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RESUMEN

Las esponjas o bien sus comunidades de microorganismos asociadas tienen la capacidad de sintetizar
numerosos metabolitos secundarios con potencial farmacoldgico. Sin embargo, resulta dificil el
desarrollo de farmacos derivados de estos compuestos ya que se dan en bajas concentraciones en los
poriferos. Por tanto, con el fin de obtener un suministro de éstos suficiente para abastecer la demanda
de la industria farmacéutica, se ha tratado de dar con un método de cultivo 6ptimo para estos organismos.
Dentro de las diferentes modalidades de cultivo, el cultivo in situ, también llamado maricultura, es la
mas productiva y econémica En cambio, el cultivo ex sifu ha presentado una produccion de metabolito
y un incremento de biomasa generalmente iguales o inferiores respecto a los obtenidos en la maricultura.
Considerando el mayor coste econdmico que implica el cultivo ex sifu, se deberian obtener mejores
resultados para considerarse viable. También el cultivo de esponjas in vitro esta siendo estudiado
actualmente. Aunque en el cultivo de células de poriferos disociadas los resultados han sido mas bien
pobres, la reagrupacion de estas células para la formacion de primmorphs podria ser una alternativa muy
prometedora. El cultivo de los simbiontes de las esponjas es otra alternativa al cultivo de esponjas,
considerando que ciertos metabolitos son sintetizados parcial o totalmente por dichos microorganismos.
Sin embargo, el cultivo tradicional de simbiontes tnicamente permite cultivar una pequefia porcion del
numero total de microorganismos pertenecientes a la comunidad propia de las esponjas, debido a los
requerimientos propios de su contexto ecoldgico. Técnicas como el co-cultivo y el cultivo in situ podrian
dar con la solucioén a esta problematica.

ABSTRACT

Sponges or their associated microorganism’s communities have the ability to synthesize bioactive
compounds with pharmacological potential. However, the development of drugs derived from these
metabolites is difficult since they occur in low concentrations in the poriferans. Therefore, in order to
obtain a supply of these compounds sufficient to satisfy the demand of the pharmaceutical industry, an
attempt has been made to provide an optimal culture method for these organisms. Within the different
cultivation modalities, in situ cultivation, also called mariculture, is the most productive and economic
method. On the contrary, ex situ cultivation has obtained a metabolite production and a biomass increase
generally equal to or lower than those obtained in Mariculture. Given its high economic cost, Ex situ
culture should acquire better results as to be considered viable. On the other hand, the cultivation of
sponges in vitro is also being studied. Although the results gathered in the culture of dissociated cells
have been rather poor, the regrouping of these cells for the formation of primmorphs can be regarded as
a promising alternative. The cultivation of sponge symbiosis is another alternative to sponge cultivation,
considering that the metabolites are partially or totally synthesized by microorganisms. Nevertheless,
the traditional culture of symbionts only allows the cultivation of a small portion of the total of
microorganisms belonging to the sponge community, due to the requirements of its ecological context.
Techniques such as co-cultivation and cultivation in situ could be the answer to these problems.



CULTIVO DE ESPONJAS MARINAS: ESTADO ACTUAL Y
DIRECCIONES FUTURAS

1. INTRODUCCION

Los poriferos, comunmente conocidos como esponjas, son los animales pluricelulares mas simples
y antiguos (Bergquist, 1978). Proceden de una ramificacion temprana del reino animal, separandose asi
del resto de metazoos (Van Soest et al., 2017). Aparecieron en el Precambrico dandose su maxima
diversidad durante las eras del Paleozoico y el Mesozoico, especialmente durante el Cretacico (Hooper
& Van Soest, 2012; Van Soest et al., 2017). Actualmente no existe un consenso cientifico del nimero
total de especies de esponjas (Chapman, 2009). El nimero de especies descritas oscila en torno a las
9000 (Bergquist, 1978; Van Soest ef al., 2017) con un nimero estimado de poriferos existentes de 15000
(Hooper & van Soest, 2012). Aunque se trate de un nimero elevado, solo representa una pequefia
porcion de las esponjas existentes en el pasado (Hooper & van Soest, 2012).

Anatémicamente las esponjas carecen de tejidos verdaderos. Se pueden definir como un conjunto de
varios tipos celulares recubiertos por una capa celular externa llamada pinacodermo y un endoesqueleto
formado por fibras y/o espiculas de esponja (Bergquist, 1978). Son organismos bentdnicos sésiles que
habitan un amplio abanico de ecosistemas tanto de agua dulce como agua salada (Duckworth, 2009;
Schippers, 2013). En ellos pueden dominar la comunidad benténica en términos de biomasa y
abundancia (Duckworth, 2009). Los poriferos son organismos filtradores que tienen la capacidad de
captar particulas organicas de carbono (POC) (Koopmans et al., 2010) ademéas del carbono organico
disuelto (DOC) (de Goeij ef al., 2008). Este hecho les da da un papel relevante en la transferencia de
energia de la comunidad planctonica a la bentdnica (Duckworth, 2009). Estos organismos sésiles
disponen de mecanismos de comunicacion quimica, asi como un sistema de defensa, ambos basados en
metabolitos secundarios ( Hogg et al., 2010). Estos metabolitos ofrecen proteccion frente al fouling
(Proksch, 1994), la depredacion (Becerro et al., 1997) y las infecciones microbianas (Sipkema et al.,
2005a). Cabe recalcar que la mayoria de las esponjas actuales presentan simbiosis con diversos
microorganismos como microalgas, bacterias y hongos (Taylor et al., 2007). Estos desempeifian diversos
papeles como la fijacion de carbono y nitroégeno, asi como el reciclado de nutrientes. Ademas, algunos
simbiontes tienen la capacidad de producir compuestos bioactivos. Este hecho hace dificil determinar si
los compuestos bioactivos presentes en los poriferos son producidos por ellos mismos, por sus
simbiontes o bien de la cooperacion de ambos organismos (Schippers, 2013).

Debido a sus numerosas propiedades, las esponjas empezaron a ser utilizadas por los humanos hace
miles de afios, presentando un amplio bagaje histérico. En un principio se utilizaron los poriferos sin
espiculas como esponjas de bafio. La explotacion de este recurso se inicio con los primeros egipcios, los
cuales recolectaban esponjas mediante el buceo libre (Storr, 1957). Aproximadamente en el afio 700 a.
C. se empezaron a utilizar también las esponjas en el ambito médico, como describen Homero y
Aristoteles (Voultsiadou, 2007). Durante la época romana, Plinio describio el uso de los poriferos
empapandolos con diversas substancias para tratar dolencias diversas como infecciones, picaduras de
animales venenosos, entre otras (Hofrichter y Sidri, 2001). Desde el siglo XVIII los médicos rusos,
ucranianos y polacos utilizaba el Badiaga, polvo seco de diversas esponjas de agua dulce, para diversos
tratamientos por ejemplo enfermedades pulmonares y reumatismo (Nozeman, 1790). El potencial médico
que presenta dicho producto radica en la alta concentracion de yodo hallada en la mayoria de las esponjas
que la componen (Sipkema et al., 2005a). En los tiltimos 200 afios la practica de la recoleccion de esponjas
sufri6 una amplia expansion desde el Mediterraneo hasta las regiones tropicales del Océano Atlantico
occidental y el Océano Pacifico, convirtiéndose asi en una importante industria (Duckworth, 2009). Sin
embrago, la actividad pesquera y los brotes de enfermedades diezmaron las poblaciones naturales
(Lauckner, 1980). Como resultado, durante el siglo XVIII y XIX se inici6 la investigacion del cultivo
de esponjas de baiio. Japon fue uno de los paises con mas relevancia en este aspecto alcanzando su auge
a finales de la década de 1930 y principios de 1940 especialmente en la zona de Micronesia. Sin
embargo, el inicio de la Segunda Guerra Mundial paraliz6 los esfuerzos realizados (MacMillan &
Ladwig, 1996). Ademas, las enfermedades (Smith, 1941) y el boicot de los pescadores de esponja



(Moore, 1910) impidieron el asentamiento definitivo del cultivo comercial de esponjas. Posteriormente,
la invencion de la esponja de bafio sintética en 1960, mucho mas econdémica, termind por convertir el
comercio de la esponja de bafio natural en un pequefio sector dedicado al lujo (Hogg et al., 2010).

Por otro lado, los metabolitos secundarios producidos por las esponjas o sus simbiontes abrid un
nuevo campo de investigacion en la industria farmacéutica. A mediados del siglo XX se inici6 la criba
de los productos bioactivos de los poriferos (Schippers et al., 2012). En 1951 se descubrieron algunos
de los primeros nucleésidos de la especie Cryptotethya crypta (Bergmann & Feeney, 1951). Se
descubrio el efecto antiviral de estos nucledsidos, a partir de los cuales se produjeron derivados como
Ara-A, activo contra el herpes, y Ara-C, eficaz en el tratamiento para la leucemia (Schippers et al.,
2013). Consecuentemente, en la década de los 70 el instituto Roche Research Institute of Marine
Pharmacology inici6 la investigacion de los productos quimicos producidos por organismos marinos.
Con ecllos se pretendia poder sintetizar numerosos farmacos (Pomponi, 2001). El 48,8% de los
compuestos descubiertos entre 1990 y 2009 procedieron de las esponjas marinas (Leal et al., 2012).
Algunos de estos compuestos o sus derivados estan siendo estudiados actualmente como potenciales
farmacos encontrandose en diferentes etapas de desarrollo (Tabla 1).

Muchos de los compuestos bioactivos se encuentran en concentraciones muy bajas en las esponjas
(Schmitz et al., 1993). Por tanto, seria necesaria una recoleccion de esponjas muy alta que podria poner
en riesgo las poblaciones naturales de las especies diana. Este hecho, junto a la dificultad de sintetizar
estos compuestos plantea un problema en el suministro de estas sustancias (Hamada & Shioiri, 2005;
Schippers et al., 2012). El cultivo comercial de esponjas con el fin de obtener estos productos puede ser
una opcion viable para poder llevar a cabo el desarrollo de los farmacos y su posterior distribucion
(Duckworth, 2009; Duckworth & Battershill, 2003; Osinga et al., 2010). Como resultado, hoy en dia
se ha recuperado el interés en el desarrollo de granjas de poriferos (MacMillan & Ladwig, 1996).

Tabla 1. Algunos de los metabolitos secundarios procedentes de esponjas que han sido aprobados o en vias
de investigacion. PKS: Sintesis policéticas, NRPS: péptido no sintetizado por ribosomas, “*”: Compuestos
con investigacion clinica discontinua.

