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GLOSARIO

ALELOPATIA Produccion y liberacion de compuestos quimicos no nutricionales,
denominados aleloquimicos, que participan en las interacciones quimicas dafiinas, cuyos
efectos pueden ser directos o indirectos (Engel & Pawlik, 2000).

ALELOQUIMICA Son las interacciones existentes entre diferentes especies mediadas
quimicamente (Puyana, 2001).

ALELOQUIMICO Compuesto que confiere alguna ventaja adaptativa al organismo que
lo produce; entre estos se encuentran los disuasores, repelentes, sustancias supresoras que
inhiben los competidores (como los antibioticos), venenos y toxinas y a su vez sustancias
que actian como atrayentes (aromas que estimulan la polinizacion o atraen insectos) por
medio de quimicos existentes en su tejido (Puyana, 2001).

BIOACTIVO Relativo a una sustancia que causa un efecto o una reaccion sobre el tejido
vivo (Océano Mosby, 1996).

BIOPROSPECCION 1 Busqueda inmensa de metabolitos novedosos a partir de fuentes
naturales, tradicionalmente de microorganismos, pero también de plantas y animales
(Chapela, 1996 En: Melgarejo, 2002). Esta definicién se amplia a otras actividades que se
desarrollan para un mayor uso de la biodiversidad como la busqueda de genomas de
importancia econdmica, componentes bioldgicos primarios como fibras y alimentos, y
otros productos, como colorantes, medicinas naturales, especies, frutas tropicales, nueces y
maderas (Ferreiraet al., 1996 En: Melgarejo, 2002).

BIOPROSPECCION 2 Investigacion realizada para identificar especies, variedades,
genes y productos con usos actuales o potenciales por parte de la humanidad. Juega un
papel fundamental para el uso y proteccién racional de la biodiversidad (Sittenfeld y
Géamez, 1993 En: Melgarejo, 2002).

BIOPROSPECCION 3 Busqueda de recursos quimicos y genéticos de valor comercial a
través de la investigacion y analisis de la diversidad bioldgica y del conocimiento
tradicional indigena (RAFI, 1994 En: Melgarejo, 2002).
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BIOPROSPECCION 4 Busqueda de materia viva con propiedades medicinales,
industriales, farmacoldgicas y biotecnoldgicas, con marcadas implicaciones sociales,
culturales, economicas, juridicas y politicas (Carrizosa, 2002 En: Melgarejo, 2002).
BIOPROSPECCION 5 Busqueda de informacion a partir de especies bioldgicas para su
uso posterior en procesos de produccion en diversos sectores. Ejemplo de esa
informacion es la contenida en el material genético de todos los seres vivos (prospeccion
genética), en los compuestos quimicos que producen (prospeccion quimica) o en el
conocimiento tradicional (Alatorre, 1995 En: Melgarejo, 2002).

CITOTOXICO Efecto toxico sobre determinadas células (Océano Mosby, 1996).
DEPREDADOR GENERALISTA Organismos cuyos habitos alimenticios no se ven
limitados por la disponibilidad del mismo, ni por el &rea en que se encuentren. En los
ecosistemas bentdnicos marinos existen tres tipos de depredadores de esponjas marinas:
A) Generalistas carnivoros que incluyen diferentes especies de peces arrecifales como
Thalassoma sp y Cantigaster sp., los cuales se alimentan de una gran variedad de
invertebrados y otros organismos, B) Generalistas esponjivoros que abarcan tres subtipos
de depredadores los primeros se alimentan de diferentes especies de esponjas puesto que
no se ven afectados por los metabolitos secundarios que estas contienen, otros que se
alimentan de muchas especies de esponjas las cuales se encuentran en un mismo grupo
taxondmico y unos dltimos son depredadores que necesitan alimentarse de una amplia
variedad de especies pero en una cantidad muy baja para evitar el envenenamiento y C)
depredadores especialistas que ingieren grandes cantidades de compuestos de una sola
especie sin consecuencias mortales (Wulff, 1994).

DISUASION  Capacidad de un organismo para evitar ser depredado, usando
comunmente medios pasivos fisicos 0 quimicos que generan aprendizaje en el depredador
(Pawlik et al.,1995).

ECOLOGIA QUIMICA Ciencia que estudia las interacciones entre los organismos y de
estos con su ambiente; muchas de estas relaciones son mediadas por compuestos quimicos
naturales, los cuales cumplen un papel fundamental en la coexistencia de las especies en

los diferentes ecosistemas (Barbier, 1981).



® EXTRACTO ORGANICO CRUDO Mezcla obtenida con disolventes organicos que
no se encuentra separada en fracciones quimicas identificables o metabolitos especificos,
esta condicion es relativa y depende de factores como la temperatura y el volumen del
solvente a utilizar, dando como resultado un extracto crudo complejo que usualmente
contiene sustancias quimicas que van desde compuestos organicos, compuestos érgano -
metalicos y en algunos casos compuestos inorganicos (Chaves-Fonnegra, 2003).

R LISIS Destruccion o disolucion de una célula o una molécula mediante la accion de un
agente especifico (Océano Mosby, 1996).

&® METABOLISMO Definido este como el conjunto de procesos bioguimicos necesarios
para la vida, estos procesos estan autorregulados y son parte de una red de energia y
moléculas organicas (azlcares, aminoacidos, acidos grasos, nucledtidos y polimeros
derivados de ellos), que tienen lugar en los organismo vivos y conducen al crecimiento, la
eliminacion de los desechos y otras funciones fisioldgicas (Parra, 1997).

&® METABOLITO Sustancia producida por accién metabolica o necesaria para un proceso
metabolico. El metabolito esencial es el necesario para un proceso metabdlico vital
(Océano Mosby, 1996).

&® POLISPERMIA Si dos o mas espermas entran el huevo ocurre polispermia. En este
caso algo del material genético condensado en el cromosoma se atrae a la esperma
adicional que causa el desarrollo anormal y por ultimo la muerte del embrion. Mucho

esperma puede resultar en polispermia (Océano Mosby, 1996).



RESUMEN

Se evaluo el posible papel ecoldgico de los extractos organicos crudos de las esponjas Cliona
varians y Scopalina ruetzleri, como disuasores de la alimentacion del pez omnivoro Stegastes
partitus, agentes alelopaticos en la interaccion esponja — coral (Montastraea cavernosa) y como
inhibidores del desarrollo embrionario de los huevos fertilizados del erizo Lytechinus variegatus.
Las muestras fueron colectadas en la region de Santa Marta (Punta de Betin y Bahia Inca Inca)
en el Caribe colombiano. Los tejidos de la esponja se extrajeron con metanol. Para el
experimento de disuasion alimentaria se le ofrecieron a Stegastes partitus pellets de harina de
trigo y mojarrina 30, comparando la aceptacion o rechazo de aquellos con o sin el extracto de
cada esponja a la concentracion natural. Para la prueba de alelopatia por contacto se
prepararon geles de Phytagel™ con las concentraciones naturales e los extractos de las
esponjas en estudio, los cuales fueron puestos en contacto por una semana contra tejido vivo
de colonias del coral Montastraea cavernosa para determinar el efecto respecto a controles sin
extracto. La prueba de citotoxicidad se realizd con huevos fertilizados del erizo de mar
Lytechinus variegatus a los cuales se les adicioné el extracto de cada esponja a concentracion
natural, observando la ocurrencia de divisiobn mit6tica en comparacién con controles sin
extracto. El extracto de Scopalina ruetzleri presentd mayor capacidad disuasora y alelopatica que
el extracto de Cliona varians. Los ensayos de citotoxicidad resultaron inadecuados por cuanto
controles con solvente inhibieron la mitosis, aunque los extractos tuvieron una actividad litica
adicional, mayor en Cliona varians. Los resultados permiten sugerir que las esponjas Cliona
varians y Scopalina ruetzleri pueden contener sustancias que cumplen funciones de defensa
(disuasién), ayudan en la competencia por espacio (alelopatia por contacto). La accion

citotoxica debe ser evaluada en las condiciones experimentales apropiadas.

Palabras claves: Esponjas, Cliona varians, Scopalina ruetzleri, extracto organico crudo, disuasion,

alelopatia por contacto, citotoxicidad, metabolitos secundarios, Caribe.



ABSTRACT

The possible ecological functions of crude organic extracts of the sponges Cliona varians and
Scopalina ruetzleri were evaluated as feeding deterrents with the omnivore fish Stegastes partitus,
allelopathic agents in the interaction between sponges-corals (Montastraea cavernosa) and the
inhibitory activity of embryonic development in fertilized eggs of the sea-urchin Lytechinus
variegatus. The samples were collected at Santa Marta (Punta de Betin and Bahia Inca Inca),
Colombian Caribbean. Sponge tissue was extracted in methanol. For the feeding deterrence
experiments, food pellets composed of wheat flour and mojarrina 30 were offered to the fish
Stegastes partitus, comparing acceptance or rejection of those with and without extract at each
sponge’s natural concentration. For the allelopathy by contact assay, Phytagel™ medallions
were prepared with the sponge extracts at natural concentration, and were placed for one week
over live tissue of Montastraea cavernosa colonies in order to evaluate their effect compared with
control medallions without extract. Cytotoxicity assays were carried out adding the extract of
each sponge at natural concentration to fertilized eggs of Lytechinus variegatus and observing the
occurrence of mitotic divisions in comparison with controls without extract. The extract of
Scopalina ruetzleri exhibited greater feeding deterrence and allelopathic properties than the
extract of Cliona varians Cytotoxicity assays were ceemed inapropiated because controls with
solvent inhibited mitosis, although the organic extracts had exhibited additional lytic activity,
greater in Cliona varians. These results suggest that Cliona varians and Scopalina ruetzleri may
contain substances with defensive functions (deterrence), possibly also helping in space
competition (allelopathy by contact). Cytotoxic activity must be evaluated again under the

appropriate experimental conditions.

