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RESUMEN

Los Microorganismos Benéficos para Corales (BMCs) o también llamados probióticos,

muestran características que se han definido como benéficas o ventajosas para los corales,

ya que les confieren, de manera directa o indirecta, una respuesta más eficiente frente a

alguna condición estresante como: el aumento de la temperatura, la radiación UV, el estrés

oxidativo, y las enfermedades. De esta manera, la búsqueda, identificación, selección y

aplicación de estos BMCs podría contribuir a mitigar los efectos de problemáticas

ambientales como el cambio climático, el cual se sabe que intensifica las condiciones antes

mencionadas en los arrecifes coralinos. Este trabajo abordó la búsqueda, identificación y

selección preliminar de candidatos a BMCs o probióticos tomando como fuente el coral

Madracis auretenra (Scleractinia: Pocilloporidae), en dos sitios ubicados entre

asentamientos urbanos correspondientes a los sectores de Inca Inca y Punta Cabeza de

Negro (Santa Marta, Colombia). A partir del mucus y tejidos de fragmentos sanos se

obtuvieron y caracterizaron cualitativamente 80 aislados, de los cuales 22 se proponen

como precandidatos probióticos al mostrar tres o más propiedades benéficas como:

actividad catalasa (tolerancia al estrés oxidativo; 62,5 % de los aislados), producción de

sideróforos (nutrición; 59,15 %), inhibición del quórum sensing (control de patógenos y

oportunistas; 50,72 %), y producción de pigmentos (protección UV y actividad antioxidante;

15,28 %). Estos precandidatos están afiliados a los géneros Vibrio, Shewannella, Bacillus,

Nocardiopsis, Exiguobacterium, Fictibacillus y Prestia (del 99 al 100 % de identidad), de los

cuales la mayoría (exceptuando los dos últimos géneros) ya han sido propuestos

previamente como probióticos para corales. Estos hallazgos permiten avanzar en el

aislamiento de candidatos preliminares a partir de nuevas fuentes potenciales como M.

auretenra, con el fin de seleccionar una formulación cuya eficacia pueda ser probada en

experimentos ex situ bajo condiciones controladas.
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ABSTRACT

Beneficial Microorganisms for Corals (BMCs) or also called probiotics, show characteristics

that have been defined as beneficial or advantageous for corals since they give them,

directly or indirectly, a more efficient response to some stressful condition; for example,

increased temperature, UV radiation, oxidative stress, and disease. In this way, the search,

identification, selection and application of these BMCs could help mitigate the impact of

climate change that intensifies these conditions in coral reefs. This work approached the

search, identification and preliminary selection of candidates for BMCs or probiotics taking

as source the coral Madracis auretenra (Scleractinia: Pocilloporidae) in two sites located

between urban settlements corresponding to the sectors of Inca Inca and Punta Cabeza de

Negro ( Santa Marta Colombia). From mucus and healthy tissue samples, 80 isolates were

obtained and qualitatively characterized, of which 22 are proposed as probiotic

precandidates as they showed beneficial properties such as catalase activity (tolerance to

oxidative stress; 62.5 % isolates), siderophore production (zooxanthellae nutrition; 59.15 %),

quorum sensing inhibition (control of pathogens and opportunists; 50.72 %), and pigment

production (UV protection and antioxidant activity; 15.28 %). These candidates are affiliated

with the genera Vibrio, Shewannella, Bacillus, Exiguobacterium, Nocardiopsis, Fictibacillus

and Prestia (97-100 % identity), most of which (except for the last two genera) have been

previously proposed as probiotics for corals. These findings allow progress in the isolation of

preliminary candidates from new potential sources such as the coral M. auretenra, in order

to select a formulation whose efficacy can be tested in ex situ experiments under controlled

conditions.

Keywords

Beneficial microorganisms for corals, probiotics, Madracis auretenra, mucus, tissue.

INTRODUCCIÓN

Los arrecifes de coral albergan alrededor del 25 % de las especies marinas del planeta, y

proporcionan diferentes bienes y servicios críticos para el desarrollo de otros ecosistemas y

para la sostenibilidad del hombre (Morbeg y Folke, 1999; Blackall et al., 2020). Actualmente,

estos ecosistemas están en riesgo de desaparecer debido a las diferentes amenazas que
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enfrentan, tanto globales (p.ej.: el cambio climático), como locales (p.ej.: la contaminación),

y las cuales afectan su desarrollo y equilibrio (Bourne et al., 2009; Bartley et al., 2014). Los

cambios ocasionados por estas amenazas no solamente afectan a los corales, sino que

también a las comunidades microbianas (o microbioma) asociadas a estos organismos

(McDevitt-Irwin et al., 2017); y en algunos casos, esto da lugar a los brotes de

enfermedades (especialmente cuando aumentan las densidades de patógenos y otros

microorganismos oportunistas), y a la aparición de signos de deterioro como el

blanqueamiento (Lough et al., 2018).

En la actualidad, se han planteado diferentes estrategias para mitigar el impacto de estas

amenazas, y una de ellas es la manipulación de las comunidades microbianas a través de la

adición de microorganismos benéficos o probióticos para corales. Esta estrategia hace parte

de la evolución asistida por el hombre, que busca mejorar la tolerancia al estrés y acelerar

la respuesta del coral al entorno cambiante (van Oppen et al., 2015; Epstein et al., 2019;

Rinkevich, 2021). Esta aproximación se basa en la búsqueda, identificación y selección de

potenciales candidatos benéficos para el coral, a partir del mucus y tejido de organismos

sanos en ambientes altamente variables (p.ej.: arrecifes ubicados entre asentamientos

urbanos) (Epstein et al., 2019; Doering et al., 2021). Luego, estos microorganismos pueden

ser inoculados en los tejidos del coral, y su eficacia puede ser probada a través de

experimentos controlados (Rosado et al., 2019; Epstein et al., 2019).

En los últimos años, esta temática ha sido foco de estudio en diferentes investigaciones, y

se fundamenta en la ‘Hipótesis probiótica para corales’ de Reshef et al. (2006). En donde, el

éxito adaptativo de algunos corales se debe a un fenotipo ventajoso proveído por los

microorganismos con los que vive en simbiosis. Así, hoy en día se utiliza este concepto para

desarrollar estrategias en donde el microbioma de estos organismos puede ser modulado

para mejorar su salud y resiliencia (Peixoto et al., 2017). Es así como surge el concepto de

Microorganismos Benéficos para Corales (BMCs) (también llamados probióticos), los cuales

muestran características que se han definido como benéficas o ventajosas para el coral, ya

que le confieren, de manera directa o indirecta, una respuesta más eficiente frente a alguna

condición estresante (p.ej.: el incremento de la temperatura, la radiación UV, el incremento

de patógenos y oportunistas, las enfermedades, entre otras) (Peixoto et al., 2021; Epstein et

al., 2019).

La tolerancia al estrés oxidativo y la protección a la radiación UV son consideradas

características benéficas, porque el coral puede beneficiarse con la disminución de la

concentración de especies reactivas del oxígeno (o ROS del inglés Reactive Oxygen

Species) gracias a que las bacterias producen enzimas como la catalasa y pigmentos
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antioxidantes como los carotenoides (Shindo et al., 2007; Fiedor y Burda, 2014; Rosado et

al., 2019); además, los pigmentos pueden ayudar a evitar o reducir el daño causado por la

radiación UV, pues se encargan de absorber estas longitudes de onda actuando como

protectores solares (Sutthiwong et al., 2014; Celedón y Díaz, 2021). Otra característica

benéfica es el control de patógenos a través de la actividad antimicrobiana, pues se ha visto

que las bacterias asociadas a los corales producen compuestos inhibidores del crecimiento

de potenciales patógenos (Shnit-Orland y Kushmaro, 2009; Kvennefors et al., 2012; Sharp y

Ritchie, 2012). Asimismo, este control puede estar mediado por la producción de moléculas

disruptoras del quorum sensing (antiQS), pues algunos estudios sugieren que esta actividad

inhibitoria del QS puede prevenir el desarrollo de enfermedades coralinas relacionadas con

la virulencia y la colonización de bacterias patógenas y oportunistas (Ritchie, 2006; Zhou et

al., 2020). De igual modo, la producción de agentes quelantes como los sideróforos

(catecolátos, hidroxamatos y carboxilatos) es otra característica que se ha propuesto como

benéfica y que podría ser aprovechada por los corales de manera indirecta. Estos productos

bacterianos capturan nutrientes limitantes, y los hacen asimilables tanto para la bacteria

misma como para las zooxantelas del coral. Lo anterior podría contribuir a la recuperación

de la densidad de estos simbiontes fotosintéticos en eventos de blanqueamiento(Miethke y

Marahiel, 2007; Crisafi et al., 2015).

Con base en lo anterior, surge la necesidad de optimizar así los procesos adaptativos del

coral a una escala de tiempo más corta por medio de la capacidad de manipular el

microbioma y mejorar el fenotipo de estos organismos. Así como reforzar y fortalecer el

conocimiento que se tiene acerca de los BMCs o probióticos como estrategia

potencialmente útil en los esfuerzos de restauración coralina. Por esta razón, se requieren

investigaciones en las que se busque identificar y caracterizar candidatos a BMCs que

estén presentes en diferentes modelos de organismos hospederos, como es el caso del

género de coral Madracis, y así, describir nuevas y potenciales fuentes de estos

microorganismos, establecer criterios de selección con base en sus propiedades

probióticas. Con todo esto, este estudio tuvo como objetivo identificar candidatos

preliminares a microorganismos benéficos para corales a partir del componente cultivable

del mucus y tejido del coral Madracis auretenra (Scleractinia: Pocilloporidae) en una zona

ubicada entre asentamientos urbanos, a través de la evaluación cualitativa de algunas de

las propiedades probióticas/benéficas para los corales.

ÁREA DE ESTUDIO
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La zona costera de Santa Marta (Figura 1) hace parte del departamento de Magdalena y

está localizada en la ecorregión de la Sierra Nevada de Santa Marta. Esta zona está

influenciada por dos épocas climáticas marcadas: 1) la época seca mayor (diciembre a

abril), y 2) la época lluviosa mayor (mayo a noviembre). Además, se caracteriza por

presentar una geomorfología determinada por las estribaciones de la Sierra Nevada de

Santa Marta (Díaz-Merlano y Puyana, 1994), incluye dos áreas urbanas en donde

predominan las actividades portuarias y turísticas, y también, está afectada por las altas

descargas de aguas provenientes del emisario submarino, los ríos locales Manzanares y

Gaira, y por el rebosamiento de las alcantarillas (Ramos-Ortega et al., 2008; García et al.,

2012). En los últimos años, el indicador anual de la calidad de aguas para la preservación

de flora y fauna en la zona de Santa Marta ha sido cerca del 3 % pésima, 13 % inadecuada,

9 % aceptable y 75 % adecuada. Este porcentaje inadecuado y aceptable se ha presentado

a lo largo de la bahía de Santa Marta y la Ensenada de Gaira, y en especial, durante la

época lluviosa (INVEMAR, 2017; INVEMAR, 2018).