Estadio | Compuesto Especie(s) Clase Utilidad Referencia(s)
clinico quimica potencial
Cytarabina, Cryptotethya crypta | Nucleo6sido Cancer, Bergmann &
Aprobado Ara- C leucemia Feeney, 1951;
Malve, 2016
Eribulina Lissodendoryx sp., Macrélido Cancer de Molinski et al.,
mesylata Halichondria pecho 2009; Malve, 2016
(E7389) okadai
Vidarabina, Cryptotethya crypta | Nucleo6sido Anti-viral Bergmann &
Ara-A Feeney, 1951;
Malve, 2016
Cryptophicina Dysidea arenaria | Depsipéptido Cancer Sashidhara et al.,
Fase I1 52 * 2009
Contignasterol Cymbastela sp., Esteroide Antihistaminico | Newman & Cragg,
(HMR-4011A) Auletta sp. 2004
Manoalide* Luffariella - Antipsoriasis Newman & Cragg,
variabilis 2004




Tabla 1. (Continuacion)

Est’a(.ilo Compuesto Especie(s) C,l ase Utlhd?d Referencia(s)
clinico quimica potencial
Agelasfina Avelas mauritianus i Céncer Sashidhara et al.,
(KRN-7000) g 2009
Bengamida* . . , Sashidhara et al.,
(LAF 389) Jaspis sp. Alcaloide Cancer 2009
. . Discodermia . Sashidhara et al.
Discodermalida dissoluta Policétido Cancer 2009
Girodazol* Cymbastela i Céncer Newman & Cragg,
(Girollina) cantharella 2004
Hemiasterilina Cymbastela sp., Trinéptido Céncer Sashidhara et al.,
- (E7974) Auletta sp. pep 2009; Malve, 2016
Hemiasterilina Cymbastela sp., i Céncer Newman & Cragg,
(Taltobulina) Auletta sp. 2004
Psammaplina | Psammaplinaplysilla | Compuesto Céncer Newman & Cragg,
(KRN-7000) Sp. fendlico 2004
Psammaplina | Psammaplinaplysilla | Compuesto Céncer Sashidhara et al.,
(LAQ 824) sp. fenodlico 2009
Renieramicina Yetosponeid s i Céncer Sashidhara et al.,
(Zalypsis) pongia sp- 2009
Acido Pseudocerating s Acido Malaria Lebouvier et al.,
homogentisico P shikimico 2009; Malve, 2016
Callyspongidiol | Call ' Policétido |  Inmunidad Umeyama ef al,
allyspong aryspongia sp. 2010; Malve, 2016
. . . Sistema Egami et al,, 2014;
Calyculina A Discodermia calyx | PKS/NRPS ervioso Malve, 2016
Fase Dysideamina Dysidea sp. Terpeno Slste.:ma s o e, 20005
preclinica nervioso Malve, 2016
.o . . Giannini et al.,
Dysidina Dysidea sp. Terpeno Diabetes 2001: Malve, 2016
Geodisterol Topsentia s Péptido Infecciones de DiGirolamo et al.,
sulfato ops P- P hongos 2009; Malve, 2016
o . . . Zhang et al., 2012,
Hymenidina Axinella sp. Alcaloide Tuberculosis Malve, 2016

Muchos de los compuestos bioactivos se encuentran en concentraciones muy bajas en las esponjas
(Schmitz et al., 1993). Por tanto, seria necesaria una recoleccion de esponjas muy alta que podria poner
en riesgo las poblaciones naturales de las especies diana. Este hecho, junto a la dificultad de sintetizar



estos compuestos plantea un problema en el suministro de estas sustancias (Hamada & Shioiri, 2005;
Schippers et al., 2012). El cultivo comercial de esponjas con el fin de obtener estos productos puede ser
una opcion viable para poder llevar a cabo el desarrollo de los farmacos y su posterior distribucion
(Duckworth, 2009; Duckworth & Battershill, 2003; Osinga et al., 2010). Como resultado, hoy en dia
se ha recuperado el interés en el desarrollo de granjas de poriferos (MacMillan & Ladwig, 1996).

Desde 1990 se han realizado numerosos estudios con el fin de encontrar el método de cultivo 6ptimo
para obtener la maxima produccion de los compuestos bioactivos de interés. Para esponjas con alta
concentracion del compuesto de interés, el cultivo de esponjas adultas in situ o ex situ puede resultar el
mejor método (Sipkema et al., 2005b). Esta técnica se basa en la alta capacidad de regeneracion de las
esponjas asociada a su reproduccion asexual (Duckworth, 2003). Por tanto, a partir de un individuo se
pueden obtener numerosos explantes capaces de sobrevivir y aumentar su biomasa (Duckworth, 2009).
Por otro lado, cuando las concentraciones de los metabolitos secundarios son muy bajas pueden resultar
mas productivos otros métodos de cultivo. El cultivo celular in vitro permite modificar las condiciones
de cultivo para asi optimizar la produccion del compuesto de interés (Schippers ef al., 2012). Ademas,
en caso de que el compuesto bioactivo sea sintetizado por microorganismos simbiontes, se podria
cultivar unicamente este organismo. Cuando el compuesto es parcialmente sintetizado por la esponja y
el simbionte es necesario aplicar co-cultivos (Schippers ef al., 2012). En definitiva, es necesario disponer
de un amplio abanico de técnicas de cultivo de esponjas y sus simbiontes para asi poder aplicar el método
mas apropiado en funcion de cada especie y metabolito de interés.

Bajo este contexto, esta revision pretende analizar el estado actual de las diferentes técnicas de cultivo
de esponjas y/o sus simbiontes. Se trataran tanto el cultivo de esponjas enteras o explantes (in situ 'y ex
situ) como el cultivo in vitro para la obtencidon de sus metabolitos.

2. ACUICULTURA DE ESPONJAS

En los ultimos afios se han publicado numerosas revisiones sobre el cultivo de esponjas (Sipkema et
al., 2005b; Pronzato & Manconi, 2008; Duckworth, 2009; Shippers et al., 2012 entre otros) en dos de
las cuales se ha recopilado informacién de los tultimos 100 afios (Pronzato & Manconi, 2008;
Duckworth, 2009). Esta seccion del presente trabajo pretende mostrar los nuevos avances en el cultivo
de esponjas in situ 'y ex situ.

2.1. Cultivo in situ

El cultivo de esponjas in situ o maricultura consiste en el crecimiento de esponjas en su entorno
natural mediante estructuras artificiales. Estas estructuras pueden ser jaulas (Figura 1C); plataformas
submarinas que sostienen las explantes perforados verticalmente; cuerdas que atraviesan la esponja para
sostenerla (Figura 1A), ya sean horizontales o verticales; mallas, generalmente ubicando los explantes
en bolsas (Figura 1C), entre otras (Duckworth, 2009). El éxito de la maricultura radica en la capacidad
de las esponjas para regenerarse (Duckworth, 2003). Por tanto, a partir de una esponja se pueden obtener
numerosos fragmentos viables de la misma, conocidos como explantes. La técnica de fragmentacion de
las esponjas para su cultivo se lleva a cabo desde el siglo XIX (Pronzato & Manconi, 2008). El primer
estudio sobre cultivo in situ fue realizado por Schmidt (1863), desde ese momento existe un amplio
bagaje de estudios publicados sobre esta tematica. Sin embargo, actualmente el cultivo in sifu de
esponjas sigue representando un reto para los investigadores. Las multiples amenazas bioldgicas,
ambientales y antropicas convierten la maricultura en un campo muy vulnerable (Shippers et al., 2012).
Por ese motivo la mayoria de los estudios realizados recientemente pretenden determinar los factores
ambientales Optimos y las estructuras de cultivo mas convenientes para cada especie de esponja
(Duckworth, 2009). En este apartado se pretenden valorar los resultados obtenidos en los estudios mas
recientes de cultivo de esponjas (Tabla 2) y a partir de esa informacion evaluar los métodos y
condiciones mas adecuados para llevar a cabo ésta practica.



Tabla 2. Resultados obtenidos en el cultivo de esponjas in situ en los estudios mds recientes. % crecimiento
(dia™): porcentaje de crecimiento por dia respecto el peso inicial. “*”: el porcentaje de supervivencia es
aproximado ya que el estudio consultado no facilitd los datos como porcentajes exactos, sino en forma de

grafico. Negativo: se ha dado una reduccion del volumen final respecto al inicial.

Especie Método Localizacion = Supervivencia Ratio de % Referencia
de y (%) crecimiento  crecimiento
cultivo  profundidad (dia™)
Amphimedon | Bolsa de Muelle IUI, 16 en 767 dias 30-54 % 0,0008- Bergman et
chloros malla, Israel. 10 m afio”! 0,0015 % al, 2011
con profundidad.
marco de
plastico
Amphimedon | Bolsa de Muelle IUI, 19 en 767 dias 29-93 % 0,0007- Bergman et
chloros malla, Israel. 20 m afio”! 0,0025 % al, 2011
con profundidad
marco de
plastico
Discodermia | Bolsa de Santa Marta, 96 en 6 meses 25,3-33,1 % 0,0014- Ruiz et al.,
dissoluta malla Colombia. 18 en 6 meses 0,0018 % 2013
m profundidad
Liosina Jaula Islas 84 en 120 dias 54,23 % en 0,0045 % Sankar et al.,
paradoxa Andaman, 120 dias 2016.
India. 3-5 m
profundidad
Negombata | Bolsa de Muelle IUI, 58 en 592 dias 267-351 % 0,0073- Bergman et
magnifica malla, Israel. 10 m afio” 0,0096 % al.,, 2011
con profundidad
marco de
plastico
Negombata | Bolsa de Muelle IUI, 54 en 592 dias 258-338 % 0,0070- Bergman et
magnifica malla, Israel. 20 m afio” 0,0092 % al., 2011
con profundidad
marco de
plastico
Neopetrosia Linea Teluk 85* en 108 dias | 106% mes™ 0,0348 % Schiefenhov
sp. horizontal Pegametan, el &
Indonesia. 2,5- Kunzmann,
1,3 mde 2012
profundidad
Neopetrosia Sobre Teluk 8* en 108 dias 12% mes” 0,0039 % Schiefenhov
sp. cantos Pegametan, el &
rodados | Indonesia. 2,5- Kunzmann,
1,3 mde 2012
profundidad
Neopetrosia | Sustrato Teluk 100* en 83 dias | 122% mes™ 0,0400 % Schiefenhov
sp. artificial Pegametan, el &
Indonesia. 2,5- Kunzmann,
1,3 mde 2012
profundidad
Stylissa Jaula Islas 91 en 120 dias 95,62 % en 0,0080 % Sankar et al.,
massa Andaman, 120 dias 2016.
India. 3-5 m
profundidad
Stylissa Linea Pulau Pari, 37%* en 120 4,25% en 0,0004 % Schiefenhov
massa horizontal | Indonesia. 2,5- dias 120 dias el &
1,3mde Kunzmann,
profundidad 2012