Key words: Sponges, Cliona varians, Scopalina ruetzleri, crude organic extract, deterrence,

allelopathic for contact, cytotoxic, secondary metabolites, Caribbean



INTRODUCCION JUSTIFICADA

En la busqueda de compuestos quimicos presentes en extractos organicos crudos
potencialmente Utiles que faciliten la resolucidn de algunos problemas cotidianos, el hombre ha
utilizado a los organismos marinos como fuente de nuevas sustancias; es asi como las algas,
esponjas, octocorales, equinodermos y tunicados han sido los grupos mas estudiados y de los
cuales se han extraido metabolitos secundarios con un amplio potencial farmacoldgico e
industrial. Por ello, los estudios a realizar con estos organismos abarcan el aislamiento, la
elucidacion estructural, la funcién bioquimica, la actividad bioldgica, la posible funcion
ecoldgica de estas sustancias y su significado en procesos adaptativos.

Las sustancias producidas por accion metabdlica necesarias para un proceso metabdlico que
hacen parte de la especializacion celular y pueden tener incidencia en relaciones &oldgicas
mediadas quimicamente, han sido estudiadas por la ecologia quimica marina en los extractos
organicos crudos con dos enfoques primordiales: relaciones ecoldgicas (causa-efecto) y
busqueda de metabolitos novedosos a partir de fuentes naturales, tradicionalmente de
microorganismos, pero también de plantas y animales (Chanas & Pawlik, 1996), donde la
extraccion de estos compuestos activos y sus ensayos en campo se presentan como el camino a

seguir en la elucidacién de su papel ecoldgico.

La ecologia quimica marina se ha enfocado especialmente en organismos sésiles, puesto que la
produccion de estos compuestos bioactivos es el principal mecanismo de defensa para la
sobrevivencia de dichos individuos inmdviles, existiendo una relacion entre la produccion de
los compuestos y el ambiente donde se desarrollan (Barbier, 1981).

El analisis de la funcidn ecoldgica de los compuestos de estos organismos en el medio natural
permite establecer sus posibles acciones disuasoras, frente a diferentes depredadores
generalistas, entre los que se encuentran invertebrados marinos (cangrejo ermitafio Paguristes

puncticeps, liebre de mar Aplysia californica, nudibranquio Hexabranchus sanguineus, estrella de mar



Oreaster reticulatus entre otros) y peces omnivoros (Thalassoma bifasciatum y Stegastes partitus)
(Pawlik et al., 1995; Chaves-Fonnegra, 2003). Al elucidar las funciones de dichos extractos se
pueden inferir sus posibles aplicaciones; sin embargo, se requiere una identificacion de la

estructura de dichos compuestos evaluados por pruebas bioldgicas y quimicas.

En las Gltimas cuatro décadas se ha despertado el interés por conocer los compuestos
bioactivos presentes en extractos organicos crudos de organismos marinos como las esponjas.
Estas a diferencia de los organismos que evidencian una defensa fisica muy notoria (e.g. placas,
espinas pronunciadas y quelas) donde se supone que la defensa quimica no juega un papel
importante en su supervivencia, Son organismos carnosos aparentemente vulnerables, sésiles y
desprovistos de estructuras fisicas que disuadan a los depredadores. Por ello, su metabolismo
secundario (sustancias quimicas) y estructura (espiculas y calidad nutricional de los tejidos) se
convierten en su principal mecanismo de defensa que minimiza la depredacion y colonizacién
por epibiontes, permitiéndoles garantizar su supervivencia Por esta razon han sido estudiadas

desde el punto de vista ecoldgico, fisioldgico, quimico y bioquimico (Waddell & Pawlik, 2000).

A pesar de que las esponjas constituyen un componente muy diverso y abundante en el
ecosistema arrecifal, su depredacion es limitada a unos pocos vertebrados y a un grupo de
moluscos que se especializan en una 0 unas pocas especies, presentando un pequefio impacto
en la distribucion y abundancia de las esponjas arrecifales lo cual se debe principalmente a sus
defensas quimicas (Pawlik etal., 1995).

Los estudios de disuasion alimentaria no solo se han concentrado en depredadores como los
peces; también se han tomado en cuenta algunos invertebrados marinos, puesto que se ha
observado que la mayoria no consumen las esponjas a pesar de las diferentes caracteristicas de
estas (sesiles, flexibles, con un alto contenido proteico y energético) que las hacen atractivas
como alimento. Por esta razon, ensayos realizados para determinar si los metabolitos
secundarios o los elementos esqueléticos de las esponjas del Caribe afectan la alimentacion por
parte del cangrejo Paguristes punticeps y las estrellas de mar Echinaster echinophorus y Echinaster



sentus, han encontrado que 26 de las 30 especies de esponjas estudiadas tienen sustancias en sus
extractos organicos crudos que disuaden la alimentacion de estos organismos. Los extractos
crudos de dos de las especies de esponjas no resultaron disuasores, lo que permite suponer que
existen otras caracteristicas que influencian las preferencias alimentarias de los depredadores.
El efecto disuasor fue independiente del color, tamafio y composicién estructural del tejido de
la esponja, aunque también dependiente de la calidad nutricional y de la polaridad de las
sustancias quimicas. Se encontré ademas que no hay relacion entre la toxicidad del extracto de
la esponja y su capacidad de disuasion a los depredadores generalistas (Waddell & Pawlik,
2000; Chanas & Pawlik, 1997,1996; Pawlik et al., 1995 y Pawlik, 1993).

La elaboracién de una defensa quimica juega un papel importante en la ecologia de las esponjas
arrecifales del Caribe; se ha dicho que los peces esponjivoros como los angeles (Holocanthus
bermudensis, Holocanthus tricolor y Pomacanthus arcuatus), el pez lija (Cantherines pullug) y el pez loro
(Sparisoma aurofrenatum y Sparisoma chrysopterum) tienen un pequefio impacto en la distribucion y
abundancia de las esponjas (Dunlap & Pawlik, 1998, 1996; Pawlik, 1998; 1997). Al parecer los
peces depredadores generalistas son disuadidos quimicamente por las esponjas. En la region de
Santa Marta se cuenta con el estudio preliminar de disuasion ante depredadores @Stegastes
partitus), hallandose efectos disuasores en los extractos organicos crudos de las esponjas Cliona
sp. e lIrcinia felix y el zooantidio Palythoa sp, mientras que Callyspongia vaginalis no mostro tal
efecto(Zea et al., 2001).

Las esponjas no solo requieren defenderse de los depredadores; deben a su vez competir por
espacio con otros invertebrados bentonicos. En esta interaccion posiblemente participan
compuestos alelopaticos, que son agentes quimicos producidos por un organismo, los cuales se
agrupan en alomonas, que generan una ventaja adaptativa al organismo que los produce y
cairomonas, que generan una ventaja adaptativa al organismo que los recibe (Anexo A)
(Whittaker y Feeny, 1971; Engel & Pawlik, 2000).



Las interacciones quimicas dafiinas que ocurren entre plantas, animales y el medio establecen
que pueden existir efectos directos o indirectos perjudiciales que ejerce un organismo sobre
otro con el que coexiste, a través de la produccion de compuestos quimicos no nutricionales
denominados aleloquimicos, los cuales involucran una amplia diversidad de sustancias
secundarias que influyen en el crecimiento, salud y comportamiento de una poblacién dada
(Whittaker & Feeny, 1971); asi por ejemplo, en la interaccién entre las esponjas Rhaphidophlus
venosus y Scopalina ruetzleri y el coral Montastraea cavernosa en arrecifes del Caribe, los compuestos
quimicos de las esponjas parecen actuar como un mecanismo pasivo utilizado para mantener el
espacio y no para competir activamente por él (Aerts, 1999).

Por otra parte, se han realizado pruebas que permiten evaluar la actividad ictiotdxica, citotoxica
y antimicrobiana de los extractos acuosos, etandlicos y cloroférmicos de 11 especies de
esponjas de la regién de Santa Marta, Caribe colombiano, determinando que todas las especies
presentaron actividad antimicrobiana, seis de las mismas resultaron ictiotoxicas y siete
citotoxicas, donde Ircinia campana, Verongula rigida, Agelas confiera y Didiscus oxeata mostraron
actividad en los tres tipos de ensayos de este estudio (Zea et al.,1986), sin embargo se debe
tener en cuenta que este estudio se enfoco en la actividad bioldgica y no el posible papel
ecologico de estas sustancias en el medio.

Colombia es reconocido en el ambito mundial como uno de los paises con mayor diversidad
bioldgica recopilada en una lista de especies, en la mayoria de los casos con ubicacién
geografica, pero en muy pocos con informacién adecuada acerca de condiciones de vida,
habitos, distribucion, preferencias alimentarias, reproduccion, entre otras. Este conocimiento
es necesario para la conservacion y uso sostenible de la biodiversidad. Nuestro pais, a través
del Programa Nacional de Investigacion en Biodiversidad Marina y Costera (PNIBM) del
INVEMAR (2000), promueve y propicia la investigacion en los componentes marinos y
costeros con énfasis en aquellos que poseen mayor importancia. Estas prioridades fueron
sefialadas en el Mandato de Jakarta que surge gracias al Convenio de Diversidad Bioldgica



(CDB) organizado en Rio de Janeiro Brasil y que se encuentra ratificado en el pais por medio
de la Ley 165 de 1994.

Dentro de los temas de mayor prioridad se encuentra la bioprospeccion, cuyo objetivo de
busqueda y desarrollo es la diversidad bioldgica; esta orientada a identificar especies
promisorias para su uso industrial, farmacéutico, y para la restauracion de ecosistemas, entre
otros, por medio de investigaciones de las especies, de relaciones intra e interespecificas y
mecanismos de adaptacion a ambientes extremos, involucrando varios niveles de organizacion
y atributos como son composicion, estructura y funcion, ademas de ciclos de energia y
nutrientes, con el fin de evaluar su potencial para el desarrollo de nuevos mercados (Melgarejo
et al., 2002).

