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RESUMEN

Los arrecifes de coral son ecosistemas submarinos extraordinariamente diversos que se forman en
las aguas célidas, limpias y poco profundas de los mares. Estan compuestos principalmente por los
esqueletos de corales hermatipicos, los cuales extraen carbonato de calcio del agua de mar para crear
un exoesqueleto duro y duradero que protege sus cuerpos blandos. Tienen una gran importancia
ecologica, proporcionan importantes beneficios economicos a las poblaciones humanas y sirven
como registro del estado ambiental de las zonas costeras y de los cambios climaticos a gran escala.
Uno de los principales factores que controlan la dindamica de los arrecifes es la bioerosion, que es
Ilevada a cabo por diferentes organismos, entre los méas importantes estan las esponjas excavadoras.
Actualmente, tres especies de esponjas excavadoras del género Thoosa estan presentes en los
arrecifes del Pacifico mexicano, y dos de ellas, T. mismalolli y T. calpulli, son algunas de las
esponjas méas abundantes en los arrecifes del Océano Pacifico mexicano. El objetivo principal de
este trabajo fue describir el ciclo reproductivo y el proceso de embriogénesis de T. mismalolliy T.
calpulli, asi como estudiar las preferencias de habitat de cada especie en los arrecifes de la Isla
Isabel durante un ciclo de 17 meses (Océano Pacifico, México). Los resultados indicaron que T.
mismalolli fue més abundante que T. calpulli, y que ambas especies estuvieron presentes durante
todo el afio, pero por lo general, en habitats diferentes; T. mismalolli se encontr6 en mayor
abundancia en el coral vivo, y en cambio, T. calpulli se encontré principalmente en fragmentos de
coral muerto. En lo que respecta al ciclo biolégico, ambas especies estuvieron en reproduccion
durante la mayor parte del periodo de estudio y presentaron un patrén de variacion temporal muy
similar con picos en primavera o verano. Son especies hermafroditas y viviparas, y el desarrollo de
ovulos, embriones y quistes espermaticos ocurre de forma asincrona en el mesohilo de la esponja.
La fertilizacion es interna, e incuba embriones que se desarrollan hasta que liberan una larva llamada
hoplitomela con habitos planctonicos, y con una alta capacidad de dispersion. T. mismalolli y T.
calpulli también se propagan asexualmente a través de la formacion de gémulas, principalmente
durante el invierno. La existencia de estas dos estrategias reproductivas (sexual y asexual), puede ser
una de las causas de su alta persistencia en los sistemas de arrecifes, ademéas de facilitar su

dispersion local y entre los arrecifes geograficamente distantes.



Abstract

Coral reefs are extraordinarily diverse underwater ecosystems that live in the warm, clean
and shallow waters of the seas. They are composed mainly by the skeletons of coral
hermatypic, which extract calcium carbonate from seawater to create a hard, durable
exoskeleton that protects their soft bodies. They have great ecological importance, provide
important economic benefits to human populations, and serve as a record of the
environmental status of coastal areas and large-scale climate changes. One of the main
factors controlling reef dynamic is bioerosion, which is driven by a high diversity of
organisms, between the most important are boring sponges. Currently, three species of
boring sponges of the genus Thoosa are present in Mexican Pacific reefs, and two of them,
T. mismalolli and T. calpulli, are some of the most abundant excavating sponges in reefs
from the Mexican Pacific Ocean. The main objective of this work is to describe the
reproductive cycle and the embryogenesis process of T. mismalolli and T calpulli, as well
as the habitat preferences of each species on the reefs of Isabel Island (Pacific Ocean,
Mexico). The results indicated that T. mismalolli was more abundant than T. calpulli, and
both species were present throughout the year but generally live in different habitats; T.
mismalolli was found in greater abundance in the living coral, and instead, T. calpulli had
preference for fragments of dead coral, which are very unstable substrates in the reef.
Regarding the biological cycle, both species were in reproduction for most of the study
period, and presented a pattern of very similar temporal variation with peaks in spring or
summer. They are hermaphroditic and viviparous species that reproduce continuously
throughout the year, and the development of ovules, embryos and spermatic cysts occur
asynchronously in the mesohylous sponge. The fertilization is internal, and incubates
embryos that develop until they release a larva called hoplitomela with planktonic habits,
and with a high capacity for dispersion. T. mismalolli and T. calpulli also spreads asexually
through the formation of gemmules, mainly during the winter. The existence of these two
reproductive strategies (sexual and asexual), can be one of the causes of their high
persistence in the reef systems, besides facilitating their local dispersion and among

geographically distant reefs.



1.-INTRODUCCION

Los arrecifes coralinos son estructuras soélidas constituidas por carbonato de calcio,
formadas principalmente por corales hermatipicos. Tienen una gran importancia, ya que
constituyen biomas de gran diversidad, y proporcionan alimento y refugio a muchas
especies, a la vez que ofrecen proteccion a la zona costera (Reyes-Bonilla 2003).

Su distribucién depende principalmente de factores como la luz y la temperatura y por
eso solo se encuentran en las costas tropicales del Atlantico, Indo-Pacifico y Pacifico
oriental (Verén 2000; Knowlton 2001).

Estas estructuras, también son utiles para reconstruir las condiciones ambientales que
existieron en el pasado, pues durante la calcificacion incorporan elementos estables en

proporcidn a su concentracion en el agua de mar (Calderon-Aguilera et al. 2009).

En México existen tres areas coralinas principales: la costa del Pacifico, que incluye a
algunos de los estados costeros como Nayarit y Guerrero ademas de las Islas Marias y
Revillagigedo, las costas de Veracruz y Campeche en el Golfo de México, y la costa este
de la Peninsula de Yucatan, desde Isla Contoy hasta Xcalak, incluyendo al atolén de
Banco Chinchorro (Spalding et al. 2001).

Los arrecifes de coral del Pacifico este, son estructuras de poco relieve (menos de 3
metros de espesor) y se caracterizan por ser de pequefio tamafo, por presentar una
distribucion discontinua en aguas someras y por una baja diversidad de especies de
corales. Desde el punto de vista estructural son mas simples que los arrecifes del Indo-
Pacifico o Caribe (Cortés 1997).

Los arrecifes coralinos se encuentran en constante remodelacion, puesto que, la
acumulacion de carbonato o acrecidén tiene su antitesis en la erosion, y el delicado
equilibrio entre ambos fendmenos resulta en el crecimiento neto de la matriz arrecifal
(Wulff y Buss 1979). Entre los diversos procesos que intervienen en la remodelacién o
destruccion de los arrecifes coralinos, uno de los mas importantes es la bioerosiéon, que
debilita la estructura arrecifal hasta el punto de hacerla mas susceptible a los cambios
ambientales, a las presiones bioldgicas y a la influencia antropogénica directa e indirecta

(Hardy et al. 1992, Grigg 1995, Jennings et al. 1995, Laroche y Ramananarivo 1995,
1
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Allison 1996, Hubbard y Parsons 1996, Acosta et al. 1996, Jiménez 2001, 2001, Jiménez y
Cortés 2001, Vazquez-Dominguez 2003).

La bioerosion puede ser realizada por dos mecanismos principales: uno es el quimico,
mediante el cual el sustrato es atacado con sustancias acidas producidas por los propios
organismos; mecanismo utilizado por algunas algas, hongos y esponjas. El otro es el
mecanico, mediante el cual organismos como peces y erizos raspan el sustrato, y otros

como moluscos, sipunculidos, poliquetos y esponjas lo perforan (Carballo et al. 2008).

En el proceso de bioerosion intervienen una gran variedad de organismos, sin embargo,
en los arrecifes coralinos, uno de los grupos mas importantes y que mas dafio provocan,
son las esponjas, las cuales tienen la capacidad de retirar hasta 23 kg por m? por afio de
carbonato calcico (Spencer y Viles 2002). De hecho, las esponjas son un componente

estructural y funcional importante de estos ecosistemas.

Las esponjas pertenecen al phylum Porifera, uno de los fila mas antiguos y simples que
se conocen, y constituyen uno de los grupos mas biodiversos y abundantes de
invertebrados con mas de 9000 especies descritas, aunque se ha estimado que el numero

real podria superar las 15000 especies (Hooper y Van Soest 2002, Carballo et al. 2008).

Desde un punto de vista de su organizacién corporal, las esponjas son el grupo animal
mas simple que se conoce; son organismos acuaticos multicelulares, que no poseen
tejidos ni verdaderos érganos y en esencia se pueden considerar como una agrupaciéon de
células, que funcionan juntas y con poca integracion de sus actividades celulares (Carballo
et al. 2008).

Las esponjas estan en la base del arbol evolutivo y son, por tanto, muy importantes en
la evolucion de los restantes metazoos (Carballo et al. 2008). Los principales grupos de
esponjas surgieron en el periodo cambrico y no han sufrido grandes cambios evolutivos
(Bergquist 1978). Este plan estructural les ha permitido sobrevivir durante los ultimos 600
millones de afos (Carballo et al. 2008).

Las esponjas juegan papeles ecoldgicos de gran importancia en las comunidades
marinas bentoénicas, debido a su abundancia y modo de vida, tienen la capacidad de filtrar
grandes volumenes de agua y consumen grandes cantidades de bacterias y otros

2
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organismos planctonicos de la columna incrementando la claridad del agua (Reiswig
1971). De hecho, una esponja puede llegar a bombear un volumen de agua igual al
volumen de su cuerpo una vez cada cinco segundos; es decir, pueden bombear mas 1200

veces su propio volumen por dia (Barnes 2003).

Las comunidades de esponjas se estructuran en relacion al tipo de habitat, relieve, tipo
de sustrato, etc. (Wilkinson y Evans 1988, Alcolado 1994; Freeman et al. 2007), asi como
en relacién a diferentes factores ambientales, como la luz (Wilkinson y Trot 1985;
Wilkinson y Cheshire 1989), el movimiento del agua o la intensidad del oleaje (Wilkinson y

Evans 1988), los nutrientes disponibles, etc. (Wilkinson 1987).

Las esponjas pueden ser usadas como bioindicadores de contaminacion en el arrecife
(Alcolado, 2007) u otro tipo de estrés ambiental (Wulff 2006a; 2006c; Gochfeld et al. 2007),
debido a que, por su caracter sésil, se adaptan al ambiente, asi su presencia (0 ausencia)
refleja las condiciones ambientales generales o eventos recientes de fuerte estrés
(Alcolado 2007).

Probablemente la bioerosion es una de las funciones mas importantes de las esponjas
en los sistemas arrecifales (Ginsburg 1957; Goreau & Hartman 1963), ya que como
producto de su erosion se forman pequenas particulas de carbonato de calcio, las cuales
pasan a formar parte de la fraccion fina de los sedimentos arrecifales (Rieger 1973,
Rutzler 1975), teniendo por consiguiente mucha importancia en los ciclos del carbonato de

calcio en los arrecifes de coral.

