,ﬁi'u T

a2
o r@z*"ff?
5 o :’%‘WJ
R
UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO
UNIDAD ACADEMICA MAZATLAN

POSGRADO EN CIENCIAS DEL MAR'Y LIMNOLOGIA
(BIOLOGIA MARINA)

“TAXONOMIA DE ESPONJAS PERFORADORAS (DEMOSPONGIAE,
PORIFERA) ASOCIADAS A ARRECIFES CORALINOS DEL PACIFICO
ORIENTAL TROPICAL CENTROAMERICANO Y FILOGEOGRAFIA DE Cliona
mucronata”

TESIS
QUE PARA OPTAR POR EL GRADO ACADEMICO DE:
MAESTRO EN CIENCIAS

PRESENTA:
CRISTIAN PACHECO SOLANO

TUTOR PRINCIPAL
DR. JOSE LUIS CARBALLO CENIZO
INSTITUTO EN CIENCIAS DEL MAR Y LIMNOLOGIA,
UNIDAD ACADEMICA MAZATLAN, UNAM
COTUTOR
DR. JOSE ANTONIO CRUZ BARRAZA
INSTITUTO EN CIENCIAS DEL MAR Y LIMNOLOGIA,
UNIDAD ACADEMICA MAZATLAN, UNAM

COMITE TUTOR:

DR. ALBERTO ABREU GROBOIS

INSTITUTO EN CIENCIAS DEL MAR Y LIMNOLOGIA,
UNIDAD ACADEMICA MAZATLAN, UNAM
DR. ENRIQUE AVILA TORRES

INSTITUTO EN CIENCIAS DEL MAR Y LIMNOLOGIA

ESTACION DE EL CARMEN, UNAM

DR. PINDARO DIAZ JAIMES
INSTITUTO EN CIENCIAS DEL MAR Y LIMNOLOGIA, UNAM

MEXICO, D.F. FEBRERO 2015



Posgrado en Ciencias del Mar y Limnologia UN M

Universidad Nacional Auténoma de México

Ciencias tel Mar y

[imnologia

“TAXONOMIA DE ESPONJAS PERFORADORAS (DEMOSPONGIAE, PORIFERA)
ASOCIADAS A ARRECIFES CORALINOS DEL PACIFICO ORIENTAL TROPICAL
CENTROAMERICANO Y FILOGEOGRAFIA DE Cliona mucronata”

TESIS
QUE PARA OBTENER EL GRADO DE:
MAESTRO EN CIENCIAS

(BIOLOGIA MARINA)

PRESENTA:
CRISTIAN PACHECO SOLANO

DIRECTOR DE TESIS:
DR. JOSE LUIS CARBALLO CENIZO

COMITE TUTORAL
DR. JOSE ANTONIO CRUZ BARRAZA
DR. ALBERTO ABREU GROBOIS
DR. ENRIQUE AVILA TORRES
DR PINDARO DIAZ JAIMES

MAZATLAN, SINALOA 2015






Agradecimientos

Agradezco al Posgrado en Ciencias del Mar y Limnologia de la Universidad Nacional
Autonoma de México, asi como al Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia de México por
el apoyo académico y econémico que me permito llevar a cabo estos estudios de
maestria. Asi como expresar mi agradecimiento a la Fundacién Henrich Boll por el apoyo
que recibi como becario para realizar mis estudios en los Estados Unidos Mexicanos.

Agradezco al doctor José Luis Carballo, que hizo posible mi estancia en su
laboratorio y que con su paciencia y consejo es que ahora logro concluir esta
investigacion. También agradezco a los doctores: José Antonio Cruz, Alberto Abreu,
Enrique Avila y Pindaro Diaz por sus correcciones y comentarios en la elaboracién de este
documento, el cual representa tiempo y dedicacién de todos ellos.

Agradezco la ayuda de la biologa Yolanda Hornelas que con su paciencia vy
dedicacién hizo posibles algunas de las fotos de microscopia electrdnica que se presentan
en esta investigacion.

Agradezco a toda la gente del laboratorio de Ecologia del Bentos: Benjamin Yanez,
Cristina Vega, Jesus Armando Chavez, Lilia Rendén, Eric Bautista, y Julio Ventura con los
gue comparti mi trabajo en el laboratorio y una que otra gira. A ellos les agradezco
especialmente las atenciones y consejos. Los mejores deseos en sus proyectos. Ademas
deseo animar a las nuevas generaciones del laboratorio: Jéssica Orrante y Mateo
Amillano, que disfruten de la ciencia tanto como lo hago yo.

Agradezco al Dr. Jorge Cortés, que desde Costa Rica me apoya con su consejo,
trabajo de campo e invitaciones a colaborar en manuscritos. Verdaderamente considero
gue su colaboraciéon ha sido muy importante en mi desarrollo profesional.

Por ultimo agradecer a mis padres todo el apoyo que me han dado desde el inicio
de la carrera y durante la maestria. Su acompafiamiento y consejo, han contribuido en

gran medida al éxito de esta gran aventura en pais extranjero.



indice de Contenido

INEFOAUCCION .......eeeaeeeieeeiiiiiiitiiiriiiiicceseiiciesseenssssssnsssssssnssssssssssssssssssssssssnsssssssnssssssses 1

ODBjJELIVOS....ccuuiiieeiiiniiiiiniiiiniiiieesisinisisnsistsssessssiessssessssssssnsssssnsessssssssnssssssssssnsssssassssnsssses 3

=T =T - | PN 3

ESPCITICOS: uuuiiiiiiiernnnisiiiiiiiitreniisieintiirerasissssisttirerssssssssssstnnesssssssssssssnnesssssssssssssseenssnsssssssssns 3

Y1 oo L= =X £V o | Lo TP 3

(000 141117 ] Lo N IS 6

Taxonomia de Esponjas Perforadoras del POT Centroamericano .......cccccceveeeeeirreeenccrnenencennenen. 6

Esponjas perforadoras del POT Centroamericano reportadas en la literatura...................ccceeeeieennee. 8

[V 1T g F 1 LTV | T3 o e Lo X3RS 9

3 TST ] T [ X3P 11

Orden Hadromerida TOPSENT, 1894 ......cciiiiiiiiiieee ettt ettt e e e e tae e e e e e s e saetaaeeeessesnsbaaeaeeeeesnanses 11

Familia Clionaidae d’ Orbigny, 1851 ........cciiiiiiieiieerieesiee ettt ettt sb e st e e bt e sbe e s bt e sabe e sneesabeesneeeanes 12

Cliona amplicavata RULZIEE, 1974.......oooeieee ettt e e et e e e ette e e st e e e e sata e e s abaaeesabaeeeesraeaennnees 13

Cliona californiana Laubenfels, 1932 .......cooiiiiiiiiiiiiiete ettt st 17

Cliona euryphylla TOPSENT, 1887 ......vvieeeiiieecieee ettt e eetee e etee e e st e e e e tae e e s tb e e e etteeeseasaaeesabaeeeesraeeennnees 21

Cliona microstrongylata Carballo & Cruz-Barraza, 2005 .........cccueeieienierieienee ettt 25

Cliona MUucronata SOIIAS, 187 8. .....uuvueiiiiiieiiiiiiiee et e e st e e e e s e st ae e e e e e e e ssababaeeeeeeens 29

Cliona pocillopora Bautista-Guerrero, Carballo, Cruz-Barraza & Nava 2006. ..........cccceevcvveeeerveeesnnen 29

Cliona tropicalis Cruz-Barraza, Carballo, Bautista-Guerrero & Nava, 2011.........cccccvvveeeeeevcciinneeneenn. 32

Cliona vermiferd HanCoek, 1867 .......c..ooiuuiiiiiiiiieriieeite ettt ettt sttt ettt s ne e s eeaee e 34

Cliothosa tylostrongylata Cruz-Barraza, Carballo, Bautista-Guerrero, Nava 2011........ccccccccvvvveenennn. 40

Pione cf. carpenteri (HAaNCOCK, 1867)....ccuieiueeiiieiieeiteeeiteeeteeestaessteeeseeeesseeessaesbaeensnesssessnseesnsassnseesnnns 44

Pione cf. mazatlanensis (HANCOCK, 1867) .....cccuueeiiiiieeeiieeeeiiieeeeieeeeette e e estte e e e setr e e eeaaee e s baeeeearaeeenees 48

Orden Astrophorida SOIIas, 1888.........cciiiiiiiiiiie et esee e st e e et e e esrae e e sbaeeeessteeesenneeessnnseeean 51

Familia Thoosidag ROSEIl & UTIzZ, 1997 .....cueiviiiiiiiiieiiieieieieeeeeeeeeeeereeeeeeeeeeeeeeeresesesesesesesssesesssessssssssssrsrerarees 52

Thoosa mismalolli Carballo, Cruz-Barraza & GOMEZ 2004 .........ceeeeeeeeiireereeeeeeeiirreeeeeeeesiireeeeeeesesennns 53

Thoosa cf. calpulli Carballo, Cruz-Barraza, GOMEz 2004. ........ccccueeeeirieeeeiieeeeiieeeeereeeestreeeesereeeennes 58

DiISCUSION ceuvviiiiiiiieteeiiiiiniiiirensesiesitteeessssssssssstttesssssssssssseeesssssssssssssseessnsssssssssssssesnnnssssssssss 63

(o o ol 117 o T TN 69

Bibliografia.......ccvveruuiiiiiiiiiiiniiiiiiiiiiiiirrr s s s s s s e s e s s s s sssssenes 71

(0r=10 11 4 1] [s 31 | PO 81
Analisis morfoldgico y filogeografico de la esponja Cliona mucronata: ¢ especie cosmopolita o

ESPECIES NBIMANAS?....cce ittt et renese s s renesssrenessssrenessssrensssssrensssssrenssssseensssssnennss 81

INTRODUGCCION .....ouviveireenrenseisseeseessnessesssesseessesssesssessesssessesssesssessesssessssssesssesssessesssessssssens 81

MATERIALES Y METODOS......cccciiiittmiiiiiiniiiiiiniiiiitniiiiieneiiiieseiiitieseiisiessiisissssstesssssssensss 83



RESULTADOS .....cciiiiueiiiiiiiiiiiiiiieiiiiiiiiieiinsssssiiienitetessssssiiiesteesssssssssiiesseesssssssssisesseesssssssssssssene 89

Descripcion morfoldgica de 1a @SPecie ....ceuuiiieeeiiiiieeciireccr e e rene e s re e s e s e na e e e e enans 89
F N QT [T I oV o o] [ Y=o TSRS 93
F AN o F: [ Y I 4 aTo] (=T ol U] o SO POUPUPSPRN: 104
DISCUSION.....cueeteuerrenrestsressestsessessessesssessesasssssessestasessessensssessessassssessesaesessessensesessessesassens 108
Distribucion cosmopolita de Cliona MUCIONGLQ ............ccccvveiiiiieeeiiee et e e e et e e svee e e s taee e 108
Variacion espicular de Cliona cf. mucronata €n €l POT .......oooiiiiiiiiiie et eiee e svee e seee s 110
Variacion espicular €N €1 CaribDe......ccocuiii ittt e e st e e et e e e e aeae e e snreeeesataeeeaans 111
Variacion MOIECUIAr €N D2-28S.......cooiiiiiiiieeeriiee ettt et e e st essare e e sbbeeessabaeessasaeessbreeeesnbeeesnnns 112
Variacion MOIECUIAr dE CON ....iiuiiiiiiiiieeiie ettt b e e be e st e s sbeesbeessbeesbaeenaeesares 113
CONCLUSION ......coetrueeerrernestetesessesesessessssssssssessessssessessessesessestesessassensssessassessesessesassesses 116

(= =] ¢ =T Lol - PP 118



Indice de Imagenes

Fig. 1.1. Mapas de Nicaragua, Costa Rica y Panama en los que se marcan los sitios a los que
pertenecen las esponjas descritas €n este StUAIO.........cceeviriieiieieiieree e e st et ea s 5

Fig. 1.2 C. amplicavata. A) papilas, B) coral del género Pocillopora donde se aprecian las cdmaras
perforadas por la esponja y el tejido de @Sta.......uceviiieieicece e e 14

Fig. 1.3. Espiculas de C. amplicavata al MEB. A) Tilostilos, B) tilostilo inmaduro, C) estilos, D)
rafides, E) variacion morfolOgica de tilOS........cuceeieieeece ettt 15

Fig. 1.4. Imagen de las cdmaras escavadas por C. amplicavata al MEB. A) Cdmaras y ducto de unién
entre ellas (flecha), B) marcas hechas por la esponja en la pared del coral........ccccceeevevveveevesesiecenne. 16

Fig. 1.5. Distribucion mundial de C. @mpliCQVALQ............ceeeeeeeveeeceeceeceseeeeteeteee e ee e ste e e e 17

Fig. 1.6. Fotografias de C. californiana. A) Papilas (flecha) en matriz arrecifal, B) corte transversal
mostrando la papila (flecha), C) perforaciones en Pocillopora sp. con el tejido de la esponja, se
aPrecia 1a COlOraCION BN VIVO........coucueieiieeietee ettt sttt et es e eaeetesteste st ste e ses et aesaesaesersansatesteseennan 18

Fig. 1.7. Espiculas C. californiana. al MEB. A) Tilostilos, B) subtilostilos, C) tilos.........cccceeecuervernnnnee. 19

Fig. 1.8. Imagen de la perforacidn causada por C. californiana al MEB. A) Camaras fusionadas, B)

marcas de perforacidn en las paredes del COral....... e e 20
Fig. 1.9. Distribucion geografica de C. californianQ................ceeeeeeeeeeveeieeieseseeiecieeeeveseeeseeeiseesressens 21

Fig. 1.10. A) Papila que se eleva sobre el alga calcarea que recubre superficialmente el coral, B) la
papila fue removida para mostrar la perforacidn en el coral.......cooovvvveceinininccece s 22

Fig. 1.11. Espiculas de C. euryphylla al MEB. A) Tilostilos y la variacién morfoldgica de los tilos, B)

ESPIrASE COMtOS Y [aIZ0. ittt sttt ettt e s te s te st e st et es et e et eseaseaseareatestesesnsanensanens 23
Fig. 1.12. A) Camaras de perforacidon, B) marcas dejadas en las paredes de las cdmaras................. 24
Fig. 1.13. Distribucidon geografica de C. @UIYPAYIG. ...ttt ettt sss e 25

Fig. 1.14. Coloracidn en vivo de C. microstrongylata en fragmento de corales
[oTeYol] FoT o T T o100 OO STR TSR 26

Fig. 1.15. A) Tilostilos, B) microstrongilos, C) ambos tipos espiculares de C.
Log 1Tl Xy o) ¢ Lo 11 Lo (o TR U 27

Fig. 1.16. Distribuciéon mundial de C. microStrongylata..............ceeeeveeeeeeeereeeieeieeieeveseesrecrsieeseeseaens 28

Fig. 1.17. Fotos de C. pocillopora. A) Papilas (flecha), B) perforaciones en el coral con tejido de la
(0] oo | - R RSSNt 30



Fig. 1.18. C. pocillopora al MEB. Tilostilos en donde se aprecia las diferentes posiciones del tilo a lo
[2rZ0 dE 13 ESPICUIG....ce ittt st st e e b et e b e st see e see e e e st b e e et e e en ans 30

Fig. 1.19. Imagenes de las perforaciones de C. pocillopora al MEB. A) Cdmara y ductos de unidn con
otras cdmaras; B) marcas dejadas por la esponja durante el proceso de

EXCAVACION ... utirteteeetette ettt et et et st s et ebeses et eae st sea b ebeaeseeses ek eaesbe sea b ebeat ebeea b ebea sheeabeb et ebe e nerere et s 31
Fig. 1.20. Distribucidon geografica de C. POCIIOPOIQ.........ccoeeeeeeeeerieiisiistieeectsieseste st svss st sneae s 32
Fig. 1.21. Coloracion de C. tropiCalisS €N VIVO.......cccueeiriirireieeeesesiesesseseesevestesseesseresteseesesssssessesseses 33
Fig. 1.22. Distribucion mundial de C. trOPICAlIS.........cveveveeereieetesisiesceseetietistsst et st sts s e evsssse e 34

Fig. 1.23. A) Papilas de C. vermifera en vivo, B) vista transversal de la papila en la parte superior y
la cdmara perforada en [a estructura Coralina........ccccce oottt 35

Fig. 1.24. Imagen de las espiculas de C. vermifera al MEB. A) Tilostilo, B) microstrongilos sinuosos y
al margen derecho uno con malformacion, C) tilostilos y microstrongilos en la misma

LS or= | = RS 36

Fig. 1.25. Imagen de las perforaciones producidas por C. vermifera al MEB. A) Cdmara de
perforacion, B) marcas de perforaCion.......... ettt sttt es e ete e ete st se sreanasenns 37

Fig. 1.26. Distribucion mundial de C. VEIrmifera.........eeceeeeeeeeseeeeceeteeeeeteve e ete e e 38
Fig. 1.27. Imagen de microscopia de luz para dos especimenes de C. vermifera. A) Se contabilizd 9
microstrongilos sinuosos, mientras que B) tiene 88 microstrongilos

SINUOSO .. et st et ee et ettt teu et et st e st et seesheeae et et ersees s emsen s en e et eeesheeheeue £t eseeesesben b ea e e Ee e et sheeue et eneeseenbe e e s 39

Fig. 1.28. Coloracidn en vivo de Cliothosa tylostrongylata..............ececieieeneineeseeie e s vveveeeenns 40

Fig. 1.29. Espiculas de C. tylostrongylata A) Tilostrongilos y tilostilos, B) anfiaster ramificados, C)
ANTIASTEN NOAUIOSOS...c.civieeirieeie ettt sttt sttt s bt bt eae st es et eae st seabebesesbeseabesaneesen 42

Fig. 1.30. Distribucién mundial de C. tylostrongylata............cccoveeveeeeeevecieieieiiseiseeee e sie e ses e e e 43

Fig. 1.31. Foto de las papilas y tejido (flecha) con la coloraciéon en vivo de P. cf.
COTPENTEEN f.vuvivieiseireieuieeestestestesaeste et st este st testesses e e seesee st stesbearsassess st sesbansanseeseses sbesueeneassensassensensenssentessesss 44

Fig. 1.32. Espiculas de Pione cf. carpenteri al MEB. A) Tilostilo con variacion de cabezas; B) imagen
de espiculas oxas y microrhabdes, con magnificacion del recuadro en donde se muestra la
microespinacion de las oxas y un microrhabdes quebrado, C) oxa, D) tres

MCTOTNADAES. ... ettt ettt st et et st ea et st ses et eae s besen et ereebesensessse et sensnasneen 46

Fig. 1.33. Imagenes de Pione cf. carpenteri al MEB. A) Cdmaras de perforacidon unidas por ductos,
B) Marcas de PEIfOraCION.. ...ttt e te et et a b et et aesaeebe st st sbe s e s senbesaesasenseene 47

Fig. 1.34. Distribucion de Pione Cf. CArPENTEri.........uueceeeeeeeeeeeteeteetee e et ser e et e 48



Fig. 1.35. Espiculas de P. mazatlanensis. A) Tilostilos, B, C) acantoxas, D) detalle de los tilos en los
tilostilos, E) microrhabdes espiralados, F) Un microrabdes desgastado y otro

=T o1 o OSSR PR 50
Fig. 1.36. Distribucion de P. MAzZAtIANENSIS..........ccvcveeeriveieercteesiesiesiscreieesstsstsss s e ste s e stsss s ess st 51
Fig. 1.37. Papilas de T. MUSMQIO i..........ccoueuerieeeeeieeeesie sttt sttt ee st st sts s et st sssss s stestesee e 54

Fig. 1.38. Espiculas de T. mismalolli al MEB. A) Oxa centrotilotes, oxiasteres bi-radiales, tri-radiales
y tetra-radiales, B) anfiasteres gruesos y delgados........c.ueveierieeiecece et 55

Fig. 1.39. Espicula de T. mismalolli al MEB. Tilostilo (flecha) rodeado por anfiasteres y algunos
OXIASTEIES TEIA-TATIAIES. .. .i ittt et bt et ea b e e be e e eb e sbe st besseesbesassenneseens 56

Fig. 1.40. Imagen del patron de perforacion en T. mismalolli al MEB. A) Galeria producto de la
fusidn de camaras, B) marcas de perforacién, se observa lo irregular de su
SUP I ICIE. .. ittt sttt et et et et e e eeete st st e e ae s testeb e et eetesseaeebestestessensssantesbesaesarsansaneeteste st seennnnssentar 57

Fig. 1.41. Distribucidon geografica de T. miSmAIOi............oceeoveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee et 58

Fig. 1.42. Espiculas de Thoosa cf. calpulli. A) Anfiasters simétricos, B) oxiasters, C) anfiasters
1 0 1= ol Y- TPV 59

Fig. 1.43. A, C) Tipos de oxiasters triradiales y biradiales; B) oxa centrotilota y oxa espinada

Fig. 1.44. Vista general de espiculas de T. cf. calpulli. Se muestra una de las oxas de gran

L1101 2T T OO OO RO TSP O STROPRRTTPRP 61
Fig. 1.45. DistribUCION d@ T. COIPUIi....uueeeieeeeeeeeee ettt ettt et ettt st st st see s a e e e 62

