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1. RESUMEN

Las esponjas marinas son fuente de metabolitos bioactivos, algunos de gran
interés por su posible aplicacidon en la farmacologia. Por lo tanto, la produccién de
biomasa de esponjas, para el suministro de metabolitos bioactivos, es un tema
que ha cobrado importancia en la actualidad. Sin embargo, resulta muy
complicado reproducir las condiciones adecuadas para el 6ptimo desarrollo y
crecimiento de las esponjas, bajo condiciones de cultivo controlado. La
temperatura es uno de los principales factores que regula la abundancia,
distribucion, reproduccion y crecimiento de las esponjas. En este sentido, en el
presente estudio se evalud el efecto de la temperatura sobre el crecimiento y la
supervivencia de las esponjas Mycale cecilia y Dysidea amblia, bajo condiciones
de cultivo semicontroladas. Para esto se realizO un cultivo a diferentes
temperaturas con las especies mencionadas. En el caso de M. cecilia, se
establecieron dos tratamientos, uno caliente (tratamiento C) que se mantuvo a una
temperatura promedio de 30.1 + 0.097 °C, y uno frio (tratamiento F) que se
mantuvo a 21.8 + 0.088 °C (promedio + error estandar). En el caso de Dysidea
amblia, se establecieron tres lotes experimentales de temperatura, uno caliente
(tratamiento C) con temperatura promedio de 30.26 £ 0.077 °C, uno a temperatura
ambiente (tratamiento A) con promedio de 27.68 + 0.077 °C, y uno frio
(tratamiento F) con temperatura promedio de 22.42 + 0.077 °C.

Simultaneamente, se desarroll6 un cultivo con las mismas especies en el medio
natural y se compard la eficiencia de crecimiento y supervivencia entre ambos
cultivos. No se observaron diferencias en cuanto al crecimiento y la supervivencia
de las esponjas cultivadas a diferentes temperaturas en los sistemas
semicontrolados. El volumen de esponja en los sistemas permanecio casi
constante durante el periodo de cultivo, registrandose al finalizar, un decremento
de -1.03% y un incremento de 34.01% para los tratamientos C y F,
respectivamente, de la esponja M. cecilia y un incremento de 7.34% vy
decrementos de -2.55% y -0.42%, para los tratamientos C, A y F, respectivamente,
de la esponja D. amblia (incrementos o decrementos en relacion al volumen

inicial). La supervivencia de cada especie fue muy parecida entre los diferentes



tratamientos (42.5% y 65%, para los tratamientos C y F de M. cecilia y 100%, 85%
y 100% para los tratamientos C, A y F, de D. amblia. En cambio, en el cultivo del
medio natural, se observé un incremento continuo del volumen de ambas
especies, observandose un mayor crecimiento en este sistema (133.54%, para M.
cecilia y 152.5% para D. amblia).

Dysidea amblia, es una esponja que de forma natural incorpora particulas de
arena a su tejido, por lo tanto, en un cultivo posterior, se evalué el efecto de la
adicion de arena sobre el crecimiento de esta especie. Se establecieron cuatro
tratamientos, 20 £+ 2°C sin arena (tratamiento FSA), 20 + 2°C con adicion de arena
(tratamiento FCA), 30 £+ 2°C sin arena (tratamiento CSA) y 30 + 2°C con adiciéon de
arena (tratamiento CCA). Se observé que la adicion de arena tiene un efecto
positivo sobre el crecimiento y la supervivencia de esta especie. Los tratamientos
a los que se les adiciondé arena (FCA y CCA) presentaron los porcentajes de
supervivencia mas altos (90%), comparados con los de los tratamientos sin arena
(FSA y CSA), que presentaron valores de 30% y 20%. Con respecto al
crecimiento, el tratamiento FCA, fue el unico que favorecié en forma positiva el
crecimiento, ya que los ejemplares de este tratamiento presentaron un incremento
continuo durante el periodo de cultivo, finalizando con un incremento de 40.76%,
con respecto al volumen inicial.

El nulo efecto de la temperatura sobre el crecimiento y supervivencia de las
esponjas Mycale cecilia y Dysidea y las diferencias observadas entre los sistemas
de cultivo, demostraron que las condiciones fueron mas adecuadas en el medio
natural que en el sistema semicontrolado. Por otro lado, los buenos resultados
observados con la adicién de arena sobre el crecimiento de D. amblia, sugiriendo
la importancia de este parametro a la hora de planificar el cultivo de especies de
este genero.



2. INTRODUCCION
Las esponjas pertenecen al phylum Porifera y son organismos pluricelulares de

caracter sesil, de habitos alimenticios filtradores (Brusca & Brusca, 2003). Cuentan
con una organizacion estructural muy primitiva, pero a pesar de esto, son un grupo
de gran éxito evolutivo, ya que se han ramificado en varios miles de especies, con
una estimacion de 15,000 especies vivas, tanto en habitats marinos como de agua
dulce (Hooper & Van Soest, 2002). A lo largo de su evolucion, algunas especies
de esponjas han desarrollado mecanismos de defensa contra sus competidores,
depredadores y parasitos (Betancourt et al., 1998). Estos mecanismos de defensa
consisten fundamentalmente en la produccion de metabolitos secundarios, cuyo
tipo, concentracién y proporcién de los mismos depende, en parte, de las
condiciones del habitat y del grado de agresién al que se encuentran sometidas
(Thompson et al., 1987; Pawlik, 1993; Unson et al., 1994). Ejemplos de este tipo
de metabolitos son la estevensina (Pomponi et al., 1998), producida por la esponja
Teichaxinella morchela (Wiedenmayer, 1977), y la halichondrina B, producida por
la esponja Lyssodendoryx sp. (Munro et al, 1999), ambas con propiedades
anticancerigenas. El descubrimiento de metabolitos con estas caracteristicas, ha
estimulado el desarrollo de métodos de cultivo de esponjas con la finalidad de
producir metabolitos con propiedades farmacoloégicas (Osinga et al., 1998;
Carballo, 2002)

En cierta forma, las esponjas constituyen un recurso biolégico desconocido, y su
produccion controlada no ha alcanzado todavia un grado de desarrollo adecuado
por varios motivos. Son organismos muy sensibles al estrés que se produce al
someterlas a condiciones de cultivo y ademas, parece ser muy dificil reproducir las
condiciones naturales de luz, corrientes, nutrientes, que necesitan para su
desarrollo (Fell, 1967; Kinne, 1977; Barthel, 1991a). Ademas, las esponjas son
organismos muy sensibles a los cambios ambientales (Wilkinson & Vacelet, 1979),
y factores como el movimiento del agua, la sedimentacion, (Sara & Vacelet, 1973;
Wilkinson & Chesire, 1989) y la temperatura ejercen gran influencia sobre
aspectos como la abundancia, el crecimiento y la supervivencia de las mismas
(Russell & Winget, 1985; Avila, 2002). De hecho, el crecimiento de muchas



especies se relaciona de manera directa con las variaciones estacionales de la
temperatura (Barthel, 1988 y 1989), y una variacion abrupta en este parametro
puede provocar mortalidades masivas (Sara & Vacelet, 1973).

Actualmente, se conocen pocos estudios relacionados con el cultivo de esponjas,
ya sea a nivel experimental (David, 1976; Barthel & Theede, 1986), para producir
esponjas para bafio (Vacelet, 1985; Verdenal & Vacelet, 1990; Pronzato et al.,
1999) o para la produccion de metabolitos secundarios con propiedades
farmacolégicas (Osinga et al., 1998; Duckworth et al., 1999; Nickel et al., 2001).
En la actualidad, solo se producen a escala industrial algunas especies que se
utilizan como esponjas de bafo (Verdenal & Vacelet,1990; Pronzato et al., 1999).
En ese caso, el cultivo se realiza principalmente en el medio natural (océano
abierto, lagunas costeras) (David, 1976; Verdenal & Vacelet, 1990; Duckworth et
al., 1997; Duckworth et al., 1999). A pequefia escala se han realizado
experimentos en sistemas controlados dirigidos principalmente a estudiar el efecto
del suministro de alimento (microalgas) sobre el crecimiento y la supervivencia de
las esponjas (Barthel & Theede, 1986). También se han realizado experimentos
aprovechando la entrada constante de alimento natural a través de la continua

renovacion del agua (Thomassen & Riisgard-Ulrik, 1995).

