-1; Rt=factor de correccién, to= tuz en el momento 0, It=luz en el
tiempo t

La unidad gamma es una medida de toxicidad dada por el MICROTOX, vy que es
calcuiada con la bioluminiscencia de ia bacteria en cada muestra y concentracién.

Finalmente, la concentracién a la que GU es igual a 1 (50% de la reduccion de la juz
o concentracién efectiva media estimada, EC50) se calcula ajustando el logaritmo de
los valores a la ecuacion de una regresidn lineal. Las unidades de toxicidad (TU) se
- caleulan como 100/EC50 (Ribo y Kaiser 1987).
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5.6. Tratamiento de la informacién

De acuerdo a lo mencionado por Margalef (1989), la diversidad se puede calcular
siempre ywcuando no se mezclen especies con familias ¢ con géneros En este sentido,
se calculé el indice de diversidad de Shannon y Wiener para determinar la variacion
mensual de la diversidad y de la equitatividad de la fauna asociada a la esponja. El
indice de Shannon y Wiener es especialmente sensible a cambios en las especies (en
este estudio se consideraron las familias) mas raras de la comunidad en términos de
abundancia (Shannon y Wiener 1863)

H" -Zi=*(pi)(log2pi)

donde:

H= indice de diversidad

S= numero de familias

pi= proporcién del total de la muestra que corresponde a la familia /.

indice de Pielou (J) indica la uniformidad de la abundancia (u otra medida) de los
individuos entre las diferentes especies. Una equitatividad alta indica una baja
dominancia (Pielou 1969)

J = H/H'max

donde:

H' = eé el valor de diversidad obtenido

H' max = es el valor de la diversidad maxima que podria darse con S familias y N *
. individuos y esta definida como log s,

S = numero de familias.

Se utilizaron ANOVAS de dos vias para determinar si existe variacién significativa de
la bioactividad media a [o largo del tiempo y con respe'cto al testigo, factor 1. tiempo,
factor 2: concentracion de los extractos. Para cumplir con los criterios de normalidad vy
homocedasticidad (test de Cochran’s}), se hizo la transformacién mediante el arco seno
de fa raiz cuadrada de la proporcién (Krebs 1989, Underwood 1997)

Aunque los datos para realizar el ANOVA de dos vias no cumpiieron con el criterio de
homocédasticidad, se considerd adecuado utilizar el analisis de varianza, ya que
cuando los datos son balanceados y cuando las muestras son relativamente grandes

como en nuestro caso, la validez del analisis y las probabilidades asociadas con la

14




distribucion F no se ven afectadas del todo por el incumplimiento de alguna de esas

premisas (Underwood 1997).

1

Ei analisis de varianza de dos vias se llevd a cabo con el programa estadistico
STATISTICA Este programa tiene la caracteristica de dar como resuitado el valor de la
distribucion de Rao R cuando el anélisis estd basado en: 1) cualquier nimero de grupos
con dos variables dependientes; 2) dos grupos con cualquier nimero de variables
dependientes, o, 3) tres grupos con cualguier nimero de variables La distribucion de
Rao R (transformacion de lambda de Wiiks) sigue una distribucion exacta £ con los
grados de libertad dados en la tabla de resuitados. Bajo otras circunstancias, la
transformacion usada para calcular Rao R (Rao 1952, Tatsuoka 1971, Lindeman et al
1980) sigue Ia distribucién F aproximada con los grados de libertad dados en ia tabla de
resultados. En este trabajo, los datos utilizados para llevar a cabo el estadistico,
cumplieron con la condicién nimero 1, por lo cual los resultados se expresan como la
distribucion Rao R, que se usa para determinar la significancia del efecto dédow

Lambda Wilks: puede asumir valores dentrode unrangode 0a 1.

- Rao R: es el valor transformado de Lambda Wilks, el cual se usa para determinar el
nivel de significacion del efecto dado. )

Se realizd la prueba de Newman y Keuis para determinar a partir de que
concentracion se encontraban diferencias significativas con respecto al testigo

Para poder determinar si existe relacidn entre la biocactividad y alguna de las
variables y/o procesos medidos, se hicieron correlaciones no parametricas (correlacion
de rango de Spearman) entre la bioactividad mensual de la esponja v los parametros
biéticos y abidticos.

Todos los analisis estadisticos se lievaron a cabo con los programas de com;:iutaciéﬂ

Statistica, Statgraphics y Excel




6. RESULTADOS

6.1. Recoleccion.

El estudio comenzo en enero de 2001, sin embargo, durante fos meses de enero y
- febrero de ese mismo afio, no se pudo recolectar ningln ejemplar debido a que eran
demasiado pequefios para obtener [a bicmasa necesaria para el estudic. Se decidié
esperar hasta marzo, cuando se produjo un répido incremento de la densidad y del
tamafio de los ejemplares. Posteriormente, durante mayo de 2001 no se encontraron
giemplares en ninguna de las zonas seleccionadas, ni en otras areas préximas. Se
asume que fue debido a circunstancias naturales como ¢ cambio de temperatura y el
cambio de cofrientes gue a su vez origina grandes deposiciones de arena, material |
particulado en suspension, etc. (Avila 2002, Wilson 2002). Por estas razones, no fue
posible realizar el muestrec de las poblaciones naturales correspondiente a méyo
Durante el mes de diciembre no fue posibie muestrear ya que las condiciones naturales
no lo permitieron, Por estas circunstancias, y para cubrir un ciclo anual, se decidid

terminar el estudic en junio de 2002

6.2. Parametros ambientales
6.2.1. Temperatura del agua

La temperatura més alta se registro en julio y agosto (32°C), y la mas baja en marzo
y mayo de 2001 {16°C). El promiedio maximo de la temperatura en el ciclo de muestreo
fue de 26°C, y el minimo fue de 22°C (Fig. 3). Los resultados muestran un claro
aumento en la temperatura méaxima de enero a agosto, y una disminucién de octubre de
2001 a marzo de 2002, La temperatura minima fue disminuyendo hacia mayo,
aumentando de nuevo en junio y descendiendo a partir de octubre a febrero. De marzo
a junio de 2002 la temperatura aumentd. Lo mas destacado es la gran amplitud en el
rango de temperaturas en mayo de 2001 (casi 10°C de diferencia entre la minima vy la
maxima), registrdndose de nuevo este rango pero menos marcado en mayo de 2002
{(8°C de diferencia).
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8.2.2. Precipitacion

Para poder determinar las épocas de lluvias y de secas se consultaron los datos
historicos ‘de lluvias en la bahia de Mazatldn desde 1997 hasta 2002. La época de
secas se extiende desde enero a mayo y la de lluvias desde julio a noviembre. Los

- meses de junio y diciembre se consideraron como meses de transicién para cada época
(Fig. 4).