Fig. 1.46. A) Microrhabdes de Pione carpenteri tomado de Carballo et al. (2004). B) Microrhabdes
del espécimen estudiado €N E5ta tESIS....c.cciriririiiiiir ettt st e et 66

Fig. 2.1. Localidad de los especimenes recolectados y utilizados para el andlisis
(aaToT 5 7o) (o =4 Tolo TON OO T UP OO 84

Fig. 2.2. Localidad de las muestras recolectadas y utilizadas para el analisis molecular................... 87

Fig. 2.3. Fotos de C. cf. mucronata. A) Papilas (flecha), B) cdmaras de perforaciones con tejido
preservado (flecha), C) perforaciones con tejido vivo y su coloracién
Lot | = Yot <1 o ] 1 [or- FOu OO 90

Fig. 2.4. Espiculas de C. cf. mucronata al MEB. A) Variacién morfoldgica en los tilostilos, B) tilostilos
ensiformes cortos caracteristicos, a mayor magnifiCacion..........ccccueeeeeeececie e ce et 91

Fig. 2.5. A) Tilostilos largos y modificaciones a estilo o centrotilotes. B, D) Tilostilos ensiformes con
modificaciones en [as puntas. C) OXamMUCIONES.......cecveeereererieeeeeesressesseeseseeeseetessessessessssssesessessessansans 93



Fig. 2.6. Perforaciones de C. cf. mucronata al MEB. A) Cdmaras de perforacién y ductos de union
(sefialados en la imagen); B) marcas de perforacion con perforacidon hecha por pseudopodios
PIONEBIOS. ... tetete et ettt sttt a e be e st e ste st sheeaeeaeebesetes e esbeasesteste st se eueeuteueeesbes s et sea et shesbeeueeneenteeaeseenbennenen 93

Fig. 2.7. Diagrama de caja para la longitud de los tilostilos ensiformes por espécimen y resultado
de la Prueba T con la agrupacidn por similitud (representados por el traslape de circulos y las letras
(ote) 0 g o X= Tt Te = 1) OO SU RO TSR 95

Fig. 2.8. Diagrama de caja para el grosor de los tilostilos ensiformes por especimen y resultado de
la Prueba T con la agrupacion por SiMilitud..........cceeveve i e 96

Fig.2.9. Diagrama de caja para el diametro del tilo en los tilostilos ensiformes por espécimeny
resultado de la prueba T con la agrupacion por similitud.........cccccceeieiniceiceccece e 96

Fig. 2.10. Diagrama de caja para la longitud de los tilostilos largos y resultado de la Prueba T con
agrupamiento de especimenes Por SIMIlTUd........cccooe et 98

Fig. 2.11. Diagrama de caja para el grosor de los tilostilos largos y resultado de la Prueba T con
agrupamiento de especimenes Por SIMIlTUd.........cccoe oot et 99

Fig. 2.12. Diagrama de caja para el didametro del tilo en los tilostilos largos y resultado de la Prueba
T con agrupamiento de especimenes por SIMilitUd..........cecevere e 99

Fig. 2.13. Tendencias en longitudes de espiculas por especimenes ordenados de norte a sur del
POT (barras de desviacion @STANAAI)......ccciece ettt sttt et st s s ssebesbestesne s nasennes 100

Fig. 2.14. Comparacion de la longitud (A), grosor (B) y tilo (C) de los tilostilos ensiformes por regidn
Caribe (CA), POT Costa Rica (CR) y POT MEXICO (MX)....cesueuerereerereriereceereseieresessesesessssesesressssssesesneness 102

Fig. 2.15. Comparacion de la longitud (A), grosor (B) y tilo (C) de los tilostilos largos por regién
Caribe (CA), POT Costa Rica (CR) y POT MEXICO (MX)...ceruerereererereiereecteseierese et seeseeetesesesesereseasennes 102

Fig. 2.16. Promedio de longitudes para espiculas reportadas en la literatura y en este trabajo para
el Océano Indico, Océano Pacifico y Mar Caribe. Los promedios de Indonesia y Filipinas pertenecen
al segundo trabajo de Calcinai et al. (2005)......ccccceviiereeceeirreesteeter ettt ee et es b s stessasesese st nnanens 104

Fig. 2.17. Cladograma de distancias genéticas (Neighbor-Joining) para D2, 285 ADNr. Cliona
californiana (Cca.56.LF) como grupo externo; el espécimen recolectado para el Caribe
(Cmu.58.CA); y Cliona cf. mucronata de distintos sitios de Costa Rica (E, R, Cu) y México

Fig. 2.18. Cladograma para CO I. Se representan los valores bootstrap para los diferentes métodos
empleados: [Méaxima Parsimonia] (Maxima Verosimilitud) Neighbor-Joining... ......cccccveuniinernnen. 107

Fig. 2.19. Distribucién tedrica de C. mucronata si se asume que todos los registros son la misma
L] o = o] [N 109



indice de Tablas

Tabla 1.1 Especies de esponjas perforadoras reportadas para el POT Centroamericano y su estado
actual segln la Base de Datos Porifera (Soest et al. 2014)......cuvveveeeveeceiresereereres ettt ree s 9

Tabla 1.2. Especies de esponjas perforadoras identificadas en el Océano Pacifico para Nicaragua,
Costa Rica, Panama y 13 1S1a A€l COCO......ucuiiiiriieriiee ettt et st s s e e s b ss s 65

Tabla 1.3. Promedio para el largo de dos tipos eSpiCUlares........ccceevereereeiececesesces e 68

Tabla 1.4. Presencia de esponjas perforadoras por sitios en las costas del Pacifica Oriental Tropical
(@1 oL o =10 0 =] o or=1 [ TSP 70

Tabla 2.1. Cédigos del sitio de estudio de donde provienen los especimenes utilizados en el andlisis
(0 aYoT 5 7] Lo ={Tolc TON OO OO OO U OO 83

Tabla 2.2. Informacién de los cebadores utilizados para el andlisis molecular de C.
L0017 (ol g o[ [ £ BT SOOI SROROPPN 87

Tabla 2.3. Rango de mediciones, promedios (entre paréntesis) y desviacidn estandar para cada
factor en los tilostilos ensiformes. Los sitios han sido ordenados por su posicidn geogréfica de
norte a sur en el POT y Caribe. N representa el total de espiculas medidas.........cccceevvrvrcervesesrenene. 94

Tabla 2.4. Rango de mediciones y promedios (entre paréntesis) ademas de desviacion estandar
para cada factor de los tilostilos largos. Los sitios han sido ordenados por posicién geografica de
norte a sur en el POT y Caribe. N representa el total de espiculas medidas........cccceuvvvrveecervesrsienns 97

Tabla 2.5. Rango de mediciones de las espiculas tilostilos ensiformes. Ademds promedio y
ESVIACION ESTANAAN ... ii ittt sttt st sttt st et st et eae st s st e b st sea et et ebesensesseees 101

Tabla 2.6. Rango de mediciones de las espiculas tilostilos largos. Ademas promedio y desviacidn
ESTANUAN ittt sttt sttt et ek et ae st b £t s h e s et e R b a et ea st ea b et e be e et et eten 101

Tabla 2.7. Valores de significancia para la Prueba T al comparar las regiones.......cccccecevevrvvereneen. 101

Tabla 2.8. Promedios de mediciones espiculares obtenidas de la literatura y de este
LR =] o - | Lo JOS OO OO OO TUSRURT 103

Tabla 2.9. Diferencias en pares de bases (pb) al comparar el marcador D2, 28S entre
FEEIONES. c..etueiettete et ertteste st est esste st et tesaesueaesbe st sasesssesaes susansseeseesrsesssaesesustessessse aeseensaetesseentesnasssensresens 104

Tabla 2.10. Distancias genéticas para D2, 28S ADNr. Distancias P en el extremo inferior izquierdo y
error estandar en el extremo SUPErior dEreCho...........cucuciciceececece ettt et 105

Tabla 2.11. Diferencias en pares de bases (pb) al comparar el marcador CO | entre
=Y =T o V=TRSO 106

Tabla 2.12. Matriz de distancias p y €rror @StANAar.........cocceceeeceeiceeeriet et ete et st st aaerens 107



Resumen

El desarrollo de arrecifes de coral, uno de los ecosistemas mads importantes en el océano,
representa un balance entre los constructores arrecifales como el coral y los
bioerosionadores como las esponjas, ambos son agentes activos en el modelaje de este
ecosistema. Por lo que conocer la biodiversidad de esponjas perforadoras es importante
para entender mejor el arrecife coralino, asi como la dindmica de los procesos de acrecion
y erosion. Sin embargo, la biodiversidad de esponjas perforadoras es poco conocida en
algunas regiones como el Pacifico de Centro América. La dindmica de estos procesos
(acrecion y erosién) adquiere mayor relevancia en un escenario de cambio climatico
donde los arrecifes son vulnerables a un aumento de temperatura o a la acidificacion del
océano. Este es el primer estudio enfocado a la taxonomia de esponjas perforadoras en la
region del Pacifico Centroamericano. En él se describen 13 especies: Cliona amplicavata,
Cliona californiana, Cliona euryphylla, Cliona mucronata, Cliona pocillopora, Cliona
vermifera, Cliona microstrongylata, Cliona tropicalis, Pione carpenteri, Pione
mazatlanensis, Thoosa calpulli, Thoosa mismalolli, Cliothosa tylostrongylata. La mayoria
de estos registros amplian la distribucién de las especies al sur del Pacifico Oriental
Tropical. Ademas se establece un analisis morfoldgico y molecular para la especie Cliona
mucronata que previamente habia sido considerada una especie cosmopolita, sin
embargo debido a diferencias significativas en las caracteristicas morfolégicas y la
estructura genética entre individuos del Pacifico norte, Pacifico sur y el Mar Caribe,

sugieren que esta especie es en realidad dos especies hermanas.



Abstract

The assemblage of coral reefs, one of the most important ocean ecosystems, constitutes a
balance between reef builders like corals and bioeroders like sponges. Both have
important roles in modeling the ecosystem. That is why the biodiversity of excavating
sponges is important in obtaining a better understanding of the dynamics of coral reef
accretion and erosion, however this biodiversity is poorly known in some regions such as
the Central American Pacific. The dynamic of accretion and erosion is more relevant when
climate change is taken into account, as coral reefs are vulnerable to high temperatures
and ocean acidification. This is the first taxonomic study of excavating sponges in the
region of Central American Pacific. The following thirteen species are described, many of
which extend previously known distribution ranges at the South end of the Tropical
Eastern Pacific: Cliona amplicavata, Cliona californiana, Cliona euryphylla, Cliona
mucronata, Cliona pocillopora, Cliona vermifera, Cliona microstrongilata, Cliona tropicalis,
Pione carpenteri, Pione mazatlanensis, Thoosa calpulli Thoosa mismalolli, Cliothosa
tylostrongylata. Thus, the biodiversity of this group in Central America is clarified and
updated. A morphological and genetic study is presented for Cliona mucronata that
previously has been considered as a cosmopolitan species, but significant differences in
morphology and genetic structure between the South Pacific, North Pacific, and Caribbean

Sea suggest that it is a sibling species.



Introduccion

Los arrecifes de coral forma uno de los ecosistemas mas importantes en el océano,
a pesar de representar solamente el 0.2% de este, los arrecifes alberga aproximadamente
un tercio de todas las especies marinas descritas, la mayoria de las cuales no se
encuentran en ningln otro sitio (Veron et al. 2009). Por otro lado, la estructura
tridimensional de los arrecifes de coral son barreras que reducen la energia del oleaje y

disminuyen la erosion en los margenes continentales (Graham & Nash 2013).

Ademas tienen un impacto econdmico sensible con actividades como pesca o
turismo (Veron et al. 2009, Graham & Nash 2013). Algunos autores estiman el valor que
este ecosistema brinda en bienes y servicios a nivel mundial en un rango de entre $172 a
$375 billones por afio sin considerar la importancia que tiene en la produccién de arena e

intercambio de gases (Veron et al. 2009).

Sin embargo los arrecifes coralinos son también ecosistemas muy vulnerables, se
estima que alrededor del 19% de los arrecifes del mundo se han perdido y otro 35% estan
seriamente amenazados (Wilkinson 2008). En adicidon a esto el panorama de cambio
climatico presenta fendmenos de gran impacto como la acidificacién de los océanos y el
incremento en las temperaturas de las aguas superficiales (Wild et al. 2011, Pandolfi et al.
2011). En este contexto una mejor compresion de la biota y los procesos dindmicos que se

dan en los arrecifes adquieren mayor relevancia.

Uno de esos procesos asociado a la estructura de los arrecifes coralinos es el
equilibrio entre la acrecién — principalmente por corales escleractinios — y su bioerocién —
con las esponjas perforadoras como importantes actores — (Glynn et al. 2012, Wulff,
2001). Tasas rapidas de acrecién en corales se han determinado en cerca de los 10 kg
CaCos m™ por afio (Spencer & Viles 2002). Mientras que las esponjas pueden infestar y

perforar a tasas aproximadas de 23 kg CaCos; m™ por afio (Spencer & Viles 2002).



Las esponjas perforan estructuras de carbonato de calcio de organismos muertos,
como esqueletos de coral, conchas de moluscos, tubos de poliquetos y algas calcareas, lo
qgue contribuye al reciclaje del carbonato de calcio acelerando su reincorporacién a la
columna de agua (Nava & Carballo 2008). Pero estas también ejercen presién y compiten

por espacio junto al coral vivo (Nava & Carballo 2013).

Algunos factores que podrian contribuir a una abundancia de esponjas
perforadoras en detrimento de los corales son eventos de blanqueamiento y dafio fisico,
ya que ocasionan un aumento de sustrato calcareo expuesto que perforar (Schonberg &

Ortiz 2008, Carballo et al. 2008).

Esta investigacién representa un esfuerzo en el estudio taxondmico y sistematico,
integrando datos morfoldgicos y moleculares de las esponjas perforadoras en la regién y
se espera generar informacion sobre la riqueza de especies, comparar las caracteristicas
entre especimenes de Centroamérica y México y desarrollar la filogeografia de Cliona
mucronata, aportando un mayor conocimiento a un grupo de organismos de gran

relevancia para los arrecifes de coral.

Para realizar una exposicion mas ordenada de los temas que aqui se tratan, se
decidié dividir la tesis en dos capitulos. En el primero se describen las especies de
esponjas perforadoras encontradas en el Pacifico Oriental Tropical (POT)
Centroamericano. En el segundo capitulo se establece la comparacién entre los
especimenes de Cliona mucronata a lo largo del POT y el Caribe desde el punto de vista de

taxonomia integrativa uniendo al dato morfoldgico el molecular.



Objetivos

General:

Identificacion taxondmica de las especies de esponjas perforadoras del POT,

especialmente el Pacifico Centroamericano y analisis filogeografico de Cliona mucronata.

Especificos:

i.  Describir morfolégicamente las especies de esponjas perforadoras del Pacifico
Centroamericano.
ii.  Actualizar el conocimiento de esponjas perforadoras que aparece en la literatura.
iii. Comparar la morfologia de Cliona mucronata con especimenes del Pacifico
Costarricense, el Pacifico Mexicano y el Mar Caribe, ademas de realizar un anlisis

filogeografico para esta especie.

Sitio de estudio:

El POT es una de las regiones oceanicas mas aisladas del mundo, al norte y sur estd
limitado por las aguas frias de zonas templadas, y al oeste por la Barrera del Pacifico
Oriental, una larga extension de aguas profundas que ya Darwin definié como barrera

impasable (Cortés 1997).

El Pacifico Centroamericano constituye una pequena darea dentro del POT vy
comprende las zonas costeras de los paises de: Guatemala, Honduras, El Salvador,
Nicaragua, Costa Rica y Panamad; ademas de islas oceanicas como la Isla del Coco. Esta es
una region caracterizada por una plataforma continental de moderada a angosta que se

extiende por 3829 km aproximadamente (Alvarado et al. 2010).



La region experimenta una alta variabilidad estacional debido al fenédmeno de El
Nifio y a surgencias costeras. Estas Ultimas se dan para el Pacifico Centroamericano, una
entre el sur de Nicaragua y el norte de Costa Rica (Surgencia de Papagayo) y otra en el

Golfo de Panama (Surgencia de Panamd) (Fernandez 2012).

Entre los ecosistemas marinos que incluye el POT Centroamericano se cuentan:
ambientes estuarinos, extensos bosques de mangle, zonas rocosas, arrecifes coralinos,
camaras de rodolitos, cdmaras de algas y pastos marinos (Fernandez 2012). Esta
heterogeneidad de ambientes es interesante ya que puede estar asociada a una alta
diversidad de esponjas (MacArthur & MacArthur 1961, Tews et al. 2004, Cramer & Willig
2005).

En cuanto a los arrecifes coralinos, su desarrollo en el POT es limitado debido a las
altas temperaturas que se dan a nivel regional durante fendmenos de El Nifio y bajas
temperaturas a nivel local que se experimentan como resultado de surgencias. Ambas
tienen como efecto la inhibicion del crecimiento del coral (Cortés 1997) Por ende los
arrecifes del POT se caracterizan por su tamaifo pequeiio y de distribuciéon discontinua

(Cortés 1997).

A esto hay que agregar que la costa pacifica de Guatemala, Honduras y la mayor
parte de Nicaragua son zonas de alta energia donde el desarrollo de arrecifes de coral es
reducido o nulo por lo que se ha definido esta zona como “Vacio Faunistico del Pacifico
Centroamericano” (Pacific Central American Faunal Gap) (Alvarado et al. 2011) una
distancia que comprende aproximadamente 1000 km, entre el sur de México y el sur de
Nicaragua, con excepcion de Los Cébanos en El Salvador donde si se dan formaciones

arrecifales.

Ademas del Salvador los arrecifes de mayor desarrollo en el POT se ubican desde el
sur de Nicaragua hasta Panama (Cortés 1997). En esta region, la mayoria de arrecifes
estan constituidos por una o hasta tres especies de coral (Cortés 1997), siendo el principal

grupo el de los corales pocillopdridos (Glynn & Ault 2000).



Si bien solo se tiene un sitio de recolecta en Nicaragua y otro en Panam3, en Costa
Rica se logran muestrear los sitios de mayor numero de especies de coral en el pais
(Cortés & Jiménez 2003) (ver Fig.1.1). Muchos de estos sitios son conocidos por los
desarrollos turisticos que a su vez son uno de los principales factores causantes de estrés y
dafos fisicos en las comunidades arrecifales (Cortés & Murillo 1985, Hawkins & Roberts
1992, Jiménez 1997).
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Fig. 2.1. Mapas de Nicaragua, Costa Rica y Panama en los que se marcan los sitios a los
gue pertenecen las esponjas descritas en este estudio.



Capitulo I:

Taxonomia de Esponjas Perforadoras del POT Centroamericano

El Filo Porifera, estd constituido por organismos sésiles con un sistema de poros
inhalantes y exhalantes en parte recubiertos por una capa de células flageladas conocidas
como coanocitos (Hooper et al. 2002). Se caracterizan por una relativa independencia
celular la cual hace posible una alta capacidad de regeneracidn, gran movilidad celular y
plasticidad en formas de crecimiento y organizacién Unicas entre los metazoos (Hooper et
al. 2002). Ademas de ser el Unico filo entre los animales cuyos representantes tienen un
nivel de organizacién del tipo parazoo, es decir, un metazoo que carece de verdaderas

capas germinales embrionarias (Brusca & Brusca 2005).

Con una historia evolutiva que parte de 500 millones de afios atras, la mayoria de
esponjas han desarrollado un cuerpo provisto de: fibrillas de coldgeno, fibras de
espongina y un esqueleto inorganico constituido por espiculas, de carbonato de calcio
(CaCO0s) y/o didxido de silice (SiO;) (Hopper et al. 2002). De hecho, el silice a pesar de ser
mas costoso de utilizar biolégicamente, es preferido por las esponjas a diferencia de otros
organismos como los corales o moluscos que utilizan el carbonato de calcio (CaCos) (Uriz

2006).

Las espiculas de didxido de silice, son producto de un proceso de biomineralizacidn
organica en donde la deposicion del silice se lleva a cabo intracelular o extracelularmente
(Uriz et al. 2003). Este proceso ocurre de forma similar en organismos unicelulares y algas,
a diferencia de la mayoria de organismos eucariotas, en donde se da una mineralizacién
matricial a través de la deposicion inducida extracelularmente (Uriz et al. 2003). El que la
esponja sea un metazoo sin tejidos verdaderos y que el proceso de formacion de su
estructura esquelética sea mas similar a organismos unicelulares y algas, sugiere la

importancia de este grupo como organismo eslabdn entre los protozoos y los metazoos.



Actualmente se contabilizan unas 7 000 especies de esponjas, sin embargo se
calcula que existen mas de 15 000 (Hooper & Van Soest 2002a). Es uno de los grupos mas
prominentes en los arrecifes de coral, donde usualmente exceden a los corales y algas en
numero de especies. Sin embargo en muchos casos son poco estudiadas o ignoradas en
evaluaciones, monitoreos y restauracion de arrecifes de coral (Diaz & Riitzler 2001), donde
podrian ser utilizadas como bioindicadores (Carballo et al. 1994, Carballo. et al 1996, Rao

et al. 2009).