Para el area de Santa Marta en particular, se requiere de la realizacion de estudios en este
campo como base para el desarrollo biotecnoldgico de la region y del pais. Los arrecifes de
coral en el area no son tan desarrollados como en otras areas del mar Caribe, al parecer por
causa de la surgencia estacional de aguas frias, y a la turbidez generada por la escorrentia de
materiales y particulas en suspensién. De otro lado, la basura y descarga del alcantarillado, la
construccion del puerto y uso del arrecife por el hombre, han causado cierta mortalidad de los
corales arrecifales, favoreciendo la abundancia de algas y esponjas que cubren cantidades
significativas de sustratos duros (Zea, 1993). Por esta razon, es importante llegar al
entendimiento del papel ecoldgico de las esponjas en el arrecife coralino en una situacion
donde ellas llegan a dominar. El papel de sus metabolitos secundarios en estos procesos se

constituye entonces en una investigacion de interés.



El presente estudio pretendio valorar el efecto disuasor ante depredadores generalistas (Stegastes
partitus), el efecto alelopatico en interacciones de competencia por espacio con el coral
(Montastraea cavernosa) y la capacidad antimitotica (citotoxica) contra huevos fertilizados de
erizo, de los extractos organicos crudos de las esponjas Cliona varians y Scopalina ruetzleri,

recolectadas en el area de Santa Marta en el Caribe colombiano.

El presente trabajo de grado conto con el apoyo de las siguientes instituciones: Centro de
estudios en Ciencias del Mar- CECIMAR y el Departamento de quimica de la Universidad
Nacional de Colombia (Bogotd) en la recoleccién del material y en la obtencién de los
extractos organicos crudos de las esponjas; el Instituto de Investigaciones Marinas y Costeras
“José Benito Vives de Andreis” - INVEMAR por el préstamo de los equipos de buceo y
laboratorios para el desarrollo de la prueba de alelopatia; la Fundacion Museo del Mar -
Acuario Mundo Marino — Universidad Jorge Tadeo Lozano (Santa Marta) por el uso de los
laboratorios y realizacion de los bioensayos.

1. AREA DE ESTUDIO

El area donde se colectaron los diferentes individuos (esponjas Cliona varians y Scopalina ruetzleri,
peces Stegastes partitus y erizos Lytechinus variegatus), se encuentra ubicada en la region de Santa
Marta entre Punta Cabeza de Negros (Rodadero) y Punta de Betin (Bahia de Santa Marta)
(Figura 1). El clima de esta zona es influenciado principalmente por los vientos Alisios, ademas
de la surgencia que alterna con la descarga de aguas continentales provenientes del rio Gaira y
la Ciénaga Grande de Santa Marta, dirante la estacion seca (diciembre — abril) cuando la
frecuencia e intensidad de estos vientos es mas grande, hay una disminucion general en las
lluvias presentando temperaturas medias entre 25y 21°C, con salinidades de 37 y aguas ricas en
nutrientes. Durante la estacion lluviosa (mayo — noviembre) la temperatura del agua de mar es
mas alta, la salinidad baja y hay una mayor turbidez y entrada de nutrientes, lo que condiciona y
caracteriza la fauna y flora de la region siendo diferentes en composicion a las demas areas del
mar Caribe colombiano y particularmente rica en esponjas (Zea, 1987; 1993).
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Figura 1. Mapa de ubicacion del area de estudio. Tomado y modificado de la Direccion
General Maritima, COL 244, Bahia de Taganga a Punta Barro Blanco, ESCALA 1:25.000.

2. METODOLOGIA

Las esponjas Cliona varians y Scopalina ruetzleri son especies abundantes en el arrecife coralino
del area de Santa Marta. Cliona varians es excavadora, crece lateralmente recubriendo
organismos bentonicos, llegando a ocupar superficies amplias, cuando se encuentran con tejido
coralino vivo enviando por debajo filamentos excavadores que minan el esqueleto de sostén de
los polipos, haciendo que estos se retraigan o se desprendan (Chaves- Fonnegra, 2003). Por
otra parte, Scopalina ruetzleri es incrustante, crece en cojines densos pero pequefos,
expandiéndose ascendentemente sin recubrir superficies extensas sobre el sustrato. Este
proceso de recubrimiento del espacio, sugiere la combinacion de mecanismos fisicos, quimicos
y bioldgicos, por lo cual es importante llegar al entendimiento del posible papel ecoldgico de
los extractos organicos crudos de las dos especies en estudio.



Dentro de las cuatro pruebas planteadas para el desarrollo del trabajo de grado se encontraba
la prueba de toxicidad sobre las ramas del coral Madracis mirabilis, donde se pretendia mirar el
papel toxico de los extractos organicos crudos de las esponjas Cliona varians y Scopalina ruetzleri

disueltos en el medio.

Esta prueba no se pudo desarrollar debido a la escasez de la especie (Madracis mirabilis) en las
diferentes zonas en las que se llevaron a cabo las inmersiones programadas e igualmente para
que este ensayo tuviera implicaciones ecoldgicas (posible papel en la competencia por espacio)
se debia demostrar posteriormente que las sustancias responsables del efecto toxico fueran
exudadas al medio y actuaran contra los vecinos de la esponja (Aerts, 1999; Duefias 2000),
accion que no podia ser realizada debido a la logistica y tiempo con el que se contaba para la
investigacion. Por las razones anteriormente mencionadas y por que no afecta los resultados de

las pruebas restantes se eliminé dicha prueba.

2.1 RECOLECCION DE INDIVIDUOS Y OBTENCION DE LOS EXTRACTOS
ORGANICOS CRUDOS

Las esponjas se recolectaron en Punta de Betin (Figura 1), tomando individuos de Cliona varians

y Scopalina ruetzleri (Anexos B y Anexo C) especies abundantes en esta area, estos fueron

introducidos en bolsas de cierre hermético (cada especie por separado) y se mantuvieron
refrigerados en neveras de icopor para ser llevados al laboratorio, donde posteriormente se
extrajeron manualmente todos los organismos presentes en estas, se pesaron (peso humedo

inicial), se etiquetaron y se congelaron.

Para la extraccion de los compuestos organicos se siguio la metodologia modificada de Engel
& Pawlik (2000). Las muestras fueron cortadas en pequefios trozos para determinar su
volumen a partir del desplazamiento generado en una probeta graduada con agua de mar
filtrada, posteriormente se introdujeron en botellas oscuras. A continuacion se le adiciond el



solvente necesario para cubrir completamente las muestras de Cliona variansy Scopalina ruetzleri,
llegando a un volumen de 2150 ml y 975 ml de metanol respectivamente, dejandolas en este
solvente durante 24 h; pasado este tiempo la muestra de Scopalina ruetzleri se dejo en agitacion
durante 1 h, mientras que debido a la presencia de fragmentos de carbonato de calcio en la

muestra de Cliona varians este procedimiento no se pudo realizar.

La solucién resultante de cada esponjapor separado se pasé por un papel filtro en un embudo
de porcelana, acoplado a un erlenmeyer con tubuladura lateral y conectado a una bomba de
vacio; el metanol fue removido con rotavapor (Biichi R- 110) a una temperatura constante de
40 °C, hasta sequedad, quedando al final el extracto organico crudo. El extracto final se peso
(peso de extracto final) y transfirié a un nuevo recipiente y se mantuvo a una temperatura de

congelacién.

Para determinar la concentracion del extracto de cada especie se realizd la equivalencia en
volumen, calculando el factor de concentracion natural de extracto (FC) con la siguiente

formula:

FC = g de extracto / ml de esponja

2.2 DETERMINACION DE LA PROPORCION ESPONJA - CORAL DE Cliona

varians

Como Cliona varians excava el sustrato coralino, las muestras tuvieron siempre incorporados
fragmentos de carbonato de calcio. Para determinar el volumen real de la esponja se
introdujeron pequefios fragmentos de esponja-coral yolumen previamente medido) en una
probeta (10 £ 0.1 ml) con 5 ml de hipoclorito de sodio (NaClO) para deshacer la materia
organica hasta obtener el fragmento de coral libre de tejido de esponja. Posteriormente esta

solucion se paso por un papel filtro (previamente pesado) ubicado dentro de un embudo de



porcelana, acoplado a un erlenmeyer con tubuladura lateral y conectado a una bomba de vacio;
el papel filtro se llevd a la estufa para eliminar humedad y asi obtener la proporcion
aproximada del peso de esponja en la matriz de carbonato (coral) (Anexo J).

2.3 ACONDICIONAMIENTO DE LOS ACUARIOS Y PREPARACION DEL
ALIMENTO

2.3.1. Montaje del sistema de acuarios- bioensayos. Se adecuaron seis acuarios de 50 x 50 x 50
cm, divididos en su interior por una malla plastica, cada uno con su respectivo sistema de
filtracion y circulacion, acondicionandoles a los peces un habitat similar al medio natural con el

fin de garantizar la adaptabilidad al cautiverio de Stegastes partitus (Figura 2).
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Figura 2. Montaje sistema de acuarios para el mantenimiento de los peces empleados para la

prueba de disuasion alimentaria.



2.3.2. Consecucion y mantenimiento de los peces. Se recolectaron 15 individuos del pez
Stegastes partitus (Anexo D) en la bahia de Inca Inca utilizando redes pequefias; los peces fueron
transportados del campo al laboratorio en una cava, a la que se le recambio el agua para evitar
el estrés de los animales; inicialmente se sometieron a un periodo de cuarentena (cinco dias)
dentro de un tanque de aclimatacién, teniendo en cuenta que las variables fisicoquimicas (e.g.
temperatura, salinidad y oxigeno disuelto) fueran adecuadas para el buen acondicionamiento de
los individuos; transcurrido este tiempo se reubicaron 12 especimenes en los acuarios
independientes montados con anterioridad (un pez por compartimento) bajo las
recomendaciones metodoldgicas empleadas por Ortiz et al., (1998), en las instalaciones de la
enfermeria del acuario Mundo Marino, dejando los tres individuos restantes como reserva en
caso de ser necesario; durante los siguientes cinco dias los organismos se alimentaron a diario a
saciedad, Unicamente con pellets control (mojarrina 30 y harina de trigo) con el fin de que se

adaptaran a la ingestion de este tipo de alimento.