Tabla 2. (Continuacion)

Especie Método Localizaciony  Supervivencia Ratio de % Referencia
de profundidad (%) crecimiento = crecimiento
cultivo (dia™)
Stylissa Linea Teluk 95* en 108 34% mes’’ 0,0111 % Schiefenhovel
massa horizontal Pegametan, dias & Kunzmann,
Indonesia. 2,5- 2012
1,3mde
profundidad
Stylissa Sobra Pulau Pari, 0% en 120 0 0 Schiefenhovel
massa cantos Indonesia. 2,5- dias & Kunzmann,
rodados 1,3 mde 2012
profundidad
Stylissa Sobra Teluk 75% en 108 27% mes” 0,0089 % Schiefenhovel
massa cantos Pegametan, dias & Kunzmann,
rodados Indonesia. 2,5- 2012
1,3mde
profundidad
Stylissa Sustrato Teluk 90* en 108 31% mes’’ 0,0102 % Schiefenhovel
massa artificial Pegametan, dias & Kunzmann,
Indonesia. 2,5- 2012
1,3mde
profundidad
Theonella | Bolsa de Muelle IUI, 11 en 767 dias | -28-(-10) % Negativo Bergman et
swinhoei malla, Israel. 10 m afio™! al., 2011
con profundidad
marco de
plastico
Theonella | Bolsa de Muelle IUI, 22 en 767 dias | -46-(-26) % Negativo Bergman et
swinhoei malla, Israel. 20 m afio™ al., 2011
con profundidad
marco de
plastico

Los diferentes estudios analizados tuvieron una duracion variable, por ello los datos de supervivencia

y rango de crecimiento se encuentran en escalas temporales diferentes. Partiendo del supuesto que las
esponjas tuvieron un crecimiento constante durante el transcurso del experimento, se ha calculado el
porcentaje de crecimiento por dia respecto al tamafio inicial. De este modo resulta posible comparar los
resultados de los diferentes estudios en una misma escala temporal.

Se puede apreciar que tanto el porcentaje de supervivencia como los rangos de crecimiento presentan
grandes variaciones entre las diferentes esponjas y los diversos métodos de cultivo. La especie
Neopetrosia sp. cultivada en sustrato artificial presentd un rango de crecimiento diario del 0,04% siendo
asi la esponja con el mayor incremento de biomasa, ademas de presentar un porcentaje de supervivencia
elevado. Este mismo género también presentd un crecimiento y supervivencia similar en cultivos
realizados con linea horizontal (Figura 1A), técnica basada en cuerdas dispuestas en posicion horizontal.
Sin embargo, al aplicar el método de cultivo sobre cantos rodados (Figura 1A) se observaron unos
niveles de crecimiento diarios considerablemente inferiores (0°004%). La justificacion a este hecho
radica en que Neopetrsia sp. habita sobre corales y esponjas, con el fin de tener una posicion expuesta
para llevar a cabo la filtracion del agua. El uso de la linea horizontal y el sustrato artificial, ubicados a
50 cm del fondo del mar con una rejilla, son similares a sus condiciones naturales (Schiefenhovel &
Kunzmann, 2012). Por otro lado, el cultivo en canto rodado se encuentra en el fondo del mar. La mayor
concentracion de sedimentos en el agua provoca la obstruccion de los dsculos. Al no tratarse de una
especie adaptada a estas condiciones, la esponja reduce su capacidad de filtracion. Ademas, se ven
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obligadas a invertir gran parte de su energia en tarecas de limpieza, limitando asi su crecimiento
(Wilkinson & Vacelet 1979).

Probablemente el bajo porcentaje de crecimiento observado en Liosina paradoxa puede ser causado
también por el mismo factor. Las jaulas utilizadas en el estudio se encontraban en una zona con un alto
contenido de sedimentos en el agua, pudiendo dificultar la filtracion de la esponja (Sankar ef al., 2016).

En cambio, Stylissa massa presentd unos rangos de crecimiento similares para los cultivos de linea
horizontal, canto rodado y sustrato artificial en Teluk Pegamentan (Schiefenhével & Kunzmann, 2012)
y en jaula (Figura 1B) en las Islas Adaman (Sankar ef al., 2016). Este hecho se debe a que se puede
encontrar de forma natural en cantos rodados de coral, fondos arenosos y zonas de transicion entre
prados de faner6gamas marinas y arrecifes de coral. Por tanto, dicha especie presenta unas preferencias
de habitats mas extendidas que Neopetrosia sp., presentando asi menor diferencia entre las diferentes
técnicas de cultivo aplicadas (Schiefenhovel & Kunzmann, 2012). En conclusion, el éxito en la
maricultura de esponjas requiere el conocimiento de las condiciones ambientales 6ptimas de las especies
de porifero diana (Duckworth, 2009).

A
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Figura 1. Sistemas de cultivo de poriferos en maricultura. (A) Esquema de un cultivo de esponjas en cuerda
horizontal y sobre cantos rodados (Schiefenhdvel & Kunzmann, 2012); (B) Explantes de esponjas cultivados
dentro de cajas (Sankar et al., 2016); (C) Cultivo de D. dissoluta dentro de bolsas de malla (Ruiz ez al., 2013).

Por otra parte, a diferencia de lo esperado, S. massa present6d una supervivencia y crecimiento muy
inferiores en la zona de Paulau Pari (Schiefenhdvel & Kunzmann, 2012), véase en la Tabla 2.
Probablemente esta acentuada disminucion en estos pardmetros sea causada por la fuerte accion de las
olas y las corrientes en este lugar. Este conjunto de factores adversos puede condicionar el
comportamiento de las esponjas, ya que se reduce la disponibilidad de alimento y, ademas, los poriferos
invierten mayor cantidad de energia en construir estructuras esqueléticas mas consistentes. Para realizar
un cultivo de esponjas en estas condiciones las técnicas aplicadas en el estudio analizado (linea
horizontal y cantos rodados) no son las mas adecuadas, siendo el cultivo en malla la mas apropiada
(Duckworth, 2009).

La profundidad resulta ser otro parametro importante que precisar para optimizar el cultivo de
poriferos. En el estudio realizado por Bergman y colegas (2011) se mostrd una clara diferencia entre los
rangos de crecimiento de las diferentes especies estudiadas (Negombata magnifica, Amphimedon
chloros y Theonella swinhoei). Sin embargo, no se observaron diferencias relevantes entre los cultivos
de una misma especie a diferentes profundidades. Este hecho contrasta con estudios anteriores donde se
demostro que la profundidad es uno de los factores ambientales que determinan la supervivencia y el
crecimiento de los poriferos (Duckworth ef al., 2004). Una posible justificacion a esta discrepancia es
que la zona de estudio utilizada en el estudio de Bergman presenta un mar tranquilo y claro durante la
mayor parte del afio y, por otra parte, condiciones homogéneas de temperatura (Bergman et al., 2011).
Ademas, como los explantes se ubicaron a prondidades superiores a 5 metros no se vieron afectados por
la posible accion de los rayos UV que podrian limitar su crecimiento (Duckworth et al., 1997).
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Otro aspecto importante en el cultivo de esponjas es el sustrato sobre el que se van a cultivar. En el
estudio realizado por Sankar y colegas en 2016 se utilizaron cuatro sustratos diferentes en las jaulas
donde se cultivo S. massa 'y L. paradoxa (roca coralina, bloques de cemento, azulejos y cuerdas). En la
tabla 2 inicamente se refleja la media de los cuatro sustratos ya que en el articulo no se aporta toda la
informacién necesaria para completar con precision los diferentes apartados. Sin embargo, resulta
interesante remarcar que existen diferencias significativas en el crecimiento y supervivencia de los
explantes en funcion del sustrato. Para ambas especies se observd un incremento significativo en el
crecimiento en los explantes cultivados con sustrato de roca coralina. Ademas, la supervivencia de S.
massa fue del 100% en dicho sustrato. S. massa también mostr6 un crecimiento notable al utilizar como
sustrato los bloques, aunque éste fue inferior al primero. Por tanto, se puede suponer que con un sustrato
de cultivo semejante al que utiliza el porifero cultivado en su habitat natural se obtendran unos resultados
de crecimiento y supervivencia 6ptimos.

Para considerarse un cultivo comercialmente viable las esponjas cultivadas deben duplicar, como
minimo, su tamafio al cabo de un afio (Crawshay, 1939) lo que implica un crecimiento diario de un
0°0027% respecto al tamafio inicial. Por tanto, la mayoria de esponjas cultivadas recientemente cumplen
este requisito, a excepcion de Discodermia dissoluta que presentd unos rangos de crecimiento inferiores
a los deseados (Tabla 2). Sin embargo, para esta especie en cuestion se pueden considerar unos rangos
apropiados ya que resultan similares al crecimiento que experimenta esta especie en la naturaleza (Ruiz
et al., 2013). El escaso crecimiento puede ser explicado por la gran cantidad de energia que invierten
las especies con un denso esqueleto de espiculas en su construccion, a diferencia de las esponjas con
esqueleto carnoso (Page ef al., 2005). Por otro lado, la mayoria de cultivos donde se ha dado el
porcentaje de crecimiento deseado han sido realizados durante periodos de tiempo relativamente cortos,
a excepcion de N. magnifica. Aunque en los estudios de Sankar y colegas (2016), realizado durante un
tiempo relativamente extenso, se obtuvieron unos rangos de crecimiento aceptables, cabe puntualizar
que en ambas especies se observd una reduccion en su crecimiento durante las ltimas etapas del
muestreo. L. paradoxa presentd un desarrollo positivo durante los primeros 90 dias de experimento, sin
embargo, a partir del dia 105 se observé una reduccion en el volumen de los ejemplares, respecto a la
medicion anterior, que se prolong6 hasta el ultimo dia. Aunque S. massa mostrd un crecimiento positivo
durante todo el experimento, a partir del dia 105 se observé una reduccion en el crecimiento. Una posible
hipdtesis a este hecho es que los explantes, una vez regenerados de las heridas producidas al cortarse
reducen su tasa de crecimiento invirtiendo mas energia en otras funciones. Se demostr6 que Latrunculia
wellingtonensis danada presentd un mayor crecimiento que los especimenes no dafiados, ya que
posiblemente invirtieron gran parte de su energia en la reproduccion (Duckworth et al., 1997). Seria
recomendable realizar estudios sobre estas especies mas a largo plazo para comprobar si se mantiene el
rango de crecimiento a lo largo del tiempo y, por tanto, si se trata de un cultivo potencialmente viable.