En la taxonomia del Filo Porifera, se distinguen la clase Demospongiae con cuatro
ordenes vy seis familias que son capaces de excavar sustratos carbonatados. En el orden
Hadromerida se encuentran las familias: Clionaidae (Rutzler 2002a) y Spirastrellidae
(Ratzler 2002b). El orden Astrophoridae con la familia Thoosidae (Cardenas et al. 2011). El
orden Spirophorida con una familia Samidae y un género Samus (Soest & Hooper 2002). El
orden Haplosclerida con la familia Phloeodictyidae y el género Siphonodictyon
(Desqueyroux-Faundez & Valentine 2002) y el orden Poecilosclerida con la familia
Acarnidae y el género Zyzzya (Hooper 2002). Sin embardo las familias Clionaidae y
Thoosidae son las mas importantes entre las perforadoras y se han registrado a lo largo

del Pacifico Americano, especialmente en las costas de México (Carballo et al. 2008).

En este grupo, una vez que las larvas han colonizado un sustrato, se empieza el
proceso de excavacion, el cual consiste en una disolucién quimica por parte de enzimas
acidas como las fosfatasas, que resulta en la liberacién de los iones Ca*y CO5? (Pomponi
1979a), asi como la liberacién de particulas de coral entre 40 y 60 um (Pomponi 1979b)

que pasan a ser parte del sedimento fino del arrecife (Zea et al. 2007).

Como dato importante cabe destacar que en todo este proceso de perforacion, se
estima que un 40% de los sedimentos depositados en los arrecifes de coral pueden tener
su origen en la perforacién mecanica que realiza la esponja al retirar las particulas de
carbonato de calcio (Rutzler 1975). Sin embargo esta puede ser una pequeiia fraccién de
la capacidad de bioerosion de la esponja en comparacion con la disolucion quimica que

puede triplicar este efecto (Zundelevich et al. 2007).



La perforacion forma camaras en el interior del coral y en las paredes de estas
camaras es posible ver dreas poligonales producto de la erosién quimica y mecdnica por
parte de las células (Rosell & Uriz 2002). Cada camara esta unida a otras a través de
ductos de unién donde se hallan diafragmas, cuya funcién es la de regular el paso de agua

entre las cdmaras (Rosell & Uriz 2002).

A medida que la perforacién avanza, los espacios son ocupados por las células y
espiculas. Los esclerositos son las células especializadas en la formacién de espiculas, en
las que el silice es depositado alrededor de un filamento axial, un nudcleo de origen

proteico que da la forma a la espicula (Schonberg 2001, Uriz et al. 2003).

En las ultimas décadas, se han producido muchos trabajos sobre esponjas
perforadoras dentro del Pacifico Oriental Tropical (POT), la gran mayoria en las costas
mexicanas. Se han realizado estudios que determinan la frecuencia de invasién en corales
asi como tasa de erosion del carbonato (Nava & Carballo 2008), aspectos reproductivos y
ciclo de vida de algunas especies (Bautista-Guerrero et al. 2010, 2013). Ademads se han
reportado 22 especies de esponjas perforadoras, de las cuales 13 de ellas han sido

descritas como nuevas para el grupo (Carballo et al. 2008, Cruz-Barraza et al. 2011).

Para el POT Centroamericano solo se cuenta con reportes de esponjas

perforadoras para Costa Rica y Panama. Esta se analiza en la siguiente seccién.

Esponjas perforadoras del POT Centroamericano reportadas en la literatura

La tabla 1.1 resume la informacién de estudios realizados en el Pacifico
Centroamericano en donde se reportan especies de esponjas perforadoras. Los registros
se contraponen a informacién de su distribucién y sirven como preambulo al trabajo

realizado posteriormente.



Tabla 1.1 Especies de esponjas perforadoras reportadas para el POT Centroamericano y su
estado actual segun la Base de Datos Porifera (Soest et al. 2014).

Especie Lugar Publicacion Estado| Informacion de Base de Datos Porifera
Cliona ensifera PN Foseca & Cortés 1998 X No es valida para el Oceano Pacifico
Cliona viridis CR/PN| Scott et al. 1988, Fonseca & Cortés 1998 X No es valida para el Oceano Pacifico
Aceptada como Pione lampa . No es
Cliona lampa CR/ PN| Scott et al. 1988, Fonseca & Cortés 1998 X valida para el Oceano Pacifico
Cliona vermifera |CR/PN| Scott et al. 1988, Fonseca & Cortés 1998 |Valido Reportada para Oceano Pacifico
Cliona mucronata PN Vega 2012 Vilido Reportada para Oceano Pacifico
Cliona tropicalis PN Vega 2012 Vilido Reportada para Oceano Pacifico
Pione carpenteri PN Vega 2012 Vilido Reportada para Oceano Pacifico
Cliothosa hanckoki Aceptada como C. tylostrongylata.
(C. tylostrongylata) |CR / PN| Scott et al. 1988, Fonseca & Cortés 1998 |Valido Valido para el Pacifico
Thoosa sp. CR van der Hal 2006 Vilido Reportada para Oceano Pacifico
Thoosa mollis CR/PN| Guzman 1988, Fonseca & Cortés 1998 X No es valida para el Oceano Pacifico
Aka sp. CR/PN Fonseca & Cortés 1998 ? Reportada para Oceano Pacifico
Anthosigmella sp. Aceptada como Cliona y valida para el
(Cliona sp.) CR/PN Fonseca & Cortés 1998 Vilido Oceano Pacifico

Terrminologia
CR: Costa Rica (Isla del Cafio)
PN: Panama

De las nueve especies que se reportan y tres géneros, solo seis especies y dos
géneros son validos para la regidn. Para Costa Rica se tiene dos especies y dos géneros.
Para Panama son cinco especies y un género. El género Aka, en la actualidad

Siphonodictyon, se clasifica como dudoso, sobre él se ampliara en la discusién.

Se debe tener en cuenta que los trabajos mencionados en la Tabla 1.1 no dejaron
especimenes en colecciones o0 museos que ayuden a determinar la validez del registro, a
excepcion de una colecta realizada por Jorge Cortés en la Isla del Cafio, Pacifico sur de

Costa Rica y que pudo ser identificada en este estudio como Thoosa mismalolli.

Para el caso de Panama, Vega (2012) recopila los registros de esponjas.

Materiales y Métodos

La recolecta se realizd por medio de buceo auténomo extrayendo esponjas

perforadoras que se encontraban en: coral vivo, fragmentos de coral muerto, matriz de



carbonato de calcio del arrecife y conchas de moluscos. Se tomaron datos de la ubicacion,
profundidad y coloracién en vivo mediante fotografia de los especimenes y se

recolectaron dos muestras del mismo organismo junto al sustrato en que se hallaba.

De los dos especimenes recolectados uno es preservado en alcohol de 96% para
andlisis molecular y el otro espécimen en 10% formalina y 90% agua de mar, después de 2
o 3 dias se pasd a alcohol de 70% para analizar las caracteristicas morfoldgicas (Zea &

Weil, 2003).

Para el analisis morfoldgico, la identificacién de los tipos espiculares se realizé a
través de microscopia de luz, observando muestras preparadas tomando un trozo de la
esponja con un alfiler entomoldgico y colocandolo sobre un portaobjetos, para
posteriormente disolver la materia organica con acido nitrico al 4% (HNOs) calentando a
flama directa y observar las espiculas. En total 30 espiculas para cada especie fueron
medidas a través de la escala en el ocular del microscopio o utilizando las fotografias de
microscopia electrdnica, con el programa Adobe Fotoshop CS4 que realiza la proporciéon
entre pixeles y micrometros a partir de la escala de la imagen. Esto permitié dar un rango

de valores para diferentes pardmetros de cada espicula que se exponen en la descripcidn.

Para detallar la microestructura que presentan las espiculas se utilizé Ia
microscopia electrénica y a través de las imagenes obtenidas. En la preparacion de la

muestra para microscopia electrdnica de barrido se siguio los siguientes pasos:

1. Se extrae la muestra de interés, y se coloca en tubos de ensayo.

2. Se agrega acido nitrico al 4% y se lleva a hervir a llama directa.

3. Se centrifuga a 1000 rev/min durante 3 minutos para separar las espiculas y se

decanta el sobrenadante.

4. Se realiza un lavado con agua destilada, centrifugando y decantando

posteriormente y otro lavado con agua des-ionizada.
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5. Se dejan las espiculas en alcohol absoluto de calidad analitica.

6. Se agita y toma una muestra homogénea que se coloca en un cubreobjetos

circular ajustado y adherido al porta-muestras del MEB.
7. Se deja secar totalmente la preparacion.

8. Se cubre con un bafo de oro utilizando una ionizadora especifica del MEB.

Las fotografias de los especimenes en vivo, las papilas, las de microscopia de luz y

las de microscopia electrénica fueron editadas a través del programa Photo Filtre 7.1.2.

Resultados

Orden Hadromerida Topsent, 1894

Diagnosis

Demospongiae con megascleras de tipo monoaxdnicas, monoactinas o diactinas.
Las mas comunes son tilostilos o subtilostilos, pero también puede presentar exotilos,
estrongiloxas, oxas, o modificaciones de éstas. Las especies en el Orden, son
frecuentemente en forma de vaso y formas arborescentes ramificadas. Las megascleras
usualmente se encuentran en mds de una categoria de tamafio (en estos casos las
espiculas del ectosoma son mas pequenas que las espiculas del coanosoma), y estdn
orientadas en forma perpendicular a la superficie, de tal manera que sobresalen a través
del ectosoma y forman una empalizada hispida. Esta estructura puede extenderse desde
el centro de la esponja formando un esqueleto radial, o solo en la superficie formando un
esqueleto cortical. Las fibras de espongina generalmente estan poco desarrolladas, pero
estan presentes en todas las especies, por lo que los ejemplares poseen una consistencia
firme no eldstica y son faciles de desmenuzar. Sin embargo, en algunos géneros
(Caulospongia y Suberites) la espongina es abundante, dando una consistencia mas

compresible y elastica a las esponjas. Son comunes los colores como el amarillo, el naranja
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y el rojo. En algunos casos la coloracion puede ser producida por simbiontes. Las
microscleras pueden ser euasters, esterrdsters, espirasters o derivadas como espirulas,
microrhabdes, microxas o microstrongilos, pero estdn ausentes en dos familias
(Stylocorylidae y Sollasellidae). La mayoria de los grupos son oviparos, con huevos que se
desarrollan en larvas parenquimulas directamente en el agua marina. La gemacién es

comun en la familia Tethyidae (Hooper & Van Soest 2002b)

Familia Clionaidae d"Orbigny, 1851

Diagnosis

Esponjas exclusivamente con capacidad perforadora. Las megascleras son
principalmente tilostilos, que pueden estar acompafados por oxas o estilos. Las
microscleras cuando estdn presentes, incluyen espirasters, anfidsters, microxas,
microrabdes o rafides. Algunos espirasters presentan espinas con dos o mas
ramificaciones. Los microrabdes pueden ser lisos o espinados, rectos, curvados o en
espiral (RUtzler 2002a). Usualmente su escritura era Clionidae pero debido a la
homonomia con la familia de moluscos Clionidae el nombre fue enmendado (Bouchet &

Ritzler 2003).

Cliona Grant, 1826

Especie tipo: Cliona celata Grant, 1826.
Sinonimia

Cliona Grant, 1826. Vioa Nardo, 1833. Poterion Schlegel, 1858. Raphyrus Bowerbank,
1862. Raphiophora Gray, 1867. Taguilla Bowerbank, 1874. Euryphylla Duchassain &

Michelotti, 1864. Euryphylle Duchassaing & Michelotti, 1864. Hymeniacidon sensu
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Bowerbank, 1866. Idomon Gray, 1867. Myle Gray, 1867. Pronax Gray, 1867. Sapline Gray,
1867. Osculina Schmidt, 1868. Spirastrella sensu Ridley, 1884. Papillella Vosmaer, 1885.
Papillissa Lendenfeld, 1888. Anthosigmella Topsent, 1918. Rhaphiophora Laubenfels,
1936. Delaubenfelsia Dickinson, 1945. Bernatia Rosell & Uriz, 1997. Cliona Ritzler, 2002.

Diagnosis

Cliona posee tres formas tipicas de crecimiento: alfa, beta y gamma. La forma de
crecimiento alfa es la mds comun, y se caracteriza por su modo de vida endolitico salvo
por las papilas que son el Unico contacto con la superfice. Algunas especies se desarrollan
hasta la forma beta, por unidn externa de las papilas. La fase gamma ocurre cuando la
esponja destruye todo el material calcdreo y se convierte en masiva. Las megascleras son
tilostilos. Las microscleras son principalmente espirasters, rectos, curvos, retorcidos o en
espiral. También pueden poseer microrhabdes espinados, ondulados o rectos, anfiastrosas
(derivados de espirasters) y rafides. Puede tener microstrongilos completamente lisos, en

forma de espiral o ligeramente doblados en el centro (Cruz-Barraza 2008).

Cliona amplicavata Riitzler, 1974
Sinonimia
Cliona amplicavata Ritzler, 1974. Rosell & Uriz, 2002. Carballo et al. 2004.

Material examinado

CIMAR-BS-12: Bahia Salinas, 11°03°16"" N 85°42°46"" O, profundidad: 15 m, 3.111.2011,
Cristian Pacheco Solano. CIMAR-CU-12: Bahia Culebra, 10°37°24°'N - 85°39°13"" O,
profundidad: 3 m, 28.VI.2011, Cristian Pacheco Solano. CIMAR-PL-01, CIMAR-PL-04,
CIMAR-PL-06, CIMAR-PL-07: Playa Blanca, 9°42°30°'N - 84°40°5"° O, profundidad: 3 m,
11.IV.2011, Cristian Pacheco Solano. CIMAR-PL-103, CIMAR-PL-102: Playa Blanca,
9°42°30°°N - 84°40°5"" O, intermareal, 16.1X.2011, Cristian Pacheco Solano.

Descripcion
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La esponja en vivo y preservada es de color ocre. Con papilas circulares de 0,5 mm
de didmetro en promedio (fig. 1.2). Se encontré en Pavona gigantea viva, y en fragmentos

de Porites lobata. y Pocillopora sp. muerto.

Fig. 1.2 C. amplicavata. A) Papilas, B) Coral del género Pocillopora donde se aprecian las
camaras perforadas por la esponja y el tejido de esta.

Presenta tres tipos de espiculas: (i) Tilostilos, ligeramente curvos de 115 a 282 um
de longitud (Fig. 1.3A, B), y de 1 a 7,5 um de grosor. Los tilos de 3,5 a 10,5 um de
didmetro, en ocasiones presentan protuberancias apicales (Fig. 1.3E). (ii) Estilos de 80 a
156 um de longitud, y de 2,5 y 4,5 um de grosor (Fig. 1.3C). (iii) rafides, delgados y
ligeramente curvados de 65 a 140 um de longitud, y de 1 a 2 um de grosor (Fig. 1.3D).
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Fig. 1.3. Espiculas de C. amplicavata al MEB. A) Tilostilos, B) Tilostilo inmaduro, C) Estilos,
D) Rafides, E) Variacion morfolégica de tilos.

Las camaras excavadas por la esponja son de forma oval, las de mayor tamafio de
4,6 mm de largo por 3,6 mm de ancho. Las cdmaras se juntan a través de ductos de unién
de 0,4 a 1,4 mm, de grosor aunque en ocasiones se pueden fusionar. Las marcas dejadas
en el sustrato son dreas poligonales de 36 y 90 um de didmetro menor y mayor

respectivamente.
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Fig. 1.4. Imagen de las camaras escavadas por C. amplicavata al MEB. A) Camaras y ducto
de unidn entre ellas (flecha), B) Marcas hechas por la esponja en la pared del coral.

Distribucion y habitat

Cliona amplicavata se encontrd originalmente en el Caribe (Ritzler 1974), y
posteriormente fue citada en el Mar Mediterrdneo, donde llega a los 100 m de
profundidad (Rosell & Uriz 2002). En el Pacifico se encuentra desde el Golfo de California
hasta el estado de Oaxaca al Sur de México (Carballo et al. 2004), desde los 2 a los 18 m de

profundidad.

En este estudio, fue localizada en San Juan del Sur, Nicaragua y para Costa Rica en
Bahia Culebra y Bahia Salinas (Pacifico Norte), Playa Blanca (Peninsula de Nicoya) y Playa

Blanca (Pacifico Central) a una profundidad entre 3 a 15 m.
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Fig. 1.5. Distribuciéon mundial de C. amplicavata.

Comentarios

Este es el primer registro en Nicaragua y Costa Rica, y se amplia el ambito de

distribucidn de la especie al sur del Pacifico Tropical Oriental.

Algunas de las variaciones observadas en los tilostilos son la reduccién de los tilos,
en estos tilostilos la forma se asemeja a estilos. Ademas los tilostilos inmaduros se

caracterizan por presentar el tilo granulado como se muestra en las imagenes.

Cliona californiana Laubenfels, 1932

Sinonimia
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Cliona celata var. californiana Laubenfels, 1932. Pseudosuberites pseudos Dickinson, 1945.
Hofknecht, 1978. Cliona celata Green & Gémez, 1986. Cliona californiana Carballo et al.

2004

Material revisado

CIMAR-BS-22, CIMAR-BS-24: Bahia Salinas, 11°03.16" N - 85°42.46" O, profundidad: entre
10y 21 m, 3.111.2011, Cristian Pacheco Solano. CIMAR-CU-11. Bahia Culebra, 10°37°24"'N -
85°39°13" O, profundidad: 8 m, 28.VI.2011, Cristian Pacheco Solano.

Descripcion

La esponja en vivo tiene una coloracién ocre, al preservarse se torna amarillo
palido o blanco. Las papilas sobresalen notablemente del sustrato incluso una vez
preservada. Estas tienen forma circular u oval, con un didmetro de 0,8 a 2,52 mm, y no se
fusionan (fig. 6A). Los especimenes estudiados se encontraron en restos de coral muerto

de los géneros: Pocillopora sp. y Pavona sp.

Fig. 1.6. Fotografias de C. californiana A) Papilas (flecha) en matriz arrecifal, B) corte
transversal mostrando la papila (flecha), C) perforaciones en Pocillopora sp. con el tejido
de la esponja, se aprecia la coloracién en vivo.
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La esponja presenta: (i) tilostilos, los cuales pueden ser rectos o curvados en su
tercio superior de 125 a 272 um de longitud, y de 0,8 a 8 um de grosor. Los diametros de

los tilos se encuentran en un rango de 6 a 11,5 um (Fig. 1.7A).

(i) Subtilostilos, los cuales son estilos con tilos desplazados hacia abajo o tilos casi
imperceptibles a modo de estilos (Fig. 1.7B), con longitudes de 118 a 205 um, y de 3,8 a 8
pm de grosor, y tilos de 4,5 a 9 um de diametro. En ocasiones el diametro de la cabeza
solo superaba al grosor de la espicula por menos de 0,5 um o simplemente se notaba un

leve engrosamiento.

Fig. 1.7. Espiculas C. californiana. al MEB. A) Tilostilos, B) Subtilostilos, C) Tilos.
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Cliona californiana forma galerias con una amplitud de 0,86 a 1,06 mm. La fusion
de cdmaras que conforman la galeria hace que la perforacion no tenga una forma
definida. Las marcas de la perforacidén son areas poligonales que tienen rangos de 30 a 66

pum.

Fig. 1.8. Imagen de la perforacidon causada por C. californiana al MEB. A) Camaras
fusionadas, B) Marcas de perforacion en las paredes del coral.

Distribucion y habitat

La especie se encuentra en California, E.U.A., localidad tipo (Laubenfels 1932) y en
el Golfo de California, México, donde también se ha reportado como Pseudosuberites
pseudos (Dickinson 1945, Hofknecht 1978), y como Cliona celata (Green & Gémez 1986).
Posteriormente ha sido encontrada en el Pacifico Mexicano a profundidades desde 1 a 53

m (Carballo et al. 2004).

En este estudio se reporta por primera vez para Nicaragua en San Juan del Sur y
Costa Rica hallada en las bahias Culebra y Salinas (norte de Costa Rica), Peninsula de
Nicoya, y Pacifico Central perforando coral de género Porites lobata, entre los 8 y los 21 m

de profundidad.
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Fig. 1.9. Distribucion geografica de C. californiana.

Comentarios

La variacién en los tilostilos de los ejemplares de Costa Rica es caracteristica de
Cliona californiana. Los tamafios espiculares también concuerda muy bien con Laubenfels

(1932) y Carballo et al. (2008a).

Este es el primer registro de la especie para Nicaragua y Costa Rica y amplia su

distribucién hacia el sur del Pacifico Tropical Oriental.

Cliona euryphylla Topsent, 1887

Sinonimia
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Cliona euryphylle Topsent, 1887. Cliona euryphylla Laubenfels, 1954. Bergquist, 1968.
Carballo et al. 2004.

Material examinado

CIMAR-BS-16, CIMAR-BS-20: Bahia Salinas, 11°03.16" N - 85°42.46" O, profundidad: 20 m,
8.X11.2010, Cristian Pacheco Solano. CIMAR-PL-04: Playa Blanca, 9°42°30'N - 84°40°5" O,
profundidad: 4 m, 11.IV.2011, Cristian Pacheco Solano. MZ-UCR-180. Isla del Cafio,
8°42°52"°N - 83°52°26"" O, profundidad: 4 m, 1984, Jorge Cortés Nufiez.

