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RESUMEN

Las esponjas son miembros importantes de las comunidades bentónicas

marinas y, constituyen un recurso rico en productos naturales activos,, El objetivo

de esta trabajo fue determinar la relación de la actividad de la esponja Mycale

paríshü con algunos parámetros abióticos (temperatura del agua) y procesos

biológicos. Para ello, mensualmente desde marzo de 2001 hasta junio de 2002,

se recolectaron 7 ejemplares en la bahía de Mazatlán (Sinaloa), y en cada uno

de ellos se estudió el estado de reproducción (porcentaje de ejemplares en

reproducción, y número de elementos reproductores por volumen de esponja), el

contenido de sílice por peso de esponja, la abundancia y biomasa de la fauna

asociada y la actividad. La variación en la bioactividad se detectó y cuantificó

mediante la inhibición del desarrollo embrionario del erizo "Echinometra

vanbruntf fecundados in vitro y mediante el bioensayo de inhibición del

crecimiento bacteriano (MiCROTOX) La producción de embriones/larvas en la

esponja es continua a io largo de todo eí periodo de estudio, aicanzando un

máximo en julio y un mínimo en marzo de 2002, guardando un patrón estacional.

El contenido de sílice fue muy variable a lo largo dei estudio, a pesar de que el

mayor porcentaje se registró a principios de verano, no guardó relación con la

temperatura del agua,. Se encontraron 4 phyla, en la fauna asociada, siendo las

ofiuras los organismos más abundantes. La abundancia y biomasa de la fauna

siguió una tendencia de aumento en el verano. Además, se obtuvo una

correlación negativa entre el contenido de sílice y la reproducción indicando que

la esponja invierte energía en el proceso que más lo requiera,, La variación anual

de la bioactividad siguió un patrón estacional, con valores máximos en

primavera-verano y mínimos en otoño-invierno., La bioactividad en el bioensayo

de inhibición del desarrollo embrionario estuvo correlacionado positivamente con

la abundancia de la fauna asociada indicando que el bioensayo pudiera servir

como indicador de inhibición de! desarrollo embrionario o metamorfosis de

organismos que llegaran a depositarse sobre la esponja. En cuanto a la

inhibición del crecimiento bacteriano, se pudo observar una correlación con ei



número de embriones-larvas, debido tal vez a un mecanismo de defensa

empleado por la esponja para asegurar la reproducción.



1. INTRODUCCIÓN

Desde hace décadas se han aislado compuestos orgánicos producidos por

organismos marinos que presentan un amplio rango de aplicaciones la agricultura,

acuicultura e industrias farmacológicas (Fautin 1988; Hall y Strichartz 1990, Caprioli et

al., 1992; Willemsem y Ferrari 1993) Sin embargo, solo en las dos últimas décadas"se

ha despertado un interés generalizado por entender el verdadero papel de estos

compuestos en los procesos ecológicos en los que las diferentes especies se ven

envueltos. La ecología química es una disciplina que se desarrolló de la mano de los

productos naturales y surge precisamente para intentar explicar el papel ecológico de

estos compuestos, Los principales aspectos que contempla se relacionan con

fenómenos tan diversos como el mutualismo, la simbiosis, la comunicación química, el

asentamiento larvario, la detección de depredadores, el reconocimiento del alimento, la

bioluminiscencia, la competencia por el espacio, etc., (Bergquist y Sinclair 1973; Bakus

et al. 1985; Pawlik et ai. 1995; Chañas et al. 1996; Wulff 1997),,

Por otra parte, la bioactivídad de una especie puede verse influenciada tanto por

factores externos como por las condiciones ambientales, la presencia de depredadores,

la infección por parásitos, la temperatura del agua, la profundidad, el nivel de nutrientes,

etc., como por factores internos como por ejemplo el genotipo, el estado fisiológico, etc.

(Sennett et al. 1992; Paul 199; Pawlik 1993; Unson et al. 1994; Pennings et al. 1994,

Chañas y Pawlik 1995; Rueda et al 1997) Debido a elio, la bioactividad de una especie

frecuentemente varía dependiendo de dónde, cuándo y cómo 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 experimentalmente en el

laboratorio, como transplantando individuos de ambientes limpios a zonas

contaminadas (Ageíl et al. 2001),. En este último caso, se demostró que los ejemplares

de la zona control mostraron un nivel de toxicidad significativamente más alto que los

transplantados a la zona contaminada que, por el contrario, producían más proteínas de

estrés para reparar e! posible daño celular producido por la contaminación (Ageíl et al.

2001).

Las esponjas son miembros importantes de las comunidades bentónícas marinas y,

en general, constituyen un recurso rico en productos naturales activos (e.g. Uriz et al.

1991),, La frecuente aparición de estos compuestos bioactivos en esponjas se

1



interpreta, en algunos casos, como un sistema de defensa química frente a factores

externos causantes de estrés como la depredación, el exceso de recubrimiento por

organismos epibiontes ffouling") (Becerro et al, 1994), o la fuerte competencia por ei

espacio (Norris y Fénica! 1982; Davis et ai,. 1989; Scheuer 1990; Faulkner 1992, Pawlik

1993; Proksch 1994) En el caso concreto de actividad antimicrobiana se sugirió que

ésta podría aumentar ia capacidad de retención de bacterias por los coanocitos

incrementando, por consiguiente, la eficiencia del proceso alimenticio (Bergquist y

Bedford 1978), aunque esta teoría generalmente no es aceptada. Además, estudios

recientes sugieren que las bacterias asociadas a la esponja Aplysina aerophoba residen

permanentemente en ella, apuntando a una interacción altamente integrada entre la

esponja y ios microorganismos asociados a ella (Friedrich 2001). Sin embargo, solo en

años recientes se han hecho estudios para evaluar las funciones ecoíógicas de estos

compuestos a lo largo del tiempo, o en función de diferentes condiciones ambientales

(Turón et al. 1996; Chañas et al. 1996; Swearingen y Pawlik 1998; Waddell y Pawlik

2000a y 2000b).

Los antecedentes indican que la especie Mycaie parishii, objeto de este estudio,

presenta actividad antimicrobiana (Micheí Reynoso 1986), e ictiotóxica (Green et al,

1990), y es una de las especies más abundantes y características del ecosistema

rocoso de la Bahía de Mazatlán (Carballo, com pers.).

El principal objetivo de nuestro trabajo fue el de determinar ios niveles de actividad

natural de la especie Mycaie parishii durante un ciclo anual, y relacionar estos niveles

con procesos biológicos (reproducción, cantidad de sílice) o parámetros físicos

(temperatura del agua),. Pensamos que con estudios adecuados se podría determinar

qué afecta la variación natural de esta bioactividad, así como ia influencia de procesos

biológicos o del ambiente sobre la misma.



2. ANTECEDENTES
De todos ios invertebrados marinos, las esponjas parecen ser uno de los grupos

donde se han descrito más especies bioactivas (Faulkner 1994) Son organismos

sésiles y, por tanto, de fácil acceso para sus depredadores, aunque muchas especies

han desarrollado substancias tóxicas o disuasorias frente a depredadores potenciales

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

el punto de vista ecológico es reciente, hay indicios que apuntan que factores como la

exposición a la luz (Paul 1992; Aieílo et a!,. 1993, Becerro et al. 1995), la estacionalidad

(Turón et al 1996), la presencia de simbiontes o endosimbiontes (Betancourt et al.

1998), o incluso la latitud (con todos los factores asociados que implica) podrían

explicar la variación de la toxicidad en las esponjas marinas (Green 1977; McCIintock

1987),,

Existen diferentes causas por las que puede variar ¡a toxicidad de las esponjas; el

método de extracción y los solventes usados (Bergquist y Beaford 1978; Thompson et

al. 1983), así como el manejo y preservación de las mismas (Rinehart 1988)

Paralelamente a los estudios de la variación de la toxicidad natural o de los

metabolitos secundarios en las esponjas, se han desarrollado metodologías que valoran

la actividad de sus extractos orgánicos como agentes antimitóticos (Martin y Uriz 1993;

Pesando et al. 1996; Becerro et al. 1997), y disuasorios frente a depredadores como

erizos, estrellas de mar, peces, crustáceos etc. (Pennings etai. 1994, Wulff 1994; 1995,

1997; Chañas et al. 1996; Uriz et al. 1996, Wright et al. 1997; Swearingen y Pawlik 1998;

Waddell y Pawlik 2000a y 2000b), Incluso, se ha logrado inducir experímentalmente

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 iluminación directa del sol

mostraron más alto contenido en diterpenos que los que estaban en la misma

profundidad pero en la sombra. El estudio sugiere que las variaciones no son debidas a

diferencias genéticas, sino a condiciones ambientales, y la luz podría ser el factor

responsable de estas diferencias (Thompson et al. 1987).