2.3.3. Preparacion del alimento para los tratamientos. El pellet control se preparé mezclando en
un recipiente de vidrio harina de trigo, mojarrina 30 (alimento concentrado seco, que como
fuente proteica recurre a la harina de mojarra (30% de proteina)) y agua en una relacion 2:2:1
respectivamente, para un volumen total de 10 ml obteniendo una masa semiendurecida, con la
cual se formaron bolitas de acuerdo al tamafio de la boca de los individuos. Posteriormente,
para la prueba de disuasion se le agregd a la mezcla del control la cantidad respectiva de cada
extracto organico crudo (disperso en 1 ml de metanol) guardando la concentracién
correspondiente a la esponja en el medio natural (Tratamiento A: Pellet control + solucion de
extracto de Cliona varians y Tratamiento B Pellet control + solucion de extracto de Scopalina

ruetzleri).

Adicionalmente antes de iniciar el experimento se realizé una prueba que consistié en elaborar
el alimento con harina de trigo, mojarrina 30 y agua en una relacion 2:2:1, para un volumen
total de 10 ml respectivamente, al que se afiadié 1 ml de metanol (dejando evaporar el solvente
por unos minutos). En esta prueba se verifico que el metanol empleado para obtener, disolver



e incorporar los extractos a los pellet no tuviera un efecto disuasor ante los peces (Tratamiento:
harina de trigo + mojarrina 30 + agua; (2:2:1) + 1ml de MeOH y Control: harina de trigo +

mojarrina 30 + agua; (2:2:1)).

2.4 PRUEBA DE DISUASION ALIMENTARIA EN EL PEZ DAMISELA Stegastes
partitus

Este ensayo tiene significado ecoldgico, ya que revela si los extractos organicos crudos
presentes en los organismos a ensayar son capaces de disuadir la alimentacion a un pez
depredador generalista del arrecife, considerando esta actividad equivalente a la accion del pez
de morder la esponja, encontrandose con las sustancias presentes en el extracto a una
concentracion similar. Se usan pellets de alimento artificial para desacoplar las demas
caracteristicas de la esponja (color, textura, espiculas), probablemente conocidas por el pez, del
“sabor” quimico.

Pasado el tiempo de adaptacion a la ingestion del pellet control por los peces (cinco dias), se
aplicd la prueba de disuasion bajo el protocolo presentado por Pawlik et al (1995)
alimentandolos dos veces al dia a saciedad antes de realizar el ensayo.
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El procedimiento anterior se realizd con los peces ubicados en los acuarios, llevando a cabo
dos pruebas: la primera, cinco minutos después de ser alimentados y la segunda prueba una
hora después de ser alimentados los peces, cada una de ellas con su respectiva repeticion,
probando los extractos organicos crudos de las dos especies de esponja por separado (uno en
la mafiana y otro en la tarde, entre comidas, invirtiendo su orden durante los cinco dias de las
pruebas), con el fin de obtener 10 casos confirmados (positivos o negativos) como minimo,

para poder aplicar el tratamiento estadistico.

Para la interpretacion y analisis de la informacion se realizd una prueba exacta de Fisher a una
cola con una probabilidad menor a 0.05 (Siegel & Castellan, 1995); si el numero de pellets
tratamiento ingeridos era menor a siete se consideraba que el extracto presentaba un efecto
disuasor sobre los organismos (Chanas & Pawlik, 1996). Las hipotesis para cada extracto por

separado fueron:

A Ho: La reaccién del comportamiento de aceptacion o rechazo del alimento es
independiente del contenido (extracto o control).

A Ha: La reaccién del comportamiento de aceptacion o rechazo del alimento es

dependiente del contenido (extracto o control).
2.5 ALELOPATIA POR CONTACTO

Esta prueba se realizé para identificar el efecto de los extractos organicos crudos de las
esponjas al contacto con el tejido vivo del coral, lo cual puede tener implicaciones ecoldgicas al
ser indicativo de un posible papel en la competencia por espacio en el arrecife. Para la
preparacién de los medallones, se empleo Phytagel ™ puesto que mantiene su consistencia
bajo el agua y permite que los medallones liberen paulatinamente los compuestos presentes en

los extractos (Engel y Pawlik, 2000).



2.5.1. Preparacion del gel. Para la preparacion de los tratamientos (geles con extractos), se
mezcld 0.64 g de Phytagel™ con 60 ml de agua destilada. La mezcla se calentd en una estufa
hasta completa disolucion del gel. Cuando la temperatura bajo a 45 °C se agregd el extracto
organico crudo de cada especie por separado a concentraciones volumétricamente equivalentes
a las de las esponjas en el medio (Cliona varians 2.59 g y Scopalina ruetzleri 3.29 g) y se agit6 hasta

completa homogenizacion.

La mezcla resultante fue servida en moldes plasticos circulares de 30 mm de didmetro por 10
mm de altura (volumen servido = 5 ml = tamafio de los medallones) para los experimentos de

™ con 60 ml

interaccién alelopatica. Los controles se prepararon mezclando 0.96 g de Phytage
de agua destilada y se les agrego la cantidad equivalente de solvente empleado en el proceso de
obtencion de los extractos organicos crudos (Cliona varians 1 ml de metanol y Scopalina ruetzleri 8
ml de metanol); en este caso fue necesario aumentar la concentracion de Phytagel™ para
mantener una dureza igual a la de los geles tratamiento (Engel & Pawlik, 2000). Igualmente, la

mezcla de los controles se sirvio en moldes (Chaves-Fonnegra, 200 3).

2.5.2. Prueba de alelopatia por contacto. Los experimentos se llevaron a cabo en el habitat
natural (in situ) donde se encuentran colonias del coral Montastraea cavernosa. Estos consistieron
en ubicar los medallones de Phytagel™ con los extractos organicos crudos de las dos especies
de esponjas en sus recipientes a trabajar, directamente sobre el tejido vivo de colonias del coral
pétreo Montastraea cavernosa. Los recipientes se ubicaron sobre el coral atados con alambre de
cobre a clavos colocados en la periferia muerta del tejido vivo (Figura 3).



1. Medallén control

2. Medallén con extracto de Scopalina rugtzleri
3. Medallén con extracto de Cliona varians
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Figura 3. Ubicacion de los medallones tratamiento (con extracto organico crudo de Cliona
varians y Scopalina ruetzleri) y los medallones control, sobre la colonia viva del coral pétreo

Montastraea cavernosa

Cada tratamiento y su control se repitieron en diez colonias de coral para un total de 30
medallones. Los medallones se dejaron durante una semana; su reaccion se observo al
momento de ser extraidos al evidenciarse la cantidad de tejido vivo/muerto y los cambios en el
estado del tejido vivo (palidecimiento, blanqueamiento, presencia de tentaculos barredores,
filamentos mesentéricos y partes deshaciéndose). Los resultados se registraron como activo o
no activo, es decir si se presenta algun efecto diferencial entre los medallones tratamiento y
control, teniendo en cuenta que los dos tipos de medallones presentaron el mismo grado de
sombra sobre el coral.

Los datos obtenidos se organizaron en una tabla resumen y se analizaron por medio de la
prueba no paramétrica de Friedman con una probabilidad menor a 0.05 (Siegel & Castellan,
1995), para comprobar si el efecto de los extractos de las dos especies de esponjas en estudio
era 0 no significativo sobre las colonias del coral Montastraea cavernosa. Esta se llevo a cabo por



medio del programa estadistico PRIMER copyright, 1992 versidn 3.02. Las hipotesis para cada
extracto por separado fueron:

A Ho:C=T1=T

A Ha: Al menos el control o uno de los tratamientos es diferente de los demas

2.6 PRUEBA DE CITOTOXICIDAD

Para la prueba de citotoxicidad se colectaron tantos individuos hembra y macho como fue
necesario del erizo de mar Lytechinus variegatus (Anexo E) en la zona rocosa del sector de Inca
Inca en la Bahia de Gaira; se transportaron en recipientes plasticos con agua del medio y se
llevaron al laboratorio para su posterior induccién al desove. Para lograrlo, a cada individuo
previamente lavado con agua de mar filtrada (AMF), se le aplico una inyeccion intracelémica
en la region peristomica de 2 ml de KCI (cloruro de potasio) 0.5 M. Una vez obtenidos los
huevos (de coloracion amarilla) y el esperma (aspecto lechoso), con ayuda de una pipeta
Pasteur fueron depositados en beakers llevandolos a un volumen final de 100 ml con AMF
cada uno por separado. Los gametos fueron fecundados en el menor tiempo posible,
protegiéndolos de la luz.

La fecundacion se llevo a cabo agregando dos gotas de solucién de esperma a 50 ml de 6vulos;
esta dilucion del esperma se realizo para evitar la polispermia. Posteriormente, los huevos se
agitaron suavemente durante 1 min y se observaron al microscopio para comprobar que al
menos el 80% de ellos estuvieran rodeados por la membrana de fecundacion, siendo esta la
evidencia de fertilizacion (Diaz -Ruiz, 2002; Duefias, 2000).

Para el ensayo se utilizd la concentracidén natural del extracto de las esponjas en estudio. Cada
extracto o tratamiento se dispersd en metanol. Se tomaron volimenes que se vertieron en cajas
de Petri que contenian 3 ml de agua de mar filtrada y 3 ml de suspension de huevos
fertilizados. Posteriormente, las cajas de Petri cerradas se agitaron suavemente. Se efectuaron



tres réplicas para cada extracto y dos tipos de control (Control A: metanol + 3 ml de huevos +
3 ml de AMF y Control B: 3 ml de huevos + 3 ml de AMF) (Diaz -Ruiz, 2002; Duefias, 2000).