Como ya se mencion6 antes, la temperatura ejerce gran influencia sobre la
abundancia, crecimiento y supervivencia de las esponjas (Russell & Winget, 1985;
Avila, 2002). También se ha demostrado que en forma directa o indirecta la
temperatura influye en la produccién de metabolitos bioactivos (Thompson et al.,
1987; Pawlik, 1993; Unson et al., 1994). Sin embargo, existen muy pocas
investigaciones donde se haya estudiado directamente el efecto de la temperatura
sobre el crecimiento y la supervivencia de esponjas en condiciones controladas
(Barthel & Theede, 1986; Duckworth et al. 1997).

La esponja Dysidea amblia (de Laubenfels, 1930), pertenece al grupo de las
llamadas esponjas corneas. En estas esponjas, a diferencia de otras
demospongias, el esqueleto estd formado a base de fibras de espongina

articuladas entre si y no a base de espiculas de silice (Cook & Bergquist, 2002). El



género Dysidea, al que pertenece esta especie, tiene la capacidad de capturar
pequefias particulas de arena para incorporarlas como sostén en las fibras de
espongina, y dar un mayor soporte a su estructura esquelética (Shaw, 1927).
Ademas, las particulas de arena que introducen al interior de su cuerpo son de
gran importancia para el crecimiento y morfogénesis de este tipo de esponjas
(Teragawa, 1986). Por este motivo, uno de nuestros objetivos fue realizar un
cultivo en el cual se evaluara el efecto combinado de la temperatura y de la
adicién de arena sobre el crecimiento y la supervivencia de esta especie de
esponja. Se sabe que muchas esponjas del genero Dysidea (D. avara (Schmidt,
1862), D. fragilis (Montagu, 1818), D. herbacea (Keller, 1889) producen una gran
variedad de metabolitos activos (Sennett, 2001; Steinberg et al., 2001; Cimino &
Ghiselin, 2001), por lo tanto, la especie Dysidea amblia también podria ser fuente
potencial de éstos. Dysidea amblia, es una especie comin en ambientes
estuarinos como el estero de Urias, se ha registrado en zonas tropicales y algunas
subtropicales del Pacifico este (Dickinson, 1945).

La especie Mycale cecilia (de Laubenfels, 1936), es una esponja que se distribuye
ampliamente en las aguas tropicales del Pacifico este, en la bahia de Mazatlan y
estero de Urias es una especie comun (Cruz-Barraza, 2004). Puede adoptar
formas incrustantes y masivas, su estructura esquelética esta formada por
espiculas de silice, puede presentar colores muy variados que van desde verde
amarillento con lineas y pequefias manchas anaranjadas, o ser anaranjada, desde
anaranjado rojizo a rojo claro con lineas y manchas rojas mas oscuras, también
puede ser azul con manchas anaranjadas (Cruz-Barraza, 2004). Mycale cecilia
produce metabolitos que presentan actividad contra diferentes lineas celulares

cancerigenas (Ortega et al., 2004).

Esta investigacion tuvo como objetivo principal estudiar el efecto de la temperatura
sobre el crecimiento y la supervivencia de dos especies de esponjas, Dysidea
amblia 'y Mycale cecilia, en condiciones de confinamiento (cultivos
semicontrolados). También se compard la eficiencia de este cultivo con otro

realizado simultaneamente en el medio natural.



3. ANTECEDENTES

Los cultivos de esponjas se realizan con tres propésitos principales: para
desarrollar estudios ecofisiologicos (David, 1976; Barthel & Theede, 1986), para la
produccion de esponjas de bafio (Verdenal & Vacelet, 1990; Pronzato et al., 1999),
y para la obtencion de metabolitos bioactivos (Duckworth et al., 1997; Duckworth
et al., 1999; Osinga et al., 1998; Armstrong et al., 1999; Nickel et al., 2001). Este
ultimo es el principal motivo por el cual se ha intensificado la busqueda de técnicas
y métodos de cultivo para producir esponjas de forma eficiente (Osinga et al.,
1998). En este sentido, se han realizado estudios in vitro en los que se logrod
inducir a las células de la esponja Teichaxinella morchela para que produjeran el
metabolito estevensina, el cual presenta una actividad antitumoral importante
(Pomponi et al., 1998). También se han realizado cultivos para estudiar el
complejo proceso de regeneracion de tejido de ejemplares adultos cuando son

fragmentados (Hoffmann et al., 2003).

En muchos de estos casos, los experimentos comienzan con ejemplares adultos,
o con pequefios fragmentos obtenidos de ellos (Verdenal & Vacelet, 1990;
Duckworth et al., 1997; Duckworth et al.,1999; Pronzato et al., 1999; Armstrong et
al., 1999; Nava & Yanez, 2002 y Hoffmann et al., 2003). También se estan
desarrollando técnicas de cultivo de lineas celulares de esponjas en sistemas
cerrados y completamente controlados (llan et al., 1996; Osinga et al., 1998;
Nickel et al., 2001).

El crecimiento somatico ha sido estimado por medio del peso humedo (Duckworth
et al., 1997; Ducworth et al., 1999; Thomassen & Riisgard-Ulrick, 1995), por la
cobertura de superficie en las esponjas incrustantes como Haliclona permollis
(David, 1976), por aproximacion a un volumen conocido a través de la medicion de
sus tres ejes mayores (Verdenal & Vacelet, 1990), por el peso seco y por
desplazamiento volumétrico (Thomassen & Riisgard-Ulrik, 1995). Recientemente,
utilizando una balanza equipada con un aditamento para pesar objetos bajo el
agua, se obtuvo el peso freso de esponjas cultivadas, sin sacarlas del agua
(Osinga et. al., 1999). En los cultivos celulares de esponjas el crecimiento se ha



determinado cuantificando el incremento del nimero de células (Nickel et al.,
2001).

Duckworth et al., (1999) compararon la supervivencia de esponjas marinas
Latrunculia brevis y Polymastia croceus sometidas a tres métodos de cultivo en el
medio natural sujetdndolas a redes, a sogas y atravesandolas con una cuerda de
nylon. De éstos, el primer método mostr6 ser el mas adecuado para la

supervivencia de ambas especies.

Uno de los factores que parecen afectar a la supervivencia de las esponjas en
condiciones de cultivo, es la falta de una alimentacién adecuada (Thomassen &
Riisgard-Ulrik, 1995). Las esponjas se alimentan principalmente de las bacterias
del medio (Reiswig, 1971a,1975; Pile et el., 1996; Bell et al., 1999) y de la materia
organica en disolucién (Reiswig, 1990). La tasa de consumo de material organico
oscila entre los 29 y 1970 mg C m? d”', encontrandose dentro del rango de
consumo de los moluscos (de 9-3621 mg C m? d") (Griffiths & Griffiths, 1978), por
lo cual, se puede suponer que las esponjas pueden ocasionar un gran impacto en
su habitat debido al alto consumo de material organico que realizan (Ribes et al.,
1999). Se ha observado que las esponjas cuentan con un rango de seleccion de
tipos y tamafios de presas (Ribes et al., 1999), que va desde 0.2 hasta <10 um
(Reiswig, 1975; Pile et al., 1996; Bell et al., 1999). También, se han hecho
estimaciones de la eficiencia de retencion de las esponjas que varia entre 75 y 99
% (Reiswig, 1971a, 1975; Wilkinson, 1978; Pile et al., 1996). Algunos estudios han
demostrado que las esponjas filtran grandes volimenes de agua, mas de 1 | por
hora por cm® de su cuerpo (Reiswig, 1971b). Para la especie Polymastia croceus
se observé que a través de sus dsculos (6.96-8.53 mm? de area) circula mas de
8.82 cm® s de agua (Bell et al., 1999), y en Haliclona permollis y Suberites ficus
se ha observado una eficiencia de retencion bacteriana comprendida entre el 70.3
y 77 % (Reiswig, 1975). En cambio, Polymastia croceus presenta una eficiencia de
mas del 94 % cuando se trata de la cianobacteria Synechococcus tipo, y mas del

88 % cuando se trata de picoeucariontes (Bell et al., 1999).

En condiciones de cultivo se han probado diferentes tipos de alimento: en



sistemas cerrados se han utilizado microalgas (Osinga et al., 1998) o microalgas
combinadas con bacterias (Fry, 1971); también se han hecho intentos con
alimento comercial para invertebrados marinos (Nickel et al., 2001). Debido a que
las esponjas se alimentan de una variedad de particulas suspendidas en el agua
(bacterias, microalgas, y materia organica), los mejores resultados en cuanto a
crecimiento y supervivencia, se han obtenido cuando las esponjas son
alimentadas con mezclas de diferentes microalgas (Fry, 1971), aunque,
recientemente, Osinga y colaboradores (2003), demostraron que se pueden
obtener muy buenos resultados alimentandolas con cultivos monoespecificos de
microalgas, siempre y cuando, el valor nutricional de la microalga sea suficiente
para cubrir los requerimientos nutricionales de la especie cultivada. En sistemas
semicerrados y abiertos se ha aprovechado la materia organica, microalgas y
bacterias presentes en el agua de mar cruda (Poirrier et al., 1981; Barthel &
Theede, 1986; Verdenal & Vacelet, 1990; Thomassen & Riisgard-Ulrik, 1995;
Duckworth et al., 1997, 1999; Pronzato et al., 1999; Armstrong et al., 1999).