La busqueda una posible solucion a la reduccion o pérdida de biomasa en los poriferos observada en
la mayoria de estudios a largo plazo, lleva a plantear un sistema de cultivo con cosechas parciales. Esta
técnica consiste en la recoleccion periddica de parte de la biomasa de cada explante permitiendo abaratar
considerablemente los costes, ya que se mantiene la estructura y los explantes cultivados (Duckworth,
2009). Ademas, las tasas de crecimiento observadas al aplicar esta técnica en varias esponjas han sido
iguales o superiores a los explantes no cosechados (Duckworth & Battershill, 2003; de Voogd, 2007).

Por otro lado, la tasa de supervivencia de los explantes es otro aspecto clave para determinar las
posibilidades de una esponja para ser cultivada. Este aspecto refleja la sensibilidad de cada especie de
poriferos a las condiciones ambientales, a la preparacion de los explantes y a la técnica de cultivo
utilizada (Sankar et al., 2016). En este aspecto, para que un cultivo se considere comercialmente viable
debe tener una supervivencia superior al 90% (Verdanel & Vacelet, 1990). Generalmente la mayor
mortalidad se da durante los primeros dias, ya que la capacidad de cicatrizcion y aclimatacion de la
esponja cultivada es uno de los factores clave (Devoogd, 2005). Por tanto, minimizar el dafio producido
al cortar los explantes podria mejorar las tasas de supervivencia en los cultivos (Sankar et al., 2016).
Otros aspectos, como escoger el método de cultivo 6ptimo para cada especie y zona, asi como evitar el
efecto de los rayos UV realizando los cultivos en profundidades superiores a cinco metros pueden
contribuir considerablemente a mejorar este aspecto.
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En conclusion, la maricultura puede tratarse de una opcién comercialmente viable. Como se ha
podido determinar en esta revision, el éxito del cultivo radica en las caracteristicas propias de la esponja
cultivada, las condiciones ambientales del lugar de cultivo, la reduccion en el daiio realizado al cortar
los explantes y la seleccion del método de cultivo mas adecuado. En caso de desear realizar un cultivo
con una nueva especie de esponja resulta imprescindible conocer previamente las condiciones
ambientales 6ptimas para esta especie (Duckworth, 2009). Por una parte, seria necesario el habitat donde
vive y su comportamiento en el ambiente natural. Una vez se disponga de dicha informacion seria
recomendable realizar un estudio experimental sobre el cultivo de la esponja diana en diferentes lugares
y utilizando varios métodos (Shippers et al., 2012). En ¢l se mediria pardmetros como el rango de
crecimiento, la tasa de supervivencia y la produccion del compuesto de interés. De este modo se podria
determinar si el cultivo del porifero en cuestion resulta viable comercialmente con alguna de las técnicas
y métodos utilizados en el estudio experimental.

2.2. Cultivo ex situ

El cultivo de poriferos ex situ representa otra alternativa para la obtencion de los metabolitos
secundarios de las esponjas. Esta técnica consistente en el cultivo de las esponjas fuera de su area natural,
por lo que permite controlar totalmente las condiciones de cultivo. Por tanto, deberia ser posible
optimizar tanto la produccion de los compuestos de interés como el crecimiento y supervivencia de las
esponjas (Duckworth, 2009). Sin embargo, el alto coste de las instalaciones y los escasos resultados
apropiados obtenidos en estos estudios comprometen la potencial viabilidad econdmica de estos
estudios.

A pesar de todo, siguen siendo numerosos los estudios recientes centrados en el cultivo de esponjas
ex situ (Tabla 3). En la mayoria de ellos se pretendieron identificar las condiciones y metodologias
optimas con el fin de rentabilizar el cultivo. Sin embargo, otros se focalizaron en el ambito
medioambiental, como los posibles efectos del aumento de temperatura en los océanos (Duckworth et
al., 2012, Duckworth & Peterson, 2013). Estos estudios no buscaron perfeccionar las técnicas de cultivo
ex situ, pero si aportaron informacion relevante sobre las condiciones idoneas para las esponjas.

Duckworth y colegas (2012) realizaron el cultivo de esponja de arrecifes de coral, en diferentes con
el fin de determinar los efectos de la acidificacion del agua y el aumento de temperatura que se esperan
para el afio 2100 (Orr et al., 2005). Se utilizaron cuatro tratamientos combinando temperaturas de 28 °C
y 32 °C y pH de 7,8 y 8,1. No se observaron diferencias significativas ni en el crecimiento ni en la
supervivencia bajo ninguno de los tratamientos. Por tanto, estas variaciones de temperatura y pH podrian
no haber sido suficientes para implicar un cambio en el rendimiento de las esponjas. Sin embargo, se
sugirié que con un mayor tiempo de cultivo tal vez se hubieran podido observar diferencias, ya que son
especies que habitan a escasa profundidad y estan bien adaptadas a cambios temporales de temperatura.
Por otra parte, en un estudio realizado por Duckworth y Peterson (2013) con Cliona celata si se pudieron
observar diferencias significativas en la tasa de supervivencia con la variacion del pH. Se observo una
supervivencia total en el tratamiento con el pH propio de su habitat (8,1) y un 83% de supervivencia al
aplicar un pH ligeramente mas acido (7,8). Se sugirié que la tolerancia a pH mas bajos viene dada en
gran parte por el genotipo de cada individuo (Duckworth & Peterson, 2013).

Independientemente de los tratamientos, la supervivencia fue total en la mayoria de las especies
cultivadas, (4Aplysina cauliformis, Aplysina fistularis, Ectyoplasia ferox e lotrochota birotulata). En
comparacion con otros autores cabe destacar que en el estudio realizado por Gallimore y colegas en
2013 se dio una tasa de supervivencia en 4. fistularis notablemente inferior (44%), hecho que demuestra
que las técnicas aplicadas por Duckworth et al., fueron mas apropiadas. Sin embargo, en el estudio de
Duckworth y colegas (2012) para Smenospongia conulosa y Aiolochroia crassa se dieron tasas de
supervivencia inferiores al 100%, 82% y 78% respectivamente. Como la mortalidad se dio en los
primeros dias de crecimiento probablemente se debid a que ambas esponjas son de forma masivas, es
decir formas irregulares que cubren todo el sustrato, y por tanto sufren un mayor dafo al realizar los
explantes (Duckworth et al, 2012). Por otro lado, los rangos de crecimiento fueron notablemente
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diferentes entre las distintas especies. Este hecho se debid a las diferencias interespecificas propias de
cada porifero, ya que el crecimiento observado para cada especie fue cercano a sus rangos de crecimiento
silvestres (Wilkinson & Vacelet, 1979; Leong & Pawlik, 2010).

Este hecho refleja que las técnicas aplicadas en este cultivo fueron las apropiadas. En él se utilizé un
flujo de agua de mar continuo con una velocidad de circulacion de 0,5 litros por minuto. De este modo
se aportd el alimento necesario para el desarrollo de las esponjas, ademas de eliminar el amoniaco
producido por la actividad de los explantes. El flujo continuo de agua procedente del mar resulta idoneo
para el cultivo de esponjas de arrecifes de coral ya que éstas son mas propensas a sufrir estrés fisiologico
si las condiciones de cultivo difieren de las condiciones naturales de su habitat (Duckworth, 2009). De
este modo se consiguieron unos parametros del agua similares a los naturales. Ademas, al tratarse de
poriferos propios de ambientes oligotroficos no se realiz6 la adicion de alimentos o suplementos, ya que
sus requerimientos alimentarios son notablemente inferiores a los poriferos de ambientes mas ricos en
nutrientes (Duckworth et al., 2003; Duckworth & Pomponi, 2005).

Por tanto, con el flujo continuo de agua marina sin filtrar ya se deberian cubrir las necesidades
nutricionales de las esponjas. Si se hubiera introducido mas alimento, se hubiera podido comprometer
la filtracion de los explantes viéndose reducido asi su crecimiento (Osinga ef al., 2001; Duckworth et
al., 2003). También fue importante el uso de burbujeadores distribuidos a lo largo del tanque, los cuales
permitieron una correcta mezcla del agua y el mantenimiento de unos niveles de oxigeno dptimo.

Cabe destacar que en ninguno de los dos estudios (Duckworth et al., 2012; Duckworth & Peterson,
2013) se dieron variaciones significativas en el crecimiento de las esponjas con la disminucién del pH.
Puede que este hecho fuese debido a unos niveles de acidez demasiado bajos. Se observo que en
condiciones de pH 6,8 las esponjas (del mismo grupo que C. celata) cerraban los 6sculos, reduciendo
asi considerablemente su filtracién y consecuentemente su crecimiento (Emson, 1966). Por tanto, el
mantenimiento de pH proximo al del mar (8,1) puede resultar un factor crucial en la optimizacion del
cultivo ex situ.

En el estudio realizado por Sankar y colegas (2016) se utilizé un acuario con agua de mar sin filtrar.
El agua se reemplaz6 diariamente con el fin de mantener sus condiciones Optimas. Tampoco se
afladieron nutrientes ni suplementos adicionales. El cultivo de L. paradoxa dio resultados alentadores
con una alta tasa de supervivencia (94%) y un rango de crecimiento aceptale (0,0037% dia™ respecto al
volumen inicial). Por tanto, podria tratarse de una técnica adecuada para su cultivo. En este mismo
estudio también se cultivd S. massa siguiendo el mismo sistema, pero para esta especie los resultados
fueron negativos. La tasa de supervivencia de los explantes fue notablemente inferior (81%) y se dio
una reduccion en el volumen de los explantes a lo largo del tiempo, por lo que el crecimiento registrado
al final del experimento fue negativo. Durante los primeros 15 dias se aprecié un incremento del
volumen, aunque a partir del dia 30 se experimentd una reduccion progresiva de éste. El elevado
crecimiento inicial y su posterior estabilizacion o reduccion ya se habia observado en numerosos cultivos
de poriferos (Garcia Camacho et al., 2006). Este patron de crecimiento pudo deberse a un déficit de
alimento y a la respuesta de crecimiento rapido de los explantes al ser cortados (Duckworth, 2009). El
agua de mar sin filtrar parece ser el sistema de cultivo ex situ mas exitoso (Osinga et al., 1999). Sin
embargo, resultaria interesante realizar un estudio con esta misma especie y técnicas, pero afiadiendo
alimento adicional para asi comparar la influencia de la alimentacidon en el crecimiento y en la
supervivencia de los explantes (Sankar et al., 2016).

