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RESUMEN

Durante una serie de colectas realizadas en febrero de 1999 en localidades distribuidas a lo
largo de la zona peninsular del Golfo de California, se colectaron muestras de organismos
bentonicos, 64 de ellas representantes del phyllum Porifera y 23 de la clase Ascidacea. Las
zonas de colecta fueron Calamajué, Bahia de Los Angeles, Santispak, El Requesén, El
Juncalito, Isla Espiritu Santo y Los Frailes. Los principales objetivos de este trabajo fueron
detectar las especies con mayor actividad biologica vs. Artemia salina, asi como ubicar los
puntos geograficos donde se presentan estos organismos y determinar si existe una clina
de bioactividad entre ellos. La obtencion de los extractos crudos etandlicos se realizé con
etanol al 95% eliminandolo posteriormente mediante presion reducida. Se elaboré un
bioensayo utilizando como organismo de prueba a A. salina. Por sus valores de CLs,, de
los extractos de esponjas 2 se categorizaron como muy activos, 21 como activos, 28 como
moderadamente activos y 13 con actividad no significativa. De los extractos de tunicados
10 se clasificaron como activos, 4 como moderadamente activos y 9 con actividad no
significativa. Santispak y El Requeson fueron las zonas de colecta donde mayor numero de
extractos bioactivos se encontraron. Las esponjas que se presentaron en mas de dos
transectos y que presentaron diferentes niveles de bioactividad son: Tedania nigrescens,
Aplysina fistularis, Chondrilla nucula, Leucetta losangelensis y Geodia mesotriaena. A
excepcion de Chondrilla nucula, estas especies no muestran relacién de bioactividad entre
latitud o temperatura, no pudiéndose demostrar con nuestros resultados, la existencia de
un patrén de actividad citotoxica para el Golfo de California.
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1. INTRODUCCION

La busqueda y descubrimiento de elementos Utiles en el ambiente ha sido una pieza
clave en el desarrollo de todas las civilizaciones y culturas (Scheuer, 1986). La busqueda
empirica de farmacos o compuestos activos para aliviar diversos sintomas que afectaban a la
comunidad empezé con los primeros usos del pensamiento y razén humana (Tyler, 1994).
Esta busqueda se basé en la utilizacién de plantas de origen terrestre (herbolaria) donde
gracias al conocimiento heredado de tantas generaciones hoy se cuenta con bases para la
investigacion cientifica en este campo.

La cantidad de farmacos obtenidos de origen terrestre es muy alta, al menos el 2.5%
de un total de 400,000 especies de plantas han sido probadas quimica o farmacologicamente
(Tyler, 1994). Sin embargo, a pesar de que cerca del 75% del planeta esta cubierto por agua
y de que mas del 90% de las especies animales del globo son marinas (Baker, 1984), menos
del 1% de las especies marinas poseedoras de sustancias téxicas o bioactivas han sido
estudiadas (Garcia Alonso et al., 1994). En las Ultimas 3 décadas, se han encontrado
estructuras y compuestos en organismos marinos (algas, invertebrados y microorganismos)
que han probado su potencial en diversos campos, particularmente en el farmacologico
(Riguera, 1997). Como prueba de esto existen compuestos quimicos provenientes de fuentes
marinas con actividades tales como antitumorales, antivirales, antibacterianos,
antileucémicos, antinflamatorios, reguladores de secreciones gastricas, cardiotonicos y

neurotdxicos (Scheuer, 1986 y Rinehart et al., 1990).

Las caracteristicas quimicas que diferencian a los metabolitos secundarios obtenidos
de organismos marinos de los terrestres son el punto de partida de la ecologia quimica
marina (Bakus et al., 1986), tales caracteristicas de los metabolitos pueden tener su origen en

diferencias ambientales tales como temperatura, presién y salinidad (Baker, 1984). Una de las
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primeras hipétesis propuestas por la Ecologia Quimica es que la toxicidad es uno de los
varios mecanismos de defensa que los invertebrados marinos sésiles han desarrollado en
respuesta a la depredacion (Bakus, 1984), epibiontismo, competencia por espacio y
dominancia por especies. Los estudios de ecologia quimica del medio ambiente marino tienen
potencial para descubrir agentes farmacoldgicos, ya que es la propia adaptacion biologica la
que da las armas quimicas (compuestos bioactivos) factibles de aplicar en medicina (Kelly-

Gutierrez, 1997).

En México, las perspectivas de trabajo de la Ecologia Quimica en el ambiente marino
son promisorias, si se consideran varios aspectos como son: la gran extension de los litorales
mexicanos, la experiencia generada en trabajos anteriores, la actividad biologica de
organismos sésiles benténicos tales como esponjas y tunicados, la posibilidad de relacionar la
bioactividad y las estructuras de los metabolitos producidos por los organismos y sus usos

potenciales.

El Golfo de California es un complejo de sistemas bioldgicos que lo hacen unico en el
mundo y un area estratégica en términos de biodiversidad, con cerca del 30% de las especies
endémicas (Brusca, 1973), lo que da a esta region caracteristicas especiales que la
convierten en un laboratorio ideal para la busqueda y estudio de especies biolégicamente
activas. El Mar de Cortés constituye una enorme fuente potencial de moléculas con arreglo
estructural novedoso y como muestra de esto existen diversos estudios que reportan
sustancias de interés farmacolégico (Andersen y Faulkner, 1972; Rinehartet al., 1975, 1976,
1981 y 1983; Faulkner, 1976 y 1983; Carter y Rinehart, 1978a y 1978b; Cheng y Rinehart,
1978; Petit et al., 1981;Monroy, 1982; Fahy et al., 1991; Encarnaciéon y Keer, 1992 y

Encarnacion et al., 1994).
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Los organismos marinos se encuentran en un medio mas estable que sus
contrapartes terrestres debido a la habilidad del agua de mar de regular los cambios de
salinidad, pH y temperatura. Debido al potencial de aplicacién de los compuestos bioactivos
en general y de organismos benténicos en particular, es importante conocer aquellas
especies de organismos poseedoras de actividad biolégica asi como su distribucion o
ubicacién geogréfica, para posteriormente hacer estudios de aislamiento y caracterizacion

quimica tendientes a la aplicacién de los metabolitos eventualmente aislados.

En el phyllum Porifera, viejo y primitivo, predominan los terpenos y alcaloides mientras
que el metabolismo secundario de los tunicados se especializa en aminoacidos (Bohlin,
1989). Por otra parte, las esponjas poseen cientos de metabolitos secundarios pertenecientes
a una gran variedad de clases estructurales siendo muchos de ellos especificos de esta
clase. En los cribados de bioactividad llevados a cabo en invertebrados marinos, las esponjas
son las que muestran la mas alta incidencia de especies activas con espectros de accion
interesantes por lo cual se considera a las esponjas como uno de los grupos mas interesantes

de invertebrados para la quimica organica (Daloze y Braeckman, 1994).

Existen muchos procedimientos para determinar citotoxicidad de extractos de
organismos los cuales se basan en bioensayos, que incluyen desde animales enteros
(ratones, conejos), tejidos aislados y sistemas bioquimicos, todos ellos complicados y caros
(Sam, 1993). Desde siempre ha existido la necesidad de desarrollar un bioensayo general,
confiable, que pudiera detectar un amplio espectro de actividad farmacolégica, econémico y
que pudiera ser utilizado para guiar la fraccionacion de los extractos de las especies activas

(Meyer et al., 1982).

Un procedimiento para una cobertura general de toxicidad que no requiere de mucha

especializacion es esencial como una etapa preliminar en el estudio de compuestos
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bioactivos. Un animal sencillo que ha sido usado para este objetivo es el crustaceo Artemia
salina (Sam, 1993).

El bioensayo de Artemia salina no es especifico para pruebas antitumorales ni para
otra accion fisiolégica, pero es un excelente predictor de la actividad anticancer con un
coeficiente de correlacién arriba del 90% (Fenical, comunicacion personal’). Este ensayo
puede ser empleado para un amplio nimero de organismos disponibles, permite hacer
consideraciones estadisticas y no requiere de equipo sofisticado, ademas que emplea
relativamente poca cantidad de muestra. Los compuestos activos obtenidos a partir de este
ensayo pueden entonces someterse a otro més elaborado, para evaluar actividades

farmacoldgicas especificas (Meyer et al., 1982)

1.1. ANTECEDENTES

El método de Artemia salina ha sido utilizado décadas antes para evaluar toxicidad
general de compuestos organicos (Blizzard et al., 1989). Desde finales de los 50’s, decenas
de autores han utilizado los efectos de quimicos de sustancias en la larva de A. salina,
utilizando diferentes procedimientos, criterios de respuesta, estadios y hasta duracién de los
bioensayos. No se habia adoptado un protocolo experimental para el bioensayo con la larva
A. salina, lo Unico que se sabia era que el tipo de prueba era estatica, la duracion del ensayo
de 24 hrs., el estadio era Nauplio | y el criterio de respuesta era la mortalidad, expresada en
CLs,. Después de afios de investigacion en este bioensayo, la precision, confiabilidad y
reproducibilidad del método fueron aceptadas (Persoone y Wells, 1987). El primer estudio

empleando Artemia salina fué hecho para determinar la toxicidad de diferentes insecticidas

' Dr. William Fenical. Investigador SCRIPPS. 1999.
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comerciales, encontrando algunos casos sensibilidad de hasta 0.01 ppm (Michael et al.,

1956).

Desde los 60’s, el océano se empezd a considerar como un reservorio rico en
compuestos organicos poseedores de estructuras novedosas y/o actividades bioldgicas. Esto
se debe a que cientos de compuestos interesantes han sido aislados y probados contra
actividad farmacoldgica y otras actividades biolégicas. Aunque un nimero de investigadores
relativamente pequefio se ha involucrado en esta area, los avances han sido sorprendentes

(Kaul, 1981).