Las esponjas marinas son organismos muy sensibles a las variaciones de los
factores medioambientales. En aguas estuarinas, la salinidad (Knight & Fell, 1987,
Fell et al., 1989; Leamon & Fell, 1990), el pH (Philp, 1999) y el oxigeno disuelto
(Sagasti et el., 2000; Sagasti et al., 2001), son factores muy importantes para las
esponjas que habitan en ellas. Se ha demostrado, que la resistencia a altos
niveles de estrés (altos o bajos niveles de salinidad, oxigeno disuelto, pH, periodos
de emersion), es el principal factor que determina la persistencia de algunas
poblaciones de esponjas en aguas estuarinas (Carballo et al., en prensa). Entre
todos los factores ambientales, la temperatura es uno de los principales
reguladores de la abundancia, distribucion, reproduccion, crecimiento vy
supervivencia de las esponjas. Barthel (1988 y 1989), observé que el crecimiento
de muchas especies de esponjas esta relacionado directamente con las
variaciones estacionales de la temperatura. Otros autores demostraron que las
variaciones abruptas de temperatura pueden provocar mortalidades masivas en
las poblaciones naturales de esponjas (Sara & Vacelet, 1973). Ademas en muchas

otras investigaciones (Thompson et al., 1987; Pawlik, 1993; Unson et al., 1994,



Carballo, 2002), se ha demostrado que la producciéon de metabolitos bioactivos en
las esponjas se relaciona también, en forma directa o indirecta con la temperatura.
Sin embargo, existen muy pocas investigaciones en las que se haya estudiado, en
condiciones controladas de cultivo, el efecto directo de la temperatura sobre el
crecimiento y la supervivencia de esponjas. Los mas importantes son el realizado
por Barthel & Theede (1986) en el que se cultivd Halichondria panicea a 5
diferentes temperaturas (0, 5, 10, 15y 20 °C) observandose un mayor crecimiento
(determinado mediante el incremento de materia organica de la esponja, MO=
peso seco - peso de las cenizas) a las temperaturas de 10 y 15°C, y el realizado
por Duckwort et al. (1997), quienes bajo condiciones de cultivo en el laboratorio,
evaluaron el efecto de la temperatura (14 y 19°C) sobre la cicatrizacion
(determinada como disminucién del tamafo de la herida con respecto al tiempo)
de fragmentos de la esponja Psammocinia hawere, registrando una mas rapida
regeneracion del pinacodermo en la zona dafiada por el corte, a 14°C. Los mismos
autores en un cultivo con fragmentos de la misma especie pero en el medio
natural, observaron que las tasas de regeneracion del pinacodermo en la zona
dafiada por el corte son mayores en invierno.



4. HIPOTESIS:

4.1. Hipétesis 1

Si la temperatura es un factor que ejerce gran influencia sobre el crecimiento y la
supervivencia de las esponjas (Wilkinson & Vacelet, 1979; Russell & Winget, 1985;
Barthel, 1989), se esperaria observar diferencias significativas en el crecimiento y

en la supervivencia de las esponjas cultivadas a diferentes temperaturas.
4.2. Hipotesis 2

Las esponjas del género Dysidea, incorporan particulas de arena de forma natural
a sus estructuras esqueléticas (fibras de espongina) (Shaw, 1927). Estas
particulas son de gran importancia para el crecimiento y morfogénesis en esponjas
de este tipo (Teragawa, 1986). Por lo tanto, se esperaria observar un efecto

positivo en el crecimiento y supervivencia de las esponjas al adicionarles arena.
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5. OBJETIVOS

5.1. Objetivo general

Estudiar el efecto de la temperatura sobre el crecimiento y sobre la supervivencia
de las esponjas Dysidea amblia y Mpycale cecilia en sistemas de cultivo
experimentales.

5.2. Objetivos especificos:

1.- Evaluar el efecto de la temperatura sobre el crecimiento y la supervivencia de

las esponjas Dysidea amblia y Mycale cecilia.
2.- Comparar la supervivencia y el crecimiento de las esponjas Dysidea amblia y
Mycale cecilia, en un sistema de cultivo semicontrolado y en un sistema de cultivo

en el medio natural.

3.- Estudiar el efecto de la adicién de arena sobre el crecimiento y la supervivencia
de la esponja Dysidea amblia.
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6. MATERIAL Y METODOS

6.1. Cultivos auxiliares para el suministro de alimento
6.1.1. Cultivo de bacterias

La produccion de bacterias se realizé en recipientes cilindro-cénicos de 10 | de
capacidad, provistos de un sistema de agitacion continua por burbujeo desde el
fondo. A cada uno de ellos se le agregé 9 | de agua de mar y 4.5 g de levadura de
pan (0.5 g I'") para inducir el crecimiento bacteriano a partir de las propias
bacterias presentes en el medio (Fig. 7).

0.5gr de levadura
de pan |

Agua de mar

Aire —3

Fig. 1. Esquema del sistema utilizado para la produccién de bacterias

Una vez transcurridos 4-5 dias, el agua de estos recipientes se pasd por una
lampara UV y se utilizd para alimentar a las esponjas. Es importante mencionar
que se tuvieron varios de estos tanques en funcionamiento, pero en diferentes
fases de crecimiento, asi se garantizd que nunca faltara el alimento. Con este
sistema se produce una poblacion bacteriana importante que puede actuar como
principal fuente de alimento para las esponjas, como se ha comprobado en
trabajos anteriores (Fry, 1971), ademas de proveer materia organica en disolucién

por la descomposicion de las propias levaduras. Tampoco se descarta que las
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esponjas pudieran consumir directamente a las propias levaduras ya que el
tamario de las mismas (5 um), entra en el rango 6ptimo para su consumo por las
esponjas (Reiswig, 1975; Bell et al., 1999).

6.1.2. Cultivo de microalgas

Se cultivaron las especies Tetraselmis sp. (6.27 pym de didametro promedio) e
Isochrysis sp. (3.85 um de diametro promedio). El cultivo se realizé en recipientes
cilindricos de plastico con capacidad de 20 |, provistos de un sistema de agitacion
continua por burbujeo desde el fondo. A cada uno se le agregé 16 | de agua de
mar enriquecida con medio de cultivo F de Guillar (1973) (Tabla. I), y 2 | de cepa
de microalgas concentrada (Fig. 2). Posteriormente se mantuvieron en un cuarto

iluminado a 23° C de temperatura.

161 Agua de mar
enriquecida

Aire >

21 Cepa de
microalgas

Fig.2. Esquema del sistema utilizado para la producciéon de microalgas

Las microalgas se utilizaron cuando tenian una densidad de 1x10° cel mI”" para el
caso de Tetraselmis sp. y de 3x10° cel ml™" para el caso de Isochrysis sp. Esta
densidad la alcanzaban aproximadamente después de 5 dias. Periddicamente se
hicieron desdobles de los cultivos renovando el agua de los recipientes con agua
de mar enriquecida con medio F de Guillard, para mantener una cantidad
suficiente de alimento. Este tipo de sistema de cultivo, en el que se reemplaza

parte del agua del cultivo por agua enriquecida nueva (desdobles periddicos), se
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conoce como cultivo en continuo (Barnabé, 1991).

Para enriquecer el agua de mar con el medio F de Guillard, se utilizé 1 ml de cada
una de las soluciones de nutrientes principales y 1 ml de cada una de las
soluciones secundarias descritas en la Tabla |, por cada litro de agua de mar,

previamente filtrada con luz ultravioleta.

Tabla I. Composicion quimica del medio de cultivo F de Guillard.

Nutrientes principales

Formula

Cantidad y volumen a aforar

Sol. de Nitrato de Sodio

NEN03

150gr aforado a 1!

Sol. de Fosfato de Sodio monobasico

NaH,PO,.H,O

10gr aforado a 1!