Descripcion

En vivo tiene una coloracién naranja y preservada se torna blanca. Las papilas se
aprecian a simple vista; se caracterizan por su forma irregular y tienen un didmetro
promedio de 3 mm, ademas sobresalen del coral (Fig.1.10). Los especimenes analizados se
encontraron en Pavona sp. y Porites lobata muerto, y en algunas muestras, también

aparecié Cliona mucronata (descrita mas adelante).

Fig. 1.10. A) Papila que se eleva sobre el alga calcarea que recubre superficialmente el
coral, B) La papila fue removida para mostrar la perforacién en el coral.

La especie presenta meglascleras y microscleras. El primer grupo consiste

mayoritariamente de (i) tilostilos de 120 um a 300 um de longitud y de 5 um a 7,5 um de
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grosor. El tilo mide de 6 a 10 um de didmetro y puede presentar variaciones morfoldgicas

(Fig.1.10.A).

Las microscleras, presentes son las (ii) espirasters que son cortas y robustas con
longitudes de 12 um promedio, otras microscleras son largas y delgadas con longitud
promedio de 24 um, ambos grupos presentan espinas distribuidas a lo largo del tallo

(Fig.1.11.B).

Fig. 1.11. Espiculas de C. euryphylla al MEB, A) Tilostilos y la variacion morfoldgica de los
tilos, B) Espiraster cortos y largo.

La esponja excava galerias ovoides que van desde 1 a 2,5 mm de didmetro,
posiblemente hay fusiéon de camaras aunque no fue claro en los especimenes observados.

Las marcas de erosidn en las paredes de la cdmara tienen diametro de 28,2 a 70,5 um.
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Fig. 1.12. A) Cdmaras de perforacidn, B) marcas dejadas en las paredes de las camaras.

Distribucion:

La especie fue originalmente descrita del Golfo de México (Topsent 1888),
posteriormente fue citada en Nueva Zelanda (Bergquist 1968). En el afio 1954 es citada
por primera vez en el Pacifico Central (Laubenfels 1954). Carballo et al. (2008a) reportan la

especie en el Pacifico mexicano a profundidades entre 1y 13 m.

En Costa Rica, C euryphylla se encontré en Bahia Salinas (Pacifico Norte), Pacifico
Central y Pacifico sur identificada en muestras del Museo provenientes de la Isla del Cafo.

El ambito de profundidades esta entre los 4 y 20 m.
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Fig. 1.13. Distribucion geografica de C. euryphylla.

Comentarios

Este es primer registro de la especie en el pais y amplia el ambito de distribucion

de la especie hacia el sur del Pacifico Tropical Oriental.

Cliona microstrongylata Carballo & Cruz-Barraza, 2005
Sinonimia
Cliona microstrongylata Carballo & Cruz-Barraza, 2005

Material examinado

ICMYL-Cmi.31.PL: Playa Blanca, Punta Leona, 9°42°30"'N - 84°40°5"" O, profundidad: <3 m,
23.X11.2012, Cristian Pacheco Solano. ICMYL-Cmi.37.PL: Playa Blanca, Punta Leona,
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9°42°30"'N - 84°40°5"" O, profundidad: < 3 m, 23.XI1.2012, Cristian Pacheco Solano. ICMYL-
Cmi.45.1B: Isla Bolaiios, Bahia Salinas, 11°03.16" N - 85°42.46° O, profundidad: 8 m,
4.XI11.2012, Cristian Pacheco Solano.

Descripcion

La coloracién del tejido de la esponja en vivo es ocre y naranja. Los especimenes se
encontraron en fragmentos muertos de coral del género Pocillopora y en restos de

conchas de moluscos muertos (Fig. 1.14).

Fig. 1.14. Coloracion en vivo de C. microstrongylata en fragmento de corales
pocilopdridos.

La espiculacién consiste en: (i) tilostilos ligeramente curvados (fig. 1.15.A) con un
rango de longitud que va desde los 122 um hasta los 284 um, un grosor entre 2,2 um a los
9,7 um vy tilos con didametro entre 5,7 um a los 12 um. (ii) Microstrongilos (Fig. 1.15.B) que
se caracterizan por su forma arrifionada en la mayoria de los casos, algunos pudiendo
verse mas alargados en forma de C; estos tiene una longitud entre los 14,9 um a los 29,7
pm y un grosor entre los 2,6 um a los 16,6 um. Este ultimo tipo espicular le da el nombre a

la especie.
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Fig. 1.15. A) Tilostilos,

microstrongilata.

ZB8rm

B) Microstrongilos,

C)

Ambos tipos espiculares

de
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Distribucion

La especie fue descrita en el Mar de Cortés (Carballo & Cruz-Barraza 2005) y este
es el primer registro fuera de esta zona, lo que implica la expansién de la distribucién de la
especie. Para Costa Rica, la especie se encontré en el Pacifico Norte y Central a

profundidades desde los ocho a los tres metros.

Fig. 1.16. Distribucion mundial de C. microstrongylata.

Comentarios

Se reporta por primera vez a esta esponja perforando en coral de género
Pocillopora y con una coloracién ocre ademas de la naranja ya reportada. No fue posible
realizar mediciones de papilas o descripcién de las camaras de perforacion por falta de

material.
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Cliona mucronata Sollas, 1878.

Serd desarrollada en el capitulo 2.

Cliona pocillopora Bautista-Guerrero, Carballo, Cruz-Barraza & Nava
2006.

Material examinado

CIMAR-ICol, CIMAR-ICo-12. Parque Nacional Isla del Coco, 5°31°41”N - 87°03°26"" O,
profundidad: 14 m, 4-11-2011, Jeffrey Sibaja Cordero.

Descripcion

No se pudo observar la coloracién en vivo, una vez preservada, la coloracién del
tejido es blanca o parda. Las papilas de forma circular, de 600 um de didmetro en
promedio, estan dispersas por lo que son dificiles de observaron. No se observaron
papilas fusionadas. Los especimenes analizados fueron encontrados en coral vivo del

género Pavona.
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Fig. 1.17. Fotos de C. pocillopora. A) Papilas (flecha), B) Perforaciones en el coral con tejido

de la esponja.

Las megascleras son tilostilos con formas muy variadas en donde los tilos se
pueden ubicar en el extremo, o estar desplazados hacia la mitad de la espicula. La longitud
de estos, varia entre 82 a 216 um y el grosor entre 1,5 a 7 um con diametro de tilos entre
los 3y 9 um. En algunos casos la diferencia entre el didmetro de la cabeza y el grosor de la

espicula es pequeia y tiende a confundirse con un estilo.

=S0um__

Fig. 1.18. C. pocillopora al MEB. Tilostilos en donde se aprecia las diferentes posiciones del
tilo a lo largo de la espicula.
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Las cdmaras tienen un diametro promedio de 860 um y tienen ductos de union de
152 um promedio de grosor. No se observé fusiéon de cadmaras. Las perforaciones son

poligonales con diametros entre 15y 66 um.

Fig. 1.19. Imagenes de las perforaciones de C. pocillopora al MEB. A. Cdmara y ductos de
unién con otras camaras; B. marcas dejadas por la esponja durante el proceso de
excavacion.

Distribucion

La especie fue descrita originalmente del Pacifico mexicano (Bautista-Guerrero et
al. 2006) y aqui se reporta para Bahia Culebra en el Pacifico Norte, Peninsula de Nicoya y
el Parque Nacional Isla del Coco, extendiendo su drea de distribucidon hasta Centroamérica

y abarcando una isla oceanica en el Pacifico costarricense.
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Fig. 1.20. Distribucion geografica de C. pocillopora.

Comentarios

Los especimenes descrito aqui fueron recolectados accidentalmente durante un
crucero de investigacion a la Isla del Coco y se pudo identificar en este trabajo. Estos son
los primeros registros en el pais y amplia la distribucién hacia el sur del Pacifico Tropical

Oriental.

Cliona tropicalis Cruz-Barraza, Carballo, Bautista-Guerrero & Nava, 2011.

Material examinado

ICMYL-Ctr.133.FS: Four Seasons, Bahia Culebra, 10°36°37"°'N - 85°41°11"" O, profundidad: 3
m, 19.XI11.2012. Cristian Pacheco Solano

Descripcion
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Esponja de coloracién amarilla encontrada en fragmentos de coral muerto del
género Pocillopora. El material encontrado fue escaso y no fue posible obtener fotografias
al microscopio electrénico de barrido para las espiculas o para las cdmaras de perforacion
ni realizar mediciones que permitieran establecer rangos confiables para las espiculas. Sin

embargo, el registro fue confirmado por la autoridad de esta especie.

Fig. 1.21. Coloracién de C. tropicalis en vivo.

Distribucion

La especie descrita por Cuz-Barraza et al. (2011) tenia una distribucién a lo largo de
las costas mexicanas, desde Baja California hasta Oaxaca e incluso el archipiélago de
Revillagigedo vy las Islas Marias. Ahora es encontrada en el Pacifico Norte de Costa Rica a

una profundidad aproximada de 3 m, ampliando su distribucién hacia el sur.
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Fig. 1.22. Distribucion mundial de C. tropicalis.

Cliona vermifera Hancock, 1867.
Sinonimia

Cliona vermifera Hancock, 1867. Cliona vermifera Topsent 1889. Cliona vermifera Hechtel

1965. Bernatia vermifera Rosell & Uriz, 1997. Cliona vermifera Carballo et al. 2004

Material examinado

CIMAR-CU-06, CIMAR-CU-8.1, CIMAR-CU-09(1), CIMAR-CU-09(lla) CIMAR-CU-09(V): Bahia
Culebra, 10°37°24°N - 85°39°13"" O, profundidad: 10m, 21.11l.2011, Cristian Pacheco
Solano. CIMAR-CU-122, CIMAR-CU-123, CIMAR-CU-200, CIMAR-CU-201: Bahia Culebra,
10°37°24°N - 85°39°13"" O, profundidad: 10 m, 28.VI.2011, Cristian Pacheco Solano.
CIMAR-IC-13, CIMAR-IC-21, CIMAR-IC-21.1, CIMAR-IC-34, CIMAR-IC-34.1: Isla del Cafo,
8°42°52"°'N - 83°52°26"" O, profundidad: 5 m, 12.11.2011, Cristian Pacheco Solano.

Descripcion
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La especie presenta en vivo una coloracidn naranja, que al preservarla se torna
parda o amarilla. Las papilas poseen una didmetro entre 0,6 y 1,2 mm. Los especimenes

analizados fueron encontrados en coral muerto del género Pocillopora y Porites.

Fig. 1.23. A) Papilas de C. vermifera en vivo, B) vista transversal de la papila en la parte
superior y la cdmara perforada en la estructura coralina.

La espiculaciéon estd conformada por: (i) tilostilos con longitudes entre 100 a 294
um. En la parte mas gruesa de los tilostilos, los rangos son desde 1 hasta 9,5 um y las
cabezas tienen diametros entre los 3 y los 13,5 um. (ii) Microstrongilos sinuosos con

rangos de longitudes entre los 25 y los 64,5 um y un grosor entre los 1,5y 6 um.
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Fig. 1.24. Imagen de las espiculas de C. vermifera al MEB. A) Tilostilo, B) Microstrongilos
sinuosos y al margen derecho uno con malformacién, C) Tilostilos y microstrongilos en la
misma escala.

Las camaras poseen una forma ovalada o irregular con amplitudes entre 0,8 y 3,04
mm, y pueden fusionarse. El ducto de unién tiene un grosor entre los 0,2 a los 0,8 mm. Las

marcas producidas por la esponja son poligonales y miden entre 35,6 a 52.8 um.
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Fig. 1.25. Imagen de las perforaciones producidas por C. vermifera al MEB. A) Camara de
perforacién, B) Marcas de perforacion.

Distribucion

C. vermifera es una especie cosmopolita encontrada en el Mediterraneo y océanos:
Atlantico, Pacifico e Indico, y en el Mar Caribe (Carballo et al. 2008). En el Pacifico Tropical

Oriental, el punto mads cercano a Costa Rica en donde se cita es la costa Sur de México.

En Costa Rica, las muestras se obtuvieron a profundidades de 10 m en Bahia
Culebra, Pacifico Norte e Isla del Cafo, Pacifico Sur. Se encuentra perforando coral del

género Pocillopora y en matriz arrecifal.
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Fig. 1.26. Distribucion mundial de C. vermifera.

Comentarios

Las malformaciones, como la presentada en Fig.1.24.B, se distinguen debido a las
formas poco comunes o Unicas que se observan en las espiculas. Este tema se abarcara en

la discusion.

Cliona vermifera fue reportada por primera vez para la Isla del Cafio por Guzman
(1988) y por Scott (1988). En este trabajo se vuelve a encontrar para la misma localidad y
se agrega Bahia Culebra en el Pacifico Norte. Esta es, junto con C. mucronata la esponja

mas recurrente en los sitios muestreados.

Es notable la variedad que hay entre especimenes donde el numero de
microstrongilos sinuosos es mas abundante en unos especimenes que en otros (Fig.1.27).

La Figura 1.27A solo tiene 9 microstrongilos sinuosos mientras que la Figura 1.27B posee
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una cantidad superior, en total 88, sin embargo se tuvo el cuidado de analizar una
cantidad de tejido similar en las dos. Los especimenes con las dos diferencias fueron

encontrados en todos los sitios muestreados.

20, . 7 ) I P 20

Fig. 1.27. Imagen de microscopia de luz para dos especimenes de C. vermifera. A) Se
contabilizé 9 microstrongilos sinuosos, mientras que B) tiene 88 microstrongilos sinuoso.

Cliothosa Topsent, 1905

Especie tipo: Thoosa hancocki Topsent, 1888

Sinonimia

Cliothosa Topsent, 1905. Thoosa sensu Topsent, 1888.

Diagnosis

Esponja perforadora con tilostilos largos y generalmente dos tipos de anfiasters como
microscleras: ramificados y nodulosos. Los primeros hallados en las camaras y los
segundos en las papilas. Los anfiaster nodulosos pueden estar ausentes en algunas
especies. Por otro lado, un tercer tipo, diplasters muy pequefios han sido reportados en

las papilas (Ratzler, 2002a).

39



Cliothosa tylostrongylata Cruz-Barraza, Carballo, Bautista-Guerrero, Nava
2011

Material examinado

ICMYL-Cty.59.IT, ICMYL-Cty.60.IT, ICMYL-Cty61.IT, ICMYL-Cty.62.IT, ICMYL-Cty.63.IT: Isla
Taboga, Golfo de Panamd, 8°48°06"'N - 79°33'19” O, profundidad: > 1 m, 15.1.2012,
Cristian Pacheco. ICMYL-Cty.125.FS, ICMYL-Cty.130.FS: Playa Blanca, Four Seasons,
10°36'37'N - 85°41°11"" O, profundidad: 3 m, 15.1.2012, Cristian Pacheco.

Descripcion

La coloracion de la esponja en vivo y en el interior de la cdmara es amarilla, los

especimenes recolectados se encontraban en coral del género Pocillopora.

Fig. 1.28. Coloracién en vivo de Cliothosa tylostrongylata.

La espiculacion que presenta incluye megascleras de dos tipo: (i) tilostrongilos que
son rectos con longitud aproximada a los 46 um, grosor de 8 um y tilo de 10 um; (ii)
Tilostilos rectos que poseen una longitud entre 140 um y 276 um, un grosor entre los 6,8
um y los 12,4 um vy tilos entre los 10,2 um y los 14 um. Las microscleras son de tipo: (iii)
anfiaster ramificados, tienen actinas alargadas y delgadas que en algunos casos se dividen
en las puntas, tienen longitud entre los 7 y 16 um y grosor aproximado a los 3 um, las
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actinas pueden prolongarse una longitud de 5,5 a 7,9 um. (iv) Anfiaster nodulosos se
distinguen por su contextura mas robusta, con actinas pequefias y mas gruesas en

comparacion con las anteriores, tienen longitud entre los 10 a 12 um y grosor entre 2 y 4

pum.
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Fig. 1.29. Espiculas de C. tylostrongylata A) Tilostrongilos y tilostilos, B) Anfiaster
ramificados, C) Anfiaster nodulosos.

Distribucion

Los especimenes fueron hallados en el Pacifico norte de Costa Rica y en el Golfo de
Panam3, a profundidades menores a 3 m. Hasta este reporte, solo se habia encontrado a

lo largo de la costa mexicana.
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Fig. 1.30. Distribucion mundial de C. tylostrongylata.

Comentario

Este registro amplia el rango de distribucidon de la especie hacia el sur del POT.

Pione Gray, 1867

Especie tipo: Cliona northumbrica Hancock 1849.

Sinonimia

Pione Gray, 1867. Archaeoclina Czerniavsky, 1878. Gapoda Laubenfels, 1936. Pione
Ritzler, 2002. Pione Carballo et al. 2004.
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Diagnosis

Esponja perforadora con formas de crecimiento alfa o beta. Las megascleras son tilostilos
acompafados por microscleras, microxas microespinadas, raramente lisas y por
microrafides microespinados. Los microrafides son normalmente rectos u ondulados pero
también pueden ser centrotilotes. Las microxas no tienen una localizacion u orientacion

particular en el cuerpo de la esponja (Ritzler 2002a).

Pione cf. carpenteri (Hancock, 1867)
Sinonimia

Cliona carpenteri Hancock, 1867. Cliona bacillifera Carter, 1887. Pione carpenteri Rosell &

Uriz, 1997. Pione carpenteri Carballo et al. 2004.

Material examinado

CIMAR-Cu-19.22: Bahia Culebra, 10°37°24°'N - 85°39°13"" O, profundidad: 3 m, 21.111.2011,
Cristian Pacheco Solano. CIMAR-IC-10, CIMAR-IC-14: Isla del Cafio, 8°42°52"°N - 83°52°26"
O, profundidad: 5 m, 12.11.2011, Cristian Pacheco Solano. CIMAR-PL-101: Playa Blanca,
9°42°30"°N - 84°40°5"" O, profundidad: 2 m, 16.1X.2011, Cristian Pacheco Solano. ICMYL-
Pca.65.E: Playa Esmeralda, 10°35°27"°'N - 85°40°04"" O, profundidad: 3.XI1.2012, Cristian
Pacheco Solano. ICMYL-Pca.83.R, ICMYL-Pca.86.R, ICMYL-Pca.92.R, ICMYL-Pca.98.R,
ICMYL-Pca.99.R, ICMYL-Pca.103.R: Playa Blanca, Riu, 10°32°01”"N - 85°45°43" O,
Profundidad: 3 m, 20.XI1.2012, Cristian Pacheco Solano. ICMYL-Pca.126.FS: Playa Blanca,
Four Seasons, 10°36'37°'N - 85°41°11"" O, profundidad: 3 m, 20.X11.2012, Cristian Pacheco
Solano. ICMYL-Pca.137.IT: Isla Taboga, Golfo de Panama, 8°48°06"'N - 79°33'19"" O,
profundidad: 1 m, 13.1.2012, Cristian Pacheco Solano.

Descripcion

La esponja en vivo presenta una coloracion amarilla. Los especimenes analizados

fueron encontrados en coral muerto del género Pocillopora y conchas de moluscos
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muertos. Las papilas son muy pequefias, de 390 um de didmetro en promedio. En algunas

muestras no se observaron.

Fig. 1.31. Foto de las papilas y tejido (flecha) con la coloracién en vivo de P. cf. carpenteri.

Presenta tres tipos de espiculas: (i) oxas con curvatura central, terminadas en
punta por ambos extremos y cubiertas de espinas diminutas. Poseen longitudes entre
rangos de 63 a 115 um y de 3 a 6 um de grosor. (ii) Tilostilos son muy escasos en
comparacion con las oxas, son rectos, de 204 a 240 um de longitud y de 3.8 um de grosor
en promedio. Los tilos miden de 4,5 a 6 um de diametro. (iii) Microrhabdes que son muy

numerosos, rectos y cubiertos de espinas robustas, de 9y 12 um de longitud.
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Fig. 1.32. Espiculas de Pione cf. carpenteri al MEB. A) Tilostilo con variaciéon de cabezas; B)
Imagen de espiculas oxas y microrhabdes, con magnificacidon del recuadro en donde se
muestra la microespinacién de las oxas y un microrhabdes quebrado, C) Oxa, D) Tres
microrhabdes.
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Las camaras perforadas en la estructura coralina tienen didmetros comprendidos
entre 0,79 a 1,60 mm y estan unidas por ductos de unién con un grosor de 315 um
promedio. No se observé fusidon entre camaras. Las marcas dejadas en las paredes de las

camaras son areas poligonales que tienen un rango de diametro entre los 20y 102 um.

Fig. 1.33. Imagenes de Pione cf. carpenteri al MEB. A) Cdmaras de perforacién unidas por
ductos, B) marcas de perforacién.

Distribucion

Los especimenes analizados fueron encontrados en San Juan del Sur, Nicaragua;
para Costa Rica se encontrd en: Bahia Culebra y Bahia Salinas (Pacifico Norte), Peninsula
de Nicoya, Pacifico Central e Isla del Cafio (Fig. 34). También se encontré en Isla Taboga,

Panama.
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Fig. 1.34. Distribucion de Pione cf. carpenteri.

