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RESUMEN

RESUMEN

El género Streptomyces, dentro del grupo de los actinomicetos, se considera la “farmacia” de la
naturaleza, ya que de este grupo se extraen la mayor parte de compuestos utilizados en la medicina
actual, como antibiéticos, antifingicos, antitumorales, etc. Tradicionalmente han sido consideradas
bacterias del suelo, pero en los Ultimos afios se ha puesto de manifiesto la presencia de estreptomicetos
en ecosistemas marinos asociados a muchos grupos de organismos, sobre todo a algas, corales y
esponjas. Este medio presenta unas caracteristicas muy diferentes al medio terrestre, por tanto es muy
posible que los estreptomicetos que aqui encontremos tengan rutas metabdlicas diferentes que sinteticen
nuevas moléculas para usos biomédicos. En este trabajo hemos estudiado la presencia de
estreptomicetos en dos ambientes diferentes, la zona intermareal de la costa asturiana, y el arrecife
coralino situado en el Cafion de Avilés. Todas las muestras de vegetales y otros organismos recogidas de
la zona intermareal presentaban Streptomyces, mientras que de los 90 ejemplares recogidos en el
arrecife coralino, 32 mostraron presencia de estas bacterias. Se han encontrado en total 18 cepas con
diferentes caracteristicas fenotipicas, actividad antibidtica y perfil metabdlico, asociadas en los vegetales y
otros organismos analizados. En algunas de ellas se han identificado distintas familias de antibiéticos,
como paulomicinas, antraciclinas, loboforinas y maltofilinas. Estos resultados muestran por un lado la
necesidad de profundizar en el estudio de los compuestos sintetizados por este género bacteriano, y por
otro lado profundizar en las implicaciones ecolégicas de las asociaciones entre organismo y bacteria.

SUMMARY

Among actinomycetes, the Streptomyces genus is considered the “pharmacy” of nature, since
most compounds of medical use as antibiotics, antifungal, antitumor, etc. are produced by this bacterial
group. Traditionally considered soil bacteria, in the last years became evident the presence of
streptomycetes in marine ecosystems and associated to very diverse organisms, mainly sponges,
seaweeds and corals. Given the different features between marine and terrestrial environments it is
possible that marine streptomycetes that we find here present different metabolic pathways which
synthesize novel molecules for biomedical use. In this study we have analyzed the the streptomycetes
presence in two different environments, the intertidal zone in the Asturian coast, and in the coral reef of the
Avilés Canyon. Streptomyces strains were found to be present in all samples collected in the intertidal
zone, whereas 32 samples out of 90 specimens collected in the coral reef showed the presence of these
bacteria. In total, 18 strains displaying different phenotypic, antibiotic activity and metabolic profile features
were found to be associated to these organisms. Different antibiotic families as paulomycins,
anthracyclines, lobophorines and maltophilins have been identified in some of them. These results show
the need of going further in the study of compounds produced by this bacterial genus, and in the ecological
implications of marine organisms-bacteria associations.
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I.  INTRODUCCION

El Phylum Actinobacteria es uno de los mas amplios dentro del Reino Bacteriae,
son bacterias Gram-positivas con alto contenido en guanina-citosina (GC) (tienen un
porcentaje en GC en su DNA mayor del 50-55%). Poseen un complejo ciclo de vida
formando células filamentosas llamadas hifas. Esta red de hifas se ramifica tanto
dentro del sustrato como en superficie. Las hifas del sustrato se pueden diferenciar en
hifas de crecimiento ascendente, formando el micelio aéreo en el cual se formaran

esporas (10).

Dentro de los actinomicetos el género Streptomyces es el mas representativo,
pertenecen a la familia Streptomycetaceae y son bacterias aerobias estrictas, quimio-

organotréfas, con metabolismo de tipo

i i it Spore
OXIdatIVO, catalasa pOSItIVOS y Cuyo Spore i Germinating
Chains R LN

complejo ciclo de vida puede

relacionarse con el crecimiento miceliar

de los hongos (11). Streptomyces 4
Life Cycle
g
Este género se encuentra %5\
. C . E
ampliamente distribuido en el medio ’
terrestre confiriendo el olor : Aerial Growth :
\ s I
caracteristico a tierra himeda debido a &\ b
Aerial Hyphae Vegetative Mycelium

la produccion de un compuesto llamado Figyra 1. Ciclo de vida de los actinomicetos
representado por el género Streptomyces
(Streptomyces community at the University of East
Anglia).

geosmina el cual no tiene actividad
antibidtica, pero su produccién esta
muy conservada en todas las especies de Streptomyces, por o que debe de tener un
papel muy importante para esta bacteria (9). Recientes estudios ponen en evidencia
gue esta bacteria no sélo se encuentra en habitats terrestres, ya que se encuentra
ampliamente distribuida en el medio marino tanto en la columna de agua, en lo

sedimentos marinos o asociados a diversos organismos, animales o vegetales (1).

Los Streptomyces tienen un papel ecolégico muy importante en el ecosistema
marino, ya que aparte de participar en la mineralizacién de la materia organica (2),
muchas de estas bacterias se encuentran en simbiosis con diversos organismos
marinos (vegetales y animales). Aunque la funcién biolégica de esta simbiosis en
muchos casos no esta bien estudiada, ya que Streptomyces es una de las bacterias
productoras de antibiéticos mas importantes se cree que la funcién de esta bacteria

seria ofrecer al hospedador proteccién frente a organismos patégenos (9). El grupo de
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organismos marinos en el que mas se han estudiado estas asociaciones es el de las
esponjas y corales, pero dado que en ambientes terrestres se han encontrado
asociaciones de Streptomyces con diversos artrépodos (avispas, hormigas y otros
insectos) y vegetales (9), es posible que en el medio marino también se encuentren
asociados a una amplia gama de grupos de invertebrados y vegetales.

Los actinomicetos tienen una gran importancia en medicina, ya que
aproximadamente el 45% de los compuestos bioactivos procedentes de
microorganismos provienen de este grupo y dentro de ellos el género Streptomyces
produce el 80% de estos compuestos. Entre estos metabolitos encontramos
compuestos antibiéticos, antifungicos, antitumorales antivirales y con otras funciones
de gran interés para los humanos (3). En la actualidad debido a diversos
inconvenientes como pueden ser los serios problemas que conlleva la quimioterapia,
el incremento de la aparicién de resistencias bacterianas a los antibiéticos conocidos,
la aparicion de nuevos patégenos y otra serie de problemas, se requiere la aparicion
de nuevas sustancias bioactivas (3).