Un claro ejemplo de tales avances se muestra en los resultados obtenidos durante la
expedicion Alpha Helix, donde se analizé la actividad antimicrobiana de 670 especies de
organismos marinos del Golfo de California de los cuales se encontré que entre los phyla que

poseian mas especies bioactivas estaban Porifera y Mollusca (Shaw et al., 1974)

En otros estudios se reportd que el 75% de las esponjas estudiadas en un arrecife
coralino cerca de Veracruz, eran téxicas (Green y Bakus, 1974). Un afio mas tarde se reporté
que el grado de la toxicidad en esponjas cambia con la latitud y por lo tanto con la
temperatura del agua y habitat correspondientes. En dicho estudio se concluyé que la
incidencia de toxicidad se incrementa hacia los trépicos y alcanza un maximo en donde los
arrecifes coralinos y los peces asociados exhiben un alto grado de heterogeneidad ambiental

y diversidad de especies, respectivamente (Green y Bakus, 1975).

Se han encontrado sustancias biolégicamente activas en todos los 6rdenes de la clase
Demospongiae (Bergquist y Bedford, 1978), asi como tunicados con compuestos
antimicrobianos y antitumorales (Carter y Rinehart, 1978b) y compuestos con actividad

antimicrobiana y citotéxica en el Golfo de California (Cheng y Rinehart, 1978).
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Petit et al. (1981) reportaron algunos metabolitos secundarios que obtuvieron de
organismos procedentes del Golfo de California incluyendo entre éstos a las esponjas.

Se ha encontrado alta proporcion de actividad citotdxica en extractos de especies
marinas del Golfo de California, entre los cuales se encontraba el phyllum Porifera y en menor
proporcién, Mollusca (Rinehart et al., 1981). En esta misma localidad, se han reportado

compuestos antivirales y antitumorales de un tunicado colonia (Cheng y Rinehart, 1978).

Actualmente existen productos comerciales derivados del phyllum Porifera. Se cuenta
con un descubrimiento inusual de nucleétidos de la esponja Cryptotethya crypta el cual
eventualmente se utilizé para el desarrollo del farmaco antiviral vidabarina (Munroe et al.,
1987), actualmente se vende en Estados Unidos. De esta misma esponja también se cuenta
con el ara-c comercializado en México como alexan, el cual es utilizado para combatir la

leucemia (Rosenstein, 1988).



2. OBJETIVOS

Efectuar la busqueda de esponjas y tunicados poseedoras de sustancias activas

contra Artemia salina (citotoxicas) en seis localidades del Golfo de California.

Determinar si existe una graduacién en la actividad citotéxica con relacion a la latitud

(clina) para el Golfo de California.



3. METODOLOGIA
3.1. LOCALIZACION DEL AREA DE COLECTA Y TRANSECTOS

La colecta se realizd durante el mes de febrero de 1999. Las areas de colecta se
encuentran distribuidas en la zona peninsular a lo largo del Golfo de California y se
escogieron con base en dos criterios: a) abundancia de esponjas y b) facilidad de acceso a la

Zona.

Con base en lo anterior, las areas escogidas son: Bahia Calamajué, Bahia de los
Angeles, Bahia Concepcién (Santispak y El Requesén), El Juncalito, Isla Espiritu Santo y
Bahia Los Frailes (Fig.1).

Calamajué se localiza en los 29.69° de latitud Norte y 114.16° de longitud Oeste. Aqui

se realizé un transecto (Fig.2).

Bahia de los Angeles se localiza entre los 28.58° de latitud Norte y los 113° longitud
Oeste. Aqui se realizaron 4 diferentes transectos, localizados en La Silica (Transecto-1), Isla
Coronado (Transecto-2), Pinnacle Rock (Transecto-3) y Punta la Gringa (Transecto-4)

respectivamente (Fig. 3).

En Bahia Concepcién se definieron dos localidades, una de ellas fue Santispak
localizada en los 29.76° latitud Norte y 111.88° longitud Oeste. En esta zona se realizaron
tres transectos diferentes denominados Transecto-1, Transecto-2 y Transecto-3 (Fig. 4). En
esta misma Bahia se encuentra El Requesén localizado en los 26.72° latitud Norte y los
111.91° longitud Oeste. Aqui se realizaron dos transectos, uno en la parte este (Transecto-1)

y otro en la parte oeste (Transecto-2) de la localidad (Fig. 5).
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En El Juncalito, localizado en los 25.84° latitud Norte y los 111.33° longitud Oeste se
realizaron dos transectos (Fig. 6), uno en la zona intermareal (Transecto-1) y otro en la Isla

(Transecto-2).

En la Isla Espiritu Santo, localizada entre los 24.47° de latitud Norte y los 110.38°

longitud Oeste (Fig. 7), se realizé un transecto.

La ultima localidad donde se colecté fue en Bahia de los Frailes localizada entre los

23.38° latitud Norte y los 109.43° longitud Oeste (Fig. 8), realizandose un transecto.
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Figura 6. Localizacion de los transectos

en El Juncalito.
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Figura 8. Localizacién del transecto

en Los Frailes.
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Figura 7. Localizacion del transecto

en Isla Espiritu Santo.
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3.2. COLECTA DE ORGANISMOS

La colecta de invertebrados sésiles se realizdé en el intermareal e infralitoral,
empleando técnicas de buceo libre y auténomo, sin superar los 30 metros de profundidad por

razones de seguridad.

Se identificaron las &reas donde existia mayor abundancia de esponjas y tunicados
por medio de una prospeccion. Dentro de estas zonas se realizaron los transectos. El nimero
de muestras tanto de esponjas como de tunicados varia debido a que existia mayor niimero

de las primeras que de los segundos.

Una porcién de la muestra se guardé para posterior identificacién taxonémica y otra
para la extraccion de los compuestos. Para la extraccion, los organismos se sumergieron en
etanol y se colocaron en bolsas de plastico con cierre hermético o frascos de vidrio. A cada
muestra se le asigné una clave correspondiente a la localidad y numero de muestra colectada
en ese lugar; en la libreta de campo se tomaron notas y descripcién de los organismos al
tiempo de colecta. Para su identificacion, a las muestras se les tomé fotografias, mediciones
y notas de las caracteristicas morfolégicas. Se guardé una porcién de la muestra con formol

en bolsas con cierre hermético.

3.3. ESTUDIO QUIMICO
3.3.1. PREPARACION DE LOS EXTRACTOS CRUDOS ETANOLICOS.

A las muestras se les eliminé todo organismo epibionte y se cortaron en pequefios
pedazos de aproximadamente 1cm?® para posteriormente sumergirlas enetanol al 95% en una

proporcion 1:2 (masa/volumen) y asi evitar su descomposicién al mismo tiempo que empezé
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su extraccion. La extraccion se realizd durante quince dias antes de empezar su

concentracion.

Las muestras se colocaron en hielo hasta la llegada al laboratorio para evitar la

evaporacion del alcohol etilico.

A los extractos se les eliminé el etanol por medio de destilacion a presion reducida en
rotaevaporadores Brinkmann-Btichi, cuidando que la temperatura del agua no excediera de

los 40° C para evitar la desnaturalizacion de los compuestos activos.

El procedimiento de extraccién se repitié tres veces en el laboratorio y cada extracto

concentrado (sin etanol) se junt6 con los anteriores correspondientes.

3.3.2. ELIMINACION DEL AGUA DE LOS EXTRACTOS

La eliminacién del agua de los extractos concentrados se realizé secando las

muestras en una estufa de conveccion a temperatura de 35°C.

3.3.3. ECLOSION DE LOS ORGANISMOS DE PRUEBA

La eclosion de los quistes de Artemia salina se llevé a cabo colocando 0.2 g. de
quistes en un frasco con 500 ml de agua corriente durante una hora para ablandar la pared
celular. Posteriormente se cambié el agua corriente por la misma cantidad de agua de mar
filtrada y pasada por luz UV; el frasco se colocé en un cuarto con una temperatura de 24°C

con aireacion moderada hasta la eclosién a las 1942 horas.
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Los quistes de A. salina’ fueron donados por el “Laboratorio de Biotecnologia para el

Cultivo de la Totoaba” de la FCM.

A partir de la eclosion de los quistes se procedi6 a realizar el bioensayo, ya que el

crustaceo alcanzaba su estadio de Nauplio |.

3.3.4. BIOENSAYO

A cada dilucién y a cada estandar se les agregé 15+ 1 artemias en 0.5 ml de agua de
mar para tener un volumen de 1 ml. En cada bioensayo se realizd un control con agua de

mar.

Se colocaron bajo iluminaciéon durante 24 horas, a una temperatura de 24°C.

Transcurrido ese periodo se contaron en un cuentaplacas los organismos muertos y vivos.

3.3.5. ENSAYOS PRELIMINARES

Para la realizacién de ensayos preliminares se colocaron 100, 10 y 1 mg ml™ de los
extractos en viales y se les agregdé 0.5 ml de agua de mar. Los viales se colocaron en bafo
ultrasonido para disolver la muestra. Finalmente, se realizd el bioensayo con A. salina

partiendo de estas concentraciones.

Posteriormente se realizd otro bioensayo a concentraciones de aproximadamente 70,
50, 30 y 25 mg ml". Las muestras cuya actividad se encontraba entre estas concentraciones,

se clasificaban con actividad no significativa.

' Los quistes pertenecian a la marca “Argentemia”, nimero de lote BS1306J con un porcentaje de
eclosion del 90%.
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3.3.6. ENSAYOS FINALES

Estos ensayos se realizaron para las muestras que resultaron con actividad menor a
25 mg ml™. Se colocaron 51 mg de cada extracto en viales. Se les agregd 1 ml de agua de

mar y se colocaron en bafio de ultrasonido para disolver la muestra.

A partir de esta concentracién se realizaron diluciones de 20,15, 10, 5y 1 mg ml™ por

triplicado.

