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RESUMEN

En el Caribe las poblaciones del coral Acropora palmata se han venido reduciendo desde la
década de 1970, debido especialmente a cambios sufridos en su ambiente que ocasionan
estrés, pérdida de zooxanthelas (blanqueamiento), y enfermedades. Desde el afio 2005 se ha
observado lo que parece ser la enfermedad denominada “White pox” en la bahia de Cinto
perteneciente al Parque Nacional Natural Tayrona (PNNT); el presente estudio pretendio
establecer la presencia de Serratia marcescens en los corales de la especie A. palmata,
causante de la enfermedad de “White pox”, en la region del PNNT; siendo este el primer estudio
en Colombia que intenta corroborar si realmente corresponde a dicha enfermedad. De las
bacterias cultivadas y aisladas a partir de mucosa de tejido enfermo de A. palmata, se aislo un
grupo de 15 bacterias, dos de ellas con caracteristicas bioquimicas similares a las de S.
marcescens, mientras que en los aislados de tejido sano el grupo fue de 12 bacterias. Estas
diferencias en la composicion microbiana podrian sugerir que puede tratarse de microbiota
asociada al mucus del coral, que juega un papel en la estructuracion del coral y comunidades
microbianas asociadas. Los experimentos de contagio fueron negativos durante el periodo de
tiempo comprendido entre abril y junio (época seca), y positivos durante el periodo de tiempo
comprendido entre julio y agosto (época lluviosa), al igual que el porcentaje de tejido afectado
por la enfermedad, el cual igualmente fue mayor en el periodo de lluvia. Esto indica que el medio
ambiente influye en la variabilidad y en las cualidades de proteccion del mucus del coral, lo que
puede provocar un sobrecrecimiento de microorganismos oportunistas cuando la temperatura del
agua aumenta. Por ultimo, al procesar la informacién adquirida en campo, solamente uno de los
parches estudiados en la Bahia de Cinto presentd colonias con signos caracteristicos de la

enfermedad.

PALABRAS CLAVE: Acropora palmata, “White pox”, Serratia marcescens, superficie mucosa.
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ABSTRACT

In the Caribbean reef Acropora palmata populations have been declining since decade of the
70s, mainly due to sustained changes in their environment that cause stress, loss of
zooxanthellae (bleaching), and diseases. Since 2005 there has been what appears to be the
disease, “White pox” in the Bay of Cinto belonging to the Tayrona National Park (PNNT), the
present study aims to establish the presence of Serratia marcescens in corals of species A.
palmata, the cause of “White pox” disease in PNNT region, and this is the first study in Colombia
to corroborate if it really corresponds to the disease. Of cultivated bacteria isolated from diseased
tissue mucosa of A. palmata, a panel of 15 bacteria was found, 2 of them with biochemical
characteristics similar to S. marcescens, whereas in healthy tissue isolates the group was 12
bacteria. These differences in the microbial composition might suggest that this may be the
microbiota associated to coral mucus, which plays a role in structuring coral and associated
microbial communities. Transmission experiments were negative during the period between April
and June (dry season), and positive during the time period between July and August (rainy
season), as did the percentage of tissue affected by disease, which also was higher in the rainy
period. This indicates that the environment influences the variability and the protective qualities of
coral mucus, which can cause an overgrowth of opportunistic organisms when water temperature
increases. Finally, while processing the information acquired in the field, only one of the patches

studied in the Bay of films presented colonies with characteristic signs of the disease.

KEY WORDS: Acropora palmata, “White pox”, Serratia marcescens, mucosal surface.
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1. INTRODUCCION

Los arrecifes coralinos son estructuras geoldgicas sélidas y masivas del relieve submarino, de
origen biologico y de variadas formas que se desarrollan sobre algunos fondos de areas
tropicales y subtropicales. Son creados principalmente por corales duros o pétreos, organismos
que viven fijos al fondo y que tienen la habilidad de formar esqueletos de carbonato de calcio
(Alcolado, 2004). Funcionan como estructuras estabilizadoras de playas, se desempefian como
barreras rompeolas frenando los procesos erosivos sobre las franjas costeras expuestas
(Garzon-Ferreira, 1997; Prahl y Erhardt, 1985). Por otra parte ofrecen una gran variedad de
habitats para el asentamiento de diversos organismos marinos, ademas constituyen el area vital
de refugio o reproduccion de gran cantidad de especies, convirtiéndolo en un poderoso atractivo
turistico de gran valor y demanda en el mundo entero (Garzon-Ferreira et al., 2001; Alcolado,
2004).

Los arrecifes coralinos poseen un gran valor intrinseco por su caracter unico en sus formas y
procesos, asi como por su composicion y diversidad. En el medio marino, son considerados los
ecosistemas mas ricos en especies, lo que los situa en segundo lugar mundial después de la
selva tropical lluviosa, que tiene un mayor numero de especies (por los insectos y plantas con
flores), pero los arrecifes albergan una diversidad mayor de reinos y phyla, asi como de
esquemas de organizacion corporal y de estructuras quimicas (Garzon-Ferreira, 1997). A pesar
de su limitada extensiéon en el océano, albergan la cuarta parte de las especies del globo
terraqueo. De ello se desprende también un considerable valor educacional, cientifico y ético
(Alcolado, 2004). Cabe mencionar también su gran potencial como fuente de nuevas sustancias
naturales con valor farmacéutico, ya que son variadas y prometedoras las sustancias
biologicamente activas que se obtienen de extractos de gran cantidad de especies de arrecifes.
Actualmente se ensayan farmacos como antibidticos, anticancerigenos, antiinflamatorios,
antiasmaticos, antiartriticos, entre otros. También reactivos de interés bioquimico y experimental,
como por ejemplo las prostaglandinas extraidas en gorgonaceos, antibidticos en esponjas,
antitumorales en algas rojas y antileucémicos en ascidias coloniales (Garzon-Ferreira, 1997;
Birkeland, 1997; Alcolado, 2004). Los arrecifes coralinos brindan al hombre bienes y servicios de
incalculable valor, hecho que lamentablemente no es por todos conocido y por lo tanto no se

tiene siempre en cuenta a la hora de planificar el desarrollo de una zona, y menos al evaluar los
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impactos negativos que causan dafios a los corales u otros organismos de ese maravilloso

ecosistema (Alcolado, 2004).

Teniendo en cuenta que los arrecifes coralinos estdn compuestos por poblaciones espacio-
temporalmente dinamicas, y que conjuntamente se encuentran sujetos a cambios que se hacen
evidentes a escalas ecoldégicamente relevantes (Veron y Stafford-Smith, 2000; Aronson y Precht,
2001b), es evidente que diferentes tipos de perturbaciones antropogénicas y naturales, son
condiciones que cada vez es mas tipicas en estos ecosistemas (Grigg y Dollar, 1998). Muchos
de ellos han sufrido una extensa degradacion desde los afios 1970 (Hughes, 1994). Gran parte
de esta degradacion ha sido evidente en lugares, donde han ocurrido extensas mortandades de
varias especies coralinas. Los corales pétreos ramificados del género Acropora, importantes
constructores del andamiaje arrecifal, son un claro ejemplo de ello. Antes de su mortandad (en
las décadas de 1970 y 1980), evento documentado en varias areas del Gran Caribe (Porter et
al., 1982; Gladfelter, 1982; Kendall et al., 1983; Smith et al., 1996; Birkeland, 1997), era comun
encontrar considerables poblaciones de A. palmata dominando crestas arrecifales y zonas
someras de barlovento (Aronson y Precht, 2001b). Las primeras evidencias de mortandad
extensiva de acropdridos en Colombia, al igual que en muchas localidades del Gran Caribe
(Bruckner, 2002), se observaron desde comienzos de los afios ochenta en las Islas del Rosario,
donde ya para 1983 se registraba una supervivencia de apenas el 10% en varias poblaciones de
las dos especies (Garzén-Ferreira y Kielman, 1994). Para el Parque Nacional Natural Tayrona
(PNNT), sin embargo, la mortandad masiva de acropéridos solo fue evidente hasta finales de los
afios ochentas (1988- 1990), cuando se registro una pérdida general del 60% en las poblaciones
de A. palmata, y del 80% de A. cervicornis, asi como la presencia de parches totalmente muertos

de estas dos especies (Garzon-Ferreira y Cano, 1991).

