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1. RESUMEN

Siderastrea siderea es un coral escleractinio cuyas colonias pueden llegar a alcanzar hasta
2m de diametro, es una de las principales especies formadoras de arrecifes coralinos en Isla
Fuerte y ocupa el 80% de la cobertura del arrecife de Punta Cebolleta. Actualmente esta
especie se ve afectada por una serie de enfermedades en esta zona, encontrandose incluso
varias de éstas sobre una misma colonia.

Teniendo en cuenta esto, el objetivo de este trabajo fue caracterizar las enfermedades mas
predominantes de Siderastrea siderea en el arrecife de Punta Cebolleta en Isla Fuerte
Bolivar y la actividad antagoOnica in-vitro de aislamientos de actinobacterias marinas
asociadas al tejido coralino.

Para esto, se evalud el estado de salud de S. siderea, mediante la técnica de punto
intercepto, posteriormente, se tomaron fragmentos de tejido coralino con signos de salud y
de cada una de las enfermedades, a partir de éstos se realizd un aislamiento de las bacterias
aerobias y anaerobias facultativas asociadas a los mismos, las cuales fueron sometidas a
una caracterizacion macroscopica, microscopica y bioguimica. Por dltimo se evalud la
actividad antagénica in-vitro de las actinobacterias aisladas frente a cuatro bacterias
asociadas a la enfermedad de mayor cobertura.

Se encontrd, que la enfermedad méas predominante de Siderastrea siderea fue puntos
blancos, con una cobertura del 2,474%, siendo muy posiblemente el género Vibrio el que se
encuentra asociado a eésta y las otras enfermedades evaluadas. Adicionalmente, la
actinobacteria asociada a la enfermedad de banda rosa fue la que presentd la mayor
actividad antagonica frente a 3 de los aislamientos bacterianos evaluados.

Con este trabajo se concluye que posiblemente los eventos de enfermedad de Siderastrea
siderea en el arrecife de Punta Cebolleta, se relacionan con factores ambientales
cambiantes que conllevan a que el género Vibrio actué como oportunista y ocasione un

desequilibrio de la microbiota residente del coral.



2. INTRODUCCION

“Los arrecifes coralinos son estructuras masivas formadas en su mayoria por corales”
(Emery 1981), los cuales son organismos pertenecientes al phylum Cnidaria que tienen la
capacidad de desarrollarse y transformar zonas poco productivas, en zonas de elevada
productividad gracias a su capacidad de establecer simbiosis con las zooxantelas y secretar

carbonato de calcio (Lopez 2012).

Estos ecosistemas han tomado gran importancia en las Ultimas décadas, no solo por
albergar una gran cantidad de biodiversidad, “comparable Gnicamente con la selva himeda
tropical” (Céardenas et al. 2012), sino también por proveer una gran belleza visual y encerrar
una gran productividad bioldgica y econdmica para varios paises del mundo (Garzon et al.
2001; Moberg & Folke 1999; Von Prahl & Erhardt 1985).

En Colombia, los arrecifes son escasos constituyen “areas de tan solo 2,860 Km de
extension” (Diaz et al. 2000), por lo que son considerados uno de los ecosistemas mas
valorados en el pais, siendo los de mayor importancia los ubicados en el Caribe, puesto que
presentan un mayor complejidad y albergan un mayor nimero de especies, frente a los
arrecifes del Pacifico (Diaz et al. 2000; Garzon et al. 2001).

Dentro de los arrecifes que se encuentran en el Caribe colombiano, se destaca el entorno
coralino de Isla Fuerte, Bolivar, una isla ubicada en la parte subcentral de la plataforma
continental del Caribe colombiano (Diaz et al. 1996; Gallego & Vélez 1994; Ortega 2010),
en cuya zona oriental se encuentra el arrecife de Punta Cebolleta, un arrecife dominado
principalmente por Siderastrea siderea (Gomez, comunicacion personal, 25 de Septiembre
del 2014).

Siderastrea siderea es un coral escleractinio, hermatipico, que tiene la capacidad de formar
colonias de gran tamafio, otorgandole a los arrecifes estructura y la capacidad de albergar
diferentes especies (Cardenas et al. 2012; Florez & Santodomingo 2010; Von Prahl &
Erhardt 1985). Estudios realizados por Bernal (2012) y por Casas (2011), muestran que esta

especie se ve afectada por varias enfermedades como: puntos blancos y lunares oscuros. De
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igual forma, observaciones personales en este trabajo y de Gomez en el 2014, permitieron
identificar la presencia de otras enfermedades como banda amarilla, plaga blanca, banda

rosa, banda blanca, banda negra y aspergillosis en S. siderea.

Dichas enfermedades coralinas son uno de los factores que ocasiona mayormente el declive
de la cobertura de los arrecifes coralinos (Frias-Lopez 2004), llegando a ocasionar dafos de
“hasta el 30% de los mismos” (Loya 2004, citado en Rosenberg & Barash 2005). Sin
embargo, se tiene poco conocimiento de cuales son los microorganismos que se encuentran
asociados tanto a los fragmentos de coral sano de Siderastrea siderea, como de aquellos

que presentan signos de enfermedad.

Por lo anterior, con este trabajo se buscd tener una aproximacion mediante una descripcion
fenotipica, a la posible identidad de algunas bacterias aerobias o anaerobias facultativas que
se encuentran asociadas a las enfermedades de Siderastrea siderea para con ello, tener un
mayor entendimiento de las enfermedades que estan afectando a esta especie, asi como

para prevenir y reducir su ocurrencia en el futuro.

Para ello, se determind el estado de salud de Siderastrea siderea en el arrecife de Punta
Cebolleta, mediante la técnica de punto intercepto, donde se evalué un total de 1900
puntos, de los cuales se registrd el nimero de puntos que se encontraron sobre una lesion o
enfermedad o sobre tejido sano o muerto. Adicionalmente se tomaron muestras de tejido

coralino de unos 2-3 cm® con signos de cada una de las enfermedades y de coral sano.

Estos fragmentos fueron procesados en un tiempo menor a 48 h segun lo descrito por Joyce
& Zorro (2011) y se llevo a cabo un aislamiento primario de las bacterias aerobias
asociadas a dichos fragmentos en 6 medios de cultivo diferentes preparados con agua de
mar. Posteriormente se llevo a cabo una caracterizacion morfoldgica de cada uno de los
aislamientos (macroscépica y microscopica) y una caracterizacion biogquimica de las
bacterias mas predominantes (segun la morfologia) de las tres enfermedades con mayor

cobertura para S. siderea. Finalmente se evalud la actividad antagonica in-vitro, de dos



actinobacterias aisladas (BRA1 y SA1) frente a 4 bacterias asociadas a la enfermedad mas

dominante en el arrecife.

Como resultado del analisis llevado a cabo en este estudio, se identificO que para
Septiembre del 2014 el 14,68 % de S. siderea se encontraba muerta, un 7,74% estaba
enferma y tan solo un 12,21% se encontraba sana. Adicionalmente, se evidencio que la
enfermedad mas predominante de Siderastrea siderea en el arrecife de Punta Cebolleta
seguida de los eventos de blanqueamiento, fue puntos blancos con un porcentaje de
cobertura del 2, 47%.

Asi mismo, con este estudio se logro aislar un total de 92 aislamientos diferentes a partir de
las muestras de tejido coralino, de los cuales el 91,3% correspondieron a bacterias Gram
negativas. Dentro de este porcentaje se logrd evidenciar que de los doce aislamientos que
fueron caracterizados bioquimicamente, 7 pertenecen muy posiblemente a Vibrio
rotiferianus, el cual se encuentra asociado tanto al coral sano, como a las enfermedades méas
predominantes que presenta S. siderea en este arrecife. Adicionalmente se aproximé uno de
los aislamientos de la enfermedad de puntos blancos a Vibrio natriegens y dos de la
enfermedad de banda blanca a V. carchariae y V. alginolyticus respectivamente.

Por dltimo, cabe destacar que dentro del 8,7% restante de los aislamientos obtenidos, se
incluyen dos de actinobacterias: SA1, asociada a coral sano y BRAL asociada a la
enfermedad de banda rosa, las cuales, muy posiblemente pertenecen al género Streptomyces
(Holt et al. 2000) y Nocardia (Holt et al. 2000) respectivamente. Estas dos actinobacterias
presentaron actividad antagénica frente a 4 aislamientos de la enfermedad de puntos
blancos, siendo Nocardia kruczakiae (BRA1), la que mostrd la mayor actividad ante tres de

los mismos.



3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACION

Actualmente, los arrecifes coralinos conforman un ecosistema que se encuentra en riesgo
(Riegl et al. 2009), debido a que se conoce que las coberturas coralinas han presentado una
gran reduccion en los ultimos afios, donde el 27% de los arrecifes coralinos del mundo ya
se ha perdido y el 16% esta en riesgo (Sutherland et al. 2004). Esta reduccion se atribuye
principalmente a enfermedades coralinas (Frias-Lopez 2004), las cuales han traido consigo
perdidas de hasta el 80% de los corales escleractinios en el Caribe, puesto que su
prevalencia, severidad y hospederos han ido en aumento (Mouchka et al. 2010). Se han
reportado 20 enfermedades diferentes (Céardenas et al. 2012) que afectan las diversas

especies coralinas en el mundo.

Si bien es cierto que las enfermedades coralinas juegan un papel fundamental en el
deterioro de los arrecifes coralinos (Frias-Lopez 2004), aun no se conoce con exactitud los
agentes causales de éstas, ya que hasta el momento solo se sabe que la mayoria son
causadas por bacterias (Raymundo et al. 2008; Seré 2015), pero no se conoce con exactitud
la identidad de las mismas. Unicamente se tiene identificado, el agente microbiano causal
de unas pocas enfermedades que cumplen con los postulados de Koch, dentro de los que se
destacan “Aurantimonas coralicida para plaga blanca tipo Il, Aspergillus sydowii, para
aspergillosis, Serratia marcescens para puntos blancos, Vibrio shiloi para el
blangueamiento bacteriano de Oculina patagonia y un consorcio microbiano para banda
negra” (Barash et al. 2005; Gochfeld et al. 2006; Rosenberg et al. 2007).

Especificamente, los arrecifes del Caribe son uno de los mas impactados, ya que
aproximadamente el 82 % de las especies de corales, desarrollan al menos una enfermedad
(Raymundo et al. 2008). De igual forma, es en el Caribe donde las enfermedades coralinas
presentan una distribucion geografica generalizada, se da la aparicion de nuevas
enfermedades y hay una mayor incidencia sobre los arrecifes, lo que ha llevado a que se

denomine a los mismos “puntos calientes de enfermedades” (Weil et al. 2006).

Este problema no es ajeno a Isla Fuerte, ya que especies coralinas como S. siderea, la cual
representa el 80% de la cobertura coralina en arrecifes como el de Punta Cebolleta (Gomez,

comunicacion personal, Septiembre 24 del 2014), se ven afectadas por diferentes
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enfermedades (Bernal 2012), observandose incluso varias de estas sobre una misma

colonia.

Por lo anterior, se hace necesario llevar a cabo estudios del estado actual de salud de
Siderastrea siderea, evaluando la totalidad de la poblacion como sustrato en el arrecife de
Punta Cebolleta, cuantificando la presencia de lesiones y/o tejido sano para identificar
cudles son las enfermedades mas frecuentes por las que se ve afectada esta especie
(Raymundo et al. 2008). Asi mismo se hace necesario tener una aproximacion de las
posibles bacterias aerobias o anaerobias facultativas, que pueden estar asociadas a dichas

enfermedades que afectan a S. siderea.

A partir de lo expresado anteriormente, este estudio permitira tener un acercamiento a
cuéles son las bacterias aerobias o anaerobias facultativas asociadas tanto al coral sano
como a las enfermedades de Siderastrea siderea. De tal forma, que se podrian identificar
los posibles cambios en las comunidades bacterianas, lo que puede relacionarse con la
adquisicién de enfermedades por parte del coral (Mouchka et al. 2010) al ocurrir una
desestabilizacion de su microbiota normal (Cardenas & Arévalo-Ferro 2013).
Adicionalmente, identificar las actinobacterias y las bacterias aerobias o anaerobias
facultativas asociadas a los fragmentos de coral sano de Siderastrea siderea, permitiria
tener un mayor entendimiento del papel que desempefian las comunidades bacterianas en el
coral, ya que estos microorganismos llevan a cabo un control de patégenos (Mouchka et al.
2010) y complementan la nutricion del coral al brindar fuentes de carbono, nitrégeno y
azufre, que no son provistas por la relacion simbidtica coral- zooxantela (Garren & Azam
2012; Kimes et al. 2013).

De forma similar ocurre al evaluar el posible papel antagénico de las actinobacterias frente
a bacterias aerobias o anaerobias facultativas asociadas a la enfermedad mas predominante,
debido a que este tipo de pruebas permite entender las relaciones que existen entre los
diferentes microorganismos asociados al tejido coralino. Puesto que probablemente la
produccion de metabolitos secundarios, entre ellos antibioticos, se puede dar por una

competencia de recursos (Ritchie et al 2006).



Por ultimo, cabe destacar que conocer las bacterias aerobias asociadas a las enfermedades
coralinas, entre ellas las que afectan a Siderastrea siderea, posibilita revelar su origen y
posible fuente, para con ello lograr un control de éstas antes de ser introducidas en el
océano y con ello poder establecer estrategias de conservacion de estos ecosistemas
(Raymundo et al. 2008) (Figura 1).