Para determinar con precision la CLy, a las muestras que resultaron activas contra
Artemia salina dentro del intervalo de 20-10 mg ml” se les realiz6 otro bioensayo con
diluciones de 18, 16, 14 y 12 mg ml". A las muestras cuya actividad se presenté dentro del

intervalo 10-1 mg mI™ se hicieron diluciones de 8, 6, 4 y 2 mg ml™.

3.3.7. DETERMINACION DEL CONTROL

Como téxico de referencia, se utilizé el compuesto timol (Meyeret al., 1982). Este se
disolvi6 en agua de mar para realizar concentraciones de 10, 1 y 0.1 mg ml". A estas

concentraciones se les realizé el bioensayo con A. salina.

3.4. CLASIFICACION DE ORGANISMOS

Las esponjas que resultaron poseedoras de compuestos bioactivos se identificaron
mediante claves de acuerdo a Laubenfels (1932), Dickinson (1945) y Vazquez-Maldonado

(1994).

Los tunicados que resultaron bioactivos no fueron identificados, ya su taxonomia es

complicada y poco homogénea, sin embargo se conservo un ejemplar de referencia, tanto de
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los activos como no activos, en la medida de lo posible se turnaran a expertos para intentar
su posterior identificacion. Las muestras se encuentran en el Laboratorio de Zoologia de

Invertebrados, en la F.C.M.

3.5. ANALISIS ESTADISTICO
3.5.1. PRUEBA DE DATOS CRUDOS

Los resultados crudos fueron analizados mediante una prueba Q (Watty, 1982) la cual
establece que los datos cuyo error es mayor a dos desviaciones estandar sean eliminados

con un 90% de confianza.

En los casos donde hubo muertes en el control, los resultados se corrigieron mediante

la formula de Abbott (Meyer, et al., 1982):

% muertes = [(prueba-control)/control] x 100

3.5.2. DETERMINACION DE CONCENTRACION LETAL MEDIA (CLs,)

La concentracion letal media (Cls) se determiné mediante el método de Reed-
Muench descrito por Sam (1993); en los casos en los que no se pudo determinar CL;, se

determiné que las muestras presentaban actividad no significativa.

3.5.3. ANALISIS DE CORRELACION Y PRUEBA F

A los valores de CLg, de cada especie de esponja que se presentdé en mas de una

localidad se le efectué un analisis de correlacién entre la bioactividad de la esponja en las
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zonas de colecta (CLg) y la latitud de las mismas. El mismo analisis se realizé con la

temperatura promedio del mes de colecta de cada localidad.

Para determinar si la correlaciéon era significativa se efectué una prueba F para cada

caso.
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4. RESULTADOS
4.1. CRITERIOS DE BIOACTIVIDAD

Los niveles de actividad se determinaron con base a Meyer et al. (1982) quien sefiala
que los valores de CLs, para extractos de plantas medicinales y compuestos puros se
consideran activos cuando este valor es <30 pg mi”. Por lo tanto, para extractos crudos de
organismos marinos se consideré que los criterios de bioactividad serian diferentes. Tales

criterios de clasificacion se encuentran en la tabla I.

Tabla |. Criterios de actividad utilizados para la clasificacion de las muestras.

CLso (mg mi) Criterio de Actividad
0:3 Muy Activo
3.4-12 ' Activo
12.1-25 Moderadamente Activo
s ‘ Actividad No Significativa

El hecho de utilizar como control a un téxico de referencia anteriormente reportado
fue para determinar la sensibilidad del método. El téxico que se utiliz6 fue el timol, reportado
por Meyer et al. (1982). En este trabajo se obtuvo un valor de CLs, para el timol de 0.516 mg

mi”", mientras que dicho autor reporta un valor de CLs, igual a 0.514 mg ml™.

En la tabla Il se pueden observar los resultados generales de especies que

presentaron bioactividad.
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Tabla Il. Resultados generales de esponjas y tunicados poseedores de compuestos

bioactivos en la peninsula de Baja California.

Numero de Muy . Moderadamente Actividad no
Heee Muestras Activos goiives activos significativa

" Porifera

Ascidia?eé

4.2. ACTIVIDAD CITOTOXICA DE LOS EXTRACTOS

4.2.1. PHYLLUM PORIFERA

Los extractos etandlicos de 64 muestras de esponjas fueron probados contra Artemia
salina y de acuerdo a los valores de actividad obtenidos, 2 se clasificaron como muy activas,
25 como activas, 27 como moderadamente activas y 10 presentaron actividad no

significativa. En la tabla Il se muestran los resultados generales para el phyllum Porifera en

las diferentes localidades.

Tabla Ill. Resultados generales de bioactividad para las 64 muestras de esponjas en las

zonas de colecta.

: Ntmero de Muy ; Moderadamente Actividad ho
gocalidad muestras Activos GCllios Activos significativa

Calamajué

"Bahiaide Los | "
Angeles |

} =E Réquesén

\ "Santispak

ElJuncalito’ |
Tk | 1

-
et
I IslaEspiritu B
Santo

oS Frailes

|
!
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Calamajué

En esta localidad se encontraron 4 muestras, de las cuales 3 resultaron bioactivas y
una moderadamente activa; se identificaron 2 géneros: Aplysina sp. y Geodia mesotriaena

(tabla IV),

Tabla IV. Nivel de actividad de las esponjas colectadas en la localidad de Calamajué.

2 S A A ) A A i o 0
Z 11.93 + 0.032 Demospongiae-1 Transecto-1
Geodia
2 9.93 + 0.036 T Transecto-1
3-4 7.32+0.036 Aplysina sp. Transecto-1
3-0 B ave 156.32 £ 0.032 Demospongiae-2 | Transecto-1
M.A.=Muy activo ACT=Activo MD.A=Moderadamente activo A.N.S.=Actividad no significativa

Bahia de Los Angeles

Debido a su extension, Bahia de Los Angeles fue la localidad donde mas transectos
se realizaron, sin embargo Unicamente se colectaron 12 muestras, los géneros mas activos
fueron: Tedania sp., colectada en el transecto-1 y transecto-2 y Aplysina sp. colectada en el

transecto-1 y el transecto-3 (tabla V). Aqui se identificaron 5 muestras.



Tabla V. Nivel de actividad y localizacién entre transectos de las esponjas colectadas en

Bahia de Los Angeles.

22

: . ot

B3 8.19+0.033 Tedania sp. Transecto-1

Ba 6.79 + 0.033 Aplysina sp. Transecto-1

Ba-4 >25 Demospongiae-3 Transecto-1

Ba 9.04 +0.029 Tedania sp. Transecto-2

Ba- _‘Q/._: 13.27 +0.043 R . Transecto-2

Ba-9 5 = 15.97 +0.045 Demospongiae-4 Transecto-2

Ba-10 25.41 £ 0.024 Demospongiae-5 Transecto-2

52 7.02 + 0.026 Aplysina sp. Transecto-3

B4 S 20.77 +0.025 Demospongiae-6 Transecto-3

Ba-14 :  14.76 + 0.024 Demospongiae-7 Transecto-3

Ba : i 13.73+0.024 Demospongiae-8 Transecto-3

Ba-16 & 7 ; 17.13+£0.028 Demospongiae-9 Transecto-4
M.A.=Muy activo AC-T.=Activo‘ MD.A=Moderadamente activo A.N.S.=Actividad no significativa

Santispack

En esta localidad se colectaron 17 muestras, de las cuales se identificaron 7. Dos de
las muestras se categorizaron como muy activas, una de las cuales fue Chondrilla nucula, 7
muestras resultaron ser activas, entre estas se identificaron a Leucetta losangelensis,
Chondrilla nucula y Aplysina sp.; 6 presentaron actividad moderada y 2 actividad no

significativa.

Leucetta losangelensis fue la Unica especie que se presentd en dos transectos
diferentes (transecto-1 y transecto-3). Las demas especies se presentaron unicamente en un

transecto. La excepcion fue Chondrilla nucula quien en un mismo transecto present6 dos



niveles diferentes de actividad denominado uno como muy activo y el otro como activo

(transecto 2, tabla VI).

Tabla VI. Nivel de actividad y localizacién entre transectos de las esponjas colectadas en

Santispack.
or-le
ave Qe 0 g ombre de I3
D.A 3 e 0O
Himeneacidon
g 3.58 + 0.024 sinapium Transecto-1
2 3.565+0.029 Demospongiae-20 Transecto-1
’ Geodia
an-4 v =
12.07 +£ 0.040 mesotriaena Transecto-1
3 2.38 £ 0.033 Demospongiae-21 Transecto-1
Leucetta
an-o 8.99 + 0.034 losangelensis Transecto-1
Himeneacidon
2 16.69 + 0.016 sinapium Transecto-4
an=10 16.93 + 0.034 Tedania sp. Transecto-2
2 >25 Demospongiae-22 | Transecto-2
Z 10.91 + 0.025 Chondrilla nucula Transecto-2
2 0.89+0.035 Chondrilla nucula Transecto-2
an-=14 4.01+£0.032 Demospongiae-23 Transecto-2
2 20.23 + 0.029 Demospongiae-24 | Transecto-2
an=19 >25 Demospongiae-25 Transecto-3
Leucetta
an=20 12.71 £ 0.034 losangelensis Transecto-3
Z 5.29 + 0.03 Demospongiae-26 Transecto-3
g 13.15 £ 0.020 Demospongiae-27 Transecto-3
& 5.17 £ 0.030 Aplysina sp. Transecto-3

M.A.=Muy activo

ACT=Activo

MD.A=Moderadamente activo

A.N.S.=Actividad no significativa
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El Requesoén

En esta localidad se colectaron 20 muestras de esponjas, de las cuales se
identificaron 7, siendo la esponja mas activa de esta localidad Geodia mesotriaena. De las 20
muestras, 6 resultaron ser activas, 9 moderadamente activas y 5 presentaron actividad no
significativa (tabla VII).