Para la década de 1990 diferentes autores afirman que la aparicion de una nueva enfermedad
denominada “White pox” que solo ataca al coral A. palmata, fue la responsable de la mayor
mortalidad de esta especie por lo menos en los cayos de la Florida, perdiendo aproximadamente
el 85% de tejido coralino vivo (Patterson et al., 2002). Teniendo en cuenta que aproximadamente
desde 1990, ha crecido un esfuerzo por caracterizar las enfermedades de coral, incluso la
aplicacién de nuevas herramientas moleculares para confirmar las identidades de patdgenos y

entender los mecanismos de respuesta, organizacion y resistencia, es importante realizar



estudios de investigacion multidisciplinaria para el caso de las enfermedades de coral (Bruckner,
2002). Por consiguiente, en este estudio se pretendi6 caracterizar y conocer la distribucién de la
enfermedad “White pox”, en el area del PNNT, ya que en Colombia ésta enfermedad sélo ha sido
registrada en unos pocos trabajos, pero ninguno se ha realizado con el fin de reconocerla e
identificarla. Todos los estudios han hecho observaciones simples donde se presentan
frecuencias de aparicion y cuantificaciones en los diferentes sistemas arrecifales de las
formaciones coralinas de esta area (Moreno-Bonilla y Valderrama, 2002), pero no se ha
desarrollado ningun estudio encaminado a su descripcion en campo y menos a la identificacion
de su agente patogeno, la enterobacteria Serratia marcescens. De este modo se hace necesario
darle relevancia al papel que juega esta enfermedad en las especies de A. palmata presentes en
el PNNT.

2. MARCO TEORICO Y ESTADO DEL ARTE

2.1. Generalidades de Acropora palmata

A. palmata es un coral cuyas colonias poseen ramificaciones planas y anchas que se extienden
a partir de un tronco ancho y corto (Figura 1), los coralites se proyectan hacia fuera, en forma de
tubos, con calices de 1.0 a 1.5 mm de diametro. No presenta coralites axiales y su color varia
entre café y amarillo (Prahl y Erhardt, 1985). Esta especie es comun en todo el Caribe (Ardila et
al., 2002; Jaap, 2002; Precht et al., 2002; Weil et al., 2002), en Colombia esta presente en el
Golfo de Uraba, Islas del Rosario (Navas et al., 1998), Islas de San Bernardo y Salmedina, Isla
Arena, el area de Santa Marta, en San Andrés, Providencia, cayos y bancos adyacentes (Ardila
et al., 2002). Se encuentra en aguas someras expuestas al oleaje, generalmente entre 0.1 y 17
m de profundidad, siendo particularmente abundante en los primeros 10 m. Esta especie resiste
fuertes turbulencias y es dominante en las zonas de rompiente de arrecifes del Caribe (Garcia et
al., 1995). Los brazos se orientan paralelos a la direccion de la corriente. Es comun en las
barreras de barlovento en islas y atolones, pero también en las crestas de parches lagunares
(Prahl y Erhardt, 1985). Presenta altas tasas de regeneracion de tejido (Sanjuan, 1995), pero no

es muy eficiente rechazando sedimentos (Garcia, 1994).
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FIGURA 1. Colonias de Acropora palmata ubicadas en uno de los parches pertenecientes a la Bahia de

Cinto en el Parque Nacional Natural Tayrona.

2.2, Estudios de acroporidos en Colombia

Actualmente existen algunos trabajos encaminados a evaluar el estado, salud y algunos
aspectos como la sobrevivencia y crecimiento de los acropdridos, estos estudios se han
realizado en San Andrés (Rueda y Acosta, 2002), en el Parque Nacional Natural Tayrona
(Moreno-Bonilla y Valderrama, 2002; Garzén- Ferreira et al., 2004; Molina-Tinjacé et al., 2007a y
b), en Islas del Rosario (Sanjuan, 1995; Garcia et al., 1995 y 1996; Molina-Tinjaca et al., 2007a 'y

b), en Islas de San Bernardo, entre otros.

Garzon-Ferreira y Cano en el afio 1991, reportaron una mortandad a finales de los ochenta para
A. palmata de 60% y para A.cervicornis de 80%. Sin embargo, la condicion de estos corales en
el PNNT parece mejor que en otras areas del Caribe colombiano, como en las islas del Rosario y
de San Bernardo donde la mortalidad de las dos especies ha alcanzado niveles cercanos al
100% (Cendales et al., 2002; Garzén-Ferreira y Diaz, 2002; Lopez-Victoria y Diaz, 2000), 0 en la
Isla de San Andrés, donde Diaz et al. (1995) estimaron una supervivencia inferior al 1% en las
poblaciones de acroporidos en 1992.



En el afio 2002, aproximadamente 15 afios después de los eventos de mortandad masiva en el
Caribe, el estudio realizado por Moreno-Bonilla y Valderrama (2002), muestra que las
poblaciones de acropéridos del PNNT no han podido recuperarse en este lapso de tiempo y que,
por el contrario, su condicion pasé a ser aun mas dramatica. Las proporciones promedio de coral
muerto registradas fueron 88% para A. palmata y 94% para A. cervicornis. Dichas mortandades
se atribuyeron principalmente a la Enfermedad de la Banda Blanca (EBB) en toda la region del
Gran Caribe, sin embargo ha seguido siendo observada en muchos arrecifes colombianos
aunque en frecuencias relativamente bajas (Diaz et al., 1995; Garzdn-Ferreira et al., 2001). Para
el caso particular del PNNT, Moreno-Bonilla y Valderrama (2002) registraron una incidencia de
5% de EBB en A. palmata y de 20% en A. cervicornis, asi como altas frecuencias de invasion por
algas, dafios por Stegastes planifrons, depredacion por el género Coralliophyla en ambas
especies, y la enfermedad “White pox” en A. palmata. Las bajas densidades de juveniles
registradas, podrian interpretarse como otro signo de incapacidad para la recolonizacion a partir

de la reproduccion sexual, que tendria su origen en la escasez de las poblaciones adultas.

2.3. Enfermedades coralinas

Las enfermedades coralinas comenzaron a estudiarse en el afio de 1973 por Antonius (1981b),
quien reporta y describe la primera enfermedad patogénica: la Banda Negra, inicialmente
registrada en Belice y Bermuda (Antonius, 1981). Posteriormente fue aumentando el interés por
el estudio de las enfermedades y los diferentes indicadores de deterioro, que a menudo
continuaban apareciendo, sin embargo hasta hoy muchos de sus agentes patégenos no han sido

identificados como causantes de las mismas.

La Enfermedad de “White pox” fue reportada por primera vez en los Cayos de la Florida por
Porter y Meier, (1992). Para el periodo de tiempo comprendido entre 1994 y 2002, su notoriedad
fue alta debido a la muerte masiva que produjo en el Santuario Nacional Marino Cayos de la
Florida (Patterson y Ritche, 2004). Esta enfermedad se caracteriza por presentarse como
manchas irregulares de color blanco y sin tejido (Porter y Meier, 1992). Las lesiones pueden
variar de unos cuantos centimetros a mas de 80 cm?, y se puede desarrollar simultaneamente en
todas las superficies de la colonia (Anexo A). La pérdida de tejido se produce radialmente a lo
largo del perimetro de la lesion a una tasa promedio de 2.5 cm? dia' y es mayor durante los
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periodos estacionales de temperatura elevada (Patterson y Ritche, 2004). Hasta el momento se
ha encontrado afectando sélo a A. palmata, pudiendo causar la muerte a toda la colonia coralina.
El patdgeno que la ocasiona ha sido identificado como S. marcescens (Patterson et al., 2002),
una bacteria Gram negativa, clasificada como coliforme y miembro de la familia
Enterobacteriaceae; es ademas un patdégeno oportunista asociado con infecciones en aguas
tropicales, siendo encontrado en intestinos de humanos, gallinas, peces, insectos y otros
animales (Baya et al, 1992; Grimont y Grimont, 1994; En: Patterson y Ritche, 2004). La
identificacion de S. marcescens como patdgeno de coral, muestra por primera vez un miembro
en comun de la microbiota del humano con un invertebrado marino (Patterson y Ritche, 2004).
Para su identificacion es necesario conocer las caracteristicas bioquimicas (Tabla 1). Para
Colombia existen pocos reportes sobre la descripcion de esta enfermedad, los pocos registros
que se encuentran estan en algunos trabajos como el de Moreno-Bonilla y Valderrama (2002),
en el que mencionan frecuencias de su incidencia y pérdida de tejido en la region del PNNT, y el
trabajo de Vega-Sequeda (2006), quien menciona la presencia de la enfermedad en la Bahia de
Chengue, pero no se han realizado estudios para la identificacion de su agente patégeno S.

marcescens.