Se ha considerado a las esponjas perforadoras del género Cliona y de otras especies
pertenecientes a los géneros Spirastrella, Thoosa y Spheciospongia (Buznego y Alcolado
1987, Rosell y Uriz 2002, Macdonald y Perry 2003) como los principales agentes de la
bioerosion en zonas arrecifales tropicales y subtropicales (Diaz y Rutzler 2001, Pari et al.
2002; Carballo et al. 2004, Lépez-Victoria y Zea 2004).

Las esponjas perforadoras del género Thoosa son conocidas por su capacidad de
excavar sustratos calcareos como conchas de moluscos (Calcinai et al. 2001) y sustratos
coralinos, como corales pétreos (Carballo et al. 2004 y 2008). En los sistemas arrecifales

del Pacifico mexicano, dos especies de este género, T. mismalolli y T. calpulli, forman una



parte importante de la fauna horadadora (Carballo et al. 2004, Bautista-Guerrero 2006,
Nava 2008). De hecho, T. mismalolli es una de las esponjas excavadoras mas abundantes
en las colonias de coral vivo en los arrecifes coralinos del Pacifico mexicano (Bautista-
Guerrero 2006, Carballo et al. 2008). Es una especie endémica del Pacifico mexicano
tropical, donde es muy abundante, distribuyéndose desde la zona intermareal hasta los 7
m de profundidad en los estados de Baja California Sur, Sinaloa, Oaxaca, islas Marias,
Jalisco y el archipiélago de Revillagigedo (Carballo et al. 2008). Perfora principalmente
estructuras coralinas y conchas de moluscos y su actividad perforadora le permite excavar
camaras amplias de 2 a 6 mm que pueden llegar a ocupar hasta el 23% del interior de una
rama de coral. En algunas zonas entre el 18 y el 20% de los corales vivos del género

Pocillopora estan invadidos por esta especie (Nava 2008).

En cambio, T. calpulli perfora unicamente estructuras coralinas, y su actividad erosiva
produce camaras de 2.7 mm de diametro en promedio. Las camaras se localizan
generalmente muy cerca de la superficie del sustrato. Esta especie se distribuye en el
Pacifico mexicano, en los estados de Nayarit, Baja California, Michoacan, Oaxaca y en el
archipiélago de Revillagigedo. Perfora estructuras coralinas entre los 4 y 20 m de

profundidad

Dado que el conocimiento de los aspectos de reproduccion contribuye a la compresion
de procesos ecoldgicos tales como, distribucién, flujo genético, y dinamica poblacional de
las esponjas (Mariani et al. 2000, Ettinger et al. 2007), el presente trabajo tiene como
principal objetivo describir el ciclo reproductivo y el proceso de embriogénesis de T.

mismalolli y T. calpulli, asi como las preferencias de habitat de cada especie.



2.-ANTECEDENTES

Estudios realizados en el Pacifico sobre esponjas perforadoras

El primer reporte de esponjas perforadoras no se hizo hasta hace casi dos siglos
cuando una extrafa plaga asol6 los cultivos de moluscos comerciales en Francia (Grant
1826). Sin embargo, hay indicios de la actividad de las esponjas perforadoras desde el
Cambrico (Kobluk 1981).

La mayoria de los estudios que se han llevado a cabo en el Pacifico este son
principalmente taxondmicos y ecologicos (Carballo et al. 2004; 2007; Carballo & Cruz-
Barraza 2005; Bautista-Guerrero et al. 2006, Carballo et al. 2008b, etc.), los cuales
describen la diversidad, abundancia y el dafio que causan a los corales y concluyen que
cada especie tiene preferencias especificas dependiendo del tipo de sustrato calcareo. El
numero de especies de esponjas asociadas a comunidades coralinas del Pacifico
mexicano de acuerdo a Carballo et al. (2019) es de 87. La mayoria de los arrecifes de
coral del Pacifico mexicano han sido invadidos por una alta diversidad, encontrandose la
mayor diversidad en los arrecifes completamente devastados o que han perdido la mayor
parte de la matriz, mientras que los arrecifes mejor conservados presentan menor numero
de especies. La especie mas frecuente es C. vermifera, la cual aparentemente no tiene
preferencia alguna de habitat, ya que puede vivir de la misma forma en las colonias de
coral, asi como en escombros de coral inestables y en la matriz del arrecife. A esta le
siguen en orden de importancia T. mismalolli, Cliona tropicalis, y Pione carpenteri
(Carballo et al. 2013). La matriz arrecifal es el sustrato que mas invaden estas esponjas
(56%), seguido por los fragmentos de coral muerto (45%), y las colonias de coral vivas
(36%) (Carballo et al. 2013). La mayoria de estas especies son estrictamente endoliticas y
participan directamente en la destruccion y remodelacion del arrecife de coral donde
desempefian un papel importante en el reciclamiento del CaCOs (Carballo et al. 2004;
Bautista-Guerrero et al. 2006, Carballo et al. 2008). De hecho, se ha calculado a nivel
experimental la tasa de bioerosion de dos de las especies de esponjas perforadoras mas
comunes en el Pacifico mexicano: C. vermifera y C. flavifodina, las cuales presentan una
tasa de bioerosién media de 4.5+0.9 y 5.1+0.5 kg de CaCQOs3/m? al afio, respectivamente)
(Nava y Carballo (2008).



Otras especies, tales como C. tropicalis que prefieren vivir en el tallo basal de las
colonias de coral y algunas otras prefieren vivir dentro de los escombros o en la matriz, tal

es el caso de P. carpenteri, Cliona pocillopora, Cliona flavifodina o Thoosa calpulli.

Un hecho importante es que las especies del género Thoosa utilizan diferentes habitats;
T. mismalolli vive principalmente en el interior colonias vivas y T. calpulli tiene preferencia

por los escombros (Carballo et al. 2013).

En la Isla Isabel se han llevado a cabo algunos trabajos sobre diversidad y abundancia
de esponjas perforadoras. Hasta el momento se conocen 13 especies, las cuales invaden
el 57.6% de los fragmentos de coral analizados. En este arrecife se observa que las
perforadoras se encuentran en mayor abundancia en la matriz (81.3%) seguido por los
fragmentos de coral muerto (47.7%) y finalmente en las colonias de coral vivas (43,7%).
Las especies mas sobresalientes debido a su abundancia son C. vermifera (26.4%), T.
mismalolli (12,0%) y C. pocillopora (11.1%) (Nava et al. 2012).

Mecanismos de erosion

Las esponjas perforadoras emplean procesos quimicos y mecanicos para la extraccion
del material calcareo. Nassonov (1883) establecié que este proceso ocurria a nivel celular
y que el sustrato era extraido mecanicamente en forma de particulas hemisféricas. A
través del sistema acuifero se da la remocion de los pequefios fragmentos de material
calcareo y posteriormente son expulsados al exterior a través de sus papilas excurrentes
(Rieger 1973, Rutzler 1975) (Figura 1). Posteriormente, se sugirié que en este proceso
estaban involucradas células contractiies con pseudépodos (Topsent 1887), con
capacidad de diluir quimicamente el carbonato mediante la secrecién de enzimas (Cotte
1902). Actualmente, se sabe que estas células son originadas por células totipotentes
denominadas arqueocitos (Carballo 2008) y las enzimas son la anhidrasa carbonica y la
fosfatasa acida.



Sustrato calcareo Esponja

Figura 1 Secuencia del proceso de bioerosion en sustrato calcareo. A) Tres células en
contacto con el sustrato calcareo a punto de comenzar el proceso de erosion. B) Proceso
celular, penetracion inicial de los pseuddpodos por disolucion gquimica del sustrato. C)
Envolvimiento del sustrato, previo a la expulsion al medio. D) Expulsion de la particula
calcarea al sistema acuifero (Tomado de Ruppert 2003).

Los fragmentos originados durante los procesos de bioerosion tienen una forma
caracteristica, que los hace facilmente identificables en el sedimento. Estos miden entre

30y 100 um de longitud y 21 um de grosor en promedio (Carballo et al. 2008).

Reproduccion

En cuanto a los aspectos reproductivos se refiere, las esponjas no desarrollan génadas,
sino que los gametos (masculinos y femeninos), derivan de coanocitos y arqueocitos (Vos
et al. 1991, Willenz y Hartman, 2004), los caules se encuentran dispersos o agrupados en
el mesohilo al igual que los embriones (Fell 1983, Simpson 1984). También es importante
destacar que presentan una gran variedad de estrategias reproductivas tanto sexuales

como asexuales (Knox et al. 1994, Kowalke 2000, Battershill y Berquist 1990), pueden ser
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viviparas (Whalan et al. 2007), oviparas (Corriero et al. 1996, 1998; Mariani et al. 2000,
2001), gonocodricas (Kaye y Reiswig, 1991, Witteet al. 1994) y hermafroditas (Sara 1983,
Fromont 1999).

Las esponjas perforadoras pueden reproducirse tanto asexual como sexualmente
(Carballo et al.2008). Tal es el caso de las especies de la familia Clionaidae que se
reproducen tanto sexual como asexualmente, siendo este ultimo caso por fragmentacion o
por la produccidon de estructuras de resistencia (gémulas o yemas) cargadas con células
totipotentes (Wells et al. 1964, Rosell & Uriz 2002, Schonberg 2002). La biologia
reproductiva de la familia Clionaidae se ha estudiado principalmente en especies masivas
entre las que podemos tomar como ejemplo a Cliona celata, C. viridis y C. lobata (Tuzet
1930, Warburton 1958, Rosell 1996, Mariani et al. 2000, 2001). En cambio, se conoce muy
poco de las que son excavadoras estrictas con habitos cripticos, siendo estas especies las
que mas dafios causan en los sistemas arrecifales (MacGeachy 1977, Zubia y Peyrot-
Clausade 2001). Este grupo de esponjas son oviparas (Lévi 1956, Rosell 1996) a
excepcion de C. lobata que es vivipara (Topsent 1900). Este tipo de reproduccion
tipicamente involucra la fertilizacion interna, seguida de la liberacién a la columna de agua
de un cigoto rodeado por una membrana de proteccion, dentro de la cual, tiene lugar la
embriogénesis y el desarrollo larvario. Posteriormente, eclosiona una larva ciliada
nadadora denominada clavablastula (Warburton 1958, Pomponi y Meritt 1985, Mariani et
al. 2000, 2001, Maldonado y Riesgo 2008). En regiones templadas, este proceso ha sido
observado durante los meses previos al verano, justo cuando la temperatura del agua se
incrementa (Fell et al. 1984, Mariani et al. 2000, 2001, Maldonado y Bergquist 2002).