En las costas mexicanas se conocen algunos antecedentes relacionados con la

ecología química de las esponjas. En este sentido, se han descrito especies con

actividad antimicrobiana, ictiotóxica y anti-asentamiento (Green 1977; Bakus et aí. 1985;
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Green et al. 1990) que indican diferencias en la bioactividad entre localidades

(Cárdenas et al. 1999, Montiel et al. 1999, Soria et al. 1999), o entre épocas del año

(Fernández et al. 1999, Kelly et al. 1999 ). Por otra parte, es poco lo que se conoce de

la variación potencial de otros parámetros biológicos o bioquímicos de ias esponjas en

relación con la variación de la toxicidad Aunque se han encontrado diferencias intra-

anuaíes en el contenido de la materia orgánica e inversión en esqueleto en función de

diversos parámetros ambientales de algunas especies (Micheí Reynoso 1986, Pérez

2001), se desconoce si estas variaciones están, en alguna medida, relacionadas con

posibles variaciones en ¡a producción de substancias bioactivas,,

El género Mycale se caracteriza por ser megadiverso (Carbailo y Hajdu 1998), y por

poseer un gran número de especies que presentan bioactividad (Zubia et al. 1997),,

Con respecto a la esponja Mycale parishii, se ha estudiado la abundancia de

endo/epibiontes (Duarte y Morgado 1983; Duarte y Nalesso 1996), y se sabe que

presentan cierta actividad antimicrobiana y citotóxica (Míche! Reynoso 1986, Green et

al. 1990; Pérez 2001)



3. HIPÓTESIS y OBJETIVOS

Hipótesis

Si ía bioactividad de una esponja tiene una función ecológica y partiendo de la base

que la producción de las sustancias bioactivas es costosa (teoría de la optimización de

las defensas), deberíamos encontrar que su variación se relaciona con factores como la

temperatura del agua, o con otros procesos que requieren una inversión energética

como la reproducción, la producción de esqueleto, o el control de endobiontes o

simbiontes

Objetivo general

Estudiar los patrones de variación natural de la bioactividad, y relacionar la actividad

con factores ambientales (temperatura), y/o procesos biológicos (producción de

esqueleto, reproducción, presencia de fauna asociada, etc.) a lo iargo de un año.

Objetivos específicos

1. Estudiare! ciclo de reproducción sexual de la esponja Mycaleparishií,,

2. Estudiar la variación de la relación materia orgánica/inorgánica 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 métodos: 1) Inhibición del

desarrollo embrionario del erizo Echinometra vanbruntí, 2) inhibición del crecimiento

bacteriano (MICROTOX),

5. Comparar los parámetros ambientales, y procesos bióticos con los niveles de

bioactividad de la esponja.



4. Área de estudio

4.1. Descripción del área de estudio

El área de estudio está ubicada en la Bahía de Mazatlán, Sinaíoa. Las estaciones de

muestreo se localizan en las Islas Lobos, Venados y Pájaros, comprendidas entre !os

23° 13' 49" N y 106° 27' 43" W. Estas Islas se encuentran al NW del puerto de

Mazatlán, y las áreas de muestreo se localizan en Ja cara continental de cada una de

ellas. En general, son zonas rocosas protegidas, con escasa pendiente, y fondo rocoso-

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

4.2. Características climatológicas y oceanógraficas de la zona

E! clima de Mazatlán es uno de los más cálidos de los subhúmedos (García 1973).

La época ciclónica 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 duración. El tipo de marea es mixta y en la bahía

prevalecen corrientes de mareas (Secretaría de Marina, Dirección General de

Oceanografía y Señalamiento. Marítimo 1974).

El período de precipitación va de verano a otoño con un promedio anual de 52.35

rrrm, con un marcado incremento de junio a octubre (Comisión Nacional de! Agua,

Servicio Meteorológico Nacional 1998)
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Mazaílan, Sinaioa

Fig. 1.Loralización de las áreas de muestreo,.



4.3. Sinopsis taxonómica de la especie Mycale parishií (Bowerbank 1875)

Descripción

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 diámetro La

consistencia es firme, ligeramente compresible. La superficie es usa al tacto Los

ósculos de 0.5 a 4,5 mm de diámetro son de forma circular u oval. Presenta espacios

subectosómicos de 0 4-(1.3)-3,5 mm de diámetro., Ei ectosoma es fácil de desprender,

Su color en vida es púrpura grisáceo, azul grisáceo, en ocasiones algo naranja y

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

Espiculación •

Presenta espículas de tipo subtilostüos con ei cuerpo un poco ensanchado, toxas,

dos categorías de sigmas, anisoquelas palmeadas, isoqueias palmeadas y ráfides (Cruz

2001) (Fig. 2).

Disposición esquelética

En el ectosoma se observa una reticuíación tangencial, formando mallas triangulares

y rectangulares, constituida por haces de subtilostüos de 2 a 18 espículas, con

diámetros de 22,5-(42,.8)-60 u.m y una abertura de malla dé 180-(278)-450 jim. En las

uniones de ias mallas, sobresalen penachos que vienen del coanosoma Ei coanosoma

está constituido por haces espiculares que ascienden hasta la superficie (Cruz 2001)

(Fig» 2),,

Distribución

Océano Indo-Pacífico (Lévi et al,. 1998), Crecen en sustratos rocosos naturales y

artificiales de la bahía de Mazatlán (Cruz 2001),,

a.f—r™at..«
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Fig. 2. Tipos y taiías de espículas (pm; menor-(promedio)-mayor) de la esponja Mycale

parishii, a) Ráfide (20-(30)-42,,5); b) Isoquela (1O-(11.9)-12.5); c) Anisoquela II (16 3-

(20)-25; d) Anisoquela i (38.8-(44.6)-51.3); e) Toxa (27.5-{57.2)-97); f) Sigmas I! 812.5-

(46,,1)-45); g) Sigmas I (62.5-(78.7)-97.,5); h) Subtiioestilo (157.5-(127.3)-340); i)

Disposición esquelética de! ectosoma, j) Disposición esquelética del coanosoma (Cruz

2001).



5. MATERIAL Y MÉTODOS

5.1. Selección de! área de estudio

El área de estudio se determinó realizando muéstreos preliminares que sirvieron para

focalizar la presencia de poblaciones importantes de Mycale paríshii en la cara

continental de ías islas Lobos, Venados y Pájaros La prospección se llevó a cabo en

inmersión con escafandra autónoma en un intervalo de profundidad comprendido entre

los 5 y los 8 m. Mensualmente, y al azar, se extrajeron 7 individuos que se utilizaron

para el seguimiento de los parámetros poblacionales (reproducción, espiculogénesis,

etc.), así como para evaluar ía bioactividad de los extractos orgánicos,, Las muestras se

guardaron en bolsas debidamente etiquetadas, se conservaron en hielo, y se

trasladaron al laboratorio para su congelación a -20°C/25°C hasta su posterior estudio.

5.2. Parámetros ambientales

5.2.1, Temperatura del agua

La temperatura del agua se midió mensualmente por medio de un termómetro de

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

5.3. Parámetros bióticos

5.3.1. Cálculo de ía variación en el contenido de sílice: relación materia

orgánica/inorgánica

Para estimar la relación materia orgánica/inorgánica se determinó el peso seco de la

muestra a 100°C durante 24 h. Posteriormente, para calcular la proporción de materia

orgánica/inorgánica, se calcinó la muestra durante 24 h en una mufla a 500-550 °C

(Barthel 1995),, Todo el material ajeno (piedras, algas calcáreas, arena, etc.) se retiró

cuidadosamente antes de la determinación del peso seco, de manera que el peso de ¡a

muestra tras la combustión en ía mufla es ei sílice. Es decir, las cenizas representan la

fracción inorgánica, y se usa comúnmente para describir la cantidad de sílice en ía

esponja

5.3.2. Período de reproducción

La reproducción de la esponja se estimó cortando pequeños fragmentos de cada

ejempiar, y observándolos 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 ¡a esponja (Ayling 1980), También se calculó el porcentaje de

esponjas en reproducción contabilizando el número de ejemplares que estuvieran en

reproducción (presencia de embriones-larvas), del total de ejemplares muestreados.

5.3.3. Abundancia v biomasa de la fauna asociada

Existen antecedentes que demuestran la relación de la fauna asociada con la

actividad de esponjas (Betancourt et ai 1998) Una vez separados los organismos con la

ayuda de un microscopio estereoscópico, se procedió a separarlos por grupos,

contarlos y finalmente se calculó 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 utilizó la siguiente bibliografía: Keen

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

Hendrickx 1995 (Camarones y cangrejos); Caso 1992 (Equinodermos),.

