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RESUMEN

Las superficies sumergidas en el mar son densamente colonizadas por bacterias y sus
interacciones, tales como la inhibicién del crecimiento, son importantes para determinar el desarrollo de
comunidades bacterianas, como también de posteriores etapas de la macroepibiosis. Para determinar el
potencial de interaccion entre bacterias de las biopeliculas de esponjas, se realizaron ensayos de actividad
de inhibicion in vitro de crecimiento entre cepas bacterianas aisladas de superficies con diferente grado
de macroepibiosis, de las esponjas Aplysina insularis (limpia), Aplysina lacunosa (con macroepibiosis)
y de la superficie calcarea de la concha del molusco bivalvo Donax sp. El porcentaje total de interaccién
antagonica entre estas cepas bacterianas fue del 64 %; las cepas bacterianas aisladas de superficies limpias
inhibieron el crecimiento de cepas provenientes de superficies muy colonizadas en proporciones cercanas
a 1:1. Cepas de superficies no colonizadas tuvieron mayor frecuencia de interacciones antagénicas. Se
propone la interaccién bacteriana antagénica como posible mecanismo de regulacién del crecimiento
poblacional y de esta forma del desarrollo de etapas subsecuentes de la macroepibiosis.
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ABSTRACT

Antagonistic activity between epibiotic bacteria isolated from marine sponges of the
Colombian Caribbean and its relationship with the macrofouling. Surfaces submerged in the sea
are densely colonized by bacteria, and inter-specific interactions such as growth inhibition are important
determinants of the development of bacterial communities, as well as of later phases of macrofouling. To
determine the potential interactions among biofilm bacteria from sponges we carried out in vitro growth
inhibition tests between bacterial strains isolated from surfaces with various degrees of macrofouling,
from the sponges Aplysina insularis (clean), Aplysina lacunosa (fouled), and from the calcareous surface
of the bivalve mollusk Donax sp. The total percentage of antagonistic interactions among these strains
was 64 %; strains isolated from clean surfaces inhibited the growth of strains from well-colonized
surfaces in a 1:1 ratio. Strains from clean surfaces had a higher frequency of antagonistic interactions. We
propose bacterial antagonistic interaction as a possible mechanism of population growth regulation and,
consequently, of the development of subsequent phases of macrofouling.

KEY WORDS: Epibiotic bacteria, Antagonistic interaction, Marine sponges, Epibiosis.

INTRODUCCION

Toda superficie que se ubique en el mar, desde grandes plataformas
submarinas hasta pequefias particulas detriticas, es colonizada inicialmente por
bacterias. Entre las estrategias para aprovechar la materia orgdnica adherida a
estas superficies, las bacterias generalmente forman agregados de células vivas,
microcolonias y células muertas, incluidos en una matriz de polisacéaridos, enzimas y
otras sustancias, conocidos como biopeliculas. En el proceso secuencial de epibiosis, la
conformacién de biopeliculas constituye una de las primeras etapas o “microfouling”
(Wahl, 1989; Thurnheer et al., 2004). Entre las diversas especies bacterianas que
conforman una biopelicula se presentan interacciones de tipo competitivo, por
alimento y espacio, en las que algunas de ellas son inducidas a producir antibidticos
en respuesta a seflales quimicas emitidas por otras potencialmente competidoras y
exhiben una respuesta antagénica (Kelly et al., 2003).

El efecto antagdnico entre bacterias es una caracteristica muy difundida
en el medio marino y presente en varios grupos bacterianos (Brinkhoff et al., 2004;
Avendafio-Herrera et al., 2005). Se han identificado interacciones antagénicas
entre bacterias pelagicas y entre aquellas aisladas de nieve marina (Long y Azam,
2001). También, entre bacterias asociadas a superficies de macroalgas, estrellas de
mar, nudibranquios, superficies duras naturales o artificiales (fouling) y agregados
orgdnicos, a través de la produccién de antibidticos, en algunas de ellas (Lemos et
al., 1985; Boyd et al., 1999; Burgess et al., 1999).