Metales Traza

Solucion primaria

Cantidad y volumen a aforar

Sol. de Cloruro Manganoso MnCl,.4H,0 36gr aforado a 100m|
Sol. de Cloruro de Cobalto COCI,.6H,0 2gr aforado a 100ml
Sol. de Sulfato Cuprico CuS0,.5H,0 1.96gr aforado a 100ml|
Sol. de Sulfato de Zinc ZnS0,.7H,0 4.4gr aforado a 100ml
Sol. de Molibdato de Sodio Na,Mo0O,.2H,0 1.26gr aforado a 100ml
Solucién secundaria gl”
Cloruro férrico FeCl,.6H,0 6.3
EDTA disédico Na,EDTA 8.7

Metales Traza

Agregar 1ml de cada una de

las soluciones primarias

Vitaminas
Solucién primaria Cantidad y volumen a aforar
Sol. de Biotina cristalizada CioH1eN203S 0.1gr aforado a 1l
Sol. de Cianocobalamina CigHgsCoN,P 1gr aforado a 1l
Sol. de Tiamina clorhidrica C4-H47CIN,OS 0.2gr aforado a 1l

Solucién secundaria

Tomar 10 ml de cada solucion

rimaria y aforar a 1|
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6.2. Descripcion de los sistemas de cultivo

6.2.1. Sistema de cultivo semicontrolado

Los sistemas de cultivo semicontrolados son cajas de plastico de 49 x 33 x 22 cm
con capacidad de 36 |. Las cajas se acondicionaron con un sistema de aireacion
“air-lift”, el cual consistio en tubos de PVC dentro de los que se producia un
burbujeo que elevaba y succionaba el agua del fondo y la expulsa por la parte
superior del tubo. Los tubos se orientaron de tal forma que se favorecié una
circulacién de agua vertical y horizontal que ayudé a tener una buena distribucion
del alimento y mantuvo bien oxigenada el agua del sistema. Sobre el fondo de las
cajas se colocé un soporte plastico en forma de malla sobre la que se dispusieron
las esponjas previamente sujetas a sustratos artificiales (Fig.3). Los sustratos
artificiales son azulejos de ceramica a los cuales se fijaron los ejemplares de
esponjas mediante un hilo monofilamento de nylon.

1.-Tubos air-lift
2.- Entradas de aire

3.- Malla plastica

4.- Esponjas

—Flujo de agua
l

a) Vista lateral

iR

\
|
]‘ 3em ) Vista superior
|
y

Fig. 3. Sistema de cultivo semicontrolado y circulacion de agua en su interior.

Para mantener la temperatura del agua de los sistemas de cultivo por encima de la

temperatura ambiente, se utilizaron calentadores de agua. Para mantener la
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temperatura por debajo de la temperatura ambiente, se utilizd un intercambiador
de calor al cual se adapté un serpentin plastico por el que circula liquido (solucion
3:1 de etilenglicol y agua) a baja temperatura. Estos serpentines se introdujeron en

las cajas enfriando y manteniendo el agua a la temperatura requerida (Fig. 4).

Fig. 4. Sistemas de enfriamiento y calentamiento de las cajas de cultivo.

El agua de mar utilizada en los sistemas de cultivos de esponjas y también en los
cultivos auxiliares (produccién de alimento) descritos anteriormente, fue bombeada
desde un pozo artesiano ubicado en la estacion de la Unidad Académica
Mazatlan-UNAM, y almacenada en un depésito. Desde este depdsito se abastecio
a los cultivos haciendo pasar el agua por un filtro de solidos de 0.45 um de
abertura, que evitd que particulas grandes de arena y sedimentos llegaran hasta

los cultivos.
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6.2.2. Sistema de cultivo en el medio natural

Como soporte de cultivo se utilizaron mallas plasticas de 1.60 m de largo por 0.50
m de ancho, suspendidas a 1.5 metros de la superficie y 2 metros del fondo (Fig.
5).

Fig. 5. Sistema de cultivo utilizado en el medio natural (estero de Urias)

Las mallas se colocaron paralelas a la costa sujetandose a columnas de concreto
bajo el pantalan abandonado ubicado en las cercanias del embarcadero del
trasbordador comercial API en el estero de Urias Sinaloa, México (Fig. 6).
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Fig. 6. Ubicacion de los sistemas de cultivo en el medio natural (estero de

Urias).
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6.3. Obtencion de los ejemplares, fijacion a los sustratos artificiales y
traslado a los sistemas de cultivo

Mediante buceo auténomo se recolectaron 160 ejemplares, 80 de la especie
Mycale cecilia, con un tamafio promedio de 11.5 cm® y 80 de la especie Dysidea
amblia, con un tamafio promedio de 17.4 cm®. Estos tamafios son pequenos,
aproximadamente un 5y 10%, M. cecilia y D. amblia, respectivamente, del tamafio
maximo que alcanzan estas especies (Observaciones personales). Los ejemplares
se fijaron sobre sustratos artificiales (azulejos) numerados, los cuales se dejaron
sumergidos en agua marina durante algunos dias antes de ser utilizados para
limpiarlos de sustancias que pudieran ser perjudiciales para las esponjas.
Posteriormente, los azulejos se colocaron sobre una malla previamente fondeada
en el medio natural hasta que los ejemplares se adhirieron a los azulejos; esto
ocurrio entre 5 y 9 dias. Una vez adheridos se procedio a trasladarlos a sus
respectivos sistemas de cultivo. Los ejemplares que se cultivaron en los sistemas
instalados en el Instituto de Ciencias del mar y Limnologia se trasladaron en
recipientes llenos con agua desde el sitio de recoleccion. Los ejemplares se
colocaron en sus respectivos lugares dentro de las cajas de cultivo, que se
mantuvieron a temperatura ambiente, hasta que se observd que las esponjas
filtraban (8 dias). Es evidente cuando las esponjas filtran, ya que, mantienen
abiertos sus oOsculos. Posteriormente se procedié a incrementar o disminuir la
temperatura del agua hasta alcanzar las temperaturas experimentales. Este
proceso durd una semana (8 dias), intentando que el cambio de temperatura fuera
como maximo de 1° C por dia. El periodo de aclimatacion de17 dias que se les dio
a los ejemplares (9 dias en el medio natural y 8 dias mas en las cajas de cultivo),
antes de iniciar a incrementar o disminuir las temperaturas en las cajas de cultivo
fue muy importante, ya que las esponjas, después de ser transplantadas,
presentan un periodo (que puede ser hasta de un mes) en el que dejan de filtrar,
detienen su crecimiento e incluso reducen su tamafo debido al gasto energético
que se deriva de la regeneracion y reorganizacion de sus sistemas acuiferos
(Pronzato et al., 1999; Nava & Yarnez, 2002).
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Para el caso del sistema del medio natural, los ejemplares se colocaron
inmediatamente en su sitio sobre la malla plastica después de ser recolectados.
Toda la manipulacién de los organismos se hizo manteniéndolos sumergidos en
agua y sin exponerlos al aire. Esto con la finalidad de evitar provocar mayor estrés
a los organismos, que el ya provocado por el traslado.

6.4. Efecto de la temperatura sobre el crecimiento y la supervivencia de las
esponjas Mycale cecilia y Dysidea amblia (cultivo semicontrolado y cultivo

en el medio natural).

6.4.1. Disefo experimental

6.4.1.1. Cultivo semicontrolado.

Se utilizaron doce de los sistemas anteriormente descritos (cajas de cultivo), dos
réplicas de cada tratamiento para cada especie. En las cajas de Mycale cecilia, las
temperaturas fueron: 30.1 + 0.097°C (promedio + error estandar), para el
tratamiento C (caliente); 28.9 + 0.097°C, en el tratamiento A (temperatura
Ambiente), y 21.8 + 0.089°C en el tratamiento F (fria). En las cajas de Dysidea
amblia fueron: 30.3 £ 0.077°C, en el tratamiento C; 27.7 + 0.077°C, para el
tratamiento A y 224 + 0.077°C, en el tratamiento F. Se eligieron estas
temperaturas experimentales, debido a que estan dentro del intervalo anual de
temperatura de la bahia de Mazatlan y estero de Urias (32 y 16°C). Las cajas se
llenaron con agua de mar a 36 % de salinidad, y en cada una de ellas se

colocaron 10 ejemplares de esponjas (Fig. 7).
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Fig. 7. Esquema de la unidad experimental sistema semicontrolado.