Otro aspecto de la acuicultura de esponjas que se reviso en los estudios recientes fue la relevancia
del sustrato en el rendimiento del cultivo. El tipo de sustrato determiné en gran medida la facilidad de
apego de las esponjas sobe €ste. A su vez, el apego tiene un gran peso en la supervivencia (Duckworth
& Battershill, 2003; Sankar et al., 2016). En el cultivo realizado por Sankar y colegas (2016) para S.
massa 'y L. paradoxa, se compard el uso de cuatro sustratos diferentes (azulejos, cuerda, cantos rodados
y bloques) (Figura 2A). En términos de supervivencia se obtuvieron resultados 6ptimos con los cantos

14



Tabla 3. Diferentes cultivos de especies de esponjas ex situ y resultados obtenidos. % crecimiento (dia'l): % de crecimiento por dia respecto el peso inicial. “*”: se
utilizaron tanques con diferentes pH y temperaturas, al no obtener diferencias significativas se realizo la media de los resultados. N. d.: no se facilita la informacion en
el articulo original. Negativo: se ha dado una reduccion del volumen final respecto al inicial.

. g . Supervivencia Ratio de % crecimiento .
Especie Metodologia Alimento (%) crecimiento (dia™) Referencia
. . "
Aiolochroia | Tanques. Tempgratura y pH controlados*. Flujo continuo de agua 78 en 24 dias 39.4% en 24 dias 0.0164 Duckworth et al.,
crassa Disponian de luz natural 2012
. %
Apl'ysma. Tanques. Tempgatura y pH controlados*. Flujo continuo de agua | 100 en 24 dias 42.1% en 24 dias 0.0175 Duckworth et al.,
cauliformis Disponian de Luz natural 2012
Aplysina Tanques. Temperatura y pH controlados*. Flujo continuo de agua 100 en 24 dias 20.1% en 24 dias 0.0084 Duckworth et al.,
fistularis Disponian de Luz natural ’ ’ 2012
Aplysmg Tanque de plastico opaco. Fijadas en filaa | Flujo cgnthuo de agua 44 en 44 dias nd. nd. Gallimore, 2013
fistularis una malla marina sin filtrar
Flujo continuo de agua.
Cliona Acqarlo. pH controlado = 7,.8.. Se afiadieron 83 en 133 dias 56% en 133 dias 0,0042 Duckworth &
celata Crecimiento sobre conchas de vieiras suplementos Peterson, 2013
alimentarios
Flujo continuo de agua.
Cliona Acuario. pH controlado = 8,1. Se afiadieron 100 en 133 0 . Duckworth &
celata Crecimiento sobre conchas de vieiras suplementos dias 56% en 133 dias 0,0042 Peterson, 2013
alimentarios.
. %
Ectyoplasia | Tanques. Tempgatura y pH controlados*. Flujo continuo de agua. | 100 en 24 dias 0.1% en 24 dias 0 Duckworth et al.,
ferox Disponian de Luz natural 2012
%
Io.trochota Tanques. Tempgatura y pH controlados*. Flujo continuo de agua. | 100 en 24 dias 31,5% en 24 dias 0.0131 Duckworth et al.,
birotulata Disponian de Luz natural 2012
Agua marina con filtro
- . s 0
Liosina : Acuario. bioldgico, con 94% en 120\ 404 en 120 dias 0,0037 Sankar et al., 2016
paradoxa Cultivado sobre varios sustratos renovacion diaria. dias
Sin nutrientes afiadidos.
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Tabla 3. Continuacion

. z . Supervivencia Ratio de % crecimiento .
Especie Metodologia Alimento (%) crecimiento (dia™) Referencia
S Agua marina con filtro
Neopetrosia Tanque de vidrio. biologico, con Schiefenhovel &
P Protegido de luz y lluvia. Cultivo de linea £1c0, con 21 en 107 dias -13% mes™ Negativo
Sp. horizontal renovacion diaria. Kunzmann, 2012
Sin nutrientes afiadidos.
S Agua marina con filtro
Neopetrosia Tanque de vidrio. biologico, con Schiefenhovel &
P Protegido de luz y Iluvia. Cultivo sobre £1c0, con 0 en 107 dias 0 0
Sp. renovacion diaria. Kunzmann, 2012
cantos rodados . . - .
Sin nutrientes afiadidos.
Agua marina con filtro
Neopetrosia Tanque de cemento. bioldgico, con 1 Schiefenhovel &
Protegido de luz y Iluvia. Cultivo sobre ey 100 en 45 dias -7% mes’ Negativo
Sp. Py renovacion diaria. Kunzmann, 2012
sustrato artificial. . . - .
Sin nutrientes afiadidos.
. *
Smenospongia | Tanques. Tempqatura y pH controlados*. Flujo continuo de agua 82 en 24 dias 28.9% 0.0120 Duckworth et al.,
conulosa Disponian de Luz natural 2012
Agua marina con filtro
. . . . biologico, con , . .
Stylissa massa | Acuario. Cultivado sobre varios sustratos renovacion diaria 81 en 120 dias -25% en 120 dias Negativo Sankar et al., 2016
Sin nutrientes afiadidos.
S Agua marina con filtro
Tanque de vidrio. biologico, con Schiefenhovel &
Stylissa massa | Protegido de luz y lluvia. Cultivo de linea £1c0, con 4 en 107 dias -4% mes™! Negativo
horizontal renovacion diaria. Kunzmann, 2012
Sin nutrientes afiadidos.
Tanque de vidrio Agua marina con filtro
Stylissa massa Protegido de luz y Iluvia. Cultivo sobre blOIOg.lf:O’ con 6,25 ?n 107 -11% mes™ Negativo Schiefenhdvel &
renovacion diaria. dias Kunzmann, 2012
cantos rodados . . - .
Sin nutrientes afiadidos.
Agua marina con filtro
. Tanque de cemento. Protegido de luz y biologico, con , 0 1 Schiefenhovel &
Sl e Iluvia. Cultivo sobre sustrato artificial renovacion diaria. 100 en 45 dias 10% mes 0,0003 Kunzmann, 2012
Sin nutrientes afiadidos.

16



rodados para ambas especies (100% de supervivencia). Este hecho se debi6 al excelente apego dado en
las esponjas en este sustrato. Probablemente tuvieron esta gran facilidad de apego debido a que se trata
de un sustrato natural propio de su entorno. También los bloques ofrecieron una supervivencia total para
L. paradoxa. En los sustratos restantes la supervivencia fue notablemente baja debido a las dificultades
que presentaron los poriferos para el apego (Sankar et al., 2016). Para poder promover la supervivencia
de los explantes y facilitar su apego se propuso conservar una pequefia porcion del sustrato adherido a
las esponjas al ser recogidas en su medio natural (Nickel ef al., 2001).

Algunos estudios difirieron en los resultados ya comentados referentes a la supervivencia de las
esponjas. En el cultivo de Neopetrosia sp. y S. massa realizado por Schiefenhével y Kunzmann (2012),
donde se compararon tres sustratos (artificial, cantos rodados y cuerdas en linea horizontal), la mayor
supervivencia y apego se dio sobre el sustrato artificial. Sin embargo, la metodologia utilizada para los
diferentes sustratos no fue la misma. Para los cantos rodados y la linea horizontal se utilizaron tanques
de vidrio mas pequeiios que los tanques de cemento donde se cultivd con sustrato artificial. Por tanto,
el mayor volumen de agua en los tanques de cemento ofrecié una mayor capacidad de intercambio de
nutrientes mitigando los efectos de la limitacion de nutrientes explicados anteriormente (Schiefenhdvel
& Kunzmann, 2012). También se apunté a la posible toxicidad de los fragmentos muertos en el tanque
de vidrio, hecho que conllevé a un fallecimiento en cadena de los explantes restantes (Delbeek &
Sprung, 1994). Al tratarse de un circuito de agua cerrada este efecto se vio magnificado.

Sin embargo, en el estudio realizado por Sankar y colegas (2016), las tasas de crecimiento mas altas
no se dieron en los cantos rodados, donde la supervivencia y el apego fue mayor. Para S. massa se dieron
rangos de crecimiento significativamente mas altos utilizando cuerdas y azulejos, respecto a los cantos
rodados. Para L. paradoxa se observod también el mayor crecimiento en cuerda, presentando un
crecimiento similar para los tres sustratos restantes. Probablemente este incremento del crecimiento al
utilizar la cuerda como sustrato se debe a que esta técnica ejerce un mayor dafio sobre los explantes
promoviendo asi su regeneracion, como ya se ha observado en otros estudios (Duckworth ef al., 1997).

En conclusion, el cultivo de esponjas ex situ se encuentra lejos de ser un cultivo comercialmente
viable. El alto coste econémico que conlleva la adecuacidon de un recinto para dicha actividad implica
obtener unos niveles de produccion 6ptimos que lo hagan rentable. Nada mas lejos, los resultados
obtenidos en los diversos estudios realizados apuntan a una produccion generalmente mas baja que en
la maricultura, técnica notablemente mas econoémica. Por tanto, sigue siendo necesario una amplia
investigacion sobre este tipo de cultivo para poder dar con la metodologia y condiciones para obtener
los resultados deseados. En definitiva, dificilmente el cultivo de esponjas ex situ resultara una industria
viable a corto o medio plazo, aunque presente un gran potencial.

Figura 2. Sistemas de maricultura. (A) Cultivo de explantes en acuario sobre varios sustratos (Sankar et al.,
2016). (B) C. celata cultivada en tanque sobre las conchas de vieiras (Pecten sp.) (Duckworth et al., 2012).
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2.3. Produccion de metabolitos en acuicultura

Como ya se ha afirmado anteriormente, el cultivo actual de poriferos, tanto in situ como ex situ tiene
como diana la obtencion de metabolitos secundarios de con potencial farmacoldgico. Aunque en
términos de rendimiento de cultivo se acostumbra a hablar de crecimiento y supervivencia, resulta
crucial que los explantes cultivados conserven la capacidad de producir los compuestos de interés que
presentan en su habitat natural (Shippers et al., 2012). Algunos de los estudios mencionados en los
apartados anteriores, han valorado las concentraciones de los metabolitos de interés producidos por cada
especie de esponja (Bergman et al., 2011; Duckworth et al., 2012; Ruiz ef al., 2013; Winklet, 2013).
Los resultados obtenidos en estas investigaciones se encuentran agrupados en la Tabla 4.

En el cultivo ex situ por Duckworth y colegas en 2012 se utilizaron cuatro tratamientos combinando dos
valores de temperaturas (28 y 32°C) y dos valores pH (7,8 y 8,1). En él se compararon las
concentraciones de los metabolitos secundarios mayoritarios producidos por: 4. cauliformis (Fistularina
3), A. crassa (N-methyl-aerophobin 2 y N, N’-dimethylhistamina), E. ferox (Zooanemonina) y I.
birotulata (N-tele-methylhistamina).

