Bol. Invest. Mar. Cost. | 35| 91-101 | ISSN 0122-9761 | Santa Marta, Colombia, 2006

DETERMINACION DE LA CAPACIDAD ANTIEPIBIOTICA
DE LOS EXTRACTOS ORGANICOS CRUDOS DE LAS
ESPONJAS MARINAS CRIBROCHALINA INFUNDIBULUM Y
BIEMNA CRIBARIA

Jazmin Arias ', Sven Zea ?, Federico Newmark' y Marisol Santos-Acevedo’

1 Instituto de Investigaciones Marinas 'y Costeras (INVEMAR), Cerro Punta Betin, Santa Marta, Colombia.
E-mail: fitosporaceae @yahoo.com(J.A), fnewmarkum@yahoo.es (FN), msantos @invemar.org.co (MSA)

2 Universidad Nacional de Colombia, Departamento de Biologia, CECIMAR/INVEMAR, Cerro Punta Betin,
Santa Marta, Colombia. E-mail: szea@invemar.org.co

RESUMEN

Los organismos marinos sésiles pueden utilizar mecanismos fisicos, quimicos y biologicos para
controlar (evitar o inducir) la epibiosis. Como una primera aproximacion hacia mecanismos quimicos, en
este estudio se evalud la capacidad antiepibidtica de los extractos organicos crudos de las esponjas marinas
Cribrochalina infundibulum (=C. vasculum) y Biemna cribaria. Los extractos fueron incluidos a concentracion
natural en geles a base de agar, y dispuestos en campo durante 28 dias para ofrecerlos como sustrato a la
comunidad epibidtica natural y asi comparar el grado de colonizacion en comparacién con geles control sin
extracto. Se encontrd que los extractos de ambas esponjas inhiben significativamente la colonizacién de la
mayorfa de los grupos de organismos epifaunales, siendo B. cribaria mas efectiva que C. infundibulum y,
asi mismo, que su tasa de liberacién de extracto al medio es menor, por lo que su accion inhibitoria es mas

duradera.

PALABRAS CLAVE: Antiepibiosis, Extractos organicos, Cribrochalina infundibulum, Biemna cribaria, Caribe

colombiano.

ABSTRACT

Antifouling capacity determination of crude organic extracts from the marine sponges
Cribrochalina infundibulum and Biemna cribaria. Sessile organisms can use physical, chemical, and
biological mecanisms to control, avoid or induce epibiosis. The antifouling capacity of crude organic extracts
from the marine sponges Cribrochalina infundibulum (=C. vasculum) and Biemna cribaria, was evaluated.
Natural concentrations of sponges extracts were added to agar based gels and deployed in the field during 28
days, to offer substrate to natural epibiotic community. Colonization extent was then compared with control
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gels without extracts. Extracts from both sponges significatively inhibited the colonization of most of epifaunal
organisms. B. cribaria was found to be more effective than C. infundibulum; moreover its extract lixivation was

lower with a longer inhibitory action.

KEY WORDS: Antifouling, Organic extracts, Cribrochalina infundibulum, Biemna cribaria, Colombian
Caribbean.

INTRODUCCION

La epibiosis se define como el asentamiento de organismos en crecimiento
sobre las superficies animadas e inanimadas sumergidas; es un fendmeno que puede ser
favorable, neutro o tener efectos letales tanto para el epibionte como para el basibionte
(Henrikson y Pawlik, 1998; Puyana, 2002). Sin embargo, hay que tener en cuenta que no
todos los organismos marinos presentan epibiontes.

La colonizacidon de una nueva superficie sumergida en un medio acuatico
estd compuesta generalmente por cuatro fases que se superponen: acondicionamiento
bioquimico, colonizacion bacteriana, colonizacidn unicelular y, finalmente, colonizacion
de eucariotes multicelulares. En la primera fase hay adsorcion de compuestos quimicos
organicos disueltos (Wahl, 1989; Callow y Callow, 2002); la colonizaciéon bacteriana
se refiere a una cubierta bacteriana creciente formada por células vivas, muertas y
mucopolisacaridos (Wahl, 1989; Else et al., 2003). La colonizacién por eucariotes
unicelulares comprende la llegada de levaduras, protozoos y diatomeas y finalmente
la colonizacion de organismos multicelulares se refiere al establecimiento de larvas
meroplanctonicas y esporas algales (Wahl, 1989).