6.3. Parametros hiéticos
6.3.1. inversion en reproduccién_

Duranie el ciclo de muestreo se observd una gran variacion en ei ntmero de
embriones-larvas por volumen de esponja. Los embriones fueron visibles desde junio
“hasta octubre, y nuevamente desde enero hasta junio de 2002. EI mayor porcentaje de
individuos en regroduccion (1000/6j, asi como el mayor promedio de embriones-larvas/i.
{2990) se detectd en julio. En marzo de 2002 se registré el menor porcentaje de
organismos en reproduccion (solamente el 14%), registrandose tambien el menor
promedio de elementos reproductores (9 embriones-larvas/L). En el mes de junio de
2001 y 2002, se r’égistré casi el rhismo nimero de embriones-farva/l. (1416 y 1940,
respectivamente) (Fig. 5). Por otré parte, se observan grandes diferencias en el numero
de embriones-larvas/L por individuo (Tabla 1). En julio, septiembre de 2001 y abril de
2002 todos los ejemplares estaban en reproduccion (100%); en mayo de 2002 se
registraron 5 organismos en reproduccion (71%), en agosto y octubre de 2001, 4
individuos ;ﬁresentaron embriones (57%); en junio (2001-02) y febrero 3 individuos
(43%); en enero 2 individuos (29%) mientras que para marzo de 2002 solo se registrd
un individuo en reproduccién (14%). En los meses de marzo y noviembre de 2001 no se
presentd reproduc.cic’m en ninguno de los individuos estudiados. El ejemplar que
presentd mayor numero de embriones se registrd en junio de 2002 (6380 embriones-

tarvas/L) y el menor en octubre (13 embriones-larvas/L) (Tabla 1).
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Tabla 1. Parametros bidticas y bicactividad de los individuos estudiades durante los meses de muestreo.

Mes Nimero | Numerode | Contendido Fauna Fauna Porcentaje Vaior gamma
de embricnes- de sitice asociada asociada promedio de | antimicrobiano
Ejemplar larvas/L (%o} (nimerc/em®) (g/em”) inhibicion (1000ng/ml}
' citotoxica
Marzo/2001 1 Q 66.68 2.40 227.55 34 0.77
2 0 71.44 2.48 28.38 53 0.314
3 0 63.54 2.78 86.897 59 0.717
4 0 69.53 0.64 22,76 38 0.261
5 0 57.88 0.82 25.58 38 0.521
5 0 81.67 2.05 52.06 0.088
7 0 67.42 3.07 45.14 0.2
Junio 1 0 83.50 0.7 15.83 54
2 8267 67.59 202 27.81 45 0.886
3 0 77.16 2.85 7.80 40
4 890 7110 0.76 41.47 - 39 0.325
5 0 7110 0.24 13.48 43 1.205
6 2760 50.81 0.07 2.09 0.586
7 0 £3.30 0.56 36.76 0.95
Julio 1 5000 58.55 0.39 7.29 59 0.424
2 150 72.32 0.34 15.81 45 0.388
3 1690 68.33 0.87 22.97 55 1.044
4 1840 73.74 1.35 33.72 53
5 1387 £3.94 1.85 44.44 51 1.178
6 4570 80.78 1.46 40.19 0.549
7 318 85.55 0.97 55.70 0.556.
Agosta 1 1020 53.27 0.99 57.31 62 0.51
' 2 250 65.92 0.70 ©23.68 42 0.613
3 197 85.69 2.05 37.42 42 0.467
4 1514 71.09 0.32 4.92 49 0.299
5 0 58.25 0.56 18.74 57 0.348
3] Q 88.75 2.85 82.97
7 0 69.85 0.40 6.26 0.538
Septiembre 1 1067 §5.22 2.27 69.93 45 0.918
2 3740 §2.29 0.54 14,77 35 0.489
3 1860 57.59 2.96 §5.81 37 0.371
4 3600 52.22 2863 53.11 52 0.456
5 1300 84.16 0.60 5222 45 » 0.811
5 3617 50 1.33 48.76 0.387
7 2450 50.97 2.07 86.05 0.574
Octubre 1 0 62.80 0.03 3.05 12
2 5240 62.80 0.12 17.05 g 0.463
3 0 §2.69 0.15 20.61 27 0.452
4 1360 §5.93 0.05 2.08 26 0.231
5 13 67.35 0.21 8.88 16 0.699
6 4240 62.23 0.13 §.45 0.908
7 1480 88.87 0.13 7.41 0.262
Noviembrs 1 0 65.73 0.35 11.87 10 0.211
2 0 62.41 0.88 §8.38 25 0.443
3 0 £8.29 1.32 62.65 17 0.144
4 0 57.66 3.26 84.78 11 0.318
5 0 58.21 1.97 125.15 14 0.448
6 a 62.48 1.01 29.23 0.166
7 0 66.41 1.42 18.71 0,181
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Tabla 1. Continuacidén

Mes Ndmero | Numerade | Contendido Fauna Fauna Porcentaje Valor gamma
de embriones- de silice asociada asociada promedio de | antimicrobianc
Ejemplar larvas/L (%) (ntimerofem®) | (gfem®) inhibicion (1000ug/mi)
citotdxica
Enero/2002 1 0 58.45 0.62 34.31 9 0.284
2 0 56.46 0.51 23.28 8 0.316
3 700 55.80 1.76 37.08 26 0.339
4 0 58.29 0.45 61.80 7 0.573
5 2360 56.86 0.09 12.36 13 0.342
3 0 51.38 0.74 129.83 0.318
7 0 £5.89 0.52 30.51 0.286
Febrero 1 0 68.77 0.42 8.27 41 0.306
2 1736 §1.42 0.07 8.25 12
3 3480 55.66 4.55 63.77 14
4 0 60.53 1.53 43.59 22 0.554
5 1610 66.17 4.4% 135.78 33
8 333 61.39 6.48 154.66 0.67
7 0 55.88 0.58 38.58 1.183
Marzo 1 0 60.64 0.00 0.00 37
' 2 0 61.63 £.08 9.38 42
3 Q 53.98 2.05 201.30 37 0.455
4 0 55.92 0.83 44.83 43
5 60 57.53 0.22 36.34 46 0.41
B 0 681.71 0.18 25.48
: 7 0 59.11 0.96 161.72 0.394
Abril 1 3580 50.13 0.99 © 4484 35
2 140 51.58 0.19 33.94 41
3 447 55.96 1.97 22.64 38
4 3347 6C.80 0.95 15.37 35 0.86
5 250 - 57.34 0.44 36.11 37 0.417
B8 727 56.56 1.71 28.97
7 67 61.83 - 0.37 5.43
Mayo 1 360 59.32 Q.70 26.81 12
2 2033 57.27 0.37 8.98 48 0.777
3 2050 56.24 2.68 46.02 19
4 440 59.03 0.20 19.83 37 0.41
5 1080 £0.62 2.49 22.00 14
6 0 63.38 0.12 3.01
7 0 65.77 0.10 3,78
Junio 1 0 58.66 0.05 1.05 11
2 a 58.91 0.03 2.53 g
3 6380 61.85 0.22 3.71 14 0.725
4 0 63.97 0.17 12.95 11
5 3020 51.00 0.56 8.32 22
8 1030 53.57 0.44 25.25 0.471
7 0 57.91 0.68 13.31
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Fig. 3. Variacién en la temperatura maxima (linea continua) y minima (linea discontinua)

