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Resumen

MARTIN RAMIREZ SANTIAGO. Estudio de la comunidad bacteriana asociada al
biofilm de reclutas sexuales de Acropora palmata en el Caribe Mexicano. Bajo la

direccion de la Dra. Anastazia Banaszak y la Dra. Patricia Thomé Ortiz.

Los corales son colonias de pequefios animales conocidos como pélipos que viven
en simbiosis formando al holobionte. Debido a la importancia ecoldgica del coral
escleractinio Acropora palmata y a su estatus como especie con proteccion
especial es preponderante entender los problemas que aquejan a este coral del
Caribe Mexicano. Sera fundamental para nuestra generaciéon descifrar las causas
de estos problemas para poder solucionarlos y asi conservar la especie.
Considerando que la mortalidad debido a enfermedades es uno de los principales
motivos en la disminucion de sus poblaciones, que ademas la patogenia y
etiologia de casi todas estas enfermedades es desconocida y que es probable que
las enfermedades sean de origen multifactorial, es esencial entender el papel que
juega la comunidad bacteriana asociada a A .palmata en el estado de salud del
coral huésped y su relacién con los demas simbiontes presentes en el holobionte.
En este trabajo se pretende compilar informacion sobre la composicion y riqueza
de la comunidad bacteriana asociada al biofiim de diferentes colonias de
A.palmata reclutadas sexualmente para observar las disimilitudes entre los
genotipos de cada recluta y su Symbiodinium. Las muestras de biofilm se

obtuvieron a partir de 76 colonias de A. palmata producidas en el laboratorio de



reproduccién sexual de corales como parte de un programa de restauracion de
arrecifes del Caribe Mexicano.

Debido a que la comunidad bacteriana presente en los reclutas no fue adquirida
en el mar, sino en el laboratorio, debemos determinar si los reclutas pueden ser un
vehiculo de introduccién de bacterias exéticas a poblaciones silvestres.

En este trabajo se pudo observar la rigueza de géneros bacterianos en la
comunidad asociada al biofilm de 17 reclutas sexuales producidos en 2011 y 2012,
con 5 genotipos de Symbiodinium, en 3 diferentes fechas y 2 lugares. Se encontré
evidencia, de que la comunidad bacteriana asociada al biofilm tiene una menor
disimilitud entre los diferentes genotipos de Symbiodinium presentes en el
holobionte, que de acuerdo al gendétipo de los diferentes reclutas, la fecha de los
muestreos o al lugar de colecta. Esto podria ser indicio de que la comunidad
bacteriana presente en el biofilm tiene interaccién no sélo con los pdlipos de cada
colonia sino también con el resto de los simbiontes presentes en el holobionte,
mostrando que las interacciones entre el coral y todos sus simbiontes son muy
complejas y que aun nos falta mucho para poder llegar a descifrar todo lo que
ocurre en el holobionte y determinar el papel que tienen todos los simbiontes en el

estado de salud o enfermedad de una colonia de coral.



Estudio de la comunidad bacteriana asociada al biofilm de

reclutas sexuales de Acropora palmata en el Caribe Mexicano

Introduccion

Los corales forman la estructura de los arrecifes que son considerados uno de los
ecosistemas con mayor riqueza y diversidad de especies siendo imprescindibles
para mantener la biodiversidad global (Moberg and Folke, 1999; Cardenas et al.,
2011). Los arrecifes son ecosistemas acudticos tropicales restringidos a mares
ubicados entre las latitudes 30° N y 30° S (Olivares & Severeyn, 2000). Tienen una
gran importancia ecolégica, ya que juegan un papel esencial en la dinamica
costera al prevenir la erosion y disminuir la fuerza del oleaje. Constituyen una
barrera de proteccion contra tormentas tropicales y huracanes al disipar la energia
de las olas y corrientes. Crean ambientes favorables para los pastos marinos y
manglares. Fungen como sitios de alimentacién, desove, crianza, refugio y
reproduccion para muchas especies marinas. Proveen de servicios ambientales a
comunidades que habitan costas cercanas y son clave para actividades como la
pesca, el turismo, el comercio de especies para acuario y la obtencion de algunos

farmacos (Moberg et al., 1999; Cardenas et al., 2011).

Los corales son animales invertebrados del filo Cnidaria, que pertenecen a la
Clase Anthozoa junto con las anémonas Yy los abanicos de mar (Lalli & Parsons,
1995). Los corales que forman el arrecife son los corales duros, hermatipicos o
escleractinios y son la base estructural, fisiologica y ecologica de los arrecifes

coralinos (Céardenas et al., 2011; Kooperman et al., 2007).



Los corales escleractinios estdn constituidos por una colonia de poélipos que
crecen formando un esqueleto de carbonato de calcio (CaCO3). Los pélipos son
organismos tubulares fijos al sustrato formados por una cavidad gastrovascular la
cual se abre al exterior en la parte superior para formar una boca rodeada por
tentaculos (Lalli & Parsons, 1995; Galloway et al., 2007; Erice et al., 2012). Los
pélipos se multiplican y crecen formando colonias. Cada colonia representa a un
coral y cada coral esta formado por decenas o hasta miles de pdlipos
genéticamente iguales (Galloway et al., 2007, National Marine Fisheries Service,

2015).

Los palipos coexisten con otros organismos en simbiosis formando al holobionte.
El holobionte se forma de la relacion simbidtica que existe entre los pdlipos de una
colonia, algas dinoflageladas del género Symbiodinium y una diversa comunidad
microbiana que incluye bacterias, protistas, archeas, hongos y virus (Douglas,
2003; Reshef et al., 2006; Rothig et al., 2016; Sunagawa et al., 2009; Ainsworth et
al., 2010). Esta relacibn es vital para el pélipo pues le brinda beneficios
nutricionales, metabdlicos e inmunitarios indispensables para mantener su
homeostéasis (Douglas, 2003; Reshef et al.,, 2006; Sunagawa et al., 2009;
Ainsworth et al., 2010). Symbiodinium es un alga dinoflagelada unicelular que vive
dentro de las células de muchos invertebrados marinos entre ellos los corales
escleractinios. Symbiodinium tiene una gran influencia en la reproduccion, el
crecimiento y la formacion del esqueleto a través del depésito de CaCOj. Aporta
gran parte de los requerimientos metabolicos del huésped a través de productos

fotosintéticos mientras que el huésped le brinda compuestos inorganicos para la



fotosintesis (Banaszak et al.,, 1993; Douglas, 2003; Rosenberg et al., 2007,

Schwarz et al., 2008; Yamashita et al., 2012).