En este sentido, se ha propuesto que la competencia por espacio y nutrientes
puede ser una poderosa fuerza selectiva que ha generado la evolucién de una
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variedad de adaptaciones efectivas en el asentamiento bacteriano (Grossart et al.,
2004). De hecho, la competencia por recursos limitados dentro de una comunidad se
considera una importante fuerza selectiva que promueve la biosintesis de compuestos
antimicrobianos (Slattery et al., 2001). Esta produccién involucra factores como
disponibilidad de sustrato, estado fisioldgico del organismo e interaccién con otros
organismos o con las sustancias secretadas por éstos (Burgess et al., 1999; Madigan
et al., 1999). De otro lado, los procesos de crecimiento y las interacciones célula
a célula, mediadas por moléculas de sefializacion que intervienen en la expresion
genética mediada por la densidad poblacional (quorum-sensing), juegan un papel
importante en la dindmica poblacional de algunas especies bacterianas que viven
adheridas a un sustrato, gobernando la expresion de caracteristicas fenotipicas como
la produccién de polisacaridos, exoenzimas y antibidticos (Fuqua y Greenberg,
2002; Gram et al., 2002; Grossart et al., 2003).

Sin embargo, las bacterias no colonizan las superficies de manera uniforme
ni tampoco colonizan todas las superficies de la misma manera. En particular,
los epitelios o la capa de mucus de organismos marinos son susceptibles de ser
colonizados por bacterias, que pueden llegar a ser benéficas o perjudiciales para
la salud del organismo hospedador (Armstrong et al., 2001; Sutherland er al.,
2004). En las superficies de organismos vivos la colonizacién bacteriana puede
estar afectada, entre otros, por las propiedades fisicas de la superficie y por el
acondicionamiento bioquimico inicial, que condicionan caracteristicas como:
tension superficial, polaridad y grado de humectacién (Taylor et al., 1997) y por
sustancias quimicas nocivas producidas por el potencial hospedero (Pawlik, 1993;
Wabhl et al., 1994; Jenkins et al., 1998). Estos productos quimicos pueden afectar
las bacterias en diferentes formas, que incluyen la induccién de una respuesta
quimiotactica, la inhibicién del crecimiento e incluso la muerte celular (Wahl er
al., 1994), limitando posteriormente el asentamiento de algas e invertebrados que
conforman el “macrofouling”.

Las defensas quimicas han sido propuestas como mecanismos para evitar
o prevenir la epibiosis (Pawlik, 1993; Jenkins ef al., 1998), inhibiendo directamente
el asentamiento de larvas de invertebrados (Thompson, 1985) o previniéndolo
indirectamente a través del control de la microepibiosis (Kelly et al., 2005). De
hecho, algunos autores (Becerro et al., 1994; Maximilien et al., 1998) sugieren que
puede presentarse una correlacién entre la superficie limpia de un organismo, la
actividad antimicrobiana de los compuestos quimicos producidos por éste y una baja
abundancia epibacteriana. Adicionalmente, la interaccioén entre sustancias nocivas
producidas por los organismos y por las bacterias mismas podria estar seleccionando
un consorcio estable de bacterias que por sus propiedades antagénicas previenen un
desarrollo ulterior de la macroepibiosis (e.g., Kelly et al., 2005).
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Las esponjas marinas, por ejemplo, son animales sésiles y estdn en riesgo
constante de ser colonizadas por otros organismos presentes en el medio, incluidas las
bacterias y otros microorganismos. Algunas especies, sin embargo, logran mantener
una superficie relativamente limpia, libre de macroepibiontes o simplemente no
son colonizadas de la misma forma (velocidad y diversidad) que las superficies
inorgédnicas (Wahl, 1989; Pawlik, 1993; Jenkins et al., 1998). Para la mayoria de
esponjas, la inhibicién de la epibiosis genera beneficios por cuanto se previene
la obstruccion de canales para alimentarse, disminuye la degradacién de tejido e
incrementa la longevidad de la esponja (Wahl, 1989; Correra y Sanchez, 1996).
En aquellos casos en que las esponjas tienen su superficie fuertemente colonizada,
quizas para camuflarse o defenderse, las areas inhalantes generalmente se encuentran
en depresiones localizadas que se mantienen limpias (ver varios ejemplos en De
Voss et al., 1991).