Comentarios

Las caracteristicas morfoldgicas que se han descrito presentan algunas diferencias

con otras especies de Pione descritas en el Pacifico (Carballo et al. 2004, 2008). Estas

diferencias se analizan mas detenidamente en la discusion.

Pione cf. mazatlanensis (Hancock, 1867)
Sinonimia
Pione mazatlanensis Hancock, 1867

Material examinado
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ICMYL-Pma.84.R, ICMYL-Pma.87.R: Playa Blanca, Riu, 10°32°01°N - 85°45°43"" O,
profundidad: 3 m, 20.X11.2012, Cristian Pacheco.

Descripcion

En vivo la esponja presenta una coloracién ocre. El sustrato en el que se le

encontré fue coral pocilopérido muerto.

Se presentan tres tipos espiculares: (i) Tilostilos, ligeramente curvados con
longitudes que van desde 152 a 215 pm y un grosor en rangos de 2,5 a 5 um vy los tilos con
un didmetro desde los 5 a los 7,5 um. (ii) Acantoxas curvadas y con espinas a lo largo del
cuerpo o lisas; centrotilotas o sencillas con longitudes desde los 60 a 87,5 um y un grosor
de 2,5 a 5 um. (iii) Microrhabdes espiralados y cubiertos de espinas con longitudes de 10
pm a 15 um y grosor de 1 a 2,5 um. Es posible observar microrhabdes pequefios y mas

rectos o algunos desgastados probablemente (Fig. 1.35).
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Fig. 1.35. Espiculas de P. mazatlanensis. A) Tilostilos, B, C) Acantoxas, D) detalle de los tilos

en los tilostilos, E) Microrhabdes espiralados, F) Un microrabdes desgastado y otro recto.

Distribucion

Los especimenes analizados fueron encontrados en Playa Blanca, Pacifico Norte de

Costa Rica en la zona exterior de la Peninsula de Nicoya a 3 metros de profundidad.
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Fig. 1.36. Distribucion de P. mazatlanensis.

Comentarios

Los especimenes fueron trabajados a partir del tejido extraido y no se contd con el
sustrato para realizar fotografias de microscopia electrdnica para las galerias y patrén de

perforacién.

Orden Astrophorida Sollas, 1888

Diagnosis

Esponjas usualmente con textura dspera debido al contenido de silice sobre el esqueleto
de espongina. Las microscleras son asters en una o mas categorias (a veces ausentes), en

ocasiones acompafnadas por microxas y microrabdes. Megascleras son tretactinales,
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usualmente trienas, calatrops o trienas cortas, en conjunto con oxas, siempre con un
esqueleto radial al menos en el area periférica y con una arquitectura mas confusa hacia el
centro del cuerpo. En general, con pérdida de megascleras tetractinales, dejando solo las
oxas, pero siempre mostrando la organizaciéon radial en el esqueleto. La reproduccion es
ovipara a pesar de que los gametos solo se han descrito para muy pocas especies. El

estadio larval no se conoce aun (Hooper & Soest 2002c).

Familia Thoosidae Rosell & Uriz, 1997

Diagnosis

Esponjas excavadoras en las que también se incluyen formas masivas gama, con oxas,
estilos, o estrongilos como megascleras (o megascleras ausentes) y microrhabdes (rectos,
doblados o en espiral) o anfiasteres, o ambos como microscleras. Las megascleras pueden
ser lisas o espinadas y pueden tener formas retorcidas o ramificadas. Las microscleras
estdn usualmente ornamentadas con microespinas que se arreglan uniformemente,
agregadas o en espiral. Las excavaciones forman galerias como en la familia Clionaidae.
Las papilas que se conocen son pequeias e inconspicuas, las formas masivas son raras

(Rutzler 2002c).

Thoosa Hancock, 1849

Especie tipo: Thoosa cactoides Hancock, 1849

Sinonimia

Thoosa Hancock, 1849. Annandalea Topsent 1928. Annandalena Topsent 1932. Thooce
Laubenfels 1936. Thoosa Riitzler 2002. Thoosa Carballo et al. 2004.
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Diagnosis

Esponja perforadora con papilas. Las megascleras son tilostilos aunque pueden faltar en
algunos individuos, poblaciones o especies. Normalmente hay muchos tipos y variaciones
de microscleras, pero comunmente son anfidsters y oxidsters. Los anfidsters son
principalmente tilotes, microespinados en los extremos, pero varian en las distintas
especies, incluyendo oxas con extremos lisos. Los oxiasteres presentan un centro
pequefio, con 1 a 6 actinas largas y delgadas. La reduccidn de las espinas puede llevar a
formas sigmoides centrotilotas o tiloestilos, debido a que las espinas tienden a ser
curvadas o forma biradiada. Algunas especies pueden incluir microxas vy

pseudoesterrasters (Ritzler 2002a).

Thoosa mismalolli Carballo, Cruz-Barraza & Gomez 2004

Material examinado

MZ-UCR-182: Isla del Cafio, 8°42°52"°'N - 83°52°26"" O, profundidad: 4 m, 1984, Jorge
Cortés Nunez. CIAMR-IC-34,2: Isla del Cafo, 8°42°52°N - 83°52°26"" O, profundidad: 10 m,
12.11.2011, Cristian Pacheco Solano.

Descripcion

La coloracidn de las papilas no fue registrada en vivo, al preservar es blanca, tiene
forma circular con didmetro promedio de 1,5 mm. Los especimenes se encontraron en

coral muerto del género Pocillopora.
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Fig. 1.37. Papilas de T. mismalolli.

En las espiculas (Fig. 38) se distinguen: (i) Oxas centrotilotes que no son muy
numerosos y tienen una longitud promedio de 53,4 um y 1,1 um de ancho. (ii) anfiaster
gruesos con 14 nddulos, siete a cada extremo del tallo, las tilos (proyecciones) presentan
terminaciones con espinas reducidas. Ademas presentan una longitud de 24 um y un
grosor promedio de 9 um. (iii) anfiaster delgados con 14 nédulos, siete en cada extremo
del tallo, superficie verrugosa y terminaciones irregulares o lisas, tienen en promedio 19
pum de largo y un grosor entre 1,5-3 um. (iv) Oxidsteres bi-radiales, tri-radiales o tetra-
radiales, algunas con microespinas o abultaciones en extremos. Las longitudes promedio
de cada espina en las bi-radiales y tri-radiales es de 35 um y un grosor de 1,5 um. Las
tetra-radiales pueden presentar tallos de 15 um. (v) Tilostilos que son muy escasos y no se

pudo obtener su longitud.
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Fig. 1.38. Espiculas de T. mismalolli al MEB. A) Oxa centrotilotes, Oxiasteres bi-radiales, tri-
radiales y tetra-radiales, B) Anfiasteres gruesos y delgados.
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Fig. 1.39. Espicula de T. mismalolli al MEB. Tilostilo (flecha) rodeado por anfiasteres y
algunos oxiasteres tetra-radiales.

Presenta un patrén de perforacidn formado por grandes galerias debido a la fusién
de camaras. Estas galerias pueden tener aberturas de 2 mm. Las marcas de perforacion
dejadas en las paredes son poligonales, de 29 a 55,6 um de diametro. Por otro lado, la
superficie de estas dreas es irregular a diferencia de las analizadas para el género Cliona o

Pione.
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Fig. 1.40. Imagen del patrén de perforacion en T. mismalolli al MEB. A) Galeria producto
de la fusion de cdmaras, B) marcas de perforacion, se observa lo irregular de su superficie.

Distribucion

Los datos que se tienen para la distribucién de T. mismalolli son del Pacifico México
y las profundidades van desde el intermareal hasta los 7 m de profundidad (Carballo et al.

2008).

En Costa Rica los especimenes fueron encontrados en la Isla del Caino a 4 y 10 m.
de profundidad y también se revisd un espécimen de Museo proveniente de la misma

localidad y recolectado en 1984.
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Fig. 1.41. Distribucion geografica de T. mismalolli.

Comentarios

Este es un nuevo informe para el pais y amplia el ambito de distribucion mundial al

ser el primer registro de la especie fuera de México.

Thoosa cf. calpulli Carballo, Cruz-Barraza, Gémez 2004.

Material examinado

ICMYL-Tca.140.E, Playa Esmeralda, 10°35'27°'N - 85°40°04"° O, profundidad: 5 m,
12.11.2011, Cristian Pacheco Solano.

Descripcion
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La coloracion del tejido en vivo es amarillo, y posee tres elementos espiculares
que se detallan a continuacidn, sin embargo se hace notar algunas diferencias con la T.

calpulli descrita por Carballo et al. (2004)

Los elementos espiculares son: (i) anfiaster con cinco o seis rayos microspinados en
cada eje (si se divide el anfiaster a la mitad). Esta es una diferencia con la descripcién
original que reporta siete rayos por eje. Las terminaciones se presentan en forma cénica o
mas espinada, algunas son abiertas con alrededor de 6 proyecciones pequefias en las
puntas (forma de flor), algunos son simétricos otros asimétricos. Sus mediciones son de
largo entre: 7.9 a 17.3 um vy el grueso del eje es de 1 a 2.2 um. Los rayos salen del eje

principal con longitudes entre 1.8 a 5.1 um.

(i) Oxiasters lisas con un centro pequefio de donde salen los radios, se vieron
biradiales con forma de alas de ave u otras mas rectas, tri-radiales en un solo plano o dos
o tetra-radiales. La medida de los radios son de 17.5 a 30.9 um de largo por 1.1 a 2.1 um

de grosor.

(iii) Oxas que pueden ser espinadas o lisas, centrotilotas o simples y por su longitud
se distinguieron dos grupos: uno en rangos de 35.2 a 101.5 um de largo por 1.8 a 4.3 um
de grosor y el segundo grupo que son oxas simples o centrotilotas también pero mas
escasas, las dos que se observaron con medidas de 253.8 y 324.9 um de largo por 3.5y 3.4

um de grosor respectivamente.

Las mediciones también se diferencian de las reportadas por Carballo et al. (2004).
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Fig. 1.42. Espiculas de Thoosa cf. Calpulli. A) Anfiasters simétricos, B) Oxiasters, C)
Anfiasters asimétricos.
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Fig. 1.43. A, C) Tipos de oxiasters triradiales y biradiales; B) Oxa centrotilota y oxa espinada
simple.

Fig. 1.44. Vista general de espiculas de T. cf. calpulli. Se muestra una de las oxas de gran
tamafo.

Distribucion

El espécimen se localizé en Playa Esmeralda, Bahia Salinas, Pacifico Norte de Costa

Rica, de ser T. calpulli este registro ampliaria la distribucion hacia el sur.
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Fig. 1.45. Distribucion de T. calpulli.

Comentario

Sera recomendable buscar mas ejemplares y analizar mas espiculas asi como las cavidades

de perforacion.
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Discusion

De las esponjas perforadoras citadas previamente en la literatura, los géneros
Cliona y Thoosa mantienen su validez y se reportan de nuevo en esta tesis junto a una
ampliacién en su rango de distribucién en el Pacifico Oriental. El género Antosigmella
Topsent, 1918, citado por Scott et al. 1988 es sustituido y en la actualidad es el género

Cliona Ritzler, 2002 (ver sinonimia de Cliona).

El género Aka se revierte al nombre vdlido anterior Siphonodictyon debido a la
primacia del género Aka de White, 1879 para insectos. El registro se hizo por primera vez
para el Pacifico mexicano cuando en el 2007 Carballo et al. describieron la especie
Siphonodictyon cryptica. A la fecha no se ha obtenido otro reporte de esta o ninguna otra
especie de este género fuera del Pacifico Mexicano (Carballo et al. 2008). Por otro lado, el
género Siphonodictyon, es facilmente confundido, ya que las mismas espiculas estan
presentes en esponjas no perforadoras asociadas a cavidades perforadas por otras
esponjas, por lo tanto se decidié que la cita de Costa Rica del afio 1988 es dudosa y no hay

forma de corroborar el registro.

Cliothosa hancoki es mencionada por Scott et al. (1988) en la Isla del Cafio. Esta
especie se reporta para el Pacifico por Carballo et al. (2008), pero posteriormente Cruz-
Barraza et al. (2011) la describen como una nueva especie Cliothosa tylostrongylata
debido a la presencia de tilostrongilos (tilostilos sin punta). Los especimenes recolectado

en esta tesis confirman la presencia de esta especie y justifican el registro.

De las especies previamente reportadas para el Pacifico costarricense, las Unicas
especies consideradas como validas son Cliothosa tylostrongylata y Cliona vermifera,
ambas citadas por Guzman en 1988, las cuales también han sido recolectadas vy

analizadas.

En cuanto a las especies validas para Panama, a C. tylostrongylata y C.vermifera se

le suman: C. mucronata, C. tropicalis y P. carpenteri. Todas estas especies han sido
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reportadas en esta tesis y estan presentes en la zona. La especie P. carpenteri identificada
para Panama podria ser la misma especie considerada aqui como P. cf. carpenteri lo cual

se discute mas adelante.

Algunas otras especies con registros incorrectos en el POT, pudieron ser
confundidas con especies del Atlantico u otras regiones, debido a la poca informaciéon con
gue se cuenta y a la falta de guias de identificacidén para el Pacifico en el momento en que

se estudiaron.

Cliona viridis citada por Scott et al. (1988), no se encontrd en el sitio donde fue
vista previamente y se sospecha que fue confundida con la especie Cliona tropicalis
descrita por Cruz-Barraza et al. (2011) y presente en este estudio. La confusion se debe

posiblemente a que ambas especies pertenecen al complejo Cliona viridis por su similitud.

Scott et al. (1988) también reportan a Cliona lampa para la Isla del Caio (Pacifico
sur, Costa Rica). Esta especie descrita en Bermudas (Laubenfels 1950) es aceptada como
Pione lampa vy su distribucion se restringe al Atlantico (Soest et al. 2014). Por otro lado P.
lampa puede ser confundida con la especie que se reporta como Pione cf. carpenteri

hallada en este estudio.

Thoosa mollis fue citada tanto en el estudio de Scott et al. (1988) como por
Guzman (1988), sin embargo la distribucién de esta especie esta restringida al Mar
Adridtico, Croacia y aguas europeas. Es posible pensar que lo que realmente se encontré
es Thoosa mismalolli descrita para el Pacifico por Carballo et al. (2004) y que fue

identificada en este estudio.

Cortés et al. (2009) al realizar el compendio de biodiversidad marina de Costa Rica
descartan las especies antes mencionadas con excepcién del género Thoosa, ellos citan la
referencia MZ-UCR-182 que fue identificada en esta tesis como T. mismalolli. Sin embargo
la especie fue clasificada dentro de la familia Spirastrellidae y no Thoosidae a donde

pertenece.
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La tabla 1.2 resume las especies que se registran para el POT Centroamericano
incluyendo esos registros anteriores que no aparecieron en esta tesis y que en conjunto

ayudan a visualizar el estado de conocimiento actual en la region.

Tabla 1.2. Especies de esponjas perforadoras identificadas en el Océano Pacifico para
Nicaragua, Costa Rica, Panama y la Isla del Coco.

Especies Nicaragua | Costa Rica | Isla del Coco | Panama
Cliona amplicavata X X
Cliona californiana X X
Cliona euryphylla X
Cliona mucronata X X
Cliona microstrongylata X
Cliona pocillopora X X
Cliona tropicalis X X (rp)
Cliona vermifera X X (rp)
Cliothosa tylostrongylata X X
Thoosa calpuli X
Thoosa mismaloll X
Pione cf. carpenteri X X X
Pione mazatlanensis X
Total de especies 3 13 1 5

rp: registro previo

En cuanto a Thoosa cf. calpulli 1as diferencias en el nimero de rayos microspinados
para los anfiaster y las terminaciones en algunos de ellos, asi como los rangos de
mediciones que no concuerdan con la reportada por Carballo et al. (2004) hacen pensar
gue se trata de una especie distinta, sin embargo el material recolectado fue poco y no es

posible realizar mas analisis que permitan corroborar la identidad.

En relacidén a la especie descrita como Pione cf. carpenteri se debe considerar que a
pesar de que la identificacion del género es facil debido al tipo de espiculas, la

identificacion de las especies llega a ser compleja debido a que las caracteristicas
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morfoldgicas que son diagndsticas se llegan a traslapar entre las especies (Ferrario et al.

Ill

2010). Ejemplo de esto es el “complejo Pione vastifica” entre las especies P. vastifica y P.

lampa (Ferrario et al. 2010).

La especie descrita en esta tesis posee tres diferencias observables en los
microrhabdes en comparacién con P. carpenteri. La primera es que los microrhabdes
tienen terminaciones obtusas para P. carpenteri (Carballo et al. 2004), no es asi para las
descritas en esta tesis. La segunda, las microespinaciones son muy pequefas para P.
carpenteri (Carballo et al. 2004) en comparacién a las microespinaciones encontrados en
el Pacifico Centroamericano. Por ultimo Carballo et al. (2008) menciona una longitud
promedio para los microrhabdes de 17,5 um, mientras que la longitud hallada aqui estd

entre los 9 a 12 um (Fig. 1.36).

Sin embargo seria necesario conseguir un mayor nimero de especimenes para
hacer andlisis morfoldgicos robustos y andlisis moleculares. Por lo pronto se deja como
Pione cf. carpenteri en espera de determinar si se trata de variaciones morfoldgicas de la
misma especie o si los especimenes del Pacifico Centroamericano corresponden a una

nueva especie.

Fig. 1.46. A) Microrhabdes de Pione carpenteri tomado de Carballo et al. (2004). B)
Microrhabdes del espécimen estudiado en esta tesis.
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Los especimenes identificados como P. cf. mazatlanensis tiene similitudes con P.
mazatlanensis descrita para el Pacifico Mexicano y P. angelae, localizada al sur del

continente frente a las costas Argentinas.

Los autores Urteaga & Pastorino (2007) al comparar P. angelae con P.
mazatlanensis, resaltan diferencias como la cavidad dentro de la cabeza de los tilostilos,
observable en microscopia de luz asi como la curvatura de los microrhabdes espiralados
en el centro de estos y las dos clases de papilas con didmetros de 2.5 y 0.85 mm que se
establece en la descripcion de Hancock (1867). Por otro lado, los especimenes
encontrados por Carballo et al. (2004) de P. mazatlanensis no muestran los dos tipos de

papilas, ellos hablan de un rango de 0,1 a 1.4 mm de diametro.

Ademas, la curvatura en el centro de los microrhabdes es frecuente verla en
especimenes de esta tesis pero también fueron observados microrhabdes rectos muy
similares a P. angelae. Carballo et al. (2004) reportan que los microrhabdes pueden ser

rectos también.

Al comparar las mediciones promedio para el largo de las acantoxas y de los
microrhabdes, en P. mazatlanensis (México), P. cf. mazatlanensis (Costa Rica) y P. angelae
(Argentina) tomados de los respectivos articulos (Carballo et al, 2004; Urteaga &
Pastorino, 2007), se nota su similitud. No se tomaron los datos de tilostilos debido a que
para P. angelae, los autores distinguen dos tipos de tilostilos debido a la relacién

largo/ancho de los tilostilos.
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Tabla 1.3. Promedio para el largo de dos tipos espiculares.

Acantoxas
Largo N
Meéxico 86 25
Costa Rica 88 27
Argentina 91 50

Microrhabdes

Largo N

México 10.8 25
Costa Rica 11.3 24
Argentina 12.4 31

Por estas razones se hace necesario el revisar holotipos y mas especimenes de las
diferentes regiones. Este podria ser un caso de estudio aparte, asi como lo es C.
mucronata en esta tesis. Se decide llamar a los especimenes P. cf. mazatlanensis hasta

poder realizar un analisis morfolégico mas robusto asi como un analisis molecular.

En la descripcidn de T. cf. calpulli del espécimen de Centroamérica se observaron
diferencias ya mencionadas con los descritos para el Pacifico Mexicano, que bdsicamente
radican en numero de radios por eje y mediciones de espiculas. Se analizé la similitud con
T. purpurea, pero esta se descartd por el color que presenta el espécimen, amarillo en
lugar de purpura y la presencia de oxas en lugar de tilostilos como si los tiene la T.

purpurea (Cruz-Barraza et al., 2011).

Estas diferencias en los microrhabdes sugieren la posibilidad de que el espécimen
de Costa Rica sea una nueva especie para la ciencia. Las diferencias halladas en este
trabajo, justifican una descripcidn exhaustiva de los especimenes encontrados y su

posterior analisis molecular, para lo cual se requiere un mayor nimero de especimenes.

Sobre la variacion morfoldgica, observadas en las espiculas, como: espiculas
inmaduras o malformaciones, estas han sido reportadas por Schonberg (2001) que

observé que los tilos de tilostilos inmaduros presentan granulos de silice de 0,1 a 2 um de
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didametro dando la forma granulada. Por otro lado, las malformaciones aparecen al darse
una deformacién en el filamento axial (nucleo protéico) o una quebradura en un estadio

temprano en la formacién de la espicula (Shénberg 2001).

La observacion de un patrén de perforacion diferente, en las dreas poligonales de
las camaras para el género Thoosa puede ser debido a las diferentes formas de
pseuddpodos que las células generan para disociar el carbonato e imbuir las particulas

que posteriormente liberan al medio (Calcinai et al. 2003).