Algunas especies pueden ser hermafroditas o dioicas e inclusive pueden alternar la
produccion de ovulos y espermatozoides en diferentes épocas del afo. La reproduccion
asexual puede llevarse a cabo por fragmentacién, gemacion y gemulacién. La
fragmentacién produce fragmentos de la esponja por la accion de las olas o las corrientes
o incluso por depredacién. La gemacién consiste en la formacién de prominencias o
yemas sobre el individuo progenitor, que al crecer y desarrollarse forman nuevos seres
que pueden separarse del organismo parental o quedarse unidos a él, iniciando asi un

nuevo individuo o colonia. La formacion de yemas es un método comun entre las esponjas



marinas, sin embargo, en el grupo de las perforadoras solo se ha observado

ocasionalmente.

La formacién de gémulas es otra via reproductiva comun en las esponjas perforadoras
(Shirley y Donald 1985), mediante el cual se producen gémulas en el interior del
coanosoma que inicialmente permanece en estado de latencia o inactividad y
posteriormente germinan para dar origen a un nuevo individuo. Se han descrito gémulas
en los géneros Cliona (C. annulifera y C. janitrix), Thoosa (T. mollis y T. investigatoris),
Siphonodictyon (S. labyrinthica) y Pione (P. lampa, P. truitti, P. vastifica) (Shonberg 2002,
Rosell y Uriz 2002). Se cree que las esponjas perforadoras, al igual que muchas especies
de esponjas marinas, utilizan el método reproductivo asexual como un mecanismo de

dispersion y de supervivencia ante condiciones extremas (Carballo et al. 2008).

Las esponjas del género Thoosa fueron consideradas por mucho tiempo como parte de
la familia Clionaidae, sin embargo, actualmente estaban ubicadas en la familia Thoosidae
(Rosell y Uriz, 1997, dentro del suborden Thoosina, en el orden Tetractinellida (Carballo et
al. 2018). A diferencia de las esponjas de la familia Clionaidae no liberan un cigoto que se
desarrolla externamente. Por el contrario, estas especies incuban embriones que se
desarrollan internamente y liberan una larva atipica sin cilios, de vida planctonica,
denominada hoplitomela, que se caracteriza por poseer un esqueleto constituido por
espiculas siliceas que no estan presentes en el estado adulto (Topsent 1904, Vacelet
1999, Maldonado y Bergquist 2002).

Relacion del ciclo reproductivo con parametros exégenos

En la naturaleza, los invertebrados acuaticos estan sujetos a las variaciones de factores
como la luz, salinidad, presion y la temperatura (Riesgo et al. 2008). En algunas especies
se ha comprobado que el desarrollo y la maduracion de los elementos reproductivos estan
estrechamente vinculados con algunos factores exdgenos como la temperatura del agua
de mar, que funciona como activador y regulador de la gametogénesis (Mariani et al.
2001). Este parametro en la mayoria de las esponjas también se ha relacionado con el
crecimiento (Barthel 1986)



Se sabe que algunas especies como C. vermifera y C. viridis inician su actividad
reproductiva cuando la temperatura del agua se incrementa. Esta ultima especie libera
ovocitos durante los meses en que la temperatura del agua aumenta (Maldonado vy
Bergquist 2002) y C. vermifera incrementa la produccion de gametos durante el verano y

deja de producirlos durante los meses de invierno (Bautista 2011).

Algunas esponjas se reproducen durante todo el afio, tanto en ambientes templados
como tropicales, lo que sugiere que la reproduccion no es controlada unicamente por
sefales ambientales como la temperatura. En el caso de la esponja Luffariella variabilis, la
oogénesis comienza con temperaturas bajas, mientras que la espermatogénesis se da
cuando la temperatura empieza a elevarse y liberan sus larvas cuando la temperatura es
maxima (Ettinger-Epstein et al. 2007). En el caso de Geodia cydonium la oogénesis
empieza a finales de la primavera y se detiene a finales del verano y los quistes
espermaticos se presentan por un periodo corto, que coincide con la maxima intensidad de

la oogénesis (Mercurio et al. 2007).

Existen numerosas especies de esponjas que presentan ciclos gametogénicos largos,
de 5 meses a un afio completo como el caso de la oogénesis (Lévi 1956, Scalera-Liaci &
Sciscioli 1967, Fell 1974, 1976, Ayling 1980, Reiswig 1983, Corriero et al. 2007), mientras
que otras consiguen completar la oogénesis en muy pocos meses (Scalera-Liaci et al.
1973, Wapstra & van Soest 1987, Fromont 1994, 1999, Usher et al. 2004).

Estudios en Thenea abyssorum, Trichostemma sol y Tentorium semisuberites sugieren
que el ciclo de reproduccion sexual en esponjas de aguas profundas probablemente sea
provocado por la sedimentacion y la adveccién de particulas de carbono organico (Witte et
al. 1994). Cuando los invertebrados marinos sésiles se exponen a una excesiva
sedimentacion esto tiene un efecto sobre el gasto metabdlico, o que sugiere que hay una
desviacion de la energia en la supervivencia o mantenimiento en los gastos de

reproduccion y crecimiento (Whalan et al. 2007).

En Geodia barretti el inicio de su reproduccion coincide con florecimiento de fitoplancton
y con los picos de sedimentacion de la materia organica, que siguen después del
fitoplancton (Spetland et al. 2007).
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En aquellos habitats donde la temperatura del agua durante el afio varia de forma muy
sutil, el inicio de la gametogénesis depende de estimulos mas intensos durante el ciclo
anual, como el cambio del fotoperiodo, la altura de las olas, la variacién de la salinidad, los

picos en los flujos de alimento, etc. (Elvin 1976, Witte 1996, Corriero et al. 1998).

Riesgo y Maldonado (2008), revelan que diferentes especies de esponjas, que
comparten el mismo habitat y estan sometidas a un régimen termal similar, pueden diferir
substancialmente en la sincronizacion de la produccién de gametos, sugiriendo que esta
disparidad reproductiva puede estar asociada a otros procesos fisiolégicos mas que con

las condiciones ambientales intrinsecas.

Bautista y colaboradores (2010) encontraron que el mayor porcentaje de individuos con
ovocitos y embriones en T. mismalolli ocurrié6 durante los meses de mayo a agosto,
cuando la temperatura del agua de mar es mas alta (26.6 a 30.3°C). En cambio, la
produccion interna de gémulas, se desarrollaron continuamente durante todos los meses

del afio, con una produccién maxima durante los meses mas frios.
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3.-JUSTIFICACION

Las esponjas destructoras de coral son importantes en la dinamica de los arrecifes
coralinos y participan activamente en el balance del carbonato de calcio en estos
ecosistemas (Goreau y Hartman 1963). En general, los estudios sobre esponjas
perforadoras en México se han enfocado a aspectos taxondmicos y ecoldgicos y en menor
medida en los bioldgicos, por lo cual surge la necesidad de conocer el ciclo reproductivo
de las especies mas abundantes. Estos procesos son importantes para entender otros
aspectos mas funcionales del propio ecosistema, como la dispersion, la conectividad, la

abundancia y la permanencia de las especies.
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4.-HIPOTESIS

La competencia es uno de los factores bidticos que afectan la estructura de las
comunidades ecoldgicas. T. mismalolli y T. calpulli viven en simpatria en los arrecifes

coralinos del Pacifico tropical de México y particularmente en los arrecifes de la Isla Isabel.

La existencia de mas de una especie de Thoosa compartiendo la misma zona
geografica (simpatria), o incluso ocupando un mismo tipo de habitat en una localidad
concreta (sintopia) se debe a adaptaciones a distintos microhabitats (sustratos calcareos

coralinos) y a diferentes caracteristicas de su ciclo de vida.

Las dos especies tendran distinta preferencia de habitat para vivir, y sus épocas de

maduracién, gametogénesis, embriogénesis, etc., también seran diferentes.
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5.-OBJETIVOS

General
Documentar la biologia reproductiva de las esponjas perforadoras Thoosa mismalolli

y T. calpulli en ecosistemas coralinos de la Isla Isabel, asi como su preferencia de
habitat.

Especificos
1. Determinar la abundancia de T. mismalolli y T. calpulli.
2. Determinar la preferencia de habitat de T. mismalolli y T. calpulli
3. Establecer el periodo y la duracién de la actividad reproductiva de T. mismalolliy T.
calpulli.
4. Describir el desarrollo gametogénico y morfologia de las larvas de ambas especies.
5. Determinar el papel que desempenia la temperatura del agua en el ciclo

reproductivo de estas especies.
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6.-AREA DE ESTUDIO

La Isla Isabel es de origen volcanico y se ubica en el océano Pacifico, frente a las
costas del estado de Nayarit (21° 52' 30" Ny 105° 54' 54" O). Posee un area de 82.16 ha,

con una longitud maxima de 1.8 km y un ancho promedio de 0.7 km.

El estudio se realiz6 en una bahia semicerrada conocida como “Bahia Tiburén”
localizada en la parte sur de la Isla Isabel (21°50°35” N y 105°53'04” O) (Figura 2). La
bahia tiene una profundidad maxima entre 5 y 7 m, y en sus bordes se desarrolla una
formacion coralina, constituida principalmente por especies del género Pocillopora que
construyen pequenas matrices arrecifales discontinuas con un porcentaje de coral vivo
promedio de 6.7 % y 49.9 % de coral muerto (Nava et al. 2008). Aun asi, salvo por
actividades pesqueras y por la presencia de un pequeio campamento de pescadores que
desembarcan su producto en la isla, se considera que su comunidad coralina no se

encuentra bajo presion antropogénica.
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Figura 2 Localizacion del area de estudio en la Isla Isabel (San Blas, Nayarit).

La isla fue decretada como Parque Nacional en 1985. Se conocen 14 especies de
corales, siendo Pocillopora verrucosa y Pocillopora damicornis las especies mas

representativas y las principales constructoras de las formaciones arrecifales.
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El clima para esta region, de acuerdo a la clasificacion de Kdéppen, modificado por
Garcia (1973) es tropical subhumedo con lluvias en verano y sequia en invierno, con
menos del 5% de lluvia invernal. Se presentan tormentas tropicales y huracanes. La
temporada de lluvias se inicia regularmente durante el mes de junio y termina en el mes de
octubre. Durante el mes de enero se presentan precipitaciones, el promedio anual de
lluvias en esta region es de 1,429.6 mm. El mes mas frio es enero, con una temperatura
media de 18.7°C y el mas caliente corresponde a septiembre con 35.7°C. La temperatura
media es de 22.5°C (Secretaria de Marina 1988). La temperatura maxima promedio del
agua de mar es de 31.7°C durante el verano y de 21.2°C durante el invierno, y la
temperatura media anual es de 28.7°C. La visibilidad durante la época de secas es de
menos de 9 m a una profundidad de 5 m y durante la época de lluvias es de 15 m, lo cual
sugiere moderada turbidez a lo largo del afio. El coeficiente medio de atenuacion vertical
de luz (kd) es de 0.149 m~' a 5 m de profundidad y la tasa de sedimentacion varia de 0.06
a 1.3 kg/m?/dia (Nava 2008).