A cada caja se le realizd un recambio de agua diario del 10 % (3.6 I) con el fin de
evitar el acumulamiento de productos metabdlicos de desecho y de otros
elementos nocivos. Diariamente y durante los primeros 15 dias, se afiadi6 como
alimento 600 ml de agua de un cultivo de bacterias y 600 ml de un cultivo de
microalgas de la especie Tetraselmis sp. a una densidad aproximada de 1x10° cel
mlI”" y 600 ml de otro cultivo de microalgas de la especie Isochrysis sp. a una
densidad aproximada de 3x10° cel mI" en cultivo exponencial. El alimento se
repartié en tres tomas a lo largo del dia. Posteriormente, se increment6 la cantidad
de alimento: 1000 ml diarios de cada cultivo auxiliar a partir de la segunda
quincena y 1500 ml diarios a partir de la tercera quincena y hasta el final del
experimento. El experimento se llevo a cabo en semioscuridad cubriendo las cajas
con malla sombreadora. Diariamente se registraron los parametros fisicoquimicos
(temperatura, salinidad, pH y oxigeno disuelto) y mensualmente los poblacionales

(crecimiento y supervivencia). La pérdida de agua e incremento de salinidad de las
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cajas por efecto de la evaporacion, se contrarrestaba periédicamente adicionando
agua salada o dulce hasta que regresaba a los niveles normales de salinidad (36
%o). El cultivo se mantuvo durante 2 meses.

6.4.1.2. Cultivo en el medio natural
Para realizar este cultivo se utilizaron dos mallas plasticas (antes descritas), sobre

las cuales se colocaron 10 ejemplares de cada especie (Fig. 8).

Estructuras de cultive
{(Mallas plasticas)

@|@eeeee]ee]e]
eeeeeeee e

Eeeereeeee]

[Feeeeeee)ee

Mycale cecilia @] Dysidea amblia

Fig. 8. Esquema de la unidad experimental sistema del medio natural.

En este cultivo se aprovechd el alimento natural del propio sistema como
suministro alimenticio. Los parametros fisicoquimicos (temperatura, salinidad, pH y
oxigeno disuelto) y poblacionales (crecimiento y supervivencia) se registraron
mensualmente. Normalmente, los muestreos se realizaron entre 10 de la mafana

y 12 de la tarde. Este cultivo tuvo una duraciéon de dos meses.

6.4.2. Parametros poblacionales

Inicialmente se planteo registrar los parametros poblacionales (supervivencia y
crecimiento) quincenalmente, pero cuando se hizo la primera medicion (15 dias
después de iniciada la experiencia), se decidi6 incrementar el periodo entre

muestreos a un mes, debido a que quincenalmente practicamente era indetectable
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el crecimiento. De esta manera, ademas se redujo el estrés producido por los
muestreos para el control del crecimiento. El crecimiento se obtuvo midiendo el
volumen (en cm®) de los ejemplares, mediante desplazamiento volumétrico y se
expres6 como volumen promedio + error estandar en cada tratamiento. Para esto,
los ejemplares se introducian en un recipiente graduado, el cual contenia un
volumen conocido de agua de mar. Cuando un ejemplar se introducia en el
recipiente el nivel del agua aumentaba. Entonces, se extraia agua hasta que el
nivel quedara como estaba antes de introducir el ejemplar, y posteriormente se
media en una probeta. Este procedimiento no produce mortalidad, al menos en la
esponja Dysidea amblia, ya que se ha comprobado que esta esponja puede
aguantar mas de 10 minutos fuera del agua sin sintomas de mortalidad (datos no
publicados). La supervivencia se estim6 contando los ejemplares vivos y
calculando que porcentaje del niumero inicial de ejemplares representaban éstos,

se expresd como supervivencia promedio * error estandar.

6.4.3. Parametros ambientales

En el medio natural, el registro de oxigeno disuelto, pH y temperatura se realizé
utilizando una sonda “Hydrolab Modelo SURVEYOR 4a" (con precision de +0.01
unidad). La salinidad se registré con un refractometro de campo marca SPER
SCIENTIFIC (con precision de £1%0). En los sistemas semicontrolados la
temperatura puntual se registré con termémetros de mercurio (marca Aquarama
con precision de +£1°C); el oxigeno disuelto, pH y salinidad, se registraron de igual
manera que en el medio natural. La oscilacion mensual de temperatura se registro
utilizando termémetros de maxima y minima (marca Brannan con precision de
+1°C) ubicados permanentemente en ambos sistemas de cultivo (medio natural y

sistemas semicontrolados).
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6.5. Efecto de la interaccion de la temperatura y la adicion de arena sobre el

crecimiento y la supervivencia de la esponja Dysidea amblia en condiciones

de cultivo semicontroladas.

6.5.1. Disefno experimental

En este cultivo se trabajé con los ejemplares de Dysidea amblia del experimento
anterior. Este experimento se realizé en los sistemas semicontrolados ya descritos
(cajas de cultivo). Se establecieron cuatro tratamientos, con dos réplicas de cada
uno, los cuales fueron 20 + 2°C sin arena (tratamiento FSA), 20 + 2°C con adicidon
de arena (tratamiento FCA), 30 + 2°C sin arena (tratamiento CSA) y 30 + 2°C con
adicion de arena (tratamiento CCA). En cada una de las cajas (réplicas) se
colocaron 5 ejemplares de esponja (Fig. 9). La arena adicionada tenia un tamafio
promedio de particula de 54.5 um, (intervalo: 16.6 — 149.4 um), ésta se adicionaba
en pequenas cantidades, procurando que la superficie de la esponja se cubriera

con una fina capa.

Tanque para la
produccion de =
alimento
Recambio diario
(10%) T
TN, -~
G \
<FSA> FSA: ------ Fria sin arena
) 0 FCA; - Fiia con arena
CSA: Caliente sin arena
CCA: Caliente con arena
<FCA>
CSA
B © ©) Bl Bl Bl |
> Ejemplares de esponja
cens| BB

Fig. 9. Esquema de la unidad experimental sistema semicontrolado (cultivo con
arena).
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De la misma manera que en el cultivo anterior y con la finalidad de evitar el
acumulamiento de productos metabdlicos de desecho y otros elementos nocivos,
a cada caja se le realizé un recambio de agua diario del 10% (3.6 |). Durante los
primeros 15 dias, se afiadié diariamente 1000 ml de cualquiera de los dos cultivos
de microalgas (Tetraselmis sp. o Isochrysis sp.) antes mencionados, dependiendo
de cual de los cultivos de microalgas se encontraban con la densidad que
requeriamos (1x10° cel ml”", en el caso de Tetraselmis sp. y 3x10° cel mI™, en el
caso de [sochrysis sp), para ser utilizados como alimento. Posteriormente, a partir
de la segunda quincena y hasta el final del cultivo se adicionaron 1500 ml de
alimento. En ésta cultivo, las cajas también se cubrieron con una malla
sombreadora. Al igual que en el cultivo anterior, se mantuvo un monitoreo diario
de los parametros fisicoquimicos (temperatura, pH, oxigeno disuelto y salinidad) y
mensual de los poblacionales (crecimiento y supervivencia).

La disminucion del nivel del agua de las cajas y el incremento de la salinidad por
efecto de la evaporacion, fueron corregidos también de la misma manera. La
estimacion de los parametros poblacionales se realizdé siguiendo la misma
metodologia del primer cultivo y el experimento también tuvo una duracién de dos

meses.
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6.6. Tratamiento de la informacion.
En el primer cultivo, para comprobar si hubo diferencias entre las temperaturas
experimentales a las que se mantuvieron los sistemas semicontrolados, se hizo un

analisis de varianza de una via con tres niveles (tres temperaturas).

Se utilizé un analisis de varianza de una via para determinar si habia diferencias
significativas del crecimiento a diferentes temperaturas. En el caso de la

supervivencia, se utilizo la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallies.

Previamente se comprobd la normalidad, test de Kolmogorov-Smirnov y la
homocedasticidad de los datos test de Cochran’s (Krebs, 1989).

En el segundo cultivo se utilizaron las mismas pruebas estadisticas, analisis de
varianza de una via y prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis, para determinar si
habia diferencias del crecimiento y la supervivencia respecto de la temperatura y

la adicion de arena.

La variacion de las diferencias entre los tratamientos (diferentes temperaturas, con
o sin adicion de arena) se analizé posteriormente con la prueba de Tukey (Sokal &
Rohlf, 1981). También previamente se comprobo la normalidad y hocedasticidad

de los datos.

La comparacion de crecimiento entre los sistemas de cultivo (semicontrolado y
medio natural), se realizé mediante un andlisis de varianza de una via. La
variacion de las diferencias entre los sistemas de cultivo se examiné mediante un

analisis de rango multiple Newman-Keuls.

