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as: prnpladaden dé antibfosls y

El! g 1ttulngll.

Se aposta
_aélutxnﬁ&lbn:;f
'Para ioﬁﬁé- "¢e buceo autinomo, la

cspunja{

mnrina Aply1£nl' rtstul:ris ‘en .el arrecife " La

'Blanquilla" dol Fuarto de Varacru ,Veracruz;

Se -reéli:aran las pruebas de antibliogls respectivas contra
X1 ] micrnarganlsmos Staphylogocous saureus ., PBaoclllus subtillis
Pssudomona mendocina , Bagllilus linchariformis . Alteromcnas

cotimurlies, Streptocogous pyogenes utilizando et metodo de dituslan

en disco sobre agar.

Se¢ realizaron pruebas de aglutlnacisn de treg tipos:
en placa, en contador Coulter ¥ en micropozZas de diluclon
se! ada con los microorganismos P. mendosink ¥ P, putidas
y on eritroclteos de varlas 2spocles

Las pruebas de antibiosis utilizando extradto metanalico de
ia esponfa raesultaron positivas contra todas lceos micruorganlsmos
‘uttili-ados y negatlvas cuando se realizaron con el agua
.intexgticlal de la esponjé.

Laos resultados en las pruebas de aglutinacion utillzando luvs
trexs mbtadosffueron posltlvas tanto para €l extracto acuoso camo

pata &) agua Interatlcial.



INTRODUCCION. -

Se conoece en la actualldad sebre !enomépds”ldéi mar a gran o

epcdla:“esto ha © <ausado gque no Sa haya'estuﬁ;édo"cnmu le debei

lTos feﬁ@h;nbs_a @icéuoscafa..qua cuﬁndé-égftfatqu;q
#onVAe és§¢c1§l yhportanoiu. R .
.  Daﬁiro..de e;tni fenaménoi.- aqueilon qu
?lgun& :_ﬁanera' actiﬁidad- blnlagicn

.qﬁ}ﬁjbgs -son interesantes

pero _égF

'estaa-
pueden muncinnnr!'

'-nntlbicsis _.
.:-ictiotoxicldad

1 _—duterrencla . et
 :agente: paralléaniés

'-aganées atrayentes B

_-ageﬁ{es hipctbnsicos e hipertensicns

' -agentes antlcnagulantns

-agentes ant!epib!bntlcns

Es con ostu en'Oque, el de la ecnlogla qulm!cn. que se discute

ia !nfurmackan dlspanlble Bobre espnnjas ¥ los resultados dal

prasente trabnj 0
La . acnlagla qulmiaa da espnnjas e@s un campo interesante

‘deﬂ.lnvestlgan!bn.sl b!en es cierto que a#n tiene muchos aspectas

pnr aclarnr.7

o : 'Eﬁ !a 1fteratura estan cltados dos arttculos
'Q(Be;tﬁulgt 7 Bedford 1978 , MeCaffrey y Endean 1385 1 que repre-
ﬂ:sdﬁﬁ;ﬁtlSQ.&Bé'téoflas‘mas an boga sobre la funclioen de antimicro-

'biindsﬁén Ias- esponjas marlnas. En farma resunida las fun-



wioned ecclogliens do wesStos antimicrobianos serlan Iaé'giguieﬁt;ﬁs{f"
oal runulon anLiblatica
bhy tunclbn de aglutlnaclou moderada para mejorar e!lciencia Zdé'P'

,”:a T Lol

flitracian. de puttlcuias: allmqnticlqs [ lnc!uyendo

) mic:oorganismnsl .
Dada esta poléemica sabro la verdadern !unclan ncolosica' da:

los metabnlltas secundarias en enudanas de aspanjns. 5urgla l&

ldea ~da . tratar de realizar un trabajo 'qh aporte evidenclas .”

qua alrvan para Lratar ¢e rasnlver nata polém!caf

Ppr_todo e’ anLErlqr se decldlb cenprar ei presenta
ébbre un. aspesto no  estudlado, el de_:ia' 5lmultaneldadA
angiﬁlosls_ ¥ aglutinaclién en una- aspunja marlnap
‘primer objetivo del mismo es e) detectar. existencla o aQse &la Laet
antiblosis producida por el cbntacto'de la; bg‘t'
el e*tracto de la esponjia. :
El segundn es detectar £ S exlste_
b;cterlds marlnas expuesLas ‘al con';c.
esponla. ' -
El-tﬁrdq;o.el’ giéia; _H;.

‘de

_euudadas g

aaﬁgdar;d;fhdévilﬁ

éﬁiﬁiéﬁfﬁa;inﬁ;

[



Glnnrllldldll

'1959 sobre

aﬁ_ilx____f‘

Desde ,la aparlcibn dﬂlra;glcqln d
ta qgtionlnn~-dezflaf'asponja o
"Vefbll},' muchn' 5
-hurltfcaclan7

secundar!os : d§

19743 Hinale 1973; nals:esd'_xgas

'.metabolltos aparecen en el Aﬁé;ﬁ
Tamhign 80 han citado
tales como antlbtbtic;g.

¢ Green léi?; Faulkﬁar_iéédt; Hnlstead 3985

“:ejempfnﬁ_ ‘da .hetabdlltdsi ‘cﬁn_ prupladades ‘fa;ﬁacufﬁgicﬁs
asociadas se incluven ‘“eniel- nneao
La razén de'_lén busqueda de",suécancisg ‘eon  actividad

tarmacolbg!ca tue esancialmente de car&cter terapeﬁtico.

Se buscabn e nqevns- tlpos de sustancias con
propiedades biologicas que5pdﬂle:an aplicarse .en la produccion
de nusvos medicamentos.- Fue tantn el interes. que la empresa

farmacautlca Roche fundb en los anos sesantar, el lnatituto Roche

‘de  lnvectigacibn de - Farﬁaco!ogla ~ Marina en Austr{lla.
Tres nuevas _emprasas 'estan intereﬁadaﬂ ccmo Sen SUNTORY,
HiISUBISHI. KASEIL v SEA PHARH en fa bbosqueda de nuavosg
.modicnmenté:. sobretodu . para el - tratamlento de nuevas
enfermednde" del sigla xx como S1DA, hipaertensién, entermcdades

de;encrat'vas. cancer entre ctraa.

1 bien =ze ha' logradu uUn avance notable en cuanto al

alstumjanto, puril:ﬁacihn ¥ c racterl:hc!an estructural de estos



metabalitos - secundarfﬂs marlnos ( Faulknar .ZIBTﬂij'Hlnafo

1978 Faulknur 198&' Haneé 198&) ' poco _ge ha 'nvan"adn _én'*

cunoclm!ento .de[ su funeleon ecolbg!ca en €i. medlo_-mgr;nn.

ra:onable..' Pénsar que - estos- metabolitosx
.159mloqulmicos) cumplan una funcién
lmplica_ un gasta metabblico cnnsldernbie.’ﬁ
-v!sta- que “g[f orlgen_ .--&e' a:toa.'
marlnAEZ_no _asth“; dlriglda a
fnrmnculbgicaa de

ventajns.u adaptativas :mda':

,1q5- .sohreul§lf

orgsnlsmas

Desda el punto de _selaecibn naiural_ y,_l#,

adaptaclbn .el biosintetizar una Bustancia min apafehta utllldad
na propurclonarln al._organismo una uentaja adnptntlva y par lo
tanto tenderla a ger’ suprimldn en el procesn evolutivao.

' El hechp' de qug,.a;lstan en él organiame, pueda ser
una Indicﬁc#&n' de ' una f!unglhn especificn. 51 se constideta

1a - eontidad siempre crecienta de cltss de actividad biolbgloa

en organtismos mirinos ' se llega a la conclustan de
qué_ld existencia de &sta no . es un hecho alslado, slna nhg
bien, unpa estrategia Dbiolbgica Importante de clertos grupos

69  afgahismos en su interaccid®n con otros organlsmos , gue
le.permlteﬁ defoenderse, competlr por el Sustrato ¥ el allmento.
La -pre.sanc..la y concentraclédn de estos depende de factores cCund:
mode  de vjda t movii o se3ill, su habhitotr, tipo de atimentacion,

dépredadores naturalas, paraslitos, egtructuras esquelbdticas

Frotectoros.



hfcr:unad#mente con el adwvenimlentae de 1a Ecolog!n' Quimten
comns  un campo @stablecldo desds 19%1 (Whittaker y Feeny 1871) [ F:3
_Bfan cantidad de metaho!itos .secundarios citados se ha  visto_
enmarcada denLra de un cuadro e&nlbglcsmnggerrunéiohal_t esguemaﬂ'
de.ﬁhitiauer ¥ Feeny), donde cada susLanéia se:clasi!lqu ;eguq s#
funcltn ecolbgica especifica. . L

La  miama tendencia se ha mantenido ' en Lel';eﬁmba fde'ja

Ecolaglia Quimica Marina(Bakues 1986 ).~

.. Temas de - lntérﬁs én . _esta " canpa sliﬁlfi§a'6'*-~

-de las semloqulmicos en.=

simbiosiag, mutualismo,_ camnnsallsmo. parasitlsma.,:cnmﬁﬁ{cﬁéfdﬁﬂif.-

qﬁlm!éh N quimiorracapciﬁn. recanoclmlantu"?'idbf allmento,

bl&ldmlﬁincéhdia.':' cnntiol“ - de “wcreclmiento.i3 antlepizolsmnr

parall-aclan de organismos. detensa qu!mlcs y suceslnn !ngre;.r
1959 § Uhittakar y Feaeny 1971 % Sinburth 1978 ; Rinehart 1931
‘Bakus 19886). '

En la bdsquedn de cnmpuéstﬁa blbaciion dé'n;fgeﬁ-mérfﬁ

uzo medlalnal, Ios ccmpuestos selubies en’ aEUd no han reclbldc'lé_;J

athncton que marecen.' Hay ccnsidernbie suidencln que compuestos:yf"

macromoleculares juegan un papel lmpo;tante jfc lncluso mBYOr:

al de molnculas pequenas.