5,4. Preparación de los extractos

Para la preparación de los extractos se utilizó 1g (peso liofilizado) por cada ejemplar,

el cual se extrajo con diclorometano:metanol (DCM:MeOH 1:1), Una vez limpios de

epibiontes, restos de algas, conchas, etc., ¡os fragmentos se extrajeron sucesivamente

tres veces en 30 mi de DCM:MeOH 1:1, en una proporción de 1:10 peso/volumen (w/v),

durante 15, 30 y 60 minutos. Posteriormente, las tres fracciones se homogeneizaron, y

ei conjunto se centrifugó a 2500-3000 rpm. El disolvente se evaporó a temperatura

ambiente (20°C, 48 h) hasta sequedad total Posteriormente se calculó el peso del

extracto seco.

Una vez obtenido ei extracto seco, se redisolvió por separado en agua de mar futrada

y esterilizada por rayos UV para obtener una concentración inicia! (mg/ml) adecuada

para hacer las diferentes concentraciones que se probaron en los bioensayos: 1000,

100 y 10 (xg/ml. La redísolución de los extractos se realizó en un sonicador durante 15

min.

Los extractos (en sus diferentes concentraciones) se colocaron en los diferentes

pozos de las placas multipocillos.
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5.5. Evaluación de la toxicidad '

5.5.1 Inhibición del desarrollo embrionario del erizo Echínometra vanbruñtí

(Kobavashi 1969) f

Con este bioensayo se valora !a capacidad de los huevos fertilizados del erizo para

desarrollarse normalmente después de haberse expuesto a diferentes concentraciones

de compuestos tóxicos Los huevos fertilizados se dividen en dos células en

condiciones normales, pero en presencia de sustancias tóxicas hay muerte, o inhibición

de la división celular

Los ejemplares de Equinometra vanbrunti se recolectaron con cuidado para no

dañarlos en ei proceso y se mantuvieron en acuarios con aireación forzada y agua de

mar filtrada (0.45 jam) y desinfectada por rayos UV,, Los ovocitos y el esperma se

obtuvieron inyectando una solución de' cloruro de potasio (KCI 0.5 M) en la membrana

aboral de ios especímenes adultos (Kobayashi 1971) y se recolectaron por separado.

Los ovocitos se recogieron y conservaron en cristalizadores con agua de mar filtrada y

esterilizada a temperatura ambiente,. El esperma se recolectó directamente desde el

gonoporo mediante una pipeta y se almacenó en vasos de precipitado que se

mantuvieron en frío (4° C) hasta su utilización. La fertilización se hizo a una proporción

de 1500 espermatozoides por cada huevo a una temperatura de 26°C (Pérez 2001). La

fertilización se detectó con un microscopio estereoscopio mediante la presencia de la

membrana de fertilización. Posteriormente, los huevos se concentraron para que 1 mi

de agua marina contuviera 1000 huevos con un porcentaje de fertilización próximo al

100% (huevos de menos de 15 minutos de edad), A continuación, 1 mi de agua marina

con los huevos fertilizados se añadió a cada uno de los pocilios de 5 mi, donde

previamente se depositaron los extractos disueltos en 1 mi de agua de mar filtrada y

pasada por rayos UV, de tal manera que cada pocilio contuviera una concentración final

de 500 huevos/mí,, En los testigos se puso únicamente agua de mar, El proceso se

mantuvo hasta que la mayoría de los embriones fertilizados en el control alcanzaron al

menos el estado de dos-cuatro células (2 a 3 hrs aproximadamente), En ese momento

eí proceso se detuvo añadiendo unas gotas de formol al 4% (Martin y Uriz 1993).

El diseño experimental contempló tres réplicas por cada concentración probada para

cada ejemplar de esponja, más otras tres para el testigo,.
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5.4.2. Inhibición del crecimiento bacteriano (MICROTQX)

El método MICROTOX® se basa en ía medida de la bioluminiscencía de bacterias en

suspensión de la especie Vibrio fisherí. Un vial de bacterias deshidratadas

(aproximadamente 106 células) se rehidrata en 1 mi de solución reconstituyente a 4 °C

Esta suspensión se añade a 50 mi de solución salina 0.2M. La solución que contiene la

sustancia a probar se prepara añadiendo 20 mi de agua destilada ai extracto de 1 gr de

ía esponja liofilizada, resultando en una concentración de 500 ppm La molaridad se

ajusta por medio de una solución de ajuste (MOAS) añadida en la proporción de 250 ul

de MOAS por 2500 ^l de solución tóxica. En su procedimiento básico, MICROTOX

analiza cuatro concentraciones decrecientes y un testigo por muestra. Los experimentos

se llevan a cabo durante 5 minutos a temperatura de 15°C añadiendo 500 jal de cada

concentración a 500 ^l de la suspensión bacteriana La luz producida por ¡as bacterias

se mide antes y después de la adición, en unidades gamma (GU).

donde; GU= Rt*lo/lt-1; Rt=factor de corrección, ío= iuz en el momento 0, ií=!uz en el

tiempo t

La unidad gamma es una medida de toxicidad dada por el MICROTOX, y que es

calculada con la bioluminiscencia de la bacteria en cada muestra y concentración,

Finalmente, la concentración a la que GU es igual a 1 (50% de la reducción de ía luz

o concentración efectiva media estimada, EC50) se calcula ajusfando el logaritmo de

los valores a la ecuación de una regresión lineal. Las unidades de toxicidad (TU) se

calculan como 100/EC50 (Ribo y Kaiser 1987).
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5.6. Tratamiento de la información

De acuerdo a !o mencionado por Margalef (1989), la diversidad se puede calcular

siempre y cuando no se mezclen especies con famiiias o con géneros En este sentido,

se calculó el índice de diversidad de Shannon y Wiener para determinar la variación

mensual de la diversidad y de la equitatividad de la fauna asociada a la esponja,, El

índice de Shannon y Wiener es especialmente sensible a cambios en las especies (en

este estudio se consideraron las familias) más raras de la comunidad en términos de

abundancia (Shannon y Wiener 1963)

H'\ -I¡=i
s(pi)(!og2pi)

donde:

H= índice de diversidad

S= número de famiiias

p/= proporción del total de la muestra que corresponde a la familia /.

índice de Pielou (J1) indica la uniformidad de la abundancia (u otra medida) de los

individuos entre las diferentes especies,, Una equitatividad alta indica una baja

dominancia (Piefou 1969)

j'=HVH'max

donde:

H'= es el valor de diversidad obtenido

H' max = es el valor de ia diversidad máxima que podría darse con S familias y N

individuos y esta definida como log s,

S = número de familias.

Se utilizaron ANOVAS de dos vías para determinar si existe variación significativa de

la bioactividad media a lo largo del íiempo y con respecto al testigo; factor 1: tiempo,

factor 2: concentración de ¡os extractos. Para cumplir con los criterios de normalidad y

homocedasticidad (test de Cochran's), se hizo la transformación mediante eí arco seno

de la raíz cuadrada de la proporción (Krebs 1989, Underwood 1997)

Aunque los datos para realizar el ANOVA de dos vías no cumplieron con el criterio de

homocedasticidad, se consideró adecuado utilizar el anáfisis de varianza, ya que

cuando los datos son balanceados y cuando las muestras son relativamente grandes

como en nuestro caso, ía validez del análisis y las probabilidades asociadas con ia
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distribución F no se ven afectadas del todo por e! incumplimiento de alguna de esas

premisas (Underwood 1997),.

El análisis de varianza de dos vías se llevó a cabo con ei programa estadístico

STATISTICA Este programa tiene la característica de dar como resultado el valor de la

distribución de Rao R cuando el análisis está basado en: 1) cualquier número de grupos

con dos variables dependientes; 2) dos grupos con cualquier número de variables

dependientes, o, 3) tres grupos con cualquier número de variables La distribución de

Rao R (transformación de ¡ambda de Wiiks) sigue una distribución exacta F con los

grados de libertad dados en la tabla de resultados. Bajo otras circunstancias, la

transformación usada para calcular Rao R (Rao 1952, Tatsuoka 1971, Lindeman et al

1980) sigue la distribución F aproximada con ¡os grados de libertad dados en ¡a tabla de

resultados.. En este trabajo, los datos utilizados para llevar a cabo el estadístico,

cumplieron con la condición número 1, por lo cual los resultados se expresan como la

distribución Rao R, que se usa para determinar la significancia del efecto dado,

Lambda Wilks: puede asumir valores dentro de un rango de 0 a 1

Rao R: es el valor transformado de Lambda Wüks, el cual se usa para determinar el

nivel de significación del efecto dado.