Algunos estudios sefialan que el tamano y la forma de las cdmaras perforadas
tienen un valor taxondmico (Bromley & Tendal 1973, Riitzler 1974, Risk & MacGeachy
1978). Para otros investigadores, el patréon de excavacion estd relacionado con las
caracteristicas del sustrato o con el estado de desarrollo de la esponja (Cobb 1975,

Hoeksema 1983, Bromley & D’Alessandro 1990).

Lo que se encuentra en este estudio apoya la idea de que el patréon de areas
poligonales puede distinguir entre dos érdenes Hadromerida y Astrophorida y por lo tanto
tiene un valor taxondmico. Asi como lo muestra Calcinai et al (2003) al distinguir los

patrones de perforacién entre Hadromerida y Haplosclerida.

Por otro lado, la especie Cliona vermifera, presentd una variacidon en el nimero de
espirasters sinuosos, que no han sido reportados previamente y que seria necesario poder
estudiar desde un punto de vista morfoldgico y genético para poder llegar a una posible

explicacion.

Conclusion

En este primer capitulo se concluye con la descripcidn de trece especies de
esponjas perforadoras para el POT Centroamericano (Tabla 1.4), la mayoria amplian el
rango de distribucidn conocido hasta ahora y actualizan la informacidn que se tenia hasta

el momento.
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Tabla 1.4. Presencia de esponjas perforadoras por sitios en las costas del Pacifica Oriental
Tropical Centroamericano.

Bahia Salinas Bahia Culebra Penin Nicoya |Pacif. Central| Pacific. Sur [Isla Oceanica| Nicaragua | Panama
Isla Bolafios  Mesa Otros | Esmeralda Four Seasons  Otros Riu Punta Leona |Isla del Cafio| Isla del Coco | LaFlor |[Isla Taboga
1 |Cliona amplicavata X X X X X X
2 |Cliona californiana X X X X X X
3 |Cliona euryphylla X X X
4 |Cliona mucronata X X X X X X
5 |Cliona pocillopora X X X X
6 |Cliona vermifera X X X
7 |Cliona microstrongylata X X
8 |Cliona tropicalis X
9 |Pione cf. carpenteri X X X X X X X X
10|Pione cf. I i X
11|Thoosa cf. calpuli X
12|Thoosa mismaloll X
13|Cliothosa tylostrongylata X X
Total de especies 3 3 1 6 7 1 6 5 5 1 3 3

Las diferencias entre los especimenes revisados del POT Centroamericano en
comparacion con las descripciones originales mencionadas en este trabajo, sugieren la
necesidad de mas estudios que incluyan analisis molecular asi como mayor cantidad de
individuos para analisis morfolégicos robustos con el fin de determinar si la variedad
observada es debido a la plasticidad morfoldgica de las especies o por el contrario son

diferencias que caracterizan nuevas especies.

Una vez identificada la biodiversidad de esta regidén, uno de los préximos pasos a
seguir, podria ser estimar la abundancia de estas especies en los arrecifes y relacionarlas
con el estado de estos ultimos para elaborar medidas que puedan mitigar el dano
antropogénico que se pueda estar ocasionando y proteger de mejor manera estos

ecosistemas.

Por lo pronto se selecciona uno de estos casos, la especie Cliona mucronata, para
la cual se contd con gran cantidad de especimenes recolectados que permitieron su

analisis morfolégico y molecular. Esta se tratard en el siguiente capitulo.
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Capitulo lI:

Analisis morfoldgico y filogeografico de la esponja Cliona mucronata:
éespecie cosmopolita o especies hermanas?

INTRODUCCION

Durante los ultimos anos, la taxonomia de Porifera basada en el estudio de los
elementos espiculares y otras caracteristicas morfoldgicas, ha sido apoyada por estudios
de sistematica molecular (Erpenbeck & Woérheide 2007). Estos han ayudado a responder
muchas interrogantes sin embargo, aun quedan temas importantes por resolver, entre
ellos: el origen monofilético o parafilético del Filo, las relaciones filogenéticas entre
algunas clases, érdenes y familias, asi como el supuesto cosmopolitanismo de numerosas
especies que se piensa poco probable debido a su limitada capacidad de dispersién

(Borchiellini et al. 2000, Cardenas 2010).

En algunos casos, los estudios moleculares han demostrado que los procesos de
especiacién no siempre van acompanados de una diferenciacién morfoldgica que permita
distinguir entre una especie u otra (Avise et al. 1994). Un ejemplo de especiacién criptica
es el complejo Cliona celata, que en el pasado era considerada como una especie
cosmopolita, sin embargo recientemente se ha sugerido que estd constituido de varias
especies aisladas con diferencias genéticas sustanciales pero que conservan similitud

morfoldgica (Xavier et al. 2010).

La especie C. mucronata, fue descrita originalmente en el Océano indico por Sollas
en 1878. El autor presentd una narracidn tipo crdnica, como se permitia en la época,
donde menciona cdmo se encuentra con dos esponjas perforadoras en un coral del
género Isis, asignandole a una de ellas el nombre segun la terminacién puntiaguda de sus
espiculas tilostilos, que describe como terminaciones mucronas, adjetivo utilizado en
botdnica y zoologia proveniente del latin mucronis (genitivo, masculino), que hace
referencia a una punta, especialmente a punta de espada.
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En su descripcion original, Sollas describe tres tipos de espiculas, tilostilos largos
(185,4 um promedio), espiculas mucronadas (101,6 um promedio) y espirasteres (15,2 um
promedio). Un siglo mas tarde, Thomas (1972) describe a C. mucronata para el Océano

indico, haciendo notar la ausencia de espirasteres o cualquier otro tipo de microscleras.

En 1976, Vacelet et al. reportan a esta especie en las costas de Madagascar, en
esta ocasidn con presencia de espirasteres. Para el afio 2000, Calcinai et al. describen la
especie de nuevo sin espirasteres incluso proveniente de la misma regién en la que
Thomas habia trabajado, en aguas australianas del indico. Posteriormente, Calcinai et al.
(2005) hacen la descripcién para C. mucronata con base a especimenes de Indonesia y
Filipinas. En este ultimo se encuentran ocasionalmente algunos anfidasteres ademas de

espirasteres.

En afios recientes, ha sido reportada C. mucronata fuera del Océano Indico
mediante registros. En el POT mexicano (Bautista-Guerrero et al. 2006), lo cual se
considerd un informe erréneo en la base de datos de Porifera (Soest 2014), debido a su
presencia en una regidén incomunicada con el Océano Indico por la Barrera del Pacifico
Oriental. Sin embargo, Rutzler et al. (2014) la reportan para el Caribe en costas de Belice

como Cliona cf. mucronata.

En resumen los trabajos de Sollas 1878, Vacelet et al. 1976 y de Calcinai et al. 2005
son los unicos en los que C. mucronata se describe con espirasteres. Mientras que los
reportes de la especie para el Océano Pacifico Oriental y Caribe generan controversias por

haber sido considerados como la misma especie que fue descrita en el Océano indico.

En este trabajo, se analizaron especimenes de la esponja Cliona cf. mucronata
procedentes del POT mexicano, costarricense y panamenfo ademas del Caribe
costarricense. Su amplia distribucién plantea la pregunta de si ées esta, una especie
cosmopolita o realmente se tienen especies hermanas?. A continuacidn se propone
abordar esta pregunta desde el punto de vista de la sistematica y la filogeografia y asi

dilucidar una posible respuesta.
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MATERIALES Y METODOS

Analisis morfoldégico

El andlisis morfoldgico se realizé de la misma forma que el descrito en el capitulo 1. Pero
ademas se anade un andlisis estadistico para comparar las mediciones de las espiculas y

un analisis con marcadores moleculares (COly D2).

Durante este trabajo, a la “espicula mucronada” se le llamara “tilostilo ensiforme”
ya que realmente no todas las espiculas que entran en el rango de mucronadas tienen una
terminacion mucrona, algunas tienen terminacién redondeada. Los especimenes
utilizados en esta parte y los sitios de los que provienen se detallan en la siguiente tabla

(Tabla 2.1).

Tabla 2.1. Cédigos del sitio de estudio de donde provienen los especimenes utilizados en
el analisis morfoldgico.
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Region Sitio Espécimen
Caribe Cahuita a.Chl
Cahuita a.Ch2
Cahuita a.Ch3
Cahuita a.Ch4
Cahuita a.Chs
Cahuita a.Ché
Cahuita a.Ch7
POT sur Bahia Salinas b.BS1
Costa Rica| Bahia Salinas b.BS2
Bahia Culebra c.Cu
Esmeralda d.E1
Esmeralda d.E2
Four Seasons e.FS
Riu f.R1
Riu F.R2
POT norte | San Lorenzo g.SL
México Islas Marias h.IM
Isla Isabel il
Revillagigedo j.Rev
Michoacan k.Mi
San Agustin I.SA1
San Agustin I.SA2

Nota: El sitio se repite segin el nUmero de especimenes
tomados en cuenta.
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Fig. 2.1. Localidad de los especimenes recolectados y utilizados para

morfoldgico.
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analisis

84



Anilisis estadistico

Se hicieron preparaciones de la esponja Cliona cf. mucronata para 22 especimenes
de localidades variadas del Pacifico de Costa Rica y México asi como del Caribe de Costa
Rica.

Se realizaron mediciones en los siguientes factores: largo, ancho y tilo (cabeza)
para cada tipo espicular, dos en este caso: tilostilos ensiformes y tilostilos largos.

Para observar si hay variacién de morfoldgica por regién, se tomaron mediciones
de alrededor de 30 espiculas de cada tipo para cada espécimen, de estas se obtuvo un
promedio y para estimar la variaciéon morfoldgica en las regiones se utilizaron los datos
promedios para cada factor por espécimen que fue agrupado por regién (POT norte, POT
sur y Caribe) para poder ser comparados.

Se verificd la normalidad de los datos de promedio agrupados por regién a través
de un grafico de distribucion normal (Q-Q Plot) y se realizé la prueba Shapiro-Wilk, los
datos presentaron una distribuciéon normal a excepcion de las mediciones de tilo para el
POT sur, sin embargo se asumié también la normalidad considerando el teorema de limite
central.

Se realizé graficos de cajas con bigotes, que representan la mediana, el ler y 3er
cuartil (limites inferior y superior de la caja), y la distancia del cuartil por 1.5 desde la caja
(bigotes) y T Student para visualizar la dispersién de los datos y analizar si existen
diferencias significativas entre las dimensiones de las espiculas de cada espécimen y los
promedios por region. Este analisis se realizd con el programa JMP Statistical Discovery,

SAS Institute Inc. Cary, NC, USA. 2007.

Analisis molecular

Para el andlisis a nivel molecular, se seleccionaron dos marcadores, uno nuclear y
otro mitocondrial. Si bien los metazoos mas antiguos como las esponjas han demostrado

tener un lento proceso evolutivo para el gen Citocromo Oxidasa C subunidad 1 (COI) en
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comparacion con otros fila, el fragmento COl ADNm de Folmer ha sido usado
exitosamente para definir diferencias a nivel de especies y estudios poblacionales para
algunos grupos (e.g. Erpenbeck et al. 2007, Cardenas 2010). Desde el punto de vista
filogeografico este marcador es muy utilizado al no ser recombinante y debido a su
herencia casi exclusivamente materna con lo que los haplotipos registran la historia
matrilineal de eventos mutacionales (Dominguez-Dominguez & Vazquez-Dominguez

2009).

Adicionalmente el marcador molecular nuclear del fragmento 28S ADNr (D2) ha
sido usado recientemente en filogenia de esponjas probando ser adecuado en las
relaciones entre familia, género y especie debido a la variabilidad que presenta
(Borchiellini et al. 2000, Usher et al. 2004, Cardenas 2010). Ademas, el afiadir un marcador
nuclear y hacer reconstrucciones de mas de un gen incrementa la probabilidad de que la
historia filogeografica que se obtenga sea de la especie y no del gen (Dominguez-

Dominguez & Vazquez-Dominguez 2009).

Para el analisis molecular, se extrajo el ADN a través de un kit de extraccién Wizard
SV Genomic DNA Purification System (Promega®). Se tomé un fragmento del ejemplar y se
colocd en el buffer de extraccién para proceder con la purificacién. Paso seguido se
verificd la presencia de ADN en geles de agarosa (1.5%). EI ADN extraido se mantuvo en

congelacion (-20° C) para evitar su degradacion.

Posteriormente se procedié a amplificar, por medio de la reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR), los loci seleccionados. Los cebadores utilizados se muestran en el

cuadro 2.2.

En el laboratorio se optimizaron los protocolos de PCR para obtener los mejores
resultados. La calidad y cantidad de los productos de PCR fueron separados y verificados
mediante electroforesis con geles de agarosa (1.5%), posteriormente tefiidos con Bromuro
de Etidio (0.5 pg/ml) durante 15 min y visto bajo luz UV. Para corroborar el tamafio se

incluyd en el gel una escalera de peso molecular con rango de 100 a 1013 pb.
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Tabla 2.2. Informaciéon de los cebadores utilizados para el andlisis molecular de C.

mucronata.
Nombre de cebadores Secuencia Referencia
Region mitocondrial COX 1
LCO1490 5 - GGTC AAC AAATCATAA AGATATTGG -3’ Folmer et al. 1994
dgHC02198 5" -TAA ACT TCA GGG TGA CCA AAR AAY CA-3" Meyer et al. 2005
Reqion nuclear 285D2
28S a 5 - GACCCG TCT TGA AACACG GA -3 Whiting et al. 1997
28Sb 5 -TCG GAA GGA ACCAGCTAC-3 Whiting et al. 1997

Las localidades donde se recolectaron los especimenes de C. cf. mucronata para el

analisis molecular se muestran en la figura 2.2.

Fig. 2.2. Localidad de las muestras recolectadas y utilizadas para el andlisis molecular.
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Analisis de los datos obtenidos de los marcadores moleculares

Los productos de PCR se limpiaron enzimaticamente para su secuenciacién
siguiendo el protocolo del kit de purificacién (Promega®). Una vez limpio el producto de
PCR, las hebras fueron enviadas y secuenciadas en la Corporacién Macrogen. La identidad
de las secuencias fue comprobada mediante un analisis de similitud de secuencias con la
herramienta bioinformatica Blast en GenBank

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi).

Para el analisis molecular se utilizaron los programas: CodonCode Aligner version
2.0.1 para el editaje de las secuencias, asi como Mega versidon 6.06 para alineamientos,

generar modelos evolutivos y reconstruir la filogenia con los métodos de:

i) Maxima Verosimilitud, que es el método en el que se estima la probabilidad de
qgué tan bien la matriz de los datos es explicada por los arboles filogenéticos,

para esto calcula cada arbol posible (Pefia 2011).

ii) Neighbor-Joining, en el que se comparan y unen las secuencias en base a la
distancia genética similares; este algoritmo es preferido para estudios de
codigo de barras molecular ya que los individuos pertenecientes a una misma
especie formaran grupos aislados debido a su alto nivel de semejanza (Pefia

2011). Sin embargo este arbol no refleja relaciones evolutivas.

iii) Maxima Parsimonia, que asume que todos los caracteres heredables son
tratados con el mismo peso. El arbol que este método realiza es aquel que
implica la minima cantidad de cambios evolutivos que expliguen una

determinada matriz de caracteres (Pefia 2011).

Para el andlisis se utilizaron los valores bootstrap que fueron calculados con 1000
replicaciones. Estos sustentan las divisiones en el cladograma. En los analisis se incluyen
secuencias de especies distintas para generar grupos externos. Estas secuencias también

fueron tomadas del GenBank.
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RESULTADOS

Descripcién morfoldgica de la especie

Cliona cf. mucronata Sollas, 1878

Sinonimia

Cliona mucronata Sollas, 1878. Cliona mucronata Thomas 1972; Vacelet & Vasseur 1971;
Desqueyroux-Faundez 1981; Calcinai et al. 2005; Bautista-Guerrero et al. 2006; Ritzler et
al. 2014.

Material examinado

CIMAR- BS-SA01, CIMAR-BS-11, CIMAR-BS-19: Bahia Salinas, 16 m. 8.X11.2010, Cristian
Pacheco Solano. CIMAR-BS-21, CIMAR-BS-22, CIMAR-BS-23, CIMAR-BS-25, CIMAR-BS-26,
CIMAR-BS-50, CIMAR-BS-52, CIMAR-BS-53: Bahia Salinas, 8 a 20 m, 3.111.2011, Cristian
Pacheco Solano. CIMAR-CU-05, CIMAR-CU-09(Il), CIMAR-CU-09(lIl), CIMAR-CU-09(IV),
CIMAR-CU-09(V), CIMAR-CU-05, CIMAR-CU-08, CIMAR-CU-14: Bahia Culebra, 8 a 15 m.
21.111.2011, Cristian Pacheco Solano. CIMAR-CU-120, CIMAR-CU-123, CIMAR-CU-127,
CIMAR-CU-200, CIMAR-CU-201, CIMAR-CU-210/1, CIMAR-CU-191(l), CIMAR-CU-191(ll),
CIMAR-CU-191(1ll), CIMAR-CU-191(lV), CIMAR-CU-191(V): Bahia Culebra, 8 a 15 m,
18.VI1.2011, Cristian Pacheco Solano. CIMAR-IC-21, CIMAR-IC-32: Isla del Cafio, 10 m,
12.11.2011, Cristian Pacheco Solano. Cmu.146.llI: Isla Isabel, México, 2 a 3 m, 1.111.2013,
Cristian Pacheco Solano. Cmu.147.1I: Isla Isabel, México, 2 a 3 m, 1.l11.2013, Cristian
Pacheco Solano. Cmu.148.II: Isla Isabel, México, 2 a 3 m, 1.111.2013, Cristian Pacheco
Solano. Cmu.149.11: Isla Isabel, México, 2 a 3 m, 1.111.2013, Cristian Pacheco Solano.
Cmu.58.Ca: Cahuita, Caribe de Costa Rica, 3 a 6 m, 23.X.2012.

La esponja perforadora tiene un modo de vida endolitico y papilas que salen a la
superficie, su coloracién en vivo es naranja, y preservada es parda. Las papilas poseen un
diametro promedio de 330 um, y no se observé fusidon entre ellas. Los especimenes se
encontraron en coral vivo y muerto de Pavona sp. y coral muerto de Porites lobata y

Pocillopora sp. ademads de conchas de moluscos muertos.
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Fig. 2.3. Fotos de C. cf. mucronata. A) Papilas (flecha), B) Cdmaras de perforaciones con
tejido preservado (flecha), C) Perforaciones con tejido vivo y su coloracidn caracteristica.

Presenta megascleras de los siguientes tipos: (i) tilostilos largos y delgados,
levemente curvados y con longitudes entre los 92,5 um y los 247 um para un promedio de
142,4 um, y de 1,0 a 10,0 um de ancho con un promedio de 3.1 um y un tilo de 2,5 a 10,0
pum de didmetro. En ocasiones pueden tener doble tilo o este estar desplazado hacia el
centro. (ii) Tilostilos ensiformes cortos, también son levemente curvados con cabeza
esférica, ovoide o altamente modificada incluyendo centrotilota y longitudes que van
desde los 27,5 a los 115 um con un promedio de 78,8 um, exhibiendo grosores entre 1 a
17,5 um y con un promedio de 6,0 um con cabezas de didmetros entre los 2,5 a los 20 um

para un promedio de 8,4 um.
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Fig. 2.4. Espiculas de C. cf. mucronata al MEB. A) Variacion morfoldgica en los tilostilos, B)
Tilostilos ensiformes cortos caracteristicos, a mayor magnificacion.

Algunos especimenes mostraron un tercer y hasta cuarto tipo espicular que son
faciles de pasar por alto debido a su poca abundancia. Estos son estilos y oxas de forma
particular a las que llamaré oxa-mucronas por sus extremos mucrones. No son tan
comunes y resultaron particularmente notorios en especimenes de las Islas Revillagigedo,
Islas Marias y Michoacdn (México) sin embargo en especimenes de Costa Rica también
aparece aunque en menor cantidad o incluso rara vez. Las puntas mucronas de los

tilostilos ensiformes también presentaron modificaciones.

Si bien las mediciones de los estilos (iii) entran en el rango de los tilostilos y se
diferencian simplemente por la ausencia de tilo, se registré un rango de longitud de 32,5 a
142,5 um con un promedio de 100 um y un grosor entre 2,5 a 7,5 um con promedio de 4,2
um (N = 11). El bajo nimero de estilos puede ser debido a deformaciones en los tilostilos
largos y ensiformes. (iv) Las oxamucronas son pequefias y con puntas agudas (mucronas).
Las mediciones de longitud son de 39,9 a 180,0 um con un promedio de 76 y un rango de
grosor de 2,5 a 7,5 um (N = 33). Estas se observaron mas frecuentemente pero aun asi, no

fue posible encontrar mas de 15 oxas en una preparacion microscopica, algunos casos solo
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presentaban una o dos, esto es relativamente muy bajo con respecto a las otras espiculas

tilostilos por lo que se deja registro de esa capacidad que tiene la especie. Sin embargo, al

ser espiculas raras, no se tomaron en cuenta para el andlisis estadistico.
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Fig. 2.5. A) Tilostilos largos y modificaciones a estilo o centrotilotes. B, D) Tilostilos
ensiformes con modificaciones en las puntas. C) Oxamucronas.