En el medio marino el recnnbclmlento tanoﬁbmlcé entre espec!és-

s Impsrianteo en;lzb interacclones - mutuallsta ':-ilbblb:icau.
" parasitarias; - En - este- cﬁhiéikd,-ioé blopollme:os de - atta
esbetiticldad ' deséﬁpehan un papel detarmlnnnte &n el

gthﬁleé{mlgnto de esas {nteracciones,

=l



Entre ellas .- 1§§ nslug;ﬁinas:-ma;qus'Vsup de:
.Snta;eéan:us'l Ss}m{:u.-kamly 1963)... . ‘
éxiéten‘fcftdﬁ._de ablutlnlnas en_.afgps“_mnfiﬁés H én élgé:
-$=dl-v.€rd6_s_a"-! como rzngbla mljulcula (.:-[sbjrd ixﬂea.- )t en algss
'cafas :-eé..slsészé'rqjas Etllol; Elunalg. lagdhiolll -~ reners
Blundnn' 1975 St;gomi : 1979 y o on el ‘algn. €

ltﬂ onlum

Eu:gu;sum -pﬁygpﬁ PhaeoPhyth.

sidui

. Qarlas citadas -que munatran

mnyor ln!nrmaclbn sobre

105 fluldos de

exlste grnn Tinterea’ por seguir-la

'ovbfﬁctbh_}dd¥ﬂ§f§§ehﬁ:_inmune a lo largo del Arbol filogenetleo.
..Sajofla

'--lof=urlgenes del sistema inmune hobla quo

Buséar]pé- en’ nrganismcﬁ interiores era natural Iniclar  los

estudios =en‘lngqrtebradcs.f.f

éi:fasu-' ensontraron agltutininas en el

. anlozaar&o-

';Alcxgnium Enlﬁgtum v Pteroldes spolnosum qeae

!uaron especl!icas para hﬁmano tBretting 1973) . En moluccos s

'han-cltado nglutlnlnas como en Crpssostrea virginicm que en

fu hamo!infa cun*lene una hemagiut!n!nw no prpecifica { MacDade

1967

1app . 1966 B _Otros moluscus cemagstibies tamblé&n

:presantaron 'faglutininns— en i1a hemolinta como 21 Sawidomus
giglgteU| que ‘tuvo' aglutininpgs egpeciticas afp sritresiens

humancz tipo A ¢ Johnson 1964 I, ol Hytilus edulis que  prsae



)  de isole tinas.(ﬂaldo 1q77!. La fuerte nathrsle*a

nl nenos dos a;!utlnlnas que requleren calclo ¥ son lnhihidas poT

_ol acldo N aceLt\-neuramlnlco(Brown 1968; Hardy 1976). ;
Tambien an blvalvns trldnctlnldos se han haiiado "Lrldncninas"

C que’ son agluttninas antlgalactanas -] }solectlnas. <Ba\do 1977);

Eﬁ-]ér _casu de la Tgldluga mexims s2_ ha detectado 1a preseﬁcta.'-i

antlgalautanu

-:ldb;ulnn: b moL[vado que ze -eapecule _sobre iusu:
.pu'lble papel 'eh' [; slmblnsis entre la Ipidpons 'y @i alga
 Gympedinium m!orogggg g;oum ¢ Balda  1875a). '

‘Youngken {1975} . ha cnncluido -qub: astas almejas ;dﬁ;farﬁﬁ'hni-
}parte lmpart:nte de BN protelna pcr digastlbn dal excedente ‘de” las_g
alggs _5uperficiales ,qde_; prec!samenta.? tlenan Estructurasm
galactanQé* en hﬁ. nuperticie (Uh\enbrucv 1977). Tanmbien  me
suspecha que en ntros moluscus, lns algan juegag'un papel simllﬁr
¥y que es muy posible que estas sus:ancias antigalactanas ¥ otraos
blnpollmeros ) dE_chrbohlératns_‘especlflcns- jueguen papeles
cruciales'cﬁmn dnlurminﬁhteh en.ln nsoclaclbn de algas simblontes
a hos pedero. ﬁtra achlvlﬁaq'interesante de las trldacninas es su
podor mltog&nlco contra llnfocltos humsanas; generalmente tas

3gtutininas que. se unen a galactnsa con mitogénicas,

Entrﬂ las artropndns. el case do Limulus polliphemus es el

mhs conoctdo. :SQ hemollﬁta contliene wuna nglutinina que es

bEPEclflca hacta jéf 'éciab M-atetii-neuraminico y al acldo

Vaith 1979 Y tamblen la aglutinacibn es

,!ucur&nicw

1 por N acetli—glucosamlna, 12 que indica que el grupo M-

'ﬁcntll ‘en imporxante en-e)_receptor. Esta aglutlnina esta bien

ndrtad 197C:Maplan 19771,

. Iangnsta : americana Homapus =americanus posec o=




g]htln!ﬁas. También  se  ha uobﬂervndo.qué las aglutinines de lﬁj
iangoste aélstén—an_la “fagocltogls de eritrocitos pof'-héhqcllas
de la langosta ¢ Hall 19743 .

En las eqd!nodérmos tambieén sa han alstade ngiutlntﬁns Euma

‘en  la eslre]la' de “mar Astsrias forbes! o Findstad 1972 ) Y -

én erizos de mar.

 ng;;pro£nccrdados. dada su posician filogenetica

;carnctugls;léa Qnica,han sido objeto de investigacien !ntqnslva.

3En’fal§§;ffa;éfd£as-'Etyiln barorparti , Cilona intestinalis .,

‘Styels - pligsts ¥ .Halgeynthim nllgendorti{ =e ha deteclado

actividad aglutinante(Fuke 189721,
"En ' peaces éxisten varfias c¢itas de aglutininas como eoen los
geénerons Ssimo, Smivellnus ( Kothbauer 1575 ), Tandanun ( Baldo

1973 », Tachysurus (DiConza 1970), ganrdn-ot-l (Fletcher 1963)
f Loehos!ttllkamlya 19803, Las gsecrecionas mucosas de algunna pecas

pueden jugar un  papel lmpertante en su defenca contra células
enrtrahas ; poero &3to en ocaciones puede resultnr contraproducente

pues pafasiitoes de loc pecer pueden aprovechar OSta caracterlstica

y sl detectar a su hospedero ( O'Rourke 19613F . La ag]utinlna
WF-2 de Lophosetts maculats aglutina fuertemante A  unRa

levadura marina Metshnikovim reukafit ¥ a una bactertia mprina
Miorooyoijus marinug ¢ Kamiya 1980 ).

Dentrn de esta bisqueda general de aglutininas se_llega.a {as
espanias, Las esponlac de alguna manersz han estado ilgpdag‘a lnk::
wstudios de agtegacitn setutar  desde tas f g&gg!i_Hﬁ;9§
clAgicos Jde WilsontWilsan 1907s. A ratlz de &stas..yarios esthias

sobre &ste rfendmeno de reagregaclen de celulag disaciadas  de

10



csponia ze han reallzado ¢ Galstoft 1925 , Humpreys 1960 .
Humphreys 1957,.Margollash 1965, Huller 1973, Henkart 18973 ).

Entre laz espenjaz a lus que e les ha estudiado sys aglutininas

se  encuentran Avinells polipoides , Gepdlis evdenium
Verongis mucherd ; Paeudogceratine orasgsa , Callyspongia falisx .,
Suberitas domunouls . Aaptos papiliatas y Halichondrlis panices.

Gennralld;dni sobre Poriphars

. De .manera’ sucinta Se puede decir sobre las
e?pnﬁjaq_ ﬁuéi§9h 9qt9;q?élqs-sedentaries,' que se nl{mantan por
'tllt;a;ion‘fa.;ﬁfa;es'[&;- forns 1 da.aht ef nombra del phylum,
Portrer;}‘ Eseﬁéi%fmente .cbnstan de trea capas de c¢élulas, el
_pinaéﬁderﬁc:‘-'maéahllu yi el coanoderma, formado por celulas
Jflagaladés..? Iﬁn"' coanoc}tés H tstos generan un Titujo

de agda'un{direcclanal que hace fluir ¢] agua clircundante atravecs
del slistema de canales dé 1a esponja hecla la chmaca de

-¢oanocitos, donde en el collar de tentsculos del mismo quedan

retenidas las particulas orgtnicas mbhs penquenas , base de ta
allmentacién_de[-or;an}smo. En el meschllo se encuentran céiulas
méviles |lamadas amobocltas ¢ arqueocitos, una moatrizs de colhgena

¥.ésﬁlcu{as‘quc {oiman proplamente el csqueletao,

%“-‘ﬁesﬁe gl Cambkrice hay registro fosi! de espenjas,
auﬁque.rﬁrcﬁiémente su evoluclén continua, princlpia realmente on
w jPaléo:alca; .Et_que persistan actualmente demugstra su  Exitno

cnon Ul nivel de organizaclibh sencillo.

11



'Lé_cluélflcnclhn de! phylum esencialmente o5t formada por

cuatro grandes cldseﬁ:_chlcaren..Heuéctihelllda. Sclerbspdhglné ¥

Demospnnklaé.f sfgﬁdd“”lé 'mas numera:a n lmPortantc cs Ld altlima -
abarcanda éJ':QS% de la' *ponjaa conocidas.- Espunjas ﬁq; esta
clisu habltnn dosde xeginnas pula:as hnstn trupicales. aguas.

dulcea sainbres v marinns.:someras Intermarealos ¥ profundaa.