Actualmente la tasa de descubrimiento de nuevos compuestos bioactivos en
Streptomyces procedentes de ecosistemas terrestres ha decrecido, por eso es
importante el estudio de la presencia de estos organismos en ecosistemas distintos a
los terrestres (1). Aunque el aislamiento de Streptomyces y otros actinomicetos
procedentes de fuentes marinas se conoce desde 1969, durante mucho tiempo se
pensd que estos organismos no eran muy diferentes de sus congéneres terrestres y
por tanto tenian un origen terrestre (4). Datos recientes sugieren que existen
actinomicetos Unicos adaptados a las condiciones del medio marino (5), el cual ofrece
unas condiciones muy diferentes a las del medio terrestre, por tanto este medio y los
organismos marinos ofrecen una fuente muy valiosa para el descubrimiento de nuevas

moléculas bioactivas procedentes de Streptomyces (1).

La zona intermareal es un habitat muy variable, ya que al estar sometida a la
accion de las mareas la temperatura, salinidad, concentracion de oxigeno y otras
variables varian mucho a lo largo del tiempo. Trabajos previos han demostrado la
existencia de poblaciones muy variadas de actinomicetos asociados a algas de la zona

intermareal del Cantabrico (Blanco G., manuscrito en preparacion).

El denominado Cafion de Avilés situado en el mar Cantabrico al sur de la Bahia
de Vizcaya (noroeste de la Peninsula Ibérica), es un valle sumergido que atraviesa
transversalmente la plataforma y el talud, situAndose de forma oblicua a la linea de

costa a menos de 15 Km de ella. Es uno de los cafiones mas profundos del mundo,

4



1. INTRODUCCION

avanzando desde los 140 metros sobre la plataforma, hasta los 4.750 metros en la
base del talud y su anchura es de 32 Km. El cafién de Avilés presenta una gran
diversidad en la comunidad bentonica, encontrando gran abundancia de especies de
cnidarios formadoras de arrecifes de coral, (6). En recientes estudios realizados en el
Mar de China y en el Golfo de Mannar, al sur de la India, se han encontrado
actinomicetos asociados a diversas especies tanto de corales blandos (7) como
corales duros (8). Debido a la gran riqueza biolégica del Cafién de Avilés y a la
presencia de diversas especies formadoras de arrecifes de coral (6), este medio ofrece
un hébitat muy adecuado para explorar asociaciones entre estreptomicetos y

organismos marinos.

En el presente trabajo se realizard un estudio de la presencia de Streptomyces
en diversos organismos marinos, procedentes de dos habitats diferentes: la zona
intermareal de la costa asturiana y el arrecife coralino del Cafién de Avilés.
Posteriormente con las cepas encontradas se realizar4 un analisis para determinar el

tipo de sustancias bioactivas que producen.
Los objetivos de este trabajo son:

1) Confirmar la existencia de asociaciones de Streptomyces con distintos

grupos de organismos marinos en ambos habitats, intermareal y arrecife coralino.

2) La caracterizacion inicial de las cepas aisladas a partir de los organismos

anteriormente mencionados.

3) El andlisis de la produccion de compuestos con actividad biolégica

producidos por las cepas de Streptomyces aisladas en estos organismos.
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Il.  MATERIAL Y METODOS
2.1 Recogida de muestras y procesamiento

2.1.1 Organismos de la zona intermareal

Se partié de cepas previamente aisladas de organismos recogidos en la playa
de San Lorenzo (Gijon) durante los meses de Abril, Mayo y Junio del 2012 las cuales

se muestran en la Tabla 1.

Tabla 1. Cédigos de las cepas encontradas en los organismos de la zona intermareal.

GRUPO TAXONOMICO AISLADO
Divisién Chorophyta

Codium tomentosum M-108 y M-109
Division Rhodophyta

Plocamium cartilagineum M-87
Division Heterokontophyta

Leathesia difformis M-64
Clase Cnidaria

Aurelia aurita M-118
Clase Molluska

Gibbula umbilicalis M-100

2.1.2 Organismos del arrecife coralino

Los ejemplares analizados fueron recogidos durante la campafia BIOCANT 3
que fue realizada del 28/04/2013 al 04/05/2013 en el Cafién de Avilés. Los organismos
fueron recogidos a distintas profundidades 1500, 1800, 2000 y 4700 m, con distintos

tipos de redes:

— Agassiz: Red utilizada para muestrear organismos benténicos
— Mocness: Red utilizada para muestrear mesozooplancton

— iIKMT: Red utilizada mara muestrear macrozooplancton

En la Figura 1 de la seccion Anexos se muestra un mapa con la situacion de

las estaciones de muestreo.

Todos los organismos fueron recogidos individualmente con guantes estériles
desechables y posteriormente se lavaron 3 veces con agua de mar estéril, para
eliminar los posibles contaminantes que pudieran haber contraido durante su recogida

en la red.

Los organismos que poseian estructuras duras fueron troceados con la ayuda
de un martillo, mientras que los organismos con estructuras blandas fueron troceados

con un bisturi, en ambos casos esterilizados previamente con etanol. Estas muestras

6
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organicas se pasaron a un tubo Falcon y se afiadié 1 ml de agua de mar estéril,
posteriormente se agitaron durante varios minutos con la ayuda de un agitador de

tubos (Vortex), para su posterior andlisis.

2.2 Medios de cultivo

2.2.1 Medios de cultivo para Streptomyces

. Medio R5A (Fernandez et al., 1998): Medio de cultivo utilizado para la
produccién de compuestos bioactivos. Composicion: sacarosa (103 gr/l), K,SO, (0.25
gr/l), MgCl»*6H,0 (10.12 gr/l), glucosa (10 gr/l), casaminoacidos (0.1 g/l), extracto de
levadura (5gr/l) MOPS (21 gr/l), oligoelementos (2ml/l), agar (22 gr/l), pH=6.85.

Medio R5A-marino: Composicion igual al anterior pero preparado con agua

marina estéril.

. Medio GHSA (Brafia, comunicacion personal): Medio de cultivo utilizado
para la produccién de compuestos bioactivos. Composicién: MOPS (21 gr/l),
MgS0O,47H,0 (0.6 gr/l), extracto de levadura (0.5 gr/l), glucosa (10 gr/l), harina de soja
(10 gr/l), oligoelementos (2 ml/l), agar (22 gr/l). Después de autoclavar afadir:
CacCl,*2H,0 5M (4 ml/l) pH=6.75, estéril.

. Medio GAE (Brafia, comunicacion personal): Medio de cultivo para la
produccion de compuestos bioactivos. Composicion: Glucosa (10 gr/l), extracto de
levadura (0.5 gr/l), asparragina (1 gr/l), agar (22 gr/l). Después de autoclavar afadir:
K,HPO, 10% (5 ml/l), MgSO,4 10% (5 ml/l), FeSO,4 0.2% (5 ml/l), estéril.