en la Bahia de Mazatlan durante los meses de muestreo
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Fig. 5. Variacién promedio mensual en el ndmerc de embriones-larvas/L (barras y gje
primario), y porcentaje de ejemplares en reproduccion (linea y eje secundario) Las

barras de error representan el error estandar de la muestra.

6.3.2. Variacion en el contenido de silice.

Durante los meses de marzo a agosto no se observd mucha diferencia en el
contenido de silice (Fig. 6). De marzo a junio aumenté ligeramente (del 67 at 68%)
mieniras que en julio disminuy6 y se mantuvo asi hasta agosto (66%). Posteriormente,
se observé una disminucidon muy ‘marcada en el porcentaje de silice en septiembre
(80%), aumentando de nuevo en octubre (64%) y en noviembre (66%). En enero de
2002 se observo ofra disminuciép en el contenido de silice (58%), registrandose
también para este mes la menor pfoporcién de silice. En febrero aumenta nuevamente
(62%), para disminuir en marzo y abril (59 y 56% respectivamente), siendo abril el mes
gue menor contenido de silice presentd durante todo el estudio. Esta tendencia se
repite en mayo y junio {80 y 58% respectivamente). De forma individual, el ejemplar con
mayor proporcién en silice {77%) se registro en junio, y en septiembre de 2001 y junio
de 2002 se detectd el ejemplar con menor proporcién (51%). En noviembre los
ejemplares presentaron muy poca variacién en el contenido de silice (62% a 66%). En
julio y enero los 7 ejemplares estudiados presentaron el rango de variacién mas amplio
(68 a 73% vy 51 a 66% respectivamente)} (Tabla 1).
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Fig. 8. Variacion mensual del porcentaje de silice en la esponja Mycale parishii. Las®

barras de error representan el error estandar de ta muestra.

£.3.3. Abundancia v biomasa de la fauna asociada.

Se encontraron representantes de 4 Phyla, 7 Clases, 15 Ordenes y'23 Familias |
(Tabla 2). El Phylum Echinodermata fu'e el més representativo y se encontré en todos |
los ejemplares durante todos los meses de muestreo, ocupando el 93% del total de los
organismos. Le siguid el Phylum Artropoda con 4%, Mollusca con 2%, y por ultimo -
Annelida con. 1% (Fig. 7). A nivel de famiiia se observé que la familia Ophiactidae
(Ofiu_ras, Phylum Echinodermata) aparecido en todos los ejemplares recolectadbs,
obteniendo el mayor porcentaje en abril con 98%, v el menor en marzo de 2002 con
0.37%. Las demas familias aparecieron en minimas cantidades (Tabla 3).

Se obtuve el nimero de familias y de individuos promedio mensual y se pudo
observar una gran variacion a lo largo del estudio (Fig. 8). En junio y agosto se encontro
el mayor nimero de familias (16 y 14, respectivamente), mientras que en enero de 2002
solo se registraron 4 familias. Por otro lado, en el nimero de individuos se observaron
las mismas variaciones que en el nimero de familias. Sin embargo, el mayor nimero de
individuos se presenté en el mes de febrero de 2002 (1698), mientras que el menor se

registré en junio de 2002 (178 individuos).
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Fig. 7. Porcentaje total de organismos pertenecientes a los 4 Phyla encontrados en

Mycale parishii.
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Tabla 2. Calcificacion taxondmica de la fauna asociada a la esponja Mycale parishii durante ef afio de

muestreo.

Phylum Annetidae
Clase Polychaeta
Orden Phyllodacida
Familia PHYLLODOCIDAE
POLYNOIDAE
NEREIDAE
Orden Eunicida
Familia EUNICIDAE
ARABELLIDAE
. Orden Terehellida
Familia TEREBELLIDAE
Orden Sabellida
Familia SERPULIDAE
Phyium Arthropoda
Calse Maxillipeda
Orden Thoracica
Familia BALANIDAE
MEGABALANIDAE
Clase Maizcostraca
Orden Decapoda
Familia HIPPOLYTIDAE
ALPHEIDAE
XANTIDAE
MAJIDAE
INACHIDAE
PORCELLANIDAE
Orden Isopoda
Familia PHAEROMATIDA
QOrden Amphipoda
Familia GAMMARIDAE
Phylum Echinodermata
Clase Stelleroidea
Orden Ophiurida
Familia OPHIACTIDEA

Clase Holcturcidea
Orden Holethurida
Familia HOLOTHURIDAE
Phylum Mollusca
Clase Gastrbpoda
Crden Patellogastropoda
Familia FISSURELLIDAE
Orden Neogastropoda
Familia CALYPTREIDAE
COLUMBELLIDAE
Orden Basommatophora
Familia TRIMUSCULIDAE
Clase Bivalvia
Orden Venercida
Familia CARDITIDAE
Orden Mytileida |
Famiila MYTILIDAE
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Tabla 3. Porcentaje total de las familias encontradas en la fauna asociada a la esponja.