Figura 1. Área de estudio. Las estrellas rojas indican las coordenadas de las dos zonas de muestreo; Inca Inca

(11°12’57,4’’ N - 074°14’08,1 W) y Punta Cabeza de negro (11°12’32,8’’ N - 074°14’11,1’’), Santa Marta, Caribe

colombiano. Modificado de Franco-Herrera (2005).

Estas características de la zona urbana llevarían a pensar que el desarrollo de las

formaciones coralinas sería escaso; sin embargo, se han reportado formaciones con

crecimiento sano y estable (cobertura entre el 10 y 20 % en 100 m2) (Vega-Sequeda et al.,

2008). Se sabe además que, los corales que habitan zonas cercanas a los asentamientos
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urbanos muestran un fenotipo adaptado que puede ser el resultado de la relación con

microorganismos benéficos; así, estos organismos pueden considerarse fuente de

potenciales BMCs (Doering et al., 2021).

Teniendo en cuenta lo anterior, se escogieron dos puntos de muestreo principalmente entre

los asentamientos urbanos de El Rodadero y Santa Marta, los cuales correspondieron al

sector de Inca Inca (11°12’57,4’’ N - 74°14’08,1 W) y al sector de Punta Cabeza de Negro

(11°12’32,8’’ N - 74°14’11,1’’ W), y en los que se han observado formaciones coralinas bien

establecidas y parches coralinos dominados por el coral Madracis auretenra (Scleractinia:

Pocilloporidae). Los muestreos se realizaron durante la época lluviosa mayor de 2021

(agosto – septiembre) caracterizada por la disminución del evento de surgencia y el

desplazamiento de la Zona de Convergencia Intertropical (ZCIT), los cuales generan el

aumento de la temperatura superficial del agua (27 a 29 °C), la disminución de la salinidad

(hasta < 34 UPS), y el aumento de la carga de sedimentos y materia suspendida tras la

entrada de agua continental proveniente de los ríos y la Ciénaga Grande de Santa Marta

(Franco-Herrera, 2005; Vega-Sequeda et al., 2019).

MATERIALES Y MÉTODOS

Medios de cultivo y condiciones

Para el aislamiento y mantenimiento de las bacterias se emplearon medios de cultivo de

agar marino (MA) y agar Triptona-Soya (TSA) + 1 % NaCl. Se incubaron de 28 a 30 °C entre

24 a 48 h, hasta cinco días dependiendo del crecimiento. Para algunos ensayos se

emplearon caldo Triptona-Soya (TSB) + 1 % NaCl, y medio Luria Bertani (LB) (para 1 L, 10

g peptona, 5 g extracto de levadura, 10 g NaCl y en el caso de medio sólido se adicionaron

15 g de agar bacteriológico).

Recolección y preparación de las muestras

Se recolectaron aproximadamente cuatro ramas de más o menos 5 cm de longitud y 0,93 ±

0,19 cm de diámetro en tres colonias escogidas al azar. Las ramas se fragmentaron

manualmente con guantes, se depositaron en bolsas ziploc estériles, y se refrigeraron en

hielo seco hasta su transporte a las instalaciones de la Universidad Jorge Tadeo Lozano

sede Santa Marta. Adicionalmente, en cada sitio de muestreo se tomaron datos por

duplicado de pH, temperatura (°C) y salinidad (UPS) por medio de sondas multiparámetro

WTW™.
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Una vez en el laboratorio, por cada rama se cortó un fragmentos de 3 cm y se realizaron

cinco lavados con buffer fosfatos salino estéril – PBS (137 mM NaCl, 2,7 mM KCl, 100 mM

Na2HPO4, y 2 mM KH2PO4 a pH 7,4), y a partir del último lavado, se realizó por duplicado

una siembra en superficie de 100 uL en placas de TSA + 1 % NaCl y se dejó incubando por

24 h. La ausencia de crecimiento indicó que se retiraron las bacterias y partículas

débilmente adheridas al coral (Cárdenas et al., 2012).

Para la extracción del mucus, se dispusieron en tres erlenmeyers; tres fragmentos del coral

con 40 ml de PBS estéril, y se dejaron en agitación continua a 135 rpm por 1 h con una

pausa intermedia de 10 mins de reposo para permitir la secreción de mucus nuevo. La

solución que contenía el mucus se centrifugó a 3.000 g por 10 mins, se descartó el

sobrenadante y el pellet se resuspendió en 5 ml de PBS estéril. Posteriormente, se tomaron

los fragmentos resultantes de la obtención del mucus, y se maceraron en mortero estéril con

40 ml de PBS; después, la suspensión líquida se dejó decantar por 15 mins, se recuperó el

sobrenadante en tubos estériles y se centrifugó a 3.000 g por 10 mins; y, por último, el pellet

resultante se trató como se indicó para el mucus. Las muestras de mucus y tejido se

utilizaron inmediatamente para el aislamiento de las bacterias.

Aislamiento de las bacterias

A partir de cada muestra, se realizaron diluciones en serie hasta 10-4, se sembraron 100 μL

en superficie en placas de MA y TSA + 1 % NaCl con asas de Drigalski estériles, y se

dejaron incubando hasta por cinco días. Paralelamente, se tomaron fragmentos de 3 cm

frescos y lavados, y se realizó un barrido de la superficie con un hisopo estéril con el que se

realizó una siembra masiva en placas de MA y TSA + 1 % NaCl. Todas las siembras se

realizaron por triplicado. Las placas se dejaron incubando de 24 h a cinco días.

Después del periodo de incubación, se observaron las placas en búsqueda de colonias

aisladas, y se escogieron las colonias con base en diferencias en la morfología (margen,

color, elevación, textura y forma). Las bacterias aisladas se repicaron hasta obtener cultivos

puros, es decir, hasta observar una única morfología, lo cual se confirmó mediante carácter

Gram (Madigan et al., 2000). Los aislados puros se preservaron en TSB + 1 % NaCl

suplementado con 20 % de glicerol a – 20 °C (hasta dos meses) y – 80 °C (hasta un año)

(Stephen, 1995). El banco de aislados se encuentra almacenado en las instalaciones de la

Universidad Jorge Tadeo Lozano, sede Santa Marta, y una copia reposa en las

instalaciones del laboratorio de Bioprospección Marina del Instituto de Investigaciones

Marinas y Costeras José Benito Vives de Andréis – INVEMAR.
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Evaluación de las propiedades probióticas/benéficas para corales

Para identificar potenciales candidatos a BMCs, se evaluaron algunas características de las

propuestas como probióticas/benéficas para corales. Para ello, se recuperó cada aislado en

medio de TSA + 1 % NaCl, y posteriormente, se realizaron las siguientes pruebas y ensayos

cualitativos: 1) prueba de actividad antioxidante, 2) producción de pigmentos, 3) actividad

antagónica, 4) actividad anti-quorum sensing, y por último 5) detección de la producción de

sideróforos.

1. Actividad antioxidante

Para evaluar la posible actividad antioxidante se utilizó la prueba de la catalasa, esta prueba

determina la producción de esta enzima encargada de neutralizar el efecto oxidante del

peróxido de hidrógeno (H2O2) por medio de su hidrólisis en agua y O2, por lo que se

evidencia la rápida formación de burbujas (Clarke y Cowan, 1952; Macfaddin, 2000; Reiner,

2010). La producción de este tipo de enzimas permite a las bacterias eliminar las especies

reactivas del oxígeno (ROS), evitar el daño y facilitar la detoxificación celular (Phaniendra et

al., 2015); esto es útil durante el estrés térmico, la foto-oxidación y fotoinhibición, que

incrementan la respiración celular de las zooxantelas y propician la producción de ROS en

los tejidos del coral (Nielsen et al., 2018). Para esta prueba, se dispuso una gota de H2O2 3

% en una lámina portaobjetos limpia; a continuación, se tomó un inóculo del aislado a

caracterizar y se resuspendió en la gota. Para la lectura de la actividad, se identificó como

positivo el aislado cuando se observó la producción de burbujas o efervescencia; así mismo,

se categorizó como muy activo (++++: efervescencia fue inmediata), activo (+++: la

producción de burbujas tomó menos de 1 min en aparecer), más o menos activo (++: la

producción de burbujas tomó más de 1 min en aparecer), y poco activo (+: se producen

pocas burbujas). Se consideró negativo (-) cuando no se observaron burbujas. Como control

positivo se utilizó una cepa de Staphylococcus aureus subsp. aureus Rosenbach ATCC®

25923™ donada por el laboratorio de Calidad de Aguas de la Universidad del Magdalena.

2. Producción de pigmentos

En búsqueda de aislados con coloración distintiva, se realizó una selección de las colonias

que a simple vista mostraban coloración roja, naranja, parda o amarilla, y posteriormente

fueron cultivadas en TSA + 1 % NaCl. La producción de pigmentos puede estar relacionada

con la actividad antioxidante y de protección contra la radiación UV en la superficie del

coral, y se sabe que los carotenoides son el tipo de pigmento más común producido por las

bacterias asociadas a estos organismos (Bana y Heshmatipour, 2014; Brotosudarmo, 2021).
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Para evidenciar esto, se realizó un análisis espectrofotométrico. Para ello, los pigmentos de

los aislados se extrajeron según Ratnakaran et al. (2020). Brevemente, el aislado se cultivó

en medio sólido por duplicado a través de una siembra masiva, luego, la biomasa se

resuspendió en buffer PBS estéril, se centrifugó a 3.000 rpm x 15 mins y el pellet resultante

se mezcló con metanol (1:1) y se agitó en vortex hasta que la biomasa se tornó incolora. La

mezcla se centrifugó a 13.000 rpm x 5 mins, se recuperó el sobrenadante coloreado y se

tomaron 2 ml para las lecturas de la absorbancia de 400 a 700 nm (cada 25 nm) en un

espectrofotómetro GENESYS 10 UV. Se tomó como blanco el metanol y los datos se

graficaron en Y la absorbancia promedio y en X la longitud de onda. Con base en los picos

de absorbancia se realizó una búsqueda en las bases de datos sobre la posible naturaleza

de los pigmentos.

3. Actividad antagónica preliminar de los aislados bacterianos

Para la evaluación preliminar de la actividad antagónica de los aislados, se utilizó el método

de ‘estría-cruzada’ (Colomé et al., 1986; Olivas y Alarcon, 2002) para enfrentarlos contra

bacterias aisladas del mucus y tejido de M. auretenra. Para ello, el aislado problema se

sembró en una estría que atravesó el centro de la placa de agar; y de forma perpendicular,

se sembraron las cepas Photobacterium sp. ICM9 aislada del mucus y, Vibrio sp. ICT1 y

Vibrio sp. ICT10 aisladas del tejido. Estas cepas se escogieron al azar entre los aislados

que mostraron actividad bioluminiscente, pues se sabe que esta actividad está relacionada

con el quórum sensing a su vez asociado con mecanismos de patogenicidad,

especialmente, del género Vibrio, el cual desempeña un importante papel en las

enfermedades de los corales (Horng et al., 2002; Lumjiaktase et al., 2006; García-Aljaro et

al., 2012a; Munn, 2015; Liu et al., 2018). Para el ensayo, las placas se dejaron incubando y

se realizaron monitoreos de la actividad cada 12 h, y la actividad se consideró negativa

cuando no se observó ningún tipo de inhibición del crecimiento (ni completa ni parcial); y

positiva, cuando se observó la formación de una zona de inhibición o se inhibió

completamente el crecimiento de la cepa. La prueba se realizó por duplicado.