'Vja esponjas estudtadas sun capaceg de repraduccian

amblbn

L Eaxkua

'exlgten .algunas- cun PPPPDdUuClOﬂ ase&ungg de o i

.vario§_ t1pos como ‘regeneraclion’ & parti; _de .!ragméntaclbn;:
formacian de protuberancias, gemulas e lneiusﬁ lnrvns ﬂdlalﬂilusj
qde- normalmente s0n e; proﬁu&ta final dé uﬁ pracesn seanl.'
Algunas '565 -nvlpafh§. y otres -vlvfparas. Cde 'ésﬁe;ﬁgtoggnegis

'slncrbn!caié'és{ncfonicantﬂaréquist 1978).



an uentra ubicado 'en“ fas

99"* os-oon' longttud W,

fﬁE ‘del . 'Puerto de

en-la-reglén SW y NU del arrecifa.

-~ reglbn cantral -de) arrecife existe una profundidad

promedln de 1.2m 'abundancia de madréporas y una predominancia

haela perlferia da Acorepore. El  paste marino Thalasgls se

halla hac!n el M - del arrecife.

Los datos fisico-quimicos ciltados por varjios autores

t De Ls Lanza Espino 1965 ,Suirez Canbre 1965 , Arena Fuontes

1956.. Dlaz Garcész 1868, Flores Coto 1967, Green Maclas 1868)

arreojaron las profundidades mAs comunes que van de Q-30m,

temperaturas da 24-29 en grados acelcius, salinidadeg do a4.2-4.9

en partes por mil con datos de transparencia con disco Secchl de

6-24.

13
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METODOLOGIA:

Eﬁnratagil V

del .- ptanteamlent

V{ncldgé;aosﬂsﬁbhgét'

-ﬂéib#tﬁr'é}_g tétgbaglutinéclan moderada de bacterias marinas

f@he” hih_:eqﬁng'“en“cantapto con el extracto de la esponija,

;sh§§}ldk 'pnf'la hipbtesis b)) gque para ser aceptada, debors

“ser positivs
Idcntlriénclan de Ia ssponia
El egpecimen traba jado resultéd ser la wespanjia marina
Aplysina f;stﬁlnr{s. Se ecscoglb de entre 30'especiés de éspnnjas

14 -



" pste aspeﬂ!men porque en las_'pruebas"de antlbinuls rbéli-ada!f

1nmediatamante despu&a da_ru colectai en’ el'

:mnstre pruehas.

ualizaclbn'

positlvns de antiblasis lu;cual era impcrtunte para’la-

z-d- astu Lrabajn.

La identlfl:acibn se hash an-. sualcnractarlstlcas

morfolagicas -

'a;l';cnmo 'tambjen e

gx;ra=¥b156qbnd'dezﬁsilaapnnja

= ecorte de ia a;ﬁ;;ja.;g Lrnzns de 1.cm.;_

- remover pledrecillas y epiblantas X

- suapander los tro;ps de euponja en suluulbn de agua de mar
artificial sin caicld ni magnaain, cun EDTA ¥ 2-merceaptoetanc!

en proparcién 1:3¢ pesolvolumen) Pasnr 70 grs. ¥y suspender

en 210ml ..

- homogenelzar ia suspenslbn '1durahtﬁz 1 min., en frlo
( O grados c&lciqs).--f

‘- filtrar la suspensih

hﬁmééqn{i?ﬁdavq;tfaygs de papel! filtro

- agltar el fiitrade: dhﬁéﬁ@é l;éﬂ—ﬁoras‘nn frlo ¢ O grados

celoiugy’

- centrifugar ?éi”f‘--' 000 rpm ) -en-frie ( 0-4 grados

celc(us)




-geparar el -_sedlm_e'n:to. y r_c.-‘sqzi__t.h:r:".e_::l s!jbrér;adénte_-.' )

fgulantes,

16



' Dﬁtoéaibn'dq Aﬁ#;hlal’pf

__'Qix;méipda Vaé_-detacéibﬁ da.anfibioéls ancdéido para egt;fA
egtud#hlfQQ%gl metodo de dlfusibn an dlsca de agar pnr no . raquerir
H; . gﬁiﬁdég 'cantidades :de'- materlal _nntlhlatlcq,- “ser
dé'ThaﬁtotEéddéldo fy “la detecclon da’ nnglh!Psiﬁ 3§ 6?;1§§at}va

o cuantltatlvs 51 sa quiera,

E metodo -;é. basa ?EhT"\ Fdifﬁhlan'Fqua axpartmnnta vna

sustancla o ex*rnﬁtn lmprngnado en. un discu de papel filltro sobre

‘18" superficie dql agar en una caja da Patt! que pravlumantu ha

gaido” lnoculéda con el

m crau sanismn contrn el que =Se quiere

probar ‘la- sustancla nntlbibticrs : paner a incubar este media

Ll
el m;crporgaﬂismorlqp: ) ah teda la gplaca oxcepto

alrgqédor_ de fés'&tscn- con actlvldad antimicroblana; esta se

nota - cdﬁu un halo da tnhibician alrededor del disco Indicando
'éafn.nna pruaba ppsitlva de'antlb1us£s. Este mttodo (Cooper,. 1963)
ea”el-quéséé'hﬂ:ﬁﬁtlizédo con exlto en ei Lakorateorio de Farmaco-

logla Marina péra estualné de antiblosis en espanjas marinas.

Se prepars  un extracto metandlico de ta esponia Aplysine

fistularis &8 . partir de 30 gramos de esponjia hbmeda, o la

cual

previanente Se le rempvlicron los organismos asociados,

adiclonando 30 mi. de motanol ¥y hemogenel=ando la esponja. E1l
eutra;tb Sse filﬁrb ¥ pesterlormente se centrifugd o 3000rpm.

Se concentraron 12 sensldiscos, con 10 gutas del extracto

17




catds unn.
Se prepararon - cajas da'?at;i”ppn médiu Zuﬂell( marinc_ near, |

medic .R2216E) para io prueba ' de. nntihinsih -Con . Egeudomnng

mendogina .é]tggomonis gomnuries gacl] us _J ch “turmis ['
Bacojllus subtiliis. . . )

Se prepararon cajlas de Fatrl con medio de agar nutritive pars la

pruebha con Staphylocopaus - 'gugéug. ¥y Bireptosogous . gzogaphi-

"Sa inoculs cada caja. de Petrl con su respectivo micraafgantome

por medioc de Ja adici&n de 3 gotés del  calda baciérfaﬁo
correspondiante. e! cual se espnrcia nn&pildnmento chn una
varilla de - wvidrio. Inpedintamente doespubs & se colucnroﬁ 3.
sensldlscos pnf éajé. "2 con ektracto vy 1 sln el extracto y Qéudp-'
come testigo; ‘Se mantuvieron en refriperaction durante 1-;ﬁbré
para que los  compuestos 'antiSIblicos pudleran - dlrundiff

Tealetivoments 8¢ incubaren a 37 grados contigrados por 24 horas. -
tas lecturns de jos halos de inhibicien se reallzaran s lps 24

horas.

1g



Duto:éloh dq_ﬂglht}nn¢!bnf}"

al Zp hemag]utina-ion en placa( metade ” Moss-Lee-Vincent

(Iovlna _'
T sirve

- loa

cﬁlocnn'dos* gotnn

y Ba cnlocn ung

r lticlal sjn =alclo y sin
na gota del extracto de
ta 'otra gota'de snngre restnntn. Con una

co se_me:cia la gota de sangra con

ab}engrj@n:d}amétro de aproximadamente 15

o O : (- é'd'r}é DE SANGRE - [s]

© OCAGUA bE AR CXTRALTYO)

-

a;lutinacion (—} azlurinacidn (=)
v contral

19



v

ot ionp el éortaobJeLus ¥ Se mueve sobre sus dos eles plaqngh
pata ';nvérecerrla mescla. se lee a! resulﬁado. La 316chqrn' =n-
raatiéb aproximadamente a _lcs 20 segundos y . no__debei léer?é

demasiado tarde porgque Ila desecacldn punda.ucnslunar‘u;af:f§l§a
lectdfa..'Ln_legtura'se reallzs a slmp]a,#iét; &_Fhoiéjg;ﬁdgf:ga

un mlcroscopio. . -

20



b

4':5 preparb -uﬁhhilequ

13

slgu!ante manera

coh mlcrp—pnraé.dgydiﬁﬁéfﬁn_:é?:adéf

de ek[@bééf&ﬁé{ﬁuhéﬁ

1), Be- ‘Sffbﬁrférgsﬁfinu'-da

centr!rukaru,'gﬁgaJ operacisn se |

carcgn en.las pr!maras'pozaa.iasf A),. . de cada una de las

50 micrnlltros de extractu a probar. Se

extracto acuaso de - la esponja y el agua

;intqrstlcla Se hlcieron !as pruebas por triplicado

 Se' agregarnn 25 mlcrnl!trns .de solucian PBS a cada una de las

pa"as dn [as hi!eras hori*antales raestantes

Sa tnmarun 5 m!crulitros de la poza{A) ¥ se transfirieron a la

”po:a_:ﬂlgulente. lngrnndnse azf una concentracian de extracto

egactamant& df]u!da-a la mitad
Se :ibmarhh 25 ”mlcroljtros dal sagundo pozo t BY y =B

trhﬂ#f[riernn'al'FerCer'pOZD(CJ lagrandoees a2t gcitriu dlsminueion

de’ la;cbhééﬁt}aelgp_a;la'ml;ad de la anterior

Sé_éiguie“és!'sucesivamente:hasha el décimo pozo
Be calocaron 25 micralitrozs de la suspensiaén de erltrocitos

‘snteriormente preparada en cada una de las pozas de la placa de

ug |



‘flustan serladn
-Se ;:olocar_nn_ en las 'pozas L1y -i'.i'_'l_b's,__cﬁnf.rd_les ty = gue ge

prepa:arqr}-ida' la si gui_anto,:hzi_n'e'r

Inhibiatn da
- sa-:_- P-:l;fe.P‘I.-f_S _é_'ir_)

- azUeArest

lactoaa .