. Medio BLED (casa comercial OXOID CM1071): Medio de cultivo de
seleccidn utilizado para el crecimiento de Streptomyces, al cual se afiaden 80ug/ml de
cicloheximida (antifingico) y 20ug/ml de &cido nalidixico (antibiético frente a Gram-

negativas).

. Medio TSA (Tripnone Soya Broth, casa comercial Merck): Medio de
cultivo de seleccioén utilizado para el crecimiento de Streptomyces al cual se afiaden
80ug/ml de cicloheximida (antifungico) y 20ug/ml de acido nalidixico (antibiodtico frente

a Gram-negativas).

Medio TSA-marino: Medio de la misma casa comercial que el anterior pero

preparado con agua marina estéril.
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2.2.2 Otros medios de cultivo

. Medio TSA 1/2. Medio utilizado para el cultivo de Escherichia coli y

Microccocus luteus

. Medio Saboraud (casa comercial Sabouraud Dextrose Agar, Difco)

Medio utilizado para el cultivo de Saccharomyces cerevisiae
2.3 Aislamientos en medios selectivos

Se sembrd un volumen de 200 pl procedentes de los tubos Falcon con las
muestras procesadas en medio TSA, TSA-marino y BLED. Estas placas se incubaron
incubando a 28°C durante al menos una semana. Pasados los dias de incubacién se
observaron al microscopio éptico y lupa las colonias con aspecto de actinomiceto y se
anotaron como muestras positivas aquellas en las que se observaba la estructura
caracteristica de estas bacterias. Se anotaron el nimero de colonias en esta placa
inicial, y su fenotipo.

Posteriormente se sembraron en R5A y R5A-marino por sectores varios tipos
de las colonias observadas inicialmente y se incubaron durante 5 dias a 28°C.
Pasados estos dias se procedié a seleccionar las cepas con distinto fenotipo
procedentes de los sectores y asignarles un codigo. Para definir las distintas cepas se
utilizé inicialmente la descripcion de la colonia: color del micelio sustrato, color del

micelio aéreo y produccion de pigmento.

Las siembras fueron realizadas bajo condiciones de esterilidad utilizando una

campana de flujo laminar.

2.4 Ensayos de actividad antimicrobiana

2.4.1 Microorganismos utilizados como cepas reveladoras

— Microccocus luteus
— Escherichia coli

— Saccharomyces cerevisiae

2.4.2 Andlisis de la produccion de compuestos antimicrobianos mediante

bioensayos
Los bioensayos se realizaron al 5° dia de incubacién de las cepas.

— Bioensayos mediante bloques de agar.
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Con la ayuda de una punta de micropipeta se extraen bloques de agar
directamente de la zona de crecimiento, y se depositan en las placas con las cepas
reveladoras. Las placas con los bioensayos se incuban durante un dia a 28°C la cepa
de S. cerevisiae y a 37°C las cepas de M. luteus y E. coli y posteriormente se midi6 el
diametro del halo de inhibicion de crecimiento de la cepa reveladora alrededor del
bloque de agar.

Mediante esta técnica se analizan todos los compuestos presentes en la

colonia.
— Extracciones de compuestos antimicrobianos

Previo a los bioensayos con discos antibiograma se realiza una extraccién de
los compuestos con actividad antimicrobiana, en este caso solo se extraeran los

compuestos con caracter hidrofébico.

Esta extraccion se realizé por un lado, en condiciones neutras y por otro lado en
condiciones &cidas, para ello se tom6 aproximadamente la mitad de la zona de
crecimiento de las colonias cultivadas en los medios de produccién, colocando estos
extractos en dos tubos Falcon. En uno de estos tubos se afiadieron 3 ml de acetato de
etilo, mientras que en el otro se afadieron 3 ml de acetato de etilo con 1% &cido

férmico.

Los tubos Falcon con los extractos se mantuvieron en agitacion durante 45
minutos, después de este tiempo se tom6 2 ml de cada tubo, este volumen se
traspas6 a 2 tubos eppendorf diferentes y posteriormente se evapor6 en una
centrifuga acoplada a una bomba de vacio (Speed-Vac) obteniendo asi el extracto
seco. Se obtiene asi 4 extractos de cada cepa, 2 extraidas en condiciones neutras 'y 2

extraidas en condiciones acidas. Este extracto seco se conservo a 4°C.

Una parte de los extractos se utiliz para los bioensayos con discos antibiograma y
la otra parte se conservd para la identificacion de los compuestos antibidticos
mediante UPLC.

— Bioensayos mediante discos antibiograma

Para la realizacion de los bioensayos se resuspendieron los extractos secos
afnadiendo 70 yl de DMSO+MeOH y posterior agitacién durante 5 min. Después se
inocularon 15 ul de cada uno de los extractos en discos antibiograma y se colocaron

sobre placas con las 3 cepas reveladoras e incubaron en las mismas condiciones que
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los bioensayos con blogues de agar. Posteriormente se midié el halo de inhibicién de

crecimiento de la cepa reveladora alrededor de los discos antibiograma.

Este andlisis es complementario al bioensayo mediante bloques de agar, ya que es
posible detectar actividades que no se detectaron en el anterior andlisis debido a la
mayor concentracion de los compuestos, aunque solo detectarian aquellos

compuestos hidrofébicos extraibles con acetato de etilo.
2.5 Identificacion de los compuestos antibiéticos mediante UPLC

Para analizar los posibles compuestos con actividad antibiética, se realizé una
UPLC (Ultra Performance Liquid Chromatography, cromatografia liquida de alto
rendimiento). Se utiliz6 un equipo Acquity (Waters), con una columna BEH c18 de
tamafio 2,1x100 mm y tamafio de particula de 1,7 um. Las condiciones se indican a

continuacion:

Tiempo (minutos) 0-1 2-8 8-10

- . 10% acetonitrilo: 90% | Paso de los extractos en | 100% acetonitrilo para eluir
uyente . . : » . - :
acido trifluoroacético | las mismas condiciones los compuestos retenidos

El software utilizado es el programa Empower (Waters), que permite obtener un

perfil con todos los compuestos detectados en todas las longitudes de onda (MaxPlot).
2.6 Conservacion de las esporas

Para la conservacion de los cultivo de se recogeran las esporas a partir de

cultivos en medio solido conservandose en glicerol al 20%, y almacenandose a -20°C.

10
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.  RESULTADOS

3.1 Aislamiento de especies Streptomyces a partir organismos de la

zona intermareal

Las cepas previamente aisladas de los organismos de la zona intermareal, se

resembraron en R5A, para hacer una descripcion en detalle de su fenotipo, Tabla 2.

Tabla 2: Descripcién fenotipica de las cepas de Streptomyces encontradas en los

organismos de la zona litoral.