Familia Promedio total (%) Familia Promedio total (%)
Nergirdae 0.0256 Inachidae 0.2023
Polynicidae 0.0170 Parcelanidae 0.3683
Terehellidae ~ {.5455 Gammaridae 0.3166
Serpulidae 0.0511 Ophiactidas 96.2188
Phyllodecidae 0.0341 Holoturidae 0.0088
Arabellidae 0.0170 Fissurellidas $.0264
Eunicidae 0.0938 Calyptridae 1.5268
Balanidae 1.5002 Columbeliidae 0.0879
Hippolytidae 0.0170 Trimusculidae 0.0088
Alpheidae 0.7075 Carditidae 0.2462
Xantidae 0.6155 Mytilidae 0.0284
Majidae 0.0791

Se observd una disminucion considerable en el nimerc y en la biomasa de la fauna
“asociada desde fnarzo a junio Posteriorrﬁente, de juhio a septiembre hubo un aumento
en el nimero y en la biomasa de los epibiontes (1 03 a 1.77 organismos/cm® y 20.75 a
55.52 gicm® respectivamente) (Fig. 9). Sin embargo, en octubre hubo una disminucién
muy marcada (0.12 organismosicm®; 9 38 g/om®). A partir de noviembre de 2001 hasta
marzo de 2002, se observaron variaciones muy marcadas en la abundancia de Ia féuna
asociada a la esponja. El nimero y la biomasa se mantuvieron casi constantes en abril
(0.94 organismos/cm® y 27 g/em®} y mayo (0 95 organismos/em® 'y 27 gfem®), mientras
que en junio la abundancia y la biomasa bajaron (0.3 organisrhos/cm3 y 9.7 g/em®). La
mayor abundancia de organismos se encontré en febrero con 2.58 organismos/cm?®, y la
menor en octubre con 0.12 organismos/cm®. Por otro lado, la mayor biomasa se
encontré en marzo de 2001, y la menor en octubre (69.85 glem® y 9.38 gicm®
respectivamente), es decir, el mayor promedio mensuai se encontré en febrero, pero la
mayor biomasa en marzo de 2002 Tanto el nimero de organismos como la biomasa de
estos variaron fuertemente enire cada ejemplar E! ejemplar con menor nimero de
organismbs se presentd en octubre y junio de 2002 con 0.03 organismos/ cm®, y el
mayor en febrero con 6.5 organismos/cm®, mientras que el ejemplar con la menor
biomasa se encontrd en junio de 2002 con ._1 05 glem® y en marzo de 2002 se registro la

mayor con 201.30 g/ cm® (Tabla 1),
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Fig. 9. Variacién promedio mensual en el ndmero (cm3) (barras y eje primario} y en la
- biomasa (g/cm®) (lineas y eje secundario) de la fauna asociada a fa esponja Mycale

patishii. Las barras de error representan el error estandar.

La diversidad presentd una gran variacidén a o largo de los meses de estudio (Fig.
10). El mes con mayor diversidad fue marzo de 2002 (1.25) y el de menor fue febrero
(0.1186). Esto indica que en marzo el nimero de organismos para cada familia estuvo
mejof repartido,- mientras que en febrefo, el numero de organismos fue mucho mayor
para una sola familia. De marzo de 2001 a agosto, los valores de diversidad
disminuyeron de 0.80 a 0.34. La diversidad presenté muchas fluctuaciones én el
periodo de septiembre a marzo de 2002, observandose una variacién de 0.116 a 1.25.
Posteriormente, la diversidad disminuyé hasta 0.214 y continud aumentado
paulatinamente hasta llegar a 0 499 en junio de 2002.

La equitatividad (J') vario de la misma forma que la diversidad {Fig. 10). Presenté su
valor maximo en marzo de 2002 (0.349) y el minimo en abril (0.039). Disminuyd de 0.25
en marzo de 2001 a 0.089 en agosto. Después, la equitatividad fluctué de 0.121 en

séptiembre a 0.039 en febrero, para luego aumentar en marzo de 2002 con 0.34 y
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volver a disminuir en abril con 0.07. Posteriormente, aumentd ligeramente en junio de
2002 con 0.116.
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Fig. 10. Variacidn de la diversidad (H') {linea continua y eje primario) y equitatividad

(J') (linea discontinua y eje secundario) promedio durante los meses de muestreo.

El andlisis de clasificacion basado en la abundancia de las familias nos permite
observar tendencias generales en la distribucion de la fauna asociada entre meses (Fig.
- 11). Los meses de marzo y octubre de 2001 y junio de 2002 se separaron de los dos
grupos principales, debido tal vez a que en estos meses se encontraron los valores
menores de individuos por familia, variando de 178 a 372 individuos. Marzo de 2002
también se separd de los grupos principales ya que en este mes el numero de
individuos por familia estuvo mejor repartido que en los otros meses. El primer gru.po
estuvo representado por los meses de junio a septiembre y noviembre de 2001, donde
el nimero de familias e individuos vari6¢ de 10 a 16 y de 1057 a 1601, respectivamente.
El segundo grupo estuvo representado por los meses d.e enero, febrero, abril y mayo de
2002, debido a que en estos meses se presentaron valores iguales de familias (8),
exceptuando a enero, donde se encontrd un valor bajo de familias y de numero de

individuos (4 y 350, respectivamente).
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Fig. 11. Analisis de clasificacién de los meses de muestreo basado en la abundancia
‘media de la fauna asociada a nivel familia. En el eje y se expresa el porcentaje de
similitud.

6.4. Correlacién entre los parametros ambientales y los procesos biolégicos

Se obtuvo una correlacién positiva entre el ndmero de embricnes-larvas/L y la
temperatura méxima y minima del agua (p < 0.011, p < 0.034 respectivamente).
Ademas, se obtuvo una correlacion negativa entre el nimero de embriones-larvas/L y el
contenido de silice (p < 0.014), es decir, que cuanto mayor numero de embriones-

larvas, menor propaorcion en el contenido de silice (Tabla 4).
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Tabla 4. Resultados de la correlacion de Spearman (r) entre los pardmetros ambientales
Yy procesos bic')ticos.. Solo se presentan las correlaciones significativas (p<0.05). Los

resultados se expresan como ry p.

Numero de | Contendido de
embriones- silice
larvas/L

Temperatura
Maxima 0.3112,0.0116

Temperatura
Minima 0.2621,0.0349

Numero de
embriones- -0.3022,0.0143

larvas/L

6.5. Bioactividad de la esponja

6.5.1 Enhibicién dei desarrollo embrionario del erizo de mar Echinometra Vanbrunti

El resultado del anlisis de varianza de dos vias determind que-el porcentaje de
inhibicion promedio varié significativamente con respecto al tiempo y ala concentracion
(Tabla 5).

La variacidn de la inhibicidn con respecto al tiempo fue significativa (F=3.78;
£=0.000038), y se pudieron distinguir tres periodos. El primero de marzo a septiembre
con valores entre 43.60 y 56.85 %; el segundo abarcd de octubre a enero, en el cual se |
registraron' los porcentajes de inhibicion mas bajos y variaron de 11.32 a 16.95%; vy el
tercero, similar al primero, de febrero a junio de 2002 con porcentajes entre 12.87 y |
42 09 % (Fig. 12), El mayor porcentaje de inhibicién se registré en julio y el menor en
enero (56..85.y 11.32 %, respectivamente).

Con respecto a las concentraciones, el mayor porcentaje promedio de inhibicidn se
registré a 1000 ug/ml (71.88 %), mientras que a las concentraciones de 100 y 10 ug/ml
el porcentaje promedio fue muy bajo (17 88 y 11.98 %, respectivamente) (Fig. 13).