Entre las especies con una forma de vida sésil, es com@in la defensa quimica
contra la epibiosis mediante la liberacion o exudacion de compuestos quimicos (Van
Alstyne y Paul, 1988; Wahl, 1989; Pawlik, 1993; Berembaum, 1995; Hay, 1996;
Sammarco y Coll, 1997; Puyana, 2002; Thakur y Miller, 2004). Los extractos quimicos
de los organismos marinos contienen un vasto despliegue de compuestos con actividad
antibacterial, antialgal, antilarval y otras actividades nocivas, menos definidas, que
podrian ser empleadas para impedir, controlar o inducir la epibiosis. La proteccion contra
la epibiosis es una posible funcion defensiva de algunos productos naturales marinos,
aislados de organismos bentdnicos o sésiles, en particular las esponjas (Henrikson y
Pawlik, 1995).

Por otro lado, la deteccion de actividades antiepibidticas en los extractos
orgéanicos crudos de diversos organismos marinos tiene un notable interés en la industria,
ya que actualmente hay una blisqueda en torno a alternativas limpias a los métodos
antiepibioticos tradicionales (cobre, tributilestaiio) que tienen serias consecuencias sobre
el ambiente [toxicidad en un amplio rango de organismos acuaticos, contaminacion de
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sedimentos en fondos marinos y dermatitis severa en humanos (IMO, 2002)], con el fin
de contrarrestar los inconvenientes que causan los epibiontes sobre embarcaciones y
otras estructuras sumergidas [aumento en el consumo de combustible, altos costos en
la limpieza y remocion de pintura de los cascos, asi como las medidas de conformidad
asociadas (IMO, 2002; Callow et al., 2003)]. Durante la realizacion de este estudio se
buscod determinar la capacidad antiepibidtica de los extractos organicos crudos de las
esponjas marinas Cribrochalina infundibulum y Biemna cribaria, con el fin de tener una
aproximacion al papel ecoldgico (defensa contra epibiontes) de los compuestos presentes
en dichos extractos.

MATERIALES Y METODOS

Recoleccion

Se seleccionaron las especies C. infundibulum y B. cribaria como ejemplo de
una esponja expuesta y una criptica, respectivamente. Las esponjas fueron recolectadas
mediante buceo con equipo autdbnomo, en la ensenada Granate (11° 20°-11°21° 15" Ny
74°08°-74° 07’ 43 W) en diciembre de 2003 a 23 m de profundidad (B. cribaria) y Punta
de Betin (Bahia de Santa Marta, 11° 15° 6” Ny 74° 13* 15”) en febrero de 2004 a 11 m
de profundidad (C. infundibulum). Se tomaron aproximadamente 600 g de cada esponja
con ayuda de un cuchillo y se introdujeron en bolsas plasticas con cierre hermético.
Se registraron las caracteristicas de los organismos en su ambiente natural, tales como
forma, coloracion, consistencia y caracteristicas de superficie y 6sculos. Las esponjas
se trasladaron a los laboratorios del Instituto de Investigaciones Marinas y Costeras —
INVEMAR en Santa Marta. Se conservd un fragmento de cada especie en etanol 70%
como muestra testigo, depositada en el Museo de Historia Natural Marina de Colombia,
con sede en INVEMAR (INV-POR-895 para C. infundibulum; INV-POR-890 para B.
cribaria). El resto de esponja se congel6 inmediatamente a —15 °C para evitar la posible
degradacion de sus componentes quimicos.

Preparacion de los extractos

Para determinar la concentracidon natural de extracto en las esponjas se
realizaron mediciones volumétricas de los fragmentos de esponja himeda a ser
extraida, en una probeta con agua de mar filtrada. Posteriormente se liofilizaron y
se sometieron a extraccion en dos rondas, una con metanol grado analitico y la otra,
luego de separar el sobrenadante por filtracidon, con metanol: diclorometano (2:1). Los
sobrenadantes de las dos rondas se juntaron y el solvente se evapord en un rotavapor.
Previo a su utilizacion, los extractos fueron resuspendidos en cantidades minimas de
metanol: diclorometano (2:1).
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Desarrollo de la prueba antiepibiotica