Las mareas son mixtas-semidiurnas con una pleamar media de 0.98 m y una bajamar
media de 0.04 m (Secretaria de Marina, 1988). La media anual de salinidad superficial es
de 34.5 UPS. En la isla Isabel no existen fendmenos hidroldgicos significativos por tratarse
de una zona insular de pequena extension superficial. No se observan escurrimientos o

lechos de arroyos evidentes y no existe informacion con respecto a hidrologia subterranea.
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7.-MATERIAL Y METODOS

7.1.-Variables ambientales
Con la finalidad de registrar la temperatura del agua (°C), se coloc6é un dispositivo

sumergible y autbnomo denominado HOBO® WaterTemperature Pro que se programo

para registrar la temperatura cada 6 horas durante todo el tiempo que duroé el estudio.

7.2.-Variables bioldgicas

7.2.1.-Abundancia

Los muestreos para determinar la abundancia de las dos especies se llevaron a cabo
mensualmente desde agosto de 2010 a Julio de 2011 en tres habitats: colonias de coral
vivas ancladas (CV), matriz arrecifal, que es la parte inorganica del arrecife donde no
quedan colonias vivas (MA), y fragmentos de coral muerto suelto que son pequefos
trozos de coral que se desprendieron de las colonias vivas y son erosionados por el

oleaje y otros factores (CMS) (Figura 3).

Figura 3- Categorias de sustrato analizados: A) Colonias de coral vivo (CV), B) Matriz
arrecifal (MA), C) Fragmentos de coral muerto (CMS). D) Rama de coral fragmentada donde
se aprecia la invasion por una esponja excavadora. D) Instalacién del transecto (cinta
métrica), y E) recogido del mismo.
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En cada muestreo se colocaron sobre el arrecife tres transectos lineales de 50 m de
longitud, marcados cada metro. El punto de inicio del primer transecto se establecio al
azar desde la superficie lanzando una pequefa boya lastrada, y a partir de este se
colocaron al azar uno mas a cada lado (Figura 3 y 4). A continuacion, mediante buceo
SCUBA se instalo el transecto y se procedio a recolectar al azar 25 ramas de coral vivo
(CV), 25 fragmentos de los restos de la matriz arrecifal (MA), y 25 fragmentos de coral
muerto suelto (CMS). Este procedimiento se hizo a lo largo de cada transecto
recolectando los fragmentos de cada categoria a intervalos determinados de unos 2 m.
En cada muestreo se extrajeron un total de 225 muestras por cada especie: 75 por cada
tipo de sustrato (CV, MA y CMS) (Bautista et al. 2010, Carballo et al. 2013). El estudio
abarcé 17 meses, lo cual significa que se revisaron 3825 fragmentos de coral para cada

especie.

Trasecto |

Figura 4 Instalacion de los transectos. El punto de inicio se realiza desde la embarcacion, y
posteriormente un buzo extiende el transecto perpendicular a la costa (ver figura 3E)

Previamente se ha determinado que este numero de muestras es suficientemente
representativo para estimar la diversidad y la abundancia de las especies excavadoras
de coral tanto a nivel comunidad (Carballo et al. 2013, Nava y Carballo 2016, entre otros),
como poblacional (Bautista et al. 2010, Bautista et al. 2014, entre otros). El estudio

consistié en estudiar la variacion de la abundancia y de la diversidad en funcién de

18



diferentes unidades de muestreo mediante representaciones graficas de riqueza
acumulada y de estimadores no paramétricos de la diversidad como Chao1 y JackKnife1,
los cuales se han usado también como estimadores poblacionales (Manning et al. 1995).
La representacion grafica de estos estimadores determind que 275 fragmentos es
suficiente para estimar la diversidad y la abundancia de las especies excavadoras de

coral (Figura 5).
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Figura 5 Céalculo del area minima: numero de fragmentos requeridos. La linea azul
representa la rigueza acumulada, y las barras de error, la desviacién tipica. La linea roja
representa la variacion del estimador Chao 1, y la verde la del estimador Jackknife

Los fragmentos de coral recolectados fueron revisados con un microscopio y calcular
el porcentaje de invasion de cada una de las especies. Para la identificacion taxondmica,
se extrajo un pequefo fragmento del tejido de la esponja, el cual se colocé en un
portaobjetos, al que posteriormente se le afadié una gota de cloro para degradar el
tejido. Después de unos minutos se observd al microscopio Optico para detectar la
presencia de las espiculas caracteristicas de ambas especies (Figura 6)
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Figura 6. Elementos espiculares (anfidsteres) tipicos de Thoosa mismalolli (arriba), y
Thoosa calpulli (abajo)

Con los datos obtenidos del total de las muestras se obtuvo el porcentaje de las
muestras de coral invadidas por T. mismalolli y T. calpulli (considerando los 225
fragmentos como el 100%). La abundancia se expresd como porcentaje de invasion para

cada una de las especies y por cada tipo de habitat (CVA, MA, CMS).

7.2.2.-Actividad reproductiva

El ciclo biologico de T. calpulli y T. mismalolli se estudié mensualmente desde abril de
2010 hasta agosto de 2011, para lo cual se contabilizdé el numero y el tamafo de los

oocitos, quistes espermaticos, embriones y gémulas de resistencia.

En cada muestreo se extrajeron 10 fragmentos de coral invadido por cada especie,
usando agujas de diseccidn, los cuales se fijaron en una solucion de formaldehido al 4%
en agua de mar. En el laboratorio, el tejido fue descalcificado en acido nitrico (HNO3) al
6% durante tres horas para disolver los posibles restos del esqueleto del coral (CaCO3) y
posteriormente, se des-silificd (eliminacion de espiculas) con acido hidrofluérico al 5%
durante tres horas. A continuacion, los tejidos fueron deshidratados a través de un
gradiente seriado de alcoholes (70%, 80%, 96% y 100%) (ver Anexo 1) y posteriormente

se aclararon con xileno y se embebieron en parafina.

Para el analisis del estado reproductivo y la determinacion de la madurez de los
gametos, se realizaron cortes histolégicos (5 um) de las muestras embebidas en parafina
con un microtomo RS2535ST (Leica Microsystems, Nussloch, Germany). Finalmente

fueron tenidas con la técnica de Mayer-Hematoxilina/Floxina-Eosina (ver Anexo 2).
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Cada uno de los cortes obtenidos se observé bajo el microscopio éptico para registrar
los siguientes parametros: presencia/ausencia y desarrollo de elementos reproductivos
sexuales y asexuales. Los sexuales fueron clasificados como oocitos, embriones y
células espermaticas (Whalan et al. 2007). Cuando se presentaron elementos asexuales,
estos fueron clasificados como gémulas de resistencia.

Se realizaron mediciones con un microscopio compuesto Zeiss Axioplan Il (Carl Zeiss
Oberkochen, Germany) equipado con una camara digital (spot-cooled color Polaroid) y se
tomaron fotografias, con las cuales se determind el numero total de elementos
reproductivos sexuales (ovocitos y quistes espermaticos) y asexuales (gémulas) por mes,
asi como el diametro medio de 25 elementos reproductivos seleccionados al azar. Para
minimizar el error de medicion, s6lo se consideraron los ovocitos con nucleo y nucléolo
que al momento de realizar el corte fueron seccionados a través de su linea media. Como
los quistes espermaticos fueron semiesféricos, se les midié el diametro mas largo. Para
estudiar el desarrollo embrionario en las esponjas, fueron elegidos al azar 25 embriones

en cada individuo.

7.3.-Analisis estadisticos

Se realizaron pruebas estadisticas previa comprobacién de la normalidad de los datos
mediante la prueba de Kolmogorov-Smirnov, y la homocedasticidad de las varianzas
mediante el test de Cochran (Zar, 1984, Sokal and Rohlf 1981).

La relacion entre la frecuencia de especimenes en reproduccion, la talla y numero de
los gametos a través del tiempo, y su relacion con la temperatura, fueron analizados
mediante la correlacion de rango de Kendall, denominado t (tau) de Kendall (Badii et al.
2014). Este permite medir la correlacion o asociacion entre dos variables cuando las
mediciones se realizan en una escala ordinal, o cuando no existe distribucion normal y se
calcula en base a una serie de rangos asignados. Este coeficiente se ve poco afectado
ante la presencia de un numero pequefio de valores atipicos (extremos) en la muestra
estudiada, adaptandose bien en aquellas variables que reportan moderadas asimetrias

entorno a la relacion general. El andlisis se llevé a cabo con el programa Statgraphics.

La variacion de la abundancia de las especies en cada uno de los sustratos fue
evaluada con un ANOVA de dos vias con los siguientes factores: tiempo (17 meses),
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especie y tipo de sustrato (CV, MA, CMS). La prueba de Student-Newman-Keuls (SNK),
fue usada para determinar diferencias significativas entre medias. Los analisis
estadisticos se realizaron con el programa STATISTICA ver 7.1 con un nivel de confianza
del 95% (Zar 1984).
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8.- RESULTADOS

8.1.-Abundancia de Thoosa mismalolli y Thoosa calpulli

T. mismalolli fue mas abundante que T. calpulli a lo largo de todo el estudio (p< 0.05; F=
1.6359), y, ninguna de las especies presenté un claro patréon estacional. El porcentaje de
invasion de T. mismalolli fluctué a lo largo del estudio desde 9 a 26 %, y el de T. calpulli
desde 1 al 9%. T. mismalolli present6é un pico de abundancia en septiembre 2010 y junio
2011, mientras que T. calpulli se mantuvo mas constante durante el estudio, con pequefnos

picos de abundancia en junio de 2010 y en agosto de 2011 (Figura 7).
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Figura 7 Variacién mensual de la abundancia media de los tres sustratos analizados de las
esponjas perforadoras Thoosa mismalolli y Thoosa calpulli a lo largo del tiempo. Las lineas
sobre las barras representan la desviacion estandar

También se encontraron diferencias en cuanto a la abundancia por sustrato (Figure 8). T.
mismalolli prefiere el coral vivo (50% de los fragmentos analizados) y T. calpulli los
fragmentos de coral sueltos (74%), y a diferencia de T. mismalolli, el coral vivo es el

sustrato que menos habita.
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Figura 8 . Variacién del porcentaje de invasion de T. mismalolli y T. calpulli por tipo de
sustrato (p<0.01). CV = coral vivo, MA = matriz arrecifal y CMS = fragmentos de coral suelto

T. mismalolli presenté un mayor porcentaje en los fragmentos de coral vivo en octubre
de 2010 (33.3%), seguida de noviembre (32%) y septiembre (30.7%). En 2011, la maxima
abundancia la presenté en mayo (37.3%) y la minima en febrero (10.7%). La menor
proporcion de T. mismalolli se encontré en los fragmentos de coral muerto suelto (CMS).
En 2010, la mayor abundancia se encontré en septiembre (8%) y junio (6.7%) y estuvo
ausente en mayo, agosto, octubre y noviembre. En 2011, febrero fue el mes con mayor

abundancia (18.7%) y julio (4%) el de menor abundancia (Figura 7).