FENOTIPO

Cepa tipo Color del micelio Color de las esporas

Pigmento

M-64 Marrén Crema

M-87 ‘ Rosado

. .
Gris/verdoso

Verdoso

Cobrizo

Marrén

M-100 :

M-108 Melocoton 4_

M-109 Marron

M-118 Gris suro
-, Sin pigmento

11
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3.1.1 Produccién de antibiéticos en distintos medios de cultivo

Para los bioensayos se probaron en este caso tres medios de produccién
diferentes: R5A, GHSA y GAE, estos resultados se muestran en la Tabla 3.

Tabla 3: Actividad antimicrobiana medida mediante el diametro (en mm) del halo de
inhibicion de crecimiento de las cepas reveladoras, producido por las cepas de
Streptomyces asociadas alos organismos de la zona intermareal.

Diametro del halo de inhibicion de crecimiento
en las 3 cepas reveladoras

CEPA TIPO MEDIO M. luteus E. coli S. cerevisiae
M-64 R5A B. A 20 - -
D. A. (N/Ac) -/- -/- -/-
GHSA B. A 16 - -
D. A. (N/Ac) -/- -/- -/-
GAE B. A. 22 - -
D. A. (N/Ac) 71- -/- -/-
M-87 R5A 11 - -
11/9 -/- -/-
GHSA 11 - -
9/8 -/- -/-
GAE - - -
9/7 -/- -/-
M-100 R5A - - -
-/- -/- -/-
GHSA - - -
-/- -/- -/-
GAE - - -
-/- -/- -/-
M-108 R5A 11 - -
9/8 -/- -/-
GHSA - - -
-/- -/- -/-
GAE - - -
-/- -/- -/-
(Continta)

12
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Tabla 1 (Cont.): Actividad antimicrobiana medida mediante el diametro (en mm) del halo de
inhibicidon de crecimiento de las cepas reveladoras, producido por las cepas de Streptomyces
asociadas alos organismos de la zona intermareal.

Diametro del halo de inhibicién de crecimiento
en las 3 cepas reveladoras

CEPA TIPO MEDIO M. luteus E. coli S cerevisiae
M-109 R5A 11 - -
8/11 -/- -/-
GHSA 11 - -
8/10 -/- -/-
GAE 15 - -
8/8 -/- -/-
M-118 R5A - - 15
10/9 -/8 18/13
GHSA - - 19
718 -/- 12/8
GAE - - -
-/19 -/10 -/14

B. A.: Bloques de Agar; D. A.: Discos Antibiograma; N: neutras; A: acidas; -, sin halo.

La mayor parte de cepas mostraron actividad frente alguno de los 3 organismos,
fundamentalmente frente a M. luteus. Las cepas sembradas en R5A, presentaron
siempre algun tipo de activad antimicrobiana, excepto la cepa M-100, la cual no
presenta actividad en ninguno de los 3 medios utilizados, por tanto, a tenor de estos

resultados, serd el medio R5A el utilizado en posteriores bioensayos.

En todos los extractos procedentes de las cepas se encuentran compuestos de

distintas familias de antibiéticos pero hasta el momento no han podido ser identificados.

3.2 Aislamiento de especies de Streptomyces a partir de los
organismos del arrecife coralino del Cafién de Avilés
3.2.1 Presencia de Streptomyces en los ejemplares procedentes de las

distintas estaciones muestreadas

El medio TSA fue el que present6 un mejor resultado, ya que fue aqui en donde

se encontraron la mayor parte de colonias de actinomicetos.

La Tabla 1 recogida en la seccibn Anexos, muestra todos los ejemplares
recogidos durante la campafia BIOCANT 3 y en cuales se ha detectado la presencia

de actinomicetos. De las 94 muestras recogidas (entre las que se encuentran 4

13
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muestras de agua a distintas profundidades) se ha detectado la presencia del género

Streptomyces en 32 de ellas (Figuras 2 a 32 de la seccién Anexos).

En la Figura 2 se muestra el porcentaje de organismos en los que se aislaron
estreptomicetos en las distintas estaciones muestreadas ordenadas de las menos

profundas a las més profundas.
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R 50

40 -
30

20

: B

0

C5/1300 P3/1500 TP/1800 (C5/2000 (C5/3000 C8/4700

Estacion y Profundidad (en metros)

Figura 2: Porcentaje de organismos en los que se detectd presencia de Streptomyces en
las diferentes estaciones muestreadas.

3.2.2 Cepas de Streptomyces encontradas en los diferentes organismos

De los dos medios de cultivo, utilizados para el aislamiento de las distintas

colonias encontradas, el medio R5A fue en donde se obtuvieron mejores resultados.

De los 32 ejemplares en los que se encuentra presencia de estreptomicetos, el
grupo de los cnidarios es el que presenta un mayor nimero de positivos con 14
ejemplares, seguido del grupo equinodermos, con 7 positivos y el de los poliquetos
con 3 positivos. El resto de los grupos solo presenta un ejemplar positivo por taxén. Se
han encontrado 12 fenotipos distintos de cepas de estreptomicetos entre los
organismos muestreados y 2 fenotipos en la muestra de agua de 3000 m. El nUmero
inicial de colonias varia mucho entre los distintos ejemplares, yendo desde méas de 400
en algun tipo de coral a solo 1 0 2 en otros organismos. Estos resultados se recogen

en la Tabla 4.
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La Tabla 5 muestra la distribucién de las cepas en funcion de la profundidad a
la que se encontraba la estacién. Las cepas encontradas a todas las profundidades
muestreadas son la “Beige”, la “Verde” y la cepa “Naranja/Rojo”. Las cepas “Marron”,

“Melocotén”, “Terracota”, “Azul marino”, “Marrén/negro”, “Amarillo”, “Dorado” y “Crema”

solamente se encuentran a una profundidad determinada.