Aunque son varios los estudios que se han realizado sobre la actividad
antagoénica entre bacterias marinas (los mencionados anteriormente), la mayoria
de ellos se han enfocado en la bisqueda de compuestos antimicrobianos y son
pocos los estudios dedicados a comprender las interacciones interespecificas entre
bacterias marinas en un contexto ecolégico. Este tipo de estudio merece particular
importancia, ya que la mayoria de trabajos sobre epibiosis en esponjas marinas
contemplan las defensas quimicas del organismo y son escasos aquellos que tienen
en cuenta mecanismos biolégicos adicionales que podrian influir en el grado de
colonizacién de un organismo. En este trabajo se explor6 el potencial de interaccién
entre bacterias que componen las biopeliculas en pinacodermos de esponjas poco
colonizados o sin epibiosis contra bacterioepibiontes potenciales aislados de
superficies muy colonizadas, como posible mecanismo bioldgico para controlar la
epibiosis bacteriana por medio de interacciones antagénicas.

MATERIALES Y METODOS

Aislamiento y cultivo de bacterias

Las cepas bacterianas de superficies menos colonizadas fueron aisladas del
pinacodermo externo de la esponja Aplysina insularis y del pinacodermo interno de
Aplysina lacunosa, ambos sin macroepibiosis y los bacterioepibiontes potenciales
fueron aislados del pinacodermo externo de A. lacunosa y de una superficie
calcarea (concha abandonada del bivalvo Donax sp.), ambas con una tapete de 1-2
mm de grosor, consistente en algas costrosas y filamentosas, entre las que viven
invertebrados y se aglutina sedimento. Las esponjas y la concha del bivalvo Donax
sp. se encontraban en la ensenada Granate (Parque Nacional Natural Tayrona,
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norte del Caribe colombiano) a profundidades entre 5 y 15 m. Las condiciones
oceanograficas de la region se encuentran fuertemente influenciadas por la presencia
de los vientos Alisios del nororiente entre los meses de diciembre y abril, presentando
baja pluviosidad, disminuyendo la temperatura superficial del agua (hasta cerca a 22
°C) y aumentando su salinidad; el resto del afio la zona presenta su estacion lluviosa,
con mayores temperaturas superficiales del agua (cerca a 28 °C), menor salinidad y
una mayor concentracion de clorofila y nutrientes en el agua (Rodriguez-Ramirez y
Garzon-Ferreira, 2003).

Mediante buceo auténomo se hicieron cortes in situ del pinacodermo de
las esponjas en condiciones lo mas asépticas posibles (usando guantes de litex y
cuchillas de bisturi estériles). Los cortes fueron empacados en bolsas estériles Whirl-
Pack y transportados al laboratorio en neveras con agua para mantener las muestras
a temperatura constante y protegidas del sol.

Una vez en el laboratorio, los pinacodermos de las esponjas fueron
cortados a un tamafio de 1 cm?de 4rea y lavados tres veces con 10 mL de agua de
mar esterilizada (AME) para remover las bacterias no adheridas a la biopelicula y/o
provenientes de la columna de agua. Cada trozo de tejido fue agitado fuertemente
en vortex durante 5 minutos en 5 mL de AME para remover las bacterias adheridas
a la superficie. Las suspensiones celulares obtenidas fueron diluidas en serie hasta
10% y de cada dilucién partiendo de 10, se tomaron 100 uL para inocular por
duplicado placas Petri de 10 cm con medio agar glicerol agua de mar (GASW, por
sus siglas en inglés), que contiene 2 g de Peptona, 1 g de extracto de levadura y 2
mL de glicerol como fuentes de carbono en 1000 mL de agua de mar (modificado de
Smith y Hayasaka, 1982). Se aislaron los morfotipos bacterianos mediante repiques
sucesivos usando el mismo medio de cultivo. Las incubaciones se realizaron a 25+2
°C en oscuridad.

Para aislar las bacterias de la superficie calcarea (concha abandonada) del
bivalvo Donax sp., ésta fue igualmente empacada en una bolsa estéril Whirl-Pack
y transportada de la misma manera que las demds muestras. En este caso, luego del
lavado con AME para remover bacterias no adheridas, la superficie fue raspada con
una cuchilla de bisturi estéril y el material obtenido fue resuspendido en 5 mL de
AME vy se sigui6 el mismo procedimiento.

