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RESUMEN

La obtencién de material biol6gico y genético es fundamental y la base para el estudio de las
comunidades microbianas que se encuentran asociadas a los corales. Este trabajo se enfocé
en recolectar y analizar informacion relacionada con las condiciones ambientales, biologicas
y microbioldgicas, tanto en campo como en condiciones experimentales, orientado en
preparar el estudio de las comunidades microbianas a asociadas a corales en la bahia de
Chengue e Inca Inca, Santa Marta, Magdalena. Asi pues, se registraron datos de temperatura,
salinidad, concentracién de oxigeno y pH, provenientes de los sitios de muestreo. Ademas,
se determiné la cobertura, frecuencia de interacciones y signos de deterioro dentro de las
formaciones arrecifales. Asimismo, se extrajo ADN total microbiano a partir de muestras de
tejido y mucus de los corales recolectados durante la época seca de 2022-2023 vy la lluviosa
de 2022. Por ultimo, se examind el estado de un vivero de fragmentos de coral, recolectando
informacion sobre parametros fisicoquimicos y condiciones de aclimatacién, con el fin de
preparar los fragmentos para experimentos posteriores. La informacion aca presentada sirve
de base parala toma de decisiones a futuro y contribuye al desarrollo de estudios que
permitan revelar la respuesta del microbioma asociado a los corales bajo diferentes
condiciones.

ABSTRACT

Obtaining biological and genetic material is fundamental and the basis for the study of
microbial communities that are associated with corals. This work focused on collecting and
analyzing information related to environmental, biological and microbiological conditions, both
in the field and in experimental conditions, aimed at preparing the study of microbial
communities associated with corals in the bay of Chengue and Inca Inca, Santa Marta,
Magdalena. Thus, temperature, salinity, oxygen concentration and pH data were recorded
from the sampling sites. In addition, the coverage, frequency of interactions and signs of
deterioration within the reef formations were determined. Total microbial DNA was also
extracted from tissue and mucus samples from corals collected during the 2022-2023 dry
season and the 2022 rainy season. Finally, the state of a coral fragment nursery was
examined, collecting information on physicochemical parameters and acclimatization
conditions, in order to prepare the fragments for further experiments. The information
presented here serves as a basis for future decision-making and contributes to the
development of studies that reveal the response of the microbiome associated with corals
under different conditions.

INTRODUCCION Y JUSTIFICACION

Los arrecifes coralinos son sistemas complejos que cuentan con una alta productividad,
traducida en bienes y servicios para las poblaciones aledafas (Villamizar, 2021). Sin
embargo, estan rodeados de factores que amenazan su salud y prevalencia en el futuro. Que
abarcan desde actividades humanas, como contaminacién de aguas fluviales, actividades
turisticas y pesca destructiva, hasta el blanqueamiento coralino causado por el aumento de
la temperatura del mar (Westmacott, Teleki, Wells, & West, 2000). De ahi surge la busqueda
de mecanismos que ayuden a entender como ocurre el cambio y lograr mitigar los efectos
adversos provocados.

Los corales se encuentran asociados con comunidades bacterianas, las cuales se cree que
juegan un papel importante en la salud de estos, relativamente desconocido (Bourne & Munn,
2005). Se ha demostrado que las bacterias que se encuentran asociadas a los corales se
diferencian de las que estan presentes en el agua de mar circundante, y estan relacionadas
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filogenéticamente entre especies de coral. (Ritchie y Smith, 2004; Barott et al., 2011). Por
ende, un cambio en la composicién de dichas comunidades puede incidir en la susceptibilidad
de enfermedades.

El presente informe se centrd en el analisis de material bioldgico y genético con el fin de
justificar los métodos por los cuales es posible analizar los microbiomas coralinos, su
interaccion y el papel que juegan en la restauracion de arrecifes de coral afectados. Se
observo cualitativa y cuantitativamente las muestras de ADN proveniente tres épocas
climéticas distintas, en dos afos diferentes. Asi mismo, se establecié un vivero de fragmentos
de coral con el fin de instaurar la base para otros la realizacion de estudios a posteri.