4. Actividad anti-Quórum sensing

Para evaluar la actividad preliminar de la disrupción del quórum sensing, se utilizó como

biosensor la cepa bioluminiscente Photobacterium sp. ICM9 (Figura 5) (Brodl et al., 2018;

Wang et al., 2022), cuya característica bioluminiscente se ha reportado bajo control QS y

cuyo mecanismo puede estar fuertemente vinculado con la patogenicidad y virulencia de

algunas bacterias que propician la aparición de enfermedades en los corales (Zhou et al.,

2020; Certner y Vollmer, 2015; Ma et al., 2018). Para esta evaluación, se utilizó un ensayo
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de difusión en disco; brevemente, la cepa biosensora se sembró en forma de césped

(masiva) en placas de agar LB. Luego, se dispusieron discos de filtro estériles de 0,5 mm de

diámetro sobre el extendido del biosensor, los cuales se impregnaron con 10 uL del cultivo

de 12 h (overnight en caldo LB con agitación continua a 145 rpm) del aislado problema, y

finalmente, las placas se incubaron a 30 °C de 12 a 24 h. La lectura se realizó en completa

oscuridad para observar la inhibición de la actividad, en donde se consideró positiva cuando

se observó un halo oscuro alrededor del disco, y negativa cuando se observó la actividad

bioluminiscente alrededor del disco o del crecimiento de la colonia del aislado problema.

Como blanco, se empleó el disco impregnado del caldo estéril y como control negativo se

utilizó una cepa de Escherichia coli ATCC® 25922 donada por el laboratorio de Calidad de

Aguas de la Universidad del Magdalena. La prueba se realizó por duplicado.

5. Detección de la producción de sideróforos

Los sideróforos son moléculas de bajo peso molecular (péptidos no-ribosomales)

producidos por las bacterias para secuestrar los nutrientes bajo condiciones de limitación.

Esta función puede ser aprovechada por las zooxantelas para soportar la fijación

fotosintética del carbono, y por los corales para protegerse de la colonización de

microorganismos no deseados, pues algunos sideróforos pueden actuar como agentes

antimicrobianos (Amin, 2010; Patel et al., 2017). La detección de la producción de estos

compuestos se realizó por medio del ensayo O-CAS según Schwyn y Neilands (1987) y

modificado por Patel et al. (2020). Brevemente, los aislados se sembraron por punción con

palillos estériles en medio TSA + 1 % NaCl, y se dejaron incubar por 24 h. Luego, la

actividad fue revelada con la adición de la solución Cromo Azurol S (para 1 L en H2Od, 60,5

mg de Cromo Azurol S-mordiente, 1 mM de FeCl3*6H2O diluido en HCl 10 mM, y 72,9 mg de

Bromuro Hexadecil Trimetilamonio-HDTMA) y 0,9 % de agarosa. La mezcla se vertió

suavemente sobre las placas sin formar burbujas y hasta que todo el medio quedara

cubierto con la capa de la solución; luego, las placas se incubaron a temperatura ambiente

por 4 h y la producción de sideróforos se detectó cuando ocurrió un cambio en el color de la

capa superior, o cuando se formó un halo alrededor de la zona de crecimiento. Este cambio

se debe a que el complejo del mordiente + hierro + HDTMA se rompe una vez el ligando o

agente quelante (en este caso el sideróforo) atrapa el hierro, lo cual genera un viraje en el

color cerca del punto de titulación complejométrica (Schwyn y Neilands, 1987). El viraje

puede ser de azul a púrpura/rosa indicando la presencia de sideróforos de tipo catecolato,

de azul a naranja indicando la producción de hidroxamatos, y de azul a amarillo, la

producción de carboxilatos. La prueba se consideró negativa cuando no se observaron

cambios aparentes en el color de la capa. Como control positivo se utilizó una cepa de
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Bacillus subtilis productora de sideróforos donada por el laboratorio de Biología Molecular

de la Universidad de Bogotá Jorge Tadeo Lozano.

Caracterización molecular de los candidatos preliminares

Después de la evaluación cualitativa de algunas de las características probióticas/benéficas

para corales, se escogieron los aislados que fueron positivos para tres o más de estas

actividades. Estos aislados se propusieron como candidatos preliminares para BMCs y se

caracterizaron molecularmente para conocer su identidad y sus posibles relaciones

filogenéticas. Para ello, se obtuvo el ADN genómico a partir de cultivos overnight en caldo

LB, por medio del Kit de OMEGA Biotek E.Z.N.A. ® Tissue DNA. Los cultivos se lavaron dos

veces con buffer PBS estéril pH 7,4 frío (4 °C) con el fin de retirar los residuos del medio. A

partir del segundo lavado se obtuvo un pellet, el cual se resuspendió en 200 μL de PBS y se

continuó con las instrucciones del fabricante del kit. El ADN extraído se visualizó en geles

de agarosa 0,8 % y se cuantificó a través de un espectrofotómetro Multiskan™ Go

Microplate de Thermo Scientific™ proporcionado por el Laboratorio de Evolución,

Sistemática y Ecología molecular de la Universidad del Magdalena.

El ADN extraído sirvió como molde para la amplificación por PCR del marcador molecular

gen 16S ARNr, empleando los iniciadores 27F (5’ - AGAGTTTGATCCTGGCTCAG - 3’) y

1492R (5’ - GGTTACCTTGTTACGACTT - 3’) para un tamaño de amplímero de 1.500 pb. Se

usaron 50 ng del ADN molde y a continuación se preparó el máster mix de PCR (Buffer +

Mg2+ 1 X, dNTPs 0,5 mM, Primers 0,25 uM, MgSO4 2 mM, y Taq Pol 0,05 u* μL-1) y se

completó con agua grado molecular estéril. Las condiciones en el termociclador se ajustaron

de la siguiente manera: denaturación inicial a 94 °C x 2 min, 30 ciclos de denaturación a 94

°C x 1 min, anillamiento a 55 °C x 2 min, extensión a 72 °C x 2 min; y la elongación final a

72 °C x 5 min; para un volumen de 50 μL de reacción. Los productos se visualizaron en

geles de agarosa 2,0 %, se cuantificaron por espectrofotómetro, y se almacenaron a – 20 °C

hasta su envío para su secuenciación por la plataforma SANGER dideoxy en el Centro de

Secuenciación Gencore de la Universidad de Los Andes.

Después de la secuenciación, las lecturas resultantes se analizaron mediante el programa

BioEdit versión 7,2. Para ello, se tomó la secuencia completa de la lectura y en ella se

identificó la región hipervariable comprendida entre V3 y V4 tomando como referencia las

posiciones 307 a 746 en el gen 16S ARNr de E. coli según Yan et al. (2016); con ello, todas

las secuencias analizadas tuvieron el mismo tamaño (439 pb). Se escogió esta región ya

que, al estar altamente conservada, permitió la identificación de las características

filogenéticas de los aislados seleccionados. Las secuencias resultantes se depositaron en
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formato FASTA y se analizaron a través de la base de datos EZ BioCloud

(https://www.ezbiocloud.net/) para la asignación de la identidad a nivel de género (> 97 % de

similitud) (Gonzáles et al., 2018). Las secuencias curadas de cada una de las lecturas se

encuentran depositadas en la base de datos del GenBank del NCBI bajo los códigos de

acceso resumidos en la tabla 1.

Adicionalmente, se construyó una aproximación de las relaciones filogenéticas de los

aislados candidatos, y se tomó como referencia la información sobre bacterias aisladas a

partir del mucus de otros corales dentro de la zona de muestreo (Cárdenas et al., 2012).

Para ello, se construyó un árbol utilizando el método de unión de vecinos cercanos, una

prueba bootstrap sobre los grupos de 1000 réplicas en donde las distancias evolutivas se

calcularon por medio del método de distancia p; y cuyos valores en las ramas representan

los porcentajes de similitud entre los aislados. En la construcción del árbol filogenético se

tomó la región V3 – V4 de las cepas de referencia con número de acceso encontradas en el

anexo 3, y como outgroup se utilizó la secuencia de la cepa Helicobacter sp. MIT-94-022

con número de acceso AF225550.

Análisis estadístico

Los datos se reportaron como promedio ± desviación estándar. Se realizó un análisis de las

variables categóricas cualitativas por medio de un diagrama de Venn para estimar las

agrupaciones de las actividades con base en los aislados positivos. Además, se empleó un

Análisis de Componentes Principales (PCA) para mostrar las posibles asociaciones entre

las variables categóricas con relación a la procedencia de los aislados (mucus y tejido).

Todas las pruebas se realizaron con el software estadístico R.

RESULTADOS

Aislados bacterianos del mucus y tejido de M. auretenra

Se obtuvieron un total de 80 aislados bacterianos provenientes del mucus y tejido de M.

auretenra. Las condiciones bajo las cuales provenían estos aislados fueron de una

temperatura del agua promedio de 27,75 ± 0,35 °C, salinidad de 33,4 ± 0,28 UPS y pH de

8,15 ± 0,05. De los 80 aislados, el 67,50 % se obtuvieron del mucus y el 32,50 % del tejido

del coral (Figura 2). A partir de estos, fue posible purificar y caracterizar 72 aislados, de los

cuales, la mayoría (83,33 %) correspondieron a bacilos Gram -vos, con una morfología de

tipo bacilo (cortos, curvos, medianos, y largos), y de morfología de colonia en su mayoría de

14



tipo entera, cremosa-lechosa, plana, húmeda-babosa y redonda, algunas con iridiscencia, y

otras con crecimiento irregular (extendido en toda la placa de agar) (Figura 3, Anexo 1). Una

característica adicional observada fue la producción de bioluminiscencia en 20 de los

aislados (27,39 %) provenientes en la misma proporción tanto del mucus como del tejido del

coral (Figura 4).

Figura 2. A) Porcentaje de aislados bacterianos (n = 80) en mucus y tejido de colonias de M. auretenra. B)

Porcentaje de bacterias Gram +vas y Gram -vas obtenidas de los 72 aislados caracterizados.

Figura 3. Morfología Gram vista en microscopio óptico de dos aislados seleccionados como candidatos a

probióticos. Se muestra a) ICM33, bacilo filamentoso Gram +vo aislado del tejido, y b) ICM29, bacilo corto Gram

-vo aislado del mucus. Fotos tomadas por Herrera-Khenayzir C (2021).
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Figura 4. Dos aislados con actividad bioluminiscente cultivados en estría por agotamiento en medio TSA 1 %

NaCl. Se muestra: a) ICM6 y b) ICM9 bacilos Gram –vos aislados del mucus. Fotos tomadas por Ruiz-Toquica

JS. y Herrera-Khenayzir C (2021).