Las concentraciones de la mayoria de los metabolitos estudiados se encontraron dentro de los rangos de
las concentraciones naturales de cada especie (Tabla 4). Sin embargo, las concentraciones de los dos
metabolitos de A. crassa (N-methyl-acrophobin 2 y N, N’-dimethylhistamina) fueron significativamente
inferiores a las encontradas en los especimenes en estado salvaje. Esta escasa produccion no parecid
estar relacionada con una respuesta de la esponja al ser cortada (defensa quimica), ya que la recogida y
posterior congelacion de los explantes se realizaron transcurridos 24 dias del corte. Por tanto, este hecho
indica que el cultivo en acuario altera la biosintesis de algunos metabolitos, resultando en unos niveles
andémalos respecto las poblaciones naturales (Duckworth et al., 2012).

Por otra parte, de los 5 metabolitos analizados en dicho estudio, inicamente se observaron variaciones
significativas en las concentraciones de Zooanemonina de E. ferox y N-tele-metilhistamina de /.
birotulata entre los tratamientos realizados.

Las concentraciones de zooanemonina variaron significativamente en funcion de la temperatura del
agua. La concentracién del compuesto a una temperatura de 28 °C, fue de 1,9 mg-g’, siendo
practicamente un 20 % superior a la del tratamiento a 31 °C (1,5 mg-g™"). Resulté evidente la reduccion
en la produccion de Zooanemonina a temperaturas mas altas. Por tanto, mantener una temperatura en
los acuarios proxima a la del mar resultd ser clave para obtener unos niveles de produccion del
compuesto lo mas altos posibles. Sin embargo, cabe destacar que los niveles de metabolitos para ambos
tratamientos se encontraron dentro de los rangos de las poblaciones naturales de E. ferox (Duckworth et
al., 2012). Es importante remarcar que esta disminucion en la concentracion del metabolito estudiado
con el aumento de la temperatura no se puede generalizar a todas las especies de poriferos. En otros
estudios, se observo una correlacion positiva entre la temperatura y la concentracion de los metabolitos
Salicylihalmida A en Halicona sp. (Abdo et al., 2007) y Mycalamida A en Mycale hentscheli (Page et
al., 2005). Ademas, se demostrd que a una temperatura de 33 °C o superior se comprometian seriamente
las relaciones simbioticas con microorganismos en diferentes especies de esponjas (Webster ef al.,
2008). Evidentemente, la desaparicion de estos microorganismos implicaria una reduccion notable en la
supervivencia y crecimiento del porifero asi como una reduccion en la concentracion de los metabolitos
secundarios.

La concentracion media de N-tele-metilhistamina varié en funcion del pH cuando la temperatura del
agua fue de 28 °C. Se observo un aumento de casi un 25% de la concentracion del compuesto al aplicar
un pH maés acido (7,8) que el propio del mar (8,2). En consecuencia, con la acidificacion del agua se
consiguid un ligero incremento en las concentraciones de este compuesto en /. birotulata cultivada,
respecto las poblaciones naturales de esta misma especie.
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Tabla 4. Producciones naturales y en cultivo de los metabolitos secundarios de interés producidos por
diversas especies de esponjas. N. d.: no se facilit6 la informacion en el articulo original. ”*”: En dicho estudio
se aporto la concentracion del metabolito por gramos de esponja seca sin cenizas.

Produccién | Produccion
en cultivo natural
Metabolito Especie Método de cultivo (g'g’ (gg’ Referencia(s)
esponja esponja
seca) seca)
11- Anlvsing Ciminiello et
Oxoaerotioning fp; o Ex situ 029% | 0,11-0,12% |  al, 1994;
X isturarts Winklet, 2013
Aplvsing Ciminiello et
Aerotionina fpt o Ex situ 0,07% | 0,09- 1,50 % al., 1994;
isturarts Winklet, 2013
Discodermolida | ’5;?‘;;:2’“ In situ 0,02 %* 0,02%* | Ruiz et al, 2013
Halitoxina Amphimedon In situ n. d. n. d. Bergman et al,
rosros 2011
Fistularina 3 Aplysina Ex situ 130% | 115-1,60% | Duckworther
cauliformis al., 2012
Lat-B Negombata In situ 0,94 % 0,72% Bergman et .,
magnifica 2011
N-methyl- Aiolochroia . N o Duckworth et
aerophobin 2 crassa Ex situ 0.83 % 1,10- 1.40% al., 2012
N,N’- Aiolochroia . N o Duckworth et
dimethylhistamina crassa Ex situ 0,21 % 0,18-0,26 % al., 2012
N-tele- lotrochota Ex situ Duckworth et
- . . Temperatura: 28°C 0,29 % 0,20- 0,27 %
methylhistamina birotulata pH: 7.8 al., 2012
N-tele- lotrochota Ex situ Duckworth et
. . . Temperatura: 28°C 0,22 % 0,20- 0,27 %
methylhistamina birotulata pH: 8,1 al.,, 2012
Swinholida A | 1 heonella In situ n.d. n. d. Bergman et al,
swinhoei 2011
. Ectyoplasia Ex situ o o Duckworth et
Zooanemonina ferox Temperatura: 28°C 0,19% 0,13-0,17% al, 2012
. Ectyoplasia Ex situ o o Duckworth et
Zooanemonina ferox Temperatura: 32°C 0,15 % 0,13-0,17% al, 2012

Las concentraciones de muchos metabolitos bioactivos de poriferos estan estrechamente ligados a
diversos factores ambientales tales como la temperatura (Koopmans et al., 2009). Sin embargo, en el
estudio de Duckworth y colegas (2012), el hecho de que las esponjas cultivadas fueran propias de
arrecifes de coral, bien adaptadas a cambios temporales en las condiciones del agua, y ademas, la corta
duracion del experimento (24 dias), atenuaron considerablemente los efectos de dichas variaciones,
dando lugar a unas concentraciones cercanas a las naturales y con escasa variacion entre los tratamientos.
Para poder determinar con mayor certeza las variaciones en los compuestos bioactivos de las esponjas
estudiadas, se sugirio realizar un cultivo mas a largo plazo.
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En su conjunto la metodologia de cultivo ex situ aplicada en el estudio de Duckworth y colegas
(2012), explicada en el apartado 2.2., resultd ser ciertamente prometedora. El crecimiento, la
supervivencia y la concentracion de metabolitos estudiados para las diferentes especies fueron similares
a los encontrados en las poblaciones naturales de estas esponjas.

En otro estudio llevado a cabo por Winklet (2013) se cultivaron explantes de Aplysina fistularis en
tanques. Al realizar el analisis quimico de los metabolitos secundarios se observaron cuatro tipos
diferentes: Aerotionina (produccion: 0,07 %), 11-oxoaerotionina (produccion: 0,29 %), Aeroplysinina
2 (produccion: 0,03%) y Acetamida (produccion: 0,05 %).

La Aerotionina y 11-oxoaerotionina se encontraron también en las poblaciones naturales de A.
fistularis. La concentracion de Aerotionina fue notablemente inferior en los explantes de los tanques
que en las poblaciones naturales (1,5 %). La produccion de este metabolito viene intimamente ligado a
una respuesta frente a las amenazas (Walker et al., 1985). El segundo compuesto hallado, presentd unos
rangos superiores a los silvestres (0,20-0,27 %) (Ciminiello et al., 1994). El hecho de que los explantes
cultivados presentaron estos compuestos bioactivos propios de las poblaciones naturales, indicé que los
poriferos fueron capaces de hacer frente al estrés asociado al cultivo manteniendo su sistema biosintético
funcional sin grandes modificaciones (Winklet, 2013).

Por otro lado, los compuestos Aeroplysinina 2 y Acetamida no se habian encontrado en las
poblaciones naturales de esta especie. Probablemente estos compuestos adicionales fueron producto de
la manipulacion para el cultivo, debido a que su funcion ecoldgica en estado natural es la defensa
quimica frente al dafio producido por ejemplo por la depredacion (Thoms et al., 2006). Esta misma
respuesta ya se habia observado para una especie del mismo género, Aplysina aerophoba (Weiss et al.,
1996). Ademas, la presencia de estos metabolitos también indico que el sistema de acuicultura utilizado
mejord, o al menos, alterd ciertos sistemas biosintéticos de la esponja. Aeroplysina 2 ya se habia
identificado en A. fistulosa (Cruz et al., 1990) y A. aerophoba (Minale et al., 1972). Se supuso que se
trataba de un compuesto producto de la conversion de aeroplysina 1, compuesto que no se halld en este
estudio, a Aeroplysina 2 mediante una reaccion catalizada por enzimas. La bioconversion de
Aeroplysina 1 se observo en numerosas especies del género Aplysina cuando se infringieron lesiones a
los poriferos (Thoms et al., 2006). Por tanto, el dafio sufrido por los explantes al ser cortados podria
explicar la presencia de este metabolito. Por otro lado, la Acetamida fue detectada por primera vez en
A. fistularis en el cultivo de Winklet (2013).

Aunque las tasas de supervivencia fueron ciertamente pobres en este mismo estudio (Tabla 3), la
produccion de metabolitos de los explantes fue prometedora. Se consiguié una concentracion de 11-
oxoaerotionina en los explantes superior al de las poblaciones naturales. Este compuesto resulta de gran
interés en la industria farmacéutica debido a su elevada actividad citotoxica en las células de cancer de
colon humano (Acosta & Rodriguez, 1992). Resultaria interesante seguir estudiando el cultivo de A.
fistularis para asi optimizar la metodologia de cultivo que se aplico en este estudio y conseguir una
mejora en la tasa de supervivencia y el crecimiento. De este modo, se podrian llegar a alcanzar una
produccion de biomasa y compuestos bioactivos comercialmente viables.

Son escasos los articulos recientemente publicados donde se relaciona la produccion de compuestos
bioactivos con la maricultura. En un estudio realizado por Bergman y colegas (2011) se cultivaron tres
especies de poriferos y se analizo la produccion natural y cultivada de sus principales metabolitos de
interés. Las especies cultivadas y sus respectivos compuestos de interés fueron: Halitoxina de
Amphimedon chloros, Lat-B producido por Negombata magnifica y Swinholida A propio de Theonella
swinhoe.