Pregunta de investigacion

¢Cuales son las bacterias aerobias asociadas a las enfermedades presentes en Siderastrea
siderea, en el arrecife de Punta Cebolleta en Isla Fuerte Bolivar y cuales de las

actinobacterias aisladas de tejido coralino muestran una actividad antagénica in-vitro?
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Figura 1. Planteamiento del problema y justificaciéon. Figura modificada de Rey-Arévalo
(2013).



4. REFERENCIAS CONCEPTUALES

4.1. ARRECIFES CORALINOS

“Los arrecifes coralinos son estructuras masivas formadas en su mayoria por corales”
(Emery 1981). Los corales son organismos pertenecientes al phylum Cnidaria, que
generalmente presentan su mayor desarrollo entre los 0 y 50m de profundidad (Florez &
Santodomingo 2010) y que bajo condiciones adecuadas logran establecerse en el suelo
oceanico generando colonias que pueden llegar a ocupar inmensas coberturas, que
proporcionaran un habitat adecuado para diversa fauna marina (L6pez 2012). Lo anterior es
posible gracias a la capacidad que tienen estos organismos de secretar carbonato de calcio
para generar su propio esqueleto y establecer relaciones simbidticas con zooxantelas
(Lopez 2012), dinoflagelados que le permiten al coral desarrollarse en aguas con baja
cantidad de nutrientes, pues le transfieren del 60-80% del dioxido de carbono fijado al

coral, para complementar su alimentacién (Krediet et al. 2013; Birkeland 1997).

Los arrecifes coralinos son ecosistemas de una gran importancia, ya que albergan
aproximadamente un tercio de las especies marinas (Veron et al. 2009) y llevan a cabo un
gran namero de funciones en las que se destacan: proveer energia, alimento y un sustrato de
proteccién a un inmenso numero de organismos, proteger las costas marinas al funcionar
como barreras ante los huracanes y tsunamis, y ayudar en la formacion de arena para las
playas (Von Prahl & Erhardt 1985; Kuffner et al. 2013). Por otro lado, los arrecifes son
ecosistemas altamente productivos (Von Prahl & Erhardt 1985; Raymundo et al. 2008;
Dubinsky 1990, Birkeland 1997, Malakoff 1997 citados en Gil-Agudelo et al. 2009),
alcanzando productividades que van desde 4 a 10 gC/m?/dia (un valor elevado al comprarlo
con la productividad de un cultivo que generalmente es de 4 gC/m?%dia) (Odum 1971 citado
en Von Prahl & Erhardt 1985) y juegan un papel fundamental en la economia del muchos
paises, ya que proveen una gran cantidad de bienes y servicios dentro de los que se
destacan la pesca, (Moberg & Folke 1999), el turismo (Davin & Brannet 2010) y la
recreacion (Moberg & Folke 1999), a partir de los cuales se obtienen ingresos de alrededor
de 375 billones de dolares al afio en el Caribe (Davin & Brannet 2010).



4.2. Siderastrea siderea

Dentro de los corales que se pueden encontrar en los arrecifes coralinos se destaca
Siderastrea siderea, un coral escleractinio, hermatipico perteneciente al orden Scleractinia
y la familia Siderastreidae, cuyas colonias suelen ser masivas de forma hemisférica e
incrustante, alcanzando hasta 2m de diametro (Flérez & Santodomingo 2010; Von Prahl &
Erhardt 1985). Posee célices de 3 a 5mm, con un promedio de 44 a 50 septos por corallite,
dirigidos en una pendiente de 45° hacia la columnella (Florez & Santodomingo 2010; Von
Prahl & Erhardt 1985) y se caracteriza por ser un coral de crecimiento lento (1-8mm por
afio) y elevada longevidad (>100 afios) (Carricart-Ganivet et al. 2013; Florez &
Santodomingo 2010).

Siderastrea siderea generalmente habita en areas arrecifales someras, en aguas claras,
encontrandose entre los 0,5 m y 2m de profundidad, formando arrecifes de parche y hacia
el borde interno del arrecife (Florez & Santodomingo 2010; VVon Prahl & Erhardt 1985).

Esta especie se encuentra distribuida a lo largo del Caribe, en el Golfo de México, la
Florida, las Bahamas, y las Bermudas (Aronson et al. 2008). En nuestro pais se encuentra
a lo largo de la costa del Caribe, donde presenta una gran importancia, gracias a su
capacidad de mantener la complejidad estructural de los arrecifes tropicales a través del
crecimiento y la sustitucion de sus colonias (Flérez & Santodomingo 2010; Elahi &
Edmunds 2007; Diaz 1996).

4.3. ETIOLOGIA DE LAS ENFERMEDADES QUE AFECTAN ACTUALMENTE
A Siderastrea siderea

Como lo menciona Raymundo et al. (2008), una enfermedad coralina es cualquier afeccion
en la salud del coral, que puede llegar a ocasionar una reduccién en la funcionalidad
fisiolégica. Sutherland et al. (2004), afirma que una enfermedad coralina puede ser
cualquier deterioro, interrupcién, cese o proliferacion de las funciones normales del
organismo y generalmente requiere de la interaccién del organismo (coral), el ambiente y el

agente bidtico o abidtico causal de la enfermedad (Sheridan et al. 2013).



Las enfermedades coralinas pueden ser de dos tipos: abidticas y bidticas, siendo las
primeras las que son causadas por el cambio en un agente abiotico, como la temperatura, el
pH, agentes tdxicos, cambios en la radiacion U.V., entre otros (Raymundo et al.
2008;Sutherland et al. 2004). Por su parte las enfermedades bioticas (las cuales con el
centro de este trabajo), son aquellas que son causadas por un agente microbiano, como
bacterias, hongos y virus. Estas a su vez pueden ser infecciosas, al trasmitirse de un

organismo a otro o no infecciosas (Raymundo et al. 2008).

Las enfermedades coralinas han tomado una gran importancia en las Ultimas décadas,
debido a que han sido identificadas como una de las amenazas para la supervivencia de los
arrecifes (Seré 2015), ya que se conocen méas de 20 enfermedades (Cardenas et al. 2012)
gue han ocasionado el declive de dichos ecosistemas (Sutherland et al. 2004), donde los
corales esclerantinios han tenido una pérdida de aproximadamente del 80 % de su cobertura
en el Caribe (Castillo et al. 2011). Dentro de estos Siderastrea siderea es una de las
especies afectadas por un gran ndmero de enfermedades, de las que se encuentran
reportadas la enfermedad de banda negra (Sekar et al. 2008), puntos blancos, lunares
oscuros (Gochfeld et al. 2006; Bernal 2012; Kellogg et al 2014) y plaga blanca (Cardenas
2012; Gil-Agudelo et al. 2009).

Por otro lado, observaciones personales en este estudio y de Gémez (2014), han permitido
identificar la presencia de otras enfermedades descritas a nivel mundial para otras especies
en Siderastrea siderea, como lo son: banda amarilla, banda rosa, banda blanca y lo que

parece ser aspergillosis. La etiologia de dichas enfermedades se muestra en la Tabla 1.

Tabla 1: Principales enfermedades que afectan a Siderastrea siderea. Tabla modificada de
Rey-Arévalo et al. (2015-2). En la tabla se muestran las principales enfermedades presentes
en Siderastrea siderea, junto con sus posibles agentes etiologicos y los sintomas que las
caracterizan.

Enfermedad Presuntiva L esiones fenotipicas Agente etioldgico
Se caracteriza porque Consorcio de especies de
Banda amarilla (YB) comienza como una Vibrio  (Cervino et al.

pequefia mancha redonda 2008).

palida que se expande a lo

largo del tejido coralino Segun Gil-Agudelo et al.
(Cervino et al. 2001). (2009) el agente etiologico
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Foto tomada por Fabio Gomez (2014)

Tambien se puede
observar como circulos
irregulares de  tejido
despigmentado y muerto
generalmente en la parte
superior del coral, rodeado
por bandas de color
amarillo (Sutherland et al.
2004).

Mancha blanca rodeada de
una banda de color
amarillo palido a blanco
(Cervino et al. 2008). El
color blanco se atribuye a

una pérdida de
zooxantelas (Cervino et al.
2004).

no esta determinado.

Banda negra (BBD)

Foto tomada por Fabio Gémez (2014)

Se evidencia una banda
oscura, que aumenta su
tamano a lo largo del coral

de forma horizontal,
dominado por
cianobacterias y un tapete
de bacterias
sulfatoreductoras (Sekar et
al. 2008; Sekar et al.
2006)

Autores como Gil-

Agudelo et al. (2009) &
Sutherland et al. (2004)
afirman que se caracteriza
por presentar una porcion
del esqueleto del coral
desnudo, blanco rodeado
por una banda oscura de 5
a 30 mm de ancho que
delimita el tejido sano.

Descrita como una
enfermedad polimicrobial.

En un principio estudios
moleculares realizados por
Frias et al. (2004), sugieren
que bacterias pertenecientes
a los grupos Cytophaga-
Flavobacterium-Bacte-

roides (como Cytophaga

fermentans,) Y-
proteobacteria y o-
proteobacteria, son
causantes de esta
enfermedad.

Estudios posteriores de

Sekar et al. (2008), y de
Sheridan et al. (2013)
postulan a los siguientes
patdgenos:

Bacterias sulfatoreductoras,
especialmente
Desulfovibrio sp. (Sekar et
al. 2008) .

Bacterias sulfato-
oxidadoras (Sekar et al.
2008) como: Beggiatoa
spp. (Sutherland et al.
2004).
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Cianobacterias:
Phormidium  corallyticum
es a la que se le atribuye en
su mayoria la enfermedad
Sutherland et al. (2004).

Trichodesmium sp.,
Geitlerinema sp.,
Leptolyngbya sp.,

Oscillatoria sp. (Sheridan
etal. 2013).

Sekar et al. (2006) & Sekar
et al. (2008) realizan
estudios filogenéticos y
moleculares de las
poblaciones  microbianas
asociadas a la enfermedad
banda negra en Siderastrea
siderea y encuentran una
alta dominancia de
Alphaproteobacteria en sus
lesiones.

Puntos blancos (WPD)

Foto tomada por Fabio Gémez (2014)

Esta enfermedad esta
reportada para Acropora
palmata (Rosenberg et al.
2007), quien ha sido
postulada como Unico
hospedero (Patterson et al.
2002, Sutherland et al.
2004), por lo que es
denominada serratosis de
acroporidos  Gil-Agudelo
et al. 2009).

En Acropora palmata se
evidencia como pequefios
puntos irregulares de color
blanco, formados por
tejido  coralino  recién
expuesto (tejido
necrético), rodeado por

Serratia marcescens
(Sutherland et al. 2004,
Barash et al. 2005;

Sutherland et al. 2011).
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tejido sano (Patterson et
al. 2002, Sutherland et al.

2004). Las  lesiones
pueden variar en tamafo
desde unos  pequefios

centimetros hasta ocupar
todo el coral (Sutherland
et al. 2004).

A pesar de lo mencionado
anteriormente,

observaciones propias de
este estudio, permitierén
evidenciar que Siderastrea
siderea  presenta  esta
enfermedad, la cual se
evidencia como puntos
blancos simétricos de un
diametro de 2 a 3cm, lo
que podria sugerir que
para este especie los
patdégenos asociados a la
enfermedad son diferentes
a Serratia marcescenses.

Lunares oscuros (DSS/ ELO)

Foto tomada por Fabio Gomez (2014)

Se observa como
pequefios circulos
pigmentados de color
morado o marrén, los
cuales se deprimen por
debajo del tejido coralino
sano y pueden aumentar
en tamafo (Cervino et al
2001, Gil-Agudelo &
Garzon-Ferreira 2001).

En Siderastrea siderea
uno de los corales mas

afectados por esta
enfermedad se puede
observar de diferentes

colores: morada, marrén y
café (Goreau et al. 1998).

Segun lo reportado por
Borger  (2005) “Esta
enfermedad esta
clasificada en cuatro tipos

Gochfeld et al. (2006) &
Porter et al. (2011), afirma
que no se ha definido el
agente etiolégico para esta
enfermedad.

Gil-Agudelo et al. (2009)
proponen a

V. Carchariae y/o Vibrio

harveyi como el agente
etiolégico. Por otra parte
Sheridan et al. (2013)
proponen como agentes
etiologicos  Hongos vy

bacterias como: Vibrio sp.
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dependiendo  de las

manifestaciones visuales

que presenta” en:
- Tipo I Puntos
pequefios,
redondos, menores
a 1lcm de diametro.

- Tipo II:  Manchas
purpura oscuro
mayores a 1 cm de
didmetro.

- Tipo IlI: Manchas
purpura en forma
de herradura.

- Tipo IV: Manchas de
color purpura,
colonizadas  por
algas en la parte
central.

Banda blanca (WBD)

Foto tomada por Fabio Gémez (2014)

La enfermedad se
evidencia como una lesién
progresiva que inicia en la
base del coral y progresa
hasta la punta (Rosenberg
et al. 2007).

La enfermedad se clasifica
en 2 tipos diferentes:

Banda blanca tipo I: se
caracteriza por la
presencia de una banda de
tejido coralino necrotico,
seguido por una banda de
tejido  pigmentado. Se
desarrolla en la base de
una colonia del coral y
progresa hacia arriba, en
forma de un anillo
concéntrico  (Richardson

2002; Sutherland et al.
2004).