MARCO TEORICO Y ESTADO DEL ARTE
Peligro ambiental

La constante exposicion a factores estresantes provocados por factores antropogénicos y
variaciones ambientales amenazan la supervivencia de los corales a nivel mundial. Se ha
estudiado la expulsiéon del carbono organico en cantidades considerables por parte de los
corales (Wild, Niggl, Naumann y Hass, 2010) y la influencia de la temperatura en la
composicion (Lee, Davy, Tang y Kench, 2016), provocando el cambio en las comunidades
microbianas que alli se encuentren. En un estudio se analiza el efecto de las descargas
continentales en los ensamblajes microbianos, comparando sitios contaminados con
agroquimicos y sitios no contaminados, resultando en la presencia de diferentes ensamblajes
(McDevitt, Baum, Garren y Vega, 2017). Estos acontecimientos revelan la gravedad y el
amplio espectro de amenazas a los que son susceptibles los corales.

Otro aspecto son las interacciones biol6gicas que ocurren dentro del arrecife, que influyen en
la salud y desarrollo de los corales. El espacio fisico, indispensable para la fijacién del coral,
es un recurso limitado en un lugar que, en general, es escaso, y se disputa contra diferentes
organismos; como esponjas, otros corales, organismos invertebrados y algas. Esta Gltima
relacion es la mas frecuente y la que juega un papel fundamental en procesos de degradacion
arrecifal, donde las algas aprovechan las perturbaciones que sufren los corales, y colonizan
sustrato abiotico, como también sustrato enfermo o muerto (Lépez, Flérez y Quan-Young,
2020).

Los procesos de competencia requieren energia, la cual puede verse limitada en procesos
indispensables como la reproduccién, lucha contra enfermedades y el crecmiento. La
incidencia de las enfermedades coralinas causadas por agentes microbianos disminuye la
cobertura del coral (Vega et al., 2008). Actualmente se cuenta con numerosos estudios sobre
la cobertura coralina en diferentes sectores del Caribe, en su mayoria se evidencia la
reduccion de la cobertura viva de coral, sugiriendo un patrén de degeneracién y declive
(Gardner et al., 2003). De ahi radica la importancia del entendimiento y capacidad de evaluar
y reducir riesgos, asi como el esfuerzo para identificar patégenos aun desconocidos y sus
formas de transmision entre corales y su método de propagacion (Zambrano y Villalpando,
2020).

Registro de variables ambientales

La importancia del muestreo ambiental radica en que proporciona informacién de las variables
ambientales de un determinado sitio. Permitiendo conocer procesos que definen y moldean
variables bidticas, asi como estandarizar condiciones, y visualizar las respuestas que generan
los cambios de las fluctuaciones normales. Dicho entendimiento juega un papel importante



e influye en la toma de decisiones de temas fundamentales, como lo es la intervencion
enfocada en la salud de los arrecifes de coral.

Bacterias del microbioma coralino

Los corales incorporan poblaciones de diferentes microorganismos, como algas, bacterias y
arqueas, con relaciones mutualistas, beneficios que van desde fotosintesis, fijacion de
nitrégeno, hasta el suministro de nutrientes y proteccion contra enfermedades u estresores
(Calixto et al., 2020). El microbioma coralino esta constantemente cambiando, es dependiente
del tiempo y espacio, del nicho y estresores ambientales, que pueden inducir cambios (van
Oppen y Blackall, 2019). Las comunidades bacterianas parten de una especializacion
funcional (Kimes, 2010) y se han encontrado mayoritariamente en el tejido y el mucus del
coral (Garren y Azam, 2010; Pollock et al., 2018).

Comprender los factores atribuibles a las enfermedades, el declive y la muerte de corales, ha
incrementado el interés cientifico y de ambito global, ya que la comprensién de lo acontecido
incentiva la busqueda de estrategias para la proteccion y conservacion (Ocampo, Rodriguez
y Becerril, 2021), y en este caso, la caracterizacion de los microorganismos presentes en los
corales.

En ese sentido, las tecnologias emergentes de secuenciacion del ADN han promovido el
estudio de dichas comunidades y su relacion con sus ambientes especificos. Es de gran valor
conocer, detallar y agrupar las comunidades microbianas asociadas a los corales, la
importancia subyace en que mas del 99% de las bacterias marinas no se ha logrado aislar en
técnicas de cultivo tradicionales (Ramos et al., 2018). Asi que la aplicacion de técnicas
gendmicas que permite la identificacion tiene como resultado la generacion de informacién
util para la diversidad y clasificacion taxonémica (Valenzuela et al., 2015; Weber, DeForce y
Apprill, 2017).