En cambio, en la matriz arrecifal, la mayor abundancia se encontré en septiembre
(26.7%) y la menor en octubre de 2010 (2.7%). En 2011, se presentd una gran
variabilidad, mostrando la mayor abundancia en febrero (33.3%) y mayo (29.3%) vy la

menor en marzo (2.7%).

En el coral vivo T. calpulli solo estuvo presente en noviembre 2010 (6.7%), y julio de
2011 (6.7%). T. calpulli fue la especie dominante en los fragmentos de coral muerto. En el
2010 se encontré en mayor abundancia en junio (9.3%), mientras que en el 2011 fue en
septiembre (18.7%). La mayor abundancia de T. mismalolli en 2010 se detectdé en
septiembre (8%) y en 2011 en febrero (18.7%).

En la matriz arrecifal T. mismalolli fue mas abundante que T. calpulli, presentando su
mayor abundancia en febrero de 2011 y la menor en octubre de 2010 y marzo de 2011. T.
calpulli fue poco abundante en este habitat, siendo mas frecuente en mayo de 2010. En

marzo 2011 las dos especies presentaron igual abundancia.
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8.2.- Actividad reproductiva de Thoosa mismalolli y Thoosa calpulli

Ambas especies de esponjas estuvieron en reproduccion la mayor parte del periodo de
estudio, y presentaron un patrén de variacion temporal muy similar con picos en primavera
o verano. En el 2010, las poblaciones de ambas especies presentaron su maximo en el
verano; T. calpulli en agosto y T. mismalolli en septiembre. En el 2011, la poblacién de T.
calpulli presentd su maximo en mayo y T. mismalolli en junio (Figura 9). Durante el 2010,
el valor maximo de individuos en reproduccion se presenté en agosto (100%) cuando la
temperatura del agua es mas calida. Posteriormente, en 2011 la maxima actividad
reproductiva se encontré en mayo (77 %). Sin embargo, no se encontré una relacion
significativa con la temperatura: Para T. calpullit = 0.30 y p = 0.09; Para T. mismalolli t =
0.33, y p =0.06.

2% de individuos

abr-10 may-10 jun-10 jul-10 ago-10 sep-10 oct-10 nov-10 dic-10 ene-11 feb-11 mar-11 abr-11 may-11 jun-11 jul-11 ago-11

EmTc mmTm ——ToC

Temperatura (°C)

Figura 9 Variacion estacional del porcentaje de los individuos en reproduccion de T. calpulli
(Tc) y T. mismalolli (Tm)

8.2.1.-Ciclo reproductivo de Thosa calpulli

La especie T. mismalolli es hermafrodita y vivipara, con ovocitos y quistes espermaticos
que coexisten asincronicamente durante varios meses del aio. En general, esta especie

se reproduce todo el afio, y los gametos y embriones se distribuyen homogeneamente a lo
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largo del mesohilo. En agosto de 2010 se encuentra el mayor porcentaje de organismos

en reproduccion, y el menor se presenté en mayo y diciembre de 2010 y junio de 2011.

Reproduccion sexual de Thoosa calpulli

Las esponjas presentaron gametos (quistes espermaticos u ovocitos) durante todo el
estudio. En agosto de 2010 se obtuvo el mayor porcentaje de individuos con quistes
espermaticos (%), cuando la temperatura del agua es mas elevada (T), mientras que el
mayor porcentaje de individuos con oocitos (%) se registré en septiembre de 2010 (Figura

10) (ver tablas siguientes).

La ovogénesis fue continua durante el periodo de estudio, los ovocitos coexistieron en
el mesohilo de la esponja con embriones y quistes espermaticos en diferentes estadios de
desarrollo. La densidad mas alta de ovocitos se registré en abril de 2010 (1.4 ovocitos/mm-

2) y no se encontraron ovocitos en julio de 2010 y junio de 2011.

Los ovocitos mas pequefios (detectados al microscopio éptico) midieron entre 9.0y 11.3
Mm de diametro y fueron de forma ligeramente ovoide. Los ovocitos mas grandes

presentaron forma ameboidea con un diametro que oscil6 entre 54.2 y 55.7 pm.
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Figura 10.- Reproduccién sexual en la esponja T. calpulli a lo largo del periodo de estudio
en relacion a la temperatura superficial del agua de mar. La actividad reproductiva fue
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evaluada con base en el numero de individuos recolectados que presentaron ovocitos (O),
quistes espermaticos (QE), y los individuos no reproductivamente activos (NR). No se
dispone de datos debido a una mala conservacion/fijacibn de las muestras durante el
proceso histolégico (SM)

Tabla 1 Thoosa calpulli. Resultados de las correlaciones de Kendall entre la densidad de
los elementos reproductores y la temperatura del mar. Para cada correlacion se dan tres
valores; de arriba abajo son: el coeficiente de correlacion t (tau), el numero de muestras y

la significancia de la correlacién (p). (en rojo se muestran las que son significativas).

Embriones Qwst}e_s Ovocitos | Gémulas |Temperatura
espermaticos
0.16 0.38 0.32 0.19
Embriones 17 17 17 17
0.36 0.048 0.13 0.28
Quistes 0.16 0.27 0.43 0.01
espermaticos 17 17 17 17
0.36 0.13 0.03 0.96
0.38 0.27 0.30 0
Ovocitos 17 17 17 17
0.04 0.13 0.16 1
0.32 0.43 0.30 0
Gémulas 17 17 17 17
0.13 0.03 0.16 1
0.19 0.00 0 0
Temperatura 17 17 17 17
0.28 0.96 1 1
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Figura 11 Densidad de elementos reproductivos en T. calpulli a lo largo del periodo de
estudio en relacion a la temperatura del mar. Ovocitos (O), quistes esperméaticos (QE),
embriones (E). no se dispone de datos en octubre de 2010 y marzo y abril de 2011

Tabla 2. Thoosa calpulli. Resultados de las correlaciones de Kendall entre el diametro de
los elementos reproductores y la temperatura del mar. Para cada correlacion se dan tres
valores; de arriba abajo son. el coeficiente de correlacion t (tau), el niumero de muestras y
la significancia de la correlacién (p). (en rojo se muestran las que son significativas).

Embriones Qwst,e_s Ovocitos Gémulas |Temperatura
espermaticos
0.15 0.01 0.3114 0.08
Embriones 14 14 14 14
0.44 0.95 0.18 0.66
Quistes 0.15 0.32 0.59 -0.16
espermaticos 14 14 14 14
0.44 0.12 0.01 0.41
0.01 0.3203 0.01 -0.18
Ovocitos 14 14 14 14
0.95 0.12 0.95 0.38
0.31 0.59 0.01 0
Gémulas 14 14 14 14
0.18 0.01 0.95 1
0.08 -0.16 -0.18 0
Temperatura 14 14 14 14
0.66 0.41 0.38 1
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Los quistes espermaticos se encontraron distribuidos al azar en el mesohilo y
presentaron un desarrollo asincrénico. Inicialmente, los quistes espermaticos se mostraron
con células grandes (espermatocitos) las cuales al llegar a la maduracion son mas
numerosas. Los quistes en su Uultima fase de desarrollo presentaron numerosos
espermatidas y espermatozoides ligeramente alargados con un flagelo largo y visible. La
espermatogénesis ocurrio durante todo el periodo de estudio. Durante 2010, los quistes
espermaticos de mayor tamafo (66.7 pym de diametro) se encontraron en abril y la
densidad mas alta en agosto (1.7 QE/mm-2). En 2011, el mayor tamafio promedio se
presentd en mayo de 2011 (27.032 + 0.527 pm) y la mayor densidad en enero (8.9
QE/mm?). La menor densidad (xx QE/mm-2) y diametro (3.9 um) de los quistes coinciden
en el tiempo (junio de 2011). Los cambios en el tamafio de los quistes espermaticos no
muestran una relacion significativa con la temperatura del agua de mar (r = 0.156, p <
0.05) (Figuras 11, 12).
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Figura 12 Variacion del diametro medio de los elementos reproductivos en T. calpulli a lo
largo del periodo de estudio en relacién con la temperatura del mar. Ovocitos (O), quistes
esperméaticos (QE), Embriones (E). No se dispone de datos en octubre de 2010 y marzo y
abril de 2011.

Embriogénesis

La embriogénesis se mantuvo practicamente durante todo el periodo de estudio, solo
estuvo ausente en el mes de mayo de 2010 y junio de 2011. Se observd un patrén similar
cada ano; durante 2010 la densidad aumentdé hasta un maximo en julio (0.62
embriones/mm=) y posteriormente decreci6 hasta llegar a un minimo de 0.13
embriones/mm~ en septiembre y posteriormente se observdé un aumento gradual hasta
diciembre (0.46 embriones/mm2). En 2011, aumenté desde enero hasta alcanzar el

maximo en mayo con 0.29 embriones/mm-.

El desarrollo embrionario se observé de forma asincronica, tanto dentro como entre
individuos, y con frecuencia se encontraron coexistiendo embriones pequefios de forma
redonda, con embriones de tamafio medio, y embriones con diferenciacion celular y con
proyecciones radiales semi-desarrolladas sin espiculas, al igual que con embriones en
estadios de desarrollo avanzados, totalmente diferenciados con largas proyecciones
radiales con espiculas y un esqueleto espicular que rodea completamente el cuerpo del
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embrién. Durante 2010, se registrd el diametro mayor de embriones en julio (194.8 + 10.4

pum), mientras que el menor se observo en enero de 2011 (136.0 £ 5.7 ym) (Figura 12,13).

No hubo una relacion significativa entre la temperatura del agua y el tamafio de los

embriones (ver Tablas 1, 2).