Tabla1.  Modelo de reacciones bioquimicas de Serratia marcescens.

Reaccion Bioquimica Serratia marcescens
Oxidasa -
Catalasa +

Produccion de Indol -
Produccién de Sulfuros (H2S) -

Motilidad +
Hidrolisis de Gelatina +
Rojo de Metilo Varia
Lactosa -
Sacarosa +
Utilizacion de Citratos Varia
Voges Proskawer +
Ureasa Varia




3. PROBLEMA DE INVESTIGACION

Desde la década de los noventa ha habido un incremento en la frecuencia e intensidad de
enfermedades conocidas, como la Banda Negra, la Banda Blanca, la Enfermedad de los Lunares
Oscuros entre otras, asi como el registro de la aparicion de otras nuevas como el “White pox”
(Porter y Meier, 1992), a la cual se le atribuye una mortandad de A. palmata aproximadamente
del 97%, en el Santuario Nacional Marino Cayos de la Florida entre 1994 y 2002 (Patterson et
al., 2002). Evidentemente el conocimiento de la ecologia de las de las enfermedades aun es muy
escaso Y limitado (Gil-Agudelo, 1998), por eso es importante realizar estudios de investigacion
multidisciplinaria para estos casos (Bruckner, 2002), la cual debe envolver epidemiologia y
microbiologia entre otros (Gil-Agudelo, 1998). Desde 2005, se ha observado lo que parece ser la
enfermedad de “White pox” en las colonias de Bahia de Cinto, por consiguiente fue necesario
establecer la presencia de S. marcescens en los corales de la especie A. palmata,
pertenecientes a la region del PNNT. Este es el primer estudio en Colombia que corroboraria si

realmente las lesiones observadas corresponden a la enfermedad de “White pox”.

3.1. Objetivos Especificos

L 4

Establecer si los signos de la enfermedad encontrada en A. palmata de la Bahia de Cinto

corresponde a los signos de “White pox”.

+ |dentificar la presencia de S. marcescens en los corales A. palmata del PNNT.

¢ Determinar la presencia de signos similares a la enfermedad “White pox” en las

poblaciones de A. palmata de las diferentes bahias del PNNT.

+ Determinar la tasa de crecimiento de “White pox” sobre el tejido coralino, asi como su
tasa de mortalidad en la especie de coral A. palmata.



4. AREA DE ESTUDIO

EI PNNT (Figura 2), ubicado sobre la costa oriental del departamento del Magdalena (Colombia),
forma parte de un complejo litoral formado por la entrada al mar de la fraccidn noroccidental de la
Sierra Nevada de Santa Marta. Sobre sus costas, principalmente rocosas, se presentan
numerosos acantilados, bahias, ensenadas, puntas e islotes que provocan un alto grado de
heterogeneidad ambiental (Garzén-Ferreira y Cano, 1991). Entre las caracteristicas
oceanograficas mas importantes de la region esta el evento de surgencia durante los meses de
diciembre-abril (época seca), provocado por la interaccion de los vientos Alisios con la
geomorfologia costera. Este evento genera descensos en la temperatura y una alta salinidad en
las aguas costeras. En el segundo periodo del afio, de mayo a noviembre (época lluviosa), la
influencia de la contracorriente del Caribe aporta aguas calidas de menor salinidad y con alto
contenido de material en suspension (Garzén-Ferreira, 1998). Los efectos de la baja temperatura
de las aguas de surgencia y las corrientes de turbidez durante la temporada lluviosa, junto con la
escasez de sustratos duros por debajo de los 30 m de profundidad, han sido relacionados con el

desarrollo limitado de arrecifes coralinos en la region (Garzon-Ferreira et al. 2004).
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FIGURA 2. Mapa del area de estudio, Parque Nacional Natural Tayrona, en los recuadros se enmarcan
las cuatro bahias en las que se encuentra presente el coral A. palmata. El cuadrado negro insertado en la
esquina inferior izquierda del mapa indica la ubicacion del area en la costa Caribe de Colombia. (Tomado

de Garzén-Ferreira et al., 2004).



4.1. Estaciones de Muestreo

El contorno costero del PNNT, estd formado por una serie de ensenadas entre las que se
encuentran las Bahias de Cinto, Neguange, Gayraca y Chengue, en las cuales es reportada por
Moreno-Bonilla y Valderrama, (2002), la presencia de A. palmata, razon por la cual fueron

evaluadas estas cuatro bahias.

4.1.1. Bahia de Cinto

Se encuentra ubicada en la parte centro oriental de la costa del parque Tayrona no posee un
acceso directo por carretera; por via maritima su acceso se dificulta en algunas ocasiones por su
grado de exposicion al oleaje. Es una bahia abierta hacia el norte, formada en los costados por
rocas metamorficas. El alto grado de exposicion al oleaje y los vientos secos, influyen en la
vegetacion, dejando las superficies desnudas. La parte interna de la bahia es una zona plana
limitada hacia el continente por colinas y hacia el mar por playa; su génesis esta ligada a
procesos fluviomarinos de sedimentacion y erosién. Se encuentra dentro de las isoyetas de 500
y 1000 mm promedio anual, presentdndose una vegetacion tipica en el oriente del parque (Villa,
2001). A. palmata se encuentra en los arrecifes del costado sur occidental, en la cresta y en la

vertiente alta del arrecife, a una profundidad entre uno y tres metros.

El estudio se llevo a cabo preliminarmente en ésta Bahia, teniendo en cuenta la localizacién de
las formaciones de A. palmata descritas y ubicadas por Moreno-Bonilla y Valderrama, (2002);
quienes indicaron que fue en ésta Bahia en donde se present6 la mayor cobertura de dichas
formaciones con un area de (51030 m?) distribuidas en cinco porciones de gran tamafio.

4.1.2. Bahia de Neguange

Se ubica hacia la parte nor-occidental de la Costa Atléntica Colombiana (Figura 2). Se sitUa entre
las coordenadas 11°19'43.7" N — 74°04'43.2" W (extremo norte) y 11°19'33.5" N — 74°04'39.3"

W (extremo sur), es una de las bahias mas diversas, producto de la influencia directa que tiene
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de las estribaciones de la Sierra Nevada de Santa Marta. Ademas es considerada la bahia mas
grande del PNNT y esta situada hacia la parte central de su extension (Garzén y Cano, 1991).
Se caracteriza por una formacién arrecifal somera dispuesta en parches, donde suelen
desarrollarse formaciones coralinas aisladas, delimitadas por las condiciones arenosas y limosas
del sedimento. Un relieve poco escarpado da lugar a una zona predominada por aguas someras,
una formacién arrecifal dominada por lagunas y una cresta que actia como barrera en contra del
oleaje, donde ademas el aporte de nutrientes de ecosistemas aledafios como el rodal de mangle
y las praderas de pastos surten efectos sobre la diversidad faunistica al interior del arrecife (Diaz
et al., 2000). Una caracteristica propia de la Bahia de Neguange es la influencia de aguas
dulces, producto de los aportes de sedimentos organicos de la quebrada Rodriguez. Junto a la
quebrada se encuentra una zona rocosa con pendiente brusca seguida por una ensenada de
aguas someras conocida como Playa Pescador adyacente a la cual se levanta una formacion
rocosa que la separa de Playa Cristal, se encuentra ubicada entre los 11°19'33.5" N vy
74°04'39,9", y se caracteriza por presentar diferentes tipos de fondos y formaciones coralinas,
con un litoral sedimentario bajo, con fondo poco pendiente y una variedad de ecosistemas

(Gonzélez y Rojas, 1999).

Se realizaron muestreos en ésta Bahia, teniendo en cuenta la localizacion de las formaciones de

A. palmata descritas y ubicadas por Moreno-Bonilla y Valderrama (2002).

4.1.3. Bahia de Chengue

Se encuentra ubicada a 14 km al noreste de la ciudad de Santa Marta. Presenta una superficie
de 3.3 km2y tiene lateral y externamente un litoral rocoso formado por las estribaciones de la
Sierra Nevada de Santa Marta, la zonacion de las formaciones coralinas de Chengue al igual que
las deméas del PNNT esta determinada en gran medida por diferentes grados de exposicion al
oleaje (Garzén-Ferreira et al., 2002). Las formaciones coralinas se inician desde la parte externa
de la punta Gayraca y cubren el costado este en forma mas o menos continua hasta las primeras
playas de cascajo y arena. En el costado suroeste se presenta una lengua arenosa, después de
la cual reaparece el coral formando una barrera arrecifal, que representa la zona de mayor

crecimiento coralino al oeste de la ensenada; de ahi hacia el norte la cobertura y el numero de
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especies disminuyen progresivamente, al final de Punta Macuaca, se forma una ensenada que
posee un pequefio arrecife de A. palmata en su extremo sur, mientras que en el resto del area se
encuentran colonias dispersas de los géneros Diploria, Siderastrea, Montastraea y Porites (Leal-

Cancelado y Maldonado-Morales, 2003).