Las perforaciones son poligonales, y las cdmaras en promedio tienen un didmetro
de 1 mm y posee ductos de unién con un grosor de 0.131 mm. En ocasiones se puede ver
fusion de estas. Las marcas de perforacion son areas poligonales con didmetros entre los

24y 66 um.

Fig. 2.6. Perforaciones de C. cf. mucronata al MEB. A) Cdmaras de perforacion y ductos de
unién (sefialados en la imagen), B) Marcas de perforacién con perforacion hecha por
pseudopodios pioneros.

Analisis morfoldgico

Se analizdé la variabilidad espicular en los especimenes de C. cf. mucronata
recolectados en cada regidén, tomando como factores la longitud, ancho y tilo para cada
tipo espicular: tilostilos largos vy tilostilos ensiformes para siete especimenes del Caribe,

siete para el POT mexicano y ocho para el POT costarricense.
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Se debe tener en cuenta que la edad del organismo no afecta estos factores ya que
estos estan dados desde el inicio por el nucleo protéico que les da la forma y la edad solo

genera que haya una mayor o menor deposicion de Silicio alrededor de ese nucleo.

Tabla 2.3. Rango de mediciones, promedios (entre paréntesis) y desviacidon estandar para
cada factor en los tilostilos ensiformes. Los sitios han sido ordenados por su posicién
geografica de norte a sur en el POT y Caribe. N representa el total de espiculas medidas.

Tilostilos ensiformes
Sitios Longitud Desv.Est. Grosor Desv.Est. Tilo Desv.Est.] N
a.Chl 87.5-(112.5) - 145 12.7 2-(11.15) - 20 4.9 3-(11.9)-17.5 4.2 31
a.Ch2 105.0-(125.2) - 147.5| 11.9 | 12.5-(18.6)-22.5 2.1 |12.5-(18.9)-25.0 2.4 31
a.Ch3 [102.5-(118.4) - 142.5 8.7 12.5-(17.0) - 20.0 1.6 [16.3-(18.6)-22.5 1.7 30
a.Ch4 |80.0-(116.7)-140.0| 17.7 | 2.5-(13.2)-18.7 56 |5.0-(14.3)-200| 4.7 31
a.Ch5 | 95.0-(118.3)-135.0| 10.4 8.7-(14.8) - 17.5 2.5 7.5-(15.9)-20.0| 2.7 30
§ a.Ch6 |97.5-(117.5)-142.5| 9.4 5.0-(16.6) - 21.3 3.5 |[8.8-(17.7)-22.5| 3.3 30
S a.Ch7 | 85.0-(110.6)-125.0| 10.9 6.3-(15.7) - 21.3 3.7 ]10.0-(16.5)-22.5| 3.2 30
b.BSa 45-(72.5)-95 9.7 2.5-(13)-7.5 1.3 2.5-(6.3)-8.8 1.5 25
_ | _b.BSb 65 - (78.7) - 105 10.6 2.5-(3.9)-6.3 1.3 5-(6.2)-10 1.3 25
_g c.Cu 67.5 - (86.6) - 97.5 8.4 3-(5.5)-8.8 1.7 5-(7.5)- 10 1.7 20
e| dE1 50- (81.1) - 102.5 11.0 1-(7.6)-12.5 35 | 25-(9.0)-12.5 3 27
§ d.E2 52.5-(82.9) - 107.5 12.3 2.5-(5.8)- 10 2.7 5-(2.3)-12.5 2.3 26
T|_efs 31.3-(82.3)- 115 8.2 2.5-(9.0)- 17.5 4.2 7-(11.8) - 20 3.7 25
i f.R1 67.5-(84.7) - 110 9.3 2.5-(5.5)-11.3 2.6 5-(8.0)-12.5 2.2 25
1 fr2 72-(87.1) - 115 10.1 2.5-(6.3)- 10 2.2 5-(8.9)-12.5 2.2 26
g.SL 37.5-(71.8) - 97.5 13.7 2.5-(5.5)- 10 1.9 3.8-(8.4)-12.5 2 26
g| him [ 275-(755)-1085 | 19.2 2.5-(5.7)-8.8 1.3 |59-(86)-125| 15 33
3 il 50.0- (80.4) - 110 12.5 2.5-(6.3)- 10 1.8 5-(8.9)-12.5 2.1 25
% j.Rev 62.5-(77.9) - 95 8.4 2.5-(6.0)- 10 2.3 5-(9.5)-12.5 2 25
€l kwmi 40- (73.4) - 102.5 13.7 2.5-(5.3)-7.5 1.4 2.5-(7.9)-10 1.9 25
S 1Al 27.5-(73.1) - 87.5 14.4 5-(6.9)- 10 1.6 5-(7.6)- 10 1.5 26
2 I.SA2 60- (77.4) - 105 10.5 2.5-(5.8)-7.5 1.5 7.5-(8.6)-12.5 1.3 26

Al observar los resultados de las mediciones de las espiculas ensiformes por
espécimen, se aprecia una tendencia en donde los especimenes con menor promedio
longitudinal de espiculas desde g.SL a [.SA2, se ubicaron al norte del POT (México),
mientras que los especimenes con mayor promedio longitudinal de espiculas desde b.BSa
a f.R2 se ubicaron al sur del POT (Costa Rica) y el promedio longitudinal de espiculas para
los especimenes del Caribe (a.Ch) excede por mucho a las espiculas de los especimenes

del POT.
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Cuando se comparé mediante un diagrama de caja las medidas de: longitud, grosor
y tilo de los tilostilos ensiformes, se realizd la Prueba T y se agruparon los especimenes

por similitud. Los resultados obtenidos de estos analisis se presentan a continuacién.
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Fig. 2.7. Diagrama de caja para la longitud de los tilostilos ensiformes por espécimen y
resultado de la Prueba T con la agrupacidn por similitud (representados por el traslape de
circulos y las letras compartidas).

La Prueba T realiza circulos para cada espécimen, el radio de estos esta dado por el
intervalo de confianza, debido a que para cada espécimen se midié un niumero similar de
espiculas (alrededor de 30) todos los circulos tienen un intervalo parecido. Por otro lado,
las similitudes entre especimenes genera un traslape entre circulos, mientras que
especimenes diferentes generan circulos separados. A esto se afiade un agrupamiento por
similitud a través de letras. Especimenes agrupados con una misma letra muestran

similitudes entre ellos y especimenes con letras diferentes muestran mayores diferencias.

La Prueba T mostro una diferencia significativa para el Caribe al considerar la
longitud de los tilostilos ensiformes (p < 0,0001), no es asi para los especimenes a lo largo

del POT en los cuales los valores extremos del espécimen de Isla Isabel (3Il), México, se
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agrupa con los del sur y los especimenes de Bahia Salinas (7BSa), Costa Rica, se agrupan
con el norte. Se aprecia una gradualidad en el POT a diferencia del Caribe. El resultado

para los demas factores, se expone a continuacion.
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Fig. 2.8. Diagrama de caja para el grosor de los tilostilos ensiformes por especimen vy
resultado de la Prueba T con la agrupacién por similitud.
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Fig.2.9. Diagrama de caja para el diametro del tilo en los tilostilos ensiformes por
espécimen y resultado de la prueba T con la agrupacidn por similitud.
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En los resultados de la Prueba T para el grosor, se observé la diferencia del Caribe

asi como un espécimen de Costa Rica (8FS). Con respecto a los demas especimenes no

forman grupos coincidentes con regiones especificas, mas bien se da una mezcla de

especimenes, lo mismo sucede al considerar el tilo pero en este ultimo caso, 8FS (Costa

Rica) acompafia a 9ZCh (Caribe).

El resultado de las mediciones de los tilostilos largos para: longitud, grosor y

didmetro de tilo se resumen en las siguientes tablas y figuras.

Tabla 2.4. Rango de mediciones y entre paréntesis promedios ademas de desviacion
estandar para cada factor de los tilostilos largos. Los sitios han sido ordenados por
posicion geografica de norte a sur en el POT y Caribe. N representa el total de espiculas

medidas.
Tilostilos largos

Longitud Desv.Est. Grosor Desv.Est. Tilo Desv.Est.] N

a.Chl 122 - (197.5) - 225 20.1 2.5-(4.9)-7.5 0.8 6-(8.5)-11.3 1.3 31
a.Ch2 152.5-(178.2) - 212.5| 16.3 2.5-(6.9)-11.3 3.4 5-(9.5)-12.5 3.2 31
a.Ch3 162.5-(198.1) - 295.0| 30.2 3.8-(6.8)-17.5 2.9 7.5-(10.3) - 16.3 1.9 30
a.Ch4 142.5-(189.4) - 235.0| 21.6 2.5-(5.2) - 10.0 22 |50-(88)-125| 2.2 31
a.Ch5 150.0-(181.1) - 202.5| 13.7 3.8-(6.4)-10.0 1.8 5.0-(10.3) - 15.0 2 30

é a.Ché 162.5-(186.8) - 217.5| 15.2 2.5-(4.5)-75 1.5 5.0-(8.1)-11.3 1.5 30
8 |a.ch7 140.0- (175.1) - 205.0{  15.3 2.5-(6.8) - 10.0 30 2.5-(10.2) - 12.5 2.2 30
b.BS1 105-(130.8) - 170 16.2 2.5-(2.7)-3.8 0.5 2.5-(5.3)-7.5 1.4 25
__|b.BS2 110- (127.2) - 150 11.2 2.5-(2.6)-3.8 0.3 5-(5.2)-7.5 0.6 25
g c.Cu 95 - (142.7) - 247 37.8 1.5-(3.8)-5 1.4 3.5-(6.7)- 10 1.6 20
@ |d.E1 100- (147.3)-172.5 | 20.4 2.5-(3.0)-6.3 1.2 3.8-(5.4)- 10 1.2 27
§ d.E2 135-(172.3) - 205 16.8 1-(2.6)-5 0.8 3.5-(5.2)-7.5 0.9 26
T [eFs 115 - (155.7) - 200 19.0 2-(4.08)- 10 1.9 4-(6.8)-10 1.9 25
2 |f.R1 122 - (150.7) - 180 15.4 2.5-(2.7)-3.8 0.4 3.8-(5.1)-7.5 0.7 25
S [rr2 120- (156.8) - 210 19.0 2-(2.8)-5 0.7 5-(5.4)-7.5 0.7 26
g.SL 102.5-(137.3)-170 | 18.7 2.5-(3.4)-5 1.1 3.8-(6.4)- 10 1.4 26

E h.IM 105 - (140.8) - 167.5 14.6 2.5-(2.9)-5 0.7 3.8-(5.8)-7.5 1.0 33
3 il 92.5-(142.5)-190 | 19.1 2-(3.1)-5 1.0 3.5-(6.3)-10 1.9 25
% j-Rev 115-(138.6) - 167.5 14.0 2.5-(2.9)-5 0.8 2.5-(6.1)- 7.5 1.4 25
g k.Mi 100- (132.6) - 155 13.2 2.5-(2.8)-5 0.7 3.8-(5.3)-7.5 0.8 25
S |1.5A1 105 - (128.4) - 150 12.2 2.5-(3.4)-5 1.1 3.8-(6.1)-8.8 1.4 26
2 [1.sa2 100- (132.0) - 160 12.5 2.5-(3.5)-7.5 1.2 3.8-(5.7)-8.8 1.2 26
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Al observar los resultados de mediciones de las espiculas largas por espécimen,
también se aprecia una leve tendencia que mostraron las espiculas ensiformes donde los
especimenes con menor promedio longitudinal de espiculas, de 1SL a 6SAb se ubican al
norte del POT (México), mientras que los especimenes con mayor promedio longitudinal
de espiculas desde 8Cu a 9Rb se ubican al sur (Costa Rica) y el promedio para el
espécimen del Caribe (92Ch) excede por mucho a las espiculas del POT. Los especimenes

7BSa, 7BSb mostraron valores minimos a pesar de estar ubicados en el sur.

Al comparar las mediciones para longitud, grosor y tilo de cada espécimen y
realizar el diagrama de caja, la Prueba T y la agrupaciéon por similitud se observé los

siguientes resultados.
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Fig. 2.10. Diagrama de caja para la longitud de los tilostilos largos y resultado de la Prueba
T con agrupamiento de especimenes por similitud.

Al analizar los resultados para la longitud, se observaron diferencias para el Caribe.
Para el POT los especimenes se regionalizan para el sur y norte del POT (fig. 2.10.) con

algunas excepciones (7BSa, 7BSb) en las que perteneciendo al POT sur poseen valores muy
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bajos y se agrupan en POT norte. Los demas factores para los tilostilos largos se muestran

a continuacion.
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Fig. 2.11. Diagrama de caja para el grosor de los tilostilos largos y resultado de la Prueba T
con agrupamiento de especimenes por similitud.
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Fig. 2.12. Diagrama de caja para el diametro del tilo en los tilostilos largos y resultado de la
Prueba T con agrupamiento de especimenes por similitud.
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Los resultados de grosor y tilo mantienen la separacién del Caribe (9Z2Ch) y se
presentan una mezcla entre el resto de especimenes sin una agrupacion clara coincidente

con las regiones de las que provienen.

El siguiente grafico resume la informacién y muestra la tendencia observada en las
longitudes de los tilostilos ensiformes y tilostilos largos que presentan los especimenes

ordenados de norte a sur del POT.

Tendencias en longitud de espiculas alo largo del POT

200
T
180
160 ./%\I//T\ \;/;
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40
20
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Especimenes Sy
—o—Tilostilos ensiformes P POT México
—@—Tilostilos largos POT Costa Rica

Fig. 2.13. Tendencias en longitudes de espiculas por especimenes ordenados de norte a
sur del POT (barras de desviacién estandar).

Cuando se realizd el analisis por regiones, representadas por Caribe, POT Costa

Rica y POT México los resultados son los siguientes.
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Tabla 2.5. Rango de mediciones de las espiculas tilostilos ensiformes. Ademas promedio y
desviacioén estandar.

Tilostilos ensiformes
Longitud Desv.Est. Grosor Desv.Est. Tilo Desv.Est.
Caribe 87.5-(112.5)-145| 12.7 2-(11.2)-20 4.9 3-(11.9)-17.5 4.2
Costa Rica| 31.3-(81.9)-115 12.2 1-(6.0)-17.5 3.1 2.5-(8.3)-20 2.9
México 27.5-(75.6) - 110 13.9 2.5-(5.9)-10 1.7 2.5-(8.5)-12.5 1.8

Tabla 2.6. Rango de mediciones de las espiculas tilostilos largos. Ademas promedio y
desviacion estandar.

Tilostilos largos
Longitud Desv.Est. Grosor Desv.Est. Tilo Desv.Est.
Caribe 122 -(197.5) - 225 20.1 2.5-(4.9)-7.5 0.8 6-(8.5)-11.3 1.3
Costa Rica| 95-(148.2) - 247 24.2 1-(3.0) - 10 1.1 2.5-(5.6)- 10 1.3
México 92 -(136.2) - 190 15.6 2-(3.2)-7.5 1.0 2.5-(6.0)- 10 1.4

Al observar los promedios de longitud para ambos tipos de espiculas, se siguid la
tendencia que ya mostraba el andlisis hecho para los especimenes. En el POT, los
especimenes al norte tienen espiculas mas pequeias en comparacion con los del sur y el

Caribe excede a ambas regiones del POT.

Se tom6 el promedio por espécimen y se realizé un analisis por regién (pais) en los
tres factores: longitud, grosor y tilo. Al tener solo un espécimen del Caribe, el valor que
representa esta zona es solo un promedio que aparece en los diagramas de caja como un

solo punto.

Tabla 2.7. Valores de significancia para la Prueba T al comparar las regiones.

101



Tilostilos ensiformes Tilostilos largos
Longitud Grosor Tilo Longitud Grosor Tilo

Caribe - Costa Rica <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001
Caribe - México <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001
Costa Rica - México 0.0010 0.6284 0.9953 0.0152 0.7854 0.4517
Se resaltan los valores p que indican diferencias significativas

ol L i = |O l

care LT Carlbe oy e T T oy e Toa
A B C

Fig. 2.14. Comparacién de la longitud (A), grosor (B) y tilo (C) de los tilostilos ensiformes
por regién Caribe (CA), POT Costa Rica (CR) y POT México (MX).
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Fig. 2.15. Comparacion de la longitud (A), grosor (B) y tilo (C) de los tilostilos largos por
region Caribe (CA), POT Costa Rica (CR) y POT México (MX).

Los resultados muestran las diferencias significativas entre el Caribe y el POT para
todas las caracteristicas medibles en los dos tipos espiculares que presenta. Por otro lado
hay diferencias significativas entre la longitud de ambos tipos espiculares para cada
region, diferencia que no se aprecia para el grosor y tilo entre el POT México y POT Costa

Rica.

Por ultimo, si se toma en cuenta algunos trabajos donde mencionan descripciones
y mediciones de espiculas para especimenes alrededor del mundo. Se genera la siguiente

tabla y grafico que resume la informacién. Sin embargo al no tener los datos de las
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mediciones de dichos trabajos, solamente se proporciona un panorama global, sin realizar

analisis

estadistico o tener medidas de la dispersién de datos.

Tabla 2.8. Promedios de mediciones espiculares obtenidas de la literatura y de este

trabajo.
Tilostilos ensiformes (um) Tilostilos largos (um) Otras Valores
Regién Longitud  Grosor Tilo Longitud  Grosor Tilo Espiculas reportados Fuente
indico 101.6 10.2 15.2 185.4 5.1 10.2 Espiraster promed Sollas 1878
indico 70 18 21 168 4 8 Ausentes promed Thomas 1972
indico 75.3 11.5 9.75 120 3 Ausentes media [ Calcinai et al. 2000
indico Indonesia 89.2 12.5 182 9 Espiraster/anfiaster| promed | Calcinai et al. 2005
indico Filipinas 69 12.5 143 2.5 Espiraster/anfiaster| promed | Calcinai et al. 2005
Pacifico Mexico 75.6 5.9 8.5 136.2 3.2 6 Ausentes promed Este estudio
Pacifico Costa Rica| 81.9 6 8.3 148.2 3 5.6 Ausentes promed Este estudio
Caribe CostaRica| 112.5 11.2 11.8 197.5 4.9 8.5 Ausentes promed Este estudio
Caribe Belice 132 12 12 208 8 Ausentes promed | Rutzleretal.2014

Algunos articulos omiten mediciones para los tilos

Promedio de longitudes para espiculas reportadas en la
literatura y este estudio

indico (Sollas)
250 -
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Fig. 2.16. Promedio de longitudes para espiculas reportadas en la literatura y en este
trabajo para el Océano indico, Océano Pacifico y Mar Caribe. Los promedios de Indonesia
y Filipinas pertenecen al segundo trabajo de Calcinai et al. (2005).

Analisis molecular

Secuencia nuclear D2-28S

El segmento D2 del gen 28S ADNr presentd 388 sitios, en los que se pudo observar
divergencia entre secuencias del POT y Caribe. Estas divergencias estan dadas por los

cambio en los pares de bases que se observan por regién (Tabla 2.8).
Tabla 2.9. Diferencias en pares de bases (pb) al comparar el marcador D2, 28S entre
regiones.

28S, con 388 pb.
POT norte  POT sur Caribe

POT norte -
POT sur 0 -
Caribe 6 6 -

Los datos fueron analizados a través del método de distancias Neighbor-Joining, infiriendo
la estructura genética con el modelo de Hasegawa-Kishino-Yano (HKY) seleccionado por
MEGA 6 como aquel que mas se adecuaba a los datos y valores. El cladograma permite
observar dos grupos distintos en donde se agrupan por un lado los especimenes de C. cf.
mucronata para el POT, y por otro, un espécimen analizado para el Caribe de Costa Rica

(Cmu.58.CA en Fig.2.15).

Para el analisis se agregé a Cliona californiana como grupo externo (Cca.58.LF en
Fig.2.17), este espécimen también fue secuenciado para este trabajo y se toma en cuenta
en el andlisis para tener referencia de otra especie que permita dar una vision mas amplia

en la topologia del cladograma.
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Fig. 2.17. Cladograma de distancias genéticas (Neighbor-Joining) para D2, 285 ADNr. Cliona
californiana (Cca.56.LF) como grupo externo; el espécimen recolectado para el Caribe
(Cmu.58.CA); y Cliona cf. mucronata de distintos sitios de Costa Rica (E, R, Cu) y México

(11).

A continuacion se presenta la matriz de distancias genéticas (Pairwise Distance) en
un modelo de distancias P donde se establece la comparacion pareada entre
especimenes. Esta distancia p es la proporcién de sitios nucleotidicos en los cuales dos
secuencias difieren. Se obtienen dividiendo el numero de diferencias nucleotidicas por el

total de nucleétidos comparados.