La comparacion de supervivencia entre los sistemas de cultivo se realiz6 mediante

el analisis de Kruskal-Wallis.
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7. RESULTADOS

7.1. Efecto de la temperatura sobre el crecimiento y la supervivencia
7.1.1. Parametros fisico quimicos

En los sistemas semicontrolados las temperaturas fueron muy similares durante el
periodo de aclimatacion (entre 26 y 30 °C). A finales de este periodo (29 de junio
al 15 de julio) y hasta el 8 de agosto, las temperaturas fueron controladas y se
establecieron los lotes experimentales. En el caso de la esponja Mycale cecilia,
solo se lograron separar de manera significativa dos lotes experimentales de
temperatura (F = 2351, p < 0.0007). Uno caliente que se mantuvo a una
temperatura promedio de 30.1 + 0.097 °C, y uno frio que se mantuvo a 21.8 +
0.088 °C (promedio * error estandar).

En cambio, en los experimentos con Dysidea amblia, se lograron separar de forma
significativa los tres lotes experimentales de temperatura (F = 2687.312;, p <
0.0001). Uno caliente (C) con temperatura promedio de 30.26 + 0.077 °C, uno a
temperatura ambiente (A) con promedio de 27.68 + 0.077 °C, y uno frio (F) con
temperatura promedio de 22.42 + 0.077 °C.

La salinidad oscild entre 36 y 37.5 %o en los tratamientos de ambas especies M.
cecilia y D. amblia. El oxigeno disuelto oscilé entre 8.14 y 11.54 mgl™, el pH entre
7.62 y 8.17, en los tratamientos de M. cecilia. En los tratamientos de D. amblia, la
oscilacion del oxigeno disuelto fue entre 8.04 y 11.81 mgl™ y la del pH fue entre
7.75y 8.15 (Tabla Il).

En el estero de Urias, la temperatura oscil6 entre 28 y 33 °C, con un promedio de
30.96 °C. Por otra parte, la salinidad se mantuvo constante en 35 %., el oxigeno
disuelto fluctué entre 4.9 y 6.3 mg I'", con un promedio de 5.71 mg I y el pH
fluctud entre 7.9 y 8.03, con un promedio de 7.98 (Tabla IIl).
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Tabla Il. Parametros ambientales registrados en los sistemas semicontrolados durante el periodo de cultivo.

Tratamiento
Parametro Valor M. cecilia D. amblia
C F C A F
Maxima 11.31/11.54110.84 (10.44 | 11.81
0,mgl" Minima 8.14 | 8.16 | 8.3 | 8.04 | 8.52
Promedio | 9.45 [10.27| 9.25 | 9.35 [10.28
Error estandar| 0.24 | 0.10 | 0.20 | 0.15 | 0.07
Maxima 8.17 | 8.01 | 8.21 | 8.15 | 7.97
oH Minima 769 | 762|798 | 794 | 7.75
Promedio | 8.05|7.92 | 8.11 | 8.07 | 7.89
Error estandar| 0.02 | 0.02 | 0.02 | 0.02 | 0.03
Maxima 37 | 375 | 37 | 37.5| 37
S% Minima 36 36 36 36 36
Promedio 36 36 | 365 | 365 | 36
Error estandar] 0 0 0.03 | 0.02 | 0.02

Tabla Il. Parametros ambientales registrados en el estero de Urias durante el periodo de culfivo.

Parametro T°C 0, mgl” pH S%o
Maxima 30.11 6.3 8.03 35
Minima 31.76 4.9 7.9 35

Promedio 30.96 5.71 7.98 35

Error Estandar 0.58 0.52 0.05 0

7.1.2. Parametros poblacionales (crecimiento y supervivencia)

En los sistemas semicontrolados no hubo diferencias significativas en el
crecimiento de la esponja Mycale cecilia en relacion a la temperatura (F = 0.013; p
=0.9). El volumen promedio se mantuvo casi constante durante todo el periodo de
cultivo en los dos tratamientos (C y F). En el tratamiento C (30.1 £ 0.097 °C) el
volumen promedio inicial fue de 12.10 + 0.41 cm® (promedio + error estandar) y el
final de 11.98 + 2.72 cm® presentando un decremento de -0.12 cm® que

represento el -1.03% del volumen inicial. En el tratamiento F (21.83 + 0.088 °C), el
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volumen inicial fue de 10.40 + 0 cm® y el final de 13.94 + 2.74 cm®, presentando un
incremento de 3.54 cm? que represento el 34.01 % del volumen inicial (Fig. 10).

La supervivencia tampoco presentd diferencias significativas respecto de la
temperatura (p > 0.05), los valores registrados fueron 42.5 + 21.79 % y 65 + 21.21
% (promedio + error estandar), para los tratamientos C y F respectivamente.
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Fig. 10. Variacion del volumen promedio de la esponja Mycale cecilia durante el
periodo de cultivo en el estero de Urias (N) y en los sistemas semicontrolados:
C = Tratamiento mantenido a 30.1 £ 0.097°C y F = Tratamiento mantenido a
21.83 + 0.088°C. Las lineas verticales indican el error estandar.

En el estero de Urias, la esponja Mycale cecilia se adhirié rapidamente (5 dias) a
las superficies experimentales, y crecié durante todo el periodo de cultivo. Su
volumen promedio inicial fue 23.97 + 2.16 cm® (promedio + error estandar) y el
final fue de 55.98 + 11.13 cm®, presentando un incremento de 32.01 c¢cm®, que
represent6 un 133.54 % con respecto al volumen inicial (Fig. 10).

La supervivencia de Mycale cecilia fue del 95 + 7.07 % en el cultivo del medio
natural.

En el caso de Dysidea amblia, tampoco hubo diferencias significativas en el
crecimiento en relacion a la temperatura en los sistemas semicontrolados (F =
0.463; p = 0.6356). El volumen se incrementé durante el primer mes de cultivo,

pero durante el segundo mes disminuyd en todos los tratamientos. En el
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tratamiento C (30.26 + 0.077 °C), el volumen promedio inicial fue de 16.70 + 0.08
cm’ y el final de 17.93 + 0.22 cm®, presentando un incremento de 1.22 cm®, que
represento el 7.34 % respecto del volumen inicial. En el tratamiento A (27.68 +
0.077 °C), el volumen promedio inicial fue de 17.65 + 0.37 cm® y el final de 17.20 +
1.06 cm?®, presentando un decremento de -0.45 cm®, representando el -2.55 %
respecto del volumen inicial. En el tratamiento F (22.42 + 0.077 °C), el volumen
promedio inicial fue de 17.95 + 0.45 cm’ y el final de 17.88 + 1.45 cm®,
presentando un decremento de —0.07 cm®, que representd el -0.42 % respecto del
volumen inicial (Fig. 11).

En este caso tampoco hubo diferencias significativas (p > 0.05) en la
supervivencia respecto de la temperatura, los valores registrados fueron 100 + 0 %

para los tratamientos C y F, y 85 + 21.21 % para el tratamiento A.
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Fig. 11. Variacioén del volumen promedio de la esponja Dysidea amblia durante el
periodo de cultivo en el estero de Urias (N) y en los sistemas semicontrolados:
Tratamiento C (30.26 + 0.077 °C), Tratamiento A (27.68 + 0.077 °C) y Tratamiento
F (22.42 + 0.077 °C). Las lineas verticales indican el error estandar.
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En el medio natural, el volumen promedio de Dysidea amblia se increment6
durante todo el periodo de cultivo, desde 22.15 + 0.07 cm?® al inicio, hasta 55.93 +
7.45 cm?® al final, presentando un incremento de 33.78 cm®, que representd el
152.5 %, respecto del volumen inicial (Fig. 11). Sin embargo, durante el cultivo
hubo un problema recurrente con el “fouling”. Antes de cada muestreo se
intentaba limpiar las superficies experimentales, pero no se pudo evitar que la
esponja creciera sobre ellos, y también que muchos de ellos se fijaran sobre la
esponja, a tal grado que al desprenderlos se dafiaba a la esponja. Por este motivo,
una parte del volumen registrado para esta esponja en el medio natural
probablemente se debi6 al volumen de estos organismos.

La supervivencia de Dysidea amblia cultivada en el estero de Urias fue de 95 +
7.07 %.
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7.2. Efecto de la interaccion de la temperatura y la adicion de arena sobre el
crecimiento y la supervivencia de la esponja Dysidea amblia en condiciones
de cultivo semicontroladas.