Se realizaron muestreos en ésta Bahia, teniendo en cuenta la localizacion de las formaciones de

A. palmata descritas y ubicadas por Moreno-Bonilla y Valderrama (2002).

5. MATERIALES Y METODOS

5.1. Fase de campo

5.1.1. Reconocimiento y ubicacion de las formaciones de Acropora palmata

El reconocimiento y ubicacion de dichas formaciones se realizé mediante una busqueda rapida
con el método de arrastre o Manta tow, utilizando una embarcacién como remolque realizando

buceo a pulmén.

5.1.2. Marcaje de colonias

Una vez se ubicaron los parches que presentaron los signos caracteristicos de la enfermedad
que solo se observaron en la Bahia de Cinto, se procedié a realizar el marcaje de las colonias
afectadas con alambre forrado en plastico, unido a cinta rotex codificada previamente para
permitir su identificacién y el posterior seguimiento (Gil-Agudelo, 1998). Se tomaron registros
fotograficos de las lesiones en cada colonia. Adicionalmente en dos de las lesiones se colocaron
cuatro puntillas de acero inoxidable, justo en el borde de la misma, siendo una medicion

alternativa para el seguimiento de la tasa de crecimiento de la enfermedad.
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5.1.3. Estimacion de porcentaje de tejido afectado por la enfermedad

Se realizd un conteo de todas las colonias pertenecientes al parche en donde se encontraron las
colonias afectadas. Se anotd el nimero de colonias sanas (no infectadas), y se estimé el
porcentaje de tejido afectado para cada colonia enferma en intervalos de 0-5 %, 10-40 %, 50
70% y 80-100%.

5.1.4. Experimentos de contagio

Se colocaron fragmentos de coral sano en tres lesiones (cada original con dos réplicas) de tres
colonias diferentes que presentaron lesiones provocadas posiblemente por la enfermedad, se
sujetaron justo en el borde de la lesion con alambre forrado en plastico, unido a cinta rétex
codificada previamente para permitir su seguimiento (Figura 3). EI mismo procedimiento se
realizé en tres partes sanas de tres colonias diferentes entre si, y diferentes a las colonias que ya
tenian fragmentos sujetos a lesiones (Figura 4). Se dejaron sujetas por un periodo de tiempo de
siete meses, realizando controles en cada mes, y tomando registros fotogréficos, para

determinar si existia algun tipo de contagio.
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FIGURA 3. Experimento de contagio. Fragmento de coral sano unido con alambre forrado en pléstico al

borde de la lesién de una colonia de Acropora palmata.
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FIGURA 4. Experimento de contagio. Fragmento de coral sano unido con alambre forrado en

plastico a una parte sana de una colonia de Acropora palmata.

5.1.5. Recoleccion de muestras

Se colectaron tres muestras de mucus directamente de las lesiones causadas por la enfermedad
en tres colonias distintas y tres muestras de mucus de corales sanos de la parte interna de la
bahia, con jeringas estériles de 5 ml. A bordo de la embarcacion se transfirié el contenido de la
jeringa a tubos eppendorf estériles, para transportarlo y realizar su posterior analisis en

laboratorio.
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5.2. Fase de laboratorio

5.2.1. Preparacion de medios de cultivo

Los medios se prepararon con antelacion al dia de la recoleccion del mucus de la siguiente

forma:

Agar Marino ——» 55.1 g de Agar Marino + 1 L de agua destilada
Calentar y agitar hasta ebullicién y disolucién total. El liquido es de color ambar algo
opalescente, pudiendo presentar una ligera precipitacion. Esterilizar a 121 °C durante 15

minutos. Homogeneizar antes de distribuir en cajas de Petri estériles.

Agar Mc Conkey — > 12.5 g de Agar Mc Conkey + 250 ml de agua destilada
Esterilizar a 121°C por 15 minutos.

Agar Cetrimide = ———— Peptona de gelatina 20 g
Cloruro de magnesio 1.4 g
Sulfato potasico 10 g
N-cetil-N,N,N trimetilaminobromuro (Cetrimide) 0.3 g
Agar-Agar 13 g
Glicerina 10 ml
Petréleo al 1 %
Esterilizar a 121°C por 15 minutos.
Se utiliz6 material seco antes de guardarlo en la nevera, el medio se seca a 56°C por 15

minutos.

Agar SIM (Sulfato, indol y movilidad) =~ —————> Peptona de caseina 20 g
Peptona de carne 6.1 g
Sulfato de hierro y amonio 0.2 g
Tiosulfato de sodio 0. 29
Agar-Agar 3.5g
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pH 7.3 + 0.2; esterilizar a 121 °C por 15 minutos. Es un medio plano de color amarillo y

estado semisolido.

Gelatina nutriente (para enterobacterias y bacilos Gram negativos no fermentadores)
Caldo nutritvo ——— 1000 ml
Gelatina ——» 120¢

Repartir en tubos 5 ml en cada uno y esterilizar a 121 °C por 15 minutos

Agar DTC —— > Deoxiribonuclease agar 21 g
Agar-Agar 2.5 g
Azul de toludeno 0.05 g
Agua destilada 500 ml
Mezclar con un agitador mecénico en calentador magnético, hasta obtener cambio de color

en la solucion. Esterilizar a 121 °C por un periodo de 15 minutos y dejar enfriar a 50 °C.

Agar Lab Lenco (LLA) ——— Lab Lenco Powder 3 g

Peptona universal 5 g

Agar-Agar 15 g
Completar hasta 1 L con agua destilada, hervir por 1 minuto hasta disolver. pH 7.0 + 0.2;
esterilizar a 121 °C por 15 minutos.

Para el mantenimiento de cepas LLA en superficie plana + 2 ml de aceite mineral estéril.

5.2.2. Diluciones

Se realizaron diluciones de las muestras de mucus para su siembra en el agar Mc Conkey
10" ——— 100 pl mucus + 900ul PBS (Phosphate Buffer Saline) estéril
102 —— > 100 pl mucus 10-'+900pl PBS estéril

103 —— 100 pl mucus 10-2+900ul PBS estéril
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5.2.3. Siembras

Se realizaron seis siembras de las tres concentraciones y se incubaron a dos temperaturas
diferentes a 37 °C y a 25 °C (temperatura ambiente tomada en el laboratorio) durante
aproximadamente 12 horas (Figura 5). Adicionalmente se hizo una siembra de mucus filtrado (en

filtro de 45 pum), y se incubé a 37 °C.

FIGURA 5. Incubacién de cepas de aislados de coral a 37°C.

5.2.3.1. Aislamiento de bacterias

Se realizaron aislamientos de las cepas crecidas inicialmente, que fueron sembrados en otros

medios, para realizar pruebas presuntivas (Figura 6):

+ Siembra en Agar marino (observacién de diferentes cepas)
+ Siembra en Agar Mc Conkey (solo crecen enterobacterias)
+ Siembra en Agar Cetrimide (Aislamiento de Pseudomonas)
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FIGURA 6. Siembras de Aislados de Coral en Agar Marino, Mc Conkey y Cetrimide.

Se realizd la preparacion de medio de Agar Lab Lenco para almacenar y repicar las cepas.