Se realizó la prueba de Newman y Keu!s para determinar a partir de que

concentración se encontraban diferencias significativas con respecto al testigo

Para poder determinar si existe relación entre la bioactividad y alguna de las

variables y/o procesos medidos, se hicieron correlaciones no paramétricas (correlación

de rango de Spearman) entre la bioactividad mensual de la esponja y los parámetros

bióticos y abióticos

Todos ios análisis estadísticos se llevaron a cabo con ¡os programas de computación

Statistica, Statgraphics y Excel.
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6. RESULTADOS

6.1. Recolección.

Ei estudio comenzó en enero de 2001, sin embargo, durante ios meses de enero y

febrero de ese mismo año, no se pudo recolectar ningún ejemplar debido a que eran

demasiado pequeños para obtener la biomasa necesaria para el estudio. Se decidió

esperar hasta marzo, cuando se produjo un rápido incremento de la densidad y del

tamaño de los ejemplares., Posteriormente, durante mayo de 2001 no se encontraron

ejemplares en ninguna de las zonas seleccionadas, ni en otras áreas próximas.. Se

asume que fue debido a circunstancias naturales como el cambio de temperatura y el

cambio de comentes que a su vez origina grandes deposiciones de arena, material

particulado en suspensión, etc. (Ávila 2002, Wilson 2002). Por estas razones, no fue

posible realizar el muestreo de las poblaciones naturales correspondiente a mayo

Durante e! mes de diciembre no fue posible muestrear ya que las condiciones naturales

no lo permitieron,, Por estas circunstancias, y para cubrir un ciclo anual; se decidió

terminar el estudio en junio de 2002,,

6.2. Parámetros ambientales

6.2.1. Temperatura del agua

La temperatura más alta se registró en julio y agosto (32°C), y la más baja en marzo

y mayo de 2001 (16°C). El prorriedio máximo de la temperatura en el ciclo de muestreo

fue de 26°C, y el mínimo fue de 22°C (Fig. 3). Los resultados muestran un claro

aumento en ia temperatura máxima de enero a agosto, y una disminución de octubre de

2001 a marzo de 2002. La temperatura mínima 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 aumentó. Lo más destacado es la gran amplitud en el

rango de temperaturas en mayo de 2001 (casi 10°C de diferencia entre la mínima y la

máxima), registrándose de nuevo este rango pero menos marcado en mayo de 2002

(8°C de diferencia).
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6.2.2. Precipitación

Para poder determinar ías épocas de lluvias y de secas se consultaron ios datos

históricos de lluvias en ia bahía de Mazatlán 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 transición para cada época

(Fig. 4).

6.3. Parámetros bióticos

6.3.1. inversión en reproducción

Durante e! ciclo de muestreo se observó una gran variación en el número de

embriones-larvas por volumen de esponja., Los embriones fueron visibles desde junio

hasta octubre, y nuevamente desde enero hasta junio de 2002, El mayor porcentaje de

individuos en reproducción (100%), así como ef mayor promedio de embriones-larvas/L

(2990) se detectó en julio. En marzo de 2002 se registró ef menor porcentaje de

organismos en reproducción (solamente el 14%), registrándose también el menor

promedio de elementos reproductores (9 embriones-larvas/L,), En el mes de junio de

2001 y 2002, se registró casi ei mismo número de embriones-larva/L (1416 y 1940,

respectivamente) (Fig. 5). Por otra parte, se observan grandes diferencias en el número

de embriones-larvas/L por individuo (Tabla 1). En julio, septiembre de 2001 y abril de

2002 todos los ejemplares estaban en reproducción (100%); en mayo de 2002 se

registraron 5 organismos en reproducción (71%); en agosto y octubre de 2001, 4

individuos presentaron embriones (57%); en junio (2001-02) y febrero 3 individuos

(43%); en enero 2 individuos (29%) mientras que para marzo de 2002 solo se registró

un individuo en reproducción (14%) En los meses de marzo y noviembre de 2001 no se

presentó reproducción en ninguno de los individuos estudiados,, El ejemplar que

presentó mayor número de embriones se registró en junio de 2002 (6380 embriones-

larvas/L) y el menor en octubre (13 embriones-larvas/L) (Tabla 1).
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Tabla 1
Mes

Marzo/2001

Junio

Julio

Agosto

Septiembre

Octubre

Noviembre

. Parámetros bióticos y bioactividad de los
Número

de
Ejemplar

1
2
3
4
5
6
7
1
2
3
4
5
6
7
1
2
3
4
5
6
7
1
2
3
4
5
6
7
1
2
3
4
5
6
7
1
2
3
4
5
6
7
1
2
3
4
5
6
7

Número de
embriones-

larvas/L

0
0
0
0
0
0
0
0

6267
0

890
0

2760
0

5000
150

1690
1840
1387
4570
318
1020
250
197

1514
0
0
0

1067
370
1960
3600
1300
3617
2460

0
5240

0
1360
13

4240
1480

0
0
0
0
0
0
0

Contendido
de sílice

(%)

66.68
71.44
63.64
69.53
67.88
61.67
67.42
63.50
67.59
77.16
71.10
71.10
60.81
63.30
58.55
72.32
68.33
73.74
63.94
60.78
55.55
63.27
65.92
65.69
71.09
58.25
68.75
69.95
65.22
62.29
57.59
62.22
64.16

60
50.97
62.80
62.90
62.69
65.93
67.35
62.23
66.67
65.73
62.41
68.29
67.66
68.21
62.48
66.41

i individuos estudiados durante
Fauna

asociada
(nümero/cm3)

2.40
2.48
2.78
0.64
0.82
2.05
3.07
0.7
2.02
2.85
0.76
0.24
0.07
0.56
0.39
0.34
0.87
1.35
1.85
1.46
0.97
0.99
0.70
2.05
0.32
0.56
2.85
0.40
2.27
0.54
2.96
2.63
0.60
1.33
2.07
0,03
0.12
0.15
0.05
0.21
0.13
0.13
0.35
0.88
1.32
3.26
1.97
1.01
1.42

Fauna
asociada
(g/cm3)

227.55
28.88
86.97
22.76
25.58
52.06
45.14
15.83
27.81
7.80

41.47
13.49
2.09
36.76
7.29
15.91
22.97
33.72
44.44
40.19
55.70
57.31

* 23.98
37.42
4.92
18.74
32.97
6.26

69.93
14.77
65.81
53.11
52.22
46.76
86.05
3.05
17.05

. 20.61
2.08
8.99
6.45
7.41
11.87
88.38
62.65
84.78
125.15
29.23
18.71

1 los meses de muestreo.
Porcentaje

promedio de
inhibición
ciíotóxíca

34
53
59
38
36

Va!or gamma
antimicrobiano

(1OOOj.Lg/ml)

0.77
0.314
0.717
0.291
0.521
0.098

0.2
54 !
45
40
39
43

59
45
55
53
51

62
42
42
49
57

45
35
37
52
45

12
9
27
26
16

10
26
17
11
14

0.886

0.325
1.205
0.586
0.95

0.424
0.396
1.044

I
1.179

. 0.549
0.556

. 0.51
0.613
0.467
0.299
0.348

0.538
' 0.918

0.489
0.371
0.456

1 0.811
0.367

- 0.574

0.463
0.452
0.231
0.699
0.908
0.262 !
0.211
0.443 _ j
0.144
0.319
0.448
0.166
0.161
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Tabla 1. Continuación

Mes

Enero/2002

Febrero

¡

t

Marzo

Abril

Mayo

Junio

Número
de

Ejemplar

1
2
3
4
5
6
7
1
2
3
4
5 .
6
7
1
2
3
4
5
6
7
1
2
3
4
5
6
7
1
2
3
4
5
6
7
1
2
3
4
5
6
7

Número de
embriones-

iarvas/L

0
0

700
0

2360
0
0
0

1736
3480

0
1010
333

0
0
0
0
0

60
0
0

3580
140
447
3347
250
727
67
360
2033
2050
440
1060

0
0
0
0

6380
0

3020
1030

0

Contendido
de síüce

(%)

58.45
56.46
55.30
58.29
56.86
51.38
65.89
68.77
61.42
55.66
60.63
66.17
61.39
56.88
60.64
61.63
53.98
55.92
57.53
61.71
59.11
50.13
51.58
55.96
60.80
57.34
56.56
61.83
59.32
57.27
56.24
59.03
60.62
63.38
65.77
58.66
58.91
61.85
63.97
51.00
53.57
57,91

Fauna
asociada

(número/cm3)

0.62
0.51
1.76
0.45
0.09
0.74
0.52
0.42
0.07
4.55
1.53
4.49
6.48
0.58
0.00
0.08
2.05
0.83
0.22
0.18
0.96
0.99
0.19
1.97
0.95
0.44
1.71
0.37
0.70
0.37
2.68
0.20
2.49
0.12
0.10
0.05
0.03
0.22
0.17
0.56
0.44
0.68

Fauna
asociada
(g/cm3)

34.31
23.26
37.08
61.80
12.36

129.83
30.51
8.27
8.25

63.77
43.59
135.78
154.66
38.58
0.00
9.38

201.30
44.63
36.34
25.48
161.72

* 44.84
33.94
22.64
15.37
36.11
28.97
9.43

26.81
8.98

49.02
19.83
22.00
3.01
3.75
1.05
2.53
3.71
12.95
9.32

25.26
13.31

Porcentaje
promedio de

inhibición
citotóxica

9
8

26
7
13

41
12
14
22
33

37
42
37
43
46

35
41
38
35
37

12
46
19
37
14

11
9
14
11
22

Valor gamma
anti microbiano

(1000pig/ml)