Las cepas bacterianas obtenidas en los cultivos fueron aisladas vy
caracterizadas de acuerdo con la morfologia colonial y celular segin Gémez et al.
(2006) sobre el medio GASW y a la reaccién de Gram usando microscopio 6ptico
100X (Koneman et al., 1987). Las cepas fueron nombradas iniciando por un nimero
consecutivo seguidas por las letras SE (cepas aisladas de superficies sin epibiosis) o
CE (cepas aisladas de superficies con epibiosis) de acuerdo con el tipo de superficie
de la cual provenian.
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Ensayos de antagonismo bacteriano in vitro

Este tipo de bioensayo fue disefiado de acuerdo con la hipétesis de que los
grupos bacterianos aislados de las superficies menos colonizadas del pinacodermo
externo de A. insularis y del pinacodermo del pseudoatrio de A. lacunosa son
colonizadas por grupos bacterianos que ejercen un control en el crecimiento de
poblaciones de otras bacterias, como las que se encuentran en superficies mas
colonizadas como el pinacodermo de A. lacunosa y en la superficie de la concha
del bivalvo Donax sp. Adicionalmente, para detectar las interacciones entre grupos
bacterianos que habitan la misma superficie, se incluyeron en un segundo ensayo las
cepas aisladas de superficies limpias contra ellas mismas. De tal manera, 14 cepas se
ensayaron contra nueve cepas de posibles bacterioepibiontes; esas mismas 14 cepas
bacterianas, aisladas de superficies menos colonizadas, fueron ensayadas entre ellas
para detectar su interaccién y los posibles eventos de autoinhibicién.

Para los ensayos de efecto antagdnico se realizaron cultivos bacterianos en
caldo con la misma composicion del medio s6lido GASW (Smith y Hayasaka, 1982)
a 25+2 °C durante 24 h, siguiendo la metodologia basica del ensayo de difusién
en agar con sensidiscos (Hewitt y Vincent, 1989), inoculando en la placa Petri
con medio GASW 100 pL de un cultivo bacteriano, ajustado al patrén de turbidez
No. 0.5 de MacFarland, equivalente a 1x10® células/mL (Koneman et al., 1987),
pero con la diferencia que en este caso se inocularon en el sensidisco 20 puL de las
diferentes cepas bacterianas, cuya capacidad antagénica se ensay6 sin ajuste de la
concentracién por el patrén de MacFarland (Brinkhoff ez al., 2004). Se utilizaron
como controles negativos discos estériles limpios (sin bacteria y sin caldo marino).
La sola presencia de halos de inhibicién alrededor de los discos fue considerada
como una respuesta cualitativa antagénica entre cepas. Cada prueba se realizé por
triplicado.

RESULTADOS

Las zonas de inhibicién producidas por la mayorfa de cepas con actividad
antagdnica fueron mayores a 10 mm de didmetro (incluido el didmetro de disco) y
esta zona de inhibicidn tuvo mayores dimensiones cuando se incrementé el tiempo
de cultivo, indicando que efectivamente existen efectos antagénicos cuando ciertas
bacterias aisladas de la misma o de diferente biopelicula entran en contacto, como
podria suceder in situ. De las 14 cepas probadas en estos ensayos (nueve de ellas
aisladas de la superficie de A. insularis y cinco aisladas de las superficie limpia de A.
lacunosa), la cepa 11SE aislada de A. insularis inhibi6 el mayor nimero de cepas,
11 en total, aisladas de diferentes superficies, incluida ella misma, siendo éste el
Unico caso de autoinhibicién (Tabla 1). La mayorfa de las cepas inhibidas fueron
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aisladas del pinacodermo de A. insularis. La cepa 8SE inhibi6 el crecimiento de
cuatro cepas, tres de ellas obtenidas del pinacodermo de A. insularis y una de la
concha del bivalvo Donax sp. Las demds presentaron actividad antagénica contra
una a tres cepas aisladas de diferentes superficies (Tabla 1).