Ademas, se obtuvo una relacion tiempo-concentracion significativa (p<0.0001) que
indicaba que hubo meses en'_ los que no se encontraron diferencias entre las distintas

Concentraciones.p_robadas y el testigo (Fig. 14).
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Tabla 5. Resultado del analisis de varianza de dos vias de la variacién de la actividad
con respecto al tiempo (Factor 1; 13 niveleé), y a la concentracion (Factor 2; 3 niveles).
df1, df2: grados de libertad del estadistico ~ (Rao R), usados para determinar el nivel de

significancia del efecto; p niveles de p asociados con el estadistico Rao R para cada

efecto.
Lambda de :
Factores ) Rao R df 1 df 2 p
Wilks :
Tiempo ‘ 0.2240 14.3728 24 310 [0.000000
Conceniracion 01395 129.9534 4 310 10.000C00
Tiempo-concentracion 0.3260 | 4.8522 48 310 {0.000000

La prueba de Newman-Keuls (Fig. 14) demosiré que en la concentracién de 10 ug/mi
se detectaron diferencias significativas con respecto al testigo en los meses de julio y
agosto y de abril a junio de 2002 En julio se presentd el mayor porcentaje de inhibicidn
a esta concentracion (25.86%,; p<0 027) y el menor en enero (6.71%). A partir de la
concentracion de 100 pg/ml se encontraren diferencias- significativas de junio a octubre
y de febrero a junio de 2002. En julio se presentd el mayor porcentaje de inhibicion
- significativo {39.35%; p<0 003) y el mehor porcentaje se registrd en enero (9.3%). En la
concentracion de 1000 ug/ml. Se encontraron diferencias significativas en todos ios
meses de muestreo, con el mayor porcentaje de inhibicién en junio de 2001 (100%;
p<0.000001) y el menor en junio del 2002 (19.20%; p<0.006)

De forma individualizada se observé que en marzo de 2001 se registrd el ejemplar
con mayor porcentaje de inhibicién (61 33%); mientras que en noviembre se registré e
menor (4.67%) (Tabla 1).
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Fig. 12. Porcentaje promedio mensual de la inhibicién (linea continua) con respecto al
- testigo (linea discontinua) a lo largo del tiempo. El valor de Rae Ry significancia p se

muestra en la grafica.
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Fig 13 Porcentaje promedio totai de la inhibicion de las tres concentraciones

estudiadas (linea continua) con respecto al testigo (linea discontinua).
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Fig. 14. Interaccién tiempo-concentracién del porcentaje promedio mensual de la
inhibicién en las tres concentraciones estudiadas (lineacontinua) con respecto al testigo

(linea discontinua).

-.8.5.2. Inhibicion del crecimiento bacteriano (MICROTOX)

En este bicensayo, la bioactividad registrada a las concentraciones probadas no

permiti6 calcular fa EC50, por lo que se utilizaron los valores ganima de toxicidad a I
1000 ug/mi (Fig. 15). El valor gamma promedio mensual mas alto se registrd en junio de
2001 (0.7904) y el mas bajo en noviembre (0.2702). De marzo de 2001 a junio el valor
de gamma aumentd de 0.4688 a 0.7904. Posteriormente, se registrd una disminucion
de 0.6913 a 04625 en junio y agosto respectivamente. En septiembre y octubre se
presentaron valores de gamma muy similares disminuyendo de 0.5689 a 0.5025. De
noviembre a febrero se registrd un aumento de 0.2702 a 0.6907, para después
disminuir hasta 0.4196 en marzo de 2002. De abril a junic de 2002, el valor de gamma

~disminuy6 de 0.6385 a 0.598. Analizando los datos por ejemplar, se registrd una gran
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variabilidad en la actividad, presenténdoseﬂ el valor gamma mayor en junio (1.205) y el
menor en marzo de 2001 (0.098), (Tabla 1). < '
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Fig. 15. Variacion promedio mensual de la actividad antimicrobiana (1000 ng/ml) de la

esponja Mycale parishii. Las barras de error representaﬁ el error estédndar de la muestra
del 95%. o .

6.6. Relac:on de Ia bloactlwdad con los parametros amblentales y procesos'
biéticos.

Se obtuvo’ una correlacion significativa entre la actividad inhibitoria del desarrollo

embrionaric y algunos de los parametros bidticos y ambientales estudiados. Se
encontrd una correlacion significativa entre el porcentaje de inhibicion y la temperatura
maxima del agua (p <.0.0123) (Tabla 8). Esto indica que la bioactividad varié con la
temperatura del agua en forma positiva, es decir que, al éﬁmentar la temperatura,
- auments la bioactividad de la esponja. La actividad también estuvo correiamonada con
| el numero de organismos de la fauna asocuada ala esponja. {p < 0.0255).

La correlacion entre el grado de inhibicién del crecimierjfs_q bacteriano, y a}gunos de

los parametros bidticos y abidticos fue significativa (p < 0.05). Por ejemplo, se p'udo

observar que fa inhibicién antimicrobiana estuvo correlacionada significativamente con




fa temperatura maxima del agua (p < 0'.0454) y con el niimero de embriones-larvas (p <

0.0086), (Tabla 6).

6.7. Comparacion entre los bioensayos
Los resultados de los bicensayos no estuvieron correlacionados, aunque

manifestaron tendencias similares en ciertos momentos del afno (Fig. 16). A partir de
marze y junio los dos bicensayos presentan un aumento en la inhibicion.
Posteriormente, la inhibicion del desarrollo embrionario aumentd nuevamente en julio,
cuando alcanzd el maximo valor. En agosto y septiembre disminuyé ligeramente, y de
octubre a enero la disminucion en fa actividad fue muy marcada. En febrero y marzo de
2002 la actividad volvi6 a aumentar y de ahi hasta junio de 2002 disminuyd
paulatinamente. La inhibicién del crecimiento bacteriano disminuyé desde julio hasta
noviembre, aunque en septiembre y octubre aumenté ligeramente. Posteriormente, de
enero a febrero aumenté considerablemente disminuyendo nuevamente en marzo de
2002. Durante los meses de abril a junio de 2002, la actividad se mantuvo casi

. constante. Los dos bicensayos empezaron cont un aumento en la actividad, solo que en
E el bioehsayo de la inhibicion del crecimiento bacteriane s‘_el presentd antes que en el de

“inhibicién del desarrolio embrionario.




Tabla 6. Resultado de la correlacion de Spearman (r) entre la bioactividad de los

extractos y los parametros ambientales y procesos biéticos. Solo se presentan las

correlaciones significativas (p<0.05). Los resuitados se expresan como ry p.