. sﬁi_nc_tgiséz'j'l;'_.-_":'
aI_fn‘-g'h;lc:u'ﬂ_t; ’
-'he"ta-g:.l t.i_cu-sa =
! :-c_l_dé I-_g Iu'cu.l_“bnicn
'._rnn_nosa. -
fucosa
N-acet! i-galactusnmlna-
alfametll-manasido .
b-glucosanina .
N-acet{ i{-D-gtucasamina

sdcide D-~galacturdnica



‘Los pocos se llenﬁron de in slgulenLe mAners:

Se. hicicrun d!luclnnee_suceslvns de cada una. de Ias'abiuclnnasr

100 mM de Io*:azucarns. de tal manera. que on cnda pnzn hay 25

'microlttras de saluctbn de” azucar diluida
Se .agregb 28 microlitros de seluclen da extracto dilutda 1110

-para-f&c!fitar la aparficlbn de l1a inhiblicidn dégla'agluiinnciény,

a eada uno de los pozos

“Se’ agregaron 25 microlltros da lé'sdspens!ﬁhfﬁé-hrltrccttds'al 2’

% . Se lienaron los pozez 11y 12 de la misms manera que.en_la . -

pruebi-anterior



c)'por Cun;aduy ,Cogltnr‘f

_ Bl Qparglo’ cantadur .Couiter es muy . usado- en
microbinlakia_ pr!ncipalmente para cI cnnteo ‘de cxlulat ¥ €57 . una
tacn!ca muy ‘an bogu nctualmanto( hublt chek 1969;: Hobson 1970 » .

) En principlo el aparato, mide e|l cambios en la
dtfnrencla e pr;!tencialr o deIn Intensidnd de sorslcnte ceptn =1
~.mod§lo!_; entre o electtodav 5unergi&cs en s - :u;ﬁanﬁ}bn-g_a
';;a;tificar cuando una calula pasa ontre las qns electrﬁdns. qué 

eatan’ siluados a ‘eorta distancia uno del ot:s, farmands una

abertura (-usuwailmentes da 30 mlcras., range de los microorganismosi.

.so aumenfa la.ruslstlvidad . del espocio del espacis entre los ‘ﬁqs;_“”

eléctrodos, la .eual se traduce en un aumento de vnltaja que ‘se
reglrtra on el aparato. Esto ocurre cada vexz que una cé&lula pasa}

entre los elactruda Se hacen pasar todags las celuln" n contaf:

por ia abortura ¥ do esta manera queda reglstfado en el - apﬂrato*;:l

el nomero de veces que estoc oourre. Ademass tlene la capacldad de
discernlr entre células o particulas de un Lamanu
Esto es poslble porgque |a magnitud def cambin de-

dléeqtamente proparcional nl tamafho o volumen ‘de Ia c&lu

El aparsto, hace en rezumidas cuentas. un conteo parq cadﬁ thmshﬂ_'“:

de celula.

Esta capacidad es la que’ Inberasa para ol estu'  é1sq Pretende’

pcr 1a pcclballdud ue GEL&Ctnr

de bacterlas: deblda al

" come  una dlsmlnuclon cean

de nbtmero deo cblulas 'cnntr icolh|art Kubitacheh 1980y, .

Sa cult!varcn los mlcrnnrganlsmog Ptuudamanau mendocink iy




Eloudemonn; putids separadamente . an ealdo mn;inc k'y pos-
lerlo:qentc z=e dlluyeron en agua’ da. rcar artlficinl hdsla lener
una  dencldad poebloclional. da 300- 600 nii!nnea. de -celulas _pnr
'm}.E;ta cuncéﬁtréci&n se determind por. 1nterpolnc1bn en: ln escaldﬁ”'
de Macfarlaﬁd. - - . : ) L
~Se calactd separadamente en .tresl'matranaa: éflénﬁegéﬁ j}aj,
.-susponélan bncterlénn : Eaaudomgg megdooln : | :

matraz se o, ad!clonb una Pequena cantldad de axtracto 2 B

©250.mL; 3

1%} dél'eitracto acuoso_de la asponja; a-otru mattazA

2.% mL. del aguh lﬁtérntlcial ¥ al tercarn snin se‘
ml. de agua .de _mar_artlflcinl que slrvib cum
referoncia, Lo uismc' se reallzo con’

. Pssdudomona gu;td:. 

A cada matraz Se 1g_ daterminaron contuos bsaiailaﬁqb?'eﬁ

intervalés de 10 en 10 det_dlaj selecclonador aé

lihﬁnhﬁ. dei”
contadeor Coulter. LﬁslledtUraé'ﬁar lnterualn fueron 10., Estn'se

reallzh 'anns!lriendar un detorm!nadn Uolumen da

*"lér.suspensibn:
bacterliana correspondiente al volumen de un’ reclplenta especlal

para el canen.

Htentras se hac!afel conten'de una dnterminada _suspension. las

atras permaneclnn :gni‘retr!gara:i&n. esto para  mintmtzar al

crecim!anto bacte iano.ant:s del conteo..if

i‘cnntadnr Cnulter durante las

siguientes- Ganancln 5, Amperalje 1,

B ”_'.\perlu_ra 1




CAEEZULTADOS

?ru@bisﬁdc;Antlbidili

fLaé'; re“ulladaa ﬁc;illvag' éé anhihluhls ég JeI  9#t:nﬁtc
mg.,nallco.iy_la ausaucia de antlblosis en - el_-agﬁa. !ﬁtﬁrsﬁ!élai
iipd;gnnkque Ia Ioﬂall-acf&n de los nelabnlltna respon«ableﬁ ‘estan
”'eﬁ ef iéjiéa dq la esponja v que nn sun secretados af - medta-”'
Vr.ugl;gspec§r9 de acelén-de la antlb}osis fue"ﬁnnto' para .-G;;mq.‘

t-} como Gram (+) de las bacierins probadas,

Es de bastante significado ecolaglco el que -hayh-:habde"“:'

prugbas pocitivas cantra el gtnero gtoudomonn que' es _u“,‘ 'ge_n'of_n
" comtn en el medto Vmarina ¥ que ‘ademAs  es requﬁﬁab[é' dewu
"inteecliones en pacas. LdS impllcaciones ecologl¢as qué“estns

resultados tienen se discuten mhs ampliamente gn-:]a:'fecc!on' o

‘sigviente, A continuacidn se muestran las fesﬁlfaﬁbs thenldoﬂf_f.

“n 1e tubia sligulente:

Tabls de Dispotros del Halo de Inhlblefen
" método de Difusién. en Placa de Agar) -

Extracto métanblléq'Agﬁa;lhteﬁstlciai'

5. aureus - ’ Ca.4,a.a 'pfom.ﬂu.ﬁ -
S. pyogenes ’ ’ - oL . o
P, mendocina - : 'lfs.iuéi R

A.commuries

Bosubtilits - o T2 -1 e
llnﬁh‘r!:ormls Lm0 -

Dategs de)  diametra dsl.héfﬁ”&eilnhlblcian et ‘em " {zenslidi:co
Q.6Bem . oo T . ’ . . . .



Prusbes de Aglutinseisn

w3 pot placat portaobjetos)

Se probe el poder hemaglutinante tanto del. 6ktfacts | ascuoso.-de.

la .esponls as! como el dol agua.lutersticial -, -eentra- . -varios:

tipos dé_eb_ltr_oéi;ds. L'q.s:'résrh'rlrtgdo-g-rd'c;'."t‘é'i‘es' pruabas apar.é\;;én :

en In tabla sigulente: .

”Tiébuﬁé_ gua lnterqticlaf

e

I'tado, Titule
.humgﬁor: : agTpl
“humana, i
Thumana, |
canino. a-":f" -_ TLoe e T T s
'5qvlna .' :l i_m:_ o .,' Lo n'..: = -

fellno - SRR . . T

gamn ‘-. o B e e 18 -

DN
£ d

coyoté. - ) ‘.', . '+;

raton R e

I~
.
-]

>
+
&

SRS B .f .
ham;té} - S e 4

.:nnejo. .':. o . e o g. . ) ' : a8
ruquinﬁ. i .:. S .E .

B
-+

LMD

N.ﬁ,: Jna détefmlnada.c
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Anlutiner

- ——

Hin

Eritrocitis
-

Eritrocitos

Aglutinadss




b en microporas de diluctan #erlada
. limz ' resultados | positives de aglutinacien tanta. do
erI:roc]t&é de vorios cspecles comoe de loa hhctgrlas qéi generhr
Pseydomona - son significatives. Por un lado musstran gque la
capsc!dﬁd.do aglutinacleén de tas agtutlniﬁas de 1a ésﬁonja es da

amplio.  espectro, lo eual gserla de eﬁperarsu s{ una  de las

funsioneas de las agiutininas en la esponjs en agiutlnar_:cejulés ,g:

que sfirvan_de alimenta. -

- Tamhién muestra que hay clerta selectlﬁidnd qumf”ée'_dniéctij

por - el titulo diferente que se encontra, la-cual es '1mpb;t5nté
pues ~abre la posibilidad de la =simblosis eontre  células
ajenas n ls esponja ¥ &cta, mediadn por aglutininasi pero a su

vez trae aparejada conaigoe Iag bases del inlcio de un parasitismo
v!é .El mismo mecanismo. AdemAs siI se compara los rnéﬁltadns
de antiblosis ¥ aglutlnacidn o {nfiere que exlste Qna zeparaclin
de estas dos actividades en al menos dos entidades quimicas
dictintas , localizandose los compuestos antibidticos exelusi-
vomente en el tejido de la esponja. Estos resultados ge discuten
mas ampliamente en Ia sigulente seccieén.