0.284
0.316
0.339
0.573
0.342
0.319
0.286 ¡
0.306

0.594

0.67
1.193

0.455

0.41

0.394

0.86
0.417

0.777

0.41

0.725

0.471
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Fig. 3, Variación en la temperatura máxima (línea continua) y mínima (línea discontinua)

en la Bahía de Mazatián durante los meses de muestreo

D

Fig. 4 Precipitación promedio (mm) en la bahía de Mazatián desde 1997 hasta 2002.
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Fig, 5. Variación promedio mensual en el número de embriones-larvas/L (barras y eje

primario), y porcentaje de ejemplares en reproducción (línea y eje secundario) 'Las

barras de error representan el error estándar de la muestra,,

6.3.2. Variación en el contenido de sílice.

Durante los meses de marzo a agosto no se observó mucha diferencia en el

contenido de sílice (Fig., 6). De marzo a junio aumentó ligeramente (del 67 al 68%)

mientras que en julio disminuyó y se mantuvo así hasta agosto (66%). Posteriormente,

se observó una disminución muy-marcada en el • porcentaje de síiice en septiembre

(60%), aumentando de nuevo en octubre (64%) y en noviembre (66%). En enero de

2002 se observó otra disminución en el contenido de sílice (58%), registrándose

también para este mes la menor proporción de sílice,, En febrero aumenta nuevamente

(62%), para disminuir en marzo y abril (59 y 56% respectivamente), siendo abril el mes

que menor contenido de sílice presentó durante todo eí estudio. Esta tendencia se

repite en mayo y junio (60 y 58% respectivamente). De forma individual, el ejemplar con

mayor proporción en sílice (77%) se registró en junio, y en septiembre de 2001 y junio

de 2002 se detectó el ejemplar con menor proporción (51%). En noviembre los

ejemplares presentaron muy poca variación en el contenido de sílice (62% a 66%). En

julio y enero los 7 ejemplares estudiados presentaron el rango de variación más amplio

(58 a 73% y 51 a 66% respectivamente) (Tabla 1).
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Fig., 6, Variación mensual del porcentaje de sílice en la esponja Mycale pañshii. Las

barras de error representan el error estándar de ¡a muestra.

6.3.3, Abundancia y biomasa de la fauna asociada.

Se encontraron representantes de 4 Phyla, 7 Clases, 15 Órdenes y 23 Familias

(Tabla 2), E! Phylum Echinodermata fue e! más representativo y se encontró en todos

ios ejemplares durante todos los meses de muestreo, ocupando el 93% del total de los

organismos. Le siguió el Phylum Artropoda con 4%, Moílusca con 2%, y por último

Anneiida con 1% (Fig 7). A nivel de familia se observó que la familia Ophiactidae

(Ofiuras, Phylum Echinodermata) apareció en todos ¡os ejemplares recolectados,

obteniendo el mayor porcentaje en abril con 98%, y el menor en marzo de 2002 con

0.37%. Las demás famüias aparecieron en mínimas cantidades (Tabla 3).

Se obtuvo el número de familias y de individuos promedio mensual y se pudo

observar una gran variación a ío largo del estudio (Fig. 8). En junio y agosto se encontró

el mayor número de familias (16 y 14, respectivamente), mientras que en enero de 2002

solo se registraron 4 familias,, Por otro lado, en el número de individuos se observaron

las mismas variaciones que en el número de familias Sin embargo, el mayor número de

individuos se presentó en el mes de febrero de 2002 (1698), mientras que el menor se

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

Mycale pahshii.
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Fig 8. Variación promedio mensual deí número de familias (línea discontinua y eje

primario) y número de individuos (línea continua y eje secundario) a lo largo del tiempo



Tabla 2. Calciñcacion taxonómica de la fauna asociada a ía esponja Mycale parishii durante ef año de

muestreo

Phylum Anneüdae

Clase Polychaeta

Orden Phyllodocida

Familia PHYLLODOCIDAE

POLYNOIDAE

NERE1DAE

Orden Eunicida

Familia EUNICIDAE

ARABELLIDAE

Orden Terebellida

FarniliaTEREBELLIDAE

Orden Sabellida

Familia SERPULIDAE

Phyium Arthropoda

Calse Maxillipoda

Orden Thoracica

Familia BALANIDAE

MEGABALANIDAE

Clase Maíacostraca

Orden Decapoda

Familia HIPPOLYTIDAE

ALPHEIDAE

XANTIDAE

MAJIDAE

INACHIDAE

PORCELLANIDAE

Orden Isopoda

Familia PHAEROMATIDA

Orden Amphipoda

Familia GAMMARÍDAE

Phylum Echinodermata

Clase Stelleroidea

Orden Ophiurida

Familia OPHIACTiDEA

Clase Hofoturoidea

Orden Holothurida

Familia HOLOTHURIDAE

Phyfum Moílusca

Clase Gasíropoda

Orden Patellogastropoda

Familia FISSURELL1DAE

Orden Neogastropoda

Familia CALYPTREiDAE

COLUMBELLIDAE

Orden Basommatophora

Familia TR1MUSCULIDAE

Clase Bivalvia

Orden Veneroida

Familia CARDÍTIDAE

Orden Mytüoida

Famiiia MYTIL1DAE
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Tabla 3. Porcentaje total de las familias encontradas en !a fauna asociada a la esponja.

Familia

Nereirdae
Polynicidae

Terebeiíidae
Serpuüdae

Phyllodocidae
Arabellidae
Eunicidae
Balanidae

Hippolytidae
Alpheidae
Xantidae
Majidae

Promedio total {%)

0.0256
0.0170
0.5455
0.0511
0.0341
0.0170
0.0938
1.5002
0.0170
0.7075
0.6155
0.0791

Familia

inachidae
Porcelanidae
Gamma ridae
Ophiactidae
Holoturidae
Físsureilidae
Calyptridae

Columbelüdae
Trimusculidae

Carditidae
Myíiüdae

Promedio total (%)

0.2023
0.3693
0.3166

96.2188
0.0088
0.0264
1.6268
0.0879
0.0088
0.2462
0.0264

Se observó una disminución considerable en el número y en la biomasa de la fauna

asociada desde marzo a junio Posteriormente, de junio a septiembre hubo un aumento

en el número y en la biomasa de los epibiontes (1 03 a 1.77 organismos/cm3 y 20.75 a

55.52 g/cm3 respectivamente) (Fig. 9). Sin embargo, en octubre hubo una disminución

muy marcada (0.12 organismos/cm3; 9.38 g/cm3). A partir de noviembre de 2001 hasta

marzo de 2002, se observaron variaciones muy marcadas en la abundancia de la fauna

asociada a la esponja. El número y la biomasa se mantuvieron casi constantes en abril

(0.94 organismos/cm3 y 27 g/cm3) y mayo (0 95 organismos/cm3 y 27 g/cm3), mientras

que en junio la abundancia y la biomasa bajaron (0,3 organismos/cm3 y 9.7 g/cm3), La

mayor abundancia de organismos se encontró en febrero con 2.58 organismos/cm3, y la

menor en octubre con 0.12 organismos/cm3, Por otro lado, la mayor biomasa se

encontró en marzo de 2001, y la menor en octubre (69.85 g/cm3 y 9.38 g/cm3

respectivamente), es decir, el mayor promedio mensual se encontró en febrero, pero la

mayor biomasa en marzo de 2002. Tanto el número de organismos como la biomasa de

estos variaron fuertemente entre cada ejemplar. El ejemplar con menor número de

organismos se presentó en octubre y junio de 2002 con 0.03 organismos/ cm3, y e!

mayor en febrero con 6.5 organismos/cm3, mientras que el ejemplar con la menor

biomasa se encontró en junio de 2002 con 1.05 g/cm3 y en marzo de 2002 se registró la

mayor con 201.30 g/cm3 (Tabla 1).

25



• 4 n

3-

Nümero/cm3 Bíomasa g/cm3

1 -

0 -

-r 80

Fig, 9,, Variación promedio mensual en el número (cm3) (barras y eje primario) y en la

biomasa (g/cm3) (líneas y eje secundario) de la fauna asociada a ía esponja Mycaie

parishii,, Las barras de error representan el error estándar.

La diversidad presentó una gran variación a lo 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

(0.116). Esto indica que en marzo el número de organismos para cada familia estuvo

mejor repartido, mientras que en febrero, el número 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 presentó muchas fluctuaciones en el

periodo de septiembre a marzo de .2002, observándose una variación de 0,116 a 1.25.

Posteriormente, la diversidad disminuyó hasta 0,214 y continuó aumentado

paulatinamente hasta llegar a 0 499 en junio de 2002.