Para el experimento se prepard un medio gelatinoso de agar compacto
(Phytagel®), el cual se sirvid en cajas de Petri de 10 cm de didmetro, realizando 10 réplicas
por tratamiento. Para cada caja se disolvieron para los controles 0.32 g de Phytagel en
20 ml de agua desionizada y para los tratamientos (extractos) se disolvieron 0.21 g de
Phytagel en la misma cantidad de agua [Chaves (2003), metodologia modificada de
Henrikson y Pawlik (1995)]. Estas cantidades diferentes responden a la necesidad de
lograr una consistencia equivalente en los geles control y aquellos con extracto. En cada
caso se prepararon 200 ml de gel para llenar las 10 cajas réplicas, una vez disuelto el
polvo de agar, se calentd y agitd para lograr homogeneizar la mezcla.

Inmediatamente y en caliente se ahadieron los solventes y extractos. Para preparar
los geles control se usaron, por caja de Petri, 5.13 ml de metanol: diclorometano (2:1);
para los tratamientos de C. infundibulum, 4.8 ml de extracto y para los de B. cribaria,
2.87 ml de extracto. Estas cantidades equivalen al contenido natural de extracto en 20 ml
de esponja en cada una de las especies estudiadas, y las cantidades del solvente utilizado
para suspender el extracto. Previamente al servido de los geles, a las cajas se les pegd una
malla plastica en el fondo para evitar que el gel se desprendiera al ser inmerso en el medio
marino. Los geles calientes se sirvieron en las cajas y se dejaron enfriar a temperatura
ambiente. Las cajas fueron pegadas sobre tabletas rectangulares de acrilico de 10 x 15
cm. Las tabletas fueron amarradas en orden aleatorio a un marco de tubo de PVC de
media pulgada, que se ubico a 1.5 m de profundidad en Punta Betin, amarrado en forma
ligeramente inclinada (aproximadamente 20°), por un lado al tubo de toma de agua de mar,
y por el otro a unos bloques de cemento, quedando el gel orientado boca abajo, hacia el
fondo, para evitar que éstos se llenaran de sedimento y fueran colonizados principalmente
por algas, y para promover una mayor fijacion de epibiontes, que usualmente prefieren
los sustratos cripticos. Esta estructura permaneci6 durante 28 dias en el mar a partir de la
cuarta semana de junio de 2004.

Las cajas fueron recuperadas y se llevaron al laboratorio, donde se mantuvieron
en acuarios con agua de mar filtrada, en flujo semicerrado y continuo. Bajo el
estereoscopio se contd el nimero de individuos sésiles por grupo principal detectado
(poliquetos, ascidias, briozoos, hidroides, esponjas y algas cloroficeas). También se
estimo su cobertura usando el método de rejilla de puntos (Henrikson y Pawlik, 1995;
Pereira et al., 2002; Chaves, 2003) seleccionando 100 puntos al azar en cada caja, bajo
los cuales se registrd el organismo presente; la proporcion de puntos ocupados por cada
clase de organismo en relacion al total de puntos se usd para calcular la cobertura en
porcentaje de area. Conteos y coberturas se compararon entre tratamientos (controles
y extractos) mediante las pruebas estadisticas de Kruskal-Wallis y de comparaciones
multiples de Dunn, p = 0.05 (Siegel y Castellan, 1988). Al finalizar las observaciones y
cuantificaciones, se seleccionaron aleatoriamente cinco cajas del tratamiento con extracto
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de C. infundibulum y con B. cribaria, y se sometieron al mismo proceso de extraccidon
que los tejidos de esponja, con el fin de determinar el porcentaje promedio de extracto
(en peso) que quedd en los geles después de permanecer 28 dias en el mar y tres dias en
acuarios con agua marina filtrada en recirculacion.

RESULTADOS

Después de 28 dias en campo, se encontr6 en los controles una abundancia total
de epibiontes significativamente mayor a los tratamientos, asi como una de abundancia
total de organismos solitarios, de poliquetos y de hidroides para ambos extractos. Para
las algas cloroficeas encontradas (Enteromorpha) solamente el extracto de B. cribaria
gener6 una menor abundancia (Tabla 1). En cuanto a cobertura, no hubo efecto en
las variables analizadas por parte de los tratamientos; Gnicamente se presentd una
disminucidn significativa de la cobertura total de epibiontes y de feoficea por parte de
B. cribaria (Tabla 2).