Tabla 1. Actividad antagénica (por inhibicién de crecimiento) de las bacterias aisladas de superficies
limpias de Aplysina insularis y Aplysina lacunosa. Las letras en mayusculas junto al nimero de cepa
indican el tipo de superficie de donde se aisl6. SE: sin epibiosis; CE: con epibiosis.

Origen de la cepa

Origen Sensidisco Gram Cepas inhibidas Gram inhibida
Cepa ISE - NINGUNA
Cepa 2SE + Cepa9 CE + Concha Donax sp.
Cepa 3SE + Cepa5 CE - A. lacunosa
A: lacunosa Cepa6 CE - A. lacunosa
(pinacodermo
del pseudoatrio) Cepa 4SE + NINGUNA
Cepa SSE - Cepa3 CE - A. lacunosa
Cepa 9 SE - A. insularis
Cepa 7 SE - A. insularis
Cepa6SE - Cepa 13SE - A. insularis
Cepa 7CE + Concha Donax sp.
Cepa 7SE - NINGUNA
Cepa 8SE + Cepa 6SE - A. insularis
Cepa 14SE - A. insularis
Cepa 11SE - A. insularis
Cepa 7CE + Concha Donax sp.
Cepa 9SE - Cepa 13SE - A. insularis
Cepa 7CE + Concha Donax sp.
Cepa 5CE - A. lacunosa
Cepa 10SE - NINGUNA
Cepa 11SE - Cepa 9SE - A. insularis
Cepa 7SE - A. insularis
A. insularis Cepa 8SE + A. insularis
(pinacodermo . .
exterior) Cepa 13SE - A. insularis
Cepa 6SE - A. insularis
Cepa 14SE - A. insularis
Cepa 11 SE - A. insularis
Cepa 2CE - A. lacunosa
Cepa 4CE - A. lacunosa
Cepa 4SE + A. lacunosa
Cepa 5SSE - A. lacunosa
Cepa 12SE - NINGUNA
Cepa 13SE - Cepa5CE - A. lacunosa
Cepa 6SE - A. insularis
Cepa 14SE - Cepa 7SE - A. insularis
Cepa 8SE + A. insularis
Cepa 13SE - A. insularis
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Se presentaron varios casos de antagonismo entre bacterias aisladas de
superficies menos colonizadas contra las de superficies mas colonizadas; en total
se inhibieron siete de las nueve cepas aisladas del pinacodermo externo de A.
lacunosa y de la superficie calcarea de Donax sp. por parte de tres cepas aisladas del
pinacodermo del pseudoatrio de A. lacunosay tres del pinacodermo de A. insularis. Es
decir, que seis cepas aisladas de superficies menos colonizadas o sin macroepibiosis,
mostraron interaccion antagénica con siete cepas aisladas de superficies fuertemente
colonizadas (con macroepibiosis). Sin embargo, las bacterias del pinacodermo
externo de A. insularis tuvieron la mayor frecuencia de interaccién antagénica con
bacterias aisladas de la misma superficie (Tabla 1).

De las cepas obtenidas del pseudoatrio de A. lacunosa, dos mostraron
efecto antagénico frente a bacterias aisladas de superficies con epibiosis de la
misma esponja y de la superficie calcarea. Estos casos constituyen evidencia para
no descartar la idea de que los posibles epibiontes bacterianos del medio e incluso
epibiontes bacterianos de su propia superficie, si pueden ser evitados en ciertas
zonas de la esponja por medio de mecanismos biolégicos, como el antagonismo.
Independientemente de la fuente de la bacteria aislada o de la consecuencia que
tenga para la macroepibiosis, los casos de antagonismo observados in vitro sugieren
la posible regulacién bacteriana al interior de las biopeliculas muestreadas sobre
esponjas marinas. Solamente las cepas 1CE y 8CE, aisladas del pinacodermo exterior
de A. lacunosa y de la superficie calcarea de Donax sp., respectivamente, no fueron
inhibidas por ninguna de las 14 cepas bacterianas aisladas de superficies limpias.