Mientras tanto la comunidad bacteriana asociada al holobionte consta de tres
poblaciones: una asociada al esqueleto, otra al tejido intersticial y la dltima al
biofilm o mucus producido por células de mucina presentes en la epidermis del
pélipo (Ainsworth et al., 2010). Las bacterias asociadas al biofilm tienen un
importante rol en la inmunidad y nutricion del huésped, ya sea aportando
nutrientes que no son provistos por Symbiodinium como nitrdgeno y fésforo, o
mediante mecanismos de resistencia a patdgenos como la produccion de
enzimas, substancias antibiéticas o simplemente a través de la inhibicion de la
adhesion de bacterias con potencial patégeno a la superficie coralina (Rohwer et
al., 2001; Kooperman et al., 2007; Rosenberg et al., 2007; Rdéthig et al., 2016;
Shnit-Orland & Kushmaro, 2009; Ainsworth et al., 2010; Cardenas et al., 2011; Lee
et al., 2016). La comunidad bacteriana presente en el biofilm ha mostrado
diferenciarse segun la especie de coral, la profundidad, la ubicacion, la intensidad
luminica, la disponibilidad de nutrientes y la presencia de enfermedades (Koren et
al., 2006; Weil et al., 2006; Kooperman et al., 2007; Rosenberg et al., 2007;
Ainsworth et al., 2010; Mouchka et al., 2010; Cardenas et al., 2011). Diferentes
hongos y virus han sido asociados a corales principalmente en colonias enfermas
(Marhaver et al., 2008). A partir de la identificacion molecular en muestras de
biofilm se han encontrado datos que sugieren una comunidad exclusiva del
huésped. Ademas estos agentes fangicos y virales podrian no solo infectar al

poélipo, sino también a Symbiodinium o a la microbiota asociada al holobionte


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1433831906000035#bib15

(Patten et al., 2008; Rajasekar et al., 2012). Sin embargo, no existe suficiente
informacion para entender la compleja y dinamica relacion entre todos los
integrantes del holobionte y el papel que estos juegan en la homeostasis del
huésped (Roder et al., 2014).

Dentro de las principales especies de corales hermatipicos en el Caribe Mexicano
se encuentra Acropora palmata. El género Acropora tiene tres especies de corales
en el Caribe: A. palmata, A. cervicornis y A. prolifera. Sin embargo, se considera
gue A. prolifera es un hibrido de las 2 primeras y su abundancia y distribucion son
muy limitadas (Vollmer et al., 2002). De este modo, A. palmata y A. cervicornis
tienen su rango de distribucion en arrecifes que se encuentran a lo largo de todo el

mar Caribe. (Vollmer & Palumbi, 2002; Kramer et al., 2000).

Atlantic Ocean

Figural

Distribucion de Acropora spp. (National Marine Fisheries Service, 2015).



A. palmata forma colonias que crecen comiunmente en aguas turbulentas de entre
1 y 5 metros de profundidad aunque se han encontrado colonias a profundidades
de hasta 30 metros (National Marine Fisheries Service, 2015). A. palmata se
reproduce de dos formas, la mas comuin es la reproduccion asexual. La
reproduccién asexual ocurre cuando una colonia se fragmenta en uno o varios
pedazos los cuales se desplazan y logran adherirse a un nuevo sustrato formando
otra colonia. La reproduccion sexual solo ocurre una vez al afio. A.palmata es lo
que se denomina un “broadcast spawner”, lo que implica que los pdlipos liberan
sus gametos directamente en la columna de agua. Al ser hermafroditas
simultdneos cada polipo libera paquetes sexuales con espermatozoides y évulos.
La fertilizacion y el desarrollo embrionario son exclusivamente externos y culminan
con el desarrollo de una larva planctonica conocida como planula la cual nada y se
fija al sustrato transformandose en un nuevo poélipo. Los gametos sexuales
provenientes de colonias genotipicamente iguales no se fertilizan por lo que cada
nuevo polipo reclutado forma una nueva colonia genotipicamente Unica. La
produccion de reclutas sexuales es la Unica forma de aumentar la diversidad
genética y el éxito reproductivo de la especie (Lirman, 2000; Buckner, 2002;

Guest et al., 2013).

A. palmata es la mas grande de todas las especies del género. por lo que es el
principal formador de habitat, refugio y areas de alimentacion para muchas
especies que residen el arrecife. Su abundancia es de vital importancia para el
mantenimiento y funcion de los arrecifes en el Caribe, por lo que la pérdida o

alteracion de sus poblaciones podrian resultar en una reduccién significativa de la



funcién y estructura del arrecife poniendo en riesgo a distintas especies (Buckner,
2002; Boulon et al.,, 2005; Kramer et al., 2000). A. palmata fue una de las
especies dominantes dentro de los arrecifes del Caribe Mexicano. Era comun que
formaran colonias masivas ocupando grandes extensiones del arrecife (Buckner,
2002; Harvell et al., 2007). En los afios 70’s y 80’s se inici6 un deterioro drastico
en sus poblaciones debido a mortalidades masivas que contindan hasta hoy
(Buckner, 2002; Gardner et al., 2003; Precht et al., 2016). Esta situacion coincide
con una mayor incidencia de enfermedades a la cuales es susceptible esta
especie (Harvell et al., 2007). En el Caribe las enfermedades infecciosas
emergentes representan la principal causa de disminucion en las poblaciones de

corales (Hayes & Goreau, 1998; Harvell et al., 2007).

Figura 2

Colonia de A. palmata en el Caribe Mexicano. Foto por: Paul Selvaggio


http://www.sciencemag.org/search?author1=Toby+A.+Gardner&sortspec=date&submit=Submit

A. palmata esta considerada como especie en peligro critico de extincion en el
libro rojo de Especies Amenazadas elaborado por la Union Internacional para la
Conservacion de la Naturaleza. De acuerdo a la Convencién sobre el Comercio
Internacional de Especies Amenazadas de Fauna y Flora Silvestres (CITES) se
encuentra dentro del Apéndice Il (National Marine Fisheries Service, 2015) y en
México existe la NOM-059-SEMARNAT-2001 que establece a A. palmata en

estatus de proteccién especial (Norma Oficial Mexicana, 2002).

Las principales amenazas que enfrentan las poblaciones de A. palmata en la
actualidad son: baja diversidad genética, sedimentacién, eventos de
blanqueamiento, depredacion, desastres naturales, enfermedades, variacién en la
temperatura y salinidad del mar, dafio por factores antropogénicos como
sobrepesca, encallamientos y expansion demografica (Rodriguez-Martinez et al.,

2001; Harvell et al., 2007).