Evaluación de las propiedades probióticas/benéficas para corales

Después de la evaluación de cinco de las propiedades probióticas/benéficas propuestas

para corales, se observó una dominancia de la actividad catalasa (61,11 % de aislados

positivos), la producción de sideróforos (58,33 %), y la actividad antiQS (50,70 %) (Figura

5).

Figura 5. Porcentaje de los aislados positivos en las cinco actividades evaluadas para los 72 aislados

caracterizados.

En cuanto a cada una de las actividades evaluadas, para la actividad antioxidante, se

seleccionaron como positivos los aislados que fueron activos-muy activos (62,50 %, Anexo

2) (Figura 6C-D). La mayor parte de estos aislados activos-muy activos provenían del

mucus (66,67 %) y en menor medida del tejido del coral (31,11 %).

Figura 6. Actividad antioxidante probada a través de la producción de la enzima catalasa (hidrólisis del H2O2).

Se muestra: A. Aislado poco activo (+), B. Aislado más o menos activo (++), C. Aislado activo (+++) y D. Aislado

muy activo (++++).

En relación con la producción de pigmentos, el 15,28 % de los aislados mostraron

coloraciones distintivas que iban del rosa al café-pardo y del amarillo al naranja (Figura 7), y
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los cuales pueden deberse a diferentes tipos de pigmentos. Además, la mayoría de estos

aislados (90 %) provenían del mucus del coral.

Figura 7. Producción de pigmentos. Se observan tres diferentes aislados con coloraciones distintivas. A. ICM4 -

pigmento amarillo-naranja (posiblemente de tipo zeaxantina), B. ICM33 - pigmento rosa-rojo (posiblemente de

tipo astaxantina), y C. ICM37- pigmento café-pardo (posiblemente de tipo carotenoide).

Después de la extracción con etanol (Figura 8), el análisis espectrofotométrico indicó que el

pico de absorción de los pigmentos está entre 400 y 500 nm (Figura 9), por lo que pueden

corresponder a pigmentos de tipo carotenoides (absorben entre 400 y 550 nm).

Figura 8. Extracción de pigmentos de siete aislados. A. ICM4 Exiguobacterium sp., coloración naranja; B. ICM12

Vibrio sp., coloración parda; C. ICM18 Prestia sp., coloración amarilla; D. ICM29 Vibrio sp., coloración parda; E.

ICM33. Bacillus sp., coloración rosa-rojo; F. ICM37 Shewanella sp., coloración parda; y G. ICT12 Fitctibacillus

sp., coloración amarilla.

En el análisis espectrofotométrico se obtuvo un único y prominente pico de absorción para

el aislado ICM33 al alrededor de los 500 nm con una absorbancia entre 0,500 y 0,600; a

diferencia de los demás aislados en los que se observó un rango de absorción entre los 400

y 425 nm (Figura 9). Esto puede indicar que el aislado ICM33 produce un pigmento de tipo

carotenoide de mayor tamaño (Geraldo y Guevara, 2021., Ratnakaran et al, 2020).
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Figura 9. Análisis espectrofotométrico (de 400 a 700 nm) de los picos absorción de los pigmentos encontrados

en siete aislados. En donde, ICM4: Exiguobacterium sp., ICM29: Vibrio sp., ICM33: Bacillus sp., ICM37:

Shewanella sp., ICT12: Fitctibacillus sp. El aislado ICM18: Prestia sp.

Por otro lado, la actividad antagónica frente a aislados nativos del mucus y tejido del coral y

potencialmente patógenos/oportunistas -en tanto muestran un rasgo asociado con

mecanismos de virulencia-, estuvo poco representada. Solo dos aislados (que provienen del

mucus y tejido del coral) mostraron actividad contra Photobacterium sp. ICM9 y ninguno

contra Vibrio sp. ICT1 e ICT10 (Anexo 2). En contraste, la actividad antiQS estuvo bien

representada en esta fracción del componente cultivable de M. auretenra, dado que la mitad

de los aislados fueron capaces de inhibir por difusión en disco, la producción de la

bioluminiscencia por parte de la cepa biosensora Photobacterium sp. ICM9 nativa del mucus

del coral (Figura 10). Del total de aislados positivos para esta actividad, el 60 % provenían

del mucus y restante del tejido del coral (Anexo 2).

Figura 10. Actividad anti-quorum sensing (anti-QS). A cada lado derecho se muestra el crecimiento del aislado

sobre el biosensor Photobacterium sp. ICM9 y al lado izquierdo la lectura en oscuridad. Panel A: aislados ICT17
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(proveniente del tejido) y PCNM6 (proveniente del mucus) positivos para la actividad, se observa la zona oscura

a pesar del crecimiento del biosensor. Panel B: aislado ICT8 negativo para la actividad, se observa la actividad

bioluminiscente alrededor del crecimiento del aislado sobre el disco. Panel C: blanco, se observa la actividad

bioluminiscente del biosensor alrededor del disco impregnado con el caldo de cultivo estéril.

En cuanto a la producción de sideróforos (Figura 11), esta actividad estuvo bien

representada especialmente en los aislados provenientes del mucus (71,4 %). Para esta

actividad se observó que las bacterias aisladas posiblemente producen dos tipos de

sideróforos, los hidroxamatos (66,70 % de los aislados) que se observan como halos de

color naranja, y los carboxilatos (33,30 %) como halos de color amarillo.

Figura 11. Producción de sideróforos. Se muestra: A) control positivo Bacillus subtilis posiblemente productor de

sideróforos de tipo carboxilato (amarillo); B) aislado ICT17 (proveniente del tejido) posiblemente productor de

hidroxamatos (naranja), C) aislado ICM29 (proveniente del mucus) posiblemente productor de carboxilatos, y D)

aislado ICM16 negativo en la producción de sideróforos.

Con base en el análisis de conjuntos (Figura 12A), se observó que el 20 % los aislados

presentaron una combinación de estas tres actividades, mientras que las combinaciones

pigmentos-catalasa-antiQS, pigmentos-catalasa-sideróforos y catalasa-antiQS-antagonismo

representaron el 3 % respectivamente. Solo se observaron tres aislados (5 %) que

mostraron la combinación de cuatro actividades (pigmentos-catalasa-antiQS-sideróforos).
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Figura 12. A. Diagrama de Venn de los 72 aislados caracterizados mostrando su distribución en las cinco

actividades evaluadas (actividad antioxidante, producción de pigmentos, producción de sideróforos,

antagonismo y actividad antiquorum sensing). El gradiente de color muestra el número de aislados presentes en

cada actividad; el color más oscuro muestra la mayor cantidad de aislados y el claro la disminución o ausencia

de estos. Los puntos azules evidencian los grupos de aislados escogidos como candidatos a probióticos por

mostrar tres o más de las actividades evaluadas. B. Análisis de componentes principales (PCA) que explican dos

componentes para las cinco actividades evaluadas (actividad catalasa, producción de pigmentos, actividad

antagónica, actividad anti-quorum sensing, y producción de sideróforos) en las 72 cepas aisladas, teniendo en

cuenta el origen del aislado (mucus o tejido). Los datos del mucus se ven representados en círculos de color

rojo, mientras que los triángulos representan los aislados del tejido.

Pocos aislados mostraron una sola actividad siendo la producción de sideróforos la más

representada (14 %), por lo que la mayor parte de los aislados mostraron al menos dos

actividades o más en combinación (Figura 12A). De este modo, se observó que 22 aislados

mostraron tres o más actividades (34 %), y con ello se seleccionaron como candidatos

preliminares a probióticos para corales.

Por otro lado, el análisis de componentes principales (PCA) permitió evidenciar una relación

positiva entre las actividades evaluadas tanto de los aislados provenientes del mucus, como

de los provenientes del tejido; y, además, permitió observar la espacialidad de los datos con

relación a dos componentes principales que explican la procedencia de las actividades

según el origen de los aislados (Figura 12B). De esta manera el componente principal 1

está influenciado positivamente en gran medida por las actividades

pigmentos-catalasa-antiQS-sideróforos (posiblemente explicado por la defensa del

hospedero frente a tensores como la radiación UV y el estrés oxidativo, o la activación de
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señales patógenas bacterianas como el quorum sensing), mientras que el componente 2

está explicado negativamente por la actividad antagónica (posiblemente relacionado con la

coexistencia de las bacterias en las proximidades de los compartimentos mucus y tejido).

Caracterización molecular de los aislados candidatos preliminares

Para la identificación molecular, se logró extraer el ADN genómico de los 22 aislados

seleccionados como candidatos preliminares. La concentración del ADN genómico fue entre

26,5 y 179,5 ng*uL-1. El ADN extraído sirvió de molde para amplificar un fragmento > a 1 kb

que correspondió al gen 16S ARNr, y cuyos productos estuvieron libres de dímeros de

oligos y bandas inespecíficas (Figura 13). A partir de los amplímeros, se obtuvo información

de la secuencia e identidad de 21 de los aislados candidatos preliminares y cuya

información se resume en la tabla 1. El aislado ICM18 no pudo ser identificado

molecularmente.

En resumen, dentro de los candidatos preliminares propuestos en este estudio como

posibles BMCs, el género más representativo fue Vibrio sp. (66,6 %) y en menor proporción

Shewanella sp. y Bacillus sp. (9,5 % cada uno). Además, se resalta la obtención de

representantes de los géneros Exiguobacterium sp. y Nocardiopsis sp. El porcentaje de

similitud para la asignación taxonómica a nivel de género osciló entre el 99,32 y 100 % con

el uso de la región hipervariable V3-V4.

Figura 13. Amplificación del gen 16S ARN ribosomal de las bacterias candidatas propuestas como benéficas

para corales, utilizando el marcador HyperLadder IV 100 pb de BioLine (carril M). Se muestra en los carriles 1 a

22 los productos de PCR (amplímeros > 1 Kb) de las bacterias candidatas, de 23 a 26 ADN control positivo, y en

el carril 27 el control de reactivos. En el carril 12 no se observó amplificación por lo que la reacción se repitió. No

se observaron dímeros de oligos ni bandas inespecíficas.
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Tabla 1. Identificación taxonómica de los aislados bacterianos candidatos preliminares a BMCs, basado en la

secuencia del gen 16S ARN ribosomal, y teniendo en cuenta la región hipervariable V3-V4, con una longitud de

439 pb. Nota: el aislado ICM18. del género Prestia sp., a la fecha no cuenta con código de acceso en GenBank.