DISCUSION

En el presente estudio se encontraron evidencias de las relaciones
antagoénicas entre cepas bacterianas, puesto que el 64 % (9 de 14) de las cepas
obtenidas de las superficies menos colonizadas tuvieron la capacidad de inhibir el
crecimiento de cepas provenientes de otras superficies. Algunos estudios que han
examinado la frecuencia de interacciones antagénicas de bacterias marinas han
encontrado que se puede llegar a detectar una frecuencia de 53 % de interacciones
antagdnicas entre bacterias pelagicas (Long y Azam, 2001). Los autores de estos
estudios atribuyen su resultado al hecho de usar un mayor nimero de aislamientos
bacterianos muestreados de la columna de agua como organismos diana, mientras
que en estudios anteriores se limitaron en este sentido usando pocas especies diana
(dos especies) y la frecuencia de interacciones antagénicas fue muy baja (5 %)
(Nair y Simidu, 1987). En el presente estudio se usé un mayor nimero de cepas
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bacterianas diana que explicarian parcialmente el alto porcentaje en la frecuencia de
interacciones antagénicas. De otro lado, este resultado puede ser también un reflejo
del nicho especifico que ocupan éstas. En este sentido, los resultados obtenidos en
este trabajo son consistentes con los estudios de Lemos ef al. (1985), Boyd et al.
(1999) y Grossart et al. (2004). En el primero, el 20 % de las bacterias aisladas de las
superficies de algas marinas mostrd produccion de antibiéticos, mientras que aquellas
aisladas de la columna de agua lo hicieron en un porcentaje ligeramente menor (17
% de 224 aislamientos); en el segundo estudio, 21 % (de 280 aislamientos) de la
bacterias asociadas a superficies de algas marinas mostraron actividad antibidtica
también contra bacterias del macrofouling sobre superficies artificiales; mientras
que en el tercer estudio, se aislaron y ensayaron bacterias adheridas a agregados
orgéanicos y la frecuencia de interacciones antagdnicas fue del 54 %.

Todas las bacterias ensayadas en éste y los estudios citados arriba hacian
parte de una comunidad adherida a una superficie, interactuando con bacterias
de la misma superficie. En este contexto, la frecuencia de la actividad antagénica
detectada in vitro puede ser asumida como un reflejo de las interacciones in situ a
las cuales estan constantemente sometidas las bacterias en una biopelicula. Estas
bacterias viven e interactian en el mismo ambiente que, para el caso de este estudio,
se trata de pinacodermos de esponjas marinas poco o nada colonizados, por lo tanto
se presume que estin compitiendo por espacio y nutrientes. Adicionalmente, que
algunas cepas bacterianas interactien antagdénicamente con un mayor nimero de
otras cepas diferentes, podria ser reflejo de la habilidad individual para interactuar y
competir dentro de una comunidad.

La densidad poblacional de ciertas especies bacterianas es la que determina
que ocurran procesos de macroepibiosis. Estas poblaciones pueden atraer o repeler
larvas de invertebrados y estimular el asentimiento de esporas de algas a través de
la produccién de sefiales quimicas (Wieczorek y Todd, 1997; Patel et al., 2003). Las
interacciones antagénicas que presentan las bacterias de las zonas limpias de las
esponjas A. insularis y A. lacunosa podrian ser en parte responsables del bajo o nulo
grado de macroepibiosis al mantener controlado el crecimiento de las poblaciones
bacterianas de su pinacodermo, interfiriendo en procesos de comunicacién bacteriana
y toda la expresién genética que implica la produccién de dichas moléculas de
sefializacion. La esponja misma podria, de otro lado, estar actuando en parte del
proceso general de control de la macroepibiosis, mediante exudacién de compuestos
bromados bioactivos, tal como lo han detectado Thompson (1985) y Walker et al.
(1985) en especies del mismo género; permitiendo sélo la presencia de aquellas
bacterias que son relativamente resistentes a los compuestos y que ademdas poseen
capacidad antagénica entre ellas y contra otras menos resistentes a éstos y que
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colonizan superficies inertes o que no estdn defendidas quimicamente (Mora-
Cristancho, 2007).