Namero de | Contendido de Fauna Temperatura | Temperatura
embriones- silice asociada Maxima (C) | Minima (C)
| larvas/L (#cm®)
% Inhibicién
promedio 0.27,0.02 0.30,0.01 0.23,0.05
% Inhibicion
100 pg/ml 0.34,0.00 0.29,0.01
% Inhibicién
1000 pg/mil 0.30,0.01 0.36,0.00
MICROTOX '
(1000 pg/mly |  0.32,0.00 0.25,0.04
100 - 2 Inhibicién del desarrollo embricnario 1
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Fig. 16. Comparacién entre la inhibicidn del desarrolic embrionario (porcentaje de

- inhibicidn; barras y eje primario) y |a inhibicién del crecimiento bacteriano (unidades

"gamma; lineas y eje secundario), en la actividad de la esponja Mycale parishii. Las

barras de error representan el error estandar de la muestra del 95%.
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7. DISCUSION

La relacion entre la bioactividad de ambos bicensayos y la temperatura del agua,
sugiere una variacién estacional con valores minimos en otofio-invierno coincidiendo
con las temperaturas mas bajas y maximos en primavera-verano cuando la temperatura
del agua es mas alta. Los primeros investigadores en sugerir un patrén estacional en la
variacion de la toxicidad en esponjas fueron Green et al. (1990), quienes también
encontraron un aumento en la actividad antimicrobiana de algunas especies de
esponjas de la Bahia de Mazatlan durante los meses mas calidos del afio. En otras
latitudes también se demostré que la toxicidad de la especie Cambre cambre
presentaba un comportamiento ciclico anual (Turon et al. 1996). Estos trabajos sugieren
la hipdtesis de que la produccion de sustancias bioactivas en algunas especies se ve
mediada por las fluctuaciones ambientales generales del medio.

Para el caso concreto de la esponja Mycale parishii, los antecedentes indicaban que

existia cierta relacién entre la actividad antimicrobiana, y la temperatura del agua

:....(.G.reen et al. 1990). Sin embargo, en este trabajo se estudiaron esponjas.recolectadas .
. en diferentes épocas del afio, en diferentes afios, y en diferentes localfidades, con lo
""q_ue la diferencia se podria deber a cualquaera de estas variables (epoca afo,

__ chalidad)

“Michel- Reynoso (1986) estudit la vartacién mensual de la actividad antimicrobiana

de la esponja Mycale parishii en la Bahia de Mazatlan durante un afio natural, y no
| encontro refacion entre la actividad y la temperatura del agua. La falta de estacnonalldad
- se podna deber al hecho de que Michel-Reynoso utilizé la actlwdad promed:o de

ejemplares recolectados en seis localidades diferentes, por !o__ qgue el posible efecto
estacional se pudo ver enmascarado por [a variacion espaéiaf. .

Green et al. (1990) y Michel Reynoso (1986} utilizaron como disolvente metanol, y la
extraccién la hicieron a partir de fragmentos de la esponja fresca. En nueétro €aso,
utilizamos como disolvente DCM:MeOH vy la extraccién se hizo a partir de fragmentos
de esponja liofilizada. Aunque el DCM parece extraer a todas las sustancias toxicas en
diferentes especies de esponjas del Mediterrdneo (Becerro 1894), los diferentes

resultados encontrados también se pueden deber al hecho de que Michel Reynoso

utilizd fragmentos de la esponja fresca como sensidiscos en los ensayos
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antimicrobioldgicos, y nosotros utilizamos extractos disueltos en una solucién acuocsa
donde se ponen las bacterias a crecer.
En ofro estudio mas reciente, realizado en aguas del Mar de Cortés, Betancourt et al.
(1998) no encontraron relacion entre la actividad antimicrobiana de la esponja Aplysina
fistufaris y la temperatura del agua. Sin embargo, enconiraron una estrecha relacion
entre el nivel de toxicidad de la esponja y la fauna asociada a la misma, que concuerda
con los resultados del presente estudio, sugiriendo que .la fauna mantiene aigan tipo de
relacién ecoldgica con la esponja, 0 como consecuencia de la correlacion de la
actividad y la temperatura del agua. Sin embargo, Amade et al, (1987) sugiere que la
relaciébn de la actividad antimicrobiana sea por control de la poblacidon de
microorganismos. | '
La.abundancia de la fauna asociada estuvo correlacionada con la actividad en el
bicensayo de inhibicion del desarrollo embrionario. Esto sugiere que la esponja tiene la
o capacidad de producir un grupo de sustancias toxicas, que pueden servir para inhibir el

_.i7... . desarrollo. y_asentamiento de algunos integrantes de la fauna que asocia a ella. El

. bioensayo de inhibicidn del desarrollo embrionario puede indicar actividad inhibitoria del
.":'-aé_s_éfrollb y fnetamorfosis de a!gunas' larvas que Ilegﬂen a fijarse en la SUperfi'cie de
- :"‘;"""iéé"éa,mq_ actividad antiadherente frente a embriones fertilizados o larvas que se depositen
en la esponja. Betancourt et al. (1998) sugirieron que la temperatura puede ser el
detonador que desencadena la reproduccién -de la mayoria de los organismos
~ asociados con la esponja. Aunque en este estudio no se encontré correlacién directa
entre la fauna asociada y la temperatura del agua, la abundancia de la fauna asociada
“ tuvo tendencia a aumentar en verano, al igual que la temperatura. Esto nos sugiere que
la variacion de la abundancia se podria relacionar indirectamente con la temperatura del .
agua en épocas puntuales del afio, y esto a su vez provoca mayor actividad inhibitoria
en la esponja |
Debido a lo anterior, se sugiere que el bioensayo de inhibicion del desarroilo
~embrionario realizado en este estudio puede servir como indicador de inhibicidn de
-organismos que posiblemente vivan en la- superﬁcie o en el interior de la esponja.
‘Aunque se ha sugerido que la fauna asociada a la. esponja pueden actuar como

~comensales de esta (Turon et al. 2000), se ha propuesto que simbiontes de algunas

esponjas en un momento dado, llegan a ser parasitos de esta, haciéndola producir
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algdn tipo de sustancia para poder controlar a estas poblaciones (Rutzler 1985; Rutzler
1989). En el caso especifico de la ofiura Ophiactis savignyi, pasa todo su ciclo de vida

dentro de la esponja Mycale parishii (Duarte y Nalesso 1996). De hecho, esta misma

especie fue la mas abundante en este estudio (ver apartado "Relacién entre la fauna

asociada y la esponja”).