Después de 90 min con agitacion frecuente, los huevos se fijaron con una gota de
formaldehido. Seguidamente se observé al microscopio el nimero de divisiones celulares de
los zigotos en las cajas con extracto y cajas control. Por ltimo, se realiz6 un conteo de siete
campos al azar del nimero de huevos no fertilizados, el nimero de embriones fertilizados sin
division y el nimero de huevos segun el nimero de células debidas a la division mitotica
(estado de Il células, 1V células, VIII células y XVI células) (Diaz -Ruiz, 2002; Duefias, 2000).

A partir de los resultados obtenidos de los diferentes ensayos y sus replicas (Anexos K, Anexos

Ly Anexos M) se realiz6 una tabla resumen (Anexo N), para comparar el efecto citotdxico de
los extractos de las esponjas y controles sobre las divisiones celulares de los huevos fertilizados
del erizo de mar Lytechinus variegatus. Las hipdtesis para cada extracto por separado fueron:

A Ho T=Cl1=C2

A Ha: Al menos un tratamiento o uno de los controles es diferente de los demés



3. RESULTADOS

3.1 DISUASION ALIMENTARIA

La prueba realizada con pellets que contenian harina de trigo, mojarrina 30 y metanol en una
relacion 2:2:1, mostrd que el metanol no presentd un efecto disuasor de la alimentacion para
los peces (p >0.018, n=12), permitiendo de esta manera la elaboracion de los pellets control sin

este solvente para la prueba con las dos especies de esponjas (Figura4).
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Tipo de pellet

Figura 4. Comparacion entre pellets control y pellets con metanol. Los extractos se
consideraron disuasores si el nimero de pellets consumidos fue igual o menor a siete

para un n=12 (p £ 0.018 prueba exacta de Fisher, linea punteada).

La figura 5 muestra el nimero de pellets consumidos en la primera pruebay la repeticion para
las dos especies (cinco minutos después de ser alimentados), siendo mayor el consumo de los
pellets que contenian el extracto de Cliona varians. Cabe resaltar que siete es el nimero méaximo
de peces que pueden consumir pellets tratamiento, para poder considerar significativo el efecto

disuasor de los extractos organicos crudos de las dos especies.



Para la primera prueba del extracto organico crudo de C. varians y su repeticion se obtuvieron
respectivamente valores p1=0.046, n=12 y p2=0.002, n=12, (Anexo F) demostrando que para
esta prueba el comportamiento de rechazo del alimento es variable y depende de la repeticion.
Luego de una prueba inicial, los peces se encuentran menos dispuestos a consumir alimento
con extracto de Cliona varians. Para el extracto organico crudo de S. ruetzleri en la primera
prueba y su repeticion se obtuvieron respectivamente los siguientes valores p1=0.0006, n=12y
p2=0.002, n=12, (Anexo G, indicando que hay una reaccion significativa de rechazo del

alimento con extracto.
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Figura 5. Comparacion entre el nimero de pellets consumidos con el extracto organico crudo
de cada esponja, a concentraciones naturales por parte de Stegastes partitus (Primera pruebay su
repeticion, cinco minutos después). Los extractos se consideraron disuasores si el nimero
de pellets consumidos fue igual o menor a siete para un n=12 (p £ 0.018 prueba exacta de

Fisher, linea punteada).

La figura 6 muestra la diferencia en el grado de aceptacion de los pellets tratamiento por el pez

generalista Stegastes partitus en la segunda prueba (una hora después de ser alimentados). El



numero de pellets consumidos de Scopalina ruetzleri, fue menor que el de Cliona varians, al igual
que los pellets consumidos en las repeticiones de las mismas.

Para el extracto orgénico crudo de C. varians en la segunda prueba y su repeticion se obtuvieron
respectivamente los siguientes valores p3=1, n=12 y p4=0.108, n=12, indicando que la
reaccion del comportamiento de aceptacion del alimento es independiente del contenido
(Anexo H); por el contrario, para la segunda prueba y la repeticion del extracto organico crudo
de S. ruetzleri se obtuvo valores p3=0.01, n=12 y p4=0.002, n=12, demostrando de nuevo que
la reaccion de rechazo del alimento es dependiente de su contenido (Anexo I). Esto indica que
el extracto de S. ruetzleri presenta un efecto disuasor ante Stegastes partitus, mientras que el de C.
varians fue variable sin presentar disuasion en la mayoria de los peces.

B
D
» ]
8 1
o D7
o
2 g1
IS
S 81
n
c 7] e mm— - - - — - - - - - - - - ---T1-
o
o 61
0
O 51
]
Q 4
o 31
°
o 21
=z
14
0 T T T
Scopalina Scopalina Clionavarians 3  Cliona varians 4
ruetzleri 3 ruetzleri 4

Especie de esponja

Figura 6. Comparacion entre el nimero de pellets consumidos con el extracto organico crudo
de cada esponja, a concentraciones naturales por parte de Stegastes partitus (Segunda pruebay su
réplica, una hora después de ser alimentados). Los extractos se consideraron disuasores Si
el namero de pellets consumidos fue igual 0 menor a siete para un n=12 (p £ 0.018
prueba exacta de Fisher, linea punteada).



Para la primera prueba y su réplica realizadas cinco minutos después de ser alimentados los
peces, se obtuvo para Cliona varians menor aceptacion del alimento que en la segunda prueba,
esto se pudo atribuir a que los individuos posiblemente en el momento de aplicar la primera
prueba se encontraban satisfechos siendo mas perceptivos al sabor y contenido del alimento;
mientras que Scopalina ruetzleri evidencio un efecto disuasivo frente al depredador generalista
Stegastes partitus en las dos pruebas, puesto que a pesar de que el alimento control y el
tratamiento presentaron una apariencia similar en cuanto a su consistencia, mas no en su color,
algunos peces no comieron los pellets e incluso los ignoraron, caso contrario a lo ocurrido en la

segunda prueba de Cliona varians, donde los peces lo ingirieron inmediatamente.

3.2. ALELOPATIA POR CONTACTO

Al retirar los medallones tratamiento y control se encontrd que estos permanecieron duros y

estables en el campo durante el experimento.

Se observo que los medallones control produjeron cambios en la coloracién del area del tejido
coralino vivo en contacto, generando palidecimiento y aparicion de filamentos mesentéricos.
Lo anterior indica que el medallén control no tuvo un efecto marcado sobre los polipos con
los cuales estuvo en contacto, lo cual permite tomarlo como punto de comparacién para

encontrar posibles diferencias entre los tratamientos y el control (Figura 7).



Figura 7. Colonia del coral Montastraea cavernosa después de haber retirado los medallones
tratamientos y control.

Los geles que contenian el extracto de C. varians presentaron un efecto deletéreo en el tejido
del coral, puesto que al observar el tejido expuesto mas de la mitad se encontraba muertoy el
tejido restante (vivo) presentd cambios en la coloracion (palidecimiento) y aparicion de
filamentos mesenteéricos (efecto similar al causado por el medallén control). Por otro lado, los
geles con el extracto de S. ruetzleri exhibieron un efecto deletéreo mas notorio sobre el coral M.
cavernosa evidenciado por un mayor porcentaje de tejido muerto y en descomposicion y la
aparicion de filamentos mesentéricos en el tejido coralino restante (Tabla 1).

Al comparar las diez colonias independientemente, se encontré que: en cinco de las diez se
presentd un efecto deletéreo de los dos medallones tratamiento que contenian los extractos
organicos crudos de las dos esponjas en estudio; tres de las mismas evidenciaron Unicamente
efecto deletéreo del medallén con el extracto de S. ruetzleri y las dos colonias restantes
presentaron efecto de los dos medallones tratamiento y el medallén control (Tabla 1).



Tabla 1. Cantidad de tejido muerto y estado del tejido vivo del coral Montastraea cavernosa,
después de una semana de estar en contacto con medallones tratamiento (Cliona varians,
Scopalina ruetzleri) y control. PA: Palidecimiento; DE: Deshaciéndose; FM: Filamentos

mesentéricos.

Medallon Control Cliona varians Scopalina ruetzleri

Réplica | T. muerto T. vivo T. muerto T. vivo T.muerto | T. vivo
1 0 PA 2/4 FM 3/4 DE; FM
2 <1/4 PA Ya DE; FM 2/4 DE; FM
3 174 PA 4/4 DE 3/4 DE
4 0 PA <1/4 PA 4/4 DE; FM
5 0 PA, FM 0 PA 477 DE;, FM
6 <1/4 FM <1/4 FM 2/4 DE; FM
7 0 PA Va PA 477 DE
8 1/4 PA; FM Ya FM 3/4 DE; FM
9 0 PA Ya FM; DE 4/4 DE
10 0 PA 2/4 FM; DE; PA 2/4 DE; FM

Al realizar el andlisis de Friedmansobre los valores de la cantidad de tejido muerto se obtuvo
un valor x> = 12.950 y un valor p = 0.0007 con una probabilidad de 95%, indicando que el
efecto causado por los extractos de las esponjas sobre el coral, fue diferente al causado por el
control, determinando que hay diferencias entre los tratamientos y el control.

3.3CITOTOXICIDAD

El control que contenia los huevos fertilizados del erizo de mar Lytechinus variegatus mas agua de
mar filtrada (AMF), presentd divisiones celulares, observandose en algunos solo la membrana
de fecundacion, y otros en estado de 2, 4 y 8 células; el estado de 16 células posiblemente no se
pudo evidenciar ya que al terminar el tiempo de exposicion a los diferentes tratamientos (90



min) los huevos fueron fijados inhibiendo el desarrollo adicional del huevo (Figura 8) (Anexo
K).