Dicho conocimiento conlleva a la creacién de propuestas novedosas, como lo es la
produccién y uso de probiéticos, que, por medio de bacterias mutualistas asociadas al coral,
se traten enfermedades infecciosas, combatir organismos patégenos y producir compuestos
antimicrobianos (Teplitski y Ritchie, 2009). Asociado a lo anterior, Reshef et al. (2006)
propone la hipétesis de “la existencia de una relacion dindmica entre microrganismos
simbiéticos y las condiciones ambientales provoca la seleccion del holobionte de coral mas
ventajoso”. Todo esto enfocado a la optimizacion de los procesos adaptativos del coral a
factores estresantes, en una escala de tiempo mas corta de lo que ocurriria naturalmente
(Herrera, 2022).

Fragmentos de coral

Los métodos de restauracion coralina pueden ser una estrategia para recuperacion y
conservacion de las funciones ecoldgicas de los arrecifes. Una de estas estrategias es la
“‘jardineria” que utiliza metodologia de acuacultura para establecer viveros protegidos in situ
0 ex situ, con miras a repoblacion, estudios experimentales o para la industria de acuarios
marinos (Forsman, Rinkevich y Hunter, 2006). La presencia de un vivero radica
principalmente en la restauracion de ecosistemas de arrecife coralinos, sometidos a
afectaciones constantes que limitan la supervivencia.

Los altos costos monetarios de tener un vivero en tierra, en comparacion con el medio natural
(Edwards et al., 2010) se equilibra a la hora de poder administrar el vivero, es decir, las
condiciones del laboratorio permiten regular las variables clave, de tipo ambiental y biolégico,
gue de otra manera no fuesen posible controlar. La tenencia de fragmentos de corales



proporciona una fuente sostenible y en constante expansion de corales para la restauracion
ecologica, reduciendo la necesidad de recolecta de poblaciones silvestres (Lirman y
Schopmeyer, 2016) y permite aspectos relacionados con la reproduccién sexual, y la cria de
larvas de coral, disponiendo de una reserva genética en caso de muerte por asfixia u otros
fendmenos naturales (Rodriguez et al., 2022), y no dejando de lado la educacion ambiental
gue se adquiere cuando se incentiva el cuidade de estos corales.

Un periodo de aclimatacion influye directamente en la supervivencia de los fragmentos. Los
ejemplares se encuentran bajo estrés al momento de seccionar la colonia en el medio natural
y cuando son transportados a su centro de cria. La quimica del agua, idealmente, deberia de
replicar la que se encuentra en la naturaleza donde se encuentran los corales (Borneman,
2008). Factores principales comunmente son la aireacién, sedimentacion, biota asociada y
las variables fisicoquimicas como la temperatura, luz, salinidad, pH, nitritos, fosfatos, entre
otros. Las consecuencias de no llevar una correcta aclimatacion son la afectacion de los
corales, el estrés provoca la expulsion de las zooxantelas, afectando los restudios posteriores
enfocados en dicho tema.

OBJETIVO GENERAL

Probar la obtencién de material e informacién biologica y genética para el estudio de las
comunidades microbianas asociadas a corales.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Registrar el comportamiento de los datos ambientales y biolégicos recolectados en los
sitios de muestreo.