La actividad de {a esponja medida mediante el bioensayo de inhibicion del desarrollo
embrionario se correlaciond positivamehte con el contenido de silice de la esponja.
Debido a que la acth)idad muestra una variacién estacional, seria l6gico suponer que al
estar correlacionadas entre si, el contenido de silice este también correlacionado con la
temperatura del agua, como ha sido sugerido por Schonberg y Barthel {(1997). Sin

embargo, no fue asi, ya que a pesar de que los mayores porcentajes de contenido de

~ silice se encontraron en primavera-verano de 2001, los valores fueron disminuyendo al

aumentar la temperatura del agua. El menor porcentaje se encontré en primavera y

principios de verano de 2002, lo que concuerda con la variacién de la actividad con

‘respecto a la- temperatura. Asi, la produccién de esqueleto de la esponja puede variar

con, la produccion de sustancias activas, mientras que esta Gltima puede variar con

respecto a la temperatura del agua. En este sentidoi Bavellestro et a.l (1993) no

| -_”_enc.o,ntraron correlacion entre el con'tenido de sii'ice y la temperatura del 'agua. Sin
| ehﬁbérgo, 'ehéoh'tr'aron una correlacion hegativa entre el tamario de las espiculas y la
- temperatura. En contraste, Schonberg y Barthel (1997) demoétraron que la produccidn
‘de espiculas crecia paralelamente con el incremento de la temperatura en primavera,

siendo mas pronunciada en verano. De iguat forma, Mercurio et al. (2000) encontraron
que el contenido de silice presentd una tendencia estacional, positivamente
correlacionado con los valores de temperatura de verano hasta finales de otofio, por lo
que se sugiere que la correlacién entre estos parametios sea consecuencia de la
variacion que tiene cada uno con la terﬁp'eratura del agua. _

La actividad de inhibicion del crecimiento bacteriano estuvo correlacionada con el

nimero de embriones-larvas/L de esponja. Esta comelacion puede deberse a un
mecanismo de defensa de la esponja para asegurar la reproduccion. Coli (1992)

‘registrd cambios estacionales en la produccidn de sustancias en corales blandos

relacionados con la reproduccion, yva. que los huevos en algunas. especies estan

dotados con sustancias especificas, que aparecen solo durante la época. reproductiva.
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Sin embargo, puede ser también debido a un mecanismo de control de la esponja hacia
la poblacién de los microorganismos que viven en elfla (Amade et al. 1987), ya qué'se
ha encontEado que algunos microorganismos viven permanentemente en e mesohilo de
la esponja Aplysina aerophoba indicando una interaccidon entre ésta y los
microorganismos asociados a ella (Friedrich et al. 2001). |

La reproduccién y la formacién de esqueleto se correlacionaron negativamente
indicando gue la esponja invierte su energia en cada momento en el proceso que mas
la requiere. Bavestréllb et al. (1993), encontraron los valores minimos de contenido de
silice y tamafio promedio de espiculas en el pericdo de reproduccioén (fin de verano) de
la esponja Chondrilla nucula (aungque no presentaron correlaciones estadisticas).

Schonberg y Barthel (1997) observaron que la produccién de espiculas decrece

notablemente en Halichondria panicea cuando empieza su ciclo de ovogénesis (en:

otofio). Frohlic y Barthel (1997) sugirieron que la intensa reproduccidén de la esponja

Halichondria panicea es en primavera y los especimenes hembra muestran una

disminucion significativa en su consumo de silice, por lo gue no producen espiculas. -

durante este periodo. Mercurio et al. (2000) sugirieron que el contenido de silice

aumenta conjuntamente con el desarrollo de las larvas de la esponja Pellina

semitubulosa.

La variacion en la bioactividad también puede tener relacién con la densidad de la

poblacion y/o con el tamafo de la e's'ponja“ En la primavera de 2001, cuando se
registraron los valores de inhibicion més altos, se encontraron los ejemplares de menor
tamafio, y la abundancia fue muy inferior a la encontrada en la primavera de 2002,
cuando la inhibicion fue menor que en la primavera del 2001 (obs. pers.), época que se
asemejo a la densidad de la poblacion de Mycale parishii para la misma época en el

afo 2000 (Carballo, com. pers.) Lamentablemente, no se pudo comprobar esta relacién

debido a que no se estimd el tamario promedio de la poblacién, y tampoco se
- contabilizé la densidad de la esponja en el area de estudio. Uriz et al. (19895)
-encontraron que la forma del crecimiento en diferentes habitats puede contar también

| ‘para la produccion de téxicos. En contraste con nuestra supdsicién, Soria et:al. (1999)

sugirieron que en general las esponjas mas activas de Santispac, BCS., permanecen

todo el afic a diferencia de las no activas. Sin embargo, se necesitan estudios




posteriores para poder comprobar si el tamario y densidad de la esponja intervienen en’
la produccién de sustancias activas.
Relacion entre la fauna asociada y la esponja.

Existen diferentes tipos de asociaciones entre las esponjas y sus habitantes, que van
desde el simple contacto temporal hasta la dependencia metabdlica del huésped
(Vernberg 1974). Bacescu (1971) conciuyd que después de los arrecifes de coral, las
esponjas constituyen uno de los bioctopos mas ricos en los mares trbpicales. En efecto,
la esponja Mycale pén’shif resguarda a una fauna muy diversa, enconfrandose un total
de 11,732 individuos a lo largo del afo, repartides en 4 phyla en 91 muestras. Duartey .
Nalesso (1996), encontraron un total de 7012 individuos en 4 phyla. Ellos estudiaron la
fauna asociada a la esponja M. parishii en Brasil. Encontraron una diversidad muy alta
de especies en comparacion a la nuestra, sin embargo, nuestra diversidad fue dada por
familias y no por especies. En este éstudio se pudo observar la separacién de los
meses de e'studio en dos grupos, uno formado por el afio 2001 y el otro por el 2002.