Este estudlo con los eritrociteos humanos os m&u.datnllado. puos
el mttodo de wicropazas de dituélbﬁ 5cr1a&a es un mqtado masg
precisao, repraducible ¥ cuant{tﬂtivo que el mnétodao del

portaobjetos.



Tabln do- Ronultadon de Hemaglutinaalon

alin-ion r-_j ) T;Po Al ”EPU Az - TIPO B TP D
1/2 + - * i
174 + 4 + +

o Tl@uré'u5

UHAImI-r_r-

Actlvldad esp. :72?2'

‘Natar: .;e utilizb aﬁ" '”:dl{uclan

Vaxt;act;”de Ia esponja dilu!d

Chicules.

 T1Lulo= ln&erso de la minlma dllucian que causa hemaglutinacion
UHA . = Unldad de Hamaglutlnac!an

UHA{QI*:T&LUIQ'R 40-

Actlvldad egpeclfic p}diaihé“:i'dei

extracto/m! - de. extractu_

Nota- -sh ,realiﬁarnn -p;uebar hemagluLjnacibn.-éin
extfﬁcin' ¥y &n su Iugar ‘me- utlil:a snluclan sallna cnn cnlcio 9'
mazne'lo z-mH,"‘estn con . el objeto de elimlnar la pusibtlldau de

'que_ la hemaglutlnacibn fuera dehidu a Iﬁ presoncia de estos dos

uatlones. Los _resuitados ‘de -Lales pruebas nliminarun. diche

fpnslb;}id;d,_
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- N e wE
sla J7 5 i DBacta
ir

-
M soeponiera pruehn: B0 ovendacing

fann y.5¢ Umbral
conleo promedlo
umlral .. eantrol S rewtraety BGuUSsG - - agun'lnturnt:;inl
18- 0 _ae1s. Como0m ... . - aza
20-50- - - BIBZC - - 431 R AT

”éO—QD". 'g.égg;T . .':._:_395 "; . i aym

o0 T - S &

Ce2e

putida i T
o conteo promedlo

umbral | ° .contraol;  ‘extracto acuocso’ ' agus’intersticlal .

16-20° " 13708

:._észp
-#oj'

4050 19@#

rng?q"“ .
76-60 - :
adféd;' oo s

':907106?;f-' .

MHota: ~ los Cconteos para-cada’miercorganienc ee remlizarcn en  un

dia, . sléndo ef orden del con;an'el gigulente: contronl, eXxtracto .

a0



‘uouoso,. agus interstlclal. Los promedias tueron obten!dos de 10

}hpiicas para cada range de umbral én‘cada'ﬁkperlmentnf.f
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pilscuUsStIoON

"Laé;fréspltﬂdds posltives - de Sntlblqsis""y aglutinacléan

_ﬁugiéreh.:lgf cﬁai}s;nﬁéié entre estas dos propiedades . en la

:eBPD“Ja APLyilnl “f‘ﬁtullrli;'Lo'"mAs lmpoftahte de westos re-

_uaultadas 'ma= qua allns m!smos 'ug"1a'-gerje de preguntas | que

prapiednﬁes.

'_.plantea elipasaar egtnsidOs' -Preguntas tales <omo 3

*déféngn'délﬂéfgnnismb?

mnr!ngénesi

direranuiaclbn ealutar’y en. la. conserva¢10n da

-ldentldad de Ia aspnnja?

-Lprbmuévéhbei'érecimfenta del organismb?_T--

-ésleven - de - transporte ‘para - efertps  motbculas Ltal ez
carbohidratos?
sen algunas de las preguntas que pueden hacer=e.

Uno de tos mas claros signiticados de IasW suhatanclns con.

propiedades de& antiblosis, en £U mas amp!ina Bcupcion. éé'.éh

mecanismas de defensa,
Silendo les peces una de los principales fdeprodédores"en
sistemas orrecifales, no deberls sﬁrprbnder,'la-ﬁpregeﬁcia de

compuestos letiotdxicos en csponjas.

3z




-iEaia. situaclan pudiera quadar mojar ustnb!ecldn sl _s :ftoma__

.an cuen{a_ un cuncapto de acolngln qulmica:nn nistsmas terrastras.

partlcularmenle 'usado en la” relaclbn de herv!vorlal_en‘ plantas.

Este concepto es el de bl aparencia”( Feeny 1975!._ La aparencia

—Aﬁuéaé definida camn l' " vulnerabllidad da un: organinmo ‘a_'ner

'jdescubiert'" bf'

us enemigoa" Ln_aparencia de un ' organismo en un

"ncotistema-fdadn.-_éé"-una funéfbﬁ”ébmfléja:de muchosg Qnrlables

comey’ LU T ; o

- ‘naturateza de las especleas vecinas
- densidad'de poblaciones
.~ tamano } forma del organismo

- adaptacinnes pare bésqueda del hospaederc por parte dei

depredador o parasite

por mencionar salo algunas.

La naturalezs zsedentaria ¥ sesil, los colores vivos asl como

el crecimiento vertical de algunas de lms espeonjas, quedando mhs

descubliertas al proyectarse on ia masa de agua, las hacen mas
conspicuas, os decir mbds " aparentes™ y por le tantao nhs
suscoptibles a ser detectadss por depredadeores; epsto ejerce una

fuerte prestidn de seleccitn hacla 1o evalucisn cde varledades
productoras de compuestos defenslivas . Es notorlo que de dos
copecies deo ecponjos colectadas en  Puerto Eacandldo, Oaxaca
( Aplymina [ 1:1% ¥ Niphates #p. ) una , lo Aplysina

de  ereclimieonts vertical v muy cofsploua presentd antiblosis



en  tanta “

“tante . Eemiciblerta

977, Bakus 1981) apoyan lo arriba menclonada.
;1qtrbs habhos' como ia continua praduceldn de

I dumento de 10 a 100 vaces mAs antlbibtico en une

'-jesiﬁﬁ3ﬁ}oduéida“nr{lrictalmenta an A, fistuloris . que vuelven m
:reaf{rmﬁn'esto.

En A, fistulapie se ba citado la presencia de
dos matabol jtos sacundarjos antimicrobianos en aguas
éuﬁerflclalus Y su desaparlcibn eon Ia mismao especle en
'prdfundldades de 5-iS m.( Thompson et al 1983,Thompson 1885},
& Acaso refleja ésto una diferencia en los piveles de {infeccibn
potenclal y/0 depredacian o mas blen una respuesta fisfoloigica 2
la profundidad?. Algunas esponjas cripticae son téxicas para los
pecesi{Green 1977, Bakus 19B1). &4 Significa tsto una caractarlistica
pncestral npo daswchadu Jde! gonema? a Asmuglere que Ia esponja es
ertptica en algunat regioncs y cxpuestas on otras o es algan
subproductn meatabvdlico accidental?

Un agspecto muy Importante on ta ecologia do las esponjias ¥
otros organismeos benténlcos son las interacciones con otros

competlidores.
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% eumpetencla por el sustrato en un: sistema.-arrecital_fes'

.incluno maynr Que por allmento pur Io_que la permanancla an’ este'“-

se ve siempre amenaz-da. :_f

'En comun!dades Ilmitada: por al aspaclb;éusfrato'cumaljn' son

_la mnyorla de lns comunidades hbn;jcaé marinas 'someraa.euisten

eﬁ73cunntu _h:;sué"chpncidades

_"Jernrqu!ag" an f'b# :arzanismcsf*

__Lompptltluas. ‘Egta- te ha obsarvada an corales y balanoa (. Dayton

ﬁQ?S Purtet' 1974 }._'Esta domlnancla competitiva e=zta

'bien establec!dn &n camunjdades eplblbnticas marinas(Suthcrlond y

: kaszpn: 1977 19621 'En una comunidad estrictamente

'jerArdﬁ!ca.“daﬁdo la aspacle" A" dosplaza a la especie™ 8" y" B"

dnnplaza a“la ezpecle"';C"_y en dondﬂ no hay marcados eveantos

'perturbadures: y/n depredadores, como lo puede ser gl habi{tat
arreclfal‘ cr{ptlca. Bi resultadeo final seria un monopelio de!
=ustrata prﬁ  parte . de la especie” A™ y una baja diversidad. El
,hecho ihé!}réncpntrar diversidades mayores bajo las migmas

.cnndgciéneé,-éﬁter[ores indica de alguna manera gQue hay algtn
ﬁégﬁﬁigﬁo_ §ué ﬁn.permjte que una especle de jerarquia menor o
alga”:!nferiqr sea desplazada por unn especie de Jerarqula mayor.
.E; cunacldb ‘el caso de ta esponja Siphonodyotion
ca:nil[gnlggm que crece en medlo de cora! vivo ¥ en cuya base
'sa noata wuna zona de zooldes muerteos. Esta es provocada por el
‘mugus qusa  Se agumila pleclsamente en |la base ¥y que se connce
paseée una sustancia que mata a los polipos, ta pgiphanodiotidina
(Sullivan 1883).
La existenclia v posesidn de aleloquimices por parte de las
efspanjas ciertamente provee tal mecanismo. Jackson y Buss

11978) suglirieron para este tipe de habltat no una estructura
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jernrquies }s;né uﬁﬁfﬁ'beﬁ;c&ﬁﬁé;ltidqﬂ. éﬁ;3onde'!afeqpe:ié " OAM

cespla;a_rafja pipecien By

é"éiﬁhéie*.ﬁ“Uﬁééfla:;né-La:ugpgqiu'

la é;pnc;ef'A? i

“'"'Crﬂﬁéfg_!sfaspgblu* @"_aésplaza a

jéfﬁ}qﬁié_édmﬁégitivi{ © red competitiva

Lag espanjss‘és uno de lps grupos que presentan una gran
variedad'de'colnras'llaméttuoé. Con respecto al signifleado del
color en las ehpnnjas se ha pensado en tras razones:

a) - para fote-protecciodn
b) para ser recanoclda como especle tbrlca
-} cbinéhéﬂbh;fofthiha