2. Examinar y preparar el ADN total a partir de muestras de tejido y mucus del coral.

3. Examinar y monitorear el estado de un vivero de fragmentos de coral durante el
periodo de aclimatacion.

METODOLOGIA
Area de estudio

La recolecta de los datos y material biolégico se ha llevado a cabo durante las épocas seca
de 2022-2023 y lluviosa 2022 en dos sitios contrastantes ubicados en la Bahia de Santa
Marta, departamento del Magdalena (Figura 1). El sitio 1 se encuentra localizado en la bahia
de Chengue (11°19'30"N 74°07'41"0O), dentro del Parque Nacional Natural Tayrona, area
nacional protegida. El sitio 2, esta situado en playa Inca Inca (11°12'58"N 74°14'06"0), fuera
del sistema de areas protegidas e impactado por las actividades turisticas, urbanas y
comerciales de la zona. La informacion y muestras bioldgicas relacionadas con los muestreos
de 2022 fueron recolectadas en un estudio previo (Ruiz-Toquica et al. en preparacion),
mientras que la toma de datos ambientales y la recolecta de muestras de la época seca de
2023 se llevaron a cabo en el presente trabajo.
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Figura 1. Mapa del area de estudio en la bahia de Santa Marta. Los rombos representan los
sitios de muestreo. Amarillo: Bahia de Chengue, ubicado dentro del PNN Tayrona (verde);
morado: sector de Inca Inca.

Recolecta de las muestras de agua y datos fisicoquimicos

Las muestras se recolectaron gracias al permiso individual “Permisos individuales y marco
para la recoleccién de especimenes de especies silvestres de la diversidad biolégica con fines
de investigacion cientifica no comercial” que se obtuvo a través de la Resolucion 191 del 16
de diciembre de 2021 expediente PIR 007-2021. El Permiso Marco fue expedido por la
Autoridad Nacional de Licencias Ambientales (ANLA) de Colombia a través de la Resolucion
1715 del 30 de diciembre de 205 y la actualizacion de la Instruccion Normativa No. 00213 del
28 de enero de 2021.

En cada sitio, se tomaron muestras de agua por triplicado, a una profundidad entre 6-8 m,
con una botella Van Dorn, que posteriormente fueron almacenadas en botellas estériles.
Dichas muestras se dispusieron de la siguiente manera: aproximadamente 1 L se dispuso
para el analisis de ADN; cerca de 100 mL se almacenaron para experimentos asociados al
proyecto MICROBIOMA CORALES (recuento de microorganismos); el agua restante se
utilizé para la toma in situ de la temperatura, salinidad, pH y oxigeno disuelto. Todas las
muestras de agua se mantuvieron a 4 °C hasta el retorno a las instalaciones de la Universidad
Jorge Tadeo Lozano sede Santa Marta.



Durante la medicion de las variables ambientales se utilizaron sondas WTW™ ProfiLine™
con medidor de conductividad portatil Cond 3110 para medir la salinidad y temperatura. Para
el pH se us6 la sonda el medidor portatil pH 3210, y para el oxigeno disuelto el medidor de
portétil Oxi 3310.

Estimacion de cobertura, frecuencia de interacciones y signos de deterioro

Simultdneamente, se determind la cobertura, frecuencia de interacciones y signos de deterior
de un conjunto de imagenes de foto-cuadrantes tomadas por Ruiz-Toquica et al. (en
preparacion) en las formaciones arrecifales dominadas por el coral Madracis auretenra
durante la época lluviosa de 2022.

Se estimo el porcentaje de cobertura de 60 cuadrantes (0,25 m?) para un total de 15 m? en
cada sitio. La composicién de la comunidad benténica se determind por medio de 13
categorias, siendo los cuatro grupos principales: coral duro, coral blando, macroalgas y
sustrato abiotico. El grupo de coral duro se divididé en las categorias Madracis auretenra y
otros corales duros. Las macroalgas se dividieron en carnosas, filamentosas/cianobacterias
y coralinas costrosas-CCA. La categoria de sustrato abiotico se definié en sedimentos y coral
muerto y vacio. Los grupos restantes aluden a hidrocorales y esponjas. El porcentaje de cada
categoria de comunidad bentdnica se estimé a partir de 30 puntos aleatorios utilizando el
programa Photo Quad v1.4.

Las interacciones en los parches de M. auretenra se estimé a través de las frecuencias de
contacto registradas. Cualquier rama del coral que tocara fisicamente otros corales
duros/blandos, macroalgas, esponjas, u otros invertebrados. La frecuencia de interaccion de
los grupos funcionales se determin6 contando el nimero de cuadriculas donde se producia
el contacto sobre las cuadriculas totales en cada cuadrado. Los datos se expresaron en
porcentaje.

Adicionalmente, se registro el estado de salud de los parches de M. auretenra y la presencia
de signos de deterioro. La frecuencia de blangueamiento, palidez, mortalidad parcial,
volcamiento, sedimentaciéon y mordeduras se estimaron por la manifestacion de dicha
condicion en cada cuadrado, y fue expresado a porcentaje.