Las cepas denominadas “Beige”, “Naranja” y “Verde”, son las que aparecen
con mayor frecuencia en los diferentes organismos, mientras que las cepas

denominadas “Marrén”, "Melocoton”, “Rojo intenso”, “Marrén oscuro”, “Gris “ y “Blanco”,

sélo se encuentran en un Unico ejemplar cada una, datos mostrados en la Tabla 6.
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Tabla 4 : Nimero inicial de colonias de Streptomyces encontradas en los diferentes ejemplares muestreados clasificadas segun su fenotipo

FENOTIPO DE LAS CEPAS

TAXON Marrén Beige Naranja/Rojo Melocotén Verde Terracota Azul Marrén/Negro  Amarillo  Rojo Gris Blanco Dorado Crema
marino
F. Poriferos
76 Porifero - - - - 1 7 - - - . }
F. Cnidarios
8 P. periphyla - 2 - - 1 - - - - - -
14 Coral 1 4 2 - 3 - - - - - -
30 Coral - 3 5 2 2 - - - 16 - -
31y Coral - - 250 - 11 - - - - - -
32 Coral - - - - 100 - - - - - .
33 Coral - - - - - - - - 150 - -
51 P. periphyla - 3 - - 5 - - - - - -
52 Actinia - - 400 - - R - . . _ )
58A Gorgonia - - 400 - - - - - - - -
59 Coral - 3 5 - 38 - 3 2 - - -
61 Coral - - - - - - - - - 400 -
62 Coral - 4 - - 27 - - - - - -
64 Gorgonia - - - - 10 - 4 - - - .
66A Coral - 14 - - - - - - - - -
79 Actinia - 2 - - 1 - - - - - -
F. Sipunculidos
12 Sipunculus sp - 2 - - - 1 - - - - -
F. Moluscos
15 Escafopodo - - - - - - - - - 16 -

(Continta)
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Tabla 4 (Cont.) : Numero inicial de colonias de Streptomyces encontradas en los diferentes ejemplares muestreados clasificadas segun su fenotipo

FENOTIPO DE LAS CEPAS

TAXON Marron Beige Naranja/Rojo Melocoton Verde Terracota Azul Marron/Negro Amarillo Rojo Gris Blanco Dorado Crema
marino

F. Anélidos

17 Tubo vacio de - - - - 1 - - - - 12 - - - -
poliqueto
31B Poliqueto - 350 - - 50 - - - - - - - - ;

70 Poliqueto - 3 12 - 6 - - - - - - - - -
tubicula
F. Artrépodos

16 Cirripedo - - - - - - - - - 5 - - - -

20 Stereomastis - 2 - - - - - - - 14 - - - -

Sp
56 Decépodo - 3 - - 1 - - - - - - - - -

F. Equinodermos
13 Hedingia sp - 1 - - - - - - - - - - - -
37 Ceramaster sp - - - - - - - - 27 - - - - -
58B Ofiuroideo - - 400 - - - - - - - - - - -
63 Ofiuroideo - - - - - - - - - - 70 - - -
72 Ofiuroideo - 5 6
73 Asteroideo - 1 - - 1 - - - - - - - - -
87 Ofiuroideo - 1 1

F. Cordados

4 A. hemygymus - 2 - - 2 - - - - - - - - -

Agua 3000 m. - - - - - - - - - - - - 6 4
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Tabla 5 : Presencia de las cepas de Streptomyces en diferentes profundidades

Cepas
Prof. Marron Beige Naranja/rojo Melocotén Verde Terracota Azul marino Marréon/negro Amarillo Rojo  Gris Blanco Dorado Crema
1500 - + + + + - - - + - - - - -
1800 - + + - + - + + - + + + - -
2000 + + + - + + - - - + - - - -
3000 - + - - + - - - - - - - + +
4700 - + + - + - - - - - - - - -

Prof., profundidad en metros; +: presencia, -: no presencia

Tabla 6: Descripcidn fenotipica de las diferentes cepas de Streptomyces asociadas a los organismos del arrecife coralino

Fenotipo
Cepa Tipo Color del micelio Color de las esporas Pigmento Aislados similares y ejemplares en donde se encuentran
M-157 Marrén Cobrizo Cobrizo 14.Coral

M-166 - 30.Coral; M-150 4.Argyropelecus hemygymus; M-152 8.P. periphyla; M-154 12.Sipunculus
sp.; M-156 13.Hedingia sp.; M-161 14.Coral; M-165 20.Stereomastis sp.; M-171 51.P.
periphyla; M-173 56.Decapodo; M-182 y M-225 66.Coral; M-183 72.Ofiuroideo; M-187
59.Coral; M-196 62.Coral; M-208 87.0Ofiuroideo; M-210 70.Poliqueto; M-212 73.Asteroideo;
M-215 79.Actinia; M-220 31p.Poliqueto

Continda
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Tabla 6 (Cont.): Descripcién fenotipica de las diferentes cepas de Streptomyces asociadas a los organismos del arrecife coralino

Fenotipo
Cepa Tipo Color del micelio Color de las esporas Pigmento Aislados similares y ejemplares en donde se encuentran

M-167 Naranja Rosado Naranja 30.Coral; M-158 y M-160 14.Coral; M-174 58A.Gorgonia; M-176 58B.Ofiuroideo; M-180 y M-
181 70.Poliqueto; M-189 59.Coral; M-192 52.Actinia; M-222 31.Coral

M-169 Melocotén Melocotén transparente  Melocoton 30.Coral

M-175 Rojo innso Rojo 58A.Gorgonia

M-178 Terracota Blanco ] Anaranjado 76.Porifero; M-155 12.Sipunculus sp.

M-179 Verde 70.Poliqueto; M-151 4.A. hemygymus; M-153 8.P. periphyla; M-159 14.Coral; M-162 y M-
163 14.Coral; M-164 17.Tubo de poliqueto; M-168 30.Coral; M-170 51.P. periphyla; M-172
56.Decépodo; M-177 76.Porifero M-184 64.Gorgonia; M-188 59.Coral; M-195 y M-206
62.Coral; M-205 59.Coral; M-209 87.Ofiuroideo; M-211 73.Asteroideo; M-218 32.Coral; M-
219 72.0Ofiuroideo; M-221 31B.Poliqueto; M-223 31.Coral; M-224 70.Poliqueto

Contintia
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Tabla 6 (Cont.): Descripcién fenotipica de las diferentes cepas de Streptomyces asociadas a los organismos del arrecife coralino

Fenotipo
Cepa Tipo Color del micelio Color de las esporas Pigmento Aislados similares y ejemplares en donde se encuentran
M-185 Azul marino Blanco azulado Azul marino 64.Gorgonia; M-191 59.Coral
M-186 Marrén oscuro i Marrén oscuro 59.Coral
M-193 Amarillo limén Amarillo - 37.Ceramaster sp.; M-199 30.Coral; M-201 33.Coral
M-194 Rojo oscuro - 61.Coral; M-197 17.Tubo de poliqueto; M-200 20.Stereomastis sp.; M-202 15.Escaf6podo;
M-203 16.Cirripedo
M-204 - 63.0fiuroideo
ContinGia
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Tabla 6 (Cont.): Descripcién fenotipica de las diferentes cepas de Streptomyces asociadas a los organismos del arrecife coralino

Fenotipo
Cepa Tipo Color del micelio Color de las esporas Pigmento Aislados similares y ejemplares en donde se encuentran
M-207 Blanco Blanco - - 66.Coral
\\- \;ﬁ »
M-227 Marrén rojizo Crema dorado Bronce Control de agua a 3000 m de profundidad
N
M-228 Ocre Crema - Control de agua a 3000 m de profundidad

-, Sin produccion de pigmento
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3.2.3 Ensayos de actividad antimicrobiana
La Tabla 7 recoge los resultados de actividad antimicrobiana de las distintas cepas.