5.2.3.2. Pruebas para la identificacion de posible Serratia marcescens

Para tratar de identificar bacterias morfologicamente muy parecidas como en este caso bacilos
gram negativos, resulta muy util determinar sus propiedades bioquimicas (Canosa, 2009), sin
embargo deben realizarse pruebas especificas para cada bacteria, ya que en muchas ocasiones
un mismo género presenta caracteristicas muy similares, incluso puede tratarse de la misma
cepa pero con diferente morfotipo, y al expresarlo puede llegar a cambiar el resultado de alguna
prueba bioquimica. Se realizaron siembras en diferentes agares y se ejecutaron algunas pruebas
bioquimicas que podian ser Utiles para la identificacion de S. marcescens:

+ Prueba de Gram: Se utiliza tanto para poder referirse a la morfologia celular bacteriana
como para poder realizar una primera aproximacion a la diferenciacion bacteriana,
considerandose bacteria gram positiva aquellas que se visualizan de color violeta y
bacteria gram negativa, a las que se visualizan de color rosa (Madigan et al, 2000). Para

S. marcescens son bacilos gram negativos.
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Prueba Catalasa: Se utiliza para comprobar la presencia de la enzima catalasa que se
encuentra en la mayoria de las bacterias aerobias y anaerobias facultativas que
contienen citocromo. Con el asa de siembra se recoge el centro de una colonia pura de
18-24 horas y se coloca sobre un portaobjetos limpio, se agrega con gotero o pipeta
Pasteur una gota de H202 (peroxido de hidrégeno) sobre la muestra, si se observa la
formacion inmediata de burbujas el resultado es positivo (Bernier, 1977). En el caso de

S. marcescens es positiva (Figura 7).

Prueba Oxidasa: El objetivo de esta prueba es buscar la presencia de la enzima
citocromo C oxidasa. Se trata de una enzima que oxida el citocromo C de la cadena
transportadora de electrones. Este se detecta utilizando el tetra para fenilendiamina: el
reactivo de oxidasa contiene este compuesto que va a ser oxidado por la citocromo C
oxidasa. En estado reducido es incolora, pero cuando se oxida vira a purpura

(Aranguren, 1997). En el caso de S. marcescens es negativa (Figura 7).

FIGURA 7. Pruebas Catalasa y Oxidasa realizadas a los aislados de mucus de coral.

Siembra en Agar SIM (Motilidad, H2S, Indol): en este caso se leen tres pruebas, la
produccion de sulfuro de hidrégeno que se observa por ennegrecimiento del medio con
formacién de un precipitado de sulfuro de hierro. La produccién de indol, es detectable al
agregar después del periodo de incubacion, tres gotas del reactivo de Kovacs, si se
produce un anillo rojo o rosado es positiva, si el anillo es ambar o amarillo es negativa.
La motilidad de la bacteria se aprecia por crecimiento alrededor de la puncién o en todo
el medio inoculado (Canosa, 2009). Para S. marcescens produccién de H.S y de indol

son negativos, motilidad es positiva.
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+ Hidrélisis de gelatina: el medio de cultivo (gelatina nutritiva) inoculado, se incuba a
temperatura ambiente, ya que si se utilizan temperaturas superiores a 25 °C, la gelatina
se licua y se destruyen los patrones de licuefaccion. En el caso de S. marcescens la

prueba es positiva.

+ Siembra en Agar DTC: se realiza la prueba “DNase test agar with toludine blue”, ya que
es la prueba especifica para aislar a S. marcescens. Se realiza la siembra del mucus
filtrado en agar DTC y se incuba por toda la noche a 41 °C. Las colonias debian cambiar

de azul a rojo en caso de ser positivo para S. marcescens (Figura 8).

+ Pruebas API: esta es un aprueba confirmatoria para la identificacion de bacilos gram

negativos, fermentadores, oxidasa positiva y negativa (Canosa, 2009).

f.\\ :
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FIGURA 8. Siembras en Agar DTC. A. Prueba especifica para S.marcescens y B. Mucus filtrado
sembrado en Agar DTC.

5.3. Fase de gabinete

Sobre cada uno de los parches con signos caracteristicos de la enfermedad, se revisaron

diferentes atributos.
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5.3.1. Incidencia general de la enfermedad

Incidencia: en este caso definida como la proporcion de individuos sanos que desarrollan la
enfermedad a lo largo de un periodo de tiempo determinado. De este modo la incidencia
acumulada proporciona una estimacion de la probabilidad o el riesgo de que un individuo libre de
la enfermedad la desarrolle durante un periodo de tiempo especifico en este estudio fueron siete

meses (214 dias).

+ Laincidencia de las lesiones en términos de colonias afectadas (Icol) se trabajé como el

numero de colonias afectadas por lesion con relacion al nimero total de colonias, asi:

Icol = (( COLenf / COL) x 100))

Donde, COLenf es el numero de colonias afectadas por la lesion

COL es el nimero de colonias totales.

5.3.2. Estimacion de areas

Mediante registros fotograficos se realiz6 la estimacion de areas de tejido afectado para las 105
colonias marcadas. En el centro de cada lesion se situé permanentemente un marco de metal de
2.5 ¢cm de lado, para calibrar el software (programa ImagedJ Launcher). Los registros se tomaron
durante un periodo de tiempo de siete meses, iniciando en el mes de abril y finalizando en el mes
de octubre, en las siguientes fechas: abril 16 de 2009, abril 29 de 2009, junio 3 de 2009 y octubre 30
de 2009. Para reducir el error cada lesion se medid por triplicado para obtener el promedio de las
mediciones de area (Anexo B).

5.3.3. Tasa de crecimiento

Las tasas de cambio en las areas afectadas fueron obtenidas para cada lesion monitoreada y se
estim6 como la diferencia en &rea final e inicial (Af - Ai) durante el tiempo en dias (cm2 d-1).
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6. RESULTADOS

6.1. Formaciones de Acropora palmata

De los siete parches muestreados entre las tres bahias estudiadas (Bahia de Cinto, Bahia de
Neguange y Bahia de Chengue), tres de ellos fueron muestreados en la Bahia de Cinto (Figura
9), de los cuales Unicamente uno ubicado en el costado expuesto, presentd signos fisicos
aparentes de la enfermedad, dos parches en la Bahia de Neguange (Figura 10), ubicados ambos
al costado protegido, de los cuales ninguno presenté signos fisicos aparentes de la enfermedad
y dos parches en la Bahia de Chengue (Figura 11), ubicados ambos al costado protegido, de los

cuales ninguno presento signos fisicos aparentes de la enfermedad

6.1.1. Bahia de Cinto

De los tres parches estudiados en esta bahia solo uno de ellos presenté signos aparentes de la
enfermedad, en los otros dos parches no se observaron signos caracteristicos de la enfermedad,
presentaron un aspecto saludable sin invasiones por parte de algas, esponjas excavadoras,
territorialidad de peces del género Stegastes, blanqueamiento ni otros posibles signos de

deterioro.
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FIGURA 9. Bahia de Cinto, ubicacién de los tres parches estudiados. (A) unico parche que presentd
signos representativos de la enfermedad (Tomado y modificado de

www.skyscrapercity.com/showthread.php?p=39465102).

6.1.2. Bahia de Neguange

Los dos parches muestreados en ésta Bahia presentaron signos de deterioro ocasionados por
peces del género Stegastes (Anexo C), lo que demuestra que los representantes de éste,
aprovechan de manera importante el tipo de habitat que le ofrecen las formaciones coralinas,
especialmente las del género Acropora. No se presentaron signos de deterioro caracteristicos de
la Enfermedad de “White pox”, ni de otra enfermedad, tampoco signos de blanqueamiento. La
invasion por parte de algas fue observada en altas proporciones, sobre todo en lo que se
consideraria como territorio de Stegastes sp.
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FIGURA 10. Bahia de Neguange. Ubicacién de dos parches, que fueron objeto de estudio. (Tomado y
modificado de www.skyscrapercity.com/showthread.php?p=39465102)

6.1.3. Bahia de Chengue

Las formaciones de A. palmata en esta bahia presentaron signos de deterioro mucho mas
reducidos que en las otras dos bahias estudiadas, no se observaron signos caracteristicos de la
Enfermedad de “White pox”, ni de ninguna otra enfermedad. Tampoco se observo invasion por
parte de microalgas ni proliferacion de macroalgas frondosas, los territorios de Stegastes sp.

observados fueron menores que de Bahia de Neguange (Anexo D).
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FIGURA 11. Bahia de Chengue. Ubicacion de dos parches, que fueron objeto de estudio. (Tomado y
modificado de www.skyscrapercity.com/showthread.php?p=39465102)

6.2. Incidencia general de la enfermedad

Durante un periodo de siete meses se siguieron un total de 105 colonias, registrandose al final
del periodo cuatro casos nuevos de colonias con signos caracteristicos de deterioro. La

incidencia acumulada en este caso fue:

IA=(4/105) x 100 = 3.8 % en siete meses

Es igual que la incidencia de las lesiones en términos de colonias afectadas Icol=nimero de
colonias afectadas (96 colonias afectadas en abril y 100 colonias afectadas en octubre por lesién

con relacion al niumero total de colonias)

Abril Octubre
Icol = (COLenf/ COL) x 100 = 91.4 % Icol = (COLenf/ COL) x 100 = 95.23 %

95.23 % -91.4 % = 3.83 % en siete meses
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6.3. Tasa de crecimiento y estimacion de areas de tejido afectado

El numero total de colonias para el parche de Cinto fueron 105. En el mes de abril presenté tan
solo nueve (9) colonias sanas (no infectadas), de las 96 colonias enfermas, predominaron en
numero colonias con un porcentaje de tejido afectado referentes al intervalo de 0-5 % de tejido
afectado con 48 colonias, seguido por el intervalo de 10-40% con 32 colonias (tabla 2). En este

mes se registro un valor de temperatura de 23.3 °C.