Se observaron diferencias significativas (F = 4.619; p = 0.0137) en el crecimiento
de D. amblia, como efecto de la interaccién de la temperatura y la adicién de
arena. Ademas, la comparaciéon multiple demostré que el tratamiento FCA (20°C
con adicién de arena) fue el unico que favorecioé el crecimiento de esta esponja, ya
que, hubo diferencias significativas (p < 0.05) a favor de este tratamiento, respecto
de los demas.

El volumen promedio de Dysidea amblia se mantuvo mas o menos constante en
los tratamientos FSA, CSA y CCA, con algunos incrementos y decrementos
durante el periodo de cultivo. Solamente los ejemplares en el tratamiento FCA
incrementaron el volumen a lo largo del periodo de cultivo, finalizando con un
incremento de 7.59 cm?®, que representaron el 40.79 %, con respecto al volumen
inicial (Fig. 12).

En el caso de la supervivencia, no hubo diferencias significativas (p > 0.05), los
valores de supervivencia registrados fueron 90 + 14.14 % para los tratamientos
FCA y CCA y de 30 + 14.14 y 20 + 28.28 % en los tratamientos FSA y CSA,

respectivamente (Fig. 13).
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Fig.12. Variacion del volumen promedio de la esponja Dysidea amblia durante el
periodo de cultivo. Las lineas verticales indican el error estandar. FSA:
Temperatura fria sin adicion de arena. FCA: Temperatura fria con adicion de
arena. CSA: Temperatura caliente sin adicion de arena. CCA: Temperatura
caliente con adicion de arena.
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Fig. 13. Supervivencia de la esponja Dysidea amblia durante el periodo de cultivo.
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7.3. Comparacién entre los sistemas de cultivo semicontrolados y medio
natural.

Se observaron diferencias significativas (F = 20.012; p = 0.0184) en el crecimiento
de la esponja Mycale cecilia, entre los sistemas de cultivo semicontrolados vy el
medio natural. Ademas, el andlisis de rango multiple Newman-Keuls, demostré
que el cultivo en el medio natural fue el que mejor favorecio el crecimiento de esta
especie, ya que, se observaron diferencias significativas (p > 0.05) favorables a
éste, respecto de los tratamientos C y F, establecidos en los sistemas
semicontrolados.

Con respecto a la supervivencia, no se observaron diferencias significativas (p >

0.05) entre ambos sistemas de cultivo.

Para el caso de la especie Dysidea amblia, solo se compard contra el medio
natural, el crecimiento y la supervivencia del tratamiento de los sistemas
semicontrolados que presentd mejores resultados. Este tratamiento fue el FCA (20
+ 2°C con adicion de arena), establecido en el cultivo en el que se evalud la
interaccion de la temperatura y la adicion de arena.

La comparacién demostré que hubo diferencias significativas (F = 21.075; p =
0.0443) entre el tratamiento FCA y el medio natural. Ademas el analisis de rango
multiple Newman-Keuls, demostré de forma significativa (p < 0.05) que el cultivo
del medio natural fue mas favorecio el crecimiento de D. amblial.

Por otro lado, la comparacidén entre la supervivencia de D. amblia, obtenida en
ambos sistemas, tampoco tuvo diferencias significativas, como en el caso de M.

cecilia.
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8. DISCUSION

El namero creciente de esponjas marinas que contienen metabolitos de interés
farmacolégico, ha provocado, que su produccién bajo condiciones de cultivo sea
en la actualidad, un objetivo de gran importancia en la biotecnologia de productos
naturales marinos (Nickel et al., 2001). Sin embargo, la dificultad para reproducir
las condiciones naturales de luz, corrientes, nutrientes, temperatura, que estas
necesitan para su desarrollo (Fell, 1967; Kinne, 1977; Barthel, 1991a), parece un
factor importante que limita su produccién en sistemas controlados. La
temperatura es uno de los principales factores que regulan la abundancia,
distribucién, reproduccién, crecimiento y supervivencia de las esponjas, sin
embargo, en el presente estudio, no se observd un efecto positivo de la
temperatura en el crecimiento ni en la supervivencia para ninguna de las dos
especies cultivadas en los sistemas semicontrolados. Muchos autores han
demostrado que el crecimiento de las esponjas en el medio natural, presenta un
patron estacional, como efecto de las variaciones de temperatura (Barthel, 1989 y
1991b, Stone, 1970). Halichondria panicia y Psammocinia hawere, son esponjas
que se comportan de esta forma. La primera presenta altas tasas de crecimiento
durante la primavera y verano. En el invierno permanece en dormancia, deja de
crecer e incluso reduce su tamafo (Barthel, 1989). Por el contrario, P. hawere,
muestra tasas de crecimiento mayores durante el invierno (Duckworth, 1997). Es
posible que Mycale cecilia y Dysidea amblia no presenten patrones estacionales
de crecimiento, como es el caso de H. panicia y P. hawere. Como consecuencia,
probablemente las temperaturas ensayadas en esta investigacion no promovieron
algun efecto importante en el crecimiento de M. cecilia y D. amblia. Ya que estas
temperaturas estan incluidas dentro del intervalo de oscilacion de la zona (estero
de Urias) donde habitan estas especies. En contraste con el presente estudio,
Barthel y Theede (1986) en un cultivo con Halichondria panicea a diferentes
temperaturas (0, 5, 10, 15 y 20 °C) observaron una variacion significativa en el
crecimiento de esta esponja. La discrepancia en los resultados de estos autores y
los nuestros podria ser debida a que ellos cultivaron fragmentos y nosotros

ejemplares completos (sin fragmentar). Duckworth y colaboradores (1997), en un
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cultivo en condiciones controladas (14 y 19 °C), observaron que la temperatura
influye de forma significativa en la cicatrizacion de los fragmentos. Una de las
causas que podria justificar nuestros resultados es el tiempo de cultivo. Cuando se
hacen transplantes de esponjas para ser cultivadas, comiunmente al inicio se
presentan periodos en los que no se registra crecimiento e incluso las esponjas
disminuyen su tamafo, este periodo varia dependiendo la especie que se cultive.
Nava y Yafiez, (2002), en un cultivo con la esponja Suberites aurantiaca (ahora
Suberites zeteki), registraron crecimiento hasta después de dos meses de iniciado
el cultivo. Barthel & Theede, (1986); y Osinga y colaboradores (1999), registraron
periodos de aproximadamente 10 dias. En el presente estudio es probable que en
el periodo de cultivo (2 meses) no se haya superado esta fase y por lo tanto no se
notara el efecto de los tratamientos. Este fendmeno ocurre debido a que las
esponjas al ser trasplantadas, invierten mucha energia en la regeneracion y
reorganizacion de sus sistemas acuiferos al (Pronzato et al., 1999).

Una causa mas podria ser el numero de replicas utilizadas para cada tratamiento.
En la mayoria de los cultivos de esponjas se utilizan mas de tres réplicas por
tratamiento (Verdenal & Vacelet, 1990; Pronzato et al., 1999; Duckworth et al.,
1997 y 1999). Por lo tanto, es probable que la amplia variabilidad entre las dos
replicas de cada tratamiento no nos haya permitido detectar diferencias
estadisticas.

En el estero de Urias, se registr6 un crecimiento significativo para ambas
especies. Por lo general, las esponjas cultivadas en condiciones naturales (mar
abierto, estuarios o lagunas costeras), crecen rapidamente (Duckworth, et al.,
2003). Esto es debido a que cuentan con el conjunto de factores idéneos (tipo y
suministro adecuado de alimento, movimiento de agua necesario, factores
fisicoquimicos adecuados, entre otros) para su desarrollo. En aguas estuarinas,
entre los factores ambientales mas importantes para las esponjas se encuentran la
salinidad (Knight & Fell, 1987; Fell et al., 1989; Leamon & Fell, 1990), el pH (Philp,
1999) y el oxigeno disuelto (Sagasti et el., 2000; Sagasti et al., 2001). Los
parametros ambientales en las cajas de cultivo fueron muy parecidos a los

registrados en el estero de Urias. A pesar de esto, es probable que en los
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sistemas semicontrolados se hayan mantenido condiciones inadecuadas que
impidieron notar el efecto de la temperatura. En sistemas de cultivo de flujo
continuo, con caracteristicas similares a los utilizados en este estudio, los
principales factores que deben cumplirse para lograr inducir un 6éptimo desarrollo
de los organismos son: proporcionar una dieta que cumpla con los requerimientos
nutricionales (bacterias, glucosa, minerales y iones) de los organismos y mantener
un movimiento del agua, que permita remover los desechos de las esponjas (tales
como, amonio, nitrato y otros compuestos toxicos) y que mantenga los niveles de
oxigeno (Porrier et al., 1981; Osinga et al., 1998 y 2003).