Tabla 7: Actividad antimicrobiana medida mediante el didmetro (en mm) del halo de
inhibicion de crecimiento de las cepas reveladoras, producido por las cepas de Streptomyces
asociadas a los organismos del arrecife coralino

Diametro del halo de inhibicién de crecimiento en las 3 cepas
reveladoras

CEPA TIPO M. luteus E. coli S. cerevisiae

M-157 B. A. 30 22 -
D. A. (N/Ac) 24/29 19/28 -/16

M-166 27 - -

27/22 -/- -/-

M-167 26 20 -

24/22 18/14 -/-

M-169 11 15 -

8/ 8/8 -/-

M-175 20 20 -

21/21 16/15 -/-

M-177 - - -
-/- -/- -/11

M-178 - - -

-/- -/- -/-

M-179 15 - -
23/23 -/- -/11

M-185 15 - -

11/12 -/- -/-

M-186 11 - -

-/- -/- -/-

M-193 - - -
-/12 -/16 -111

M-194 - - -
-117 -/18 -/12

M-204 13 - 12
11/11 -/- 20/20

M-207 30 12 -
33/21 -/20 -/15

M-227 30 23 -
25/23 20/25 -/16

M-228 15 - -
-/10 -/16 -/13

B. A.: Blogues de Agar; D. A.: Discos Antibiograma; N:

neutras; A: acidas; -, sin halo.
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Dentro del fenotipo “Verde” hay diversidad en cuanto a la produccion de
compuestos antimicrobianos. La cepa M-177, no presenta actividad frente a M. luteus,
mientras que la cepa M-179 si presenta actividad.

Todas las cepas presentan actividad frente a los 3 microrganismos reveladores
excepto la cepa “Terracota” (M-178) y un grupo dentro de cepa “Verde” (M-177), las cuales
no presentan actividad frente a ninguno de los microorganismos. En todos los casos en
donde se detectd actividad antibiética también se puedo extraer alguno de los compuestos
responsables de esta actividad, excepto en cepa “Marrén/negro” (M-186).

3.2.4 Antibidticos y antitumorales identificados

Mediante técnicas de cromatografia de UPLC se han podido llegar a identificar
algunos de los compuestos antibidticos procedentes de tres de las cepas, en los demas
casos se observa también la presencia de gran nimero de metabolitos secundarios pero
éstos no se han podido llegar a identificar en busquedas preliminares. Estos compuestos y
las cepas de dénde provienen se muestran en la Tabla 8.

Tabla 8: Compuestos antibiéticos identificados en cepas de Streptomyces aisladas de los
organismos del arrecife coralino

CEPA TIPO COMPUESTOS

“Beige” M-166 Loboforinas

“Naranja” M-167 Antraciclinas y maltofilinas

“Verde’M-179 Paulomicinas, maltofilinias, antimicinas y polienos
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IV. DISCUSION

4.1 Distribucion de Streptomyces en los diferentes organismos marinos

En este trabajo se analizaron las poblaciones de Streptomyces asociadas a

organismos marinos del habitat intermareal y de arrecife coralino del Cafion de Avilés.

Las estaciones situadas a mayor profundidad, C5/3000 y C8/4700, muestran menor
proporcion de organismos con asociacion de estreptomicetos, esto puede deberse a que las
condiciones de temperatura limiten el crecimiento de estas bacterias. El caso de la estacién
C5/1300, es posible que no se detectara ningun positivo debido a que los ejemplares
muestreados pertenecen todos al grupo de los teledsteos, y no hay ningun ejemplar de
invertebrado bentdnico que es en el grupo en el cual se han localizado mayor nimero de

positivos.

De las muestras de agua de mar recogidas a diferentes profundidades fueron
analizados inicialmente 3 ml de cada una y no se encontraron cepas de Streptomyces a
excepcién de la muestra de agua recogida a 3000 m. estas cepas son diferentes a las
encontradas en el resto de organismos marinos. Estos resultados sugieren que las cepas
gue describimos en el presente trabajo no provendrian de la columna de agua, sino que

estarian asociadas a los invertebrados marinos, ya sea de manera temporal o permanente.

En los casos en los que el nimero de colonias iniciales en los aislamientos a partir
de los organismos marinos es muy elevado, mayor de 100, por lo general sé6lo se
encuentran una o0 dos cepas, lo que sugiere una asociacibn mas estrecha entre el
invertebrado y la bacteria; en cambio en los casos en los que los que el nimero inicial de
colonias es muy bajo, 1 0 2, no podemos afirmar que la cepa de Streptomyces esté

asociada de una manera permanente con el organismo correspondiente.

De todos los grupos en los que se ha detectado la presencia de Streptomyces, el que
mayor nimero de positivos ha dado has sido el grupo de los corales, en dénde también
encontramos numeros elevados de colonias iniciales, siendo esto acorde con estudios
previos en los cuales se habia detectado la presencia de diversos actinomicetos en
gorgonias y corales tanto duros como blandos (7, 8). Ademas en este trabajo encontramos
la presencia de esta bacteria también asociada a corales solitarios. Los posibles beneficios
de la asociacion de estreptomicetos con estos organismos marinos esta siendo estudiada

siendo la hipétesis de proteccion frente a patdégenos y depredadores la mas aceptada (8, 9) .
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Otro taxdn en el cual se han encontrado diversos ejemplares positivos y con gran
namero inicial de colonias es en el de los ofiuroideos, esto puede ser debido a que estos
invertebrados se encuentran muchas veces agarrados con gran firmeza en las gorgonias,
por ejemplo en caso de 58A-Gorgonia y 58B-Ofiuroideo, en el que se encuentran las
mismas cepas y en proporcion similar. En cambio un resultado interesante es el del 31p-
Poliqueto y 31y-Coral. Estos dos organismos se encontraban juntos en el muestreo (el
poliqueto se encontraba enrollado sobre el eje del coral), pero a pesar de ello, presentan
cepas de estreptomicetos diferentes, esto apunta a una especificidad en la asociacién entre

la bacteria e invertebrado correspondiente.
4.2 Cepas de Streptomyces aisladas

De las cepas encontradas en los organismos del arrecife coralino, las denominadas
“Beige”, “Verde” y “Naranja”, son las mas extendidas entre los diferentes invertebrados,
encontrandolas también en la mayoria de las profundidades muestreadas. Aislados de estas
mismas cepas fueron encontrados en algas del intermareal, en las playas de la localidad
asturiana de Gijon, analizadas en un trabajo previo (Blanco G., manuscrito en preparacion).
El Cafon de Avilés difiere mucho con la zona intermareal en cuanto a las condiciones
abidticas se refiere, mientras que el primero es un habitat estable, la zona intermareal, esta
sometida a la influencia de las mareas, y por tanto es un medio en donde las condiciones
ambientales varian mucho a lo largo del tiempo. El encontrar aislados de las mismas cepas
en ambos habitats pone de manifiesto la gran capacidad de este género para colonizar

ambientes muy diversos.