Entre las esponjas identificadas que resultaron ser moderadamente activas contra A.
salina se encuentran Chondrilla nucula y Leucetta losangelensis.

Es interesante que Tedania sp. y Aplysina sp. fueron los Unicos géneros que se
presentaron en los dos transectos y que los valores de CLs, fueron muy similares para ambos
casos. Las dos especies coincidieron en tener los valores mas bajos de actividad en el
transecto-2 y mas altos en el transecto-1, tales valores se encuentran dentro del rango de

moderadamente activas (tabla VII).
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Tabla VII. Nivel de actividad y localizacién entre transectos de las esponjas colectadas en El

Requeson.
A gag
Re 14.56 £ 0.035 Tedania sp. Transecto-1
Re 17.65 £ 0.031 Demospongiae-10 Transecto-1
Re-4 16.37 + 0.027 Chondrilla nucula Transecto-1
Re 15.26 + 0.033 No identificada Transecto-1
Re-6 > 25 No identificada Transecto-1
Re-8 8.3 Demospongiae-11 Transecto-1
Re=10 8.48 + 0.026 Demospongiae-12 Transecto-1
Re 13.156 £ 0.015 Demospongiae-13 Transecto-1
e 13.3 +0.022 Aplysina sp. Transecto-1
Re 8.39 + 0.028 Demospongiae-14 | Tiansecto-1
Re >25 Manglar Transecto-2
Re-16 >25 Demospongiae-15 Transecto-2
Re > 25 Demospongiae-16 Transecto-2
Re-18 FIE 156.23+£0.112 Tedania sp. Transecto-2
Re ' >25 Demospongiae-17 | Transecto-2
Re=2U 14.91 + 0.039 Aplysina sp. Transecto-2
Re 16.43+0034 | s’;‘;‘gjgg o | Transecto2
R 4.67 +0.024 m eigg,‘zz na Transecto-2
Re 5.59 + 0.029 Demospongiae-18 Transecto-2
Re 8.78 £0.018 Demospongiae-19 | Transecto-2

M.A.=Muy activo

El Juncalito

ACT=Activo

MD.A=Moderadamente activo

A.N.S.=Actividad no significativa

En El Juncalito se colectaron 7 esponjas, de las cuales 4 presentaron actividad

moderada y 3 actividad no significativa; de estas ultimas una resulté ser Chondrilla nucula 'y

otra Leucetta losangelensis, las esponjas restantes no fueron identificadas (tabla VIII).
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Tabla VIII. Nivel de actividad y localizacion entre transectos de las esponjas colectadas en El

Juncalito.

Actividad

Clavede | "\ or CLso (mg mi™) Nombre de la

: A N.S. Transecto
colecta + SE muestra

Junc-1 >25 Chondrilla nucula Transecto-1

Junc-4™4 v >25 Demospongiae-28 Transecto-2

v ' >25 Iosl;i:gl;ﬁgssis Transecto-1

777777 v 20.19+0.045 | Demospongiae-29 | Transecto-1
v 20.03 +£0.019 Demospongiae-30 Transecto-1

: / 23.2+0.030 Demospongiae-31 Transecto-1

TR 23.32 +0.028 Demospongiae-32 Transecto-1

ACT=Activo MD.A=Moderadamente activo A.N.S.=Actividad no significativa

Los Frailes

En la localidad de los Frailes, de 2 muestras de esponjas colectadas, una de ellas

resulté poseer actividad moderada y la otra actividad no significativa (tabla 1X).

Tabla IX. Nivel de actividad de las esponjas colectadas en Los Frailes.

Actividad

“1
CLso(mg ml™) Nombre de la Transecto

Clave de
AT M.A.  ACT. MD.A. A.N.S. + SE e

e VS 24.74+0.045 | Demospongiae-34 | Transecto-1

e T | >25 Demospongiae-35 | Transecto-1

M.A.=Muy activo ACT=Activo MD.A=Moderadamente activo A.N.S.=Actividad no significativa
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Isla Espiritu Santo

En la Isla Espiritu Santo se colectaron 2 muestras. Aplysina sp. resulté activa y la otra

moderadamente activa (tabla X).

Tabla X. Nivel de actividad de las esponjas colectadas en Isla de Espiritu Santo.

Actividad

CLso (mg mI™) Nombre de la

+ SE muestra Transecto

Gl AR e FNDA R TANS,
colecta

Es-3 - RNy 12.3 + 0.020

I Esid - 11.38 + 0.026 Aplysina sp. Transecto-1
.A.=Muy activo

Transecto-1

Demospongiae-33

ACT=Activo MD.A=Moderadamente activo A.N.S.=Actividad no significativa

TEMPERATURA DEL AGUA RELACIONADA A LA LATITUD

Para analizar si la temperatura del agua es un factor relacionado con la produccion de
compuestos bioativos, se obtuvieron datos de temperatura superficial del agua de las areas
de colecta, estos datos se obtuvieron de la NOAA COADS. En la figura 9 se observa que

existe un claro comportamiento lineal de temperatura y latitud.
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Figura 9. Resultados de latitud vs. temperatura superficial del agua para las zonas de colecta.
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4.2.1.1. ACTIVIDAD CITOTOXICA EN ESPECIES DE ESPONJAS

Se identificaron los géneros y en algunos casos las especies que se presentaron en
un mayor niimero de localidades. La identificacion se realizé por medio de rasgos distintivos
como espiculas, oxidacién quimica y rasgos morfolégicos. Las especies que se identificaron
fueron: Tedania sp., Aplysina sp., Chondrilla nucula, Leucetta losangelensis y Geodia
mesotrianea. Debido a que algunas de ellas se colectaron mas de una vez en una misma
localidad, se obtuvo un promedio de sus valores de actividad. A estas especies se les aplico
una prueba de correlacién entre los valores de actividad promedio obtenidos, contra latitud y
temperatura, para todos los casos se determiné la significancia de la misma por medio de una

prueba F. Los resultados de estas pruebas se presentan en la tabla XI.

Tabla XI. Resultados de las pruebas F (al 95% de confianza) efectuadas para las especies de

esponjas que se presentaron en mas de una localidad.

Latitud Temperatura

n Feateulada Feritiea n r Fcaleutada Feritica
Tedaniasp, 3 14.9884 3
fﬁqusmﬁf | 5 | -02504 1.0023 10.1 5 | -0.3814 | 1.8499 10.1
Chondrillanucula 3 -0.7350 2.7743 161 3
'Leucetta losangelensis IEIN RN 9.6061 161 3 | -0.8348 | 15.1619 |
F&d&i}f mesotriaena. ] 4 | -06835 | 6.4812 185 | 4 | -0.5337 | 3.43400 | 185
n=ntimero de localidades en las que se presento la especie r=coeficiente de correlacion

Como se puede observar en la tabla XI, Unicamente Chondrilla nucula present6 una
correlacion significativa entre temperatura y actividad citotéxica. Las demas especies no

muestran una relacion significativa entre latitud-bioactividad y temperatura-bioactividad.
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Tedania sp.

Tedania sp. se presenté en Bahia de Los Angeles, El Requesén y Santispak (tabla
Xll). La correlacién para latitud fue de -0.9374 y la prueba F de 14.988; para temperatura fue
mas baja con una correlacion de -0.640 y una F de 1.785. Ninguna de estas pruebas mostro
ser significativa. Como podemos observar en la figura 10, la bioactividad es proporcional a la

latitud, lo que significa que a mayor latitud, los niveles de actividad son mayores y viceversa.

Tabla XIl. CLs, de la esponja Tedania sp. en las localidades donde se presentd

Actividad

ClLso (mg ml™) Localidad
promedio

Claves de M.A. ACT. MD.A. AN.S.
colecta

Ba-1yBa-7 - 8.61 Bahia de Los Angeles
“San-10 SRV 16.93 Santispak

Re2yRe18 | ER/S 14.89 El Requeson

ACT=Activo MD.A=Moderadamente activo A.N.S.=Actividad no significativa

M.A.=Muy activo ‘
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Tedania sp.

20

18

14

Unidades

12

10 -

T T T T T T T T T T
26.0 26.5 27.0 27.5 28.0 28.5 29.0
Latitud

Latitud Tocalidad T —
297 Bahia de Tos = _'Bel%aggll\_/el‘%f&&r‘nc%lm I)I
Angeles
26.76° Santispak
6.72° Requeson

Figura 10. Resultados de bioactividad y temperatura en relacién con la latitud para Tedania

sp.

Aplysina sp.

Este género se encontré en cinco localidades: Calamajué, Bahia de Los Angeles, El
Requeson, Santispak e Isla Espiritu Santo. En la tabla XlII se observa que el nivel mas alto de
bioactividad se presenté en Santispak, seguido por Bahia de Los Angeles. Los valores de
CLso promedio oscilan entre 5.17 y 14.1 mg ml™. En general, los valores de correlacién entre
la actividad con latitud y temperatura son bajos. La correlacién para latitud fue de -0.2504 y la
prueba F de 1.0023; para temperatura la correlacion fue de -0.3814 y la prueba F de 1.8499.

Estos valores resultaron ser estadisticamente no significativos.

A diferencia que Tedania sp., los niveles de bioactividad en esta esponja no se

muestran proporcionales a la latitud (Fig. 11).