El analisis de los explantes durante el cultivo reflejé que la produccion de dichos metabolitos por
parte de las tres esponjas fue continua. Como estos compuestos también se hallaron en las poblaciones
naturales de estas especies, quedd patente que el cultivo in sifu no inhibid su produccion. En cuanto a
las concentraciones de los compuestos bioactivos, en el estudio inicamente se informo del contenido de

20



Lat-B. Los niveles encontrados en los explantes cultivados (0,94 %) fueron superiores al contenido que
presenta N. magnifica silvestre (0,72 %). Otro aspecto que se valord en este trabajo fue las variaciones
que se podian dar entre los explantes de una misma especie cultivados a diferente profundidad (10 y 20
metros). La concentracion de Lat-B vario ligeramente entre los ejemplares cultivados a 10 metros
(0,91%) y los cultivados a 20 metros (0,96%). Aunque la diferencia que se dio no resultd ser
significativa, la menor concentracién de metabolito observada a menor profundidad pudo ser efecto de
la mayor luz percibida por los explantes. Este comportamiento ya se habia observado en otro porifero,
Crambe crambe, ¢l cual presentdé menor toxicidad en zonas bien iluminadas (Becerro ef al., 1995).

Sin duda, el cultivo in situ de N. magnifica para la obtencion de Lat-B realizado por Bergman y
colegas en 2013, es uno de los resultados mas cercanos a ser viables. Tanto el crecimiento como la
produccion del metabolito fueron ciertamente alentadores. Unicamente la tasa de supervivencia se
encontré por debajo de los niveles deseados (Tabla 2). Por tanto, consiguiendo mejorar este ultimo
parametro seria viable proponer un cultivo comercial de esta especie siguiendo una metodologia similar
a la aplicada en el estudio comentado.

Ruiz y colegas (2013) realizaron otro cultivo in situ de D. dissoluta donde se midio6 la produccion de
Discodermolida. Las concentraciones halladas de dicho compuesto fueron practicamente las
encontradas en poblaciones naturales (0,02 %). Al igual que lo ocurrido en el crecimiento, se tratd de
unos niveles muy bajos para hacer viable su cultivo. Las esponjas con una baja produccion de los
compuestos bioactivos de interés, como D. dissoluta, resultan dificiles de cultivar obteniendo unos
resultados deseados. La utilizacion de grandes cantidades de biomasa, del porifero se plante6 como una
posible solucion. El tinico caso en el que se intentd cultivar una esponja de baja produccion comercial
utilizando grandes cantidades del porifero fue con la especie neozelandesa Mycale hentscheli. Sin
embargo, el aumento de la escala derivd en una invasion masiva de depredadores, lo que redujo el
crecimiento (Page et al., 2011), y la empresa inversora dejo de interesarse por dicho cultivo. Otro aspecto
que se resalto en el estudio fueron las variaciones en el contenido de Discodermolida en funcién de las
esponjas madre de la cuales se obtuvieron los explantes. Por tanto, se planteé la posibilidad de
seleccionar para el cultivo unicamente los individuos mas productivos.

En conclusion, valorando los diferentes parametros de interés para el cultivo de esponjas (tasa de
supervivencia, crecimiento y concentracion del metabolito de interés) queda patente que la maricultura
se encuentra mucho mas cerca de ser una industria viable que el cultivo en tanques. Los resultados
obtenidos ex situ generalmente no son mejores que en la maricultura. Ademas, el mayor coste econémico
que representan la construccion y el mantenimiento de las instalaciones en el cultivo en tanques obliga
a obtener unos resultados significativamente mejor que en el cultivo in situ, técnica mucho mas barata.
Aunque aun no se ha conseguido un cultivo dptimo, sin duda en maricultura se podria llegar a esta meta
en un futuro inmediato. Resultados como el obtenido en N. magnifica dan pie al optimismo en esta linea
de investigacion.

3. CULTIVO DE ESPONJAS IN VITRO

La acuicultura de esponjas puede parecer una solucion ideal para sustentar la demanda de sus
metabolitos. Sin embargo, el crecimiento extremadamente lento y la baja produccion de los compuestos
bioactivos por parte de ciertos poriferos pone en cuestion la viabilidad de esta practica, al menos para
algunas especies. Una posible alternativa es el desarrollo de un sistema de cultivo celular o tejidos in
vitro. Ademas, con el descubrimiento de las propiedades de re-agregacion de las células de esponjas
capaces de desarrollar un individuo funcional (Wilson, 1907) surgio otra alternativa posible en el cultivo
in vitro denominada como primmorphs. Esta técnica consiste en agregados multicelulares de células de
poriferos previamente disociadas constituidos por una capa externa de pinacocitos y una zona central
con células esféricas primarias (Figura 3A) (Sipkema et al., 2003c).Todas estas metodologias de cultivo
son potencialmente capaces de producir un nimero suficiente de células para obtener cantidades
suficientes de los metabolitos de interés, para abastecer la demanda tanto a nivel de investigacion como
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comercial (Grasela et al., 2012). El gran potencial de las esponjas para ser cultivadas radica en la
presencia de células madre totipotentes y a la facilidad de disociar sus células. Ademas, el cultivo in
vitro permite definir y controlar casi por completo el sistema de cultivo (Shippers et al., 2012).
Desafortunadamente, los progresos en esta linea de investigacion han sido escasos.

Figura 3. Técnicas aplicadas en el cultivo celular de esponjas. (A) Primmorph obtenido a partir de células
disociadas de P. ficiformis no congeladas, cultivado en agua de mar no filtrada durante 2 dias (barra = 300 m)
(Mussino et al., 2013). (B) Heterocarios obtenidos en la fusion de células de Haliclona sp. con Trichoplusia ni,
indicados con flechas rojas (Grasela et al., 2012).

Aunque el presente estudio estd mayoritariamente centrado en el cultivo de esponjas in situ y ex situ,
no se ha podido obviar el cultivo in vitro debido a su gran potencial. Por tanto, este apartado se centrara
en algunos de los avances mas relevantes obtenidos recientemente en este campo recientemente (Tabla 5).

Uno de los estudios mas completos dentro de este campo fue realizado por Grasela y colegas (2012).
En ¢l se llevaron a cabo numerosos experimentos con el fin de determinar que metodologia y técnicas
permitian optimizar el cultivo celular. Se intent6 aplicar por primera vez en poriferos la fusion celular
con el fin de obtener heterocarions, células con dos nucleos, bien adaptados al cultivo in vitro (Figura
3B). La identificacion y la transfeccion del gen Ras, implicado en la diferenciacion, proliferacion y
supervivencia celular en las esponjas, también fue objetivo de estudio. A partir de este gen se pretendio
adquirir una linea celular inmortal mediante la mutagénesis o activacion de dicho gen. Para ambos
técnicas el resultado fue decepcionante (véase Tabla 5). Otro aspecto que se valoro fue la facilidad que
ofrecian dos sustratos diferentes en la adherencia del cultivo celular, ya que generalmente las células de
poriferos disociadas no se adhieren al cultivo firmemente (Pomponi 2006). Se utilizaron dos sustratos:
uno con colageno tipo 1 procedente de los tendones de la cola de rata y otro constituido con extracto de
Negombata sp. En este campo tampoco se consiguidé ningin avance, ya que en ninguno de los dos
sustratos se dio adherencia. También se valord el efecto de diferentes concentraciones de fosfato
inorganico sobre el cultivo. Tampoco se dio ninguna mejora, aunque en estudios previos realizados
sobre células epidérmicas de ratones si se habia observado un aumento en la proliferacion celular
(Camalier ef al., 2010).

Los escasos éxitos obtenidos en los cultivos celulares de esponja han impulsado la revision de los
fundamentos basicos de éstos. Una de las grandes problematicas en el cultivo in vitro es el alto riesgo
de contaminacion, ya que no hay zonas en ninguna esponja a partir de la cual se pueda obtener facilmente
un inéculo axénico (Pomponi 2006). Para ello Grasel y colegas (2012) buscaron la metodologia a seguir
para reducir al maximo este factor. Realizando el cultivo mediante embriones de esponja recién
capturados se observaron las tasas de contaminacion mas bajas (40,7 %), seguidas del cultivo a partir
del mesohilo de esponjas adultas (47,4%), es decir la capa intermedia entre el pinacodermo y el
coanodermo. En cambio, los cultivos procedentes de tejido de esponja que contenia otras partes a
excepcion del mesohilo y de embriones previamente crioconservados, presentaron una tasa mucho mas
alta (90,1% y 98 % respectivamente). Sin embargo, la aplicacion del antibidtico Percoll permitio
eliminar la mayoria de microorganismos, aunque comprometio la viabilidad de las células. Ademas, la
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Tabla 5. Resultados obtenidos en algunos estudios realizados recientemente en el campo del cultivo de esponjas in vitro. “N.d.”: no se facilita la informacion en el

articulo original.

Objetivo Medio Utilidad potencial Especie Resultado Referencia
El cultivo a partir de embriones recién recogidos
.. o Leibowitz Reducir lo maximo posible el Negombata presentd menor tasa de contaminacion
Condiciones asépticas en el . L . o . Grasela et
. . L15 (Ilan et riesgo de contaminacion del magnifica El uso de Percoll elimind la mayoria de
medio de cultivo : , . . . ., .y al., 2012
al., 1996) cultivo de células de esponja microorganismos, aunque también comprometio6 la
viabilidad de las células cultivadas.
. , Las células criopreservadas tuvieron una alta viabilidad,
SR no formaron primmorphs
disociadas y primmorphs | Agua de mar | Permitir el intercambio mundial Petrosia . . p P Mussino et
. o L . . . Los primmorphs criopreservados presentaron una
de esponjas filtrada de material bioldgico vivo ficiformis L . . R al., 2013
. viabilidad y nivel de prolifeacion similar a los no
criopreservadas
congelados
Exposicion de las células . . L.
, . Conocer si el fosfato inorganico
de poriferos a diferentes Agua de mar romueve la proliferacion del N.d No se observo respuesta celular Grasela e/
concentraciones de fosfato filtrada p P o p al., 2012
. , . cultivo
inorganico
Fusion celular: unir las ExCell-420
células de la esponja con o Obtener heterocarions mas . Se dio la fusion celular. Sin embargo, no se consiguié la | Grasela et
. L + 10% serum . Haliclona sp. . .
Trichoplusia ni bovino adaptables al cultivo in vitro replicacion. Al cabo de dos semanas se contaminaron al., 2012
(lepidoptero)
Identificacion del gen Ras Conseguir la mutagénesis Geoc?la . - . .
., . , cydonium, No hubo semejanzas significativas con ninguno de los
y transfeccion de este dirigida al gen Ras para asi . . . . Grasela et
. - . , Suberites genes Ras de esponja publicados. Tampoco se consiguid
mediante Human conseguir una linea celular de e . , al., 2012
. .. domuncula y la transmision de los genes de interés
cytomegalovirus. esponjas inmortal .
Haliclona sp.
La retencion de espiculas enddgenas junto a las células
Optimizacion del cultivo Conseguir un mayor rendimiento Petrosia oo la re-agregacion aur.n.e’nto la f.o.r macmn.de Prozzolini
de primmorphs RPMI en el cultivo de primmorphs ficiformis primmorphs. Adems, la adicion de silicato y hierro en etal, 2014
p el medio RPMI, aumento significativamente el v
crecimiento
.. Leibowitz Conocer los nutr.le.n tes y El extracto de embrién de pollo resulto ser el mas eficaz.
Requerimientos suplementos nutricionales Negombata . L . . Grasela et
.. L15 (Ilan et .1 . Ademas, el TPA y el ion6foro de calcio mejoraron el
nutricionales idéneos para el desarrollo del magnifica . . al., 2012
al., 1996) . estado de los cultivos primarios
cultivo
. . Leibowitz , . . .,
Adherencia de las células L15 (Tlan et Comprobar en qué sustratos se Negombata No se dio adherencia en ningln sustrato y las muestras Grasela et
al sustrato al., 1996) da mayor adherencia magnifica se contaminaron o desintegraron a los pocos dias al., 2012
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adicion de antibioticos en el agua de mar podria matar la poblacion bacteriana endégena de la esponja,
viéndose asi mas expuesta a otros microorganismos patoégenos (Sipkema et al., 2003).