Figura 8. Foto de los huevos del erizo Lytechinus variegatus en los controles después de 90

minutos, presentando 2, 4y 8 células.

Para el control A (metanol + huevos + agua de mar filtrada/AMF) los huevos del erizo de mar
Lytechinus variegatus, mostraron solo la membrana de fecundacion sin permitir ninguna division
(Figura 9). Por consiguiente los efectos presentados por los extractos se compararon con este
control ya que el metanol causé un efecto inhibitorio del desarrollo embrionario.




Figura 9. Foto de los huevos del erizo Lytechinus variegatus después del tiempo de exposicion
(90 minutos) al solvente (metanol).

La prueba realizada con el extracto metandlico de la esponja C. varians ante los huevos
fertilizados del erizo Lytechinus variegatus mostré que después del periodo de exposicion (90
min) d extracto, los huevos aparecieron desintegrados en su totalidad (Figura 10); caso
parecido pero menos fuerte ocurrié con el extracto de S. ruetzleri, el cual deformé la mayor
parte de los huevos expuestos y los restantes presentaron solo la membrana de fecundacion sin

exhibir ninguna divisién celular

(Figura 11).

Figura 10. Foto de los huevos del erizo Lytechinus variegatus después del tiempo de exposicion

(90 minutos) al extracto de Cliona varians y metanol.




Figura 11. Foto de los huevos del erizo Lytechinus variegatus después del tiempo de exposicion

(90 minutos) al extracto de Scopalina ruetzleri y metanol.
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Figura 12. Comparacion entre ensayos (Controles: metanol y AMF; Tratamientos: Scopalina
ruetzleri y Cliona varians) por categorias (no fertilizados, fertilizados, 2 células, 4 células y 8
células) de los huevos de la prueba de citotoxicidad, al terminar el tiempo de exposicion a los

diferentes tratamientos (90 minutos).



4. DISCUSION DE RESULTADOS

4.1 DISUASION ALIMENTARIA

Peces jovenes que han cumplido su fase larval en el plancton, prueban activamente todo y
aprenden a distinguir de qué pueden alimentarse y de qué no (Wulff, 1994). Es decir, que de
ahi en adelante son capaces de reconocer los organismos defendidos fisica y quimicamente
(entre estos Ultimos las esponjas) y ni los prueban; por esta razon hay que engafiarlos con los
pellets control, acostumbrandolos a tomarlo, y luego darles el tratamiento, el cual rechazan si les
sabe mal; por lo tanto, para que la disuasion sea efectiva, se hace necesario que el consumidor
no muera y se genere en él un aprendizaje, siendo el sabor independiente de la toxicidad, e
indicando que extractos desagradables al gusto para algunos individuos probablemente estan
tan cerca de ser toxicos como de no serlo y algunos bastante paladeables pueden llegar a ser
bastante toxicos (Pawlik et al, 1995).

Los resultados obtenidos en este estudio determinaron que Scopalina ruetzleri disuade a
depredadores generalistas como Stegastes partitus, a pesar de la diferencia en el color entre el
alimento control y con extracto, determinando de esta manera que el color del alimento les es
indiferente a la hora de alimentarse (Randall & Hartman, 1968). Esto ha sido corroborado con
los estudios realizados por Pawlik et al. (1995) y Chanas & Pawlik (1996) donde se establecio la
presencia o ausencia de disuasion alimentaria de los extractos crudos de esponjas del Caribe
ante el depredador generalista Thalassoma bifasciatum, siendo dicho efecto independiente del
color, tamafio y composicion estructural del tejido de la esponja y dependiente de la calidad
nutricional y de la polaridad de las sustancias quimicas propias de estas. Es importante tener en
cuenta que los peces esponjivoros se alimentan preferentemente de muchas especies de
esponjas no defendidas quimicamente, algas e invertebrados arrecifales, pero que tienden a
comer en pequefias cantidades aquellas esponjas que tienen alguna defensa, y no prueban
aquellas muy defendidas (Wulff, 1994; Pawlik, 1997; 1998); permitiendo considerar a estos
peces selectivos a la hora de alimentarse



Scopalina ruetzleri presenta sustancias en su extracto organico crudo que tienen la capacidad de
disuadir la alimentacion por parte de omnivoros como Stegastes partitus. Por otra parte, C. varians
parece poseer dicha defensa quimica frente a depredadores pero en menor proporcion que S.
ruetzleri, puesto que genero disuasion en la repeticion de la primera prueba, mientras que en la
segunda prueba y su repeticion no presentd efecto en la alimentacion de los peces. Esto
conlleva a pensar que los peces, cinco minutos después de ser alimentados, no se encontraban
con hambre y el sabor desagradable del pellet los llevé a rechazarlo, pero una hora después de

ser alimentados y dar de nuevo el pellet con tratamiento este sabor les fue indiferente.

Probablemente el grado de disuasion de las esponjas ante organismos depredadores esta
relacionado con sus caracteristicas fisicas y el grado de exposicion de la esponja al medio,
presentando mayor disuasion aquellas esponjas que tienden a ser apetecibles y se ven expuestas
en mayor grado a los depredadores; es probablemente por esto que S. ruetzleri necesita defensas
quimicas, debido a su consistencia blanda, poco elastica y débil que la hace vulnerable a los
depredadores, mientras que C. varians presenta una superficie lisa y correosa que no la hace
apetecible a los peces; posiblemente por esta razon su defensa quimica se encuentra en menor
concentracion, sin generar mayor efecto disuasor en la alimentacion de los depredadores
generalistas. C. varians ademas es excavadora y presenta (de manera cualitativa) una mayor
cantidad de espiculas, por lo que entre estas y las porciones no erodadas del sustrato excavado,
la tornan mas dura y posiblemente menos apetecible.

De acuerdo con los resultados obtenidos, S. ruetzleri presenta mecanismos de defensa pasivos
mediados quimicamente, que generan en ella una ventaja adaptativa alomonal de tipo repelente
ante organismos depredadores, segun la clasificadon de Whittaker & Fenny (1971).
Presumiblemente C. varians presenta esta defensa quimica pero en menor proporcion, siendo
dicho efecto similar al presentado por los extractos de otras especies del mismo género (Cliona
delitrix, Cliona caribbaea, Cliona apricay Cliona tenuis) sobre la alimentacion del pez Stegastes partitus
(Chaves — Fonnegra, 2003), ya que las esponjas individualmente pueden tener diferentes



niveles o tipos de metabolitos disuasores, 0 por razones genéticas, o porque tienen diferentes
algas simbioticas (zooxantelas) que sintetizan estos compuestos 0 porque su mecanismo de
defensa no es de origen quimico (Pawliket al., 1995).

4.2 ALELOPATIA POR CONTACTO

Los corales y esponjas compiten directa e indirectamente por el espacio limitado en los
arrecifes (McKenna, 1997). Dicha competencia involucra mecanismos fisicos o quimicos; en el
caso de las dos especies de esponjas en estudio (Cliona varians y Scopalina ruetzleri) se evidencio la
posible existencia de defensa quimica de estas, causando el contacto con sus extractos un
efecto deletéreo sobre el tejido coralino vivo, siendo este efecto mas notorio con el extracto de
Scopalina ruetzleri; sin embargo, hay que tener en cuenta que los cambios en el tejido vivo de
Montastraea cavernosa no solo se debieron a la supresion de la luz sino a la exposicion directa al
extracto, determinando de esta manera que el efecto deletéreo fue mayor sobre los polipos en
contacto con los medallones que contenian los extractos de las esponjas en estudio que bajo

los medallones control.

Debido a la defensa quimica que posee S. ruetzleri, su presencia en el arrecife coralino es méas
evidente sin presentarse en tapetes extensos a diferencia de C. varians; sin llegar a ser de manera
cualitativa especies dominantes del habitat, lo cual indica que los compuestos aleloquimicos
presentes en sus extractos organicos crudos proveen mecanismos competitivos para mantener

el espacio frente a organismos bentonicos como los corales (Aerts, 1999)

Sin embargo cuando C. varians ocupa una superficie amplia, que puede llegar a varios metros de
diametro por parte de un solo individuo, recubriendo activamente por crecimiento lateral
corales y otros organismos con los que se encuentre, puede afectar la estructura y estabilidad
de la comunidad, monopolizando un recurso limitado para el establecimiento, desarrollo y
supervivencia de otros componentes del bentos, eliminando activamente otros organismos sin

permitir que estos la utilicen como una alternativa de espacio, siendo su depredacién minima



desestabilizando de esta manera el sustrato (Vicente, 1978); por otro lado S. rugtzleri también es
incrustante, forma cojines gruesos pero pequerios en el sustrato y puede asentarse de manera
abundante sobre coral muerto (Aerts, 1999). Estos resultados reflejan las estrategias
contrastantes conocidas para otros organismos bentdnicos, en las que se crece rapido y se
recubre a otros para ganar espacio, sin tener defensas especiales, 0 se es pequefio pero se
tienen mecanismos defensivos y ofensivos para mantener el espacio una vez es ganado (Lang,
1973; Aerts & van Soest, 1997). Estas involucran un balance costo-beneficio en el que

usualmente no se pueden combinar dos estrategias costosas (crecimiento rapido vs. defensa).

No obstante, la poseson de dichas sustancias no implica el uso automaticamente en la
competencia por el espacio, pero si en la interaccion con otros organismos del bentos para
ganar activamente y mantener sus posiciones en el arrecife. En la interaccion esponja — coral
también participan mecanismos de defensa fisica como la expulsion de filamentos
mesentericos, tentaculos barredores especializados y tentaculos normales, por parte del coral,
lo cual fue observado en las colonias estudiadas, donde el tejido coralino expuesto a los
medallones tratamiento presentd la expulsion de filamentos mesentéricos. A diferencia de
estos, las esponjas no poseen ningun nematocisto; es por esto que emplean mecanismos
competitivos alternativos como la alelopatia en las interacciones ofensivas y defensivas (Aerts,
1999), lo que fue evidenciado en el efecto causado sobre los polipos en contacto directo con

los geles que contenian los extractos de las dos especies de esponja.