Abril 1 de 2009

Tabla2.  Estimacion del porcentaje de tejido afectado para cada colonia enferma  (0-5 %, 10-40 %,
50 70% y 80-100%), en el mes de abril

PORCENTAJE
0-5 % 10-40% 50-70 % 80-100 % TOTAL

TEJIDO AFECTADO

COLONIAS

48 32 S 11 96

ENFERMAS
COLONIAS SANAS 0 0 0 0 9
TOTAL COLONIAS 105

En el mes de octubre el nimero de colonias sanas se redujo a cinco (5), pasando de 96 colonias
enfermas a 100, predominando en numero, colonias con un porcentaje de tejido afectado
referentes al intervalo de 0-5 % de tejido afectado con 51 colonias (tabla 3). Lo que indica que
hubo cuatro nuevos casos (colonias afectadas) en los siete meses de muestreo. En este mes

hubo un aumento en la temperatura del agua de 23.3 °C pas6 a 28 °C.
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Octubre 30 de 2009

Tabla3.  Estimacion del porcentaje de tejido afectado para cada colonia enferma ( 0-5 %, 10-40 %,
50 70% y 80-100%), en el mes de octubre.
PORCENATJE
0-5 % 10-40% 50-70 % 80-100 % TOTAL

TEJIDO AFECTADO

COLONIAS

51 33 5 11 100

ENFERMAS
COLONIAS SANAS 0 0 0 0 S
TOTAL COLONIAS 105

La estimacion de areas de tejido afectado, mostraron que la tasa de crecimiento de las
afecciones estuvo entre 0.003 y 0.782 cm? d-! (tabla 4), por lo que en siete meses se pudo
observar como las colonias con lesiones mas pequefias fueron las que presentaron menor tasa
de crecimiento, mientras que las lesiones de mayor tamafio incrementaron su tasa de
crecimiento, inclusive hubo casos en donde se observé que al haber dos lesiones cercanas al

aumentar su area de tejido enfermo terminaban formando una sola lesion, de mayor tamafio.

Tabla4.  Tasas de cambio relacionadas con el &rea de tejido vivo y area de tejido afectado, en cm2,
estimadas como la diferencia en area final e inicial (Af - Ai) durante un periodo de tiempo de
214 dias (7 meses), iniciando en el mes de abril y finalizando en el mes de octubre.

Colonia Area Tejido Vivo (cm?) Area Tejido Afectado (cm?)

Abril | Octubre /A\cm?d" | Abril | Octubre |/\cm?d"

1 192.220 | 191.560 | 0.003 | 12.162 | 12.818 | 0.003

2 148.624 | 130.936 | 0.082 | 24.159 | 41.847 | 0.082

3 508.920 | 341.452 | 0.782 | 132.657 | 300.125 | 0.782

4 171.354 | 146115 | 0.113 | 23.668 | 47.907 | 0.113

5 532.262 | 528.212 | 0.018 | 333.002 | 337.052 | 0.018
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6.4. Experimentos de contagio

En los dos experimentos que se hicieron colocando los fragmentos de coral sano sobre una de
las lesiones provocadas posiblemente por la enfermedad, tanto en el Coral # 1, como en el Coral
# 2, en el periodo de tiempo comprendido entre abril y junio no presentaron sintomas de contagio
figuras 12y 13 (A, By C). En el periodo comprendido entre los meses de junio a octubre figuras
12 (D y E) y 13 (D), es evidente que los experimentos de contagio fueron positivos, ya que
presentaron signos caracteristicos de su ocurrencia, es decir que hubo ingreso de los posibles
agentes patdgenos, procedentes del mucus del tejido de coral afectado. Se descarta el hecho de
presentar cualquier tipo de competencia ya que los fragmentos de coral sano colocados sobre
una parte de la colonia sana (Coral # 3 y Coral # 4), sobrevivieron hasta el final del experimento
sin presentar ningun signo de deterioro a lo largo del mismo, como se observa en la secuencia

fotogréfica registrada en las figuras 14 y 15 (A, B, C y D).
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CORAL #1

FIGURA 12. Registro fotografico de los experimentos de contagio de la posible enfermedad sobre
fragmentos de coral sanos. Coral # 1. A) abril 16 de 2009, B) abril 29 de 2009, C) junio 3 de 2009, D)
octubre 30 de 2009 y E) octubre 30 de 2009. Nétese que el contagio comienza a ser positivo desde
octubre, mes en el que se incremento la temperatura del agua de 23,3 °C a 28 °C.
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CORAL #2

FIGURA 13. Registro fotografico de los experimentos de contagio de la posible enfermedad sobre
fragmentos de coral sanos Coral # 2. A) abril 16 de 2009, B) abril 29 de 2009, C) junio 3 de 2009, D)
octubre 30 de 2009. Nétese que el contagio comienza a ser positivo desde octubre, mes en el que se

incrementd la temperatura del agua de 23.3 °C a 28 °C.
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CORAL #3

FIGURA 14. Registro fotogréfico de pruebas de contagio de la posible enfermedad, con base y
fragmentos sanos. Coral # 3. A) abril 16 de 2009, B) abril 29 de 2009, C) junio 3 de 2009, D) octubre 30
de 2009.
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CORAL #4

FIGURA 14. Registro fotografico de pruebas de contagio de la posible enfermedad, con base y
fragmentos sanos. Coral # 4. A) abril 16 de 2009, B) abril 29 de 2009, C) junio 3 de 2009, D) octubre 30
de 2009.

6.5. Pruebas bioquimicas para la identificacion de posible Serratia marcescens

En total se lograron aislar 27 cepas bacterianas, de las cuales 15 fueron de mucus de tejido de
coral enfermo, y 12 de mucus de tejido de coral sano, conformadas principalmente por los
géneros Acetinobacter, Pasteurella, Brucella, Klebsiella y la especie Pseudomona fluorescens
(Tabla 5) (ANEXO E).
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Las bacterias aisladas del mucus de dichos tejidos fueron sometidas a 9 pruebas bioquimicas
para lograr su identificacion (tablas 6 y 7); después de observar sus caracteristicas morfologicas
y bioquimicas, algunas cepas, las mas semejantes al género Serratia fueron sembradas en DTC
agar (prueba especifica para S. marcescens) para observar su posible crecimiento, y a 3 de ellas

se les realizaron pruebas API, siendo en todos los casos negativo para S. marcescens.

Tabla5.  Principales géneros encontrados en los aislados de tejidos de coral sano y enfermo.

Numero de Cepa Género Especie
1 Acetinobacter sp
Jyd Pasteurella Sp
9 Brucella Sp
10 Klebsiella Sp
8y 11 Pseudomona P. fluorescens

Tabla6.  Morfologia, pruebas bioquimicas y crecimiento en DTC agar, de la microbiota aislada de
tejido enfermo, para determinar la posible presencia de S. marcescens.

Cepa Morfologia- Oxidasa | Catalasa | Crecimientoen | Crecimiento
Gram agar Cetrimide | en DTC agar
1 Coco-Bacilo Gram - + No No
()
2 Bacilo Gram (-) + - No No
3 Bacilo Gram (-) + + No No
4 Bacilo Gram (-) + + No No
5 Bacilo Gram (-) + - No No
6 Bacilo Gram (-) + - No No
7 Bacilo Gram (-) + + No No
8 Bacilo Gram (-) + + Si No
9 Coco-Bacilo Gram + + No No
()
10 Bacilo Gram (-) - + No No
1 Bacilo Gram (-) + + Si No
12 Bacilo Gram (-) + - No No
13 | Bacilo Gram (+) + + No No
14 | Bacilo Gram (+) - + No No
15 | Bacilo Gram (+) - + No No
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Tabla7.  Pruebas bioquimicas, de la microbiota aislada de tejido enfermo, para determinar la posible
presencia de S. marcescens.

Cepa | Produccion de Produccion de Motilidad | Hidrélisis de gelatina
Sulfuros Indol
1 - + = +
2 - - + -
3 - - + -
4 - - + -
5 . 5 + -
6 - - + -
7 . 5 + -
8 - - + -
9 - - - -
10 + - - -
11 - - + .
12 - - ¥ -
13 - - + .
14 - - + -
15 - - + .