Afecta a Acropora
palmata y a A

cervicornis (Sutherland et

Vibrio carchariae y
diferentes consorcios de
Vibrio (Rosenberg et al.
2007).
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al. 2004).

Banda blanca tipo |II:
afecta Unicamente a A.
cervicornis. Este tipo de
banda blanca se diferencia
del tipo I, porque puede
formar bandas de 2 a 20
cm de grosor y porque la
velocidad del progreso del
tejido necrotico es mucho
mayor (Sutherland et al.
2004). Adicionalmente la
expansion de las bandas se
puede dar desde la punta
del coral hacia la base del
mismo (Ritchie & Smith
1998).

Plaga blanca (WPD)

Foto tomada por Fabio Gomez
(2014).

Se caracteriza por el
desprendimiento del tejido
coralino que deja el
esqueleto coralino
expuesto, y se evidencia
una marcada linea blanca
entre coral sano y enfermo
(Gil-Agudelo et al. 2009).

Esta enfermedad estad
clasificada en diferentes
tipos dependiendo del tipo
de progresion de la
enfermedad, el tiempo en
que progresa:

Plaga blanca tipo I: se
caracteriza porque
presenta  necrosis  del
tejido 'y deterioro. Se

evidencia una linea
distintiva entre el
esqueleto de coral

expuesto y el tejido sano
(Ritchie & Smith 1998 en
Richardson &  Aronson
2002).

Plaga Blanca Tipo Il y I1I:

Aurantimonas coralicida
Sphingomonas sp.

Vibrio carcharia
(Richardson & Aronson
2002; Sheridan et al. 2013)

Thalassomonas loyana, en
el mar Rojo (Roder et al.
2014)

15



Plaga blanca tipo II:
exhibe una zona de
transicion entre la necrosis
tisular 'y el esqueleto
expuesto que consta de
tejido del coral
blanqueado pero intacto.
Avanza 2 cm/dia (Gil-
Agudelo et al. 2009).

Plaga blanca tipo IlI: la
velocidad con la que
progresa la perdida de
tejido coralino es mucho
mayor que la que se
presenta en plaga blanca
tipo 1 y Il (Gil-Agudelo et
al. 2009).

Lineas Rosa- Banda rosa

Foto tomada por Fabio Gomez (2014)

Se caracteriza por una
linea o banda de tejido de
color rosa que separa el
tejido sano del esqueleto
donde el tejido ha muerto
(Ravindran &
Raghukumar 2006; Gil-
Agudelo et al. 2009).

El tejido muerto es
rodeado por una banda
rosada que es producto de

polipos de color rosa
(Ravindran &
Raghukumar 2002).

Cianobacterias:
Phormidium valderianum

Hongos como:

Curvularia lunata
(Ravindran & Raghukumar
2002)

Aspergillosis (ASP)

Foto tomada por Fabio Gémez (2014)

Anillos parpuras Focales o
multifocales que van
progresando hacia fuera
(Sheridan et al. 2013).

Las lesiones causadas por
la aspergillosis se
caracterizan  por  una
recesion del tejido
coralino superior y una
exposicion del tejido axial
(interno) del coral, dichas

Aspergillus sydowii
(Sheridan et al. 2013)
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heridas estan rodeadas por
anillos purpura  que
muestran que las hifas del
hongo penetran hacia el
tejido vivo (Sutherland et
al. 2004; Rosenberg &
Barash 2005).

En algunas ocasiones se
pueden evidenciar
tumores, como reflejo de
la defensa del coral frente
a esta enfermedad
(Sutherland et al. 2004).

4.4. Papel de las comunidades microbianas asociadas a corales y su potencial
antagonico.

Si bien es cierto que los microorganismos juegan un rol fundamental en el deterioro de la
salud de los corales al causarles un sin numero de enfermedades (Richardson & Aronson
2002; Sutherland et al. 2004; Gil-Agudelo et al. 2009; Muller & Woesik 2012), otros residen
en el esqueleto, el tejido, y en la superficie del mucopolisacarido del coral (Mouchka et al.
2010), para desempefiar papeles de proteccion frente a patdgenos por competencia o por
produccién de compuestos antibacteriales que inhiben a los microorganismos no residentes
(Mydlarz et al. 2010). Asi mismo, le proveen al coral nutrientes como el fésforo o el
nitrégeno (aproximadamente el 50% requerido por el coral), que no son obtenidos por la
relacion simbidtica con las zooxantelas (Shnit-Orland & Kushmaro 2009), por lo que se
afirma que los microorganismos también establecen una relacion simbidtica especie-
especifica con estos invertebrados, donde las bacterias se benefician de los nutrientes
disponibles en la superficie del coral y los microorganismos le proveen proteccion y
metabolitos al hospedero (Ritchie 2006).

Por lo expuesto anteriormente, se dice que el coral es un holobionte, un complejo sistema
que contiene microorganismos de los tres dominios Archea, Eucaria y Bacteria (Rosenberg
et al. 2007), donde un desequilibrio de las condiciones ambientales, ocasiona un cambio en
dichas asociaciones del holobionte, siendo las comunidades microbianas una de las

afectadas, lo que lleva al desarrollo de las enfermedades (Mydlarz et al. 2010). Por ello se
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sugiere que los metabolitos antimicrobianos producidos por los microorganismos asociados
a los corales, especialmente a la capa de mucopolisacérido, son indispensables como
primera linea de defensa de los mismos (Shnit-Orland & Kushmaro 2009), lo cual se
sustenta con estudios realizados por Nissimov et al. (2009), quienes encontraron actividad
antagonica de Dbacterias aisladas del mucus de Oculina patagonica, como
Pseudoalteromonas sp. frente a patdgenos de esta misma especie de coral, tales como:
Vibrio shiloi y V. coralliilyticus. Asi mismo, autores como Lampert et al. (2008), muestran
que los corales presentan un gran numero de actinobacterias asociadas que pueden inhibir la

formacion de biofilms de patégenos como Streptococcus pyogenes (Nithyanand et al. 2010).

5.  OBJETIVOS

5.1. OBJETIVO GENERAL

Caracterizar las enfermedades mas predominantes de Siderastrea siderea en el arrecife de
Punta Cebolleta, en Isla Fuerte Bolivar y la actividad antagonica in-vitro de aislamientos de

actinobacterias marinas asociadas al tejido coralino.

5.2. OJETIVOS ESPECIFICOS

o Establecer el estado de salud de Siderastrea siderea en el arrecife de Punta Cebolleta
en Isla Fuerte Bolivar.

o Describir fenotipicamente algunas bacterias aerobias o anaerobias facultativas
cultivables asociadas a las enfermedades mas predominantes de Siderastrea siderea
en el arrecife de Punta Cebolleta, en Isla Fuerte Bolivar.

o Determinar la actividad antagonica in-vitro de aislamientos de actinobacterias
marinas, frente a algunas bacterias aerobias asociadas a la enfermedad mas
predominante de Siderastrea siderea en el arrecife de Punta Cebolleta, en Isla Fuerte

Bolivar.
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6. METODOLOGIA

Como se muestra en la Figura 2., el proyecto se llevd a cabo en tres fases, la primera de ellas
correspondio a la fase de campo, en la que se recolectaron los datos del estado de salud de
Siderastrea siderea (sano, enfermo, muerto) y se registré cada una de las enfermedades
presentes en esta especie en el arrecife de Punta Cebolleta, Isla Fuerte-Bolivar. En esta fase
también se recolectd el material biologico, correspondiente a los fragmentos de coral sano y

enfermo.

La segunda fase correspondié al aislamiento, la descripcién fenotipica (tanto morfoldgica
como bioquimica) de los microorganismos asociados a las enfermedades y la evaluacion del
potencial antagdnico de bacterias con actividad antimicrobiana presuntiva (actinobacterias)
frente a algunas bacterias aerobias asociadas a la enfermedad con mayor cobertura de
Siderastrea siderea. Finalmente en la tercera fase se llevo a cabo el analisis de los resultados
obtenidos.

[ Fase I J [ Fase II J Fase IIT

(" 1. Describir el estado de N
salud de Siderastrea
siderea y la presencia de
\_ enfermedades en esta sp. )

mediante
7 . N 4. Caracterizacion
Porcentaje de cobertura po— macroscopica y -
de coral sano, enfermo y microscopica de los
muerto aislamientos.
- 4

-
Porcentaje de cobertura >

de cada una de las 5. Caracterizacion
enfermedades ) bioquimica de algunos
e 3 i aislamientos asociados a las )
3. Aislamiento de ) o Anilisis d |
microorganismos del ‘nant dessma‘ g — - Ilts 13 >
2. Toma de muestras asociados a coral sano y r—) L SO B Al
de Siderastrea siderea a cada una de las P s
(sano y enfermo) enfermedades presentes 6. Pruebas de antagonismo

de bacterias con actividad
antagonica presuntiva
(actinobacterias), frente a
bacterias asociadas a la
enfermedad mas
\_predominante de S.siderea j

\_¢en Siderastreq siderea

Figura 2. Esquema general de la metodologia. Figura modificada de Rey-Arévalo (2013).

19



6.1. FASE | - DETERMINACION DEL ESTADO DE SALUD DE Siderastrea
siderea EN EL ARRECIFE DE PUNTA CEBOLLETA EN ISLA FUERTE
BOLIVAR Y TOMA DE MUESTRAS DE FRAGMENTOS CORALINOS

6.1.1. Area de estudio

El estudio se llevé a cabo en Isla Fuerte- Bolivar, una isla con un area emergida de 3,25 km?
y una elevacion maxima de 12m (Diaz et al. 1996), ubicada en la parte subcentral de la
plataforma continental del Caribe colombiano, situada a 9° 23' latitud N y 76°23' longitud
W, a 11 Km del continente (Gallego & Vélez 1994; Diaz et al. 1996; Ortega 2010).
Especificamente en el arrecife coralino de Punta Cebolleta, el cual se encuentra ubicado en
la zona oriental de la isla, donde Siderastrea siderea representa el 80% de la cobertura
coralina del arrecife litoral (Figura 3).

T 3
*Bogota

Figura 3. Ubicacion del area de estudio. En la figura se sefiala con el circulo rojo la
ubicacién del arrecife coralino de Punta Cebolleta. Tomado de Google Earth.
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6.1.2.  Descripcién del estado de salud de Siderastrea siderea y determinacion de la
presencia de enfermedades.

El estado de salud Siderastrea siderea en el arrecife coralino de Punta Cebolleta, se evalud
mediante buceo libre (snorkelling), debido a la baja profundidad a la que se encuentra este
arrecife (entre los 5 y 7 m de profundidad) (Diaz et al. 1996), aplicando la técnica de punto-
intercepto segun lo reportado por Hill & Wilkinson (2004), donde se evaluaron 19
transectos, cada uno de 10 metros con divisiones cada 10 cm, para un total de 1900 puntos.
Los transectos se trazaron paralelos entre si y perpendicularmente a una linea principal de

100 metros de largo que recorri6 la linea de costa (Figura 4).

El registro de los datos se realiz6 en una tabla en la que se anot6 el nUmero de puntos que se
encontraron sobre una lesion o enfermedad o sobre tejido sano o muerto. Dentro de los
enfermos se discrimind la enfermedad que se observaba bajo cada punto evaluado (puntos
blancos, puntos oscuros, banda negra, banda blanca, banda rosa, plaga blanca y

aspergillosis).

Es importante aclarar, que la enfermedad de banda amarilla no quedo bajo ninguno de los
puntos del muestreo realizado y no se tuvo en cuenta otras coberturas diferentes a
Siderastrea siderea (como fondos arenosos y algas), ni la presencia de otras especies de
coral, por lo que estas fueron tomadas como “otras coberturas” dentro del 100% de los datos

registrados.

Linea principal

A 100 m

10ecm {

{%%_(.{_(_

S5m
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Figura 4. a. Esquema de los 19 transectos evaluados. B. Esquema de punto intercepto,
Tomado de Casas (2011).

6.1.3. Toma de las muestras.

La toma del tejido coralino se llevd a cabo en septiembre de 2014, época en la cual, la
estacion de Covefias (estacién mas cercana a Isla Fuerte) registr6 una temperatura del aire
de aproximadamente 28,3°C, 0,996 atm de presion atmosférica y una precipitacion
acumulada de 368,7mm para la region (Dimar 2014), de igual forma la temperatura
superficial del agua, segun el registro térmico (Imagenes MODIS-Aqua) del Instituto
Nacional de pesca (2014), se encontraba entre 29°C-31°C. Se tomaron fragmentos de tejido
coralino de Siderastrea siderea in-situ de aproximadamente 2-3 cm® tanto de coral sano
(n=1), como de colonias con signos de las diferentes enfermedades (uno por enfermedad)
evidenciadas en esta especie en el registro realizado en la Fase | (Miller & Richardson
2012), adicionalmente se tom6 una muestra de la enfermedad de banda amarilla, la cual a
pesar de no quedar bajo ninguno de los puntos del registro, fue observada en el momento de

la colecta de las muestras de tejido.