Tabla 1. Promedio de abundancia (# ind. por caja + desviacion estandar de epibiontes asentados sobre los geles).
Promedios con superindices iguales no fueron significativamente diferentes entre si (pruebas de Kruskal-Wallis
y Dunn, por variable, p<0.05).

Control C. infundibulum B. cribaria
Abundancia Total 586.2 +204.0* 349.0 £ 98.9% 282.5 +109.88
Abundancia Solitarios 579.1 £ 206.0* 351.9+96.1% 277.0 £ 107.6®
Poliquetos 250.0 + 74.6* 162.0 £ 61.3% 145.0 £ 69.6®
Ascidias 11.0 £13.34 4.0=x2.64 5.0+2.84
Hidroides 31.3£53.6* 1.0£1.28 1.0+£1.6%
Esponjas 160.0 £97.0* 94.0 + 39.94 122.0 £ 74.74
Cloroficeas 131.0 £214.74 85.0 £ 103.448 9.0+9.78
Briozoos 20204 20+1.84 1.0+0.84

Tabla 2. Promedio de cobertura (% por caja + desviacion estandar) total de epibiontes asentados sobre los geles.
Promedios con superindices iguales no fueron significativamente diferentes entre si (pruebas de Kruskal-Wallis
y Dunn, por variable, p<0.05).

Control Cribrochalina Biemna
Cobertura Total 62.7 £ 17.44 46.0 + 14.248 34.6 +15.88
Cobertura Coloniales 1.7+2.14 1.1+1.54 0.7+0.74
Poliquetos 6.2 +2.64 5.6+2.84 55+3.0%
Ascidias 23+204 1.7+1.6* 12+0.74
Hidroides 1.3+1.04 0.1 £0.3* <1
Esponjas 2.9 +2.44 20+1.34 20+2.14
Cloroficeas 2.6 +2.34 3.0+£2.64 0.8+0.74
Briozoos 0.3+£0.3* 0.5+0.34 02034
Feoficea 50.2 £ 18.74 35.1 £ 15.948 28.1 +13.7%
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En el caso de abundancia de poliquetos y de hidroides, la abundancia total de
epibiontes y la abundancia total de organismos solitarios, existe un efecto notorio de
inhibicidn del asentamiento por parte de los extractos de C. infundibulum y B. cribaria,
ya que en los controles se presentd un nimero de individuos significativamente mayor
(Kruskal-Wallis, p<0.05). Para la abundancia de cloroficeas, la cobertura de feoficeas
y la cobertura total de epibiontes, se presentd una diferencia significativa (p<0.05)
Gnicamente entre los controles y los geles con extracto de B. cribaria, mientras que
C. infundibulum no tuvo efecto en estas variables; por lo tanto, B. cribaria tavo mas
efecto inhibitorio en las diferentes variables medidas.

A pesar de que ninguna de las dos esponjas presenta naturalmente epibiontes,
los extractos de éstas no inhibieron todos los grupos de organismos que se encontraron
en los geles control. Después de 28 dfas de permanencia de los geles en el mar y tres
en los acuarios, se encontrd un remanente de extracto del 53.5% para B. cribaria y
un 49.6% para C. infundibulum; lo cual indica una tasa de liberacion ligeramente mas
baja del extracto de B. cribaria.

DISCUSION

Los propagulos presentes en el medio marino normalmente se encuentran
expuestos a un mosaico de sefales positivas y negativas, como nutrientes,
perturbaciones y organismos alelopaticos, que junto con las sefiales generadas por los
extractos liberados de los geles podrian atenuar su asentamiento en los mismos. Sin
embargo, no puede predecirse el comportamiento de las larvas frente a esta situacion,
ya que se desconoce el efecto particular de los extractos sobre los microepibiontes
(Keough y Raimondi, 1995).