En total fueron aisladas 12 cepas pertenecientes también al grupo de bacterias encontradas en
el aislado de mucus de tejido enfermo, excepto por tres cepas que siempre estuvieron ausentes
(tablas 8y 9).

+ Cepa#9, perteneciente al género Brucella.
+ Cepa# 10, perteneciente al género Klebsiella.

+ Cepa# 12, sin identificar.
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Tabla 8.

Morfologia, pruebas bioquimicas y crecimiento en DTC agar, de la microbiota aislada de

tejido sano, para determinar la posible presencia de S. marcescens.

Cepa | Morfologia- Gram | Oxidasa | Catalasa | Crecimientoen | Crecimiento en
agar Cetrimide DTC agar
1 Coco-Bacilo Gram + No No
()
2 Bacilo Gram (-) + - No No
3 Bacilo Gram (-) + + No No
4 Bacilo Gram (-) + + No No
5 Bacilo Gram (-) + - No No
6 Bacilo Gram (-) + - No No
7 Bacilo Gram (-) + + No No
8 Bacilo Gram (-) + + Si No
9 CEPA AUSENTE X X X X
10 CEPA AUSENTE X X X X
11 Bacilo Gram (-) + + Si No
12 CEPA AUSENTE X X X X
13 | Bacilo Gram (+) + + No No
14 | Bacilo Gram (+) - + No No
15 | Bacilo Gram (+) - + No No
Tabla9.  Pruebas bioquimicas, de la microbiota aislada de tejido sano, para determinar la posible
presencia de S. marcescens.
Cepa | Produccion de Produccion de Motilidad Hidrolisis de gelatina
Sulfuros Indol
1 - + - +
2 - - + -
3 - - + -
4 - - + -
5 - - + -
6 - - + -
7 - - + -
8 - - + -
9 CEPA AUSENTE X X X
10 CEPA AUSENTE X X X
11 - - + -
12 CEPA AUSENTE X X X
13 - - + -
14 - - + -
15 - - + -
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7. DISCUSION

El estudio se centré inicialmente en uno de los parches de la Bahia de Cinto, en el que
macroscopicamente se observan caracteristicas similares a las que se presentan en lugares
donde se ha descrito el “White pox”, como en el Santuario Nacional Marino Cayos de la Florida,
0 en la isla San John. Los signos externos de la enfermedad encontrada en el parche de A.
palmata estudiado en la Bahia de Cinto, tales como manchas irregulares de color blanco y sin
tejido (Porter y Meier, 1992), muestran lesiones que varian de unos cuantos centimetros a mas
de 80 cm?, presentando un desarrollo simultaneo en toda la superficie de la colonia, estos signos
coinciden con la descripcion fisica de la enfermedad hecha por diferentes investigadores (Porter
y Meyer, 1992; Patterson et al., 2002; Patterson y Ritche, 2004), quienes adicionalmente han
reportado que la pérdida del tejido se produce a una tasa promedio de 2.5 cm? dia! y que es

mayor durante los periodos de temperatura elevada.

Si bien la tasa de crecimiento promedio para este estudio fue de 0.19 cm2 dia' y no hubo un
periodo estacional de temperatura elevada, resulta mucho menor que la reportada en los Cayos
de la Florida. En este caso la tasa de crecimiento se ve en acrecentamiento durante los meses
en que la temperatura aumenta, pero ademas las afecciones se mantienen inclusive en los
periodos de tiempo en los que la temperatura del agua disminuye. Esto no ocurre con otro tipo
de enfermedades como la Banda Blanca, la Plaga Blanca, los Lunares Oscuros e inclusive
episodios de blanqueamiento masivos, donde al bajar la temperatura cesan los signos de

deterioro.

Adicionalmente se logré observar en campo que los registros tomados en el mes junio,
registrando para el dia 2 de junio una temperatura de 23.3°C, las lesiones no aumentaron de
tamafio. Para el mes de octubre, registrando para el dia 30 una temperatura de 28°C, las
lesiones aumentaron su tamario, por lo tanto el &rea afectada observada fue mayor. Estos datos
podrian sugerir una relacion entre el area total afectada y el tamafio de la lesién, manifestando
que la pérdida de tejido vivo es mucho mayor en las lesiones mas grandes, que en aquellas de
menor tamafio. Sin embargo es necesario realizar otros estudios que incluyan un mayor nimero
de datos, para corroborar que el aumento de la temperatura ocasiona cambios en el tamafio de
las lesiones. La mayor pérdida de tejido puede estar relacionada con el tamafio de las areas

muertas, debido a que una lesién de mayor tamafio implica un gasto energético mayor, ya sea

~35~



porque la energia se invierte en regeneracion o porque se gasta en el mantenimiento de la
frontera que se genera entre el tejido y los organismos colonizadores del espacio abierto
(Garcés, 2000). Tanto el porcentaje de tejido afectado como la tasa de crecimiento presentaron

un aumento, coincidiendo nuevamente con las caracteristicas de la enfermedad.

Es importante aclarar que para Colombia solo existen reportes sobre la descripcion de esta
enfermedad, mas no se han realizado estudios para la identificaciéon de su agente patdgeno, en
uno de los registros realizado por Moreno-Bonilla y Valderrama (2002), mencionan frecuencias
de su incidencia en la region del PNNT y también reportan pérdidas promedio de tejido de
17.87% atribuyéndolas a esta enfermedad. Por su parte Vega-Sequeda (2006), menciona su
presencia en la Bahia de Chengue; e indica que su aparicion depende de las zonas expuestas al
oleaje y de zonas de menor perturbacion antrépica. En ambos casos se asume que se trata de
“White pox” Unicamente por su apariencia macroscopica, pero no se confirmé la presencia de su
agente causal (S.marcescens) con pruebas microbiolégicas, por esto, este estudio es el primer
reporte basado en analisis de pruebas bioquimicas para determinar la real presencia o ausencia

de dicho patdgeno en el Caribe colombiano.

En el presente estudio se realizaron muestreos ademas del parche ubicado en la Bahia de Cinto,
en las Bahias de Neguange y Chengue, debido a estos primeros reportes. Moreno-Bonilla y
Valderrama (2002) afirman que esta enfermedad esta asociada a efectos entre las descargas de
aguas residuales de origen regional — pluma rio Magdalena y local, y a la temperatura del agua.
Por tal raz6n en Neguange se esperaba tener frecuencias o registros de la enfermedad, teniendo
en cuenta la colonizacion y afluencia de turismo para esta Bahia, pero no fue asi. Estudios de

tipo oceanografico y microbioldgico, son necesarios para ser asi concluyentes.

Las condiciones ideales para “White pox”, son aguas tranquilas confinadas con descargas
residuales, sin embargo, en la Bahia de Cinto, no hay descargas de aguas residuales, no
presenta una poblaciéon permanente, y presenta corrientes que al parecer arrastran desechos
organicos e inorganicos tales como palos de madera, pafales, telas, plasticos, entre otros. Esta
gran cantidad de basura se deposita precisamente sobre el parche de A. palmata objeto de
estudio. Adicionalmente se registrd la presencia del pez Sparisoma viride, que ha sido

considerado como un posible vector de la enfermedad (Bruckner, 2002). A pesar que las
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condiciones de temperatura y algunas caracteristicas de su aspecto macroscopico coincidan con
las descripciones hechas recientemente para Colombia por Gil-Agudelo et al., 2009, es posible
que este caso de estudio en particular no esté asociado con aguas marinas contaminadas con
aguas residuales, y por ello quizad no se trate de S. marcsescens. Al seguir los protocolos
microbiol6gicos para hallar a S. marcsescens, no sélo no se hallé esta especie sino que por el
contrario se logro identificar diferentes organismos que posiblemente otros investigadores no han

tenido en cuenta.

Si bien los signos observados en el parche de Cinto y su relacién con la temperatura del agua,
son atribuibles a S. marcsescens, aparentemente no se trata del mismo microorganismo, no
puede confundirse. S. marcsescens, es un bacilo gram-negativo, oxidasa negativa, catalasa
positiva, al igual que dos de los organismos identificados hasta género: Acetinobacter sp y
Klebsiella sp. Ademas, S. marcsescens es indol negativo, produccion de sulfuros negativo,
hidrélisis de gelatina positivo y es motil, mientras que Acetinobacter produce indol y no es motil.
Finalmente Klebsiella se destaca por producir sulfuros pero no realiza hidrélisis de gelatina. por
todos estos aspectos analizando las pruebas bioquimicas, desde lo microscépico decisivamente
no se trata del mismo microorganismo. Estos resultados concluyentes sugieren que
probablemente se trate de una nueva enfermedad, alun cuando los postulados de Koch no se

han cumplido aun en su totalidad.