No se tomaron muestras de coral con signos de blanqueamiento, puesto que a pesar de
causar un deterioro de la salud y una disfuncién fisiologica (Raymundo et al. 2008) en el
coral, generalmente es el resultado de la interrupcion de la relacion simbidtica coral-
zooxantela como respuesta al estrés causado por factores abidticos cambiantes como las
altas temperaturas y la radiacion U.V.(Guest et al. 2012; Downs et al. 2013; Kemp et al.
2014).

Como se muestra en la Figura 5., la toma del tejido coralino se realizé con ayuda de un

cincel y un martillo segun lo reportado por Rohwer et al. (2001) y Miller & Richardson
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(2012). Los fragmentos de tejido coralino fueron llevados a tubos falcon de 50 mL estériles
con agua de mar y empacados en bolsas de papel Kraft y bolsas plésticas de cierre
hermético, para posteriormente ser almacenados en neveras de poliestireno expandido con
pilas de refrigeracion, hasta su procesamiento en la Unidad de Investigaciones
agropecuarias-UNIDIA de la Pontificia Universidad Javeriana (Sutherland et al. 2011; Rey-
Arévalo et al. 2015-1).

Procesamiento
de las muestras

Corte de fragmentos de Almacenamiento en Transporte en bolsas de

coral con cincel y martillo. | | tbos falcon de 50 mL papel kraft y bosas
estériles con agua de plasticas en neveras con
mar. pilas de refrigeracion

Figura 5. Esquema general de la toma de muestras de tejido coralino de Siderastrea
siderea.

6.2. FASE Il - AISLAMIENTO Y DESCRIPCION FENOTIPICA DE BACTERIAS
AEROBIAS ASOCIADAS A LOS FRAGMENTOS CORALINQOS.

6.2.1. Aislamiento primario de bacterias aerobias.

Las muestras colectadas se procesaron en un tiempo menor a 48 h en la Unidad de
Investigaciones Agropecuarias-UNIDIA de la Pontificia Universidad Javeriana. Los
fragmentos coralinos se lavaron 2 veces con buffer PBS, con la finalidad de eliminar
posibles microorganismos de la columna de agua, posteriormente estos fragmentos se
maceraron. Dicho macerado se suspendi6 en un tubo de ensayo de 16x150 mm con 5mL de
medio marino (MML) y se procedié a realizar diluciones seriadas en MML hasta 10,
(Tomando 0,5 mL de la suspension y llevandolo a 4,5 mL de MML) agitando cada dilucion
con ayuda de un vortex (Joyce & Zorro 2011). Seguido de esto, se llevaron a cabo siembras
en superficie en 6 medios de cultivo diferentes de cada una de las diluciones: medio marino

(MM) (Joyce & Zorro 2011), medio Czapek marino (Ledn et al. 2010), medio avena
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marino, y cada uno de los anteriores con nistatina al 0,1 % v/v. Las cajas se dejaron por un
periodo de incubaciéon de 7 dias a 27°C y si era necesario se prolongaba el tiempo de

incubacion.

Pasado el periodo de incubacion se procedio con la purificacion de los aislamientos,
seleccionando aquellas colonias que presentaban una morfologia distintiva, en cuanto a
color y textura. Dichas purificaciones se realizaron por agotamiento en medio Tripticasa
preparado con agua de mar estéril (TSA), en este caso las cajas se incubaron a 27°C por un
periodo de 24 h.

Cada aislamiento se marcé dependiendo del fragmento de tejido coralino del cual fue
aislado: coral sano o enfermo, el microorganismo presuntivo y el orden de aislamiento. En
el caso de tratarse de un aislamiento de coral enfermo, este fue marcado con una sigla

propia de la enfermedad, como se muestra a continuacion en la Tabla 2:

Tabla 2: Denominacion de los aislamientos obtenidos a partir de cada uno de los
fragmentos coralinos.

Estado del coral Nombre del aislamiento Significado
Sano SBn S: Coral sano
SAl B:Bacteria

n: nimero de la bacteria aislada,
donde n toma valores entre 1y 29
(los nimeros no son consecutivos,

debido a la perdida de algunos
aislamientos)
Al: actinobacteria, nimero 1

Puntos Blancos (WPD) PTBBn PTB: puntos blancos
B: Bacteria
n: nimero de la bacteria aislada,
donde 1 toma valores entre 1 y 12
(los nimeros no son consecutivos,
debido a la perdida de algunos
aislamientos)

Lunares Oscuros (DSS) POBn PO: Lunares oscuros
B: Bacteria
n: nimero de la bacteria aislada,
donde m toma valores entre 1y 7 (los
ndmeros no son consecutivos, debido
a la perdida de algunos aislamientos)

Banda blanca (WBD) BBBn BB: banda blanca.
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B: bacteria
n: ndmero de la bacteria aislada 2.1-
11 (los ndmeros no son consecutivos,
debido a la perdida de algunos
aislamientos)

Plaga blanca (WPD)

PBBY,

PB: Plaga blanca
B: Bacteria
n: nimero de la bacteria aislada 3-14
(los nimeros no son consecutivos,
debido a la perdida de algunos
aislamientos)

Aspergillosis (ASP)

ASBn

AS: Aspergillosis
B: Bacteria
n: nimero de la bacteria aislada 2-11
(los nimeros no son consecutivos,
debido a la perdida de algunos
aislamientos)

Banda negra (BBD)

BNBq
BNL4

BN: banda negra
B: bacteria
n: nimero de la bacteria aislada 1-16
(los nimeros no son consecutivos,
debido a la perdida de algunos
aislamientos)
L4: Levadura nimero 4

Banda Rosa

BRBn
BRA1

BR: Banda rosa
B: bacteria
n: nimero de la bacteria aislada 2-9
(los nimeros no son consecutivos,
debido a la perdida de algunos
aislamientos)
Al: actinobacteria 1

Banda amarilla (YB)

BABq

BA: banda amarilla
B: bacteria
n: ndmero de la bacteria aislada,
donde m toma valores entre 2.1y 13
(los niimeros no son consecutivos,
debido a la perdida de algunos
aislamientos)

6.2.2.  Aislamiento secundario y Descripcion morfoldgica.

A partir de los aislamientos bacterianos obtenidos en medio TSA se realizaron repiques en

medio MacConkey sorbitol dejando las cajas en un periodo de incubacién de 24 h a 27°C,

para con ello diferenciar posibles microorganismos patdgenos (Gram negativos- Ver Tabla

1) de flora acompafiante (Rey-Arévalo et al. 2015-1). A partir de este medio se

caracterizaron macroscopicamente las colonias con ayuda de un estereomicroscopio,

teniendo en cuenta su capacidad de asimilacion del sorbitol, la superficie, la forma, la

elevacion y el borde las mismas (Cervino et al. 2004; Cardenas et al. 2012). Para la
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caracterizacion microscopica se llevaron a cabo tinciones de Gram a partir de las colonias
aisladas (Figura 6) (Rey-Arévalo et al. 2015-1).

Lavado de
fragmentos de
tejido coralino con
PBS

Macerado

Resuspension en
MML %

MM+
nistatina Diluciones

Czapek Czapek
marino + sy 0,5mL
Purificacién en nistatina
medio TSA
Avena

marino +
nistatina

Avena
marino

3

= 4

Siembra en medio

MacConkey

Figura 6. Esquema general del aislamiento primario, la purificacion y conservacion de los

aislamientos bacterianos.

6.2.3. Conservacion de los aislamientos.

Para la conservacion de los aislamientos bacterianos se tomo una colonia aislada de medio
MacConkey sorbitol y se repicd por agotamiento en medio TSA preparado con agua de
mar. Las cajas se dejaron incubar por un periodo de 24 h a 27°C, pasado el periodo de
incubacidn se recuperaron las colonias y se llevaron a tubos eppendorf con 1mL de MML
con glicerol al 20% v/v, posteriormente los tubos eppendorf se agitaron con ayuda de un
vortex hasta lograr una completa homogenizacion y llevados a criopreservacion a -20°C
(Figura 6.) (Cardenas et al. 2012; Rey-Arévalo et al. 2015-1).
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En el caso de las actinobacterias aisladas a partir de coral sano y banda rosa, estas fueron
conservados en glicerol al 20 % a una temperatura de -20°C, segun lo reportado por Ortiz &
Ocampo (2013).

6.2.4. Descripcion bioquimica de los aislamientos.

Se llevo a cabo la descripcion bioquimica de tres aislamientos tanto de coral sano como de
cada una de las tres enfermedades con mayor cobertura (puntos blancos, lunares oscuros,
banda blanca) en Siderastrea siderea (Tabla 3), dado que no se tenia la disponibilidad de
recursos para desarrollar este procedimiento con la totalidad. De tal forma, que dichos
aislamientos, fueron seleccionados segin la predominancia de la caracterizacion
macroscopica y microscopica, por lo se tomaron aquellos que presentaron una mayor
frecuencia de similitud de caracteres como: el patron de asimilacién de sorbitol en medio
MacConkey-sorbitol, asi como la morfologia del microorganismo (bacilo o coco-bacilo) y
la tincién de Gram (Gram negativo o Gram positivo). Para ello se recuperaron los
aislamientos en medio nutritivo, preparado con agua de mar, a partir de los viales
conservados a -20°C, posteriormente se repicaron dichos aislamientos en medio TCBS, con
la finalidad de determinar la posible presencia de Vibrio, uno de los géneros mas
predominantes que se han asociado a enfermedades coralinas (Mouchka et al. 2010; Ritchie
2006).

Aquellos aislamientos que presentaron una coloracion amarilla o verde azulada, fueron
sometidos a pruebas bioquimicas adicionales (baterias) segun lo descrito por Céardenas et al.
(2012) como: Arginina dihidrolasa, ornitina descarboxilasa, lisina descarboxilasa,
asimilacion de azucares, prueba de la oxidasa, catalasa, actividad ureasa, reduccion de
nitratos, entre otras, con el fin de determinar la posible especie. Para llevar a cabo dichas
pruebas, se llevd a cabo un repique en medio nutritivo marino y se tomaron colonias

aisladas (Figura 7).
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Tabla 3: Cepas seleccionadas para la aproximacion de la descripcion biogquimica. Se
seleccionaron 3 aislamientos de las 3 enfermedades con mayor cobertura, aquellos que
presentaron la morfologia macroscédpica y microscopica mas predominante (una mayor

frecuencia de similitud de caracteres).

Estado del fragmento coralino

Aislamientos seleccionados

Sano

SB1
SB6
SB19

Puntos Blancos

PTBB1
PTBB2.2
PTBB6

Lunares oscuros

POB1
POB3
POB7

Banda blanca

BBB2.1
BBB10
BBB11

Ausencia de
crecimiento

Andlisis en
estudios
posteriores

8

Colonias amarillas o

Recuperacién de los
aislamientos en medio
nutritivo marino.

verde azuladas

I Repique en medio TCBS ]

Repique en medio nutritivo
marino

[ Pruebas bioquimicas ]

Figura 7. Esquema general de la descripcién bioquimica de los aislamientos.
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Adicionalmente, se tomaron tres de los aislamientos mas predominantes por morfologia
(macroscépica y microscopica) de cada una de las siguientes enfermedades: WPD, ASP,
BBD, YB y banda rosa, siguiendo el mismo criterio de seleccion de los aislamientos de las
tres enfermedades con mayor cobertura. Estos se sembraron en medio TCBS con la
finalidad de evidenciar la posible presencia de Vibrio sp.; las cepas seleccionadas se
muestran en la Tabla 4.

Tabla 4: Cepas seleccionadas, para determinar la posible presencia de Vibrio sp. Se
seleccionaron por enfermedad 3 aislamientos, aquellos que presentaron la morfologia
macroscopica y microscopica mas predominante (una mayor frecuencia de similitud de
caracteres).

Estado del fragmento coralino Aislamientos seleccionados

PBB4
Plaga blanca PBB10
PBB12
ASB5
Aspergillosis ASB6
ASB8
BNB13.2
Banda negra BNB15
BNB16
BRB2
Banda rosa BRB5
BRB8
BAB2.1
Banda Amarilla BABG6.1
BAB7

Para el caso de las actinobacterias la caracterizacion bioquimica se realizé a partir de un
cultivo puro de cinco dias, con ayuda del sistema de identificacion BD BBL Crystal para
Gram positivos y se complementd con el sistema de identificacion de BD BBL Crystal
E/NF (kit de identificacion de patogenos entéricos/no fermentadores) (Correa 2008). Para

con ello tener un mayor nimero de bioguimicas para describir estos microorganismos.

6.2.5. Evaluacion de la actividad antagdnica in-vitro.

Tomando como criterio de seleccion que las actinobacterias aisladas de ambientes marinos

son potenciales productoras de metabolitos secundarios bioactivos como antimicrobianos
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(Hodges et al. 2012; Nithyanand et al. 2010; Sun et al. 2012; Vicente et al. 2013), se
tomaron las actinobacterias aisladas a partir de la enfermedad de banda rosa (BRA1) y de
coral sano (SAl), ya que solo se logro aislar microorganismos de este phylum
(Actinobacteria) a partir de estos dos fragmentos coralinos y se enfrentaron contra cuatro de
las bacterias asociadas a la enfermedad de puntos blancos (enfermedad con mayor
cobertura en el arrecife de Punta Cebolleta), con la finalidad de evaluar la capacidad
antimicrobiana de dichas actinobacterias. Tres de los aislamientos asociados a dicha
enfermedad fueron seleccionados con respecto a su predominancia en morfologia (PTBB1,
PTBB2, PTBB6) y un ultimo aislamiento, PTBB9, fue seleccionado por presentar una

morfologia diferente a los otros aislamientos.