Figura 13-Histologia de la gametogénesis de T. calpulli. A) Ovocitos maduro con nucleo (n)
y nucléolo (nu) evidente. B) Ovocito (0) en estadio avanzado coexistiendo con un quiste
espermatico (e). C) Distribucion de los quistes espermaticos en el mesohilo de la esponja,
con desarrollo asincrénico de gametos, de espermatogonias (eg) espermatocitos (ec) y
espermatozoides maduros (es). D) Diferentes estados de maduracion de quistes
espermaticos.
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Figura 14 Embriogénesis de T. calpulli vista al SEM. A) embrién en estadio temprano. B)
embridon con inicio de desarrollo de proyecciones. C) proyecciones mas desarrolladas y
aparicién evidente de discos monoaxonicos. D) embrion en estado avanzado. E) larva
dentro de la esponja. F) larva con espiculas bien desarrollada, G) larva reorganizando las
proyecciones para salir del cuerpo de la esponja. H) detalle de las discos monoaxonicos. |)
detalles de la espicula de la larva hoplitomela.
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Reproduccion asexual (gemulacién)

Las gémulas de T. calpulli aparecieron a muy bajas densidades durante la mayor parte
del afio, y solo se detectaron grandes densidades (0.315 gémulas/mm-2) en mayo de 2011
(Figura 15). Los analisis estadisticos no mostraron correlacién entre la produccion de
gémulas y la temperatura del agua de mar (r = -0.164, p>0.05). El diametro promedio de
las gémulas también vario a lo largo del estudio, el menor fue de 80.2 ym en julio de 2011
y el mayor en noviembre de 2010 (238.6 ym) (Figura 16). Los analisis estadisticos no

mostraron relacion entre la temperatura y el diametro de las gémulas (r = 0.0238, p >0.05).
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.Figura 15- Variacion estacional de la densidad de gémulas en el mesohilo de T. calpulli en

relacién con la temperatura del agua de mar.
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Figura 16 Variacién estacional del didametro de gémulas en el mesohilo de T. calpulli en
relacion con latemperatura del agua de mar

Las gémulas presentan una forma subesférica a lenticular. Las observaciones
realizadas al microscopio Optico (Figura 17) sugieren que presentan una cubierta
protectora compuesta por una matriz densa posiblemente de colageno, que puede o no,
embeber una capa delgada de espiculas siliceas pequefias y entrelazadas, llamadas
anfiasteres. En la regidn mas interna, las gémulas presentan pequefios grupos de células
rodeadas por zonas cavernosas amplias. Estas zonas, estaban compuestas de un material
homogéneo (posiblemente colageno) con espacios irregulares amplios. En el centro de la

gémula no se observo presencia alguna de espiculas.
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Figura 17 Morfologia interna y externa de las gémulas de T. calpulli. A) Grupo de gémulas en
el mesohilo de la esponja. B) Cubierta externa. C) detalle del borde de una gémula, se
aprecia un borde de coldgeno (color mas intenso), con la huella de algunos amfiasteres
(am).
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8.2.2.-Ciclo reproductivo de Thosa mismalolli

La especie T. mismalolli es hermafrodita y vivipara, con ovocitos y quistes espermaticos
que coexisten asincronicamente durante varios meses del afio. En general, esta especie
se reproduce todo el afno, y los gametos y embriones se distribuyen homogeneamente a lo
largo del mesohilo. En septiembre de 2010 se encuentra el mayor porcentaje de

organismos en reproduccion, y el menor se presenté en mayo de 2010 y enero de 2011.

Reproduccion sexual

Las esponjas presentaron gametos casi todo el periodo de estudio y no se encontraron
organismos en reproduccion en abril y noviembre de 2010 y en abril de 2011 (Figura 18).
El mayor porcentaje de individuos con produccién de gametos masculinos se presento en
mayo de 2011 (36%) y el menor en junio de 2010 (8%) y enero de 2011 (9%). No se
encontraron gametos en mayo y diciembre de 2010 y marzo de 2011. El mayor numero de
individuos con ovocitos se registré en junio de 2011 (43%) y el menor en mayo de 2010
(7%) y no se encontraron individuos con ovocitos en junio y octubre de 2010 y enero de
2011.
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Figura 18.-Reproduccién sexual en la esponja T. mismalolli a lo largo del periodo de estudio
en relacion a la temperatura superficial del agua de mar. La actividad reproductiva fue
evaluada con base en el numero de individuos recolectados que presentaron ovocitos (O),
guistes espermaticos (QE), y los individuos no reproductivamente activos (NR).
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Oogénesis

La ovogénesis estuvo presente en 11 de los 17 meses de estudio, detectandose la
densidad mas alta de ovocitos en julio y septiembre del 2010 (0.05 ovocitos/ mm™) y la
mas baja en febrero y julio de 2011 (0.015 y 0.01 ovocitos/ mm-2, respectivamente) (Figura
19)

Los ovocitos mas pequefos (detectados al microscopio 6ptico), son de forma
ligeramente ovoide y midieron entre 13.4 y 13.6 um de diametro. Los ovocitos mas
grandes son de forma ameboidea y su diametro oscilé entre 51.97 ym y 55.75 ym (Figura
20). La temperatura del agua presentd una relacion significativa con el tamafo de los
ovocitos (r=0.601 p=0.0359) pero no con la densidad (r=0.114 p=0.714).

Tabla 3 . Thoosa mismalolli. Resultados de las correlaciones de Kendall entre la densidad
de los elementos reproductores y la temperatura del mar. Para cada correlacion se dan
tres valores; de arriba abajo son: el coeficiente de correlacion t (tau), el numero de
muestras y la significancia de la correlacion (p) (en rojo se muestran las que son
significativas).

Embriones eserlrJrIs;iscos Ovocitos | Gémulas | Temperatura
0.44 0.43 0.19 0.40
Embriones 17 17 17 17
0.01 0.05 0.32 0.02
Quistes 0.44 0.13 0.23 0.50
espermaticos 17 17 17 17
0.01 0.56 0.24 0.01
0.43 0.13 0.27 0.42
Ovocitos 17 17 17 17
0.05 0.56 0.24 0.05
0.19 0.23 0.27 0.30
Gémulas 17 17 17 17
0.32 0.24 0.24 0.11
0.40 0.50 0.42 0.30
Temperatura 17 17 17 17
0.02 0.01 0.05 0.11
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Tabla 4. Thoosa mismalolli. Resultados de las correlaciones de Kendall entre el diametro
de los elementos reproductores y la Temperatura del mar. Para cada correlacion se dan
tres valores; de arriba abajo son. el coeficiente de correlacion t (tau), el numero de
muestras y la significancia de la correlacion (p). (en rojo se muestran las que son
significativas).

Embriones eSerlI:lrIT?ité.?iSCOS Ovocitos Gémulas Temperatura
0.26 -0.04 0.23 0.23
Embriones 17 17 17 17
0.17 0.80 0.23 0.20
Quistes 0.26 0.40 0.22 0.56
espermaticos 17 17 17 17
0.17 0.04 0.24 0.01
-0.04 0.40 0.11 0.35
Ovocitos 17 17 17 17
0.80 0.04 0.59 0.06
0.23 0.22 0.11 0.23
Gémulas 17 17 17 17
0.23 0.26 0.59 0.23
0.23 0.56 0.35 0.23
Temperatura 17 17 17 17
0.2016 0.0026 0.0638 0.2322

Espermatogénesis

La espermatogénesis se detectd durante 11 de los 17 meses de estudio. La densidad
mas alta de quistes espermaticos se presenté en mayo de 2011 (21.84 QE/mm-2) y agosto
de 2010 (29.97QE/mm2) y la mas baja en febrero de 2011 (0.053 QE/mm-?) (Figura 19).
La variacion temporal de la densidad guardé relacion con la temperatura del agua (r=0.482
p=0.124). En cuanto al tamafo de los quistes, se observd que los mas grandes
aparecieron en agosto en ambos anos. En cambio los quistes de menor diametro se
observaron en octubre de 2010 (Figura 20). La variacién temporal en el tamafo de los
quistes espermaticos mostré una relacion significativa con la temperatura del agua (Tablas
3y4).
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Figura 19 Densidad de elementos reproductivos en T. mismalolli a lo largo del estudio en
relacién a la temperatura del mar. Ovocitos (O), quistes espermaticos (QE), Embriones (E).

Embriogénesis

El desarrollo embrionario fue de forma asincronica, tanto en cada individuo como entre
individuos. Con frecuencia se encontraron embriones pequefios de forma redonda
coexistiendo con embriones de tamano medio y embriones con diferenciacion celular y con
proyecciones radiales semi-desarrolladas, sin espiculas, al igual que con embriones en
estadios de desarrollo avanzados totalmente diferenciados con largas proyecciones
radiales con espiculas y un esqueleto espicular que rodea completamente el cuerpo del
embrion (Figura 21, 22). Durante 2010, la densidad mas alta de embriones se registré en
julio y octubre (3.22 y 6.62 embriones/mm-2, respectivamente), mientras que, en 2011, la
mayor densidad se presentd en mayo y agosto (0.89 y 6.62 embriones/mm?;
respectivamente. La densidad de embriones tuvo una relacion positiva con la temperatura

del agua (Tablas 3 y 4).

Los embriones de mayor diametro fueron registrados en julio y agosto de 2010 y los
mas pequefos en febrero de 2011. No se obtuvo una relacién significativa entre la

temperatura del agua y el tamafio de los embriones.
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Figura 21 Gametogénesis de T. mismalolli. A) Ovocitos (0), y embriones coexistiendo en el
mesohilo de la esponja. B) Ovocito maduro con nucleo (n) y nucleolo (nu) evidente. C)
Quistes espermaticos con desarrollo asincréonico de gametos, espermatocitos (ec) y

espermatozoides (es). D) espermatozoides maduros (es)
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Figura 22 Embriogenesis de T. mismalolli vista al microscopio electréonico. A) Esponja con
elementos reproductivos, donde se aprecian los embriones (b) dispersos y los espacios
vacios dejados por los mismos (a). B) Embridn en estadio temprano. C) Vista del interior de
un embrion. D) Embrion maduro donde se empieza a observar la aparicion de proyecciones.
E) Embrion maduro donde se aprecian las proyecciones y reorganizacion de los discos. F)
Embridn con proyecciones donde se empiezan a observar los tilotes. G) Larva hoplitomela

con todas las proyecciones, G) Detalle de la proyeccion. H ) Larva hoplitomela. I) Larva
hoplitomela madura.
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8.2.2.2 Reproduccién asexual

La produccién de gémulas en T. mismalolli se presentd en 10 de los 17 meses que durd
el estudio (Figura 23, 24 y 25). No se detectaron gémulas los meses de abril, mayo y
octubre en 2010, ni en febrero, abril, mayo y junio en 2011. La densidad mas alta se
presenté en agosto y la menor en diciembre de 2010. Se presentd cierta relacion con la
temperatura del agua (aunque no significativa), es decir, hubo una mayor produccion de

gémulas cuando la temperatura del agua era mas calida.