Los requerimientos nutricionales también han sido objeto de estudio. Grasela y colegas (2012)
aplicaron extractos de diferente procedencia con el fin de determinar cual de ellos resultaba mas ultil
para el cultivo celular de esponjas. Se demostrdo que el extracto de embrion de pollo con una
concentracion final del 5% resultd ser eficaz. Ademas, la adicion de los suplementos TPA, promotor
tumoral (Krasagakis ef al., 1993), y ionoforo de calcio también contribuyeron en la optimizacion del
cultivo. Por otro lado, Prozzolini y colegas (2014) investigaron la adicion de suplementos en el cultivo
de primmorphs, ya que previamente no se habian observado aumentos en la biomasa de este cultivo
(Shippers et al., 2012). El cultivo mostré un aumento significativo en el crecimiento al aplicar silicato,
que dio una mayor espiculogénesis, hierro, que promovio la sintesis de colageno y el medio de cultivo
RPMI, generalmente utilizado para las células de mamiferos. En este mismo estudio también se
comprobo que la re-agrupacion de las células de poriferos se promovié cuando las células disociadas
retuvieron espiculas endoégenas. Otro aspecto ventajoso que ofrecieron los primmorphs fue la capacidad
de mantener unos niveles de viabilidad y proliferacion celulares al ser criopreservados (Mussino et al.,
2013). Este hecho abriéo la posibilidad de facilitar el intercambio mundial de poriferos vivos
criopreservados.

4. CULTIVO DE SIMBIONTES DE ESPONJAS

Otro aspecto importante en la obtencidon de compuestos bioactivos de potencial médico es la
comunidad de microorganismos asociados a esponjas, principalmente compuesta por bacterias. Ademas,
éstas pueden estar acompaiadas de arqueas, hongos, algas unicelulares o protozoos (Taylor et al., 2007).
Estas comunidades pueden ser grandes y diversas (Hooper et al., 2002) pudiendo representar una
fraccion importante del volumen del tejido de la esponja (Hentschel et al., 2006). Como ya se ha
seflalado anteriormente (apartado 1), una fraccion importante de los metabolitos secundarios producidos
por las esponjas son sintetizados, en parte o totalmente, por sus simbiontes. Estos metabolitos
secundarios resultan ser interesantes para el descubrimiento de farmacos por la actividad
antiinflamatoria, antibidtica, antitumoral, anticancerosa, antibacteriana y antimicoética encontrada en
algunos de ellos (Piel, 2004; Molinski et al., 2009). Por tanto, las diferentes técnicas de cultivo de estos
simbiontes pueden ayudar a abastecer la demanda de ciertos compuestos bioactivos y facilitar el
descubrimiento de otros.

En los ultimos afios se han publicado numerosas revisiones sobre el cultivo de simbiontes (Shippers
et al., 2012; Macintyre et al., 2014; Leal et al., 2014; Gomes et al., 2016). Vista esta circunstancia, el
presente trabajo inicamente pretende dar una vision general de algunas de las innovaciones que se han
dado en este campo. En caso de que se desee un mayor aporte de informacion se recomienda leer las
revisiones citadas previamente.

Tradicionalmente los microorganismos asociados a esponjas se han cultivado mediante placas en
serie en diversos medios de cultivo selectivos. Sin embargo, tan solo se ha podido cultivar con éxito un
0,001- 1 % de éstos (Ward et al., 1990; Amann et al., 2014). Este bajo porcentaje ha sido consecuencia
de las condiciones altamente inestables, heterogéneas y oligotroficas propias del ambiente marino. Por
tanto, son muchos los estudios que han pretendido optimizar los medios de cultivo con el fin de solventar
0 minimizar esta problematica modificando tanto su composicion (fuente de carbono, aceptores de
electrones o concentracion de nutrientes, entre otros) como las condiciones de crecimiento (tamafio del
inoculo, temperatura, pH, tiempo de incubacion, entre otros) (Leal ef al., 2014). Tales optimizaciones
han permitido aumentar de forma notable el porcentaje de microorganismos cultivables (Stewart, 2012).
Sin embargo, para muchos microorganismos sigue siendo inviable su cultivo, debido en gran parte a la
estrecha relacion que establecen con su hospedador y el resto de la comunidad. Por tanto, como
consecuencia de su contexto ecoldgico, se hace necesaria la interaccion célula-célula, unos
requerimientos nutricionales especificos y otras relaciones metabdlicas no identificadas para poder
obtener un cultivo 6ptimo (Osinga et al., 2001). Es decir, aunque se consiguiera el crecimiento del
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cultivo de simbiontes simulando sus condiciones ambientales, cabria la posibilidad de que no se
sintetizara el compuesto objetivo debido a la ausencia de las sefnales ambientales requeridas (Uria &
Piel, 2009). A pesar de todo, algunos estudios han conseguido cultivar con éxito ciertos simbiontes
ademas de conseguir obtener los compuestos biactivos de interés. Por ejemplo, Romano y colegas (2015)
consiguieron con éxito el cultivo de Pseudovibrio de la cepa FO-BEG1, simbionte potencial de esponjas
marinas. Se consiguid la produccion del metabolito secundario TDA, un potente antibiotico, obtenido
en los cultivos con baja concentracion de fosforo, condicion caracteristica de muchas areas del océano
(Wu et al., 2000; Thingstad et al., 2005). También la aplicacion de extractos de esponja en el cultivo de
sus simbiontes con el fin de ofrecer a los microorganismos un anfitrion artificial ha resultado ser
beneficiosa (Shippers et al., 2012). Un ejemplo exitoso de esta metodologia de cultivo fue el estudio
realizado por Keren y colegas (2016), donde se consiguié promover el crecimiento bacteriano de los
numerosos cultivos de simbiontes procedentes de Theonella swinhoei al incluir el esqueleto de la esponja
hospedadora en el medio de cultivo. Los compuestos bioactivos producidos por estas bacterias no se
pueden valorar ya que no fue el objetivo de estudio de esta ultima publicacion.

Una alternativa que se ha aplicado al cultivo tradicional es el co-cultivo. Este consiste en el cultivo
simultaneo de dos o mas especies de simbiontes en un mismo lugar. Por medios de este método se ha
tratado de simular la situacion ecologica de coexistencia que se da en las comunidades microbianas
complejas. De este modo se han conseguido resultados exitosos con simbiontes anteriormente
incultivables (Leal et al, 2014). La competencia o antagonismo que experimentaron los simbiontes
durante los co-cultivos mejorar6é la produccion de compuestos bioactivos, ademas de propiciar la
aparicion de metabolitos no detectados en cultivos axénicos (Marmann et al., 2014). Un ejemplo exitoso
de co-cultivo fue realizado por Shuai y colegas (2016) donde se cultivé el hongo simbionte Aspergillus
sp. junto a Bacilus subtilis. La produccion de compuestos bioactivos sintetizados por el hongo fue alta
y diversa, obteniendo numerosos metabolitos no hallados en cultivos axénicos de esta especie. El co-
cultivo también puede consistir en el cultivo simultaneo de células del porifero junto con algunos de sus
simbiontes. El cultivo de primmorphs, explicados en el apartado anterior, junto con ciertos simbiontes
de la esponja result6 ser prometedor. Se sintetizaron tanto metabolitos propios del porifero como de sus
simbiontes ademas de reducir considerablemente la contaminacion del primmorphs por bacterias
exdgenas (Sipkema et al., 2003).

Otro método de cultivo de simbiontes con enorme potencial es el cultivo in situ. Para ello Ben-Dov
y colegas (2009) utilizaron gotas de gel de agar (GMD) con una membrana polimérica polisulfonica.
Esta doble capa es permeable a los nutrientes y sefiales ambientales, permitiendo asi recrear de forma
muy precisa las condiciones naturales de los simbiontes en su habitat natural. Por tanto, con este método
resultd posible cultivar numerosos microorganismos anteriormente no cultivables. Sin embargo, no
existe ninguna publicacion de estudios donde se haya aplicado esta técnica en cultivo de simbiontes
propios de esponjas. En consecuencia, resultaria interesante aplicar esta técnica de cultivo en poriferos
ya que parece ser que podria permitir aumentar considerablemente el nimero de simbiontes cultivables
y de este modo detectar nuevos compuestos bioactivos de interés.

En este campo es muy probable que en un futuro proximo siga habiendo un gran numero de
simbiontes que resulten imposibles de cultivar debido a los requerimientos nutricionales, las complejas
relaciones interespecificas y la dificultad de recrear con exactitud las sefiales ambientales (Gomes ef al.,
2016). Sin embargo, las alternativas al método tradicional de cultivo pueden permitir aumentar
considerablemente el nimero de microorganismos de esponjas cultivables. En el co-cultivo se consiguen
recrear en mayor o menor medida los rasgos propios de las comunidades, tales como la competencia,
que pueden desencadenar la produccion de ciertos metabolitos que no se sintetizarian en un cultivo
tradicional. También el cultivo de simbiontes in situ puede tener un gran potencial en este campo.
Aunque no se ha aplicado en esponjas, si se halla la metodologia apropiada, esta técnica permitiria al
cultivo de microorganismos encontrarse en unas condiciones muy similares a las que se encuentran las
poblaciones naturales y por tanto seria posible poder cultivar con éxito un mayor numero de simbiontes.
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