La equítatividad (JJ) varió de la misma forma que la diversidad (Fig., 10), Presentó su

valor máximo en marzo de 2002 (0,349) y el mínimo en abril (0.039). Disminuyó de 0.25

en marzo de 2001 a 0,089 en agosto., Después, la equüatividad fluctuó de, 0,121 en

septiembre a 0.039 en febrero, para ¡uego aumentar en marzo de 2002 con 0,34 y
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volver a disminuir en abril con 0.07. Posteriormente, aumentó ligeramente en junio de

2002 con 0.116.

1.4

1 2

1

- • — Diversidad (H)

• • - . . Equitatividad (J)

Fig. 10,, Variación de la diversidad (H1) (línea continua y eje primario) y equitatividad

(J1) (línea discontinua y eje secundario) promedio durante ios meses de muestreo.,

El análisis de clasificación basado en la abundancia de las familias nos permite

observar tendencias generales en la distribución de la fauna asociada entre meses (Ftg,

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 separó de los grupos principales ya que en este mes el número de

individuos por familia estuvo mejor repartido que en ¡os otros meses. El primer grupo

estuvo representado por ios meses de junio a septiembre y noviembre de 2001, donde

el número de familias e individuos varió de 10 a 16 y de 1057 a 1601, respectivamente.

El segundo grupo estuvo representado por los meses de 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 encontró un valor bajo de familias y de número de

individuos (4 y 350, respectivamente),,
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Fig, 11. Análisis de clasificación de los meses de muestreo basado en la abundancia

media de ¡a fauna asociada a nivel familia. En el eje y se expresa el porcentaje de

similitud.

6.4. Correiación entre los parámetros ambientales y !os procesos biológicos

Se obtuvo una correlación positiva entre el número de embriones-larvas/L y la

temperatura máxima y mínima del agua (p < 0.011, p < 0,034 respectivamente).

Además, se obtuvo una correiación negativa entre el número de embriones-íarvas/L y eí

contenido de sílice (p < 0.014), es decir, que' cuanto mayor número de embriones-

larvas, menor proporción en el contenido de sílice (Tabla 4).
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Tabla 4 Resultados de la correlación de Spearman (r) entre los parámetros ambientales

y procesos bióticos., Solo se presentan las correlaciones significativas (p<0.05). Los

resultados' se expresan como r y p.

Temperatura
Máxima

Temperatura
Mínima

Número de
embriones-
la rvas/L

Número de
embriones-

la rvas/L

0.3112,0.0116

0 2621,0.0349

Contendido de
sílice

-0.3022,0.0143

6.5. Bioactividad de la esponja

6.5.1 inhibición del desarrollo embrionario del erizo de mar Echinometra Vanbrunti

El resultado del análisis de varianza de dos vías determinó que el porcentaje de

inhibición promedio varió significativamente con respecto al tiempo y a la concentración

(Tabla 5),,

La variación de la inhibición con respecto al tiempo fue significativa (F=3.78;

p=0.000038), y se pudieron distinguir tres períodos, El primero de marzo a septiembre

con valores entre 43.60 y 56.85 %, el segundo abarcó de octubre a enero, en el cual se

registraron los porcentajes de inhibición más bajos y variaron de 11.32 a 16,95%; y 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 inhibición se registró en julio y el menor en

enero (56,,85y 11.32 %, respectivamente)..

Con respecto a ¡as concentraciones, el mayor porcentaje promedio de inhibición se

registró a 1000 ug/mi (71.88 %), mientras que a ias concentraciones de 100 y 10 ug/m¡

el porcentaje promedio fue muy bajo (17 88 y 11,98 %, respectivamente) (Fig 13),,

Además, se obtuvo una relación tiempo-concentración significativa (p<0.0001) que

indicaba que hubo meses en los que no se encontraron diferencias entre las distintas

concentraciones probadas y el testigo (Fig. 14).
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Tabla 5. Resultado del análisis de varianza de dos vías de la variación de la actividad

con respecto al tiempo (Factor 1; 13 niveles), y a la concentración (Factor 2; 3 niveles)

df1, df2: grados de libertad del estadístico F (Rao R), usados para determinar el nivel de

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

efecto..

Factores

Tiempo

Concentración

Tiempo-concentración

Lambda de

Wilks

0.2240

0 1395

0,,3260

Rao R

14.3728

129.9534

4.8522

df 1

24

4

48

df2

310

310

310

P

0.000000

0.000000

0..000000

La prueba de Newman-Keuls (Fig. 14) demostró que en la concentración de 10 jug/ml

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 presentó el mayor porcentaje de inhibición

a esta concentración (25.86%; p<0 027) y el menor en enero (6.71%). A partir de la

concentración de 100 jj,g/ml se encontraron diferencias significativas de junio a octubre

y de febrero a junio de 2002 En julio se presentó el mayor porcentaje de inhibición

significativo (39.35%; p<0 003) y ei menor porcentaje se registró en enero (9.3%)., En ia

concentración de 1000 jag/ml,, Se encontraron diferencias significativas en todos ¡os

meses de muestreo, con el mayor porcentaje de inhibición en junio de 2001 (100%;

p<0.000001) y el menor en junio del 2002 (19.20%; p<0.006)

De forma individualizada se observó que en marzo de 2001 se registró ei ejemplar

con mayor porcentaje de inhibición (61 33%); mientras que en noviembre se registró e!

menor (4.67%) (Tabla 1).
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Fig 13 Porcentaje promedio totaí de la inhibición de las tres concentraciones

estudiadas (línea continua) con respecto al testigo (íínea discontinua),,
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Fig. 14. Interacción tiempo-concentración de! porcentaje promedio mensual de la

inhibición en las tres concentraciones estudiadas (iíneacontinua) con respecto al testigo

(línea discontinua).

6.5.2. inhibición del crecimiento bacteriano (MICRQTOX)

En este bioensayo, la bioactividad registrada a !as concentraciones probadas no

permitió calcular la EC50, por lo que se utilizaron los vaiores gamma de toxicidad a la

1000 jog/ml (Fig. 15). El valor gamma promedio mensual más alto se registró en junio de

2001 (0.7904) y el más bajo en noviembre (0.2702). De marzo de 2001 a junio ei valor

de gamma aumentó de 0,4688 a 0.7904. Posteriormente, se registró una disminución

de 0.6913 a 0.4625 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 registró un aumento de 0.2702 a 0.6907, para después

disminuir hasta 0.4196 en marzo de 2002,, De abril a junio de 2002, el valor de gamma

disminuyó de 0,6385 a 0.598. Analizando los datos por ejemplar, se registró una gran
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variabilidad en la actividad, presentándose ei valor gamma mayor en junio (1.205) y el

menor en marzo de 2001 (0.098), (Tabla 1).
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Fig. 15. Variación promedio mensual de la actividad antimtcrobiana (1000 |ig/ml) de la

esponja Mycaie parishii. Las barras de error representan ei error estándar de la muestra

del 95%.

6.6. Relación de la bioactividad con los parámetros ambientales y procesos
biótícos.

Se obtuvo' una correlación significativa entre la actividad inhibitoria dei desarrollo

embrionario y algunos de los parámetros bióticos y ambientales estudiados. Se

encontró una correlación significativa entre el porcentaje de inhibición y la temperatura

máxima del agua (p < 0.0123) (Tábía 6). Esto indica que la bioactividad varió con Ea

temperatura del agua en forma positiva, es decir quet al aumentar la temperatura,

aumentó la bioactividad de la esponja. La actividad también estuvo correlacionada con

el número de organismos de la fauna asociada a la esponja, (p < 0.0255).

La correlación entre el grado de inhibición de! crecimiento1 bacteriano, y algunos de

los parámetros bióticos y abióticos fue significativa (p < 0.05). Por ejemplo, se pudo

observar que la inhibición antimicrobiana estuvo correlacionada, significativamente con
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la temperatura máxima del agua (p < 0.0454) y con el número de embriones-larvas (p <

0.0086), (Tabla 6),,

6.7. Comparación entre los bioensayos

Los resultados de los bioensayos no estuvieron correlacionados, aunque

manifestaron tendencias similares en ciertos momentos del año (Fig. 16). A partir de

marzo y junio los dos bioensayos presentan un aumento en la inhibición.