Para evaluar la actividad antagonica de BRA1 y SA1 (actinobacterias), frente a PTBBL,
PTBB2.2, PTBB6 y PTTBBY, se llevo a cabo la técnica de doble capa (You et al 2005;
Leon et al. 2011). Para ello se tomaron discos de un cultivo de 8 dias de cada una de las
actinobacterias y por inversion de disco se colocaron sobre medio PDA preparado con agua
de mar y se incubaron por un periodo de 6 dias a 27°C. Adicionalmente se preparé una
suspension en solucidon salina de PTTBB9 y PTBB2.2 igualada al tubo 0,5 de Mac Farland
a partir de un cultivo de 24 h en medio nutritivo marino y se llevd a cabo una dilucién en
base diez para asegurar una concentracién de 1x10’ células/mL (Ledn et al. 2011). La
actividad antagdnica se determind mediante la inoculacion de 1mL de la diluciéon en 4 mL
de medio nutritivo marino semi-sélido, el cual fue colocado a manera de segunda capa

sobre el cultivo de las actinobacterias en medio PDA (Figura 8.) (Ledn et al. 2011).
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Tomar discos de un cultivo
de 8 dias de incubacidn a
272C

Siembra de actinabacteria
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27¢°C

Inoculacién por método
de doble capa.

Medicién halos
de inhibicién.

mar.

1 pi
ﬂaiﬂ U_‘

bacteriano de 24 h Medio semi-
| Dilucién 107 solido

Suspensidn bacteriana con
concentracién igual al
patrén 0,5 de Macfarland

Figura 8. Esquema general de la evaluacion de la actividad antagonica in-vitro.

La actividad antagdnica se establecid midiendo los halos de inhibicion después de 24h de
incubacion a 27°C (You et al 2005). Cada uno de los ensayos se llevo a cabo por triplicado,
tomando como control negativo las actinobacterias inoculadas con una doble capa de 4mL
medio nutritivo marino semi-sélido y 1mL de solucidn salina estéril (You et al 2005; Ledn
etal. 2011).

6.3. FASE Il - ANALISIS DE RESULTADOS

Para el primer objetivo: se analizaron los datos determinando la cobertura total del coral
sano, enfermo y muerto, con la finalidad de definir el estado de salud de Siderastrea

siderea (Rogers & Garrison 2001).

Cobertura total del estado del coral (Sano, muerto o enfermo): Hace referencia al nUmero

de puntos donde se presentd el estado i (sano, muerto o enfermo) del coral de Siderastrea
siderea en el total de los 1900 puntos en los 19 transectos evaluados en el arrecife de Punta
Cebolleta.

i i Numero de puntos del estado i del coral
Porcentaje de cobertura del estado del coral i = ( - ) 00
Namero de punto totales (1900 puntos)
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Cobertura de cada enfermedad: Se refiere a la cobertura de una enfermedad i dentro del

total de los puntos de coral enfermo de Siderastrea siderea.

Numero de puntos de la enfermedad i

Porcentaje enfermedad i = ( ) x 100

Numero de punto totales de coral enfermo

Lo obtenido a partir de lo mostrado anteriormente se evalu6 con los indices de estado de la

comunidad coralina propuestos por Ramirez (1985), como se muestra a continuacion:

1. Indice de mortalidad coralina (MC): Relaciona la cobertura de coral vivo de S.

siderea (Cv) y el coral muerto de S. siderea (Cm), donde los valores cercanos a cero, hacen
referencia a un indice de mortalidad coralina bajo (Bernal 2012). Los rangos de
interpretacion de este indice se muestran en la Tabla 5.

MC = Cv
- Cm
2. Desarrollo coralino (Dc): Relaciona la cobertura de coral vivo de S. siderea (Cv),

con otras coberturas (Oc), donde los valores cercanos a cero, hacen referencia a un indice
de desarrollo coralino bajo (Bernal 2012). Los rangos de interpretacion de este indice se
muestran en la Tabla 5.

_Cv

Dc = —
¢ Oc

Tabla 5: Rango de interpretacion de los indices de desarrollo y mortalidad coralinos, segln
lo reportado por Ramirez (1985):

Rango Interpretacion
0-0,499 Bajo
0,5-1 Medio
>1 Alto
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Para el Segundo objetivo: El analisis de los resultados se llevo a cabo mediante una
comparacion de los resultados obtenidos, es decir los microorganismos aislados y descritos

de cada una de las enfermedades con los agentes etiologicos reportados en la literatura.

Para el tercer objetivo: El andlisis de resultados se realizd6 en el programa
STATGRAPHICS centurion XVII, en el cual se llevo a cabo el anlisis de normalidad bajo
la prueba de Kolmogorov-Smirnov, posteriormente se determind si existia homogeneidad
de varianzas mediante la prueba de Bartlett, para con ello realizar un analisis no

paramétrico mediante la prueba de kruskal-wallis.

7. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1. DESCRIPCION DEL ESTADO DE SALUD DE Siderastrea siderea Y
DETERMINACION DE LA PRESENCIA DE ENFERMEDADES.

7.1.1. Descripcion del estado de salud de Siderastrea siderea

A partir de la técnica de punto intercepto llevada a cabo, se encontré que el area del
arrecife de Punta Cebolleta es de aproximadamente de 1000m? de los cuales
Siderastrea siderea representa una cobertura de 34,63% (incluyendo coral sano,
enfermo y muerto). El 65,37% restante corresponde a otras coberturas, dentro de las

cuales se incluyen otras especies de coral, fondos arenosos y algas.

Dentro del 100% de la cobertura de Siderastrea siderea, se puede evidenciar que para
Septiembre del 2014 el 14,68% de la especie se encontraba muerta, un 7,74% se
encontraba enferma, y solo un 12,21% se encontraba sana (Figura 9). Esto, coincide
con estudios realizados anteriormente en Isla Fuerte por Escobar (2006), quien encontrd
en el arrecife de Punta Cebolleta una cobertura de coral vivo de tan solo el 33,7% frente
a una cobertura de 44,7% de coral muerto, teniendo en cuenta diferentes especies de
coral, entre ellas Siderastrea siderea, lo que puede indicar que existen factores
antropogeénicos o ambientales que estan afectando a esta especie de coral.
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Porcentaje de cobertura (%)
=

Endarmos Sam Muaria

Coberturas evaluadas

Figura 9. Estado de salud de Siderastrea siderea en el arrecife de Punta Cebolleta, en Isla
Fuerte, Bolivar. En la grafica no se muestra el porcentaje de otras coberturas.

7.1.2.  Descripcion de las enfermedades mas predominantes de S. siderea en el total
de puntos registrados como enfermos.

Dentro de las colonias registradas como enfermas, se obtuvo que el 42,18% presentaba
eventos de blanqueamiento. La enfermedad mas predominante fue puntos blancos con un
porcentaje de cobertura del 31, 97%, seguida de lunares oscuros con una cobertura del
8,84%. De igual forma se pudo observar que las enfermedades menos predominantes
fueron banda rosa con una cobertura del 0,68% y banda negra con 2,04% (Figura 10).
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Figura 10. Enfermedades presentes en Siderastrea siderea, dentro de las colonias
registradas como enfermas. No se muestra la enfermedad de banda amarilla, ya que esta no
se registrd en el muestreo.

7.1.3.  Descripcion de las enfermedades mas predominantes de S. siderea en el total
del arrecife.

Dentro del total del arrecife, los eventos de blanqueamiento en Siderastrea siderea son los
que muestran una mayor cobertura (3,26%), asi mismo puntos blancos y lunares oscuros,
son las enfermedades méas predominantes para esta especie en el arrecife, con coberturas de
2, 47% y 0,68% respectivamente (Figura 11).
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Figura 11. Enfermedades presentes en Siderastrea siderea en el total del arrecife de Punta
Cebolleta, Isla Fuerte, Bolivar. En el grafico no se muestra la enfermedad de banda amarilla
ya que esta no quedo bajo ninguno de los puntos del muestreo realizado.

A partir de lo mostrado en las figuras 10 y 11, se observa que el gran porcentaje de eventos
de blanqueamiento en Siderastrea siderea, concuerda con lo reportado por Navas-Camacho
et al. (2010), quienes encuentran que esta especie es la que se ve mayormente afectada por
esta alteracion del tejido coralino, en diferentes zonas del Caribe colombiano como en las
islas de San Bernardo y Uraba. Lo anterior puede deberse a una interaccion de diferentes
factores, siendo la temperatura uno de los que puede llegar a ser la causa del
blangueamiento en esta zona, ya que estudios de Alemu & Clement (2014) muestran que
temperaturas de 30,5°C, ocasionaron el desarrollo de esta afeccién en S. siderea en Tobago
y en el momento del muestreo se tenian temperaturas similares a estas, segun el registro
térmico del Instituto Nacional de Pesca (2014), que reporta que la temperatura de la
superficie del agua marina de la regién de Isla Fuerte, se encontraba en un rango de 29°C a
31°C; de igual forma el INVEMAR (2014) reporta temperaturas de 30,53°C y 30,58°C, en

la época lluviosa del 2013 y la seca del 2014 respectivamente (Sanchez et al. 2014).
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Del mismo modo, puede ser que en Isla Fuerte se esté dando un aumento en la temperatura
superficial del agua, dado que los registros del INVEMAR vy del Instituto Nacional de pesca
(2014), son mayores a la temperatura promedio, reportada por Diaz et al. (1996) de 28°C.
Este aparente aumento con respecto al reporte de Diaz, segin Schoepf et al. (2013) y
Buerger et al. (2015), puede llevar a los eventos de blanqueamiento, al presentar un
aumento mayor a 1°C en la superficie del agua. Puesto que las elevadas temperaturas
ocasionan un dafio en la composicion lipidica de la membrana de los tilacoides del alga
simbionte, asi como un estrés oxidativo, lo que ocasiona un dafio en el fotosistema Il de las
mismas, conllevando a la ruptura de la relacion simbiotica coral-zooxantela (Baker et al
2008; Buerger et al. 2015).

En segundo lugar, la predominancia de Puntos blancos coincide con los estudios de Casas
(2011), quien evidencia esta enfermedad en S. siderea, al Nor-Oriente de la Isla (estacion
de Alicia). De igual forma la presencia de la enfermedad de lunares oscuros, se relaciona
con los hallazgos de investigadores como Gochfeld et al. (2006) y Gil-Agudelo & Garzon-
Ferreira (2001), quienes observan esta afeccién en Siderastrea siderea en el Caribe.
Especialmente los dltimos autores, encuentran que 25,76 % de 1.875 colonias de esta
especie de coral estaban afectadas para 2001, en los arrecifes de Santa Marta. Por su parte
el registro de la enfermedad de plaga blanca se asemeja al estudio realizado por Cardenas et
al. (2012), quienes la observaron en colonias de S. siderea en los arrecifes del parque

Tayrona.

Teniendo en cuenta lo anterior y que en este estudio se evidencidé la presencia de
enfermedades como banda amarilla, banda rosa y lo que parece ser aspergillosis, las cuales
hasta el momento no presentan reportes para esta especie, se puede pensar que los arrecifes
de Isla Fuerte pueden estar siendo afectados por diferentes factores ambientales como
temperatura, sedimentacion, acidifciacion o por factores antropogénicos que han
conllevado al deterioro de esta especie y la generacion de nuevas enfermedades (Burge et
al. 2014).
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7.1.4. Indices del estado de la comunidad coralina

A partir de las coberturas obtenidas, se determin6 que el indice de mortalidad coralino de
Siderastrea siderea para Septiembre del 2014 fue de 0,736, indicando una mortalidad
media, segun lo reportado por Ramirez (1985) y el indice de desarrollo coralino fue bajo
para esta especie, con un valor de 0,305 (Ramirez 1985). Estos valores contrastan a lo
encontrado por Bernal (2012), quien reporta que en el arrecife Punta Cebolleta el indice de
mortalidad coralino es bajo (0,03) y el indice de desarrollo coralino es alto (1,17), para las

diferentes especies que se desarrollaban para el 2012 en este arrecife.

Estos valores indican que S. siderea se encuentra en riesgo y a pesar de que no se conocen
las causas de ello, puede deberse en parte a una serie de factores ambientales y
antropogeénicos, lo que podria llevar a estos cambios en los indices en los ultimos afios en
Punta Cebolleta (Harvell 2007). Asi mismo, uno de los factores que puede ocasionar que el
indice de mortalidad coralina sea mayor que el de desarrollo coralino, es la presencia de
enfermedades en esta especie, pues como se ha mencionado anteriormente es uno de los

factores que méas ocasiona deterioro coralino (Frias-Lopez 2004; Raymundo et al. 2008).

El bajo indice de desarrollo coralino y la elevada cobertura de coral muerto como se
observa en la Figura 9, puede darse a causa de que Isla Fuerte se ve influenciada por
aportes de sedimentos y aguas de baja salinidad del rio Sinu, debido a que desemboca al
este de Isla Fuerte en la zona de Tinajones (Diaz et al. 1996). Adicionalmente la isla recibe
sedimentos provenientes del rio Atrato, como lo reporta Bernal (2012), especialmente
durante los meses de Mayo a Noviembre, cuando la corriente del sur aumenta la
contracorriente del Darién, y por Gltimo obtiene aportes del Canal del Dique que transporta
sedimentos desde el rio Magdalena hasta el mar Caribe (Acevedo et al. 2014). Los aportes
de sedimentos causan un gran numero de efectos negativos sobre el coral, siendo uno de
ellos, la reduccion de la capacidad fotosintética del alga simbionte, lo cual conlleva a una
disminucion en el desarrollo coralino, en el crecimiento, en la nutricién y en la tasa de
calcificacion del coral, al disminuir la energia obtenida por el mismo (Erftemeijer et al.