Los poliquetos serpalidos y espirdrbidos generalmente responden
positivamente a la presencia de peliculas bacterianas (Fusetani, 1997), razon por la
cual la disminucidn de estos epibiontes sobre los geles con extracto podria deberse en
parte a una inhibicidn relativa de la formacion de la biopelicula, sin embargo esto no
ha sido comprobado. Por otra parte, la colonizacion bacteriana de superficies vivientes
puede estar influenciada por los efectos de compuestos quimicos exudados o asociados
a la superficie, o respuestas quimotacticas (atracciéon o repulsion), o factores que
afectan la motilidad de las células y la produccién de polimeros extracelulares usados
para que los organismos se fijen permanentemente (Puyana, 2002).

Las larvas que potencialmente responden diferencialmente a diversas sefiales
quimicas disueltas en la columna de agua hacen probable que los extractos liberados
de los geles alteren las sehales que favorecerian el asentamiento de dichas larvas,
causando la disminucién observada en la macroepibiosis (abundancia y cobertura
totales de epibiontes, abundancias de poliquetos, Clorophyta e hidroides y cobertura
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de Phaeophyta). Se ha propuesto que esto podria darse muy cerca de la superficie,
ya que los procesos de circulacion en el mar pueden disolver rapidamente las
sefiales quimicas, haciendo poco probable que los compuestos solubles puedan estar
presentes a concentraciones suficientes para influir en las larvas (Puyana, 2002). Sin
embargo, en este estudio se determind que la concentracidon de los extractos de las
esponjas estudiadas se mantuvo en buena proporcion en los geles, en especial para B.
cribaria, aunque se desconoce aiin el mecanismo de liberacion por las esponjas, de los
compuestos presentes en los extractos al medio.

Ninguna de las dos esponjas inhibi0 la totalidad de los organismos epibiontes.
Esto indica que las esponjas podrian contener sustancias que no inhiben totalmente el
asentamiento de algunos organismos, o que promueven el asentamiento de otros, o que
la suma de los efectos de los compuestos contenidos en los extractos organicos crudos
no tiene una inhibicion efectiva de la epibiosis. Adicionalmente, la esponja podria
usar otros mecanismos in vivo para evitar la epibiosis, como la liberacidon de altas
cantidades de numerosos compuestos.

La posibilidad de que los extractos obtenidos de las esponjas no sean efectivos
antiepibioticos contra ciertos organismos, podria tener varias causas: (1) Las esponjas
simplemente no disuaden el asentamiento de algunos grupos de epibiontes por medio de
este mecanismo. (2) Las sustancias antiepibidticas que aquellos organismos producen
en ciertas temporadas podrian no haber coincidido con la época de recoleccion de las
muestras. Se sabe que la produccidon de compuestos de algunos organismos marinos
como las algas, presentan diferentes niveles de concentracion durante el afo (Hellio et
al., 2003). (3) La presion de epibiosis marina varia durante el afo debido a que, si bien
en aguas tropicales el reclutamiento de invertebrados generalmente no estd confinado
a un periodo definido en el afo, se presentan temporadas de reclutamiento en donde la
intensidad fluct@ia entre las especies (Garcia y Salzwedel, 1993). Debido a que el ensayo
se realizd en época lluviosa y la recoleccion de los ejemplares en época seca, existe la
posibilidad de que no se haya detectado por completo el potencial antiepibiotico de los
extractos organicos crudos de las esponjas estudiadas, ya que las defensas quimicas contra
epibiontes, consideradas metabdlicamente costosas, pueden ser mas prevalentes durante
los momentos de picos de produccion larval (Henrikson y Pawlik, 1998) cuando existe
una relacion entre la produccion de sustancias antiepibioticas y picos de reclutamiento
larval (Becerro et al., 1997). (4) La produccion de extractos con marcada efectividad
antiepibidtica podria presentarse solo en ciertas poblaciones de la especie en cuestion,
que puede no coincidir con aquella de donde se extraen los especimenes. (5) La esponja
podria obtener ciertos beneficios de algunos epibiontes. A pesar de que los organismos
epibiontes son generalmente considerados como detrimento para los hospederos, pueden
tener efectos positivos si proveen un incremento en la resistencia a los consumidores
(Hay, 1996). Se sabe que una variedad de compuestos de organismos marinos sésiles
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influencian el asentamiento larval y la metamorfosis de organismos bentonicos, algunos
de los cuales juegan papeles importantes en la interaccion de estos organismos, brindando
por ejemplo proteccidon al basibionte (Pawlik, 1992; Fusetani, 1997). Ademas, existe la
posibilidad de que las larvas competentes usen caracteristicas quimicas de las esponjas
como una sefal para los sitios apropiados de establecimiento (Bingham y Young, 1991).