4 Litéhticld 1976).

"Se_'ﬁhrfpﬁéafvado en la esponja Hallclons gque \as partes

Exppeétns'é‘ln-luz esthn mbs pigmentadas que las partez que no lo

estAn ; este fendtmeno tamblén se ha ohservado en Aplysina

0
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fistularts.
“En 'comuﬁ{d;des‘ en  -la Ant&rtlca, en donde la depredacidn
de qépﬁnjas.qs Erfncihaimehte por estrellas de mar ,Dayton (19713
.npio:;que aﬁuullqs e#pbnjgs mas colqrida# nunea @ran consumidns

énr:éstasrﬁ E;qmplo‘ da  egtas aspcnjas son Latruneuls spicelis

,Ch.:dui ﬁ:D-ndrllln -membranows , Isodiotys srinscas que =on
ém&ii]i;é:'hﬁéiaﬁi.espdnjns no tilenen esplcuiass o tlenen wmuy

HPACSS:_;E!l prdﬁiema_es_que s se conslidera que lasg estrellas de

maﬁ _qafecén de -capaé(aad visual. esto fmplliea mas bilen una
qﬁiﬁfﬁrregepclbn ﬁuﬁ una percepcidn visus!l; csta quimliorrecepclion
dé.éngn'métésnlitc que le indique toxicidad o gque Iinclusao la
”'sﬁstahéls éue- fmparte ol color sea el agente nocivoiy se conoce
~qua;ia3=specla lotrocots birotulsta produce un exudado colarida,
@al:nflente, que en agua =& evitado por les peces {(Green 1977).
. 3ﬁandall y Hartmann (1968 absetvaron peces que coman esponjas

an lags Indlae Uccidentales, no encontraron e&videncla contundente

.de. la relaclion coler v e! rechazo o la evasion. Por otro lade de
abservaclenes in  situ cen luz de sumergibhle se nota gque

a ma?orqs profundlidades se observan los colores mds intensos on las
.esbonjas : présumibtemp?te a esas profundidaodes las esponjas se
vean ~en ‘distintos tones de gris, tal ver las rojas se vean
nagrasllu'cua] ya ies daria clerta proteccion,

La .obsapvacibn ‘"de que algunas esponjas colepridaa  son

‘.;dxiqas_' ‘”agrés.no pudiera explicarse por medliu Jdel @lmotlzoc

“Bataciana ph .e}_'qde algunas espojas no téxicas toman la
:ééldraélbn'fdef alguna esponja toxica para ast reciblr alguna

"'h;nﬁeééibnvgrapﬁlta por parecerce al modelo toxico.

"Esta§- d1sé6sI§ne5 llevan Implicitas clerta Interpretaclién
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ﬁumann:fda 1a percehc!pn del color ¥y no considera que‘rlok pecan

pud!graq-iennr atro rango de percepclan.

Hichas esponjas viven en asociaclon con otros organismn#{
degdb'ﬁ{crborgan!smns'camn'bnctorlns. microalgas azul-égrdnsnsf}y_‘

:onkanthellaé‘ hasta poltiquetos , amf{lpodos vy -o!luridﬁsi tas’

ﬁsoclacicnen '}epnrtédns van desde- simblosls, mutuallismo

'menﬁal!smn y parasltlsmn'

Lﬂud' -relac!bn : exisia : entre T-\".ief'ta_i'l'sa""'m 'm1ci
_'nsoclacionas? e en otras palabrac .

Se- hnfgcttndu que ‘los -ohntidon de cnlnras“”

'protagen ”;esponja que los alberga-?' “ha
!ugeriAO que los amflpndos. pnliquetos reciban protaccian flsicn-
'y qu!mica pnr pnrte de’ 1a° espnnja.‘
Una. de las asaclaclunes [.:}.¥" cnntrouertldas y pulbmicas s 'Ia
éua lnvnlucrn . m!crnnrganlsmos y egpnnjasf- saf tabe que las

. mlcruurgnnismos son productorés por 'ekceféné{a de sustanclas
anti{bloticas (Waksmanp 1945). Tamblén se snhe que clértos micre-
'organismc: .viven aparentemente en simblosia con la esponja.
Par ende se puede pensar en que lor psoductores de log agentes
agentes antibibticos son los microorganismos asoclades. Esto
pudiesra ser factible y se conoce el caso de la bacteria marina

Pseudomona bromoutilis =aislada de ThalsEsis que  produce el

compuesto antimicrobiang 2-(3°, 5% - dlerome-2-hidraxifenti- 3,4,5, -
tribromopirrol ¢ Burkhgider 1956 » . En I|a esponia Aplyeina

fistuisrie ¥ Aplysgins gaullformis se han alislade caompuestcs

bromados caomz el Z~¢(3" ,5'~dibromo-1~-hidroaf-4"-ceto-eclciohexadiesn-
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‘1’ -jllacetanida entre 'ntrns_ (ver Anexo).

'Eato ’ apoyar!a B Y ndcion o de que_' Ios :.m'ic.ranrg'#n.!.'smns
prubablemante séan: los prnductnres. pero par otro. ladnl.lakouska y'
ngralll : 1960)~ ‘se '.ha- visto que bacterlas aia!adan de una espcm]n ) .:

con prnptedndes antiblaticas ng inhib‘larun a Ios mlcroorsasn!smﬂs".ﬁ

'gue el extrnc'tn 4e 1a esponja hnb!a tnhiblda. “de’

. qu_é '::nn_....ersn. las-bactarlns proba_blamente_ .lnsn productnrnn

: cnmpuest.o nntihlatico sino la 'esbonj;'. '7 o
Esto ) suglere- qua un. pasible mecan{sma dé. .'sim-}-;'idksrls":; entre._'

esponja ¥ sus bantarias asucladag sen precisamente Ia resistoncia

'que prasen an est.as ] Vlns - compuestns nnl’.lmlcrobianns -en.- la

espanja_ R R TR A

En -ﬁﬁantﬁ a ‘;ldé aspectos relatlvns a  la amglutinacidn en

espcnjas snn da los manns estudiados sobre todo desde el punto de

v, ist.a ecolaglco

-Los pr_l'm'e.r.ras.&.__izstudios'_de. sglutinacisn usando celulas de

‘@sponjas ‘se’ reallzaran para tener un dispositlve experimental

ia agregacian

s'-ei'lr'::!'l.lg_,..'é\jb:,:'_-it.-l'r’vleria de modelo para cl estudic de
'_ce.luia_.r__ en' general (Humphreys 1960y y que han sgervide de
baae ﬁai-a las 'tc.m.r ipo gue explican las gausas de (fandmencs deo
.desarralla(l.illen 19€8). Esto se explica porque las vsponjas son
organismus ) m_ult.i_l:elulares de relativamente vaga orgenlzaclen oe
calulas embr itbnicas y diterenciadas que pueden ser fhctimenta

disgregadas. Ademaais ol uso de agua de mar comc medio de

sucpensidn reduce las potenciales compieiidades en caso de wusar

suero © plasma en {nvestigaclenes con celulas de vertebrados

39
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A Kuhns - 197d)f

-be:_nuns astudlos sa descubria ta axistencla de un " factar

';de agregaclo‘ an espnnja Uiorogionn Ero!!f.rl. que requerla

'f.catlunes diualantes de calc!o y magne«io para ser estable jy'para.

:qua se reagregaran.las cbluias de  la espanja: @stos factoras de

'aprnxlmadamante dm - 100-300 Angstroms de

Estar factores de agregacjbn (FA} san

iiberados: en’ sulucibn:cunhdo se somete a-:ln esponja a disnciaclbn

: qulm ca_en agua de mar sin calclo ni magnaalo. Sin Ia prasencla de
«atns FA cb%ulas de c,ponjn no "se _rnagregan. Se ha sugerldo

,el:isigulenta madelo para explliear ~ tales observaciones

“Ckubn' 1972370
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eqas FA  Ipresantan espécificiéad.enféugnto a:ﬁas 'qeluln;"
.que agregan.:'u—to'es. aglutlnnn praterencialmente ‘a’ l#slcajula#
‘de-'fn espunja.'dﬁnadura'_f dei-- factor f deiiagragnclbn._'éﬁta
"capngidad :éex demostrb ai rnalizar experimentos en’ mezclué de

calulasu de. - varias esponjas an suspensibn junto al‘ factor de

znagregacian“_a eBtudinr ¢ Kuhn 1974 ¥ ﬁLp_:

;extenslbn Vda esta .

:ﬁespacifictdad pulda estar relaclonnda a difaranotas taxnnbmlcas ¥

'igpps}blemonto—a.ﬁiferenclaS'entre:tipas ca]ulares(Leith,y ‘Steinberg’
 19?éi; Se’ ha sugerldn qua los factores de agregaclon funcianan en
lai'mémbrana_“dg__cElulas de esponjas lntactas que gserian el

'-equivalente a harmonas en uartebrndns(ﬂazmusaen 19703 .

“.Pof- Dtro lada sl pensamon en la evoluclsdn flingenetlca da las
eépnnjusi;' de seres unlcelulares a multlcelulnres dos mecanismos
”esénc!aleé se  daben _haber desarrolladat en primer Jugar un
slatama-'dé.:réconocimlento especifico da tejidos ubicado en la
superf!cie 'céjhiér ¥y en segunde Jugar un mecanisma de defensa

'cnntra lnu-sor 5 extrahos.