Candidato ID aislado Taxón (género) Similitud (%) usando región
hipervariable V3-V4

Código de acceso
GenBank

1 ICM4 Exiguobacterium sp. 100 OL964632

2 ICM12 Vibrio sp. 100 OL964633

3 ICM15 Vibrio sp. 99,32 OL964634

5 ICM22 Vibrio sp. 100 OL964635

6 ICM24 Vibrio sp. 100 OL964636

7 ICM25 Vibrio sp. 100 OL964637

8 ICM29 Vibrio sp. 100 OL964638

9 ICM31 Vibrio sp. 100 OL964639

10 ICM32 Vibrio sp. 100 OL964640

11 ICM33 Bacillus sp. 100 OL964641

12 ICM37 Shewanella sp. 100 OL964642

13 ICM39 Vibrio sp. 99,54 OL964643

14 ICT2 Vibrio sp. 100 OL964644

15 ICT12 Fictibacillus sp. 100 OL964645

16 ICT16 Vibrio sp. 100 OL964646

17 ICT17 Vibrio sp. 99,54 OL964647

18 ICT20 Vibrio sp. 100 OL964648

19 ICT21 Vibrio sp. 100 OL964649

20 PCNM6 Bacillus sp. 100 OL964650

21 PCNM9 Shewanella sp. 100 OL964651

22 PCNM4 Nocardiopsis sp. 99,77 OL964652

23 ICM18 Prestia sp. 98 -

En la figura 14 se presenta el análisis filogenético con las secuencias obtenidas en el

presente estudio, en conjunto con las secuencias de bacterias aisladas del mucus sano y

enfermo de otras especies de coral (Siderastrea siderea y Pseudodiploria strigosa)

presentes en la zona de estudio y tomada de Cárdenas et al. (2012). Se pudo observar que

las bacterias candidatas procedentes del tejido se relacionaron estrechamente con las

procedentes del mucus (especialmente las afiliadas al género Vibrio). Además, algunos

candidatos parecen estar relacionados con cepas provenientes de corales enfermos,

especialmente algunos Vibrio y Bacillus, por lo que esta posible relación podría servir como

criterio en la selección final de los mejores candidatos a microorganismos benéficos para

corales.
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Figura 14. Árbol filogenético de la relación entre las bacterias candidatas a microorganismos benéficos para

corales (BMCs) o probióticos (encerrados en recuadros) aislados en este estudio. Se observan los phyla:

Proteobacteria (ramas rojas) con los grupos: Vibrionales y Alteromonadales; Firmicutes (ramas verdes) con el

grupo Bacillales; y Actinobacteria (ramas azules) con el grupo Streptosporangiales. Se muestran las cepas de

bacterias aisladas del mucus sano (triángulo) y enfermo (círculos) de S. siderea y P. strigosa recopiladas del

estudio de Cárdenas et al. (2012). El árbol fue construido utilizando el método de unión de vecinos, con la

secuencia de Helicobacter sp. MIT-94-022 como outgroup. Se realizó una prueba bootstrap sobre los grupos de

1000 réplicas en donde las distancias evolutivas se calcularon por medio del método de distancia p; los valores

en las ramas representan los porcentajes de cercanía entre las ramas relativas.

DISCUSIÓN

Los 80 aislados bacterianos obtenidos del mucus y tejido del coral Madracis auretenra

constituyen un conjunto variado de bacterias, de las cuales 22 resultaron mostrar potencial

para servir como bacterias benéficas con base en la evaluación de cinco de las distintas

actividades reportadas como benéficas/probióticas para corales (Peixoto et al, 2021). Por

esta razón, este estudio aporta nuevo conocimiento sobre las comunidades de bacterias

cultivables que habitan el mucus y el tejido de corales de los que existe poca información;

especialmente, porque pueden proponerse como fuente de BMCs, pues su estado de salud
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sano en un ambiente situado entre asentamientos urbanos, podría estar relacionado con las

bacterias con las que vive en simbiosis (Ainsworth et al., 2010; Krediet et al., 2013).

Es así como, cada una de las actividades evaluadas en el presente estudio sirvieron como

justificación para seleccionar un conjunto de aislados precandidatos a BMCs; además, esta

evaluación puede ayudar a complementar la ruta de selección planteada por Villela et al.

(2019), con el fin de encontrar futuros candidatos en otras especies de corales. Por otro

lado, la dominancia de algunas actividades podría indicar las condiciones bajo las cuales la

relación simbiótica ha tenido lugar en el holobionte coralino. Por ejemplo, la alta

predominancia de actividades como la antioxidante, anti-QS y producción de sideróforos es

indicativo de que la comunidad cultivable ha experimentado tensiones posiblemente

relacionadas con el estrés oxidativo (Munn, 2015), la alta competencia dentro de la

comunidad microbiana (Mao-Joes et al., 2010; Frydenborg et al., 2014) y la limitación de

micronutrientes como el hierro (Butler, 2005; Patel et al., 2019). Es así como las bacterias

presentes en el mucus y tejido de este coral parecen estar preparadas para hacer frente a

estos efectos. Esto se soporta con lo obtenido en el PCA en donde el componente 1, que

relaciona las variables antioxidante-pigmentos-antiQS puede explicarse como los

mecanismos intrínsecos de defensa de la comunidad microbiana en un coral sano (Sharp y

Ritchie, 2012; Solano, 2017; Rosado et al., 2019: Zhou et al., 2020), pues se ha demostrado

que, por ejemplo, los corales son más propensos a enfermarse cuando la actividad

antioxidante es baja (Anithajothi et al., 2014); y cuando el porcentaje de señales QS

auto-inductoras incrementa (Zimmer et al., 2014).

De esta manera, las bacterias que muestran en conjunto estas características, podrían

emplearse como formulaciones probióticas que cuando se administren tengan la capacidad

de evitar la aparición de enfermedades y signos de deterioro (p.ej.: el blanqueamiento por

aumento de temperatura). Esto ya se ha explorado en diferentes estudios (Tabla 2),

especialmente, utilizando BMCs que han mostrado actividad antimicrobiana, degradadora

de contaminantes, y resistencia a la radiación UV, y que han sido aislados de hospederos

comunes como Acropora sp., Porites sp., y Siderastrea sp. en ambientes tanto sanos y

protegidos, como expuestos a los asentamientos urbanos. Así, este estudio propone 22

candidatos preliminares a BMCs con el fin probar sus características probióticas utilizando

parámetros como la actividad anti-Qs y la producción de sideróforos para ser

posteriormente cuantificadas y su eficacia sea probada en experimentos controlados tanto

ex situ como in situ.
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Tabla 2. Géneros de bacterias propuestos como candidatos a Microorganismos Benéficos Para Corales (BMCs)

en estudios anteriores y del presente estudio.

Candidatos a BCMs Coral
hospedero Ubicación Fuente Actividad

benéfica/probiótica
Referencia

Shewanella sp,
Cobetia sp.
Halomonas

Pseudoalteromonas.

Siderastrea
stellata

(Scleractinia:
Siderastreidae)

Armação dos Búzios,
Rio de

Janeiro, Brasil.
Ossos
Beach

Tejido

Degradación de
contaminantes
(hidrocarburos)

Silva et al.
(2021)

Shewanella sp.,
Endozoicomonas sp.

Acropora
digitifera

(Scleractinia:
Acroporidae)

Bolinao,
Pangasinan,
Philippines

Tejido

Mitigante ante la

exposición al estrés

térmico

Gajigan et al.
(2017)

Vibrio sp. Mucus

Bacillus sp.,
Acinetobacter sp.,
Paracoccus sp.,

Pseudomonas sp.,
Vibrio sp.,

Psychrobacter sp.

Mussismilia
harttii

(Scleractinia:
Faviidae)

Coral Vivo Research
Base, Bahía, Brasil Tejido

Degradación de
contaminantes
(hidrocarburos),

resistencia a
radiación UV

Santos et al.
(2015)

Nocardiopsis sp.,
Brevibacterium sp.,

Micrococcus sp.,
Pseudonocardia sp.,

Streptomyces sp.

Porites lutea,
Galaxea

fascicularis y A.
millepora

(Scleractinia:
Poritidae,

Agaricidae,
Acroporidae)

Arrecife de borde de
Luhuitou Tejido Actividad

antimicrobiana
Li et al. (2014)

Bacillus sp.,
Agrobacterium sp.,
Photobacterium sp.,
Exiguobacterium sp.,

Vibrio sp.,
Pseudomonas sp.

A. palmata
(Scleractinia:
Acroporidae)

Cayo Looe Arrecife, en
los Cayos de Florida Mucus

Actividad
antimicrobiana
contra Serratia
marcescens y

Escherichia coli,
resistencia a

radiación UV por 10
min

Ritchie (2006)

Exiguobacterium sp.,
Bacillus sp., Vibrio

sp., Shewanella sp.,
Nocardiopsis sp.

Madracis
auretenra

(Scleractinia:
Pocilloporidae)

Caribe colombiano/
sector entre dos
asentamientos

urbanos

Mucus

Actividad
antioxidante,

producción de
pigmentos, actividad

antimicrobiana,
actividad antiQS y

producción de
sideróforos

Presente
estudio

Fictibacillus sp.,
Vibrio sp.

Tejido

Entre las características benéficas/probióticas evaluadas, la actividad antioxidante fue la

más predominante, por lo que el coral M. auretenra se consolida como una fuente de

bacterias con esta propiedad. En la actualidad solo se cuenta con un estudio en donde se

utilizó una anémona (Exaiptasia diaphana) como fuente de bacterias con actividad

antioxidante, y el cual derivó en la formulación de un probiótico conformado por un
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consorcio de seis aislados (Micrococcus sps. Alteromonas sp., Labrenzia sp. y

Winogradskyella sp.) con capacidad de neutralizar diferentes ROS (Dungan et al., 2021).

Paralelamente, la actividad antioxidante también puede estar representada por la

producción de pigmentos en algunos de los aislados. La presencia de coloraciones como el

café-pardo, rosa-naranja y amarillo pueden estar relacionadas con la producción de

pigmentos como la melanina (Wang y Li, 2019), y los carotenoides de tipo astaxantina y

zeaxantina respectivamente; los cuales presentan actividad biológica como fotoprotectores,

antioxidantes, antibióticos y citotoxicos (Misawa y Shimada, 1998; Dieser et al., 2010;

Solano, 2017). También, se sabe que la acumulación de este tipo de carotenoides es un

escenario propicio para contrarrestar el efecto nocivo de los ROS (Hillyer et al, 2017) y de la

radiación UV (Bana y Heshmatipour, 2014; Reis-Mansur et al., 2019). En el 15 % de las

bacterias aisladas se encontraron coloraciones naranjas, cafés-pardas, amarillas y

rosas-rojo. Aunque no fue un porcentaje representativo, su presencia podría indicar la

exposición previa de las bacterias a condiciones de estrés oxidativo y por radiación UV. Uno

de los candidatos con esta actividad fue Exiguobacterium sp. ICM4 el cual ha sido evaluado

en estudios anteriores como productor de pigmentos naranjas, indicando la presencia de

carotenoides de estructura diaponeurosporeno-4-oico como producto final (White et al.,

2019). Asimismo, otros autores sugieren que estos carotenoides podrían proporcionar una

función de “protector solar” para condiciones con alta penetración de rayos UV (Lim et al.,

2009). Esto, a la luz de los resultados obtenidos, se convierte en un insumo para probar el

candidato Exiguobacterium sp. ICM4 con el fin de evaluar su capacidad protectora de UV,

dado que en la actualidad se han reportado algunas bacterias de los géneros Bacillus,

Salinicoccus, y Vibrio con capacidad de resistir la radiación UV y que han sido aislados del

mucus de corales como Acropora hyacinthus y Porites lutea (Ravindran et al., 2013) y del

tejido de Mussismilia harttii (Tabla 2), pero ningún hospedero proveniente del Caribe, o en el

cual ha sido probada su efectividad como probióticos para corales.