Las sustancias presentes en los extractos crudos estan contenidas en diferentes
fracciones quimicas de las esponjas, de forma tal que la respuesta activa total puede
ser una simple adicion de las actividades individuales, o el resultado de un efecto
sinergistico (Martin y Uriz, 1993; Selvin y Lipton, 2004). Por lo tanto, es posible que
dentro del extracto también se presenten compuestos que estimulen el asentamiento de
epibiontes, haciendo que el efecto de las sustancias antiepibidticas presentes en otras
fracciones no se manifieste plenamente.

La carencia de epibiontes sobre las esponjas y el efecto de los extractos no
parecen estar relacionados [cabe mencionar que en Cribrochalina se encontraron
endobiontes que entran por la epidermis (Willemsen, 1994; Arias, 2004), lo cual se
debe a varios factores: (1) Las caracteristicas fisicas de los dos sustratos son bastante
disimiles; mientras que una superficie es viva (con todas las implicaciones dindmicas
que esto involucra), la otra es inerte. (2) La textura, la forma y la humectacidén de
las dos superficies no son comparables. (3) El lugar de obtencion de la esponja es
diferente al del montaje del experimento, por lo que las condiciones de microhabitat
también difieren (profundidad, disposicion de las superficies, corriente, temperatura,
entre otras). Todo esto justifica profundizar en el uso real de los compuestos en la
naturaleza, determinando primero cuéles son los responsables del efecto antiepibiotico
y luego su ubicacion a nivel celular y tisular. Ademas se debe evaluar si son exudados o
se concentran en la superficie de la esponja y si los compuestos (y sus concentraciones)
son constantes durante todas las fases de crecimiento de los organismos, entre
individuos y poblaciones y a lo largo del afho. Para tener una idea mas aproximada de
la potencialidad de los extractos provenientes de las esponjas marinas C. infundibulum
y B. cribaria en el ambito de la industria marina es preciso realizar ensayos que
permitan determinar las cualidades antiepibidticas de las fracciones de los extractos y
compuestos puros, provenientes de especimenes recolectados en diferentes épocas y
localidades y compararlos con compuestos de uso comercial.

Otro factor a tener en cuenta en el empleo de los extractos como alternativa
industrial es su permanencia en el medio que los contiene. Henrikson y Pawlik (1995)
encontraron un remanente de 56 % del extracto original de la esponja Hymeniacidon
heliophila en los geles, al cabo de 21 dias de permanencia en el mar. Hallando la
tendencia de lixiviacion del extracto de esta esponja y extrapolando a los 31 dfas (28
dfas de permanencia en el mar y tres en los acuarios), habria un remanente aproximado
de 45.7 %. Al comparar dichos valores con los obtenidos en este estudio, se puede
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observar una permanencia ligeramente mayor en los geles de los extractos de C.
infundibulum (49.6 %) y B. cribaria (53.5 %). Sin embargo, debe tenerse en cuenta
que ni en el presente estudio, ni en estudios anteriores realizados por otros autores,
se ha verificado si el contenido del extracto obtenido de los geles coincide con el
contenido de los extractos originales, esto se toma como un supuesto; ademas, aiin no
se sabe si los geles absorben exudados de los organismos fijados o del agua, que luego
aparecerian en el extracto.

CONCLUSIONES

Los extractos organicos crudos de las esponjas marinas estudiadas inhibieron
el asentamiento de varias clases de organismos epibiontes, siendo el de B. cribaria
el que tuvo los valores mas bajos (excepto en abundancia de ascidias, de hidroides y
cobertura de esponjas). Adicionalmente tuvo una menor tasa de lixiviacion desde la
matriz gelatinosa.

La carencia de epibiontes sobre las esponjas marinas no parece estar
relacionada con la capacidad antiepibiotica de los extractos provenientes de ellas; es
decir, que no puede predecirse la respuesta de los extractos a partir de observaciones
directas de la epifauna de los organismos in situ. Por lo tanto, los resultados obtenidos
no son un reflejo de la realidad sino una aproximacion a ella.
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