En las ultimas décadas el aumento en la incidencia de nuevas enfermedades
infecciosas coralinas ha causado preocupacién dentro de a la comunidad cientifica
(Bourne et al., 2009), sin embargo, a pesar de su impacto y aun cuando el
incremento en la mortalidad y prevalencia es sugerente, existe poca informacion
con respecto a la identificacion de los agentes causales o en la aplicacion de
métodos epidemioldgicos para poder determinar su impacto 0 sus mecanismos de
transmision (Harvell et al., 1999; Daszak et al., 2001). Uno o varios de los
organismos que forman parte del holobionte podrian tener influencia en la
susceptibilidad o resistencia del huésped a enfermedades (Douglas, 2003; Reshef

et al., 2006, Sunagawa et al., 2009). Hasta ahora, de las 18 nuevas enfermedades
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reportadas a partir de las diferentes lesiones descritas solo se han identificado 6

agentes causales (Bourne et al., 2009).

Categoria Humanos Corales
Especies huésped 1 845
Lesiones descritas >1000 18
Agentes causales identificados. 171 6
Enfermedades Bacterianas 66 4
Enfermedades Virales 43 0
Enfermedades Fungicas 15 1
Enfermedades Parasitarias 47 1
Afos invertidos en investigacion >2500 13
Primer Patogeno identificado 1854 1996
Numero de Investigadores >1000000 =3500

Cuadro 1

Comparacion historica de enfermedades infecciosas entre humanos y corales

(Bourne et al., 2009).

Confirmar que agentes son los causantes de las lesiones ha representado grandes
dificultades ya que aun cuando se ha caracterizado la interacciéon entre el huésped
y algun patdgeno, no hay consistencia en la deteccion de dicho patégeno y las
lesiones, haciendo que los signos sean inespecificos complicando el diagndstico.

(Harvell et al., 1999; Willis et al., 2004; Bourne et al., 2009).
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En la mayoria de los estudios que contemplan la diversidad bacteriana asociada al
holobionte sélo se han utilizado técnicas que requieren métodos de cultivo
bacteriolégico aun cuando esta bien establecido que la mayoria de las bacterias
presentes en el holobionte no son cultivables (Rohwer et al., 2001). Existen
paradigmas en los que menos del 1% de las bacterias obtenidas a partir de

muestras en distintos ambientes se pueden cultivar (Cook et al., 2013).

En los ultimos afios se ha empezado a recopilar informacion utilizando métodos
moleculares que permiten identificar bacterias independientes de cultivo.
Utilizando técnicas moleculares como la Reaccion en Cadena de la Polimerasa
(PCR) y la Electroforesis en Gel por Gradiente de Desnaturalizacion (DGGE) es
posible identificar con mayor precision la comunidad bacteriana asociada al
huésped e identificarla con éxito ayudando a brindar mas informacién sobre la
compleja y dindmica relacién entre la comunidad bacteriana asociada a corales y
los demés integrantes del holobionte, ademas de la posible relacion entre dicha
comunidad o algun agente bacteriano especifico con las distintas enfermedades.

(Rohwer et al., 2001; Sakai, 2008; Ceh et al., 2012).

La DGGE es un tipo de electroforesis que utiliza alta temperatura (60°C) y un
gradiente desnaturalizante de urea en un gel de poliacrilamida para separar
amplicones de una misma longitud, pero de diferente composicion de nucledtidos,
resultando en un patron de bandas definido segun el perfil del diferencial de

desnaturalizacion de cada especie presente en la muestra, mostrando la
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composicién genética de una comunidad microbiana con alta sensibilidad vy

especificidad (Fischer & Lerman, 1983; Muyzer et al., 1993).

Asi que aun cuando en las ultimas décadas se ha logrado un progreso substancial
determinando la composicion, abundancia y diversidad de los microorganismos
asociados al holobionte la interaccion entre estos factores y el estado de salud del
huésped sigue sin estar del todo claro. Se sabe que la comunidad bacteriana
presente en el biofilm esté representada tanto por especies comensalistas, como
mutualistas o0 hasta patégenas invasoras, sin embargo aun se desconoce la
composicion y riqueza de dicha comunidad en un coral sano. Para poder llegar a
entender la patogenia de las diferentes enfermedades se necesita mas
informacion sobre la riqueza y composicion de la comunidad bacteriana asociada
al coral de manera que se pueda observar si existe relacion entre estos factores y
la ausencia o presencia de enfermedad en una colonia, logrando una mayor
comprension de la relacion entre las bacterias presentes en el biofilm, el coral
huésped, Symbiodinium, todos los demas integrantes del holobionte y las

condiciones ambientales prevalentes.

En este trabajo se pretende caracterizar la comunidad bacteriana asociada al
biofilm de 76 reclutas sexuales sanos de A. palmata producidos en el laboratorio
de la Unidad Académica de Sistemas Arréciales (UASA) en el Estado de Quintana
Roo, México. Caracterizando la comunidad bacteriana presente en el biofilm de los
diferentes reclutas se podra conocer la rigueza de géneros bacterianos presentes

en cada genotipo recluta y su Symbiodinium, en distintos muestreos. Asi se
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podran observar las disimilitudes entre los géneros bacterianos encontrados en
cada recluta y se aportard informacién valiosa sobre la composicién de dicha
comunidad bacteriana . Ademas con el paso del tiempo se podra llegar a confirmar
gue impacto tienen la composicion, riqueza y diversidad de géneros bacterianos
presentes en el biofilm con el estado de salud o enfermedad de un coral y se
empezara a compilar informacion para poder determinar si la comunidad
bacteriana presente en los reclutas producidos en un laboratorio es diferente de la
comunidad bacteriana presente en poblaciones silvestres y asi determinar si estas
diferencias podrian representar algun riesgo de introduccion de enfermedades, o
especies bacterianas con potencial patdgeno en las poblaciones silvestres

(Rosenberg et al., 2007; Lee et al., 2016).

Hipotesis

La comunidad bacteriana presente en las muestras con biofilm de A. palmata sera
diferente entre los 76 reclutas producidos en el laboratorio. La comunidad
bacteriana asociada al biofilm tendrd una menor disimilitud conforme a la mayor

semejanza entre las caracteristicas intrinsecas de cada holobionte y las

condiciones ambientales prevalentes del sitio en el que se encontraban.


http://frontiersin.org/people/u/294244
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Objetivo General

Evaluar la riqueza genética en la comunidad bacteriana asociada al biofilm de 76
reclutas sexuales sanos de A. palmata producidos en el laboratorio mediante

DGGE utilizando segmentos del gen 16S rRNA en el Caribe Mexicano.

Objetivos Especificos

1. Observar la riqueza de géneros bacterianos presente en la
comunidad bacteriana asociada al biofilm de 76 reclutas sexuales
sanos de A. palmata producidos en el laboratorio y la comunidad

bacteriana presente en la columna de agua.

2. Observar las disimilitudes en la riqueza de la comunidad bacteriana
asociada al biofilm de reclutas sexuales sanos de A. palmata, bajo
diferentes condiciones del holobionte (el genotipo del recluta, el

genotipo de Symbiodinium, la fecha de muestreo y el sitio).