Tabla XlII. CLg, de la esponja Aplysina sp. en las localidades donde se presentd
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Uadll
3 de A D A A 0 ocalidad
O O CHO
a-] 7.32 Calamajué
B2 B3 6.90 Bahia de Los Angeles
3 5.17 Santispak
Re Re-20 141 El Requesén
4 g 11.38 Isla Espiritu Santo
M.A.=Muy activo ACT=Activo MD.A=Moderadamente activo A.N.S.=Actividad no signifi
o Aplysina sp.
19 e
17 - ~—
4 o
15 - o
(7]
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Latitud
Latitud Localidad
29.69° Calamajué
29° Bahia de los Angeles Bloactlwdad mg/mT)
26.76° Sanfispak Tem peratura C% |
26.72° Requesén
24 .47° IsTa Espiritu Santo

cativa

Figura 11. Resultados de bioactividad y temperatura en relacion con la latitud para Aplysina

sp.
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‘ " Chondrilla nucula

. La esponja Chondrilla nucula se presenté en El Requesén, Santispak y El Juncalito.
En la localidad de Santispak se colectd dos veces en el transecto-2, siendo esta la muestra
mas activa de toda la colecta (tabla XIV). Tal como podemos observar en la figura 12, los
niveles de bioactividad disminuyen con la latitud. Al determinar si existia correlacién entre la

actividad contra latitud o temperatura se encontré que los valores del coeficiente de

correlacion eran de -0.7350 y -0.9969 respectivamente, sin embargo, al probar la significancia
de los mismos se hizo evidente que solo la relacién entre actividad y temperatura es

estadisticamente significativa (F= 323.26 vs. F;= 161).

Tabla XIV. CLs, de la esponja Chondrilla nucula en las localidades donde se presentd

ge colecta A 4 ). A d ocallaad

3 | 5.9 Santispak
Re-4 B 16.37 El Requeson
[z >25 El Juncalito

M.A.=Muy activo ACT=Activo MD.A=Moderadamente activo A.N.S.=Actividad no significativa
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Chondrilla nucula

25|
20-

154

Unidades

104

T T : . : T v :
25.8 26.0 26.2 26.4 26.6 26.8
Latitud
atitud | Localidad
26.76° | Santispak | Bjoactividad (mg/ml)
26.72° | Requeson ® Temperatura (°C)

25.84° Juncalito

Figura 12. Resultados de bioactividad y temperatura en relacion con la latitud para Chondrilla

nucula.

Leucetta losangelensis

Esta esponja se presenté en los mismos transectos que la anterior y present6 valores
promedio de actividad desde 10.85 mg mI™" hasta actividad no significativa (tabla XV). El valor
de correlacién para latitud fue de -0.7620 y para temperatura de -0.8348. Los valores de la
prueba F son de 9.606 y 15.161 para latitud y temperatura respectivamente. A pesar de que
no se determiné alguna relacién entre estas variables, en la figura 13 se puede observar

como los niveles de citotoxicidad varian dependiendo de la zona de colecta.
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Tabla XV. CLs, de la esponja Leucetta losangelensis en las localidades donde se presento.

Actividad
Rcies MA. ACT. | MDA. ANS. C';ff(fmg s . Localidad
San®'y San-20" 10.85 Santispak
TEERo 16.43 El Requesén
Junc5 v >25 El Juncalito
A.N.S.=Actividad no significativa

M.A.=Muy activo ACT=Activo MD.A=Moderadamente activo

Leucetta losangelensis

15
0
G
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25.8 26.0 26.2 26.4 26.6 26.8
Latitud

Latitud Localidad
26.76° Santispak ® Bioactividad (mg/ml)
26.72° | Requeson @ Temperatura(°C)

25.84° Juncalito

Figura 13. Resultados de bioactividad y temperatura en relacién con la latitud para Leucetta

losangelensis.
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Geodia mesotriaena

Esta esponja se presenté en Calamajué, Bahia de los Angeles, Santispak y El
Requeson. En la tabla XVI se puede observar que en El Requesoén esta especie presenta una
de las muestras mas activas colectadas con un valor de CLs igual a 4.67 mg ml". Como es
evidente en la figura 14 no hay ninguna relacion significativa entre latitud y bioactividad. Los
resultados de la prueba de correlacion con la latitud muestran una r de -0.6835 y una F de

6.481, en cambio, para la temperatura el valor de r de -0.5337 y de F de 3.434.

Tabla XVI. CLs, de la esponja Geodia mesotriaena en las localidades donde se presento.

£ 4 1) A A DCatltal

2 : 9.93 Calamajué

3-8 e 13.27 Bahia de Los Angeles
R * : / v 12.07 Santispak

7 . 4.67 El Requeson

M.A.=Muy activo ACT=Activo MD.A=Moderadamente activo A.N.S.=Actividad no significativa



Geodia mesotriaena
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Figura 14. Resultados de bioactividad y temperatura en relacién con la latitud para Geodia

mesotriaena.



38

4.2.2. CLASE ASCIDACEAE

Los extractos etanodlicos de las 23 muestras de tunicados fueron probados contra
Artemia salina, por sus valores de actividad 10 se clasificaron como activos, 4 como
moderadamente activos y 9 presentaron actividad no significativa. Los resultados

generales de la clase Ascidacea se presentan en la Tabla XVII.

Tabla XVII. Resultados generales de bioactividad para la clase Ascidacea en las zonas de

colecta.

Moderadamente = Actividad no
Activos significativa

Numero de Muy

. Activos
RS G Activos )

Localidad

Galamajue

Bahia de Los
Angeles

Regueson

Santispak

Juncalito

ISla Espiritu
Santo

L os Frailes

Calamajué

En esta localidad se colectaron 2 muestras, por sus valores de CLs, una se clasificd

como activa y la otra como moderadamente activa (tabla XVII).
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Tabla XVIII. Nivel de actividad y localizacién de los transectos de los tunicados colectados en

Calamajué.

Actividad

glave de A . MDA ANS. Cls(mgml') #£SE Transecto

colecta

Ca-7 8.87 £ 0.049
“Ca8 B 13.74 £ 0.024 Transecto-1
M.A.=Muy activo ACT=Activ6 MD.A=Moderadamente activo A.N.S.=Actividad no significativa

Transecto-1

Bahia de Los Angeles

En esta localidad se colectaron 3 muestras (tabla XIX), una se clasificé como activa, la
otra como moderadamente activa y a la restante que no se le pudo determinar la CLs se

categorizé6 como no significativa.

Tabla XIX. Nivel de actividad y localizacién entre transectos de los tunicados colectados en

Bahia de los Angeles.

Al o 1) A A 0 (] 3 = 0

Ba 9.62 + 0.028 Transecto-1
Ba-6 SR 20.13 +0.02 Transecto-2
Bo - v > 25 Transecto-3
M.A.=Muy activo ACT=Activo MD.A=Moderadamente activo A.N.S.=Actividad no significativa

Santispak

En esta localidad se colectaron 6 muestras de tunicados, 3 de ellas resultaron activas,

una moderadamente activa y 2 con actividad no significativa (tabla XX).
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Tabla XX. Nivel de actividad y localizacién entre transectos de los tunicados colectados en

Santispak.
.' : s A A D.A A 2 (Ma NS EGl0
3 e v >25 Transecto-1
an-g 9.73 +0.032 Transecto-2
an-y 7.54 +0.023 Transecto-2
an-16 R 14.14 + 0.029 Transecto-2
a o v >25 Transecto-2
an=1o 10.99 + 0.028 Transecto-2
M.A.=Muy activo ACT=Activo MD.A=Moderadamente activo A.N.S.=Actividad no significativa

El Requesén

En esta localidad se colectaron 5 muestras, 3 de ellas mostraron niveles de actividad

no significativos, una de ellas resultd activa y la otra como moderadamente activa (tabla XXI).

Tabla XXI. Nivel de actividad y localizacién entre transectos de los tunicados colectados en El

Requeson.
A gadl
ave ac A £\ 1) A A 0 J = c O
B v >25 Transecto-1
Re v > 25 Transecto-1
B AL0 v >25 Transecto-1
Re-14 8.51 +£0.037 Transecto-1
Re-24 S 12.88 + 0.015 Transecto-2

M.A.=Muy activo ACT=A6fivo .MD.A=Moderadamente activo A.N.S.=Actividad no significativa
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El Juncalito

En esta localidad se colectaron 5 muestras, de las cuales 2 se categorizaron como

activas y tres resultaron tener actividad no significativa (tabla XXII).

Tabla XXII. Nivel de actividad y localizacién entre transectos de los tunicados colectados en

El Juncalito.

Actividad

Clave de Al . ANS.  Cls(mgml’) #SE

sec
colecta ltahcecto

e 27.98 +0.024 Transecto-1

June-3 : 7.61+0.036
June-10 VAt s 10.02 £ 0.122 Transecto-2
June-11 o v >25 Transecto-2

Transecto-2

Junc-12 57 >25 Transecto-1
M.A.=Muy activo ACT=Activo MD.A=Moderadamente activo A.N.S.=Actividad no significativa

Los Frailes

En esta localidad también se colecté una muestra con un valor de LCs igual @ 3.2
0.108 mg ml"' denominado como activo. Por su nivel de actividad, esta muestra resulté ser la

mas activa de la clase Ascidacea.

Espiritu Santo

En esta localidad solamente se colecté una muestra donde su CLs, fue de 5.16 mg

ml™" el cual se denominé como activo.
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5. DISCUSION

Nuestros datos permitieron demostrar que, al menos para Chondrilla nucula existe
relacion entre temperatura y bioactividad (Fig.12). Si bien la relacion entre latitud-bioactividad o
temperatura-bioactividad resulté no significativa para el resto de las esponjas, ello puede
deberse a que la bioactividad sea mas bien multifactorial, explicandose por el demo o
poblacién de que se trate, los agentes promotores de la actividad —como son presencia de
organismos competidores y/o depredadores- y también la temperatura. Seria necesario, un
estudio posterior enfocado exclusivamente a cada una de las esponjas, y considerando
factores ecolégicos y biolégicos para demostrar el papel que la temperatura juega en esta
relacion.