Se evaluó la actividad antagónica contra aislados nativos del coral como Photobacterium sp.

y Vibrio sp. ICT1 e ICT10, cuyos géneros son comúnmente asociados a bacterias

oportunistas que pueden tornarse patógenos para una gran variedad de animales marinos

(Osorio et al., 2018), incluyendo los corales (Munn, 2015). El presente estudio mostró que

esta característica no fue muy evidente, ya que únicamente dos de los aislados (2,82 %)

inhibieron el crecimiento de Photobacterium sp. ICM9 (anexo 2). Esta baja representación

puede deberse a que dentro de la comunidad cultivable deben existir otros mecanismos de

control y competencia que permiten la coexistencia de los integrantes en los

compartimientos del coral (mucus y tejido) (Bourne y Munn, 2005). Una gran parte de

estudios ha encontrado diferentes bacterias con capacidad antagónica que inhiben un
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amplio número de bacterias patógenas de corales como Serratia marcescens, Vibrio

coralliilyticus y V. shiloi (Patterson et al., 2002; Zhang y Dong, 2004; Wilson et al., 2012;

Munn, 2015); por esta razón, se sugiere probar los candidatos del presente estudio contra

bacterias aisladas de episodios de mortalidad o enfermedad, con el fin de asegurar que

tienen actividad antagónica contra bacterias que no hacen parte del microbioma natural de

M. auretenra. En contraste, la actividad anti-quorum sensing estuvo bien representada

dentro de la comunidad cultivable evaluada, por lo que se sugiere como un mecanismo de

control que podría mantener las relaciones estables dentro de la comunidad microbiana

(Sircili et al., 2004; Adonizio et al; 2006). Es bien sabido que el QS está fuertemente

asociado a mecanismos de patogenicidad y virulencia en los corales dado que, por ejemplo,

el blanqueamiento bacteriano causado por especies del género Vibrio está sujeto al QS

mediado por la producción de moléculas N-Acil Homoserina Lactonas (N-AHLs) (Liu et al.,

2018), las cuales intervienen en la adherencia de estos patógenos y oportunistas al tejido

del coral mediante la formación de biopelículas (Bridges y Bassler, 2019) que proporcionan

un espacio adecuado para la colonización (Jamuna y Ravishankar, 2016). Una vez estas

bacterias han colonizado los tejido del coral, el QS también facilita la producción de toxinas

peptídicas extracelulares que inhiben la fotosíntesis de Symbiodinium, lo que a su vez

propicia el estrés oxidativo en el tejido, y obliga al coral a expulsar las zooxantelas (Fitt y

Warner,1995; Meyer et al., 2015). En adición, se ha visto que la actividad QS es alta en

otras enfermedades coralinas como la enfermedad de la banda negra (BBD), la enfermedad

de la banda amarilla (EBA, causada por Vibrio spp.) y la enfermedad de la banda blanca de

acropóridos (EBB) (Cervino, et al., 2008; Meyer et al., 2015; Certner y Vollmer; 2017).

Incluso, algunos estudios sugieren que adicionando moléculas antiQS se puede detener el

brote de estas enfermedades (Certner y Vollmer, 2018). Es de esta manera que la actividad

anti-QS se consolida como una característica importante para seleccionar potenciales

candidatos a BMCs que puedan ser probados en la mitigación del impacto del

blanqueamiento bacteriano, con la cual se podría evitar la propagación de estas bacterias y

prevenir los episodios de blanqueamiento en las especies de coral comúnmente afectadas

(Milton, 2006; Liu et al., 2018).

Otra actividad predominante entre los aislados fue la producción de sideróforos, la cual

representó el 58,33 % del total de bacterias aisladas (anexo 2). Este hallazgo es interesante

ya que, a causa de la falta de hierro biodisponible en el medio, este podría ser un

mecanismo por el cual los corales se vean beneficiados para adaptarse a las condiciones

climáticas cambiantes o evitar la propagación de enfermedades (Patel et al., 2020).

Asimismo, la presencia de bacterias que producen sideróforos podría ayudar a mantener

este nutriente disponible para el crecimiento y multiplicación de las zooxantelas, evitando
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episodios de blanqueamientos debido a la pérdida de estos simbiontes (Amin, 2010; Patel et

al., 2017; Matthews et al; 2020). De este modo, las bacterias candidatas propuestas en este

estudio podrían ser utilizadas en formulaciones probióticas que busquen mitigar o remediar

impactos en zonas afectadas por estresores intensificados por el cambio climático (p.ej.: la

acidificación oceánica y el aumento de la temperatura del mar) que limitan la

biodisponibilidad de estos micronutrientes (Bythell and Wild, 2011; Sweet y Bulling, 2017;

Rosado et al., 2019). Lo anterior aún no se ha llevado a cabo, por lo que se requieren

estudios adicionales para probar la eficacia de estos candidatos mejorando la nutrición de

los corales y de sus simbiontes (Peixoto et al, 2021). De esta manera, M. auretenra se

convierte en una fuente importante de bacterias productoras de sideróforos. Por otra parte,

estudios anteriores han documentado la presencia de los tres tipos de sideróforos en el

medio marino, los hidroxamatos, carboxilatos y catecolatos (Sandy et al., 2010); y concluyen

que estos últimos son los sideróforos más potentes, debido a su alta afinidad y eficiencia

para quelar el hierro (Höfte, 2014). Sin embargo, a diferencia del estudio realizado por Patel

et al. (2020), en el cual se evidenció la predominancia de sideróforos de tipo catecolato en

las bacterias provenientes del mucus sano de Porites spp., y Turbinaria spp.; el presente

estudio reporta la posible predominancia de sideróforos de tipo hidroxamatos y carboxilatos,

lo cual sugiere que las comunidades microbianas asociadas al mucus y tejido de M.

auretenra podrían estar experimentando niveles de estrés por limitación de hierro tolerables;

no obstante, esto requiere ser confirmado así como los tipos de sideróforos sintetizados por

estas bacterias y la cantidad (en % de unidades de sideróforos) que producen.

En cuanto a la diversidad de géneros de las bacterias candidatas, los resultados de este

estudio concuerdan con lo esperado, ya que se evidenció que la comunidad microbiana

cultivable estaba dominada por bacterias gram -vas y en menor proporción por bacterias

gram +vas. Además, las bacterias candidatas fueron identificadas y afiliadas en su mayoría

al género Vibrio perteneciente al grupo de las proteobacterias, al igual que Shewannella, y

en menor medida a otros géneros como Bacillus, Exiguobacterium y Fictibacillus

pertenecientes al grupo de los Firmicutes, y Nocardiopsis a las Actinobacterias, grupos

también comunes en las comunidades microbianas asociadas a los corales (Rohwer et al.,

2002; Littman et al., 2009; Hong et al., 2009; Sunagawa, 2010; Blackall et al., 2015). La

mayor parte de los candidatos se logró aislar a partir del mucus, lo cual puede deberse a

que se ha documentado que es allí donde se concentra la mayor cantidad de bacterias en

los corales (densidad de 10⁶ a 10⁸ células-mL-1), y es también considerado como la primera

línea de defensa y protección del coral (Rohwer et al., 2002; en Glasl et al., 2016); por esta

razón, se propone al mucus de M. auretenra como fuente potencial de candidatos a BCMs.

Como se muestra en la tabla 2, varios géneros de los encontrados en el presente estudio
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(Vibrio, Bacillus, Nocardiopsis, Shewannella) ya se han propuesto y probado como BMCs

para corales; no obstante, en el presente estudio se reportó el género Fictibacillus del cual

se conoce poco sobre sus características y nada sobre su potencial como BMC, por lo que

se sugiere estudiar de forma cuantitativa su potencial benéfico y decidir si puede

considerarse como potencial probiótico. Por otro lado, a pesar de que ya se han probado

cepas de Shewanella sp. como BMCs, surge la inquietud sobre su papel dentro de la

comunidad microbiana en la salud de los corales, dado que se sabe que varias especies de

este género son capaces de degradar diferentes tipos de contaminantes (p.ej.:

sulfonamidas, o contaminantes orgánicos) (Mao et al., 2018; Jiang et al., 2020; Zhao et al.,

2022.), por lo que los candidatos del presente estudio afiliados a este género, deben ser

probados para la degradación de otros tipos de contaminantes como característica adicional

a las evaluadas aquí y que puedan ser útiles especialmente en la biorremediación de

corales que habitan ambientes degradados (Fragoso ados Santos et al., 2015; Shaver et al.,

2018).

Finalmente, el análisis de la relación filogenética mostró una estrecha relación entre las

bacterias candidatas aisladas del mucus con las obtenidas a partir del tejido de M.

auretenra, lo cual sugiere que las bacterias del mucus son potenciales colonizadoras de los

tejidos. Se sabe que pueden establecerse como agregados microbianos (CAMAs del inglés

‘Coral-Associated Microbial Aggregates’), los cuales forman estructuras de baja densidad

celular denominadas ‘bacteriocitos’ (Work y Aeby, 2014; Wada et al., 2019). Este hallazgo

coincide con estudios previos en donde se ha comparado el microbioma del mucus y del

tejido de diferentes corales y se han encontrado relaciones estrechas que confirman que

algunas bacterias primero colonizan el mucus, y luego se establecen en los tejidos de coral

(Ritchie, 2006; Glasl et al., 2016). Esta característica parece ser de gran importancia, dado

que como potenciales candidatos a BMCs, se debe asegurar que estas bacterias tengan la

capacidad de colonizar el mucus y los tejidos de los corales que se desean suplementar

(Peixoto et al., 2017).

Paralelamente, se incluyeron secuencias obtenidas del estudio de Cárdenas et al. (2012) en

donde aislaron bacterias a partir de mucus enfermo de S. siderea y Pseudodiploria strigosa

en la zona donde se llevó a cabo el presente estudio, y se encontró que varias de las

candidatas, especialmente las afiliadas al género Vibrio, se relacionan estrechamente con

estas bacterias que pueden considerarse como potenciales oportunistas. Esta característica

también puede servir de insumo en la decisión sobre la selección de los mejores

candidatos, en tanto se sabe que, dentro de la comunidad microbiana asociada a los

corales, algunas bacterias pueden tornarse patógenas debido a las condiciones cambiantes
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del ambiente (Munn, 2015). No obstante, esto requiere ser confirmado y se sugiere buscar

genes de resistencia asociados a patogenicidad con el fin de descartar aquellos candidatos

que puedan eventualmente tornarse nocivos para los corales (Rosado et al., 2019). Este

trabajo plantea la posibilidad de desarrollar estudios extensivos en especies poco

estudiadas de corales como lo es el coral M. auretenra; asimismo, es un estudio prometedor

en donde se puede sugerir una nueva fuente de potenciales candidatos a probióticos para

corales, especialmente de corales provenientes de comunidades bentónicas cercanas a los

asentamientos urbanos y en ambientes con aparente incidencia de estresores ambientales.