3. Compilar informacion para determinar si la comunidad bacteriana
presente en el biofilm de los reclutas producidos en el laboratorio es
distinta a la comunidad bacteriana en el biofilm de los corales

silvestres.
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Material y Métodos

Reclutas de Acropora palmata

Las muestras de biofilm se obtuvieron a partir de 76 reclutas sexuales de A.
palmata. Los reclutas fueron producidos en 2011 y 2012 como parte del proyecto
de reproduccion sexual de corales en el laboratorio de la Dra. Anastazia Banaszak
en la Unidad Académica de Sistemas Arréciales (UASA) como parte de un

programa de restauracion de arrecifes del Caribe Mexicano.

Figura 3

Recluta sexual de A. palmata producido en 2011

Se tomaron muestras de 76 reclutas, 30 fueron producidos en 2011 y 46 en 2012.

Los gametos fueron recolectados en el arrecife, después fertilizados y cultivados
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en el laboratorio hasta el asentamiento e inoculacién con simbiontes. Después, los
reclutas se trasladaron a una Granja de Corales en el Acuario de Xcaret hasta que
en marzo de 2014 se trasladaron a 2 viveros marinos y posteriormente en 2015 a

un arrecife dafiado por encallamiento.

Los reclutas se dividieron en tres grupos y se movieron a sus respectivos destinos,
30 se trasladaron a un vivero marino ubicado en el Parque Nacional Arrecifes de
Puerto Morelos. Otros 30 a un vivero marino, en “Las Ruinas” frente al EcoParque
Xcaret y los 16 restantes se quedaron en las instalaciones del Acuario de Xcaret,
algunos en exhibicion al puablico. En febrero de 2015 todos los reclutas que se
encontraban en el sitio frente al EcoParque Xcaret se trasladaron al vivero ubicado
en el Parque Nacional Arrecifes de Puerto Morelos (PNAPM). Al mismo tiempo
algunos de los reclutas que se encontraban en el vivero del PNAPM se movieron
al arrecife “Cuevones” en el Parque Nacional Costa Occidental de Isla Mujeres,

Punta Cancun y Punta Nizuc (PNCOIMPCPN), en el Estado de Quintana Roo.

De los reclutas que permanecieron en el Acuario de Xcaret algunos fueron
puestos en exhibicion y otros tuvieron distintos eventos de desprendimiento de
tejido entre agosto de 2014 y enero de 2015. El genotipo de cada recluta y el de
su Symbiodinium se obtuvieron mediante secuenciacion genética (Gomez Campo
y Banaszak, datos no publicados). Se muestrearon 17 diferentes genotipos de
reclutas "Z61101", "AP1112", "AP1113", "AP1117", "AP1119", "AP1122"
"AP1123", "AP1125", "AP1126", "AP1128", "AP1130", "AP1131", "AP1132",
"D061116", "D111118", "F061127", "F151129" con 5 genotipos de Symbiodinium

"F288", "F417", "MAG4", "MAGS5", "MAGT".



17

Muestreos

Los muestreos se realizaron entre abril y junio de 2014 y nuevamente entre enero
y abril de 2015. Las fechas de los muestreos coinciden con el traslado de los
reclutas a sus diferentes destinos. Ademas, los muestreos continuaron los
primeros meses después del traslado, en el periodo de aclimatacién de los
reclutas a las condiciones ambientales del sitio nuevo. Los muestreos se hacian
cada 2 o 3 semanas dependiendo de las condiciones ambientales, el calendario
de salidas y la disponibilidad de equipo y personal tanto del EcoParque Xcaret

como en la Unidad Académica de Sistemas Arrecifales (UASA).

Se tomaron un total de 532 muestras de biofilm y 32 de agua en un total de trece
inmersiones y cuatro visitas a las instalaciones del Acuario Xcaret. A partir de
enero del 2015 solo se tomaron muestras del vivero localizado en el PNAPM ya
que los reclutas ubicados en el sitio las Ruinas fueron trasladados ahi. Ademas
debido a que varios de los corales que estaban en el vivero PNAPM fueron
trasladados al arrecife “Cuevones” no se pudieron tomar el mismo numero de
muestras. Se tomaron muestras en tres lugares del estado de Quintana Roo: uno

en las instalaciones de EcoParque Xcaret y los otros dos en los viveros marinos.
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Lugar de Muestreo Fecha NUumero de Muestras
Xcaret Acuario 07-abr-14 79
Puerto Morelos 17-abr-14 30
Xcaret Acuario 08-may-14 21
Las Ruinas 08-may-14 30
Puerto Morelos 19-may-14 30
Xcaret Acuario 13-jun-14 21
Las Ruinas 13-jun-14 30
Xcaret Acuario 21-jun-14 21
Las Ruinas 21-jun-14 30
Puerto Morelos 16-ene-15 30
Puerto Morelos 20-ene-15 30
Puerto Morelos 06-feb-15 30
Puerto Morelos 20-feb-15 30
Puerto Morelos 8-marz-15 30
Puerto Morelos 16-marzo-15 30
Puerto Morelos 9-abril-15 30
Puerto Morelos 26-abril-15 30
Cuadro 2

Calendario de muestreo

Viveros

Cada uno de los dos viveros habia sido escogido por sus caracteristicas de
presencia de colonias de A. palmata, la profundidad y las condiciones

ambientales, ademas de su cercania al EcoParque Xcaret y a la UASA.

El vivero localizado dentro del Parque Nacional Arrecifes de Puerto Morelos se
encuentra en las coordenadas 20° 52’ 48.9” N 86° 50’ 59.34” W en el municipio de

Puerto Morelos. El sitio es conocido como “El Spa” y se encuentra dentro de la
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laguna arrecifal en un lugar somero (4 a 6 metros de profundidad) y cubierto por

pastos marinos y algunas colonias de corales.

El vivero que esta frente al EcoParque Xcaret esta en un sitio conocido como “Las
Ruinas” se encuentra en las coordenadas 20° 34’ 49" N 87° 6 42 W en el
municipio de Solidaridad. Es un lugar somero (3 a 4 metros de profundidad) con
algunos fragmentos de coral esparcidos en el fondo y sin la proteccién de un

arrecife por lo que la corriente y oleaje suelen ser mucho mas fuertes.

Figura 4

Vivero marino “Spa”
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Muestreo del Biofilm

Con el propésito de estudiar a la comunidad bacteriana de los reclutas sexuales
de A. palmata se tomaron muestras de biofilm a través del raspado de la superficie

coralina con hisopos estériles bajo el agua.

Previo al muestreo, los hisopos se metieron dentro de tubos Corning de 15 ml en
condiciones de esterilidad; como control se tom6 una muestra de 60 ml de agua
adyacente a los reclutas con una jeringa estéril con tapa (Shnit-Orland &
Kushmaro, 2009). Ya en el sitio, los tubos se abrieron de manera invertida bajo la

columna de agua, se extrajo el hisopo y se frotdé contra la superficie coralina.