2012; Rogers 2001). De igual forma, el aumento de concentracion de los sedimentos
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ocasiona que se dé un bajo desarrollo coralino, al modificar los sustratos de asentamiento

para las larvas, convirtiéndolos en inadecuados para este proceso (Bartley et al. 2014).

Otra de las razones por las que el aumento de sedimentos tiende a ser nocivo para el coral,
se relaciona con un aumento en la tasa de respiracion del mismo (Erftemeijer et al. 2012),
dado que los sedimentos presentes en el agua causan que se activen los mecanismos de
remocion de sedimentos activos por parte del coral, como lo son la produccion de
mucopolisacarido y el movimiento ciliar (Erftemeijer et al. 2012; Sheridan et al. 2014).
Estos procesos que son energéticamente costosos y que conllevan a procesos elevados de
respiracion, los cuales a su vez traen consigo una menor tasa de calcificacion por parte del
coral, una menor inversion de energia en la produccién de larvas para la reproduccién y una
menor disponibilidad de energia para expresar una respuesta inmune como la produccion de
péptidos antimicrobianos y produccion de células como fagocitos (Erftemeijer et al. 2012;
Pollock et al. 2014; Sheridan et al. 2014).

El porcentaje de coral enfermo, y la gran cantidad de enfermedades presentes en esta
especie coralina (Figura 10 y 11) pueden relacionarse con la elevada exposicion de Isla
Fuerte a sedimentos, ya que autores como Pollock et al. (2014), afirman que la turbidez en
el agua aumenta la prevalencia de las enfermedades coralinas, especialmente porque los
sedimentos pueden actuar como conductores de microorganismos patogenos y aumentar la
concentracion de nutrientes como nitrégeno y fésforo, los cuales han sido asociados con la
aceleracion de signos de enfermedades como banda negra, banda amarilla y aspergillosis
(Raymundo et al. 2008), al aumentar el metabolismo microbiano que puede reducir las
concentraciones de oxigeno y aumentar la produccion de sulfuro de hidrégeno, el cual es

toxico para el coral (Weber et al. 2006 citado en Bartley et al. 2014).

A su vez, otra de las posibles razones por la que los nutrientes pueden llegar a causar el
desarrollo de la enfermedad en este arrecife y eventos de blanqueamiento, se relaciona con
lo reportado por R&decker et al. (2015) & Vega et al. (2014), quienes afirman que elevadas
concentraciones de nutrientes pueden conllevar a que se dé un aumento en la densidad

poblacional de las zooxantelas del coral, lo que ocasiona que el punto de resistencia a
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patdgenos y al blanquemiento se vea reducido, al generar un desequilibrio en el holobionte,
por superar la capacidad de carga del coral y/o ocasionar dafios en la estructura lipidica de

los tilacoides de las zooxantelas, lo que desarrolla enfermedad o blanquemiento.

7.2. AISLAMIENTO Y DESCRIPCION FENOTIPICA DE BACTERIAS
AEROBIAS Y/O ANAEROBIAS FACULTATIVAS ASOCIADAS A LOS
FRAGMENTOS CORALINOS.

7.2.1. Descripcién morfoldgica de los aislamientos.

A partir de los 8 fragmentos de coral con signos de las diferentes enfermedades evaluadas
(banda negra, banda blanca, banda amarilla, plaga blanca, lunares oscuros, puntos blancos,
banda rosa y aspergillosis) y del fragmento de coral sano, se logrd obtener un total de 92
aislamientos, de los cuales aproximadamente el 91,3% correspondieron a bacterias Gram
negativas, dentro de estas, el 76% correspondi6 a bacilos y el 15,3% restante a coco-bacilos
Gram negativos. Las colonias de estos aislamientos en su mayoria se caracterizaron por
presentar en medio nutritivo marino, colonias de color beige, de elevacion convexa,
superficie lisa brillante y borde entero, como se puede ver en el Anexo 1. Dicha morfologia
coincide con lo encontrado por Céardenas et al. (2012), quienes al evaluar fragmentos de
Siderastrea siderea de coral sano y de coral con signos de plaga blanca lograron aislar 71
bacterias, de las cuales el 96 % fueron bacilos Gram negativos, con colonias color crema,
brillantes, circulares y con textura cremosa, lo que sugiere que los aislamientos obtenidos
en este estudio pertenecen muy posiblemente al phylum Proteobacteria, uno de los phylums
que ha sido encontrado tanto en corales enfermos como en sanos de S. siderea (Cardenas et
al. 2012; Kellogg et al. 2014; Sekar et al. 2008).

Adicionalmente, se obtuvo un total de 5 aislamientos de bacterias Gram positivas (5,43%),
2 de las cuales se aislaron del coral sano. También se aislé una levadura asociada a la
enfermedad de banda negra (1, 086%) y dos actinobacterias (2,17%), una de la enfermedad
de banda rosa (BRAL) y otra de coral sano (SA1) (Tabla 6.).
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Tabla 6: Total de aislamientos a partir de coral sano y enfermo de S. siderea. En la tabla se
muestra cada una de las enfermedades, junto con los microorganismos aislados, segun la

caracterizacion morfoldgica.

Enfermedad Microorganismos aislados Pro_porcmn
aislada
Puntos blancos Bacterias Gram negativas 9/9
Lunares oscuros Bacterias Gram negativas 5/5
Banda blanca Bacterias Gram negativas 9/9
Bacterias Gram negativas 9/10
Plaga blanca - —
Bacterias Gram positivas 1/10
Aspergillosis Bacterias Gram negativas 8/8
Bacterias Gram negativas 12/15
Banda negra Bacterias Gram positivas 2/15
Levadura 1/15
Bacterias Gram negativas 6/7
Banda rosa
Actinobacterias /7
Banda Amarilla Bacterias Gram negativas 14/14
Bacterias Gram negativas 12/15
Sano Bacterias Gram positivas 2/15
Actinobacterias 1/15
_Tota_l de 92
aislamientos

Como se muestra en el Anexo 1, la actinobacteria BRAL (aislada de la enfermedad de

banda rosa), posiblemente pertenezca al género Nocardia, ya que este aislamiento presenta

caracteristicas propias de este género como lo son: la presencia de un micelio vegetativo

ramificado, hifas que se pueden fragmentar en formas bacilares y colonias de color grisaceo

(Holt et al. 2000). Por su parte SAl (actinobacteria aislada de coral sano), mostré una

morfologia caracteristica del género Streptomyces al presentar un micelio vegetativo no

ramificado y un micelio aéreo que genera cadenas de esporas con forma de espiral (Anexo

1) (Correa 2008 & Holt et al. 2000), esto junto con la caracterizacion macroscopica de SAL,
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la cual muestra colonias pulverulentas de color blanco que con el tiempo se tornan grises,

apuntan al género Streptomyces (Holt et al. 2000).

Es de considerar, que probablemente las bacterias Gram positivas y la actinobacteria
asociada a coral sano, cumplan un papel de biocontrol en el coral, actuando como primera
linea de defensa del mismo, gracias a su capacidad de producir compuestos antimicrobianos
y que esten relacionados directamente con el establecimiento del equilibrio de las
comunidades microbianas del holobionte, manteniendo la homeostasis del mismo
(Nithyanand et al. 2010; Zhang et al. 2013). Por su parte las bacterias Gram positivas
asociadas a coral enfermo pueden relacionarse con el desarrollo de las enfermedades, sin
embargo para poder confirmar esto se hace necesario conocer las identidades de dichas

bacterias presentes tanto en coral sano como enfermo.

7.2.2.  Descripcion bioquimica de los aislamientos bacterianos.

De los 27 aislamientos asociados a las enfermedades presentes en S. siderea y a coral sano
que fueron sembrados en agar TCBS (Tabla 3 y 4), 26 mostraron colonias amarillas (Anexo
2) y una presento colonias verdes (BRB2), lo que permitid evidenciar que el género Vibrio
se encuentra asociado tanto a coral sano como a cada una de las enfermedades de S.
siderea. Para el caso de BRB2 (bacteria 2, aislada de banda rosa), muy probablemente el
aislamiento se trate de Vibrio parahaemolyticus, ya que la presencia de colonias verdes en
este medio es caracteristico de esta especie (Lotz 1983). Adicionalmente, el aislamiento
PTBB9 (bacteria 9, aislada de puntos blancos), el cual fue seleccionado para la prueba de
antagonismo, no presentd crecimiento en este medio, por lo que se descarta la posibilidad

de que este microorganismo pertenezca al género Vibrio.

Frente a las pruebas bioquimicas realizadas para los 12 aislamientos seleccionados tanto de
coral sano como de las enfermedades méas predominantes (Tabla 3), se logro llegar a una
aproximacion de las posibles especies (Tabla 7), para ello se comparo el perfil bioquimico
de cada uno de los asilamientos evaluados con los perfiles descritos por Buller (2004) y
MacFaddin (2003), de los microorganismos que han sido reportados como agentes causales
de cada una de las enfermedades. A partir de esto, se osbervo que muy posiblemente Vibrio

rotiferianus y Vibrio alginolyticus se encuentran asociados al coral sano, al tener unos
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porcentajes de coincidencia del 77,778% y 80% respectivamente. Asi mismo, posiblemente
V. rotiferianus se encuentra presente en las diferentes enfermedades, como se muestra en la
Tabla 7 y en la Tabla A del Anexo 3. En el caso de la enfermedad de puntos blancos se
observo la presencia de lo que probablemente sea V. natriegens, una de las bacterias
asociadas a la enfermedad de puntos blancos ulcerativos en Porites sp. (Arboleda &
Reichardt 2010) con un porcentaje de coincidencia del 73,077%.

Frente a la enfermedad de puntos oscuros, se encontré una bacteria con la cual no se pudo
Ilegar a la aproximacion a especie, ya que esta presentd una produccion de acido sulfhidrico
(H»S), el cual no es caracteristico del género Vibrio, pero posiblemente se trate de Proteus
sp., un género que como lo reporta Lotz (1983), puede llegar a crecer en este medio como
colonias verdes de borde translicido como se evidencia en el Anexo 2. y generalmente
presenta produccion de H,S (Holt et al. 2000). Sin embargo es necesario confirmar la

identidad de este microorganismo con pruebas moleculares.

Por ultimo, en la enfermedad de banda blanca el asilamiento BBB2.1 (bacteria 2.1 aislada
de banda blanca) mostr6 una coincidencia de 77,419% con V. harveyi /V. carchariae (Tabla
D, del anexo 3), uno de los posibles patogenos del tipo Il de esta enfermedad como lo
propone Ritchie & Smith (1998). De igual manera se encontré que BBB11 (bacteria 11
aislada de banda blanca) probablemente corresponda a V. alginolyticus, puesto que este
aislamiento presento una prueba de la cuerda positiva, la cual se puede evidenciar en esta
especie con una longitud < a 3mm (Keast & Riley 1997), sumado a esto BBB11 presento

un porcentaje de similitud de 74,286% con la especie (Tabla C del Anexo 3y Tabla 7).

Teniendo en cuenta que el medio TCBS permite el crecimiento de diferentes especies de
Vibrio, especialmente V. cholerae, V. alginolyticus y V. parahaemolyticus (BD 2003),
también se comparo el perfil bioquimico de cada uno de los aislamientos seleccionados con
los reportados para estas especies, a partir de lo cual se evidencid en algunos casos una
coincidencia con V. algynoliticus, pero con un porcentaje de similitud menor al encontrado
con V. rotiferianus, por lo que se tomd la decision de reportar dichos aislamientos como la

ultima especie mencionada (Tabla 7 y Tabla G del Anexo 3), ya que esta presenta
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crecimiento en medio TCBS de color amarillo entre 2-3mm de diametro segln lo descrito
por Gomez-Gil et al. (2003).

Tabla 7: Posibles especies asociadas a las enfermedades con mayor cobertura en
Siderastrea siderea , en el arrecife de Punta Cebolleta en Isla Fuerte, Bolivar. En la tabla se
muestra el porcentaje de identidad con el perfil de bioquimicas reportado para cada una de
las especies, junto con la referencia de las cuales se obtuvo. Proteus sp., no presenta
porcentaje de similitud, ya que este no fue comparado con el perfil bioquimico de ningun
microorganismo, al no tener certeza del género y se muestra la coincidencia de los
diferentes aislamientos con V. alginolyticus.