Contrariamente a lo encontrado en la esponjaChondrilla nucula, existen hipotesis que
argumentan que los invertebrados bentdnicos necesitan defensas quimicas mas fuertes contra
los depredadores debido a que a menores latitudes aumenta la actividad de los consumidores.
Apoyando esta hipétesis se incluyen estudios como los de Bakus y Green (1974) quienes
realizaron comparaciones entre metabolitos secundarios de esponjas y pepinos obtenidos de
aguas tropicales y templadas; asi como las comparaciones entre invertebradossésiles de
Menge y Lubchenco (citado por Hay, 1996). Estos estudios sugieren que debido a que en los
trépicos existe un mayor herbivorismo y depredacion, los niveles de defensas quimicas deben
ser mayores que en los habitats templados, donde existe una menor biodiversidad y por lo
tanto menor depredacion.

Sin embargo, apoyando los resultados obtenidos en el presente trabajo,Bergquist y
Bedford (1978) realizaron un estudio de incidencia antibacterial utilizando esponjas
representativas de todos los 6rdenes de la claseDemospongiae y encontraron que no existen

bases para asumir que la bioactividad sea mayor en los tropicos que en zonas templadas, ya
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que la ocurrencia de esta actividad no se correlaciona de manera logica con ehabitat de las
especies. Sin embargo, aqui hay que cuestionar si el hecho de forzar a que en el estudio
hubiera representantes de todos los érdenes provocoé que no hubiera correlacién con el
habitat.

Lo cierto es que existe poca evidencia experimental y estadistica que soporte la
hipétesis de que las especies tropicales posean defensas mas desarrolladas o de que los
organismos de zonas templadas sean mas susceptibles a los consumidores, lo que obliga a la
realizacion de un mayor nimero de investigaciones donde se comprueben estas hipotesis
(Hay, 1996).

Contrariamente a lo que se esperaba, en las zonas de colecta con latitudes mas bajas
como El Juncalito, Isla Espiritu Santo y Los Frailes se encontré poca diversidad de especies
benténicas, esto tal vez por las condiciones climatolégicas debido a la época del afio en que
se realiz6 la colecta, exposicion al oleaje, etc.; y en las zonas de colecta con latitudes mayores
como Calamajué, Bahia de los Angeles, El Requeson y Santispak se encontré un mayor
niimero de organismos donde El Requeson (en el caso de esponjas) ySantispak (en el caso
de tunicados) fueron las dos localidades donde se colectaron mas organismos debido a su
abundancia; siendo estas areas donde mayorfué la bioactividad. Es de esperarse que la
probabilidad de encontrar compuestosbioactivos dependa del nimero de muestras colectadas
(Riguera, 1997), lo cual bien podria ser la causa de que en El Requeson ySantispak se hayan
encontrado el mayor nimero de extractos activos, ya que estos fueron los lugares donde mas
abundante era la presencia de esponjas ytunicados. Esto significa que existe una aparente
relacion entre actividad y biodiversidad al menos para estas zonas.

Por otra parte, las especies que resultaron inactivas en este bioensayo no hay que

descartarlas, ya que tal inactividad se pudo haber debido a la época del afio o a la
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composicion de la comunidad benténica por lo que serd necesario estudios posteriores de

deteccion estacional de bioactividad en dichas especies.

Bioactividad entre especies de esponjas

Las especies que se presentaron en mas de dos zonas de colecta y que fueron
identificadas son: Tedania sp., Aplysina sp., Chondrilla nucula, Leucetta losangelensis y
Geodia mesotriaena. Todas estas resultaron con aparentes diferencias entre los valores de
ClLs, para las distintas localidades. Una explicacion a este suceso la proporciona
Christophersen (1991) quien asegura que un organismo produce patrones demetabolitos
completamente diferentes (tanto cuantitativos como cualitativos) dependiendo de las
condiciones ecolégicas que experimenta. Cuando la esponja no se encuentraestresada, esta
solo utiliza defensas quimicas indispensables, expresada como una liberacion continua de un
amplio réngo de compuestos, pero cuando existe reproducciéon simbidtica excesiva en
pequefios periodos de tiempo o la llegada de organismosepibiontes; esto resulta un estimulo
para que la esponja se adapte a una nueva situacion ecoldgica a través de una modificacion
del patrén de metabolitos secundarios. Otras hipotesis son propuestas porGreen et al. (1985)
y Bakus et al. (1985) quienes concuerdan que las variaciones en la produccion demetabolitos
de una misma especie se deben a diferencias estacionales o muestras colectadas a diferentes
profundidades y atribuyen la baja incidencia de bioactividad a que sus muestras fueron
colectadas en los meses de invierno. Esta hipétesis pudiera ser vélida en este trabajo, ya que

la colecta se realizé en febrero.
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Tedania sp.

Con los resultados obtenidos se observo que en las localidades donde se colect6 esta
esponja (Bahia de Los Angeles, Requeson y Santispak) se muestra una aparente disminucion
de la bioactividad al acercarse a zonas de colecta de latitudes mas bajas. Sin embargo, esta
especie no present6 una relacién directa con la temperatura.

A pesar de las numerosas investigaciones acerca de esponjas, se ha reportado muy
poco del género Tedania, sin embargo existen metabolitos secundarios aislados de esta
esponja con actividad vs. Artemia salina (citotoxicidad) reportados por Dillman (1991).

En este género se ha encontrado actividad hemolitica (Costa, 1997), antifungal,
antibacterial, antitumoral (Muricy et al. 1993), citotéxica (Schmitz et al., 1984). En la actividad
antibacteria reportada por Muricy et al. (1993) encontraron que no existia una relacion
significativa entre tal bioactividad y el habitat de las especies o en la forma de crecimiento. Tal
argumento nos indica que los metabolitos secundarios en Tedania tal vez no sean producidos
por esta especie, ya que Tedania es la primera especie en la que reportan (Stierlest al., 1988)
que las bacterias simbiontes son las productoras de algunos metabolitos secundarios que se

atribuian anteriormente a la esponja.

Aplysina sp.

Esta esponja se presenté en Calamajué, Bahia de Los Angeles, Requeson, Santispak
e Isla Espiritu Santo. Al igual que la especie anterior, esta esponja disminuye subioactividad
en las zonas de colecta de latitudes bajas como en la IslaEspirito Santo. Betancourt-Lozano
et al. (1998) realizaron un estudio antimicrobiano estacional en la Isla Espiritu Santo y
encontraron actividad antimicrobiana en todo el afo. Estos autores asumen que las

variaciones en dicha actividad se debe a que las esponjas pueden cambiar los mecanismos de
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produccién de metabolitos en presencia de un estimulo en particular. La continua produccion
de actividad antimicrobiana se debe a la masiva reproduccion de los invertebrados asociados y
a la llegada de grandes cantidades de organismos depredadores, lo cual causa estrés en la
esponja quien modifica la produccion de metabolitos secundarios al encontrarse en tales
condiciones.

Una explicacién mas clara la proporcionanEbel et al., (1997) quienes encontraron que
al dafiar los tejidos de diversas especies del géneroAplysina, ésta convertia ciertos alcaloides
en toxinas, proceso que llevaba 40 segundos después de haber sido dafiado el tejido. La
explicaciéon ecolégica de este proceso es tener una ventaja sobre los depredadores, en donde
la conversion de estas toxinas debe ser rapida para minimizar la pérdida de tejido y de
prevenir la invasion de ciertos organismos patégenos en la herida. Esta especie es el primer
invertebrado marino al que se le ha comprobado una defensa quimica dinamica que consiste
en la liberacién y conversion de compuestos bioactivos almacenados.

Esta hipotesis puede ser una de las razones por las cuales Aplysina sp. no presenta un
patron evidente de bioactividad, ya que las condiciones de estrés para esta esponja fueron
diferentes en las zonas de colecta. Estas condiciones podrian variar dependiendo de la
manera en que era cortada la esponja, tiempo que tardaba en almacenarse después de la
colecta, etc.

El género Aplysina ha sido objeto de multiples estudios entre los que se encuentran
determinacién de alcaloides (Weiss et al, 1996; Ebel et al, 1997), antibidticos (Andersen y
Faulkner, 1973), alta actividad antibacterial (Andersen y Faulkner, 1972 y 1973;Muricy, 1993;
Arrieta-Guzman, 1990 y Cruz-Sosa, 1992), citotoxicidad (Ciminiello et al., 1996) y antifungal

(Muricy, 1993).
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Chondrilla nucula

Esta esponja se present6 en El Requesdn, Santispak y El Juncalito. Esta especie fue
el Gnico caso al que se comprob6 una relacion entre temperatura ybioactividad. La zona de
colecta donde present6 mayor bioactividad fué en Santispak. Probablemente, la fauna
asociada a esta especie es la causante de esta actividad, ya que en el campo se observé que
las muestras de esta localidad se encontraban rodeadas de otras especies como crustaceos,
poliquetos, algas, y otras esponjas, lo que hace que la competencia por espacio y alimento
sea mayor y entonces Chondrilla nucula empiece a liberar sus metabolitos secundarios. Esto
' concuerda con lo reportado por autores como Montiel-Pichardo (1999) quien encuentra
variacion estadisticamente significativa de la actividad citotéxica (determinada por el método
de A. salina) a nivel microgeografico en Santispak y porSwearingen y Pawlik (1998) quienes a
pesar de no encontrar variacion geografica, reportan que Chondrilla nucula posee una alta
variabilidad intercolonial de sus defensas quimicas contra la depredacién por peces. Asi
mismo, Swearingen y Pawlik (1995) reportan variabilidad intercolonial en la actividad
antideterrente de la esponja Chondrilla nucula y segun ellos, dicha actividad varia dependiendo
de las formas de crecimiento, habitats y variabilidad defensiva de la especie hacia los
depredadores.

Esta esponja ha sido ampliamente estudiada, en ella se han identificado, aislado y
caracterizado acidos grasos principalmente (Carballeira y Maldonado, 1986;Carballeira y
Maldonado, 1987; y Litchfield et al, 1980) y se ha encontrado actividadcitotdxica (Costa et al,

1997) y antibacterial (Muricy, 1993).
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Leucetta losangelensis

Esta especie se presentd en el Requeson, Santispak y El Juncalito. No presenté
relacién entre latitud-bioactividad ni temperatura-bioactividad. Santispak fué el area de colecta
donde mayor actividad presentd. En esta localidad Kelly-Gutierrez (1999) determina que
existen variaciones estacionales de citotoxicidad para esta especie.