Posteriormente se volvio a meter el hisopo al tubo y se cerré dejando la menor
cantidad de agua dentro (Kooperman et al.,, 2007; Shnit-Orland & Kushmaro,
2009). Las muestras se trasladaron en hielo al laboratorio de la UASA donde se
procesaron. Las muestras con biofilm se pusieron en 500ul de Buffer de
Extraccion (Tris-HCI 200mm: EDTA 100mm: NaCl 1.5m pH 8), mientras que las de
agua se filtraron a través de una membrana de 22um la cual se maceré en
nitrogeno liquido y se adicioné 500ul de Buffer de Extraccion. ElI macerado se
puso en tubos de 2 mly se almacend a -80°C (Lyautey et al., 2005; Centeno et al.,

2012).
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Figura

Muestreo de un recluta de A. palmata

Analisis de Laboratorio

La caracterizacion de la comunidad bacteriana presente en el biofilm de A.
palmata se realiz6 a través de la técnica de Electroforesis en Gel por Gradiente de
Desnaturalizacion (DGGE por sus siglas en inglés) (Rohwer et al., 2001; Littman et
al.,, 2010) segun el protocolo de Riemann y colaboradores (1999) con
modificaciones segun el manual “DCodeTM Universal Mutation Detection System”

(1996).
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Las condiciones desnaturalizantes se lograron por medio de una solucién de urea
y formamida (una solucién 100% desnaturalizante consiste de urea 7M y 40%
formamida). Se prepararon soluciones de alta y baja densidad, se mezclaron con
una solucion de acrilamida y se vertieron para formar un gradiente lineal de
desnaturalizacion en el gel (Muyzer et al., 2004). Mientras el ADN migra en el gel
las dos hebras de ADN se separan a concentraciones especificas de
desnaturalizante. Cuando el amplicén llega a su punto de desnaturalizacion forma
una pieza de ADN en forma de Y, la cual detiene por completo su migracion en el
gel, logrando que los fragmentos con diferentes puntos de desnaturalizacion
permanezcan en diferentes posiciones del gel. Después de tefirlo el nUmero de
bandas en el gel es un indicativo de la diversidad genética de la muestra original

(Muyzer et al., 1993, 2004; Duarte et al., 2012).

Extraccion de ADN

Se extrajo el material genético presente en las muestras utilizando el protocolo de
Centeno y colaboradores (2012). Se afadieron 5 pL de lisozima (20 mg/ml) y 5 pL
de CTAB (al 6%) a la muestra original, se homogeneizd en un vortex y se incubd
por 30 minutos a 37°C. Después se afiadieron 50 pyL de proteinasa K (50mg/ml) y
5 pL de SDS (al 20%), se homogeneizaron e incubaron durante 60 minutos a
60°C. Posteriormente, el sobrenadante se cambié de tubo y se mezclé con una
solucién 25:24:1 de fenol:cloroformo:isoamil-alcohol y se centrifugé por 10 minutos
a 10,000 rpm. Después de centrifugarse, la muestra se separo en dos fases, una

acuosa donde se encuentra el ADN y otra organica en donde estan suspendidas
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proteinas, polimeros y carbohidratos (LOpez Garcia, 2013). Se tomé el
sobrenadante de cada muestra (fase acuosa) y se paso a otro tubo. Este paso se
realiz6 por duplicado para cada muestra. Después, se afiadieron 500 uL de
cloroformo al sobrenadante y se centrifug6 por 15 minutos a 6,500 rpm. EI ADN se
precipito utilizando 300 uL de etanol y centrifugando por 10 minutos a 10,000 rpm.
Finalmente se lavo el precipitado con etanol al 70%, se volvié a centrifugar a
10,000 rpm por 5 minutos, se quitd el sobrenadante y se dejé secar el pellet por 3
minutos. Finalmente, se re-suspendid el precipitado en 30 yL de agua y se

congeld la muestra a -80°C.

El resultado de cada extraccion fue verificado con geles de agarosa al 1% en un
trans-iluminador ChemiDoc-It* UVP. Posteriormente se determiné la concentracion
y pureza del ADN por medio del diferencial de la densidad Optica a 260 y 280nm
utilizando un espectrofotometro BIO-RAD SmartSpec 3000 (Roder et al., 2014).
Finalmente, la concentracion de ADN en cada muestra se ajustd a 50ng por

mililitro.

Amplificaciéon de ADN

Mediante la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) se amplificé un
segmento de 300 pares de bases (bp) del gen 16S rRNA a través de un PCR
anidado utilizando los iniciadores 517R (5° ATTACCGCGGCTGCTGG 3') y 358F
(5'CGCCCGCCGCGCGCGGCGGGCGGGGCGGGGGCACGGGGGGCCTAQ)

con una GC grapa o pinza, (5'GGGAGGCAGCAG-3) segun el protocolo de

Riemann y colaboradores (1999) con modificaciones a partir de un PCR en
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gradiente utilizando distintas temperaturas de alineamiento. Siendo que 62°C fue

la temperatura de alineamiento mas eficiente.

La amplificacion se llevé a cabo en un termociclador (BIO-RAD T100 Thermal
Cycler). El producto y tamafio de todas las amplificaciones se verific6 en un trans-
iluminador ChemiDoc-It*> UVP con geles de agarosa al 1% y un Marcador de Peso
Molecular (MPM, Quick-Loas 100 bp DNA Ladder). EI DNA se visualiz6 tifiendo

con colorante fluorescente Gel-red (Biotum).

Huella Genética (DGGE)

Las DGGEs se hicieron utilizando dos concentraciones de Bis-Acrilamida (37:5:1)
en el gel 6 y 8%. Ademas de 2 gradientes de Urea (7M) y formamida desionizada,
30-70% y 40-70%. Cada pozo del gel se cargd con 90uL del producto amplificado
de ADN y 30uL de buffer de carga. Cada DGGE se corrié durante 20 horas a 60V,
en un DCode Universal Mutation Detection System (Bio-Rad Laboratories). Todos
los geles se tifieron con colorante fluorescente Gel-red (Biotum) y se observaron
en un trans-iluminador ChemiDoc-It? UVP, se fotografiaron y las bandas se
analizaron en el VisionWorks®LS software. El proceso de analisis en cada gel
consistio de los siguientes pasos: definir el area del gel que se iba a analizar,
corregir la interferencia en la imagen (background noise), normalizar los
parametros al definir las bandas, fotografiarlo, buscar y analizar las bandas; cortar
las mas evidentes, re-suspenderlas en 30 uL de agua durante una noche, obtener

el sobrenadante y congelarlo a -80°C. Finalmente, el material genético obtenido en
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dicho sobrenadante se re-amplificé con los iniciadores 517R y 358F para verificar

si eran viables para secuenciacién (Rademaker et al., 2004; Duarte et al., 2012).