Pndemos identificar como elementos del primer sistema o los

faanres de sgregacian 3 en cumsnto &l zegundo mocanismo ¥
-1r:unscrihlendose - for "el memento al caso de los injertaos de
espanjas , existen evidencias de tal mecanismo como el citado

por Muller (€ Muller 1876 ) en la espanja Jlrolpis mpueomrum

que gintetiza un factor gue inactiva el fantor de agregacltn
- de’ . 1a esponia Geogdia cydonium 4] al da ta esponja

uxmonao{dnn pecrjeve dque tambian secreta un factor similior
iCurtis 1979).
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Es - un -hecho : qnnuéldo"que‘ en - Geodis ~ ocurre un
'lnmunarreconaclmiantn xéncg&niéo -que * da urlgén_ s reacclones

necrbticas a '_Iq; tres dlus du habar hecha el injefto .de otré

espanja eﬂﬂnedla Ademas nl m!smn tiempo du ia nparician de necrosls

las tnjertna casl Blmult&naamanle ae glntatlza el inhlbidnr del

factor - agrggaclgn:T

el FA: dlsminuye. " Tedo -esto apovya la

_supo:lciﬁn.*saﬁreT'qdhy; ﬂrancciunes de ‘hiétééompétiﬁllldad'

en usponjas pnrclalmanta oéasiﬁnadés_ Por una

interrralncibn cuntralada antre al 'fnctor de agrugnctbn vy el

!nhlbidnr del tactor da agregaclbn lCurtlE ¥y Van da. Vyvnr 19711,

lﬁﬁa;pﬁjula 'nctarlanas llbras son’ ‘elementos ubleuos en todas

Jns\_éguis~

naturalna_ aunque- constltuyan gclo una porcidm

»
“minorltaria da f}uq- ;ecursos allmenticlus digponibles o las
_'lnuertebrndos marinos flltradoras(&urganaen 189667, Las bacterias
:marinas'espan-prasentes en muy haje abundancian ¥ contribuyen a ia
blbm;?h :da:iaﬁp}atafﬁrﬁg continental y aguas oceanicas c¢on una
EQ?C{ﬁnrmas Elen'feducida (Hobble 1872)., Cuando |legan a estar
p;c:cnte;.en';randes cantidades como para formar parte importante
d?i ﬁianctoé. genersimente se pncuentran Bdheridac o particulas
de Betritus_y no c¢omo celulas LlibresiSeki y kennedy 196%); salo
jos .:iltradn;es de pacticulas gruesas pueden explatar este
pécurga alimenticlo. Solo los miembros del phylum Foriferas tienen
hna'mbila.con.un tamaho de mallia 1o suficientemente pequeno  coama
parn. retener Ppor filtraclin materta particulsada en £l rango de

" 1as bocterias, esto es, de 0.2 a 1.0 micras.
La eéponjn es un {iltro viviente cuya anatomla consiste deo

un
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sistems compiejo de canales y gn§ 'suparftcia

constitutda ; por ‘las mlcrovallosidnden da jlos_'collares _da":

coanecitos “eon’ un-espaciamiento de o m!crastJursannen 1968)

Relswig zan-'un estudlo de . las espcnjas martnas de agua templnda'”

”ﬁlllafbna Eormollll ¥ gub.rltu! flous #e;ermlnb,una efl:iunqia

‘Se. tetencion de bpc:ef}as de un ?7%”.édﬁsidéréhdo}ugﬁfdénsldad_da
;.bééierlas'd§.7'n 000 mll cb\ulas per mL -.-:.
‘Asumtends clertos par&metrus citados Sen 1a {ltefaéﬁri 'dom;;.él
S de 30 @{]Iones de selutas bacterianas'equivalé B 1 mlerogramo de

_maiarla organica(ZoBall 1963y, 15 litros de agua filtrpda por ml.

de qx!gnnu'cnnsumldo(Jcrgaﬁseﬁ 1968) 'y una combustidn de 0.8 mg.
de moteris orgaAnico por mi. de oxigeno consumide, estima que la

esponias obhtendria de las 63 microgramos de materia organica por

litre unos 9,7 ﬁlcfugramos poer litre una vez descontado el gas to

mutabbllco.  Estafi'ekcedeﬁte podrias mantener una tasa de

erecimienta .da: la- aesponjs de 5S0-60% por ano(Relswig 1973).

-Reisuis conafuye que los. requerimientos nutrlcionales de l1a

espanjas pueden quedar entersmente cublertos en aguas costeras de
aan-contanldo_nrghnlcalReiswlg 1974) . Tambien aflirma que el 77% de

. eficlqnoié @aféetencibn de bacterias es baje en comparacion  al

Qéﬂ en etiplenéia'en pcponjas troplcoles si se toma en cuento Ias

jfﬂﬂnildédaé bédter\anas encentradas por las esponjas troplcales

*'cumof de 000 celulaa por =L, que segun la  culvis  de % de

reten:;an ﬂvs;“ qancentracibn de cblulns citada por Relswig,

deberla. sef mis. baja. Ho encuentra ninguna explicaci&n en base =

diferenclos anatamicas gque explique esa menor etlclencla de tas

esponjas de aguas templadas con respecto a las tropicales.

De ostas consideraciones se va que las espeniss obtendrian
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una gran ventajla =i por algan macanisro pudictan {nerementars su
eficlencia de fittracion.Bergquist(i0972) ho supgerids gue la reten-

clian de.harptculas en ¢! rango de tamano do lac bacterias debe ser

a nivel dél coancelto.,donde el mucus que 1lnrna los espacios entre
el ;cojlar-;de'tentbcuins atrapa a los bacterios qpe_:iuego_ son |
.ingerldas--rpbf ‘el ‘coanocltotBPergquist 19732}, Antes de. seor’

‘digeridas, ~las bactérias han recorrido la totalidad del ‘glstema-
inhalante, tiempa . durante el - cual _cua]qularﬂ..cbmpueatd_
anélbactarlanu' que pudlera difundlr en 1a corriente inhalante

podria tener algtn efecto.Bergqulst y Bedford{¢1978} han planteadb

la posibl)ldad de que an este canat inhalante los compuestos
antibactarianos prevogquen una aglﬁt{nacibn modernda. dé- las
bacterias inactivadas, incrementande nat el tamaho de ia
_pa;tlcbla a ser atrapada por el collar de connocltos. El

resultada final serla un incremento en la eficlencia de retancian
de tas particulas bactarlanastaurgquist y Bedtord 1978>. En  =su
planteamiento atribuyen de alguna manera proplcdades aglutinantes

a los agentes antimicroblanos.

De los resultudes obtenidos en el

'P?eaan£é trabajo sabro Aplysina fistulurls 50 ancont &

fantlbl&iis . en el oxtracto meotantlica y no  en el agua
' iﬁtarggicinl. .La aglutinacibn se prescntd tdnta eh cl extracto
:%cﬁdgé: ééma en ol igua lntérst!c!n!. Lo duo ue puede Interpretar
como wna locallzacian excluslva de los agentes antimicroblianas

en el tejido de la osponja. Esto en primera instancia no apoya la
tegls de Bargaulst vy Bedford en cuanto a aslgnar a los agentes

antimicroblancs prapiedades aglutinantes. Los datos o

o
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ag[u!}ﬁac;on':nbteﬁidos :En @!. - agun lﬁﬁerstlcial apofah. la .
pﬁedlcclaﬁiaé -e:gquir R4 Bedford sobre ia aglutlnacibn moderada.

que deberia prevuntarse an- el Etstema de canales. . El qun. exista,
glu:[nacian an lqs_canales implica 1a existencia da aglutininas”7

'scldbtes en"los h{sﬁcs. -Ln exigstencia de ;glutininas solubla:

"'hﬁ{szETfueéfa'aé'mnnifiﬁsto (Barondes 1884 9. . o

-'5_ é;_'dnsﬁgntajcso para la gsponja la secrecibﬁ;deh%gé?éi{ﬁingsﬁ

. que se ptarden en la corriénte exhalante ,

qua .qnedan'retenidas junto con ias bnqter}és-gnf;bs_}ag[pﬂg;adud

" bacterlanos formados; - la perdida rehulta'ptnlmﬁf nuiﬁiléhdu-tal

vez un reciclamiento de las misSmas. .
En cierta farﬁa. la_ei;stqnctq d ni'as en espunjas. an .
particular en el sistema de cinales .es rnzanable.ya que =omo ze

menciend antor!ormeﬁte.'rla alimentacibn de la misna depande en

gran medida de su eflelencta en “1a- retanelbn de bacteriag del

agua de mar que filtrn.'