Este agente de deterioro es contagioso e infeccioso ya que al realizar los experimentos de
contagio fueron positivos en todos los casos, y al efectuar las pruebas bioquimicas de los
aislados de coral de tejido enfermo por triplicado, siempre aparecieron tres microorganismos de
los géneros Brucella, Klebsiella y otra cepa con las siguientes caracteristicas: bacilo gram-
negativo, oxidasa positiva, catalasa negativa, no produce sulfuros, ni indol, y tampoco realiza

hidrolisis de gelatina, pero es motil. Esta cepa aun se encuentra sin identificar.

Podria estudiarse la posibilidad de que las lesiones que alli se presentan sean coordinadas por
células bacterianas que producen un autoindicador, que se acumula progresivamente en el
medio de crecimiento y cuando alcanza una densidad celular alta, alcanza alta concentracion
intracelular y mediante interaccion con activadores transcripcionales, promueven la expresion de

un grupo de genes para regular una gran variedad de respuestas fisiologicas (Krediet et al.,
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2009). Existen evidencias que sugieren que la composicidn y las caracteristicas funcionales de
las comunidades bacterianas asociadas al mucus de tejidos sanos de corales cambian
significativamente en condiciones de estrés fisiologico (Ritchie y Smith, 1995). Siempre estan
presentes y son componentes importantes del medio ambiente arrecifal, de hecho en
condiciones naturales contribuyen a la produccion de carbono (Ducklow, 1990), al reciclaje de
nutrimentos (D’Elia y Wiebe, 1990) y adicionalmente representan fuentes de carbono para una
gran variedad de organismos de los arrecifes (Ducklow, 1990). Pero realmente cuando estas
condiciones naturales cambian como resultado de algun disturbio, ya sea natural o antrépico,
estas bacterias y especialmente las que se encuentran asociadas a la capa de
mucopolisacaridos de los corales, pueden convertirse en patégenos potenciales. Las
observaciones realizadas permiten determinar que las perturbaciones antes mencionadas han
contribuido a incrementar la susceptibilidad del huésped, A. palmata y amplian la virulencia de
los patégenos. Asi, el aislamiento e identificacion de patdgenos potenciales, es sin duda una
herramienta util para la determinacion y estudio de las bacterias presentes en la capa de
mucopolisacaridos de tejidos sanos y enfermos, y para la comparacion de las caracteristicas
funcionales de comunidades bacterianas asociadas al agua. Tal es el caso de los tres
microorganismos encontrados en los aislados de tejido de coral afectado, Brucella, Klebsiella y la

cepa aun desconocida.

Si se conocen y describen los principales cambios que ocurren en estas comunidades y ademas
se identifican las cepas bacterianas cuyo potencial bioquimico difiera de las bacterias asociadas
a tejido sano, como ocurrié en este estudio, podrian seleccionarse algunos morfotipos para
realizar posteriores experimentos de reinfeccion que cumplan con los postulados de Koch
(Garcia et al., 2003). En este caso la respuesta mas visible a los cambios mencionados, es su
apariencia macroscopica, aunque en este estudio se infiere que la presencia del patégeno del
“White pox” es nula, ya que S. marcescens construye poblaciones muy grandes dentro de la
capa superficial del moco del coral A. palmata (Krediet et al., 2009), lo cual hubiera permitido

encontrarla, de haber estado presente, con mayor facilidad.
Pese a poder aislar e identificar patdgenos presentes en el medio marino, y a conocer la forma

de controlarlos fuera del ecosistema, al interior de formaciones coralinas sigue existiendo

vulnerabilidad. Asi, los cambios medio ambientales definitivamente influyen en el
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comportamiento de las comunidades bacterianas asociadas al mucus coralino, representado en
un aumento de la susceptibilidad a las enfermedades. De no encontrar un tratamiento que evite
la proliferacion de las lesiones estudiadas seguira existiendo una amenaza para el estado de
salud y la recuperacion del sistema coralino, que probablemente acabara no solo con las

colonias del parche en estudio sino hasta con la misma especie.

8. CONCLUSIONES

+ El padecimiento encontrado en A. palmata de la Bahia de Cinto corresponde al aspecto
macroscopico de “White pox”, pero no se encontr6 la presencia de Serratia marcescens
en las colonias observadas del Parque Nacional Natural Tayrona, lo cual indica que
puede tratarse de una nueva enfermedad o algun tipo de necrosis, por el aspecto de sus

colonias.

+ La temperatura del agua es un factor determinante en el desarrollo y proliferacion del
padecimiento estudiado, ya que la incidencia crece en la época en la que la temperatura

del agua aumenta.

+ En general el area afectada por el padecimiento es mayor en colonias de mayor tamafio

que en colonias mas pequefias.

+ Los experimentos de contagio resultaron positivos, este puede llegar a ser un primer

paso para cumplir con los postulados de Koch.

+ La identificacion de cepas bacterianas cuyas habilidades bioquimicas difieran de las
caracteristicas metabolicas de la comunidad presente en mucus de los tejidos sanos,
podria facilitar la seleccién de patdgenos potenciales en experimentos de reinfeccién, lo

que contribuiria a su identificacion a través de los postulados de Koch.
+ Tres cepas pertenecientes a los géneros Brucella, Klebsiella y una tercera aun no
identificada, estuvieron presentes en los tres casos de aislamiento, salvo en aquellos

realizados sobre fragmentos con tejidos sanos.
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*

Ademas de otros efectos negativos que afectan las formaciones coralinas, como
sedimentacion, otras enfermedades como la EBB, eventos de blanqueamiento, pesca
con dinamita, sobrepesca, aleteo, entre otros, persisten estas lesiones observadas
desde el afio 2005 y han venido aumentando inclusive su incidencia y tamafio en los
ultimos afios. Sin embargo, aunque la tasa de crecimiento resulte relativamente baja
frente a la arrojada por otros estudios, aument6 durante los siete meses de muestreo, lo
que podria llevar, en un mediano plazo, a la desaparicién parcial o total de la formacion

coralina estudiada, de los parches adyacentes e inclusive con la especie

9. RECOMENDACIONES

*

Continuar con la investigacion para identificar el o los agentes patogenos de la afeccién

que se evidencia en uno de los parches de la Bahia de Cinto.

Llevar a cabo experimentos tendientes a comprobar los postulados de Koch con el fin de

determinar si las lesiones observadas corresponden a una enfermedad.

Aumentar el nimero de muestreos para llevar un registro mas completo sobre la
evolucién de las lesiones estudiadas y ampliar los estudios a todas las formaciones de

A. palmata presentes en las bahias PNNT.

Realizar estudios de Quorum sensing, para determinar que densidades de bacterias son
necesarias para que se produzca una respuesta en el medio, en este caso en el tejido

del huésped.

Realizar estudios para analizar reguladores de poblaciones microbianas asociados a la
superficie mucosa del coral, y poder observar como la misma microbiota del mucus de
tejido sano puede intervenir en la inhibicion del crecimiento de microorganismos

invasores, y observar si existe algun tipo de resistencia hacia factores de virulencia.
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11. ANEXOS

Anexo A. Caracteristicas de la enfermedad “White pox”

‘WHITE POX”

A. Presencia de manchas irregulares de color blanco y sin tejido, que pueden variar de unos
cuantos cm a mas de 80 ¢cm2, y se puede desarrollar simultaneamente en todas las superficies

de la colonia.

Anexo B. Estimacion de areas mediante registros fotograficos, utilizando el programa ImageJ

Launcher

[,

Ay B. El cuadrado de metal (2,5cm) se situ6 permanentemente en el centro de la lesion para

calibrar la localizacién de software (programa Imaged Launcher)
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C, Dy E. Estimacion de areas de Tejido Vivo y Tejido Afectado mediante registros fotograficos con ayuda

del programa ImageJ Launcher durante un periodo de tiempo de 7 meses, finalizando el mes de Octubre.

Anexo C. Bahia de Neguange
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Ay B. Territorios del pez Stegastes sp.

C y D. Territorios del pez Stegastes sp € invasion algal.

Anexo D. Bahia de Chengue

Ay B. Poca invasion algal y territorios del pez Stegastes sp.

Anexo E.  Fotografias microscopicas y macroscopicas de las cepas bacterianas encontradas

en aislados de mucus de coral
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Acetinobacter sp

Pasteurella sp.

Brurella sp.

Klebsiella sp.
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Pseudomona fluorescens
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