Analisis Estadistico

Cada banda o grupo de bandas encontradas en una misma posicion dentro del gel
fueron consideradas un mismo géenero bacteriano. A partir de esta informacion se
generd una base de datos con la identidad genética de cada recluta, la identidad
genética de sus respectivos Symbiodinium, el sitio de muestreo, la fecha, la
identidad genética de todos los géneros bacterianos encontrados y su presencia o
ausencia en cada una de las muestras. Finalmente, se obtuvo la abundancia de
cada género bacteriano, se determiné la riqueza (S) segun las diferentes
condiciones de cada recluta y se calculd la distancia de Jaccard entre la
abundancia de los géneros bacterianos en las diferentes variables para observar
las disimilitudes entre la riqueza de géneros bacterianos en cada recluta segun las

variables (Gardener, 2014; Duarte et al., 2012; Crawley, 2007).
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Resultados

Analisis de Laboratorio

El trabajo de laboratorio se realiz6 en el Laboratorio de Microbiologia Marina en la
UASA vy el Laboratorio Central de la Unidad Multidisciplinaria de Docencia e
Investigacion en Sisal. Se extrajo exitosamente el material genético presente en
258 muestras, el resto dieron resultados negativos o no fueron procesadas debido
a problemas durante su almacenamiento a -80°C. De las 258 extracciones
exitosas se obtuvieron 206 amplificaciones positivas, 179 con material genético
bacteriano extraido de las muestras con biofiim y 19 con el material genético
extraido de las muestras con agua. Las amplificaciones se utilizaron para hacer 8
DGGE de los cuales solo 6 pudieron someterse al analisis de bandas. Se
identificaron 55 géneros bacterianas en 17 genotipos de reclutas de A. palmata,
con 5 genotipos diferentes de Symbiodinium, en 2 sitios y 3 muestreos (M1: 06 de
febrero, M2: 9 de abril y M3: 26 de abril del 2015). Ademas 14 géneros
bacterianos encontrados en las muestras de biofilm, también se encontraron en

las muestras de agua.
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Extracciones de ADN

Figura 6.

Electroforesis del producto de las extracciones de material genético de las
muestras con agua y biofilm utilizando el método de Centeno y colaboradores
(2012). En los pozos 1 a 14 se cargaron 5uL del producto de la extraccién 3uL de

buffer de carga y 1uL de gel red. El pozo 15 se usoé para el control negativo.
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Amplificacion ADN

Figura 7.

Electroforesis del producto de la amplificacién del gen 16S ribosomal con el
producto de las extracciones de la comunidad bacteriana presente en el biofilm de
A. palmata y en la columna de agua. El pozo 1 se carg6 con 3uL de MPM 100bp.
En el resto de los pozos se cargd una mezcla de 5uL del producto de la
amplificacion, 2uL de buffer de carga y 1uL de gel red. El pozo 9 se us6 para el

control negativo.
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Figura 8.

Electroforesis en Gel con Gradiente de Desnaturalizacion segun el protocolo de
Riemann y colaboradores (1999) con modificaciones segun el manual “DCodeTM
Universal Mutation Detection System” (1996) utilizando un gel al 6% de acrilamida
y un gradiente de urea y formamida del 30 al 70%. Cada pozo se cargd con 90 pL

del producto de la amplificaciéon de una muestra y 30uL de buffer de carga.
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Figura 9.

Electroforesis en Gel con Gradiente de Desnaturalizacion segun el protocolo de
Riemann y colaboradores (1999) con modificaciones segun el manual “DCodeTM
Universal Mutation Detection System” (1996) utilizando un gel al 8% de acrylamida
y un gradiente de urea y formamida del 40 al 70%. Cada pozo se cargd con 90 pL

del producto de la amplificacién de una muestra y 30uL de buffer de carga.
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Analisis de bandas usando VisionWorks®LS software.

Figura 10.

Andlisis de bandas de una Electroforesis en Gel con Gradiente de
Desnaturalizacion utilizando el VisionWorks®LS software. El recuadro verde
representa el area del gel analizada, cada letra y color distinto representan a un

recluta diferente y cada nimero a una unidad taxonémica bacteriana.
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Analisis Estadistico

Con los 55 géneros bacterianos encontrados se generd una base de datos con
3080 observaciones y 6 variables (genotipo de recluta, genotipo Symbiodinium,
sitio, fecha y presencia o ausencia de cada uno de los géneros bacterianos). Estos
datos se utilizaron para realizar una prueba de normalidad Shapiro-Wilk utilizando
Rstudio en donde encontramos que debiamos rechazar la hipétesis nula con
valores menores de p a 0.1 solamente en el caso de la riqueza (S) de géneros
bacterianos segun genotipo de cada recluta (p= 0.002662) mientras tanto en el
caso de la riqueza (S) de géneros bacterianos asociada a Symbiodinium (p=
0.1246) y al muestreo (p= 0.7017) no se rechazo la hipotesis nula por lo que la
riqgueza de la comunidad bacteriana asociada segun la fecha de muestreo y el
Symbiodinium no tienen una distribucién normal. En el caso de la variable sitio, la
prueba no se pudo realizar ya que el tamafio de muestra debe ser mayor a tres y
en el estudio sblo se pudo caracterizar la comunidad bacteriana asociada a

reclutas que se encontraban en dos sitios (Crawley, 2007).
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Figura 11.

Grafica de caja de la Riqueza (S) de géneros bacterianos presentes en el biofilm
de los diferentes reclutas sexuales de A. palmata. En el eje “y” se encuentra la
identificacién de cada recluta y en el eje “X” la riqueza (S) de géneros bacterianos

encontrados. El color de la caja indica el sitio de donde se obtuvieron las muestras

( azul Spa, rojo Ruinas). Los bigotes representan los valores maximos y minimos
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encontrados, y la caja abarca los datos presentes entre el primer y tercer cuartil
donde se ubican el 50% de todos los datos. La linea transversal dentro de la caja

representa la mediana.
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Figura 12.

Grafica de caja de la Riqueza (S) de géneros bacterianos presentes en el biofilm

de los diferentes reclutas sexuales de A. palmata de acuerdo al genotipo del
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6y,

Symbiodinium .En el eje de “X” se encuentra la identificacion de cada
Symbiodinium y marcados como NA los controles. En el eje “y” le riqueza (S) de
géneros bacterianos. El color de cada caja representa el sitio de donde se
obtuvieron las muestras ( azul Spa, rojo Ruinas). Los bigotes representan los
valores maximos y minimos encontrados, los puntos los datos atipicos. La caja

abarca los datos presentes entre el primer y tercer cuartil donde se ubican el 50%

los datos y la linea transversal dentro de la caja representa la mediana.
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Figura 13.