Posteriormente, la inhibición de! desarrollo embrionario aumentó nuevamente en julio,

cuando alcanzó el máximo valor, En agosto y septiembre disminuyó ligeramente, y de

octubre a enero la disminución en la actividad fue muy marcada, En febrero y marzo de

2002 la actividad volvió a aumentar y de ahí hasta junio de 2002 disminuyó

paulatinamente., La inhibición del crecimiento bacteriano disminuyó desde julio hasta

noviembre, aunque en septiembre y octubre aumentó ligeramente. Posteriormente, de

enero a febrero aumentó considerablemente disminuyendo nuevamente en marzo de

2002. Durante los meses de abril a junio de 2002, la actividad se mantuvo casi

constante. Los dos bioensayos empezaron con un aumento en la actividad, solo que en

el bioensayo de la inhibición del crecimiento bacteriano* se presentó antes que en él de

inhibición del desarrollo embrionario,.
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Tabla 6,, Resultado de la correlación de Spearman (r) entre la bioactividad de los

extractos y los parámetros ambientales y procesos bióticos., Solo se presentan las

correlaciones significativas (p<0 05) Los resultados se expresan como ry p.

% inhibición
promedio

% Inhibición
100 ug/mí

% Inhibición
1000ug/ml

MICROTOX
(1000ug/ml)

Número de
embriones-

la rvas/L

032,0.00

Contendido de
sílice

0.30,0.01

Fauna
asociada
(#/cm3)

027,0.02

036,0.00

Temperatura
Máxima (C)

0.30,0.01

0.34,0.00

025,0,04

Temperatura
Mínima (C)

0 23,0.05

0,29,0.01
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Fig. 16, Comparación entre ía inhibición del. desarrollo embrionario (porcentaje- de

inhibición; barras y eje primario) y la inhibición del crecimiento bacteriano (unidades

gamma; líneas y eje secundario), en la actividad de la esponja Mycale parishií, Las

barras de error representan el error estándar de la muestra del 95%..
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7. DISCUSIÓN

La relación entre la bioactividad de ambos bioensayos y la temperatura del agua,

sugiere una variación estacional con valores mínimos en otoño-invierno coincidiendo

con las temperaturas más bajas y máximos en primavera-verano cuando la temperatura

del agua es más alta. Los primeros investigadores en sugerir un patrón estacional en la

variación 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 Bahía de Mazatlán durante los meses más cálidos del año. En otras

latitudes también se demostró que la toxicidad de la especie Cambre cambre

presentaba un comportamiento cíclico anua! (Turón et al. 1996). Estos trabajos sugieren

la hipótesis de que la producción de sustancias bioactivas en algunas especies se ve

mediada por las fluctuaciones ambientales generales del medio,. ,

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

existía cierta relación entre la actividad antimícrobiana, y la temperatura del agua

(Green et al. 1990). Sin embargo, en este trabajo se estudiaron esponjas recolectadas

en diferentes épocas del año, en diferentes años, y en diferentes localidades, con lo

que la diferencia se podría deber a cualquiera de estas variables (época, año,

localidad),,

Michel-Reynoso (1986) estudió la variación mensual de la actividad antimicrobiana

de la esponja Mycale parishii en la Bahía de Mazatlán durante un año natural, y no

encontró relación entre la actividad y la temperatura del agua. La falta de estacionalidad

se podría deber al hecho de que Micheí-Reynoso utilizó la actividad promedio de

ejemplares recolectados en seis localidades diferentes, por io que el posible efecto

estacional se pudo ver enmascarado por la variación espaciaí. "

Green et al. (1990) y Michel Reynoso (1986) utilizaron como disolvente metano!, y la

extracción la hicieron a partir de fragmentos de la esponja fresca. En nuestro caso,

utilizamos como disolvente DCM:MeOH y la extracción se hizo a partir de fragmentos

de esponja íiofilizada. Aunque el DCM parece extraer a todas las sustancias tóxicas en

diferentes especies de esponjas del Mediterráneo (Becerro 1994), los diferentes

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

utilizó fragmentos de la esponja fresca como sensidiscos en los ensayos
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antimicrobiológicos, y nosotros utilizamos extractos disueltos en una solución acuosa

donde se ponen las bacterias a crecer,

En otro'estudio más reciente, realizado en aguas del Mar de Cortés, Betancourt et al.

(1998) no encontraron relación entre la actividad antimicrobiana de ia esponja Aplysina

fistuiaris y la temperatura del agua,. Sin embargo, encontraron una estrecha relación

entre el nivel de toxicidad de la esponja y la fauna asociada a la misma, que concuerda

con los resultados deí presente estudio, sugiriendo que la fauna mantiene algún tipo de

relación ecológica con la esponja, o como consecuencia de la correlación de la

actividad y la temperatura del agua. Sin embargo, Amade et al. (1987) sugiere que la

relación de la actividad antimicrobiana sea por control de la población de

microorganismos.

La:abundancia de la fauna asociada estuvo correlacionada con la actividad en el

bioensayo de inhibición del desarrollo embrionario Esto sugiere que la esponja tiene la

capacidad de producir un grupo de sustancias tóxicas, que pueden servir para inhibir el

desarrollo y asentamiento de algunos integrantes de la fauna que asocia a ella. El

. bioensayo de inhibición del desarrollo embrionario puede indicar actividad inhibitoria de!

desarrollo y metamorfosis de algunas larvas que lleguen a fijarse en la superficie de

esta, o actividad antíadherente frente a embriones fertilizados o. larvas que se depositen

érr ta esponja. Betancourt et al,. (1998) sugirieron que la temperatura puede ser el

detonador que desencadena la reproducción de la mayoría de los organismos

asociados con la esponja,, Aunque en este estudio no se encontró correlación 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 variación de la abundancia se podría relacionar indirectamente con ía temperatura de!

agua en épocas puntuales del año, y esto a su vez provoca mayor actividad inhibitoria

en la esponja

Debido a lo anterior, se sugiere que el bioensayo de inhibición del desarrollo

embrionario realizado en este estudio puede servir como indicador de inhibición de

organismos que posiblemente vivan en la: superficie o en el interior de ia esponja.

Aunque se ha sugerido que la fauna asociada a la esponja pueden actuar como

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

esponjas en un momento dado, llegan a ser parásitos de esta, haciéndola producir
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algún tipo de sustancia para poder controlar a estas poblaciones (Rutzler 1985; Rutzler

1989). En el caso específico de la ofiura Ophiactis savignyi, pasa todo su ciclo de vida

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

especie fue la más abundante en este estudio (ver apartado "Relación entre la fauna

asociada y la esponja"),.

La actividad de la esponja medida mediante el bioensayo de inhibición del desarrollo

embrionario se correlacionó positivamente con el contenido de sílice de la esponja,,

Debido a que ía actividad muestra una variación estacional, sería lógico suponer que al

estar correlacionadas entre si, el contenido de sílice esté también correlacionado con la

temperatura del agua, como ha sido sugerido por Schonberg y Barthel (1997). Sin

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

sílice se encontraron en primavera-verano de 2001, los valores fueron disminuyendo a!

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

principios de verano de 2002, lo que concuerda con la variación de ia actividad con

respecto a la temperatura,. Así, la producción de esqueleto de la esponja puede variar

con, la producción de sustancias activas, mientras que esta última puede variar con

respecto a la temperatura del agua. En este sentido¡ Baveílestro et a.I (1993) no

encontraron correlación entre el contenido de sílice y lá temperatura del agua. Sin

embargo, encontraron una correlación negativa entre el tamaño de ias espículas y la

temperatura. En contraste, Schonberg y Barthel (1997) demostraron que la producción

de espícuias crecía paralelamente con el incremento de la temperatura en primavera,

siendo más pronunciada en verano,, De igual forma, Mercurio et al. (2000) encontraron

que el contenido de sílice presentó una tendencia estacional, positivamente

correlacionado con los valores de temperatura de verano hasta finales de otoño, por lo

que se sugiere que la correlación entre estos parámetros sea consecuencia de la

variación que tiene cada uno con la temperatura del agua.

La actividad de inhibición del crecimiento bacteriano estuvo correlacionada con el

número de embriones-larvas/L de esponja. Esta correlación puede deberse a un

mecanismo de defensa de la esponja para asegurar la reproducción. Col! (1992)

registró cambios estacionales en la producción de sustancias en corales blandos

relacionados con la reproducción, ya que los huevos en algunas especies están

dotados con sustancias específicas, que aparecen solo durante la época reproductiva.
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Sin embargo, puede ser también debido a un mecanismo de control de !a esponja hacia

la población de los microorganismos que viven en ella (Amade et ai, 1987), ya que se

ha encontrado que algunos microorganismos viven permanentemente en el mesohilo de

la esponja Aplysína aerophoba indicando una interacción entre ésta y los

microorganismos asociados a ella (Friedrich et al,. 2001),.

La reproducción y la formación de esqueleto se correlacionaron negativamente

indicando que la esponja invierte su energía en cada momento en el proceso que más

la requiere. Bavestrelio et al. (1993), encontraron los valores mínimos de contenido de

sílice y tamaño promedio de espículas en el periodo de reproducción (fin de verano) de

la esponja Chondrilla nucuta (aunque no presentaron correlaciones estadísticas).