CONCLUSIONES

Este estudio permitió el aislamiento de candidatos preliminares a BMCs o probióticos para

corales tanto del mucus, como del tejido de M. auretenra evaluando cinco de las múltiples

características benéficas/probióticas definidas para los corales. Se propone el mucus de

esta especie de coral como fuente potencial de candidatos, en donde los principales

estresores controlados fueron medidos mediante la actividad anti-Qs, la producción de

sideróforos y la catalasa. También, se proponen los aislados candidatos pertenecientes a

los géneros Vibrio, Exiguobacterium, Shewanella, Bacillus y Nocardiopsis para probar su

eficacia en formulaciones probióticas individuales o en consorcio, en la reducción del estrés,

y se propone profundizar en el potencial de los aislados de géneros Prestia y Fictibacillus

los cuales resultan altamente relevantes al no haber sido propuestos previamente como

potenciales candidatos. De esta manera, este estudio abre la posibilidad de continuar con

investigaciones de mayor profundidad en donde los resultados obtenidos se relacionen con

los procesos adaptativos que han tenido lugar en estos corales que habitan sitios

aparentemente influenciados por distintos tensores ambientales por estar ubicados entre los

asentamientos urbanos.

RECOMENDACIONES

Se recomienda probar distintos tipos de medios de cultivo que faciliten el crecimiento de

otros grupos de bacterias como las Actinobacterias o Firmicutes, ya que en el presente

estudio se emplearon medios como el agar nutritivo con NaCl y agar marino, en los cuales

se ha visto que se recuperan en gran medida los grupos pertenecientes a los Vibrios.

Además, se propone probar la eficacia de los géneros candidatos propuestos en

formulaciones probióticas, en la reducción del estrés ocasionado por el aumento de la
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temperatura, la radiación UV, la presencia de potenciales patógenos y contaminantes a

través de experimentos controlados ex situ. Finalmente se sugiere profundizar en el

potencial de los aislados de los géneros Prestia y Fictibacillus como microorganismos

benéficos para corales, al ser géneros nunca antes estudiados en este campo.
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ANEXO 1

ANEXO 1. Tabla morfología de las colonias aisladas. Identidad: IC = Inca Inca; PCN = Punta Cabeza de Negro

M = Mucus; T = Tejido. Morfología de colonia: M: Margen, C: Color, E: Elevación, T: Textura, F: Forma.

Identidad Morfología de la colonia Morfología
microscópica

Gram Bioluminiscencia

ICM1 M: entera, C: lechosa-cremosa, E: plana, T:
húmeda-babosa, F: irregular, observación: se

extiende por todo el medio de cultivo

bacilo
alargado

+ -

ICM2 M: entera, C: lechosa-cremosa, E: plana, T:
húmeda-babosa, F: irregular (forma tapete/motil)

bacilo curvo - -

ICM 4 M: entera, C: cremosa, E: plana, T:
húmeda-babosa, F: redonda-punctiforme,

pigmentada (naranja)

bacilo
mediano

+ -

ICM5 M: entera, C: lechosa-cremosa, E: convexa, T:
húmeda-babosa, F: redonda-punctiforme

coco-bacilo - -

ICM6 M: entera, C: lechosa-cremosa, E: convexa, T:
húmeda-babosa, F: punctiforme-irregular,
observación: bioluminiscente, iridiscente

bacilo corto - +

ICM7 M: entera, C: lechosa-cremosa, E: convexa, T:
húmeda-babosa, F: punctiforme-redonda,
observación: bioluminiscente, iridiscente

bacilo curvo - +

ICM8 M: entera, C: lechosa-cremosa, E: plana, T:
translúcida, F: punctiforme, observación:

bioluminiscente, iridiscente

bacilo curvo - +

ICM9 M: entera, C: lechosa-cremosa, E: plana, T:
húmeda-babosa, F: punctiforme, observación:

bioluminiscente, iridiscente

bacilo curvo - +

ICM10 M: entera, C: lechosa-cremosa, E: plana, T:
húmeda-babosa, F: redonda-punctiforme,
observación: bioluminiscente, iridiscente

bacilo curvo - +
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ICM12 M: entera, C: opaca-blanca, E: plana, T:
translúcida, húmeda-babosa, F: redonda

bacilo curvo - -

ICM13 M: entera, C: lechosa-cremosa, E: plana, T:
húmeda-babosa-translúcida, F: punctiforme

bacilo curvo - -

ICM14 M: entera, C: lechosa-cremosa, E: plana, T:
húmeda-babosa, F: irregular, pigmentada

(amarilla-verdosa)

bacilo corto + -

ICM15 M: entera, C: lechosa-cremosa, E: plana, T:
húmeda-babosa, F: redonda, iridiscente

bacilo corto - -

ICM16 M: entera, C: lechosa-cremosa, E: plana, T:
húmeda-babosa, F: punctiforme, iridiscente

bacilo corto - -

ICM17 M: entera, C: lechosa-cremosa, E: plana, T:
húmeda-babosa, F: punctiforme, observación:

bioluminiscente, iridiscente

bacilo corto - +

ICM18 M: entera, C: lechosa-cremosa, E: plana, T:
mate-opaca, F: redonda

bacilo
alargado

+ -

ICM19 M: entera, C: lechosa-cremosa, E: plana, T:
mate-opaca, F: redonda

bacilo
alargado

+ -

ICM20 M: entera, C: lechosa-cremosa, E: convexa, T:
húmeda-babosa, F: redonda

bacilo corto - +

ICM21 M: entera, C: lechosa-cremosa, E: plana, T:
húmeda-babosa, F: redonda, iridiscente

bacilo corto - -

ICM22 M: entera, C: lechosa-cremosa, E: convexa, T:
húmeda-babosa, F: redonda

bacilo corto - -

ICM24 M: entera, C: lechosa-cremosa, E: plana, T:
húmeda-babosa, F: irregular (forma tapete/motil)

bacilo corto - -
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ICM25 M: entera, C: lechosa-cremosa, E: plana, T:
húmeda-babosa, F: irregular (forma tapete/motil)

bacilo curvo - -

ICM26 M: entera, C: lechosa-cremosa, E: plana, T:
húmeda-babosa, F: irregular (forma tapete/motil)

bacilo corto - -

ICM27 M: entera, C: lechosa-cremosa, E: plana, T:
húmeda-babosa, F: irregular (forma tapete/motil),

observación: posible actividad antagónica

bacilo curvo - -

ICM28 M: ondulada, C: lechosa-cremosa, E: plana, T:
húmeda-babosa, F: redonda

bacilo curvo - -

ICM29 M: entera, C: lechosa-cremosa, E: plana, T:
húmeda-babosa, F: irregular

bacilo corto - -

ICM30 M: entera, C: lechosa-cremosa, E: plana, T:
húmeda-babosa, F: irregular (forma tapete/motil)

bacilo corto - +

ICM31 M: entera, C: lechosa-cremosa, E: plana, T:
húmeda-babosa, F: redonda, iridiscente

bacilo corto - -

ICM32 M: entera, C: lechosa-cremosa, E: plana, T:
húmeda-babosa, F: irregular (forma tapete/motil)

bacilo corto - -

ICM33 M: entera, C: rosada, E: plana, T: viscosa-brillante,
F: redonda, pigmentada (rosa-rojo-pardo)

bacilo corto + -

ICM34 M: entera, C: lechosa-cremosa, E: plana, T:
húmeda-babosa, F: redonda

bacilo
mediano

+ -

ICM35 M: entera, C: lechosa-opaca, E: plana, T:
húmeda-babosa, F: redonda, observación:

bioluminiscente, iridiscente, pigmentada
(café/pardo)

bacilo curvo - +

ICM36 M: entera, C: lechosa-cremosa, E: plana, T:
húmeda-babosa, F: redonda

bacilo curvo
largo

- -
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ICM37 M: entera-naranja, C: lechosa-cremosa, E: plana,
T: húmeda-babosa, F: redonda observación:

pigmentada (parda/café)

bacilo corto - -

ICM38 M: entera, C: lechosa-cremosa, E: plana, T:
húmeda-babosa, F: redonda, iridiscente

bacilo curvo - -

ICM39 M: entera, C: lechosa-cremosa, E: plana, T:
húmeda-babosa, F: redonda, iridiscente / rosa?

bacilo curvo
largo

- -

ICM40 M: entera, C: lechosa-opaca, E: plana, T:
húmeda-babosa, F: redonda, observación:

bioluminiscente, iridiscente

bacilo
mediano

- +

ICM41 M: entera, C: lechosa-cremosa, E: plana, T:
húmeda-babosa, F: redonda, iridiscente

bacilo curvo
largo

- -

ICM42 M: entera, C: lechosa-cremosa, E: plana, T:
húmeda-babosa, F: irregular, iridiscente (forma

tapete

bacilo curvo - -

ICM43 M: entera, C: lechosa-cremosa, E: plana, T:
húmeda-babosa, F: redonda- punctiforme,

observación: iridiscente

bacilo curvo - -

ICM44 M: entera, C: lechosa-cremosa, E: plana, T:
húmeda-babosa, F: redonda observación:

iridiscente

bacilo corto + -

ICT1 M: entera, C: lechosa-cremosa, E: plana, T:
húmeda-babosa, F: redonda observación:
iridiscente observación: bioluminiscente

bacilo curvo - +

ICT2 M: entera, C: lechosa-cremosa, E: plana, T:
húmeda-babosa, F: redonda-punctiforme,

observación: iridiscente, posible actividad anti-QS

bacilo curvo - +

ICT3 M: entera, C: lechosa-cremosa, E: plana, T:
húmeda-babosa, F: redonda-punctiforme,

observación: iridiscente, posible actividad anti-QS

bacilo curvo - -
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ICT5 M: entera, C: lechosa-cremosa, E: convexa, T:
húmeda-babosa, F: redonda, iridiscente

bacilo curvo - -

ICT6 M: entera, C: lechosa-cremosa, E: plana, T:
húmeda-babosa, F: redonda-punctiforme,
observación: iridiscente, bioluminiscente

bacilo curvo - +

ICT7 M: entera, C: lechosa-cremosa, E: plana, T:
húmeda-babosa, F: redonda-punctiforme,

observación: iridiscente

bacilo curvo - +

ICT8 <M: entera, C: lechosa-cremosa, E: plana, T:
húmeda-babosa, F: redonda-punctiforme,

observación: iridiscente

bacilo curvo - +

ICT9 M: entera, C: lechosa-cremosa, E: plana, T:
húmeda-babosa, F: redonda-punctiforme,

observación: iridiscente.