Posible Porcentaje Porcentaje de
Aislamiento . . de similitud Referencia similitud (%) con Referencia
microorganismo %) V. alginolyticus
SB1 V. rotiferianus 77,778 Buller (2004) 77,143 MacFaddin (2003)
SB6 V. alginolyticus 80 Buller (2004) - MacFaddin (2003)
SB19 V. rotiferianus 77,778 Buller (2004) 71,429 MacFaddin (2003)
PTBB1 V. rotiferianus 77,778 Buller (2004) 77,143 MacFaddin (2003)
PTBB2.2 V. natriegens 73,077 Buller (2004) - -
PTBB6 V. rotiferianus 77,778 Buller (2004) 68,571 MacFaddin (2003)
POB1 Posiblemente - - - -
Proteus sp.
POB3 V. rotiferianus 77,778 Buller (2004) 57,143 MacFaddin (2003)
POB7 V. rotiferianus 72,222 Buller (2004) 68,571 MacFaddin (2003)
BBB2.1 V.harveyi /V. carchariae 77,419 MacFaddin (2003) - MacFaddin (2003)
BBB10 V. rotiferianus 83,333 Buller (2004) 71,429 MacFaddin (2003)
BBB11 V. alginolyticus 74,286 MacFaddin (2003) -

Es importante aclarar, que todas las aproximaciones de especies mostradas en la Tabla 7y
8, deben ser rectificadas mediante técnicas moleculares, como amplificacion y
secuenciacion del gen 16s rRNA, con el fin de asegurar un porcentaje de identidad mayor al
95 %.

En resumen, a partir de la caracterizacion morfoldgica y bioguimica se encontraron

asociados a coral sano: 2 bacilos Gram positivos, a Streptomyces sp., lo que probablemente
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es V. rotiferianus y V. alginolyticus. Dentro de las enfermedades con mayor cobertura de S.
siderea, se encontraron 3 especies diferentes de Vibrio como se muestra en la Tabla 8 y en

las demas enfermedades se encontrd la presencia del género Vibrio.

Tabla 8: Aislamientos identificados en este estudio. En la tabla se muestran las bacterias
aerobias (Streptomyces sp. y Nocardia kruczakiae) y anaerobias facultativas (diferentes
especies de Vibrio) identificadas mediante la aproximacion bioquimica, junto con aquellos
aislamientos particulares por morfologia asociados tanto a coral sano como a cada una de
las enfermedades (bacterias Gram positivas y levaduras).

Microorganismo

Estado del coral Nombre del aislamiento

presuntivo
SB1 V. rotiferianus
SB6 V. alginolyticus
Sano SB19 V. rotiferianus
SAl Streptomyces sp.

Bacilos Gram positivos (2) -

PTBB1 V. rotiferianus
Puntos blancos PTBB2.2 V. natriegens
PTBB6 V. rotiferianus
POB1 Posiblemente Proteus sp.
Puntos 0scuros POB3 V. rotiferianus
pPOB7 V. rotiferianus
BBB2.1 V.harveyi /V. carchariae
Banda blanca BBB10 V. rotiferianus
BBB11 V. alginolyticus
PBB4
Plaga blanca PBB10 Vibrio sp.
PBB12
ASB5
Aspergillosis ASB6 Vibrio sp.
ASB8
BNB13.2
BNB15 Vibrio sp.
BNB16

Banda negra

Bacterias Gram positivas (2) -

Levaduras (1) -
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BRB2 V. parahaemolyticus

BRB5 o
Banda rosa SRES Vibrio sp.
BRA1 Nocardia kruczakiae
Banda amarilla BAB2.1
BAB6.1 Vibrio sp.
BAB7

En primer lugar, es interesante ver que como se muestra en la Tabla 8, la posible presencia
de V. rotiferianus tanto en coral sano como enfermo, coincide con reportes de otros autores
como Cardenas et al. (2012), quienes también evidencian la presencia de esta especie de
Vibrio en coral sano de S. siderea y con la enfermedad de plaga blanca. Esto puede deberse
al hecho de que el holobionte coralino posiblemente puede estar desarrollando una relacion
comensal con V. rotiferianus, quien puede estar vinculado con la perpetuacion del
equilibrio de las comunidades microbianas, pero una vez se presentan condiciones
cambiantes, como en este caso el aumento de la temperatura y la gran cantidad de
nutrientes presentes en los sedimentos, se rompe esta relacion comensal y posiblemente V.
rotiferianus pasa a jugar un papel de patogenicidad, al aumentar su poblacién y superar la
capacidad de carga del holobionte (Krediet et al. 2013)

Adicionalmente podria pensarse, que Vibrio rotiferianius posiblemente posee un rol
oportunista en esta especie coralina, a causa de que ha sido asociado con la generacion de
enfermedades coralinas como es el caso de la enfermedad de banda amarilla en Fungia sp.,
al formar consorcios con otras especies de Vibrio como: Vibrio proteolyticus, Vibrio
harveyi y Vibrio alginolyticus, los cuales afectan la relacion simbidtica del coral-
zooxantela y generan patrones de lesiones de bandas amarillas en esta especie de coral
(Cervino et al. 2008). Aqui cabe destacar que para poder confirmar esta teoria, es necesario
llevar a cabo la identificacion de los demés aislamientos asociados tanto a coral sano como

a enfermo, asi como un recuento de cada uno de los mismos.

Por otro lado, la posible presencia de otras especies de Vibrio asociadas a las enfermedades
mas predominantes de Siderastrea siderea, pueden estar actuando como oportunistas bajo

los altos patrones de sedimentacion y elevada temperatura que se evidenciaron para
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septiembre del 2014 en Isla Fuerte, ya que como lo explica Ritchie (2006) y Harvell et al.
(2007) pueden darse dos eventos: primero, las propiedades antimicrobianas del
mucopolisacarido del coral se pueden ver reducidas, al disminuir las concentraciones de los
microorganismos residentes (como bacterias Gram positivas) por lo que Vibrio puede
aumentar su densidad poblacional y llevar al desarrollo de la enfermedad. O segundo, las
comunidades de Vibrio pueden llegar a desplazar la microbiota normal del coral y conllevar

a los eventos de enfermedad (Ritchie 2006).

Otro de los aspectos que apoya la idea de que Vibrio puede actuar como un oportunista en
la generacion de enfermedades en S. siderea, se relaciona con la presencia de V.
alginolyticus en fragmentos de tejido coralino sano y enfermo, ya que esta junto con V.
harveyi a pesar de que estan ampliamente relacionadas con la generacion de enfermedades
en diferentes especies de coral (Gil-Agudelo et al. 2009; Rosenberg et al. 2007; Sheridan et
al. 2013; Zhenyu et al. 2013), también pueden establecer relaciones mutualistas con el
holobionte y llevar a cabo procesos de fijacion de nitrogeno al poseer la enzima
nitrogenasa, de tal forma que le proveen al coral este nutriente para su desarrollo, (Chimetto
et al. 2008; Krediet et al. 2013), por lo que actuarian como patégenos Unicamente cuando se

rompe el balance entre estos y los microorganismos residentes, por una sobrepoblacion.

Asi mismo, como lo menciona Tai et al. (2010), podria pensarse que V. harveyi, V.
alginolyticus y V. natriegens hayan podido aumentar su resistencia a antimicrobianos
presentes en el mucopolisacarido e incrementar la expresion de genes de virulencia, como
los relacionados con el Quérum-sensing, para la formacién de biopeliculas que permiten
aumentar la densidad poblacional (Tait et al. 2010), ya que se ha demostrado que bajo
condiciones de elevada temperatura los microorganismos patdgenos, tienden a mostrar
estas caracteristicas (Lesser et al. 2007), lo que se traduciria en un aumento de estos
microorganismos en el tejido coralino y en el mucopolisacarido, lo que finalmente lleva a el

desarrollo de enfermedades en el coral.

Ahora bien, es probable que la capacidad que tiene el género Vibrio de desarrollarse en
ambientes anaerobios (Holt et al. 2000), asi como el hecho de que algunas especies tienen
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la capacidad de producir enzimas como las catalasa y la super-6xido dismutasa (Munn et al.
2008), que les permiten protegerse frente a las especies reactivas de oxigeno, le posibilita a
este microorganismo atacar al coral y desarrollarse cuando en este hay una baja produccién
de oxigeno y un elevado estrés oxidativo, por el dafio en los fotosistemas del alga simbionte

en presencia de elevadas temperaturas.

De igual manera, podria pensarse que las relaciones mutualistas o comensales que
generalmente desarrollan algunas especies de Vibrio (como V. harveyi, V. alginolyticus)
con el holobionte coralino, pueden verse perturbadas en este caso debido a la presencia de
altas concentraciones de nutrientes, ya que el rio Sind al parecer descarga en el arrecife
Punta Cebolleta fuentes inorganicas de nitrégeno: como nitratos y nitritos (Sanchez et al.
2014), los cuales al poder ser usados por estos microorganismos, podrian estar favoreciendo
el desarrollo del género en la superficie coralina (Leyton & Riquelme 2008). Lo que
sumado a la capacidad de estos microorganismos de desarrollarse en concentraciones de
salinidad, podria conllevar a que se dé una sobrepoblacién del género en el coral y el

desarrollo de las diferentes enfermedades.

Por otra parte, la posible presencia de V. natriegens en la enfermedad de puntos blancos
puede sugerir que este microorganismo puede estar directamente relacionado con la
generacion de los signos de la enfermedad, ya que esta especie ha sido reportada como
posible agente causal del sindrome de puntos blancos ulcerativos de Porites sp., llegando a
cumplir la totalidad de los postulados de Koch. De forma similar ocurre con la posible
presencia de Vibrio parahaemolyticus, un patdgeno humano (Wu et al. 2014) que se
encontré también en la enfermedad de banda rosa, por lo que puede estar relacionado con el

desarrollo de esta, aungque aun no se tiene claro el rol de este microorganismo en el coral.

En cuanto a la probable presencia de Proteus sp. en la enfermedad de lunares oscuros,
puede decirse que este no ha sido reportado, por lo que se hace necesario llevar a cabo
estudios que permitan tener un acercamiento a la ecologia microbiana de esta enfermedad y
determinar si este microorganismo cumple algin papel en el desarrollo de la misma, pues a

pesar de que este microorganismo puede estar asociado a flora acompafiante al pertenecer a
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la familia Enterobacteriaceae, se relaciona ampliamente con enfermedades urinarias,
infecciones en heridas e incluso artritis reumatoide en humanos, lo cual sumado al hecho de
que es un patdgeno oportunista, podria implicar que este microorganismo puede jugar un
rol en el desarrollo de la enfermedad de puntos oscuros, aungque es prematuro dar

conclusiones al respecto (Roézalski et al. 2012).

Para concluir, a partir de lo encontrado en este estudio, podemos decir que los eventos de
enfermedad de Siderastrea siderea posiblemente se relacionan con factores ambientales
cambiantes que conllevan a que el género Vibrio actué como oportunista y ocasione un

desequilibrio de la microbiota residente del coral (Ritchie 2006; Tait et al. 2010).

7.2.3. Descripcion bioquimica de las actinobacterias

Frente a la caracterizacion bioquimica de las actinobacterias, es de resaltar que el
asilamiento BRAL (actinobacteria aislada de banda rosa), presentdé una coincidencia del
93,3% con Nocardia kruczakiae, lo que sugiere que muy posiblemente este aislamiento
corresponde a esta especie (Tabla E, del Anexo 3). En contraste la actinobacteria aislada de
coral sano (SA1), no pudo ser identificada a nivel de especie a causa del gran nimero de
especies que existen para el género Streptomyces, sin embargo los resultados de su perfil
bioquimico se muestran en la Tabla F del Anexo 3.

Teniendo en cuenta esto, en primer lugar es importante mencionar, que haber obtenido el
aislamiento de BRA1 a partir del fragmento de coral con signos de enfermedad de banda
rosa y SAl a partir de coral sano, muestra que las actinobacterias juegan un papel
importante en el tejido coralino, como lo reportan autores como Lampert et al. (2008),
quienes afirman que las actinobacterias constituyen una abundancia aproximada del 10 al
50% de la microbiota de los corales. En el caso del aislamiento de Streptomyces sp. (SAL),
es probable que esta actinobacteria se encuentre asociada a la produccion de compuestos
antimicrobianos bien sea en el mucopolisacarido o en el tejido coralino, lo que le provee al
coral una primera linea de defensa frente a patégenos (Nithyanand et al. 2010; Zhang et al.
2013).
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En segundo lugar, el aislamiento de Streptomyces a partir del tejido coralino sano de S.
siderea, se asemeja a resultados obtenidos por autores como Sun et al. (2012) quienes
logran obtener un total de 32 aislamientos de actinobacterias a partir del coral
Scleronephthya sp., de los cuales 4 fueron del género Streptomyces y presentaron genes
asociados a la produccion de policétidos (metabolitos secundarios como antibioticos). De
igual manera coincide con estudios de Nithyanand et al. (2011), quienes aislaron 15
actinobacterias a partir del mucopolisacarido de Acropora digitifera siendo Streptomyces el
género mas predominante, lo cual apoya la idea de que las actinobacterias proveen de cierta
manera la capacidad antimicrobiana al coral en especial al mucopolisacarido, lo que
relaciona a estos microorganismos con el mantenimiento de la homeostasis de la microbiota

coralina.

Para el caso de BRAL (actinobacteria aislada de banda rosa), la aproximacion de la
identidad de esta frente al género Nocardia, se apoya también en reportes de Zhang et al.
(2012) quienes lograron aislar un 4,1% de actinobacterias del género Nocardia a partir de 5
especies de corales gorgonios. Por ello, aunque es prematuro hablar sobre el papel de estos
microorganismos en las enfermedades coralinas, es probable que BRA1 este jugando algun
papel en el desarrollo de la enfermedad de banda rosa, ya que a pesar de que muy pocas
actinobacterias han sido aisladas a partir de fragmentos de coral enfermo, aun asi se tienen
reportes como el de Cérdenas (2012) de Norcadiopsis alba aislada a partir de un fragmento

de Diploria strigosa con signos de plaga blanca.