Schonberg y Bartheí (1997) observaron que la producción de espículas decrece

notablemente en Haüchondria panicea cuando empieza su ciclo de ovogénesis"(en-.

otoño). Frohíic y Barthei (1997) sugirieron que la intensa reproducción de ia esponja

Haüchondria panicea es en primavera y los especímenes hembra muestran una

disminución significativa en su consumo de sílice, por io que no producen espícuías-

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

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

semitubuiosa.

La variación en la bioactividad también puede tener relación con la densidad de la

población y/o con el tamaño de la esponja,. En la primavera de 2001, cuando se

registraron los valores de inhibición más altos, se encontraron los ejemplares de menor

tamaño, y la abundancia fue muy inferior a la encontrada en la primavera de 2002,

cuando la inhibición fue menor que en la primavera de! 2001 (obs,, pers.), época que se

asemejó a la densidad de la población de Mycaie paríshii para la misma época en el

año 2000 (Carballo, com, pers.) Lamentablemente, no se pudo comprobar esta relación

debido a que no se estimó el tamaño promedio de la población, y tampoco se

contabilizó la densidad de la esponja en el área de estudio. Uriz et al,. (1995)

encontraron que la forma del crecimiento en diferentes hábitats puede contar también

para la producción de tóxicos. En contraste con nuestra suposición, Soria et.-al. (1999)

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

todo el año a diferencia de las no activas. Sin embargo, se necesitan estudios
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posteriores para poder comprobar si el tamaño y densidad de la esponja intervienen en

la producción de sustancias activas,,

Relación entre la fauna asociada y la esponja.

Existen diferentes tipos de asociaciones entre las esponjas y sus habitantes, que van

desde el simple contacto témpora! hasta la dependencia metabólica del huésped

(Vernberg 1974)., Bacescu (1971) concluyó que después de los arrecifes de coral, las

esponjas constituyen uno de los biotopos más ricos en los mares tropicales. En efecto,

!a esponja Mycaie paríshii resguarda a una fauna muy diversa, encontrándose un totai

de 11,732 individuos a lo largo del año, repartidos en 4 phyia en 91 muestras. Duarte y

Nalesso (1996), encontraron un total de 7012 individuos en 4 phyla. Elíos estudiaron la

fauna asociada a la esponja M. paríshii en Brasil. Encontraron una diversidad muy alta

de especies en comparación a la nuestra, sin embargo, nuestra diversidad fue dada'por

familias y no por especies. En este estudio se pudo observar la separación de los

meses de estudio en dos grupos, uno formado por el año 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 mencionó en materia! y métodos, se estudiaron los ejemplares de tres

estaciones similares en el tipo de sustrato y se sabe que la fauna asociada puede variar

dependiendo del sitio, habitat y tipo de sustrato (Santucci 1922; Pearse 1950; Duarte y

Nalesso 1996).

El grupo principal encontrado en la fauna asociada a la esponja fue el de las ofiuras

(Ophictidae), registrándose ejemplares de esta familia en todos los meses de muestreo

con máxima abundancia en abrii y mínima en marzo de 2002. Los ofiuroideos empiezan

su época de reproducción en el verano y es por medio de fecundación externa ya que

los huevos y el esperma se liberan en el agua (Hickman et al, 1990). Las larvas nadan

libremente y no presentan estadio de fijación. Cuando el organismo está completamente

formado se va hacia el fondo donde comienza a vivir como adulto. Aunque hay algunas

especies que incuban a sus huevos y los liberan en su etapa juvenil, la gran mayoría

son ovíparos que no incuban (Barnes 1984).. Algunas ofiuras son comensales de las

grandes esponjas, en cuyos canales pueden vivir en gran número (Hickman et al.

1990). Turón et al. (2000) encontraron que los reclutas de la ofiura Ophiotrix fragiiis

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

asentamiento. Sugieren también que ia relación entre las ofiuras y las esponjas está
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basada en una relación trófica, ya que se pueden beneficiar de ias corrientes inhalantes

de !a esponja, es decir, puede ser que !as ofiuras limpien la superficie inhalante de

partículas muy grandes que no pueden entrar por los ostiolos de la esponja Este

"servicio de limpieza" permite a la esponja una capacidad de filtración más eficiente

(Hendler 1984), Los beneficios pueden dejar un incremento en la tasa de crecimiento de

la esponja como un resultado de una asociación trófica (Turón et al. 2000) o mutualista

(Hendler 1984). Cuando las ofiuras crecen a un tamaño mayor de 1 mm (diámetro del

disco), abandonan la superficie de la esponja y se ocultan en pequeñas cuevas o bajo

rocas. Sin embargo, en este estudio se encontró que la especie más abundante de la

familia probablemente sea Ophiactis savigny'r, Esta especie es detritófaga y tiene

reproducción sexual y asexual (la última por bipartición del disco) (Boffi 1972). Duarte y

Nalesso (1996) encontraron que la especie más abundante dentro de la esponja M.

parishü fue Ophiactis savignyi, y sugirieron que esta especie puede ocupar la mayoría

de cualquier espacio disponible dentro de la esponja; hasta las pequeñas cámaras

flageladas pueden estar ocupadas por juveniles,, Una vez dentro, esta especie puede

pasar su vida bentónica completa dentro de M. parishü. Lo anterior nos sugiere que la

relación que mantienen la esponja y la ofiura posiblemente sea de tipo mutualista, es

decir, la esponja le ofrece refugió y alimento a la ofiura y esta, le brinda un servicio de

limpieza,

Se sabe que algunas familias del phyilum Artropoda como Majidae, Xantidae y

Porcelanidae, pueden ser comensales de la esponja Apíysina fistularis y depredadores

de la microcomunidad asociada (Wurzian 1977) Los cangrejos ermitaños (Clase

Anomura) son típicamente omnívoros, y al parecer, no son depredadores de esponjas,

aunque Waddell y Pawlik (2000a) encontraron que algunas esponjas presentan

actividad antipredadora frente a un cangrejo ermitaño en Las Bahamas,. Sin embargo, la

esponja Mycale lavéis no presentó esta actividad (Waddell y Pawlik 2000a). Debido a lo

anterior, podemos asumir que la relación entre los artrópodos y la esponja sea

mutualista.

Crepidula sp. (Familia Calyptreidae) fue el gasterópodo más abundante asociado a la

esponja y casi todo el tiempo se le encontró cubierto por la esponja (obs. pers.). La

mayoría de los moluscos viven en sustratos sólidos y muchos otros sobre arenas flojas

y la gran mayoría se alimentan por filtración, como en el caso de Crepidula sp. (Familia
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Caíyptreidae) (Barnes 1984) Puede ser que el gasterópodo Crepidula $p. se aproveche

de las corrientes generadas por la esponja para alimentarse

Los poííquetps están frecuentemente asociados a las esponjas (Dauer 1974). En este

estudio se observaron 7 familias de poliquetos, entre ellas, Terebeliidae, Eunicidae y

Nereidae, que también fueron reportadas en la fauna asociada a la esponja M. paríshii

en Brasil por Duarte y Nalesso (1996). En este sentido, otros autores han reportado a

las familias antes mencionadas, además de Polynoidae y Serpulidae (Westinga y

Hoetjes 1981; Voultsiadou et al. 1987; Klittgard 1995)

Por otro lado, existen otros tipos de relaciones y/o vanantes 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 que la abundancia y biomasa de la fauna asociada puede variar, dependiendo

del tamaño o volumen de la esponja o del habitat en donde se encuentre la esponja,

Incluso, puede ser debido a procesos físicos del ambiente. La relación entre la fauna

asociada y la esponja pudiera ser influenciada por'parámetros bióticos o factores

ambientales y en algunas ocasiones, algunas sustancias químicas de la esponja

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

1.- La producción de embriones/larvas en la esponja Mycale parishii es continua a lo

largo de todo ei periodo de estudio, con máximos en verano, y mínimos en invierno,

guardando relación con las fluctuaciones de la temperatura del agua.

2.- La proporción de materia orgánica/inorgánica en la esponja fue muy variable

durante el periodo de estudio, aunque la proporción de sílice no presentó correlación

con ia temperatura del agua, como era de esperarse,

3,,- La correlación negativa obtenida entre la producción de embriones/larvas, y ia

proporción de sílice, indica que la esponja invierte su energía alternativamente en

ambos procesos.,

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

como respuesta a la temperatura del agua,,

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

patrón estacional, con valores altos en la primavera-verano, y bajos en otoño-invierno

6. La bioactividad (medida mediante el bioensayo de inhibición del desarrollo

embrionario del erizo), parece inducirse por ia presencia de la fauna asociada a la

esponja *

7, La relación positiva entre ¡a actividad antimicrobiana de la esponja y ia

reproducción, sugiere la presencia de sustancias antibióticas en los huevos de la

esponja, o bien, la producción de sustancias activas en la propia esponja para

defenderse en un momento tan importante de su cicio de vida como es la producción de

embriones y huevos, o bien la respuesta al posible incremento de microorganismos en

esta época.
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