Para “tundamentar.  mAS . no%idamente estps hlipboteslis seria de

lncuestlnnable vatar Call podar eatudiar la varlaclon de las

prnpiedados .d ?'agfﬁﬁfhacibn{ de la esponja ,en particular de
bncnerlas mar{nas en fﬁnélbn de la estaciodn del afio ¥ melor alin,

en tunclbn de distlntas concentraclones bacterianas en el agua

..circundan;e.f

De acuerdu cun lnsrirghmentas arriba expuestos se esperaria un

'aumentn an el thula de ia aglutlnacion en condliclones de escasa

poblnrion bactnrlana para sunentar la efleciencla de f1ltracitin va

_que".en._asas condlciones es wvital capturar el poco alimento

as



n;istunte.f De 'jgf'mLsma_ fofna'&e esperar:a'un descenco en . ing’

ft!‘uln,  ¢ni'aglutInacLbn &n candlciones de relativamente  moyo

.aancenlracibn- bacter!ana .-en dande;-?nnno ger?a th_crlLica que
.B Luulera  §"§1 alta .eficlencla de filtraclan."ios.datn' de.
.Retsulg (197&) noﬁre ericlencla de filtraclhn en espaonias de aguas
Gtempladas con mayores concentraclane" bacterlaonas <on respecto o

de eaponjas trop!cales con ‘menor concentraclan de bac\erlas.

de- acuardn a esta raznnamlento. Dasatartunndnmenta ne  ae
Vﬁﬁhé&; 'aLrlbuir esas diferencias en eflciencla de .f!itracian a
'caﬁp}ds"fen-[qs t}tqlus'da las aglutinlﬁas porque no se hlcierpu
1esaglﬂnhé;hip#é}oﬁépéén;esoé estudios. .. .. ‘

De . estas connldaracicnas se dasprende la necesidad de realizar

ﬁayurpg lnvaatigaciones;‘e Ia relaclbn Bntra_ la cantidad de

'n nspnnja b lns nlveles bacterinnou en el  agua de

" papel ‘que Juegan las aglutininas marinas en
”simbioéiﬁ eg un tema interesante. El
ﬁpptenia-maptné que requiere obligatoriamente

la dspbﬁja de ta cual so aisi1o, puede sor el primer

caso cltadn de- tnl pnélb!lidad. Ecta bacterla marina.Pseudomans

'_als!o de la esponja Halichondris panices salo

en. p:eséncia de una lectina Qe (o esponla vy no

o otra* ]ectlnas° ‘ademAs esgta promecisdn de crecimlento por

_parte de la lectina de H., panicea no tuve efecte on el
crecimiente de ntras bacterlas alsladas de otras esponjas;
esto guglere fuertemente a sgste hecho Interespeeiflico, cons ana

posible base para el mantenimiento de wuna simblcsls entre

an



b usponin.. !!ahgndt[l' panicen 'y la. bacteria  marina

'anomgnn tngollt-. El qﬁé el factar'dn_agrégacion y.ééﬁaileatlna

ﬁﬂ-n malbculas dlferentas. ;Funﬁé hacisa Gna varledad - de agluti-
ninas’ con dlversas funclcnaé b!dfdgicaé.(ﬂhiler 19819 . .

_KN Toda v_ que que so ubserva la pasible cuexlstencla antre
.antiblosLs-ifi_gglutinac}op.bqn_lnr_BSEunja g;xainl ;ltul!r{l.

Tidlgdnns cusstiones-saltania’la vista:

'ﬂuaqﬁffeléquﬂ:gqayﬂ n_entre 17

-¢ddﬁd‘ varian’ ‘cén’. respactc a' 133’ densidades de pablaciones

bacterlanas en: el

&V-éson -cnmplomnntariaa, .es;aéél}ffgiﬁafg!sias o por &l contrario

,on antagonlstas ?

fgln: ccncentrn¢lbn ‘sustancins antibidticas responde

dlrEctamente al n!val de microorganismus patbgenos en cl agua de

.~méri f!lnrada o tlene un aspectro ‘de accian mas smpllo dirlgldo

contra epibiontes 2 depredadares?

una manera indirectamente

ﬁa}?'

'-tqué papelA fmantehimleﬁto de la simblasis can

'_LLeon_ de alguns mAanera ‘asﬁonéables-def'fenomena conocide como

“blanqueo de

arales y osponjns“ que s=e caracteriza por la pé&r-

-didu-dg.lns\:nuxanbhel1ae simblonLas?

€on preguntas muy interesantes deo responder.
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.La-'apﬁreﬁte-'ngﬁifﬁcibn L da actividades ' (: aglutipnacisdn . y

nntlbios!s).ﬁ an: al . menos'ﬂﬂésf

éﬁ?{Qaﬁﬁs qhtmlcis ' distintas

(derlvados brnmadus y iechinas Bdgia}afuﬁi' mnyor !leulbilidad.'

s8e

en primer
: estudlo dq propledades
;A . égluLlnagianﬂ ‘daben  estudlorse

i gi’ objeto_:da7'dhteﬁdar} con un entoqueo

eccibglcn su’ lnterrrelaclbn.f“ SRR

ag



ESTA TESS MO DEGE
-_MM,_“RAL%& AE LA BIBLIGIERE

'Lq‘:' conclusionas Tdo presente trabajo se pueden resumir en las

5lzulen\.es cunsideraciones'

"'im': '-_agluLlnaclan en oasta esponja

nbtenldn! se ln\‘iere.que la coexlstencia

Apiveine

y 'ngluiinantas en lysins

rflst ltrls ann, us,entldades qulmicas distintas y presentes

en.: sittos prasumiblementei_ﬂlnlrnt_on dentra de la espania

4)° La tbcn!ca de datecclbn i-de aglutinacion < usando

.erltrucitus da varins tlposi an purtanbjetas Yy en micropozbs

par; : di l_uc[an

g‘-pﬂctica. - sencil la , reproducible

y econdrica’ como” arn adoptarla - coms técnica de  rutina  para

lai'datfa’é.t‘:!,'a_h 8';.'ac1;;.-y_£d.éd':'de"ag lutinacién en organlswos mari-

‘nag.

5) - Laos ngemt.es antim!crobianos en Aplyiina fletulapis
S pueden inh!htr a hacterias del genero Paeudomnone lo cuat
.sugiere-- que ‘ pueden actunr come tales Aante las wbicuas

_"aacterisa martnns de ese getnoro .

K-} "l-..'z-ns: . lectinas. o aglutinina g de 1a espon ja Aplysins

'fi:tularls muesiran slignes <o poder de aglutinactian de

bacterias del genaro Bisrscononm lo cual sugiere gque
pusduan actuar coma tajes ante 1as ublicuas bacterias

murinas de eos2 ge&neéra .
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L1 deteccibn der pnder de ahlutinsciOn en el  agua Intersticial

. es - uﬁa‘.evtdencla que apoya la tesis de - Bergquist ¥

Bedtard '.sobrn ld_' enlstencln . de- agéﬁteg. aglutinantes -

en los conales  de ia ncpnnja-ccmn uha astrategia ' que mejora

Aia::eflciencla  ﬂé,'filtrénloﬁ . de - bacterias en_  suspension

8y,

9

100

en: ‘al ugua de mar y sU alimentacton. ! - . ;1- _}:_'

La ”necesldad de” nmpliar y cnnttnunr estas entudlus: ‘atras .

'ééponjas cun ei fln de aclarar nlgunas de l ;;_lntarrngnntes__,

Burglda' en torno ‘a lu rnlacibn cnn lnn nlveles de antlhinnis

_en ;_atras esponjaa uy?' relaclan 'é' Ias _densidades

poblacinnales hacterinnan an ul edle nceanico-

Deb!do'fn'ia'prnplndad &e hglutinar 'erltfucitog y baecterlas

Ids lsctinas de nrlgen marino pueden sar usadas en tipifica-

”¢!bn da sangre ¥ bacherias. Par sus propledades mitogénlcas

'Pudrian-ser_usndan parn la producelen de linfocitos, También
:;giqgiﬁhn._céiulés de ciertos tipos de chancer lo [Que es
';mpﬁrtaﬂté en !a elaoboracion de equlpos do diagnastico.Deblido
‘al Ma “propiedad de fijarse a determinados azleares pucden
_uéarse cémn sdporte de cromatografla de oafintdad. Por ta
';misﬁa' causa se pueden usar en <litalogla en o visusnlizacisn
ae_éstructurns coelulares usando lectinas marcadas,

Debideo a Ia especificidad de la aglutinacion oe oliuiauas Jg
ésponjaé sé csuglere usar este tipo de eriterta’ ean fings -

quimimtaxonamicos.
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ANEXO

Praparacion del- A:ua de Her Art!!to!nl
£ Lymnn ¥ Flemins . 1940)_ :

1y flunruro da odio' - ’ o . ':““s‘f TQe15 .

&

:-é)  ctoru;o de estroncio. aéa;ﬁidféggd;.f" ir_'lizo g'
..;?j_;hcldo‘barica};.rr L o 1;30.3
4) fasfato de p_o:i.aéio' TR _' 450 g

’ gf Lhthmurn'delﬁdtagia . o ”5:30 g_.
'6) bicarbonate de smedio . - - :7 9.60 g
73 .élpruro de potasia o "'-_" ) 33.00 g
“8) ‘nitrata de amonie i C 36,00 g
9). cloruro de calcio . 36.00 g
10) clorure de magnesio 248.00 g
111 eloruro de sodia 1,175.00 g

.12) sulfate de sodio
agua 20.00 litros

S5e disuelven por separado cadn una de las sales y se mazclan an

@]l orden Indicade.
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" Praparaclen  ‘de  Medlo Peptonads ZoBel) 'tipo 2216( Oppenheimer-
ZoBell 1852,3 .. ool LT e R e R e

- Extracto deﬂyéQ;dﬁrp- ‘1.0 g

- ‘Clarurn ferrice « %" ; l;Q_m!'-“

- :Agua de uar nrtlr S ‘200}00:ml
~"Agua dasti!adn( pH 7.5~ -7, s ) £00.00 ml
-.;Agar bncterloiﬁglco EIEET _'_ . . .15.00 g

Ester!liznc!bn a 121 grndos celcius ¥ 15 Ib/pulg cuadrada durante
20 m!nutos.

Pr.plrlalon de |la Escala de Turbidez des HaoFarland

Tubo Acida sulfarico 1% Cloruro de Bario 1% Uensidad
(n» de
células
X mbL 3
1 9.9 ml .1 ml 300 millones
2 9.8 ml 0.2 mi 600 millones
3 9.7 ml 0.3 ml 900 millones
4 9.6 ml Q. 4 ml 1200 miltiones
< 9.5 ml 0.5 m) 1E20 millcanes
ﬁ_r 8.4 . m! =) ml 1800 millanes
T 9.3 . ml 0.7 ml 2160 miliones
a 9.2 ml 0.8 mi 26400 millanes
o 8.1 ml . ml 2700 milloneg
10 8,0  ml 1.0 ml 3000 millornes
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“ANEXo 1,

Alyunas Hrtsbolitos Secundarios de Esponjas y Otros Orsanianas Marinos
} 7 e N )
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