El diametro de las gémulas también vario a lo largo del estudio y las de mayor diametro
se detectaron en noviembre de 2010, al igual que en el caso de T. calpulli y fue de 293.5
pMm, mientras que el diametro menor fue de 170.7 um y se presentd en julio de 2010
(Figura 24). No se encontrd relacion entre la temperatura del agua y el diametro de las

gémulas.
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Figura 23 Densidad de elementos reproductivos asexuales (gémulas) en T. mismalolli a lo
largo del periodo de estudio en relacion a la temperatura del mar.
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Figura 24 Variacion del diametro medio de los elementos reproductivos asexuales
(gémulas) de T. mismalolli a lo largo del periodo de estudio en relacion a la temperatura del
mar.
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Figura 25 Morfologia interna y externa de las gemulas de resistencia de T. mismalolli. A)
Grupo de gémulas en el mesohilo de la esponja, donde se aprecia la capa externa de las
gemulas cubierta de amfiasteres (ce). B) Detalle de una gémula con una capa densa de
anfiasteres (am). C) Gémula con capa externa de anfiasteres. D) Estructura externa de una
gemula.

45



9.- DISCUSION

Los arrecifes de coral forman comunidades biodiversas y productivas, que proveen de
servicios muy importantes a través del turismo, la pesca y la proteccion de la costa
(Alvarez-Filip et al. 2009, Moberg & Folke 1999). En el Pacifico oriental tropical presentan
muy poco desarrollo, son de bajo relieve y han sido muy perturbados por procesos
recurrentes de blanqueamiento debido al estrés térmico (Cortés 1997). Esto, ha producido
un incremento de la cobertura de coral muerto, muy adecuado para el asentamiento de las
esponjas excavadoras (Carballo et al. 2013), las cuales en las ultimas décadas han
incrementando su abundancia (Rose & Risk 1985, Holmes 2000, Rutzler 2002; Schonberg
& Ortiz 2008, Carballo et al. 2013). En las comunidades coralinas del pacifico mexicano, la
diversidad y abundancia de esponjas perforadoras se correlacionan negativamente con la
cobertura de coral vivo (Nava 2008). Las esponjas perforadoras son comunes y

abundantes en estos ecosistemas (carballo et al. 2004, 2007).

En los arrecifes del Pacifico de México se conocen tres especies de esponjas del
género Thoosa, dos de las cuales, T. mismalolli y T. calpulli, son muy abundantes vy
frecuentes (Carballo et al. 2008). Hasta este estudio solo se conocia la biologia
reproductiva y el desarrollo embrionario de T. mismalolli (Bautista-Guerrero et al. 2010), y

se desconocia por completo cualquier aspecto de la biologia de T. calpulli.

Centrandonos en nuestra hipotesis, es interesante destacar, que tal como
esperariamos, ambas especies viven generalmente en habitats diferentes; T. mismalolli se
encontré en mayor abundancia en el coral vivo a lo largo de todo el afio y en cambio, T.
calpulli practicamente esta ausente del coral vivo. Esta uUltima especie se enceuntra
preferentemente invadiendo sustratos inestables como los fragmentos de coral que son
muy abundantes en el arrecife. El hecho de que T. mismallolli se encuentre principalmente
invadiendo colonias de coral vivo indica por una parte cierta sensibilidad a factores
ambientales, como pudiera ser la sedimentacion, el enterramiento, la luz, etc., factores que
tienen una mayor incidencia en los fragmentos de coral muerto. Por otra parte, las colonias
de coral vivas ancladas ofrecen un sustrato mas estable que los fragmentos de coral
muerto que estan sometidos al movimiento producido por el oleaje y otros factores como la

sedimentacion.
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El hecho de que T. mismalolli sea mas abundante que T. calpulli pudiera apoyar esta
hipotesis, ya que las colonias vivas ancladas ofrecen un sustrato mas estable y por
consiguiente la situacion ambiental es también mas favorable. T. calpulli suele vivir en
sustratos que se mueven por la fuerza del agua, los cuales ademas pueden sufrir
procesos de enterramiento y desenterramiento y aun erosion, ya que se encuentran
depositados directamente sobre el suelo del arrecife. ( o se desplazan sobre la arena

sujetos a abrasion).

También pudiera darse la circunstancia de que T. mismalolli pudiera vivir en contacto
con le tejido vivo, y en cambio T. calpulli no pudiera competir con el coral. En un
experimento llevado a cabo con una especie del género Cliona, se comprobd que el 26 %
de los ejemplares monitoreados pudieron invadir los corales mediante crecimiento lateral.
Aun cuando la esponja no pareci6 ser resistente a las defensas de los corales, esta pudo
perforar el soporte basal de los pdlipos desde abajo para eliminarlos, lo cual le permitid
desplazar el tejido vivo de la colonia a una velocidad de 4.3 cm-al afio (Lopez-Victoria et
al. 2006). En la isla Isabel también se llevé a cabo un experimento en el cual se comprobd
que ejemplares trasplantados de C. vermifera pudieron invadir el coral vivo (66 % de los
fragmentos trasplantados). No obstante, T. mismalolli fueron incapaz de hacer contacto
con el esqueleto de las colonias, aun en la superficie expuesta de las ramas rotas y tras
haber estado en contacto durante 6 meses (Nava & Carballo 2016). Esto probablemente
sugiere, que lo que busca la esponja es la estabilidad y la proteccion de la parte basal e la

colonia sin entrar en contacto con la zona de tejido vivo.

El hecho de que ambas especies se encuentren segregadas espacialmente, indica
cierta capacidad de competencia interespecifica entre estas dos especies. En ecologia de
comunidades el principio de exclusion competitiva, a veces también llamado ley de
exclusién competitiva de Gause o simplemente ley o regla de Gause, es una proposicion
que declara que dos especies en competencia biolégica por los mismos recursos no
pueden coexistir en forma estable si los demas factores ecoldgicos permanecen
constantes (Hardin 1960). Uno de los competidores siempre dominara al otro, llevandolo a
la extincibn o a una modificacién evolutiva o de comportamiento hacia otro nicho
ecolégico. Los pocos antecedentes que se conocen al respecto y en relacién con las

esponjas excavadoras, indican que cuando viven en simpatria, como es el caso de las dos
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especies del género Thoosa, estas seleccionan diferente habitat (y/o profundidad). En un
estudio realizado en el Mediterraneo, se demostr6 que 9 especies de esponjas
perforadoras del género Cliona tenian diferentes patrones de distribucién a lo largo de un
gradiente vertical (Hartman 1957). Es interesante destacar también, que incluso hay
evidencias de competencia espacial intra especie. Hay un caso documentado con la
especie Cliona celata que indica que cuando individuos provenientes de diferentes larvas
llegan al mismo sustrato, y empieza el proceso de invasion del sustrato, este se
interrumpe en la zona de confluencia, es decir las esponjas nunca llegan a tocarse y se

mantienen de forma separada dentro del mismo habitat (Bromley & Tendal 1972).

Es también importante puntualizar, que, ambas especies no parecen competir por el
espacio con el coral como hacen otras especies de esponjas perforadoras mas agresivas
como son Cliona aprica, Cliona caribbaea y Cliona tenuis en arrecifes del Caribe (Lopez-
Victoria et al. 2006), o Cliona orientalis en arrecifes de la Gran Barrera de Coral
(Schonberg y Wilkinson 2001). Estas especies son muy buenas competidoras por el
espacio, proceso que es mediado por la produccién de sustancias quimicas que son
capaces de inhibir el crecimiento del tejido del coral alrededor de las papilas (Sullivan et al.
1983). Sin embargo, a pesar de la preferencia de T. mismalolli para asentarse en colonias
de coral vivo, esta siempre lo hace por la parte de la colonia que no esta recubierta por el

tejido del coral, indicando que no es capaz de colonizar la superficie viva del coral.

Por otra parte, en lo que respeta al ciclo biolégico, ambas especies estuvieron en
reproduccion la mayor parte del periodo de estudio, y presentaron un patrén de variacion
temporal muy similar con picos en primavera o verano. En 2010, la poblacién presentd su
maximo en el verano, aqunue los picos de abundancia fueron en agosto en T. calpulli y en
septiembre en T. mismalolli. En 2011, la poblacion de T. calpulli presenté su maximo en
mayo y T. mismalolli en junio de 2011.

Durante 2010, el valor maximo de individuos en reproduccién se presentd en agosto
(100%) cuando la temperatura del agua es mas calida. Posteriormente, en 2011 la maxima

actividad reproductiva se encontré en mayo (77 %).
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9.1- Reproduccion

De las especies conocidas del género Thoosa solo se ha estudiado el ciclo reproductivo
de T. mismalolli (Bautista-Guerrero et al. 2010). El presente estudio confirma que ambas
especies son hermafroditas y viviparas y que la gametogénesis y embriogénesis puede
ocurrir simultaneamente. Ambas especies liberan los espermatozoides, pero conservan los

ovocitos en el mesohilo para una fertilizacion interna.

La especie T. calpulli se encuentra en reproduccion practicamente durante todo el afio,
mientras que T. mismalolli tiene periodos de produccion de gametos de seis a cuatro
meses (Bautista 2011), que coindicen con los meses mas frios (Diciembre—Abril). Esto
sugiere que hay cierta segregacion en cuanto a los periodos de maduracion de ambas

especies.

En T. mismalolli la espermatogénesis se presentd en tres periodos, con intervalos de
inactividad de dos meses, coincidiendo los periodos mas largos con los meses mas
calidos, en cambio, T. calpulli presento la espermatogénesis de forma continua durante
todo el periodo de estudio, la cual se dio a la par que la ovogénesis. Riesgo et al. (2007)
sugieren que los periodos largos de espermatogénesis pueden incrementar la fertilizacion
cuando los ovocitos maduros estan disponibles durante varios meses a lo largo del ano,
con lo que se ven favorecidos largos periodos de desove o liberacion de larvas, como en
el caso de las especies de Thoosa. La ovogénesis en T. mismalolli se detecté en periodos
cortos de uno a cuatro meses, con intervalos de inactividad de uno a dos meses, y los
periodos mas largos de produccion de ovocitos coincidieron con los meses mas calidos,
sin embargo, Bautista-Guerrero (2011), habia reportado previamente que esta especie
producia ovocitos durante todo el ano. En T. calpulli se presentd ovogénesis durante tres
ciclos, con periodos de inactividad de un mes, coincidiendo en ambos casos con €l mes

previo a la maxima temperatura (Julio 2010 y junio 2011).

En algunas Demospongias, particularmente en la oviparas, los ovocitos son producidos
en un corto periodo de tiempo en cada ciclo anual, y maduran de forma sincronica, o
pueden producir ovocitos durante varios meses al ano, y madurar de forma asincronica,

como ocurre frecuentemente en las esponjas viviparas.
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Respecto a la embriogénesis, en T. mismalolli se present6 en dos ciclos largos (nueve y
seis meses, respectivamente). No se detectaron embriones en abril de 2010 y marzo de
2011. De igual forma en T. calpulli se dio de forma continua durante todo el afio, salvo en

mayo de 2010 y junio de 2011.