Al contrastar los resultados de los medallones tratamiento y control se evidencia que los
extractos presentan un efecto sobre el desarrollo del coral ademas del palidecimiento que
pueden exhibir por la oscuridad que produce el medallon al ser colocado sobre el coral. Esto
puede mostrar que las esponjas podrian afectar el coral si al encontrarse con éste mientras
crecen lateralmente, se genere la exudacion de las sustancias responsables del efecto deletéreo,
ya sea en el contacto directo, o a distancia. La exudacion de compuestos nocivos puede ser por
disolucién directa o acarreada en mucus. Este Gltimo mecanismo sirve para concentrar los

aleloquimicos y mantenerlos sobre el fondo adyacente, y de esta manera afectar los vecinos,



eliminandolos o disminuyendo el posible riesgo de que lleguen a arrebatarles el espacio (Engel
& Pawlik 2000). Sin embargo no se puede asegurar con certeza que estos ensayos en campo
demuestran el efecto directo de los compuestos quimicos en la accion alelopética, ni la
capacidad potencial (no necesariamente real) que tendrian las esponjas en estudio de utilizar
estos mecanismos alelopaticos; igualmente, el efecto mostrado por parte de los extractos sobre
el coral en la presente investigacion, no es un resultado concluyente puesto que no se ha
determinado si el efecto causado por los extractos es consecuencia del previo debilitamiento de
los polipos del coral por el medallébn de gel, por el oscurecimiento que causa (muerte o
expulsion de zooxantelas), la presion, ahogamiento del tejido y variacion en las condiciones
normales del coral, incitando la accion alelopatica de las sustancias presentes en los extractos
de las esponjas.

4.3 CITOTOXICIDAD

Evaluando los datos obtenidos con la prueba, se determind que el metanol tuvo un efecto
nocivo sobre las divisiones de los huevos, ya que impidié el desarrollo adicional de estos; lo
ideal hubiera sido realizar el ensayo diluyendo los extractos en un solvente diferente al metanol,
como el dimetilsulfoxido (DMSQO), el cual no presente un efecto sobre la division celular; sin
embargo, lo obtenido con este control sirvio de referencia para el analisis comparativo del
control con Agua de Mar Filtrada — AMF y los tratamientos con el extracto de las esponjas y

metanol.

Al comparar los dos controles se observaron diferencias significativas entre ellos, en donde el
metanol presentd un efecto inhibitorio del desarrollo de los huevos, evidenciandose
exclusivamente la membrana de fecundacién, lo que indica que los huevos fueron fijados al
adicionar este solvente, posiblemente debido al exceso del mismo en las cajas y al no haber

realizado previamente pruebas para establecer el volumen apropiado para evitar dicho proceso.



Los tratamientos con los extractos de las esponjas se compararon con los controles,
observando que los huevos presentes en las cajas con el extracto de Cliona varians en su
totalidad fueron destruidos posiblemente a la accién del metanol sumada al efecto litico
(ruptura de la membrana de fecundacion) del extracto organico crudo de la esponja, mientras
que en el caso de Scopalina ruetzleri se observé destruccion parcial de los huevos y los pocos
restantes solo presentaron la membrana de fecundacion (efecto producido por el metanol), lo
que induce a pensar que este extracto también presenta un efecto litico pero en menor

proporcion que el de C. varians.

A pesar de los resultados obtenidos, es decir la destruccion de los huevos del erizo de mar
Lytechinus variegatus, no se pudo asegurar que el efecto observado fuera causado por la actividad
citotdxica de los extractos organicos crudos de Cliona varians y Scopalina ruetzleri, puesto que los
huevos se encontraban fijados (muertos) en la etapa de membrana de fecundacién por accion
del solvente, lo que impidio desde el inicio ver el desarrollo embrionario y por ende el posible
efecto inhibitorio de las sustancias sobre el desarrollo de los huevos; por esta razén, se

considerd que la ruptura de la membrana celular se debi6 a una accion litica y no citotdxica.

De haber sido demostrado el efecto citotoxico de los extractos sobre los huevos, se hubiera
podido indicar preliminarmente un posible significado ecoldgico en donde dichas sustancias
tendrian un posible papel antiepibiético inhibiendo el establecimiento de epibiontes sobre su
superficie. Sin embargo, se requeririan de otras pruebas de mayor significado ecolégico como
las de asentamiento de organismos epibiontes en geles con extracto vs. geles control (Chaves-
Fonnegra, 2003).

Partiendo de los resultados obtenidos en el presente estudio, se sugiere que Cliona varians y
Scopalina ruetzleri pueden contener compuestos que cumplen funciones de defensa (disuasion),
ayudan en la competencia por espacio (alelopatia por contacto) y posiblemente actian como

agentes antiepibioticos; es decir, que parecen cumplir multiples funciones ecoldgicas en



respuesta a un grupo de presiones selectivas que han llevado a que las esponjas coevolucionen

con otros miembros de la comunidad, confiriéndoles ciertas ventajas ecoldgicas.

Para el presente estudio se desconoce si es una sola fraccibn o compuesto quimico el
encargado de los diferentes efectos producidos por los extractos organicos crudos de las
esponjas Cliona varians y Scopalina ruetzleri.



5. CONCLUSIONES

Los extractos organicos crudos de las esponjas Cliona varians y Scopalina ruetzleri incorporados
en alimento artificial, tienen la capacidad de disuadir la alimentacion de peces omnivoros como
Stegastes partitus.

El extracto de Scopalina ruetzleri presentan mayor disuasion hacia depredadores generalistas

como el pez Stegastes partitus, que el extracto de Cliona varians.

Los extractos organicos crudos de las esponjas Cliona varians y Scopalina ruetzleri incorporados
en medallones de Phytagel™, en contacto sobre los polipos del coral causan un efecto
deletéreo.

El extracto de Scopalina ruetzleri evidencio un efecto deletéreo sobre el tejido coralino vivo de

Montastraea cavernosa mas notorio que el causado por el extracto de Cliona varians.

El efecto deletéreo causado por los extractos puede ser consecuencia del previo debilitamiento
de los polipos del coral por el medallon de gel, variando las condiciones normales del coral,

incitando la accion alelopética de bs sustancias presentes en los extractos de las esponjas.

Las esponjas Cliona varians y Scopalina ruetzleri pueden contener compuestos que cumplen
funciones de defensa (disuasion) y ayudan en la competencia por espacio (alelopatia por
contacto); es decir que parecen cumplir multiples funciones ecoldgicas en respuesta a un grupo
de presiones selectivas que han llevado a que las esponjas coevolucionen con otros miembros
de la comunidad, confiriéndoles ciertas ventajas ecoldgicas.



6. RECOMENDACIONES

Realizar la identificacion de los compuestos presentes en los extractos organicos crudos de las
esponjas con el fin de determinar cual o cuales son &s sustancias responsables de la accion

disuasora de la alimentacion, efecto alelopatico y capacidad citotdxica.

A pesar de haber realizado una prueba adicional para verificar que el metanol empleado para
extraer, dispersar e incorporar los extractos al alimento artificial no mostré un efecto disuasor
de la alimentacion a los peces, se recomienda incorporar dicho solvente a la mezcla del pellet
control para la prueba de disuasion.

Se sugiere tefiir los pellets (tratamientos y control) del mismo color con algun colorante artificial,
para verificar que el efecto disuasor de la alimentacion de los peces no depende del color del

alimento.

Para corroborar el efecto alelopatico de los extractos y su posible papel en la competencia por
espacio en el arrecife, se deben llevar acabo experimentos que hagan énfasis en la exudacion

superficial de los compuestos quimicos al medio.

Realizar pruebas previas con alicuotas de un solvente diferente como el dimetilsulfoxido
(DMSO) puesto que el metanol presenta un efecto toxico sobre las células y de esta manera
poder determinar el volumen apropiado donde el control con solvente no tenga un efecto
sobre la division celular de los huevos y asi observar el efecto real de los extractos en la prueba
de citotdxicidad.

Se requiere de otras pruebas ce mayor significado ecolégico como las de asentamiento de
organismos epibiontes en geles con extracto vs. geles control, para determinar la posible
funcidn antiepibidtica de los extractos de las dos especies de esponjas estudiadas.



Para tener una mayor daridad de las multiples funciones de las sustancias quimicas presentes
en los extractos organicos crudos, se debe tener en cuenta la variacion intraespecifica que
presentan las esponjas, puesto que se pueden producir compuestos activos en funcion de

ciertos estimulos del medio.
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ANEXOS

Anexo A. Tabla de Mecanismos de defensa basados en relaciones mediadas
guimicamente (Tomado y modificado de Whittaker & Feeny, 1971).

[.EFECTOS ALELOQUIMICOS
A. Alomonas: Generan una ventaja adaptativa en el organismo productor.

1. Repelentes: proveen defensa ante ataques o infecciones.

2.Sustancias de escape: en condiciones normales no actdan como

repelentes.

3. Supresores: inhibicion de competidores.

4. Toxicas: toxicas para las presas.

5. Inductores: modifican el crecimiento del organismo en el que actuan.

6. Contraatacantes: agentes neutralizantes ante el efecto del veneno.

7. Atrayentes:

a. sefiuelos quimicos: atrayentes de la presa.
b. atraen para polinizar: ventaja para el organismo atrayente.

B. Cairomonas: Generan ventaja adaptativa en el organismo receptor

1. Senales de ubicacion del alimento.

2. Inductores del desarrollo adaptativo en el organismo receptor.

3. Senales de alerta ante un peligro o toxicidad.

4. Estimulantes que benefician al segundo organismo induciendolo al

crecimiento.
C. Depresores: inhibe al receptor sin ventaja adaptativa para el
productor.
Il. EFECTOS QUIMICOS INTRAESPECIFICOS
A. Autotoxinas: repelentes que son toxicos o Inhibitorios de individuos.
B. Autoinhibidores adaptativos: limitan a la poblacion estableciendo un rango de no
destruccion o aglomeracién en exceso de los individuos.
C. Feromonas: actdan en la reproduccion, regulacion social, reconocimiento alarma, marcas
territoriales, marcas de caminos, etc.