7.3. EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTAGONICA IN-VITRO:

La técnica de doble capa permitié evidenciar la actividad antagdnica in-vitro de N.
kruczakiae y Streptomyces sp., frente a 4 bacterias de la enfermedad de puntos blancos (la
enfermedad con mayor cobertura en Siderastrea siderea), observando que las dos
actinobacterias presentaron un potencial de inhibicion en todos los casos como se muestra
en la Tabla 9.y en la figura 12. Sin embargo el potencial antagonico de N. kruczakiae, fue
mayor que el de Streptomyces sp., frente a los dos aislamientos de V. rotiferianus (PTBB1
y PTBB6) y frente a V. natriengens (PTBB2.2).
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Tabla 9: Medidas de los halos de inhibicion de N. kruczakiae y Streptomyces sp. frente a
bacterias asociadas a la enfermedad de puntos blancos. Notese que N. kruczakiae presenta
mayores halos de inhibicion frente a los dos aislamientos de V. rotiferianus (PTBB1 y
PTBB6) y frente a V. natriengens (PTBB2.2). Por su parte Streptomyces sp., muestra un
mayor halo de inhibicion frente a PTBB9 (aislamiento no identificado, pero se sabe, que no
pertenece a el género Vibrio). PTBB1 y PTBB6 son aislamientos diferentes que
corresponden a una misma especie.

Medida real halo de Promedio
inhibicién(mm) medida real . Coeficiente de
Cepa halo de Desviacion -
C variacion (%)
R1 R2 R3 inhibicién
(mm)
N. kruczakiae
VS. 23,75 23,75 26,75 24,8 1,7 7,00
V. rotiferianus (PTBB1)
N. kruczakiae
VS. 15,5 15,5 14,75 15,3 0,4 2,84
V. natriengens
N. kruczakiae
VS. 21,25 22,25 22,25 21,9 0,6 2,63
V. rotiferianus (PTBB6)
N. kruczakiae
VS. 21 22,25 20,5 21,3 0,9 4,24
PTBB9
Streptomyces sp.
VS. 7,25 6,75 8,75 7,6 1,0 13,73
V. rotiferianus (PTBB1)
Streptomyces sp.
VS. 6 6,75 6,5 6,4 0,4 5,95
V. natriengens
Streptomyces sp.
VS. 8,5 6,5 7 7,3 1,0 14,19
V. rotiferianus (PTBB6)
Streptomyces sp.
VS. 27,25 31,5 31 29,9 2,3 7,76
PTBB9

51



Figura 12. Halos de inhibicion de N. kruczakiae y Streptomyces sp., frente a cuatro de los
aislamientos de puntos blancos. A. Control de N. kruczakiae, B. N. kruczakiae VS. V.
rotiferianus (PTBB1), C. N. kruczakiae VS. PTBB9, D. Control de Streptomyces sp, E.
Streptomyces sp. VS. V. rotiferianus (PTBBL1), F. Streptomyces sp. VS. PTBB9.

7.3.1. Andlisis estadistico de los halos de inhibicién obtenidos:

El analisis de resultados, permitié evidenciar que las pruebas de antagonismo presentaron
una distribucion normal con un nivel de confianza del 95%, con los siguientes valores de
P=0,77; 0,98; 0,96 0,99; 0,96; 0,86 (Figuras 14 y 15 del Anexo 4). A partir de esto se
realizd la prueba de Bartlett, con lo que se rechazo la hip6tesis nula de homogeneidad de
varianzas con un valor de P= 0,02 < a=0,05, por lo que se llevo a cabo un anélisis de
varianza no paramétrico, mediante la prueba de Kruskal-wallis a partir de la cual se
evidencié que existen diferencias significativas entre la medianas de los halos de las

diferentes cepas evaluadas, al obtener un valor de P= 0,002 (Figura 13).

Por otro lado, a partir de la prueba de rangos multiples (Figura 18, del Anexo 4), se
evidencio claramente que los enfrentamientos de N. kruczakiae VS. V. rotiferianus
(PTBB1), N. kruczakiae VS V. rotiferianus (PTBB6), N. kruczakiae VS PTBB9 y
Streptomyces sp. VS PTBB9, son los que presentaron las diferencias mas significativas
(Figura 13), esto junto con la medida de los halos de inhibicién de cierta forma nos ilustra
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que muy posiblemente N. kruczakiae tiene una mayor capacidad de inhibicion de las
bacterias asociadas a la enfermedad de puntos blancos.

A,

N. kruczakioe VS, V. rotiferianus (1) ' ) D
N. kruczakine V5. V. natriegens| H

N. kruczakiae VS, V. rotferianus (2)

N, krucrakiae VS. PTBER

=

Streptomyces VS. V. rotiferianus (1)

Streptomyces VS. V. natriegens| u
Streptomyces VS, V. rotiferinnus (2)| E

Streptonyces VS. PT”1 s : m
0

10 20 30 40
Halos de inhibicion (mm)

Enfrentamientos evaluados

B. 3

30 4

25 1

20 +

15 1

Halo de inhibicién (mm)

N. kniczakine VS PTBE9
Sreptomyces VS PTBE9

Streptomyces VS, V. natiegens

Streptomyces VS V. rotienianus (PTEEE) {5 |—<

N. kruczakiae VS V. rotferianus (PTE8T )
N. kruczakipe VS, V. natnegens
N. kruczakise VS V rotiferianus { PTBES)

Steplomyces VS V. roliferianys (PTEBT) 4

Cepas enfrentadas

Figura 13. A. Diagrama de cajas y bigotes, obtenido a partir de la prueba de Kruskal-
wallis. En la gréafica se muestran las diferencias entre las medianas de los halos de
inhibicion, donde (1) y (2) representan a PTBB1 y PTBB6 respectivamente. B. histograma
de las medidas de los halos de inhibicion obtenidos para cada uno de los enfrentamientos
evaluados.
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A partir de lo mostrado en la Tabla 9. y en la Figura 13., en primer lugar, es necesario
recalcar, que la actividad antagonica de las actinobacterias aisladas tanto de coral sano
(Streptomyces sp.), como de la enfermedad de banda rosa (Nocardia kruczakiae), frente a
los cuatro aislamientos bacterianos de la enfermedad de puntos blancos, concuerda con los
reportes de Mancilla (2003), quien evidencia la formacion de halos de inhibicion de 11 mm
a 41mm de didmetro, al enfrentar a las actinobacterias del género Streptomyces aisladas de
sedimentos y agua de mar, frente a bacterias patdgenas de humanos, como E.coli y S.
aureus. De igual forma lo obtenido en este estudio se asemeja a lo encontrado por Kadiri et
al. (2014), quienes evidencian que 9 actinobacterias asociadas a 6 esponjas del mar de India
presentan actividad antagénica frente a bacterias Gram positivas y Gram negativas,
observando halos de inhibicion de 8-28 mm, los cuales son similares en magnitud a los

obtenidos en este estudio (7,3-29.9mm).

En segundo lugar, se observd que los dos aislamientos de actinobacterias presentaron una
inhibicion frente a los 3 aislamientos seleccionados de la enfermedad de mayor cobertura
de S. sidera, pertenecientes al género Vibrio (Tabla 7) y frente a PTBB9, lo cual coincide
con lo obtenido por Velmurugan et al. (2015), quienes al enfrentar actinobacterias aisladas
de sedimentos de pozos de cultivo de camardn con diferentes especies de Vibrio: V.
alginolyticus, V. parahaemolyticus y V. harveyi, (los cuales han sido asociados a arrecifes
coralinos y eventos de enfermedad de los mismos como se menciond anteriormente),
obtienen halos de inhibicion entre 7-16mm de didmetro, muy similares a los obtenidos en
este trabajo. Dicha inhibicién mostrada tanto N. kruczakiae como Streptomyces sp., puede
estar dada por la capacidad que tienen de producir compuestos con propiedades
antibacteriales, que permiten eliminar y/o reducir la densidad poblacional microorganismos

competidores del ambiente como lo es Vibrio (Das et al. 2008; Joyce & Zorro 2011).

De igual forma, como puede verse en la Tabla 9. y en la prueba de comparacion de rangos
maltiples (Figura 18, Anexo 4), Nocardia kruczakiae presentd la mayor actividad
antagonica frente a los dos aislamientos de V. rotiferianus y frente a V. natriegens. En
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contraste Streptomyces sp. presentd una menor actividad frente a estos aislamientos, lo cual
muestra de cierta forma las interacciones microbianas que se pueden llegar a dar en las
comunidades microbianas asociadas a tejido coralino, ya que como lo menciona Mouchka
et al. (2010), los microorganismos patdgenos pueden alterar la microbiota residente del
coral, ya que si tienen una mayor afinidad a los sustratos disponibles en el hospedero y la
capacidad de producir compuestos como antibioticos, logran desplazarla, obteniendo una

ventaja competitiva frente a estas especies probidticas potenciales.

La mayor actividad inhibitoria presentada por Nocardia kruczakiae frente a 3 de los
aislamientos evaluados, se relaciona con el hecho de que Nocardia es un género que se
encuentra asociado a enfermedades en humanos, especialmente, esta especie ha sido
vinculada con enfermedades pulmonares en pacientes inmuno-suprimidos (Conville et al.
2004), por lo que probablemente una vez ha desplazado la microbiota del coral, puede
llegar a jugar un papel en el desarrollo de la enfermedad de banda rosa, aunque es

prematuro dar conclusiones sobre esto.

En contraste, la actinobacteria asociada a coral sano, puede relacionarse con un rol de
proteccion del coral frente a microorganismos patdgenos que se encuentren en la columna
de agua, ya que presentd los mayores halos de inhibicion frente a PTBB9 y a pesar de
presentar una menor actividad antagonica frente a los aislamientos de Vibrio (PTBB1,
PTBB2.2 y PTBB6), muestra una inhibicién de ellos, probablemente por la capacidad de
produccion de antimicrobianos, lo que de cierta forma puede relacionarse con impedir la
formacion de biofilms por parte de las comunidades de Vibrio sobre el tejido coralino y asi
permitir la estructuracion de las comunidades residentes del coral, promoviendo la
proliferacion de especies probioticas (Cardenas & Arévalo-Ferro 2013; Nithyanand et al.
2010; Shnit-Orland & Kushmaro 2009).

55



8.

CONCLUSIONES

Siderastrea siderea se ve afectada por las condiciones ambientales cambiantes de
Isla Fuerte, lo que se evidencia en los valores de cobertura de coral muerto, los
indices de mortalidad y desarrollo coralino, asi como en la presencia de las
diferentes enfermedades.

Los eventos de enfermedad de Siderastrea siderea en el arrecife de Punta Cebolleta,
se relacionan con factores ambientales cambiantes que conllevan a que el género
Vibrio actué como oportunista y ocasione un desequilibrio de la microbiota
residente del coral.

La mayor actividad antagdénica que presenta Nocardia kruczakiae frente a los
aislamientos de Vibrio, le otorga una posible ventaja competitiva al eliminar y/o
reducir la densidad poblacional de los mismos.

La actividad antagdnica de Streptomyces sp. puede estar relacionada con la primera

linea de defensa de S. sidera frente a patdgenos
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9.

RECOMENDACIONES Y PERSPECTIVAS

Se recomienda llevar a cabo la identificacion de cada uno de los aislamientos
obtenidos en este trabajo, mediante técnicas moleculares como secuenciacion del
gen 16S rRNA.

Llevar a cabo estudios de monitoreo en el arrecife de Punta Cebolleta, durante un
periodo prolongado de tiempo, con el fin de determinar la incidencia y la
prevalencia de las enfermedades de S. siderea. Esto acompafado de la toma de
parametros fisico-quimicos, que permitan determinar la relacion directa de estos con
el desarrollo de la enfermedad.

Llevar a cabo estudios de trazabilidad de los sedimentos en Isla Fuerte, Bolivar.
Realizar estudios que se enfoquen en el aislamiento de hongos filamentosos y
levaduriformes, a partir de muestras de tejido coralino sano y de las diferentes
enfermedades presentes en S. siderea, con el fin de tener un mayor entendimiento
de las comunidades microbianas asociadas a este coral.

Llevar a cabo estudios independientes de cultivo, basados en técnicas moleculares,
que permiten identificar la totalidad de la microbiota asociada al coral sano y a las
enfermedades coralinas.

Realizar estudios de bioprospeccion con N. kruczakiae y Streptomyces sp., como
posibles controladores de enfermedades.

Se recomienda de igual forma, llevar a cabo las caracterizaciones bioguimicas de
los aislamientos bacterianos a partir de un medio no selectivo, ya que en este
estudio se cometio el error de desarrollar algunas de ellas a partir de medio TCBS,
lo cual puede llevar a falsos positivos. Lo que en este estudio, no permitio
identificar un mayor numero de aislamientos, al tener que repetir dichas pruebas.

Se recomienda volver a realizar las pruebas biogquimicas de los aislamientos
evaluados en este trabajo, acompafiados de controles de ATCC para Vibrio
alginolyticus y Vibrio rotiferianus, para con ello verificar los resultados obtenidos

en este trabajo.
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e FEvaluar la resistencia a antimicrobianos de los aislamientos obtenidos en este

estudio.
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