Entre los 1800 y 2000 m de profundidad encontramos a 11 de las 14 cepas, siendo
ésta la zona muestreada de mayor diversidad dentro del género. Este hecho, a falta de una
exploracion mas exhaustiva del Cafion de Avilés, puede deberse a que esta bacteria sea
aerobia estricta, ya que en la columna de agua existen dos maximos de concentracién de
oxigeno, uno se encuentra en superficie mientras que el segundo de ellos se encuentra, a
mayor profundidad, en el caso del mar Cantadbrico, a unos 1500 m . Esta profundidad

coincide con la zona de mayor diversidad de cepas encontradas en el trabajo.

Las caracteristicas morfolégicas observadas al microscopio de las cepas
encontradas concuerdan con las caracteristicas morfolégicas del género Streptomyces,
excepto la cepa denominada “Rojo”, la cual presenta una morfologia caracteristica del
género Micromonoespora , otro género dentro del grupo de los actinomicetos que también

es productor de antibiéticos.
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A pesar de que algunas de las cepas encontradas en los organismos de la zona
intermareal comparten caracteristicas fenotipicas similares con los aislados encontrados en
los invertebrados del Cafion de Avilés, como la cepa M-118 y M-204 (ambas con micelio de
color gris) los resultados obtenidos tras los bioensayos sugieren que se tratan de cepas
diferentes o bien la misma cepa que en funcion del hébitat produce diferentes compuestos.

La cepa “Rojo intenso” tiene un fenotipo y una actividad antimicrobiana muy similares
a la cepa denominada “Naranja” y al comparar el perfil metabdlico obtenido al realizar el
andlisis con UPLC, se observd que éste es similar, por lo tanto es posible que estas dos
cepas con un fenotipo ligeramente diferente pertenezcan a la misma especie de

Streptomyces .

En cualquier caso es necesaria una identificacion de los aislados mediante una

secuenciacion del RNA16S para la confirmacion de estas ultimas hipotesis.
4.3 Compuestos antibioticos producidos por las diferentes cepas

Las cepas denominadas “Verde”, “Beige” y “Naranja” descritas en este trabajo son
similares a cepas previamente aisladas a partir de algas intermareales en un trabajo previo
(Blanco, G., manuscrito en preparacion). La cepa “Verde” produce paulomicinas,
antibioticos frente a Gram-positivas y a clamidias, también varios antifiangicos miembros de
la familia de las maltofilinas y de la familia de las antimicinas y por ultimo polienos tipo
candicidina La cepa “Naranja” produce diferentes compuestos miembros de la familia de las
antraciclinas que son antibiéticos con actividad antitumoral y extractos de estas cepas
presentan fuertes actividades citotoxicas frente a diferentes lineas celulares, también
producen varias maltofilinas, al igual que la cepa “Verde”. La cepa denominada “Beige”
sintetiza varios compuestos miembros de la familia de las loboforinas los cuales tienen
actividad antiinflamatoria, recientemente se ha descubierto que estos compuestos tienen
propiedades antituberculosas, esta cepa también produce germicidinas compuestos

importantes en la germinacion de las esporas de los estreptomicetos.

El hecho de que solo se hayan identificado 6 compuestos con actividades antibioticas
puede ser debido a que la base de datos a la que se tiene acceso para andlisis preliminares,
sea reducida y por tanto no mostraria alguno de los compuestos encontrados, o bien debido
a que son compuestos completamente nuevos y por tanto todavia no se encuentren

registrados en ninguna base de datos.
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Este trabajo abre la puerta a estudios mas a fondo para poder purificar e identificar
los compuestos mas relevantes producidos por las cepas de Streptomyces procedentes de

los dos habitats marinos estudiados, la zona intermareal y el arrecife coralino.
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1)

2)

3)

4)

V. CONCLUSIONES
La existencia de determinadas cepas ubicuas en cuanto a su distribucion en habitats
de la zona intermareal y del arrecife coralino del Cafidn de Avilés.
Los Streptomyces se encuentran asociados principalmente a corales, gorgonias y
algas y también a otros grupos de invertebrados marinos como las ofiuras.
La necesidad de profundizar en el estudio de la extraordinaria diversidad de
compuestos bioactivos producidos por las especies de este género y por tanto la
posibilidad de descubrir cepas productoras de nuevos compuestos de interés
farmacoldgico.

Es necesario profundizar en el estudio de las asociaciones establecidas entre los
Streptomyces Y los diferentes organismos marinos para determinar sus implicaciones

ecoldgicas.
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Figura 3: Localizacion de las 4 estaciones en las que se recogieron las muestras del presente estudio.




Tabla 1. Muestras procesadas durante la campafia BIOCANT 3 mostrando la estacién en dénde se han recogido, tipo de red utilizada, profundidad, resultado y clasificacion de los

ejemplares
ESTACION RED PROFUNDIDAD MUESTRA RESULTADO EJEMPLAR CLASIFICACION
C-5 MOCNESS 3000
1 Copépodo P. Arthropoda; Cl. Maxilépoda; Shcl. Copépoda
2 Eufausaceo P. Arthropoda; Cl.Malacostraca; O. Eupahusacea
3 Tunicado P. Chordata; Cl. Thaliacea
4 + Argyropelecus hemygymus P, Chordata; Cl. Actinopterygii; O.Stomiiformes
5 Gigantocypris sp. P. Arthropoda; Cl. Maxilopoda; O. Myodocopida; F.
Cypridinidae
6 Copepodo P. Arthropoda; Cl. Maxilépoda; Sbcl. Copépoda
7 Sagita sp. P. Chaetogtatha; O. Aphragmophora
8 + Periphyla periphyla P. Cnidaria; Cl. Scyphozoa; O. Coronatae; F.
Periphyllidae
9 Cymbula sp P. Mollusca; Cl Gastropoda; O. Thecosomata; F.
Cymbuliidae
10 Hidromedusa P. Cnidaria; Cl Hydrozoa; O. Hydroida
C-5 AGASSIZ 1900-2000
11 Colossendis colossea P. Arthropoda; Cl. Pycnogonida
12 Sipunculus sp P. Sipuncula; Cl. Sipunculida; O. Sipunculiformes
13 + Hedingia sp P. Echinodermata; Cl Holothuroidea; O. Molpadia; F.
Molpadidae
14 + Coral P. Cnidaria; Cl. Anthozoa; Shcl. Hexacorallia
15 + Escafépodo P. Mollusca; Cl. Scaphopoda; F. Dentaliidae
16 + Cirripedo P. Arthropoda; Cl. Maxilopoda; Shcl. Cirripedia
17 + Tubo vacio de poliqueto
18 Ofiura P. Echinodermata; Cl Ophiuroidea
19 Ofiura P. Echinodermata; Cl Ophiuroidea
20 + Stereomastis sp P. Arthropoda; Cl.Malacostraca; O. Decapoda
21 Gnathophausia sp. P. Arthropoda; Cl.Malacostraca; O. Eupahusacea
22 Equinoideo P. Echinodermata; Cl Echinoidea
C-5 iIKMT 1300
23 Tunicado P. Chordata;Cl. Thaliacea
24 Grammatostomas flagelibarba p