Esto puede ser debido al tipo de ambiente en donde fue recolectada la muestra, ya que,
como se menciond en material y metodos, se estudiaron los ejemplares de tres
estac:ones similares en el tipo de sustrato y se sabe que la fauna asociada puede variar
) dependiendo del sitio, habitat y tipo de sustrato (Santucm 1922; Pearse 1950; Duarte y
~Nalesso 1996). 7
| Bl grupo principal encontrado en la fauna asociada a la esponja fue el de las ofiuras
(Ophictidae}, registrandose ejemplares de esta famiifa en todos los meses de muestreo
con maxima ébundancia en abril y minima en marzo de 2002. Los ofiurcideos empiezan
su época de reproduccion en el verano y es por medio de fecundacion externa ya c}ue
los huevos y el esperma se liberan en el agua (Hickman et al. 1990). Las larvas nadan
libremente y no presentan estadio de fijacién. Cuando el organismo esta completamente
~ formado se va hacia el fondo donde comienza a vivir como adulio. Aunque hay algunas
especies gue incuban a sus huevos vy los liberan en su etapa juvenil, la gran mayoria
son oviparos que no incuban (Barnes 1984). Algunas ofiuras son comensales de [as
‘grandes esponjas, en cuyos canales pﬁeden vivir en gran ndmero {Hickman et al.
"‘-'19‘90). Turon et al. (2000) encontraron que los reclutas de la ofiura Ophiotrix fragilis

pueden seleccionar su sustrato, posiblemente como resultado de migracion después del

asentamiento. Sugieren también que la relacidn entre las ofiuras vy. [as esponjas esta
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basada en una relacién trofica, ya que se pueden beneficiar de las corrientes inhalantes
de la esponja, es decir, puede ser que las ofiuras limpien la superficie inhalante de
particulas muy grandes que no pueden entrar por los ostiolos de la esponja. Este
“ser\)icio de limpieza” permite a la esponja una capacidad de filtracion mas eficiente
(Hendler 1984). Los beneficios pueden dejar un incremento en fa tasa de crecimiento de
la esponja como un resultado de una asociacién tréfica (Turon et al. 2000) o mutualista
(Hendler 1984). Cuando las ofiuras crecen a un tamafio mayor de 1 mm (diametro del
"disco), abandonan la superficie de la esponja y se ocultan en pequefias cuevas o bajo
rocas. Sin embargo, en este estudio se encontré que la especie més abundante de la
familia probablemente sea Ophiacﬁs savignyi. Esta especie es detritéfaga y tiene
reproduccion sexual y asexual {la Ultima por biparticion del disco) (Boffi 1972). Duarte y
Nalesso (1696) encontraron que la especie mas abundante dentro de la esponja M.
parishil fue Ophiactis savignyi, y sugirieron que esta especie puede ocupar la mayoria
de cualquier espacio disponible dentro de la esponja; hasta las pequefias camaras
flageladas pueden estar ocupadas por juveniles. Una vez dentro, esta especie puede
pasar su vida bentonica completa dentro de M. parishii. Lo anterior nos sugiere que la
relacion que mantienen la esponja y 1a ofiura posiblemente sea de tipo mutualista, es
decir, la esponja le ofrece refugio y alimento a la ofiura y esta, le brinda un servicio de
limpieza.

Se sabe que algunas familias del phyllum Artropoda como Majidae, Xantidae y
Porcefanidae, pueden ser comensales de la esponja Aplysina fistufans y depredadores
de la microcomunidad asociada (Wurzian 1977).. Los cangrejos ermitafios (Clase
Anomura) son tipicamente omnivoros, y al parecer, no son depredadores de esponjas,
aunque Waddell y Pawlik (2000a) encontraron que algunas esponjas presentan
actividad antipredadora frente a un cangrejo ermitéﬁo en Las Bahamas. Sin embargo, la
esponja Mycale /aveis no presento esta actividad (Waddell y Pawlik 2000a). Debido a lo
anterior, podemos asumir que la relacién entre los artropodos y la esponja sea
mutualista.

Crepidula sp. (Familia Calyptreidae) fue el gasterdépodo mas abundante asociado a [a
esponja y casi todo el tiempo se le encontrd cubierto por la esponja (obs. pers). La
mayoria de los moluscos viven en sustratos sélidos y muchos otros scbre arenas flojas

y [a gran mayoria se alimentan por filtracién, como en el caso de Crepiduia sp. (Familia
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Calyptreidae) (Barnes 1984) Puede ser que el gasterdpodo Crepidufa sp. se aproveche
de las corrientes generadas por la esponja bara alimentarse.

Los poliquetos estan frecuentemente asociados a las esponjas (Dauer 1974). En este
estudio se observaron 7 familias de poliquetos, entre ellas, Terebellidae, Eunicidae y
Nereidae, que también fueron reportadas en la fauna asociada a la esponja M. parishii
en Brasil por Duarte y Nalesso (1996). En este sentido, otros autores han reportado a
las familias antes mencionadas, ademas de Polynoidae y Serpulidae (Westinga vy
Hoetjes 1981, Voultsiadou et al. 1987; Kliitgard 1995).

Por otro lado, existen otros tipos de relaciones y/o variantes en la abundancia y
diversidad de la fauna a asociada a las esponjas. Entre ellas la estructura y volumen de
~ la esponja (Pansini 1970; Frith 1976; Westinga y Hoetjes 1981}, o dependiendo del sitio,
habitat y tipo de sustrato (Santucci 1922; Pearse 1950; Duarte y Nalesso 1996). Lo que
- indica gue la abundancia y biomasa de la fauna asociada puede variar, dependiendo
del tamarfio o volumen de la esponja o del habitat en donde se encuentre la esponja.
Incluso, puede ser debido a procesos fisicos del ambiente. La relacién entre la fauna
asoéiada y la esponja pudiera ser influenciada por ‘parémetros bidticos o factores
‘ambientales y en algunas ocasiones, algunas sustancias quimicas de la esponja

podrian influir en el asentamiento de algunos organismos.
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8. CONCLUSIONES

1.- La produccién de embriones/larvas en la esponja Mycale parishii es continua a lo
largo de todo el pericdo de estudio, con maximes en verano, y minimos en invierno,

guardando relacién con las fluctuaciones de la temperatura del agua.

2.- La proporcién de materia organica/inorganica en la esponja fue muy variable
durante el periodo de estudio, aungque la proporcién de silice no presentd correlacion

con la temperatura del agua, como era de esperarse.

3.- La correlacion negativa obtenida entre la produccion de embriones/larvas, y ia
proporcion de silice, indica que la esponja invierte su energia alternativamente en

ambos procesos.

4 .- La abundancia y biomasa de la fauna asociada a la esponja aumenta en verano

como respuesta a la temperatura del agua.

5.- La variacion anual de la bioactividad de la esponja M. parishii parece seguir un

patrén estacional, con valores altos en la primavera-verano, y bajos en otofic-invierno.

8. La bioactividad (medida mediante el bioensayo de inhibicion del desarrolio
embrionario del erizo), parece inducirse por la presencia de la fauna asociada a la

‘esponja

7. La relacion positiva entre la actividad antimicrobiana de la esponja y ia
reproduccion, sugiere la presencia de sustancias antibidticas en los huevos de la-
esponja, o bien, la produccion de sustancias activas en la propia esponja para
defenderse en un momento tan importante de su ciclo de vida como es la produccion de.
embriones y huevos, o bien la 'respuest_a al posible incremento de microorganismos en

esta época.
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