Los principales compuestos quimicos que se han aislado e identificado en género son
los alcaloides (Akee et al., 1990; Carroll et al., 1993; Fu et al., 1997 y Plubrukarn et al., 1997)

Tal como lo pudimos comprobar en campo, esta esponja sirve como habitat

reproductivo para el crustaceo Paracerceis sculpta (Shuster, 1984 y 1987).

Geodia mesoftriaena

Esta esponja tampoco muestra un patrén aparente debioactividad, en la localidad de
Santispak presentd uno de los niveles de citotoxicidad mas altos de la colecta, datos que
concuerdan por lo reportado por otros autores comoKelly-Gutierrez (1999) quien reporta para
la zona de Santispak valores altos de citotoxicidad y determina que no existen diferencias
estacionales de dicha bioactividad; por otra parte Pettit ef al. (1981) encontraron que una
eépecie de Geodia mesotriena colectada en el Golfo de California poseia actividadanticancer
y posteriormente estos mismos autores aislan las proteinas llamadasgeodiatoxinas. También
se ha comprobado actividad antifungal (Tinto, 1998) y hasta el descubrimiento de un agente

antihelmitico (Capon et al, 1999).

Bioactividad de tunicados entre localidades
Debido a que no se identificaron los tunicados, no se pudieron realizar pruebas de

correlacién entre actividad-temperatura y actividad-latitud como en el caso de las esponjas.
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Esto es porque no se sabe el nimero de especies que se colectaron o si éstas se repitieron en
mas de una localidad.

De manera general, se observa que no existe un patrén debioactividad para las areas
de colecta en la clase Ascidacea, lo Unico que se observa es que en las localidades con
latitudes menores como Los Frailes e Isla Espiritu Santo se tienen los valores mas altos de
bioactividad para esta clase. Sin embargo, la diversidad y abundancia de estos organismos fue
muy baja debido a que en estas dos localidades solamente se colectdé un organismo. Esto lo
confirma lo observado Kelly-Gutierrez (1999), quien concluye que la baja biodiversidad esta
relacionada con la alta dominancia de las especies productoras de compuestos biactivos.

Al igual que el phyllum Porifera, las zonas donde se colectaron mas muestras fueron
Santispak y El Requesén, siendo la primera quien conté con mayor numero de organismos
denominados como ‘activos’.

A pesar de que en general se colectaron muy pocostunicados, en todas las areas de
colecta se presenté al menos una muestra denominada como ‘activa’.

Un amplio rango de toxinas con interésfarmacolégico han sido aisladas de tunicados,
estas incluyen a la didemnina, compuesto que estuvo sometido a pruebas clinicas para tratar a
pacientes con cancer. La mayoria de los compuestos obtenidos de estos organismos han
mostrado poseer actividad citotdxica. Aunque se sabe que estos compuestos los utilizan como
defensas quimicas, el mecanismo de liberacion aun es desconocido (Watters yVan-den-
Brenk, 1993).

Las larvas y adultos del tunicado Trididemnum solidum, producen metabolitos
secundarios (didemninas) los cuales en bajas dosis inducen vémito en peces. La explicacion
ecologica de este proceso es que los depredadores seleccionen su alimento y eviten la

ingestion de estas larvas (Lindquist y Hay, 1995).
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Los principales compuestos que se han encontrado entunicados son los nitrogenados

(péptidos y alcaloides) casi todos derivados de aminoacidos. La actividad mas comun

reportada es la citotoxica, y en menor escala la antimicrobiana, antiviral y antinflamatoria
(Davidson, 1993).

De los estudios antimicrobianos realizados con tunicados en el Golfo de California se

encuentran Andersen y Faulkner (1972) quienes fueron los primeros en reportar actividad

antimicrobiana para un tunicado.

Origen de los metabolitos bioactivos

La razén por la que en estudio la produccion demetabolitos no siguiera una relacion
clara con la temperatura, indica que el origen de los metabolitos secundarios bioactivos
presentes en esponjas y tunicados se deba a otros factores. Varios autores argumentan que la
produccion de metabolitos secundarios no se debe a los organismos benténicos sino a los
organismos simbiontes que participan en la produccién de metabolitos directa o
indirectamente, por ejemplo Martin y Darias (1978) afirman que en los phyla Porifera y
Mollusca un porcentaje de los metabolitos provienen directa o indirectamente de comunidades
algales con las que viven en simbiosis y utilizan como parte de su dieta.McCaffrey y Endean
(1985) identifican a los organismos simbiontes asociados con esponjas como los productores
de los metabolitos bioactivos. Por otra parte, Fenical (1993 y 1999°) asegura que gran parte de
los metabolitos provenientes de las esponjas son de origen bacteriano, ya que el 50% del peso
de la esponja so'n bacterias, aunque aln no se sabe la razén de tal simbiosis este autor cree
que existe una especializacién importante entre ellos, ya que supone que las esponjas

seleccionan a los microorganismos poseedores de estosmetabolitos para defenderse de sus

" Fenical (1999), Conferencia Marine Microoganisms: A Novel Focus of Marine Biotechnology. Ensenada, Baja California.
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depredadores. Uriz et al (1992) atribuye a las cianofitas la actividad citotéxica encontrada en
esponjas. Davidson (1993) sugiere que con relacion a los tunicados, los simbiontes
microalgales desempefian un papel importante en la producciéon demetabolitos secundarios
sin conocerse aun la causa de esta simbiosis. Debido a que en este estudio se sugiere que la
produccién de metabolitos secundarios se deba mas a factores bidticos que abidticos
(temperatura), tambien podria ser que estas variables estén reguladas por otros factores como
la disponibilidad de alimento, depredacion, reproduccion, liberacion delarvas por organismos
bentdnicos, etc.

Debido al desconocimiento del papel que desempefian los organismossimbiontes en la
produccion de metabolitos bioactivos y para comprobar estas teorias, es necesario estudios
mas especializados. Para esto se sugiere un estudio quimico-ecolégico de la comunidad

benténica que alberga a los organismos de interés.

Método de Artemia salina

Hasta la fecha, se han utilizado diversos métodos para detectar toxicidad en
organismos marinos, pero debido a la gran cantidad de muestras que se colectaron, el método
de Artemia salina fué el mas conveniente para estos fines, ya que se consume poca cantidad
de extracto y por otra parte es Util para identificar metabolitos con un amplio espectro de
actividad (Sam, 1993).

Autores como Thompson et al. (1985) y Munro et al. (1987) mencionan que el ensayo
de Artemia salina es un buen indicador decitotoxicidad y es ideal para la rapida evaluacion de
compuestos citotdxicos. Por otra parte, De Rosa et al. (1989 y 1994) reportan la actividad
citotoxica de compuestos aislados de esponjas como Ircinia spinulosa y Dysidea avara

utilizando bioensayos con Artemia salina.
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6. CONCLUSIONES

e De las 6 localidades muestreadas en este estudio se obtuvieron un total de 87 muestras,

de las cuales 64 pertenecen al phyllum porifera y 23 a la clase Ascidacea.

e Dentro del phyllum Porifera y debido a los valores de CLs,, las muestras se clasificaron de
la siguiente manera: 2 como muy activas, 21 como activas, 28 como moderadamente

activas y 13 con actividad no significativa.

e De la misma manera, dentro de la clase Ascidacea 10 de las muestras se clasificaron

como activas, 4 como moderadamente activas y 9 con actividad no significativa.

e No existe un patron aparente de bioactividad para todos los organismos estudiados en el

Golfo de California.

e De las especie estudiadas para determinar la existencia de un patrén de bioactividad
relacionado a la latitud o temperatura, Chondrilla nucula fué el Unico organismo que

presento relacién estadisticamente significativa entre temperatura y actividad citotoxica.

e Los géneros Tedania sp., Aplysina sp., Leucetta losangelensis y Geodia mesotrianea no
presentaron relacion estadisticamente significativas entre latitud-bioactividad o

temperatura-bioactividad.

e La zona de colecta Santispak fue donde mas muestras activas se encontraron, tanto para

esponjas como para tunicados, lo cual pudo deberse a la diversidad de especies.
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7. RECOMENDACIONES

Para el seguimiento y continuacion del presente estudio se recomiendan los

siguientes enfoques en las préximas investigaciones:

e Como paso inmediato identificar las muestras de tunicados, para poder determinar si

existe una relacion entre latitud o temperatura con la bioactividad.

e Estudios posteriores enfocados exclusivamente a cada una de las especies tanto de
esponjas como de tunicados, donde se consideren factores ecolégicos y biolégicos. Esto

con el fin de demostrar el papel que tienen diversos factores ambientales en esta relacién.

e Realizar otro tipo de bioensayos a los extractos que no resultaron activos contra A. salina

con el propdsito de determinar otro tipo de actividad.

e Realizar pruebas mas especificas (actividad anticancerigena, por ejemplo) a las muestras

gue resultaron activas contra A. salina.

e Continuar con la separacién, aislamiento y purificacion de los extractos que fueron activos

contra A. salina con el fin de determinar el tipo de compuesto responsable de tal actividad.

e Realizar muestreos estacionales para determinar la variacion en la concentracién de los

compuestos bioactivos.
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Resultados de Calamajué

Clave de

colecta

CA-1

CA-3

CA-4

CA-6

dosis
[mg/ml]

14.4
10
12
29

21.3
16
10.6
5.3
2.6

16.4
8.2
6.1
4.1

374
18.7
9.3

mortalidad

(%)

76
27.65
6.84
0.98

100
79.66
53.21
23.27

4.05

81.25

57.75

38.46
4.23
1.16

100
68.33
5.06

mortalidad
control (%)