En ambas especies, en las primeras divisiones los blastbmeros se separan por una
capa delgada, probablemente de colageno, que va adelgazandose conforme avanza el
desarrollo. Este proceso se ha descrito en esponjas del género Alectona (A. wallichii y A.
mesatlantica) (Vacelet 1999). La secreciéon abundante de colageno por los blastomeros
durante las primeras fases de desarrollo, parece ser una caracteristica de las especies de
los géneros Thoosa y Alectona, pero es muy inusual en los embriones de otras esponjas
(Vacelet 1999).

Terminado el desarrollo del embrién se forma una larva hoplitomela que es similar a la
larva descrita en el género Alectona ((ver Borchiellini et al. 2004; Maldonado 2006)). Esta
larva carece de cilios, y presenta un complejo espicular que no se encuentran en el estado
adulto. En el esqueleto de las larvas de las esponjas A. wallichii, A. mesatlantica y T.
armata, coexisten simultaneamente tres tipos de espiculas (estilos delgados, amfiasteres y
discotrienas (Topsent 1904, Vacelet 1999). En T. mismalolli y T. calpulli también hay tres
tipos de espiculas, pero difieren de las especies anteriores, por la presencia de estrongilos
largos y delgados con puntas redondeadas que se proyectan radialmente del cuerpo de la
larva. Esta espicula junto con los anfiasteres y discos monoaxénicos no se presentan en
los adultos de T. mismalolli ni en los de T. calpulli. Otra singularidad sobresaliente del
desarrollo embrionario de T. mismalolli y T. calpulli es la reorganizaciéon de las espiculas
radiales hacia un polo posterior, con lo que se facilita el movimiento de las larvas a través

del mesohilo hacia los canales excurrentes y asi ayudar a su expulsién al medio.

En las esponjas marinas los patrones reproductivos estan regulados por una suma de
factores endogenos (Simpson 1984) y exégenos (Adbo et al. 2008). La temperatura, el
fotoperiodo, la sedimentacion, la disponibilidad de alimento, el ciclo lunar, son los factores
exogenos mas evaluados y por ende que mas se relacionan con el inicio y regulacion de
los procesos reproductivos (llan y Loyan 1990, Sara 1992, Fromont 1999). De estos
factores, la temperatura del agua se ha reportado como el principal activador y regulador

de la gametogénesis, desove o liberacién de larvas en muchas esponjas tanto viviparas
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(Whalan et al. 2007, Abdo et al. 2008), como oviparas (Mariani et al. 2001, Riesgo y
Maldonado 2008).

En regiones con grandes cambios estacionales, el incremento de la temperatura esta
asociado generalmente con el inicio de la actividad reproductiva (Fromont 1994). Sin
embargo, también se ha reportado lo contrario (ver Simpson 1984, Ereskovsky vy
Gonobobleva 2000) e incluso, en algunos casos no existe relacion alguna con este
parametro (Riesgo et al. 2007), como en el caso de las Thoosas que de acuerdo a los

estadisticos realizados mostraron nula o escasa relacion con este parametro.

En aquellos habitats donde la temperatura del agua durante el afio varia de forma muy
sutil, el inicio de la gametogénesis depende de estimulos mas intensos durante el ciclo
anual, como el cambio del fotoperiodo, la altura de las olas, la variacion de la salinidad, los

picos en los flujos de alimento, etc. (Elvin 1976, Witte 1996, Corriero et al. 1998).

Estudios realizados por Riesgo y Maldonado (2008), manifiestan que diferentes
especies de esponjas, que comparten el mismo habitat y estdn sometidas a un régimen
termal similar, pueden diferir substancialmente en la sincronizacién de la produccién de
gametos, sugiriendo que esta disparidad reproductiva puede estar asociada a otros
procesos fisioldgicos intrinsecos mas que con las condiciones ambientales. En el caso de
las Thoosas no se comparte esta opinidn ya que no se observa alternancia alguna entre la
produccion de gametos. Sin embargo, Bautista (2011) encontré una variacion considerable
en la reproduccion entre individuos de la misma especie pero que viven en
microambientes diferentes (CVA, FCM).

Algunas esponjas se reproducen durante todo el afio, tanto en ambientes templados
como tropicales, lo que sugiere que la reproduccién no es controlada unicamente por
sefales ambientales como la temperatura. En el caso de la esponja Luffariella variabilis, la
oogénesis comienza con temperaturas bajas, mientras que la espermatogénesis se da
cuando la temperatura empieza a elevarse y liberan sus larvas cuando la temperatura es
maxima (Ettinger-Epstein et al. 2007). En el caso de Geodia cydonium la oogénesis
empieza a finales de la primavera y se detiene a finales del verano y los quistes
espermaticos se presentan por un periodo corto, que coincide con la maxima intensidad de

la oogénesis (Mercurio et al. 2007).
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9.1.2. Reproduccién asexual

Las gémulas son cuerpos de resistencia compuestos por una densa masa de
arqueocitos totipotentes y células de almacenamiento (tesocitos, trofocitos, etc.) rodeados
por una espesa envoltura protectora. La estructura y el grosor de la envoltura, que puede
incluso incorporar materiales esqueléticos y cavidades neumaticas, varia en gran medida
entre las especies. La resistencia relativa de gémulas tanto a la desecacién y el proceso
digestivo en el tracto de animales de gran tamafo hace que sean adecuadas para la

dispersion a larga distancia a través de los vientos, aves, etc. (Fell 1993).

Las gémulas se producen tipicamente en esponjas de agua dulce y estuarinas, aunque
también es un mecanismo que utilizan algunas esponjas marinas (Fell, 1974, 1993,

Simpson, 1984), sobre todo por las esponjas perforadoras (Shirley & Donald 1985).

Dentro de la familia Clionaidae, se han descrito procesos de gemulacion en especies de
los géneros Pione (P. lampa, P. truitti, P. vastifica), Cliona (C. anulitera, C. tanitrix), Thoosa
(T. mollis, T. investigatores, T. mismalolli) y Siphonodyction (S. labyrintila) (Shoénberg
2002, Rossell y Uriz 2002).

En el caso de las Thoosas, esta envoltura estd conformada por espiculas (amfiasteres)
y colageno. Generalmente, se considera que estas estructuras se producen solo ante
condiciones ambientales adversas, pero en nuestro caso se detectdé la formacién de
gémulas la mayor parte del ano, hecho reportado previamente por Bautista (2011) en T.
mismalolli, la cual produjo gémulas durante todo el afio. En otras especies del mismo
género solo se han reportado en un periodo corto, como en el caso de T. mollis (julio a
octubre) (Volz 1939). Las especies T. mismalolli y T. calpulli combinan la reproduccion
asexual y sexual, tal vez para asegurar su persistencia localmente (asexual), a la vez que

favorecen la dispersion a otras zonas alejadas.
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10.-CONCLUSIONES

1) Thoosa mismalolli, es la especie mas abundante y esta presente todo el afio,
principalmente invadiendo colonias vivas de coral del género Pocillopora. T. calpulli es
menos abundante que T calpulli, y esta practicamente ausente de las colonias vivas.
Aparece preferentemente en los fragmentos de coral, que es un sustrato mas inestable

que las colonias ancladas a la matriz.

2) En lo que respecta al ciclo biolégico, ambas especies estuvieron en reproduccion la
mayor parte del periodo de estudio y presentaron un patron de variacion temporal muy
similar con picos en primavera o verano. En 2010, la poblacién presentd el mayor numero
de ejemplares en reproduccién en verano, aunque los picos de abundancia fueron en
agosto en T. calpulli y en septiembre en T. mismalolli. En 2011, la poblacion de Thoosa

calpulli presentd su maximo en mayo y T. mismalolli en junio de 2011.

3) T. mismalolli y T. calpulli son especies hermafroditas y viviparas que se reproducen de
forma continua durante todo el afo y el desarrollo de los 6vulos, embriones y quistes

espermaticos se producen de forma asincrénica en el mesohilo de la esponja.

4) T. mismalolli y T. calpulli tiene fecundacién interna, he incuban embriones que se
desarrollan hasta liberar a una larva denominada hoplitomela con habitos plancténicos y

una alta capacidad de dispersion.

5) T. mismalolli y T. calpulli ademas de reproducirse sexualmente, se propagan
asexualmente mediante la formaciéon de gémulas, principalmente durante el invierno. La
existencia de estas dos estrategias reproductivas (sexual y asexual) puede ser una de las
causas de su alta persistencia en los sistemas arrecifales, ademas de facilitar su

dispersion local y entre arrecifes geograficamente distantes.
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ANEXOS

ANEXO 1

Tren de deshidratacion para tejidos
» El tejido de la esponja se coloca dentro del histocassett
» Todas las muestras son tratadas en un procesador de tejidos automatico (Histopret)
en un proceso de 5 horas con las siguientes soluciones:
a) EtOH al 80 % (2 x 1 hora)
b) EtOH al 95 % (2 x 1 hora)
c) EtOH al 100 % (2 x 1 hora)
d) Xileno (2 x 1 hora)
e) Parafina (2 x 1 hora)
» Las muestras deshidratadas son embebidas en moldes de aluminio con parafina
para formar los bloques de parafina.
» A cada uno de las muestras se realizan cortes histologicos (5 pm) con un
micrétomo RS2535ST (Leica)
» Las diferentes secciones se depositadas en un bafio de flotacion para permitir su
expansion y posteriormente deslizar un porta objetos por debajo de la misma.
» Los porta-objetos con la muestra se colocan en una estufa por el tiempo necesario

para eliminar el exceso de parafina.
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ANEXO 2

Técnica de tincion de Mayer- Hematoxilina/Floxina-eosina.

Este método de tincion involucra la aplicacion de hematoxilina como tinte basico, el cual
tine estructuras basofilicas con color azul-purpura y la eosina alcohdlica que tife
estructuras eosinofilicas de color rosa brillante.

Secuencia de proceso de tincidn, soluciones y tiempo:

. Xilol por 5 min.

. Xilol por 5 min.

. EtOH al 100% -10 inmersiones

. EtOH al 100% -10 inmersiones

. EtOH al 95% -10 inmersiones

. EtOH al 95% -10 inmersiones

. EtOH al 80% -10 inmersiones

. EtOH al 80% -10 inmersiones

9. EtOH al 50% -10 inmersiones

10. Agua destilada-10 imersiones

0 N O OB~ W N -

11. Hematoxilina-15 min.

12. Chorro de agua —10 min.

13. Floxina/eosina -2 min.

14. EtOH al 95% 10 inmersiones
15. EtOH al 95% 10 inmersiones
16. EtOH al 100% 10 inmersiones
17. EtOH al 100% 10 inmersiones
18. Xilol 10 inmersiones

19. Xilol 10 inmersiones

20. Xilol 10 inmersiones

21. Xilol 10 inmersiones
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