Tabla 2.10. Distancias genéticas para D2, 285 ADNr. Distancias P en el extremo inferior
izquierdo y error estdndar en el extremo superior derecho.
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1 | 2 | 3 | a4 | 5 | 6 | 7 ] 8 | 9 10 11

1 [ cmu.88R 0.0000 0.0000 0.0059 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0153
2 | Cmu.70.E | 0.0000 0.0000 0.0059 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0153
3 | Cmu.68.E | 0.0000 0.0000 0.0059 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0153
4 | Cmu.58.CA | 0.0155 0.0155 0.0155 0.0059 0.0059 0.0059 0.0059 0.0059 0.0059 0.0150
5 | Cmu.44.Cu | 0.0000 0.0000 0.0000 0.0155 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0153
6 | Cmu.43.Cu | 0.0000 0.0000 0.0000 0.0155 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0153
7 | Cmu.41.Cu | 0.0000 0.0000 0.0000 0.0155 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0153
8 | Cmu.148.1 | 0.0000 0.0000 0.0000 0.0155 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0153
9 | Cmu.147.11 | 0.0000 0.0000 0.0000 0.0155 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0153
10 | Cmu.146.11 | 0.0000 0.0000 0.0000 0.0155 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0153
11 | Ccab56.LF | 01211 01211 01211 01134 01211 01211 01211 01211 01211  0.1211

Secuencia mitocondrial CO |

Los resultados para el Citocromo Oxidasa | se realizaron a partir de segmentos de
578 sitios. En estos segmentos se encontrd divergencia para las regiones del POT norte,

POT sur y Caribe que se exponen a continuacion.

Tabla 2.11. Diferencias en pares de bases (pb) al comparar el marcador CO | entre
regiones.

COl, con 578 pb.

POT norte POT sur Caribe
POT norte -
POT sur 2 -
Caribe 14 13 -

Las secuencias fueron analizados a través de los métodos de: Maxima Parsimonia,
Maxima Verosimilitud y Neighbor-Joining, infiriendo la estructura genética con el modelo
de Hasegawa-Kishino-Yano y una distribucién gama con cinco categorias que modela una

tasa evolutiva no uniforme entre los sitios.

El modelo de distribucidon gama es un modelo de heterogeneidad de frecuencias de
sustitucion de bases en donde se asigna una probabilidad de sustitucion asumiendo que

para cada secuencia, las probabilidades varian de acuerdo con la distribucién gama. Este
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modelo se selecciond como aquel que mejor se ajustd a los datos y a través del cual se

busca obtener una reconstruccién filogenética robusta y fiable.

(38)55 — Cmu.146.1I
[62}(52}55 Cmu.147.11 %
Cmu148ll |3
o 51 Cmu.149.11
[94] (83) 98
Cmu88R
Cmui4d1.Cu 0
[100] (100)100 —H Cmu42Cu i
66 )
Cmu.68.E o
Cmu44.Cu
Q
Cmu.58.CA |Z.
14
Cliona celata

Cliona chilensis

0.005

Fig. 2.18. Cladograma para CO |. Se representan los valores bootstrap para los diferentes
métodos empleados: [Mdxima Parsimonia] (Maxima Verosimilitud) Neighbor-Joining.

El cladograma muestra dos divisiones fuertemente sustentadas por los valores
bootstrap, una de ellas separa los grupos del POT y del Caribe y la segunda presenta los
grupos del POT México y POT Costa Rica. Ademas los tres métodos presentan una division
de haplotipos para el POT México, los valores bootstrap que soportan esta ultima divisidon

son muy bajos. Se muestran las distancias P del analisis para COI.

Tabla 2.12. Matriz de distancias p y error estandar.
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1 [ 2 | 3 | a4 T 5 T & [ 7 T 8 [ 9 T 10 [ 12 [ 12

1 Cmu.146.1I 0.0016 0.0016 0.0016 0.0023 0.0023 0.0023 0.0023 0.0023 0.0061 0.0105  0.0106
2 Cmu.147.1I 0.0017 0.0016 0.0016 0.0023 0.0023 0.0023 0.0023 0.0023 0.0063 0.0105  0.0106
3 Cmu.148.1I 0.0017  0.0017 0.0000 0.0016 0.0016 0.0016 0.0016 0.0016 0.0063 0.0105  0.0105
4 | cmu.140. 0.0017  0.0017  0.0000 0.0016 0.0016 0.0016 0.0016 0.0016 0.0063 0.0105  0.0105
5 | Cmus4icu | 00035 0.0035 0.0017  0.0017 0.0000  0.0000 0.0000 0.0000 0.0062 0.0105  0.0105
6 | Cmu42.Cu_ | 0.0035 0.0035 0.0017 0.0017  0.0000 0.0000  0.0000 0.0000 0.0062 0.0105 0.0105
7 | Cmu44.Cu | 00035 00035 0.0017 0.0017 0.0000  0.0000 0.0000 0.0000 0.0062 0.0105 0.0105
8 Cmu.68.E 0.0035 0.0035 0.0017 0.0017 0.0000 0.0000  0.0000 0.0000 0.0062 0.0105 0.0105
9 Cmu.88.R 0.0035 0.0035 0.0017 0.0017 0.0000 0.0000 0.0000  0.0000 0.0062 0.0105  0.0105
10 [ Cmu58.CA | 0.0225 0.0242 0.0242 0.0242 0.0225 0.0225 0.0225 0.0225  0.0225 0.0106  0.0105
11 [Cliona chilensis| 0.0761  0.0761  0.0744 0.0744 0.0761 0.0761 0.0761 0.0761 0.0761  0.0779 0.0066
12 | Clionacelata | 0.0744  0.0744  0.0727 _ 0.0727__ 0.0709 _ 0.0709 _ 0.0709 _ 0.0709 _ 0.0709 _ 0.0727 _ 0.0277

La distancia que separa C. celata de C. chilensis es de 0.0277 mientras que la
distancia de separacion entre el espécimen del Caribe con uno del POT es de 0.0225.

Valores muy similares que seran discutidos en la siguiente seccidn.

DISCUSION

Distribucién cosmopolita de Cliona mucronata

Al referirnos a la especie estudiada en esta tesis, se utilizd la abreviacidn cualitativa
“cf.” debido a la variacién de los tipos espiculares y las medidas de los mismos en
comparacién con los especimenes descritos en el Océano indico, ademads de las reservas
gue supone una dispersién a nivel cosmopolita. La figura 2.19 ilustra la distribucién
mundial de C. mucronata si se asumiese que los especimenes descritos en esta tesis

pertenecen a la misma especie.

108




Fig. 2.19. Distribucién tedrica de C. mucronata si se asume que todos los registros son la
misma especie.

Sin embargo, hay antecedentes en los que por razones geograficas se han
separado especies, como es el caso de Cliona dissimilis, que fue sinonimizada con Cliona
celata por Topsent (1900) para ser separada nuevamente por Hooper & Wiedenmayer
(1994) basados en la imposibilidad biogeografica de que una especie de Australia pudiera

ser la misma que otra en el Mediterraneo.

Se debe tener en cuenta que las esponjas representan un grupo de invertebrados
considerados con dispersién larvaria de corta distancia (Maldonado 2006) y las distancias
geograficas implicarian un factor de aislamiento (Duran et al. 2004). Estas razones han
conducido a la idea de que los escenarios de conectividad a través de una gran area
geografica son poco probables en este grupo taxondmico, por lo que se debe tomar con
escepticismo una distribucion cosmopolita (Xavier et al. 2010). Desde esta perspectiva se
apoyaria la idea de especies hermanas definido como especies que son dificilmente

identificables basados en las caracteristicas morfoldgicas (Knowlton 1993).
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Variacion espicular de Cliona cf. mucronata en el POT

La variacion de las espiculas oxas mucronas que aparecen rara vez y solo en
algunos especimenes estudiados del POT, habla de la capacidad que tienen algunos
individuos para formar este tipo de espiculas, por lo que seria necesario un analisis mayor

para esclarecer si este caracter podria tener un valor taxondmico.

En cuanto a las mediciones de los tilostilos ensiformes y los tilostilos largos, se
debe distinguir entre la longitud por un lado y por otro el grosor de la espicula y didmetro

de tilo.

La literatura senala que existe una correlacién entre la temperatura del agua y la
disponibilidad de Silice con el grosor de las espiculas (Simpson 1978), aqui cabria aplicar lo
mismo para el didmetro del tilo. Experimentalmente se ha comprobado que a bajas
temperaturas se producen espiculas mas gruesas (Simpson 1978), en este contexto se
puede entender porque se tiene una aleatoriedad, al agrupar los especimenes por
similitud de grosor de espicula o didmetro de tilo. La causa de no encontrar un patrén
claro en estos factores podria deberse a las condiciones ambientales especificas de los

sitios (temperatura y disponibilidad de silice).

A pesar de que se intenté establecer una relacién: ambiente — grosor de espiculas,
muchas regiones de donde se tomaron especimenes carecen de un dato de temperatura
confiable y en algunos el rango de temperaturas varia notablemente debido a
afloramientos, haciendo imposible explicar de forma segura estos pardmetros medidos en

las espiculas.

En cuanto a la longitud, esta se ha visto como una caracteristica mas susceptible a
cambios genéticos ya que estd directamente relacionada con la longitud del filamento
axial que es un nucleo protéico que da la forma a la espicula (Simpson 1978, Uriz et al.

2003).
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Al observar el diagrama de caja para la longitud de tilostilos ensiformes (fig. 2.6),
los especimenes de POT sur tienen un promedio mayor a los especimenes del POT norte.
Son excepciones los especimenes i.ll (POT norte, México) que presenta valores altos y los
especimenes b.BS1 y b.BS2 (POT sur, Costa Rica), los cuales presentaron los valores
minimos de longitud similares a los valores registrados en los especimenes mexicanos. Por
otro lado, al comparar las regiones POT norte y POT sur, la Prueba T logrando encontrar
diferencias significativas (Fig. 2.14.A y 2.15.A) ya que a pesar del traslape de mediciones,
los datos son consistentes y las dos regiones tienen un promedio de longitud de espiculas

cercano el uno del otro.

Cuando se consideran las mediciones de espiculas a nivel mundial, el Océano
indico presenta un gran rango de variacién, y a simple vista, los rangos de mediciones no
harian posible la distincién entre indico y POT, sin embargo habria que considerar las
diferencias propias de los estudios y la ambigliedad en la literatura en cuanto al tercer
tipo de espicula a la que ya se ha aludido y que puede implicar dos especies diferentes.
Para aclarar el problema se requeriria trabajar con especimenes del indico que en este

trabajo no fue posible obtener.

Variacion espicular en el Caribe

El Caribe presenta diferencias significativas en las mediciones para todos los
factores al compararse con el POT sur y POT norte (Fig. 2.14 y 2.15), Incluso cuando se
considera, los rangos de mediciones que se reportan para el Caribe de Belice por Ritzler

et al. (2014).

Se plantea que las espiculas de los especimenes del Caribe son de mayor
dimensién que aquellas del Pacifico, pero también del Océano indico (Fig. 2.16),

sugiriendo que en el Caribe hay una especie distinta.

111



Casos como este, donde pequefias diferencias morfolégicas como lo es el
promedio de la longitud de espiculas ya han sido utilizados para separar especies.
Ejemplos de esto son Cliona nigricans cuyas tallas la distinguen en el complejo Cliona
viridis (Schonberg 2000) y Cliona minuscula (Schénberg 2006) con promedio de tilostilos

mas pequefio que otras especies con mismo tipo espicular.

Sin embargo, las diferencias en las dimensiones espiculares entre esponjas no debe
ser rigurosamente empleado para delimitar especies y afirmar que son diferentes (Little
1968). Ya que en organismos mas simples y que se encuentran en la base evolutiva de
muchos otros, las diferencias morfoldgicas no siempre son el resultado de las diferencias
genéticas (Coyne & Orr 2004), de ahi la importancia que representa la herramienta

molecular para dilucidar mejor lo que se puede concluir.

Variacion molecular en D2-28S

Antes de meterse de lleno con la variacién molecular en los dos marcadores
analizados, es necesario resaltar el concepto de especies que es tradicionalmente definido
como un grupo de organismos con capacidad de reproducirse entre ellos mismos y aislado
de otros grupos (Coyne & Orr 2004). Al no ser tan facilmente comprobable este
aislamiento reproductor, surgen otras definiciones apuntando a diferentes aspectos, por
ejemplo al tomar como base la historia evolutiva, se pueden considerar tres definiciones
de especies filogenéticas: 1) una agrupacion irreductible de organismos que es distinto de
otros agrupamientos y dentro del cual hay una relacion de parentesco. 2) El grupo
monofilético mds reducido. 3) Grupo exclusivo de organismos de los cuales los genes
coalescen mds recientemente que otros grupos fuera de este y no contienen grupos

exclusivos dentro de este (Coyne & Orr 2004).

Otro término que se desea aclarar es el de “secuencias tipo” que utiliza Worheide

et al. (2002) en lugar de haplotipo, ya que si bien son sindnimos, este ultimo remite a un
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componente haploide de una secuencia dada. El término secuencia tipo sera utilizado al

tratar de la variacion molecular.

En cuanto al analisis para el segmento D2 del gen 28S ADNr, este sefiala la
divergencia entre el espécimen del Caribe con los del resto del Pacifico. Por otro lado este
marcador molecular no tuvo la resolucién para ver diferencias entre los especimenes a lo

largo del POT (fig. 2.15).

Al revisar las distancias P y su error estandar (definidas anteriormente en los
resultados) entre las secuencias tipo, el valor que separa el espécimen del Caribe con el
resto es de 0.0155 (+/- 0.0059). Este valor puede ser contrastado con el valor que separa
al grupo externo representado por Cliona californiana (mismo fragmento del gen,
obtenido en este trabajo) de 0.1211. A pesar de que el valor del Caribe es pequefio en
comparacion con el que presenta otra especie, no existe suficiente evidencia de que se
tenga “secuencias tipo” y por lo tanto sean dos poblaciones o que se tienen dos especies

diferentes.

Variacion molecular de COI

En el caso del gen COI del ADNm se logra observar una mayor resolucién en la
topologia del cladograma, que refleja una diferenciacion no solo entre el Caribe y POT sino
también dentro del POT (figura 2.16). Los tres métodos revisados apoyan con valores
bootstrap altos la separacion entre Caribe y Pacifico, asi como la separacién entre los
especimenes del POT norte (México) y el POT sur (Costa Rica). Valores bootstrap mas
bajos pero mayores a 50 soportan la variedad de secuencias tipo dentro de la regiéon POT

sur (México).

La matriz de distancias P muestra el valor minimo que separa al espécimen del
Caribe con el mas similar genéticamente del Pacifico que es 0.0225 (+/- 0.0061). Este valor

se puede contrastar con el registrado entre la especie C. chilensis y C. celata que es de
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0.0277 (+/- 0.0066). Esto podria indicar que la distancia P que se tiene entre Caribe —

Pacifico es similar a la distancia hallada en estudios similares para dos especies diferentes.

Los valores de distancias P entre POT sur y POT norte son de 0.0035 (+/- 0.0023)
que representa un valor relativamente bajo llevando a la consideracidon de una estructura
génica entre poblaciones. De hecho, la poca diversidad genética de este marcador para el
caso de esponjas ya ha sido vista en poblaciones separadas por 3000 km, incluso grados
de diversidad mucho mds bajos que los encontrados entre poblaciones de otros
invertebrados con larva lecitotréfica (Duran et al. 2004). En comparacién con el 28S, el
marcador molecular COl no solo apoya la separacion POT - Caribe sino que también

muestra una diferencia a lo largo del POT.

Para organismos con reproduccion sexual y asexual como las esponjas, se piensa
que en un panorama en el que la reproduccién asexual sea el preponderante, se tendera
en primer lugar a generar divergencia mas facilmente entre los individuos, enfatizando
diferencias morfolégicas y moleculares (Coyne & Orr 2004), a diferencia del caso en el que
la reproduccion sexual tiene un mayor peso y se genera una homogeneidad genética y

fenotipica (Coyne & Orr 2004).

Si existe esa variabilidad grande entre individuos esta tenderia a ocultar las
diferencias entre especies. Coyne & Orr (2004) lo explican de la siguiente manera, cuando
la reproduccion sexual se vuelve menos importante, se tiende a ver menos diferenciaciéon
entre especies y mayor diferenciacion entre individuos de la misma especie. En nuestro
caso, la variabilidad morfolégica observada a lo largo del POT podria corresponder a esas
diferencias entre individuos de una misma especie y el marcador CO | podria sugerir
secuencias tipo de poblaciones distintas ya que el marcador 28 S no aporta evidencias de

gue haya separacidn de especies.

En la biologia evolutiva del desarrollo un aspecto fundamental es el entendimiento

de como pequeinias modificaciones genotipicas que son seleccionadas por el ambiente

114



pueden ser relacionadas a cambios fenotipicos durante la evolucién y como los cambios

de microevolucién contribuyen a eventos de macroevolucion (Raff 2000).

Si bien es cierto que las diferencias genéticas entre las regiones se infieren de
marcadores no relacionados directamente al desarrollo del fenotipo estudiado como lo es
el tamafio de las espiculas, esta si muestra una microevoluciéon que actua a lo largo del
Pacifico Oriental Tropical debido a la separacion que existe entre los especimenes de cada

region y que es coincidente para los tres analisis filogenéticos realizados con el COI.

Las regiones del POT relativamente aislados por esa separacién que marcan los
arrecifes de coral bien desarrollados al no ser continuos a lo largo del POT, muestra
posiblemente, una estructura genética para el COl y se podria ver apoyada a nivel
morfoldgico por la diferencia en longitudes de espiculas entre el POT norte y el POT sur.
Un futuro estudio poblacional podria analizar esta estructura genética bajo un modelo de
“Stepping Stone” en donde la migracién de individuos ocurre restringida a colonias

adyacentes (Kimura & Weiss 1964).

Otra posible explicacidon a las diferencias genéticas y morfolégicas encontradas en
el POT, es la presencia de especies anillo. Este concepto rompe con el modelo tradicional
gue enfatiza la separacion geografica como requisito para la especiacion y propone la
divergencia de una especie en dos (a diferencia de los modelos poblacionales) a pesar de
flujo génico que se mantiene por poblaciones anillo (Irwin et al. 2005); también se le
conoce como especiacién por fuerza de distancia (Irwin et al. 2005). La primera vez que se
pudo observar un patrén de variacién genética gradual que coincidia con la teoria de una
especie anillo fue en el 2005 para Phylloscopus trochiloides, un ave paseriforme que
habita en Siberia en donde la variaciéon del ADN mitocondrial mostraba estructuracion
filogenética y los AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism) mostraron un patrén

de aislamiento por distancia (Irwin et al. 2005).

Sin embargo el probar una hipdtesis de especies anillo a lo largo del POT,

requeriria un mayor nimero de especimenes a lo largo de la costa mexicana para obtener
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un andlisis mas robusto que logre detectar si se da un gradiente morfoldgico asi como

trabajar con mas secuencias.

Por otro lado, en el Caribe las diferencias tanto morfoldgicas como moleculares
son mas pronunciadas remitiendo a una historia evolutiva que diverge de la del POT y por
lo tanto define una nueva especie que por su gran similitud y probablemente separacién
relativamente reciente, se consideraria una especie hermana. Una estimacién del tiempo
de divergencia entre las secuencias de las dos regiones, podria ser util para comprobar si
el evento macroevolutivo asociado a esta especiacion pudo haber sido el surgimiento del

Istmo Centroamericano hace al menos 3 millones de aios.

CONCLUSION

Se concluye que lo que se creia la misma especie para el Caribe y el POT, en
realidad son dos especies hermanas. Esta separacion de especies estd apoyada por
diferencias significativas en las medidas de: longitud, grosor de espicula y didmetro de tilo.
Ademas, los resultados obtenidos a través de los marcadores moleculares: D2 28S y COI
siguiendo diferentes métodos de andlisis para las secuencias, fueron congruentes vy

apoyan la existencia de dos especies entre el Caribe y el POT.

Con respecto a los especimenes del POT norte (México) y POT sur (Costa Rica), se
evidencia cierta separacidén apoyada por las diferencias morfoldgicas que sin embargo, no
son tan notables como las diferencias con el Caribe. Ademas el analisis con el COI
demuestra una separacién entre ambos grupos con un porcentaje bootstrap alto, pero la
comparacion con las distancias P son muy bajas para poder tener certeza de que es otra
especie por lo que se piensa puede ser variacion entre poblaciones que ilustra un proceso

de microevolucion.

La causa de esta estructura genética asi como la diferencia en la longitud de

espiculas es atribuida a la barrera del “Pacific Central American Faunal Gap” (comentado
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en el capitulo I, al referirme al sitio de muestreo) que separa el POT norte del POT sur y

que sugeriria un modelo “Stepping Stone” que estd fuera de los objetivos de esta tesis.

Los resultados de este estudio ponen en entredicho la distribucién cosmopolita,
definido como esa caracteristica en la que la diferenciacion geografica es incipiente o
inexistente y la especie cuenta con una amplia distribucién. Las diferencias observadas
entre Caribe y POT son el resultado de la nula conectividad genética que ha producido
diferentes historias evolutivas dando lugar a especies hermanas. Ademas, la amplia
distribucién es dificil de concebir debido a la poca capacidad de dispersion que poseen las

esponjas y a su habito endolitico dentro de los corales o restos de carbonato de calcio.

Si bien se prefiere considerar distintos linajes de la especie en el caso del POT
norte y POT sur, posiblemente especimenes del Océano Indico acaben completando lo

que podria ser el complejo Cliona mucronata.
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