0.066

O O O © O

0.13

Resultados de Bahia de los Angeles

Clave de

colecta

BA-1

BA-2

BA-4

dosis
[mg/ml]

30.8

20.5
10.2
5.1

14.2
8.5
5.6
2.8
1.4

30.1
21.7
16.7
10.8
5.4
2

mortalidad

(%)

100
91.3
65.85
16

90.83
72.29
32.92

26.3

18.75

3.88
1.2

mortalidad
control (%)

o O O o o

o O O O o o

Clave de
colecta

BA-7

BA-8

BA-9

BA-10

BA-11

BA-13

BA-14

BA-15

BA-16

dosis
[mg/ml]

20.2
15.1
10
5
25

28
21
14
Vd
35

19
12.7
6.3

35.2
23.5
4.7

10.3
7.7
5.1
25

22
20.4
15.3
10.2

5.1

25

33.4
22.2
11

17.4
11.6
5.8
29

26.8

20.1
13.4
6.7

mortalidad

(%)

100
94.5
59.61

24

1.4

87.57
72.5
51.61
31
16.76

66.66
28.84
10.44

81.44
425
8.18

82.25
58.33
23.8
0

54
48.1
18.9

100
95.77
18.33

100
16.66

84.92
62.61
30

mortalidad
control (%)

o O O O o

o o o o oo

o o

o O O ©

o oo oo o

o

o

o © © o
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Resultados de Santispak

Clave de

colecta

SAN-2

SAN-3

SAN-4

SAN-5

SAN-6

SAN-7

SAN-10

SAN-11

dosis

[mg/ml]

20.8
14.9
8.9
5.9
29

12.5
9.4
6.2
3.1
1.5

14.8
7.4
3.7

101
6.7

1.6

13.7
9.8
7.8
3.9
1.9

441
34.3
245
14.7

20.6
15.4
10.3
5.1
25

25
15

4.4
22
0.8

mortalida

d
(%)

100
100
100
84.61
37

100

100

100
39.68

61
22.35
9.67

96.5
92.45
83.58
34.14

80.85
59.71
39.84
19.17
4.49

100
98.04
65.51
27.77

69.8
421
24.35
10.32
3.58

15.5
12.9
11.76
6.55
1.13
0.85

mortalidad

control (%)

o O ©O © O
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Clave de

colecta

SAN-12

SAN-13

SAN-14

SAN-15

SAN-19

SAN-20

SAN-21

SAN-22

dosis

[mg/ml]

25.1
18.8
12.5
6.2
3.1

21.1
15.8
10.6
5.3

2.6

30.1
20
10

21.8
15.6
9.3
6.2
3.1

31.3
26.1
15.6
10.4
5.2

16.5
11
5.5

mortalidad

(%)

98.9
92.48
78.88

443

100
100
100
100
96.63
43.28

100

100

100
81.17
32.89

54.16
2FT7
13
1.65
1.26

20.58
6
1.5

84.74
59.83
34.07
16.66
2.71

100
100
100
92.4
49.25

88.23
14
4.58

mortalidad

control (%)

0.13
0
0
0

o O ©O O o O O O O o o

o O ©O O o

0.06

o O O O o

o O O o o

0.07
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Resultados de Santispak

Clave de
colecta

SAN-23

dosis
[mg/ml]

14.3
9.3
5.9
42
1T

mortalidad

100
96.5
71
14.63
0

mortalidad
(%) control (%)

o ©O © O ©
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Resultados de El Requesén

Clave de
colecta

RE-2

RE-3

RE-4

RE-5

RE-6

RE-8

dosis
[mg/ml]

17.6

141
8.8

5.3

31.4

21.9
12.5
6.2

20.2
14.4
8.6
5.7
2.8

15.4
14.8
9.8
4.9

19.1
12.1
8.7
5.2
17

20.2
14.4
11.6
5.8

mortalidad

88.23

45.65
16.13
7.31

100
66.66
23.25

5.35

75.53
34
12

6.12

50.7
46.15
11.47

30.77
13.33
3.48
1.72
0.68

100
93.54
76.19°
21.05

mortalidad
(%) control (%)

o © o o

o O O o

o O O o o

0.13

o oo oo

o O o o

Clave de
colecta

RE-10

RE-11

RE-12

RE-13

RE-15

RE-16

RE-17

RE-18

RE-19

dosis
[mg/ml]

22.3
15.9
9.5
6.4

21
16
9.4

23
18.5
13.8
9.2
4.6

9.2
6.6
4.6

21.3
12.8
8.5

25
20

15
10.7
8.6
4.3

28
18.6
9.3

11.9
1.2

211
16.9
12.7
8.4
4.2

mortalidad
(%)

97.27
89.6
63.15
22

97.3
61.34
29.75

94.23
80
55.32
10.78

60
25
9.72

8.06
1.49
0.96

7.45
5.72

o o o

15.87
3.53

45.57
3.44

4.25
1.92
1.21

mortalidad
control (%)

o © O o

o o

© O 0 o L
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Resultados de El Requeson

Resultados de El Juncalito
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Clave de dosis mortalidad mortalidad Clave de dosis mortalidad mortalidad
colecta [ma/ml] (%) control (%) colecta [mg/ml] (%) control (%)
RE-20 30 84.53 0 JUNC-1 27.8 0 0
20 65.82 0 20.8 0 0
10 28.78 0 13.9 0 0
7.5 10 0 6.9 0 0
RE-21 16.5 50.7 0.13 JUNC-4 40.3 36.7 0
15.6 46.53 0 26.9 13.93 0
10.4 29.19 0 13.4 2T 0
7.8 12 0
5.2 5.18 0 JUNC-5 40.1 18.9 0
2.6 1.22 0 35.1 15.66 0
25.3 10.41 0
RE-22 21.2 99.57 0 15.8 5.9 0
16.9 95.7 0 9.7 2.8 0
2.7 88 0
8.5 75.42 0 JUNC-6 23 66.66 0.06
4.2 46 0 17:3 3 0
8.6 16.9 0
RE-23 21.8 97 0 5.7 112 0
14.5 94.6 0
10.9 90.22 0 JUNC-7 21 51 0
7.2 67.74 0 16.2 8.22 0
3.6 20.88 0 10.8 1.78 0
54 0 0
RE-25 22.2 100 0
16.6 100 0 JUNC-8 25.7 57.97 0.13
11.1 85.1 0 171 26.43 0
8.3 41.77 0 11.4 12 0
5.5 3.8 0
JUNC-9 24 52.25 0
22.8 47.54 0
16.3 19.75 0
9.7 3.63 0
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ANEXO Il
Resultados de Calamajué Resultados de Santispak
Clave de dosis mortalidad mortalidad Clave de dosis mortalidad mortalidad
colecta [mg/ml] (%) control (%) colecta [mg/ml] (%) control (%)
CA-7 17.4 92.1 0 SAN-1 35.7 23.8 0
13 73.43 0 23.8 4.96 0
8.7 49.15 0 11.9 0 0
4.3 23.33 0
SAN-8 18.5 98.2 0
CA-8 37.7 100 0 14.8 88 0
28.3 100 0.06 111 60.81 0
18.8 84.31 0 7.4 217 0
9.4 8.82 0 3.7 8.8 0.06
SAN-9 8.4 67.5 0
Resultados de Bahia de los Angeles 6.3 22.2
Clave de dosis mortalidad mortalidad 4.2 3.12 0
colecta [mg/ml] (%) control (%)
SAN-16 33.2 100 0.13
BA-5 13.1 79.41 0.06 221 90.6 0
9.8 51.35 0 11 27T 0
6.5 25.42 0
3.2 5.44 0
SAN-17 251 0 0
BA-6 22.5 67.9 0.13 20 0 0
16.9 23.65 0 16.1 0 0
14.2 6 0 14.4 0 0
5.6 0 0 8.6 0 0
57 0 0
BA-12 30 454 0
22.7 39.39 0 SAN-18 221 81.68 0
17.6 4.61 0 15.8 74.78 0
10 0 0 9.4 40.79 0
6.3 1.87 0
3.1 1.2 0




Resultados de El Requeson
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Resultados de El Juncalito

Clave de dosis mortalidad mortalidad Clave de dosis mortalidad mortalidad
colecta [mg/ml] (%) control (%) colecta [mg/ml] (%) control (%)
RE-1 18.8 12,5 0 JUNC-2 45.8 93.4 0
134 6.66 0 30.5 54.76 0
8 6.66 0 15.2 17.17 0
5.3 6.66 0
27 3.38 0 JUNC-3 14 95.12 0
11.4 85 0
RE-7 22.4 5.33 0 7.6 50 0
16 1:85 0 5 20.33 0
12.8 0.9 0.06 25 5.26 0
6.4 0.67 0
JUNC-10 18.8 93.75 0
RE-9 29.4 19.71 0 1.88 6.06 0
19.6 9.3 0
13.1 5.37 0 JUNC-11 25 39.8 0
9.8 2.54 0.06 15 35.43 0
10 30.5 0
RE-14 11.6 75 0 5.6 24.13 0
7 35.71 0 0.5 1.92 0
5.8 12.63 0
35 3.5 0 JUNC-12 30 15.2 0
1.1 0 0 24 129 0
14.4 1.78 0
RE-24 14.7 71.7 0 9.6 0 0
10.5 17.77 0
6.3 0 0
4.2 0 0




Resultados de Isla Espiritu Santo

Clave de dosis mortalidad mortalidad
colecta [mg/ml] (%) control (%)
ES-1 5.4 65.11 0
4.7 26.53 0
3.4 5.97 0
2 1.06 0
0.6 0.8 0

Resultados de Los Frailes

Clave de dosis mortalidad mortalidad

colecta [mg/mi] (%) control (%)
FRA-3 3.8 58 0
0.3 2.27 0

0.03 1.38 0
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