Gréfica de caja de la Riqueza (S) de géneros bacterianos presentes en el biofilm
de los diferentes reclutas sexuales de A. palmata de acuerdo a la fecha de
muestreo. En el eje de “X” se encuentra el muestreo en el cual se obtuvieron las
muestras (M1: 06 de febrero, M2: 9 de abril y M3: 26 de abril del 2015) y en el eje

y” la rigueza de géneros bacterianos encontrada. El color de de cada caja

representa el sitio de donde se obtuvieron las muestras ( azul Spa, rojo Ruinas).
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Los bigotes representan los valores maximos y minimos encontrados. La caja
abarca los datos presentes entre el primer y tercer cuartil donde se ubican el 50%

los datos y la linea transversal dentro de la caja representa la mediana.

Coeficiente de Jaccard

Finalmente se obtuvo el indice o coeficiente de Jaccard para medir el grado de
similitud entre la riqueza (S) de la comunidad bacteriana presente en el biofiim de

los diferentes reclutas, Symbiodinium y muestreos.

El indice de Jaccard es una prueba estadistica que se usa para comparar la
similitud y la diversidad de los conjuntos de una muestra. Para ello se utiliza el
coeficiente de Jaccard que es una medida de similitud entre conjuntos de
muestras finitas, y se define como el tamafio de la interseccion dividido por el
tamafio de la union de los conjuntos de la muestra. Para poder expresar los
resultados visualmente se usaron dendrogramas de asociacion en los que se
mostraba la distancia de Jaccard que es el inverso al coeficiente de Jaccard
obtenido, por lo que en este andlisis en el agrupamiento jerarquico se observo la
disimilitud de la comunidad bacteriana presente en el biofilm de acuerdo al
conjunto de diferencias de los objetos agrupados. Inicialmente a cada objeto se le
asigno su propio cluster y luego el algoritmo une a los dos grupos mas similares,

continuando hasta que no haya un solo grupo (Crawley, 2007).
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Figura 14.

Dendrograma de asociacion utilizando la distancia de Jaccard para observar la
disimilitud entre la riqueza de géneros bacterianos en los diferentes genotipos de
reclutas sexuales de A. palmata muestreados durante el estudio. En la linea con
valores del lado derecho se muestra el indice de Jaccard expresado de .04 a 1.
Donde los valores cercanos a 0 muestran una menor disimilitud que los valores

gue se aproximen a 1, siendo que O representaria una comunidad bacteriana igual
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entre los dos objetos. Las lineas representan como se agrupan los objetos seguin
su disimilitud. Al final de cada linea del dendrograma se encuentra la identificacion
de cada recluta. Los colores azul y rojo representan el lugar de donde provenia el
recluta (azul Spa, verde Ruinas) y el color rojo indica que esa era una muestra

control.
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Figura 15.

Dendrograma de asociacién utilizando la distancia de Jaccard para observar la
disimilitud entre la rigueza de géneros bacterianos en los diferentes genotipos de

Symbiodinium muestreados durante el estudio. En la linea de valores del lado
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derecho se muestra el indice de Jaccard expresado de .055 a .80. Donde los
valores cercanos a 0 muestran una menor disimilitud que los valores que se
aproximen a 1, siendo que O representaria una comunidad bacteriana igual entre
los dos objetos. Las lineas representan como se agrupan los objetos segun su
disimilitud y al final de cada linea del dendrograma se encuentra la identificacion
de cada Symbiodinium. Todos los clados de Symbiodinium muestreados estaban

presentes en ambos sitios con excepcion del MA64.
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Figura 16.

Dendrograma de asociacion utilizando la distancia de Jaccard para observar la
disimilitud entre la rigueza de géneros bacterianos en los diferentes muestreos

realizados durante el estudio. En la linea de valores del lado derecho se muestra
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el indice de Jaccard expresado de .4 a .9. Donde los valores cercanos a 0
muestran una menor disimilitud que los valores que se aproximen a 1, siendo que
0 representaria una comunidad bacteriana igual entre los dos objetos. Las lineas
representan como se agrupan los objetos segun su disimilitud y al final de cada
linea del dendrograma se encuentra la identificaciéon de cada muestreo (M1: 06 de

febrero, M2: 9 de abril y M3: 26 de abril del 2015).
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Discusioén

La comunidad bacteriana presente en las muestras con biofilm de los 76 reclutas
sexuales de A. palmata producidos en el laboratorio mostrd tener gran variabilidad
segun las diferentes condiciones de cada recluta. Las medidas de tendencia
central de los datos mostraron un gran cambio entre las observaciones de cada
variable. Ademas el rango de dispersion de los datos tuvo una gran variacion entre

los diferentes reclutas, Symbiodinium y muestreos.

A través de las pruebas de normalidad se pudo constatar que el modelo de estudio
podria mejorar si se aumenta el nimero de Symbiodinium muestreados 6 el
namero de muestreos. Sin embargo el modelo para los reclutas mostré ser
bastante adecuado y se ajustd bien para representar los datos normales de una
poblacion, por lo que el problema de la poca representatividad de los datos
asociados a Symbiodinium y a cada uno de los muestreos se atribuy6 a la baja

efectividad de las pruebas de laboratorio sobre todo la DGGE.

La comunidad bacteriana presente en el biofilm mostré una menor disimilitud entre
la riqueza de géneros bacterianos de algunos reclutas como "AP1131" y "AP1132"
0 Z61101" y "F061127" 6 "AP1122" y "AP1117". Aln asi no se encontrd evidencia
de que exista asociacion entre la disimilitud de la comunidad bacteriana del biofilm
y la procedencia de cada recluta, ya que reclutas como el "F151129" el cual
estuvo presente en el sitio Ruinas tenia una comunidad bacteriana mas semejante
a reclutas como "AP1119"y "AP1126" los cuales se encontraban en el sitio Spa y

no en el mismo sitio como otros reclutas que tuvieron una mayor disimilitud como
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"D061116" y "D111118". La riqueza de la comunidad bacteriana asociada a los 5
genotipos de Symbiodinium mostraron una menor disimilitud entre los genotipos
"F288" y "F417" mientras que los "MA64", "MA65" y "MAG67" mostraron ser mas
parecidos entre ellos siendo "MA64", "MAG65" mas parecidos entre ellos y "MA67"
mas desigual.

La disimilitud de la comunidad bacteriana en los muestreos fue menor entre el
muestreo 2 y 3 siendo que el muestreo 1 mostré una mayor disimilitud con los
otros dos, lo cual se atribuy6 a las fechas de cada muestreo.