. Chordata; CI. Actinopterygii; O. Stomiiformes
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ESTACION RED PROFUNDIDAD MUESTRA RESULTADO EJEMPLAR CLASIFICACION
C-5 iKMT 1300

25 Venodermichthys capei P. Chordata:
26 Roulemia madenensis P. Chordata;
27 Argylopelecus olfersi P. Chordata; Cl. Actinopterygii; O.Stomiiformes
P-3 AGASSIZ 1500
28 Coral P. Cnidaria; Cl. Anthozoa
29 Coral P. Cnidaria; Cl. Anthozoa
30 + Coral P. Cnidaria; Cl. Anthozoa
31B + Poliqueto P. Annelida; Cl Polychaeta
31y + Coral P. Cnidaria; Cl. Anthozoa
32 + Coral P. Cnidaria; Cl. Anthozoa; O. Screlactinia
33 + Coral plano P. Cnidaria; Cl. Anthozoa; O. Screlactinia
34 Pagurus sp P. Arthropoda; Cl.Malacostraca; O. Decapoda
35 Pagurus sp P. Arthropoda; Cl.Malacostraca; O. Decapoda
36 Quirostolido P. Arthropoda;; Cl.Malacostraca; O. Decapoda; F.
Chirostyloidea
37 + Ceramaster sp P. Echinodermata; CI. Asteroidea; O. Valvatida
38 Grupo Luidia P. Echinodermata; Cl. Asteroidea; O. Paxillosida
39 Colus sp P. Mollusca; Cl. Gastropoda; O. Neogastropoda
40 Gasteropodo P. Mollusca; Cl. Gastropoda; O. Neogastropoda
41 Afroditido P. Annelida; Cl.Polychaeta; O. Phillodocida;
42 Crinoideo P. Echinodermata; Cl Crinoidea
43A Braquiopodo P. Brachiopoda;
43B Cirripedo P. Arthropoda; Cl. Maxilopoda; Sbcl.
C-8 AGASSIZ 4700
44 Equiuro P. Echiura
45 Holoturia P. Echinodermata; Cl Holothuroidea
46 Holoturia P. Echinodermata; Cl Holothuroidea
47 Scotoplanes sp P. Echinodermata; Cl Holothuroidea; O. Elasipodida
48 Sipunculido P. Sipunculida
49 Asteroideo P. Echinodermata; Cl. Asteroidea



50 Ofiuroideo P. Echinodermata; Cl. Ofiuroidea

ESTACION RED PROFUNDIDAD MUESTRA RESULTADO EJEMPLAR CLASIFICACION
C-8 AGASSIZ 4700

51 + P. periphyla P. Cnidaria; Cl. Scyphozoa; O. Coronatae; F.

Periphyllidae

52 + Actinia P. Cnidaria; Cl Anthozoa; O. Actiniaria

53 Gasteropodo P. Mollusca; Cl. Gastropoda; O. Archaeogastropoda

54 Porifero P. Porifera

55 Porifero P. Porifera

56 + Decapodo P. Arthropoda; Cl.Malacostraca; O. Decapoda
TP iKMT 1700

57 A. hemygymus P. Chordata; Cl. Actinopterygii; O.Stomiiformes
TP AGASSIZ 1800

58A + Gorgonia P. Cnidaria; Cl Anthozoa; O. Gorgonacea

58B + Ofiuroideo P. Echinodermata; CI. Ofiuroidea

59 + Coral P. Cnidaria; Cl Anthozoa

60 Crinoideo P. Echinodermata; CI. Crinoidea

61 + Coral P. Cnidaria; Cl Anthozoa

62 + Coral P. Cnidaria; Cl Anthozoa

63 + Ofiuroideo P. Echinodermata; Cl. Ofiuroidea

64 + Gorgonia P. Cnidaria; Cl Anthozoa; O. Gorgonacea

65 Gorgonia P. Cnidaria; Cl Anthozoa; O. Gorgonacea

66A + Coral rosa P. Cnidaria; Cl Anthozoa;O. Scleractinia

66B Coral rosa P. Cnidaria; Cl Anthozoa; O. Scleractinia

67 Coral solitario P. Cnidaria; Cl Anthozoa; O. Scleractinia

68 Coral solitario P. Cnidaria; Cl Anthozoa; O. Scleractinia

69 Coral solitario P. Cnidaria; Cl Anthozoa; O. Scleractinia

70 + Poliqueto tubicula P. Annelida; Cl Polychaeta

71 Escaf6podo P. Mollusca; Cl. Scaphopoda; F. Dentaliidae

72 + Ofiuroideo P. Echinodermata; Cl. Ofiuroidea

73 + Asteroideo P. Echinodermata; CI. Asteroidea

74 Ofiuroideo P. Echinodermata; Cl. Ofiuroidea



75
76 +
ESTACION RED PROFUNDIDAD  MUESTRA RESULTADO
TP AGASSIZ 1800
77
78
79 +
80
86
87 +
88
89
ROSETA
N

Porifero
Porifero

EJEMPLAR

Porifero
Equinodermo
Actinia
Braquiépodo
Ofiuroideo
Ofiuroideo
Ofiuroideo
Ofiuroideo

AGUA 1250
AGUA 1500
AGUA 2000
AGUA 3000

L)

T U U U U U U T

. Porifera
. Porifera

CLASIFICACION

. Porifera

. Echinodermata; Cl Echinoidea

. Cnidaria; Cl Anthozoa; O. Actiniaria
. Brachiopoda

. Echinodermata; Cl. Ofiuroidea

. Echinodermata; Cl. Ofiuroidea

. Echinodermata; Cl. Ofiuroidea

. Echinodermata; Cl. Ofiuroidea
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