Anexo B. Cliona (Anthosigmella) varians (Segiin Hooper & van Soest, 2002)

Phylum: Porifera
Clase: Demospongiae
Orden: Hadromerida
Familia: Clionaidae
Género: Cliona
Especie: Cliona varians (Duchassaing & Michelotti, 1864)

Es una de las demospongias arrecifales mas variable en tamafio y forma; Puede ser incrustante,
globosa, masiva o amorfa. Puede formar parches gigantes en el sustrato, la forma incrustante es
asociada con ambientes de alta energia, mientras que la globosa, masiva y amorfa se asocia con
condiciones ambientales bajas en energia. En vivo su color es castafio claro, preservada en
alcohol es castafio verdoso y seca se torna color amarillo claro. Su consistencia en vivo y
preservada en alcohol es firme poco compresible y cuando se seca se torna dura. Su superficie
es lisa-tuberculada (Vicente, 1978). La interaccion mas comudn esponja — coral de Cliona varians
se presenta con Montastraea cavernosa y la interaccion esponja — esponja con Scopalina ruetzleri; Se
encuentra a lo largo de la region de Santa Marta (Punta de Betin, EI Morro, Bahia de Chenge)
(Kooistra, 1994). El genero Cliona presenta compuestos quimicos como celenamida E y
estorniamida A — D entre otros (Palermo et al, 1998).

Fotografia tomada por Sven Zea, 2002



Anexo C. Scopalina (Ulosa) ruetzleri (Segun Hooper & van Soest, 2002)

Phylum: Porifera
Clase: Demospongiae
Orden: Halichondrida
Familia: Dictyonellidae
Género: Scopalina

Especie: Scopalina ruetzleri (Wiedenmayer, 1977)

Es una esponja incrustante arrecifal. Presenta revestimientos gruesos expandidos de 2-10 cm o
masy 1 mm a 1-1.5 cm de grosor. Su superficie es fuertemente conulosa, presentando conulos
de 1-2 mm de altura separados de 27 mm siendo simples o compuestos con los apices
hispidos. Su consistencia es blandamente compresible, poco eléstica y algo debil, se colapsa
fuera del agua y solo los conos se mantienen en su aspecto. En preservado son de color
naranja y crema, habita en ambientes arrecifales (San Bernardo y Cartagena) y es muy
abundante en casi todos los ambientes en Santa Marta (Zea, 1987; 1993). Una de las
interacciones esponja — esponja que presenta Scopalina ruetzleri se da con Cliona varians. Scopalina
ruetzleri presenta compuestos quimicos como ulosasida A, triterpenoides glicosidados y

ulosantoina entre otros (Wagenen et al, 1993).

Fotografia tomada por Sven Zea, 2002



Anexo D. Stegastes partitus (Segun Cervigon, 1993)

Phylum: Chordata
Subphylum: Vertebrata
Clase: Actinopterygii
Superorden: Acanthopterygii
Orden: Perciformes
Familia: Pomacentridae
Género: Stegastes
Especie: Stegastes partitus (Poey, 1868)

Stegastes partitus o también llamado pez damisela bicolor, se caracteriza por presentar un cuerpo
robusto, boca pequefia con dientes incisivos conicos y faringeos fusionados. Por lo general,
tiene un comportamiento territorialista agresivo frente a peces de pequefio tamafio, es un pez
omnivoro habitante de arrecifes coralinos someros y de parches arrecifales de profundidad
(Allen, 1991), se alimenta de invertebrados (anémonas coloniales, tentaculos de gusanos) y
materia vegetal. Su longitud promedio es de 4 - 7 cm, alcanzando una talla méxima de 10 cm

(Torres, 1995). Hace parte de una de las familias mas abundantes en el area de Santa Marta.

Stegastes partitus (Tomado de Duefias, 2000).



Anexo E. Lytechinus variegatus (Segin Hendler, 1995)

Phylum: Echinodermata
Subphylum: Echinozoa
Clase: Echinoidea
Subclase: Euechinoidea
Superorden: Echinacea
Orden: Temnopleuroida
Familia: Toxopneustidae
Género: Lytechinus
Especie: Lytechinus variegatus (Lamarck, 1816)

Se escogio a Lytechinus variegatus por su facil recoleccion, obtencion de sus huevos y esperma; la
transparencia y sincronizacién de las divisiones celulares de estos huevos y por la alta
frecuencia a la cual se dan las divisiones celulares después de la fertilizacion (Medina - Lopez,
1984).Presenta espinas cortas, su forma es esférica; se encuentra cominmente en aguas quietas,
usualmente en praderas de pastos, algunas veces en rocas y arena, nunca se encuentran en
aguas turbias (Hendler, 1995). Se encuentra en el litoral rocoso de la region de Santa Marta

(Bahia de Inca Inca, Punta Cabeza de Negros, Punta de Betin).

L ytechinus variegatus (Tomado de Hendler, 1995)



PRUEBA DE DISUASION ALIMENTARIA

Anexo F. Tabla resumen de la primera prueba de disuasion con el extracto orgénico crudo de

Cliona varians y su repeticion, cinco minutos después de ser alimentados los peces.

TRATAMIENTO CONTROL
REPETICION 1 2 1 2
COME 8 5 12 12
NO COME 4 7 0 0
TOTAL 12 12 12 12
p-value 0.046 0.002 0.046 0.002

Anexo G. Tabla resumen de la primera prueba de disuasion con el extracto organico crudo de

Scopalina ruetzleri y su repeticion, cinco minutos después de ser alimentados los peces.

TRATAMIENTO CONTROL
REPETICION 1 2 1 2
COME 4 5 12 12
NO COME 8 7 0 0
TOTAL 12 12 12 12
p-value 0.0006 0.002 0.0006 0.002




Anexo H. Tabla resumen de la primera prueba de disuasion con el extracto organico crudo de

Cliona varians y su repeticion, una hora después de ser alimentados los peces.

TRATAMIENTO CONTROL
REPETICION 3 4 3 4
COME 12 9 12 12
NO COME 0 3 0 0
TOTAL 12 12 12 12
p-value 1 0.108 1 0.108

Anexo |. Tabla resumen de la primera prueba de disuasion con el extracto organico crudo de

Scopalina ruetzleri y su repeticion, una hora despues de ser alimentados los peces.

TRATAMIENTO CONTROL
REPETICION 3 4 3 4
COME 5 7 12 12
NO COME 7 5 0 0
TOTAL 12 12 12 12
p-value 0.002 0.018 0.002 0.018

Anexo J. Porcentajes de CaCO , obtenidos en las muestras de esponja-coral de Cliona varians.
X: Promedio, Ee: Error estandar y CV: Coeficiente de variacion.

Replica |Peso inicial esponja-coral (g) | Peso final de CaCO, (g) | % de CaCO,
1 0.823 0.1964 23.8639
2 1.0845 0.2028 18.6998
3 1.6985 0.2486 14.6364
4 11571 0.1666 14.3980
X 1.1907 0.2036 17.8995
Ee 2.2196
CcVv 24.8012




PRUEBA DE CITOTOXICIDAD

Anexo K. Tabla resumen de la prueba de citotoxicidad sobre los huevos del erizo Lytechinus
variegatus, 90 minutos después de ser expuestos al solvente (Metanol).

CATEGORIA | REPLICA | REPLICA | REPLICA REPLICA TOTAL
0 1 2 3

No Fertilizados 8 7 8 7 30

Fertilizados 63 53 58 60 234

Anormales 0 0 0 0 0

2 células 0 0 0 0 0

4 células 0 0 0 0 0

8 células 0 0 0 0 0

16 células 0 0 0 0 0
TOTAL 71 60 66 67 264

Anexo L. Tabla resumen de la prueba de citotoxicidad sobre los huevos del erizo Lytechinus

variegatus, 90 minutos después de ser expuestos al agua de mar filtrada AMF.

CATEGORIA | REPLICA | REPLICA | REPLICA REPLICA| TOTAL
0 1 2 3

No Fertilizados 10 8 9 7 34

Fertilizados 3 5 3 6 17

Anormales 0 0 0 0 0

2 células 18 16 10 21 65

4 células 52 53 50 44 199

8 células 26 27 22 21 96

16 células 0 0 0 0 0
TOTAL 109 109 94 99 411




Anexo M. Tabla resumen de la prueba de citotoxicidad sobre los huevos del erizo Lytechinus
variegatus, 90 minutos después de ser expuestos al extracto organico crudo de Scopalina ruetzleri.

CATEGORIA | REPLICA | REPLICA | REPLICA REPLICA | TOTAL

No Fertilizados

Fertilizados

Anormales

2 células

4 células

8 células

16 células
TOTAL
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Anexo N. Tabla resumen de tratamientos (Metanol, Agua de Mar Filtrada - AMF, Cliona

varians y Scopalina ruetzleri) vs. categorias de la prueba de citotoxicidad.

CATEGORIA | METANOL AMF S. ruetzleri C. varians
No Fertilizados 30 34 0 0
Fertilizados 234 17 55 0
Anormales 0 0 0 0
2 células 0 65 0 0
4 células 0 199 0 0
8 celulas 0 96 0 0
16 células 0 0 0 0

TOTAL 264 411 55 0




Anexo O. Desarrollo embrionario del erizo de mar Lytechinus variegatus

A. Ovulo; B. Huevo fecundado; C. Inicio de las primeras divisiones; D. Division de 2 células; E y F
Division de 4 células; G. Division de 8 células; H. Estado de morula; I. Estado de blastula. (Duefias,
2000)