Esto concuerda con los resultados obtenidos en estudios previos y reafirma que la
comunidad bacteriana asociada al biofilm cambia de acuerdo a muchos factores
como la ubicacion geogréfica, las condiciones ambientales, el genotipo de cada
coral y el de sus simbiontes (Koren et al., 2006; Weil et al., 2006; Rosenberg et al.,
2007; Kooperman et al., 2007; Ainsworth et al., 2010; Mouchka et al., 2010;
Cérdenas et al., 2011). Aunque también muestra que existe una posible relacion
entre la comunidad bacteriana presente en el coral, el coral mismo y los demas
simbiontes involucrados en el holobionte. Sin embargo debido a la poca
representatividad del modelo serian necesarios mas estudios sobre el tema.

Al evaluar la riqueza genética en la comunidad bacteriana asociada al biofiim de
los reclutas se encontré que existe una gran diferencia entre la abundancia de
géneros bacterianos entre cada recluta, cada Symbiodinium y cada muestreo.
Esto podria deberse a una variacion natural en la rigueza y abundancia de
géneros bacterianos dentro de cada holobionte, 6 a errores durante las pruebas de
laboratorio, ya fuese por la perdida o degradacion del material genético bacteriano

presente en las muestras durante la extraccion, la amplificacion o la DGGE.
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La riqgueza de géneros bacterianos presente en cada uno de los reclutas mostro
ser por lo general mayor que la riqueza de géneros bacterianos presentes en las
muestras control. Ademas todas las muestras control mostraron una menor
disimilitud entre ellas que con respecto a los reclutas aportando mas evidencias
sobre la existencia de una comunidad bacteriana especifica propia del biofilm vy
con mayor diversidad que la presente en la columna de agua (Rosenberg et al.,
2007).

A pesar de haber empezado a compilar informacién sobre las caracteristicas de
composicién abundancia y riqgueza de la comunidad bacteriana asociada a los
reclutas producidos en el laboratorio no sera posible determinar las diferencias
entre esta comunidad bacteriana y las poblaciones silvestres de A.palmata. Para
ello se necesita identificar a las especies bacterias presentes en la comunidad de
ambas poblaciones a través de estudios genéticos mas especificos determinar su
composicién, abundancia, rigueza y diversidad para finalmente observar las
diferencias y determinar si pudiera existir algun riesgo de introduccion de agentes

bacterianos exoticos 0 patégenos.

Las diferencias en riqueza y disimilitud de las diferentes comunidades bacterianas
podria sugerir que la comunidad bacteriana asociada al biofilm tiene una relacion
dinamica con los demas microorganismos asociados al holobionte, las condiciones
ambientales locales y el coral huésped. Sugiriendo que el holobionte es un
organismo en constante adaptacion que cambia su composicion y rigueza segun

las diferentes condiciones, seleccionandose ciertas especies sobre otras segun el
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contexto de las condiciones medioambientales prevalentes y las caracteristicas
intrinsecas de cada coral. Es posible que las alteraciones en la estructura y
composicion de la comunidad microbiana residente en el coral ayude a lograr una
adaptacion con mayor velocidad y versatilidad a las diferentes condiciones medio
ambientales aportando ventajas adaptativas al coral huésped y ayudando a
mantener su homeostasis en un ambiente en constante cambio (Rosenberg et al.,

2007).
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Conclusiones

Si las condiciones ambientales junto con el estado fisiolégico del huésped,
determinan la comunidad bacteriana asociada (Kooperman et al, 2007), y la
proteccion contra patdégenos, es una importante contribucién por parte de las
bacterias asociadas al huésped (Mills et al., 2013) otorgando inmunidad a través
de barreras fisicas como el mucus o impidiendo la adhesion de bacterias con
potencial patdgeno a la superficie coralina mediante la produccion de substancias
bactericidas (Rosenberg et al., 2007). Podemos decir que, cualquier desviacion en
el equilibrio dinamico de estas comunidades podria incrementar la susceptibilidad
a enfermedades por parte del huésped o la proliferacion de bacterias oportunistas
aumentando asi la mortalidad de los corales de una comunidad debido a
enfermedades. Por ello la modificacion en la estructura o densidad relativa en las
comunidades microbianas podrian tener un rol critico en la adaptacién de los
corales a rapidos cambios ambientales o en la aparicion o mecanismos de
resistencia a enfermedades (Céardenas et al., 2011).

La primera mencién de alguna enfermedad en corales escleractinios ocurrié en
1970 (Richardson, 1998). Desde entonces se han reportado un sin nimero de
nuevas enfermedades que afectan a por lo menos a 102 especies de corales
(Green & Bruckner, 2000). Basados en la variedad de patégenos que afectan a
otros animales los corales probablemente son susceptibles a una amplia gama de
agentes bacterianos, fungicos y virales, los cuales pueden afectar directamente al
polipo, a su Symbiodinium, a cualquiera de los demas simbiontes del holobionte o

a una combinacion de estos (Bourne et al., 2009). Por ello es necesario identificar
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y conocer a la comunidad bacteriana asociada al biofilm tanto en corales sanos
como enfermos de modo que logremos entender la influencia de dicha comunidad
en los mecanismos de salud o enfermedad de los corales. Identificar de forma
puntual a todas las especies bacterianas presentes en el holobionte nos permitira
entender su interaccion y dinamica dentro de este, arrojando informacion sobre la
relacion entre el pdlipo, todos sus simbiontes y el papel que estos juegan en el
estado de salud del coral huésped.

Si consideramos que el cambio climatico es una realidad cientifica y que su
impacto en los océanos incluye el aumento en la temperatura del agua, mayor
exposicidn a luz ultravioleta, disminucién de la capacidad productiva, alteracion de
las cadenas tréficas, acidificacién del agua, disminucion en la abundancia relativa
de especies formadoras de hdbitat, cambios en la distribucion de especies y
mayor incidencia de enfermedades, y que los océanos estan bajo el impacto
constante de actividades antropogénicas (Huegh-Guldberg & Bruno, 2010), el
rapido cambio ecoldgico en los océanos representa un gran reto para el manejo de
los arrecifes coralinos por lo que entender y reducir los factores de riesgo de las
poblaciones de corales se volverda cada vez mas importante para le gestion
ambiental, ya que los cambios ambientales alrededor del mundo tenderdn a
incrementarse en el futuro cercano (Morse, 1995).

Entender la diversidad microbiana y la interaccion de esta diversidad con un
ambiente tan complejo y variable como el del holobionte, es esencial no sélo para
entender el rol de las comunidades microbianas en la respuesta del huésped a los
cambios ambientales y la influencia de estos en el estado de salud o enfermedad

del holobionte sino también para lograr un manejo efectivo en las poblaciones de
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corales y con ello asegurar su conservacion en los océanos (Kooperman et al.,

2007).
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