bacilo curvo - +

ICT10 M: entera, C: lechosa-cremosa, E: plana, T:
húmeda-babosa, F: redonda-punctiforme,

observación: iridiscente.

bacilo curvo - +

ICT12 M: entera, C: lechosa-cremosa, E: plana, T:
húmeda-babosa, F: punctiforme

bacilo
filamentoso

+ -

ICT15 M: entera, C: lechosa-cremosa, E: plana, T:
húmeda-babosa, F: irregular (forma tapete)

bacilo curvo - -

ICT16 M: entera, C: lechosa-cremosa, E: plana, T:
húmeda-babosa, F: irregular, iridiscente, (forma

tapete)

bacilo corto - -

ICT17 M: entera, C: lechosa-cremosa, E: plana, T:
húmeda-babosa, F: redonda-opaca

bacilo corto - -

ICT18 M: entera, C:blanca- cremosa, E: plana, T:
húmeda-babosa, F: redonda

bacilo curvo - -
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ICT19 M: entera, C: lechosa-cremosa, E: plana, T:
húmeda-babosa, F: irregular, iridiscente, (forma

tapete)

bacilo corto - -

ICT20 M: entera, C: lechosa-cremosa, E: plana, T:
húmeda-babosa, F: irregular, iridiscente, (forma

tapete)

bacilo corto - -

ICT21 M: entera, C: lechosa-cremosa, E: plana, T:
húmeda-babosa, F: irregular (forma tapete)

bacilo
mediano

- -

PCNM1 M: entera, C: lechosa-cremosa, E: convexa, T:
translúcida, F: Redondeada

bacilo
alargado
(cadena)

- -

PCNM2 M: entera, C: lechosa-cremosa, E: plana, T:
transparente-húmeda-iridiscente, F:

Redonda-punctiforme

bacilo curvo - -

PCNM3 M: entera, C: lechosa-cremosa, E: plana, T:
transparente-húmeda-iridiscente, F:

Redonda-punctiforme

bacilo curvo - +

PCNM4 M: erosa-aserrada, C: opaca-blanca, E:
elevada-umbonada, T: seca, F:

Redonda-filamentosa, observación: crece como un
hongo, pigmento Amarillo

bacilo
filamentoso

+ -

PCNM5 M: entera, C: lechosa-cremosa, E: plana, T:
translúcida-húmeda-textura, F:

Redonda-punctiforme

bacilo corto - +

PCNM6 M: entera, C: lechosa-cremosa, E:
elevada-umbonada, T: brillante, F: Redonda

bacilo
alargado
(cadena)

+ -

PCNM7 M: entera, C: lechosa-cremosa, E:
elevada-convexa, T: húmeda-babosa-iridiscente,

F: Redonda

bacilo curvo - +
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PCNM8 M: entera, C: lechosa-cremosa, E: plana, T:
húmeda-babosa, iridiscenteF: Redonda

bacilo corto - -

PCNM9 M: entera-naranja, C: lechosa-cremosa, E: plana,
T: húmeda-babosa, F: irregular observación:

pigmentada (parda/café)

bacilo
alargado

- -

PCNM10 M: erosa-aserrada, C: blanca, E: plana, T:
seca-mucoide, F: rizoide-como raices

bacilo
alargado

+ -

PCNT1 M: entera, C: lechosa-cremosa, E: plana, T:
húmeda-babosa, F: irregular

bacilo corto - -

PCNT3 M: entera, C:blanca- cremosa, E: plana, T:
húmeda-babosa, F: redonda

bacilo curvo - -

PCNT4 M: entera, C: blanca- cremosa, E: plana, T:
húmeda-babosa, F: redonda- iridiscente

bacilo curvo - -

PCNT5 M: entera, C: blanca- cremosa, E: plana, T:
húmeda-babosa, F: redonda

bacilo curvo - -
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ANEXO 2

Anexo 2. Tabla con las actividades evaluadas. Identidad: IC = Inca Inca; PCN = Punta Cabeza de Negro M =
Mucus; T = Tejido. Catalasa: Muy activo (++++), activo (+++), más o menos activo (++), poco activo (+), NO (sin
actividad). Pigmentos: actividad y color del pigmento. Actividad antagónica: antagonismo. Sideróforos:
OCAS-1 y tipo de sideróforo: Carboxamatos (Ca), Hidroxamatos (Hi). Actividades positivas (x).

Identidad Catalasa
Pigmentos

Antagónica AntiQs
Sideróforos Cepas

candidatasActividad Color OCAS-1 Sideróforo

ICM1 ++ - - - - - -

ICM2 +++ - - - - x Ca

ICM4 ++++ x Naranja - x - - x

ICM5 ++++ - - - - x Hi

ICM6 NO - - - - x Hi

ICM7 ++++ - - - - - -

ICM8 +++ - - - - x Hi

ICM9 +++ - - - - - -

ICM10 ++++ - - - - x Hi

ICM12 ++++ x Café-
Pardo - x x Ca x

ICM13 NO - - - - - -

ICM14 ++ x Amarillo - - - -

ICM15 ++++ - - - x x Ca x

ICM16 + - - - - - -

ICM17 ++ - - - - x Ca

ICM18 ++++ x Amarillo - - x Ca x

ICM19 ++++ - - - - - -

ICM20 + - - - - x Ca

ICM21 + - - - x - -

ICM22 ++++ - - - x x Ca x

ICM24 ++++ - - - x x Hi x

ICM25 ++++ - - - x x Hi x

ICM26 ++++ - - - - - -

ICM27 ++++ - - - - x Hi

ICM28 + - - - x x Ca

ICM29 ++++ x Café-
Pardo - - x Ca x

ICM30 +++ - - - x x Hi

ICM31 ++++ - - - x x Hi x

ICM32 ++++ - - - x x Hi x

ICM33 ++++ x Rosa-Ro
jo - x x Hi x

ICM34 + - - - - - -

ICM35 ++++ x Café-
Pardo - - - -
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ICM36 + - - - - x Ca

ICM37 + x Café-
Pardo - x x Hi x

ICM38 NO - - - - x Hi

ICM39 +++ - - - x x Hi x

ICM40 ++++ - - - - x Hi

ICM41 +++ - - - x - -

ICM42 ++++ - - - x x Hi

ICM43 ++ - - - x x Ca

ICM44 +++ - - - x - -

ICT1 ++++ - - - - x Hi

ICT2 ++++ - - - x x Hi x

ICT3 +++ - - - x - -

ICT5 ++ - - - x - -

ICT6 ++ - - - - - -

ICT7 ++++ - - - - x Hi

ICT8 ++ - - - - x Hi

ICT9 + - - - - x Ca

ICT10 NO - - - - x Hi

ICT12 ++++ x Amarillo - x - - x

ICT15 ++++ - - - - x Hi

ICT16 ++++ - - - x x Hi x

ICT17 NO - - x x x Hi x

ICT18 +++ - - - x - -

ICT19 ++ - - - x x Hi

ICT20 ++++ - - - x x Hi x

ICT21 ++++ - - - x x Hi x

PCNM1 ++++ - - - - - -

PCNM2 ++ - - - - - -

PCNM3 + - - - - - -

PCNM4 +++ x Amarillo - x - - x

PCNM5 ++ - - - - - -

PCNM6 NO - - x x x Ca x

PCNM7 ++++ - - - - x Ca

PCNM8 NO - - - - - -

PCNM9 +++ x Café-
Pardo - x Hi x

PCNM10 ++ - - - x - -

PCNT1 +++ - - - x - -

PCNT3 +++ - - - x - -

PCNT4 ++++ - - - x - -

PCNT5 ++++ - - - x - -
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Total,
positivas 45 11 2 35 42 22

Total
Mucus 31 10 1 21 30 16

Total Tejido 14 1 1 14 12 6

% bacterias
positivas 62,50 15,28 2,82 50,70 58,33 30,6

% de
mucus 66,67 90,91 50,00 60,00 71,43 72,7

% en Tejido 31,11 9,09 50,00 40,00 28,57 27,3
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ANEXO 3

Anexo 3. Códigos de acceso de cepas de referencias utilizadas para la construcción del árbol filogenético.
Tomado de Cárdenas et al. (2012) en el sector de Isla Aguja - Parque Nacional Natural Tayrona, Magdalena.

ID aislado Taxón (género) Código de acceso GenBank

1S Microbacterium sp. JF792066

9D Micrococcus sp. JF792072

12D Nocardiopsis sp. JF792076

15D Brevibacterium sp. JF792081

17D Micrococcus sp. JF792083

21A Microbacterium sp. JF792087

33A Brevibacterium sp. JF792091

37A Leucobacter sp. JF792093

16D Bacillus sp. JF792082

1D Vibrio sp. JF792067

2S Pseudomonas sp. JF792068

4S Stenotrophomonas sp. JF792069

5S Vibrio sp. JF792070

6S Delftia sp. JF792071

10S Vibrio sp. JF792073

11D Alcaligenes sp. JF792074

12A Pseudomonas sp. JF792075

13A Pseudomonas sp. JF792077

13D Alcaligenes sp. JF792078

14A Stenotrophomonas sp. JF792079

14D Brevundimonas sp. JF792080

18A Alcaligenes sp. JF792084

18D Pantoea sp. JF792085

20A Vibrio sp. JF792086
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22A Pseudomonas sp. JF792088

24A Pseudomonas sp. JF792089

32A Vibrio sp. JF792090

36A Paracoccus sp. JF792092

38A Alcaligenes sp. JF792094
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ANEXO 4
DELIMITACIÓN DEL PROBLEMA, OBJETIVOS

● Problema de investigación

Ante la problemática que se observa en el deterioro de las comunidades

coralinas debido a estresores globales (cambio climático) y locales (contaminación)

del ambiente causados por efectos antropogénicos que alteran la estabilidad y el

mantenimiento de los corales; actualmente se han planteado estrategias para mitigar

este impacto como por ejemplo la manipulación de las comunidades microbianas del

coral a partir de la inoculación de microorganismos benéficos para corales (BMCs) o

probióticos. Sin embargo, se requiere buscar nuevas fuentes de potenciales

candidatos especialmente provenientes de comunidades coralinas cercanas a los

asentamientos urbanos y en ambientes con alta incidencia de estresores ambientales.

Teniendo en cuenta lo anterior, el presente trabajo busca determinar cuáles

microorganismos aislados a partir del mucus de Madracis auretenra en el sector de

Inca Inca (Santa Marta), podrían ser candidatos potenciales a BMCs o probióticos

para corales.

● Objetivos

Objetivo general
● Identificar candidatos a microorganismos benéficos para corales (BMCs) a

partir del componente cultivable del mucus de Madracis auretenra

(Scleractinia: Pocilloporidae) en el sector de Inca Inca, Santa Marta.

Objetivos específicos
● Establecer un banco de cepas de bacterias aisladas a partir del mucus del

coral de M. auretenra.

● Seleccionar cepas bacterianas que muestren características

probióticas/benéficas para corales.

● Definir la identidad de las cepas bacterianas candidatas a BMCs para

corales.
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