Los valores de incremento de volumen obtenidos (mas del 130% para ambas
especies) en el sistema de cultivo del medio natural, demuestran claramente una
mayor eficiencia de éste, comparado con los semicontrolados. En los que los
valores de incremento maximos fueron 34.01% (tratamiento F) para M. cecilia y
7.34% (tratamiento C) para D. amblia. Sin mencionar que la mayoria de los
tratamientos (cajas de cultivo) disminuyeron su volumen. Posteriormente, el
crecimiento de D. amblia se vio favorecido con la adicién de arena, alcanzando un
incremento maximo de 40.79% (tratamiento FCA). Aun con esta mejoria en el
crecimiento de D. amblia, el incremento obtenido en el medio natural, continué
siendo aproximadamente un 90 % mayor. Esta especie incorpora particulas de
arena de forma natural para fortalecer su estructura esquelética (Shaw, 1927). La
incorporacion de arena a su tejido, es muy importantes para su crecimiento y
morfogénesis (Teragawa, 1986). Uno de los principales motivos que podria
explicar las diferencias entre ambos sistemas es, que no se haya proporcionado
una cantidad adecuada de alimento que cubriera las demandas de la biomasa de
esponja contenida en las cajas. Sabemos que el alimento fue consumido, ya que
se observaba después de unos minutos de agregarlo, un cambio de coloracién de
las esponjas. Las esponjas se tornaban de color verde cuando se agregaba la
microalga Tetraselmis sp. y café cuando se alimentaban con [socrisis sp. La
densidad de las microalgas (1x10° cel mlI”, en el caso de Tetraselmis sp. y 3x10°
cel mlI", en el caso de Isochrysis sp.) fue muy parecida a la suministrada por

Osinga y colaboradores (1999). Estos autores cultivaron fragmentos entre 0.5 y
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1.8 cm? de tamafio, de las esponjas Pseudosuberites aff. andrewsi y
Pseudosuberites andrewsi, en sistemas controlados, a una temperatura de 25 °C,
34 %o. Registraron incrementos (% de incremento respecto del tamafio inicial) de
680 % (Pseudosuberites andrewsi) y 730 % (Pseudosuberites aff. andrewsi), en un
periodo de tiempo de 22 y 54 dias. Esto nos sugiere que probablemente,
reduciendo el tamafio inicial de los ejemplares, podriamos obtener mejores

resultados en futuros cultivos.

Las tasas de filtracion de las esponjas varia a lo largo del dia, ritmos en la
actividad de bombeo in situ, han sido descritos por Reiswig (1971b). En adicién a
esto, Osinga et al. (2001), encontré una alta variabilidad en le actividad de
filtracion entre fragmentos de la esponja P. andrewsi, cultivados en sistemas
cerrados. Estos mismos autores encontraron que en recintos pequefios, la
actividad filtradora de las esponjas, guarda una relacion directa con la
concentraciéon de alimento en el agua que las rodea. Es decir, varia en funcion del
alimento disponible, lo cual nos indica, que en sistemas cerrados, el suministro de
alimento debe hacerse de manera constante y no en momentos fijos. La
alimentacion constante nos garantizaria una mejor disponibilidad del alimento para
las esponjas, y por lo tanto un consumo constante, que podria verse reflejado en
un mejor crecimiento y desarrollo de las esponjas (Osinga, et al., 2003). La
disponibilidad del alimento es el motivo por el cual en los cultivos en el medio
natural, por lo general se observan buenos resultados en el crecimiento de las
esponjas. En el presente estudio se registraron valores de crecimiento mucho
mayores a los registrados por Verdenal & Vacelet (1990), quienes en el medio
natural cultivaron adheridos a cuerdas, fragmentos de la esponja Spongia
officinalis, registrando un incremento de 100 % en un periodo de 1 afo. De igual
forma, Pronzato et al., (1999), registran incrementos menores que los nuestros
(100% en un periodo de un afo) en cultivos en los que atravesaron con cuerdas
(como un collar) fragmentos de las esponjas Spongia officinalis y Hippospongia
communis. Los mejores resultados observados en este estudio, probablemente se
debieron al método de cultivo usado (fijando las esponjas a sustratos artificiales,

azulejos de ceramica). Mycale cecilia y Dysidea ambia, pueden crecer recubriendo
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al sustrato donde se fijan (forma recubriente o incrustante), por lo tanto, al fijar las
esponjas a los azulejos se adhirieron y crecieron rapidamente, en el caso de M.
cecilia, incluso recubrieron por completo los sustratos. Duckworth et al., (1997), en
un cultivo durante 262 dias en el medio natural, con la esponja Raspailia
agminata, registraron un incremento de 25%, en una zona protegida y un
decremento -33% en una zona expuesta. El estero de Urias, donde se realizo el
cultivo del medio natural, es una zona con caracteristicas muy adecuadas
(proteccion del oleaje, buena mezcla de agua marina, gran cantidad de materia
organica y alimento disponible para las esponjas, entre otras) para realizar cultivos
de este tipo. De acuerdo a los resultados obtenidos, se puede sugerir que el
presente método de cultivo del medio natural, podria ser usado en el futuro como
una técnica muy adecuada para producir metabolitos activos procedentes de
esponjas marinas.

Las esponjas del género Mycale, producen una gran variedad de metabolitos
activos. Recientemente se aislaron 14 metabolitos nuevos de la esponja Mycale
cecilia. Los cuales manifestaron distintos niveles de actividad contra diferentes
lineas celulares cancerosas, entre las que destacan LncaP (Adenocarcinoma
prostatico de origen humano), IGROV (Carcinoma ovarico de origen humano) y
SK-MEL28 (Melanoma maligno de origen humano) (Ortega et a!.', 2004). Los
mismos autores registraron los valores de inhibicién (Glsp= concentracion de
extracto a la cual el 50% de los organismos tratados dejan de crecer, expresado
en pg/ml) mas altos en LncaP, siendo el compuesto 6 (Mycalazal-8), el mas activo
(Gl50=0.2ug/ml). Otros compuestos que también presentaron valores altos de
inhibicion para esta misma linea celular fueron el 2 (Mycalazal-4), 5 (Mycalazal-7)
y 8 (Mycalazal-10), con valores de Glsy de 1.3, 1.5 y 1.5 ng/ml, respectivamente.
Pérez (comunicacion personal), realizé una relacion volumen de esponja / extracto
crudo y encontrd que por cada ml de esponja se obtienen 5 mg de extracto crudo.
Después de fraccionar el extracto crudo, para separar los compuestos puros,

Pérez obtuvo la siguiente relacion (ug de compuesto puro/ml de esponja), para los
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compuestos que Ortega y colaboradores (2004) registraron con mayor actividad:
95.7, para el compuesto 6 (Mycalazal-8), 63, para el compuesto 2 (Mycalazal-4),
44,28, para el 5 (Mycalazal-7) y 40.84, para el 8 (Mycalazal-10).

Las relaciones extracto crudo / volumen de esponja y extracto puro / volumen de
esponja, realizadas por Pérez, se obtuvieron con esponjas recolectadas
directamente del medio natural. Dado que en los sistemas semicontrolados se
mantuvo un estado de estrés permanente para las esponjas, estas relaciones no
pueden utilizarse para calcular la cantidad de compuestos puros contenidos en el
volumen de esponja producida en el cultivo. Sin embargo, en los cultivos del
medio natural si se pueden utilizar, ya que aunque las condiciones no fueron
exactamente iguales, si fueron muy parecidas. En el cultivo del medio natural, se
obtuvieron 3.0, 2.0, 1.4 y 1.3 mg de los compuestos 6, 2, 5 y 8, respectivamente.
No obstante, se requiere hacer extracciones de esponjas cultivadas, para
corroborar esta informacién. Con esto, se podria sugerir que nuestro meétodo de
cultivo en el medio natural, es apropiado para producir metabolitos activos de la

esponja Mycale cecilia.
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9. CONCLUSIONES

1.- Las temperaturas probadas en los sistemas semicontrolados no afectaron el
crecimiento y a la supervivencia de las especies Mycale cecilia y Dysidea amblia.
Sin embargo se obtuvieron diferencias con respecto al sistema natural tal vez
debido a que las condiciones de cultivo (disponibilidad y tipo de alimento, y
movimiento de agua) fueron mas adecuados que las establecidos en los sistemas
semicontrolados.

2.- La adicién de arena tuvo un efecto positivo sobre el crecimiento de la esponja
Dysidea amblia, sugiriendo la importancia de este parametro a la hora de planificar

el cultivo de especies de este genero.
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