Sin embargo, para confirmar que esto ocurre de esta manera, seran necesarios
ensayos en los cuales también se confronten las bacterias aisladas de superficies mas
colonizadas entre ellas y comparar la frecuencia de las interacciones antagénicas
con respecto a la obtenida en este trabajo. También es necesario evaluar la habilidad
de formacién de biopeliculas y la produccién de compuestos quimicos que eviten o
atraigan epibiontes, como larvas de invertebrados y esporas de algas. Asi se avanzara
en confirmar si el antagonismo bacteriano es un componente importante para regular
el crecimiento de ciertas poblaciones bacterianas sobre las superficies limpias de
Aplysina y no un evento biolégico comun entre bacterias aisladas de biopeliculas
de esponjas.

Entre las caracteristicas de las cepas estudiadas que pueden dar una
aproximacién al posible mecanismo de interaccién se encuentra el tipo de pared
celular de las bacterias. En este trabajo se encontrd un caso de antagonismo entre
bacterias Gram positivas, 10 entre Gram positivas y Gram negativas y 19 casos
entre Gram negativas (Tabla 1). Los posibles mecanismos de accién para estas
interacciones podrian ser la produccién de antibidticos de la cepa dispuesta en
el sensidisco, como parte de la fisiologia normal de la misma, caso en el cual la
respuesta es unidireccional basada en produccién de antibiéticos. O también, por
mecanismos que involucran una respuesta bidireccional de comunicacion bacteriana
a través de sistemas de quorum sensing (control de la expresién genética en
respuesta a la densidad celular). En este segundo caso, para el tipo de interaccién
mads frecuente, es decir, entre bacterias Gram negativas, el mecanismo estd mediado
por sistemas que se basan en la regulacién de la expresion de proteinas reguladoras
Ilamadas LuxI y LuxR y por moléculas sefial tipo acilhomoserinlactona (AHL), cuya
interaccion promueve la trascripcion de operones especificos (Arévalo-Ferro, 2004).
Dependiendo del tipo de operdn trascrito se induce la produccién de antibidticos
(McGowan et al., 1995), se puede afectar la motilidad (swarming) de otras bacterias
(Eberl et al., 1996) y la formacion de biopeliculas (Arévalo-Ferro et al., 2003).
Para los otros dos tipos de interaccién (entre bacterias Gram positivas solamente
y entre éstas y las Gram negativas), los sistemas de quorum sensing involucran
otras familias de genes y moléculas-senal extracelulares diferentes (conocidas como
autoinductores) (Bassler, 1999).

En este estudio s6lo se detecté un evento de autoinhibicién, en la cepa
11SE. Algunos autores (Ledén y Garcia-Tello, 1998; Avendano-Herrera et al.,
2005) sugieren que este tipo de eventos estdn ligados a factores ambientales que
determinan la activacion o inactivacién de procesos de excrecion o resistencia a sus
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propios productos, debido a la carencia de catalizadores para enzimas especificas
bajo determinadas condiciones ambientales o de cultivo. Conociendo de antemano
que las interacciones antagdnicas son un mecanismo que parece estar bien difundido
entre bacterias que conforman una biopelicula y de la importancia que este fendmeno
representa en el mantenimiento o eliminacién de ciertas poblaciones bacterianas, los
resultados obtenidos son evidencia que respaldaria la hipdtesis inicial en la cual se
plantea la posible regulacién de la epibiosis en las superficies sin epibiosis de A.
insularis y de A. lacunosa por medio de mecanismos bioldgicos, particularmente
bacterianos, como igualmente lo han propuesto Jensen y Fenical (1994) para
invertebrados marinos en general.

Empero, se requiere de estudios mas profundos sobre la complejidad de
estas interacciones y sobre el metabolismo de los grupos bacterianos que estin siendo
inhibidos, como también respecto a la produccién de sustancias quimioticticas
para otras bacterias o para larvas de otros invertebrados y esporas de algas. Estos
resultados constituyen una primera aproximacidén a los mecanismos bacterianos que
pueden tener lugar en la superficie de una esponja, controlados o no por ésta, para
prevenir el crecimiento ilimitado de ciertas poblaciones bacterianas e incluso para
evitar infeccién por posibles patdgenos para la esponja y, en dltimas, prevenir o
controlar la macroepibiosis. Las cepas nativas aisladas en este trabajo pueden ser
objeto de estudio de mecanismos de interaccién bacteriana a nivel molecular entre
bacterias marinas, asi mismo, como posibles nuevas fuentes de productos naturales
marinos.
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