Analisis estadistico

Los datos se expresaron como promedio * error estdndar como medidas de tendencia central
y de dispersién respectivamente. Ademas, bajo el programa PRIMER 7, los datos se
transformaron con Log (x + 1) con el fin de realizar un andlisis multivariante permutado de la
varianza (PERMANOVA), con distancia euclidiana, permutaciones no restringidas, error tipo
Il 'y 999 permutaciones aleatorias, para comparar la similitud entre los sitios muestreados.

Extraccidon y preparaciéon del ADN total

Con el fin de continuar con el estudio de las comunidades microbianas asociadas a los
corales, se obtuvo ADN total a partir de muestras de mucus y tejido del coral M. auretenra y
del agua de mar, para ambos sitios. Las muestras bioldgicas, es decir, los fragmentos del
coral fueron recolectados y procesadas por triplicado por Ruiz-Toquica et al. (en preparacion)
durante los muestreos de la época seca (marzo) y lluviosa (octubre) de 2022 y seca (abril) de
2023, y se mantuvieron preservadas a -20 °C hasta su procesamiento. Las muestras se
categorizaron con base en su procedencia o condicion: época de muestreo, localidad,
presencia o ausencia de alga en el tejido coralino, coral sano o enfermo y tipo de muestre
(mucus o tejido). De esta manera, el ADN total de estas muestras se extrajo a través del kit
DNeasy® PowerSoil Pro-kit de QIAGEN™ siguiendo las instrucciones del fabricante. Se
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extrajo el ADN de un total de 161 muestras, luego, las muestras triplicadas de cada condicion
fueron mezcladas para un total de 54 muestras de ADN total. EI ADN se verific en geles de
agarosa al 0,8%, utilizando el Loading Buffer Il Ambion™ para cargar las muestras en los
pozos del gel. Las lecturas se realizaron en el equipo Biorad Gel Doc Imaging System bajo
luz UV, y se determind la presencia o ausencia de ADN, asi como su estado: poco, degradado
o0 en perfecto estado.

Ademas, se evalué la concentraciéon y calidad (260/280 y 260/230) por medio de
espectrofotometria a través del NanoDrop Multiskan™ FC Microplate Photometer. Se
reportaron medidas de tendencia central y de dispersion. Finalmente, se evaluaron la relacion
260/280 y la relacion 260/230 como prueba secundaria de pureza de las muestras obtenidas.
El ADN total es adecuado para aplicaciones de PCR y secuenciacion, y se preservé en agua
grado molecular estéril a -20 °C hasta su procesamiento.

Vivero de fragmentos de coral y aclimatacién

Por medio de buceo autbnomo se recolectaron fragmentos de coral de las especies Porites
sp en la bahia de Chengue. Los corales fueron cortados desde su base con ayuda de una
pinza y depositados en bolsas ziploc estériles. En la superficie, los corales se mantuvieron
con agua de mar tomada del sitio y dentro de un contenedor cerrado. Los fragmentos se
transportaron lo mas pronto posible a las instalaciones de la Universidad, se lavaron con agua
de mar filtrada, se removieron organismos adheridos, y se cortaron en ramas de ~ 3 cm. Las
ramas limpias se adhirieron a una superficie plana en forma de ‘pin’ o galleta circular hechas
con restos de esqueleto de coral, con ayuda de masilla epdxica de uso industrial. Finalmente,
se dispusieron en un sistema de recirculacién de agua de mar consolidado por Ruiz-Toquica
et al. (en preparacion).

Este sistema soporta dos canaletas, una encima de la otra, las cuales contienen los
fragmentos de coral, donde el agua de mar circula por luz UV, un filtro mecanico y un filtro
biolégico. Ademas, cuenta con aireacién constante y energia luminica para el sostenimiento
de los corales.

La limpieza y mantenimiento de los fragmentos de coral se efectu6 cada ocho dias, con el fin
de remover las algas adheridas a las galletas y fragmentos. Es importante resaltar que el
agua de mar debe de presentar temperatura y salinidad similar al agua que contiene los
fragmentos, ya que un cambio brusco en dichas variables puede afectar la estresar los
fragmentos de coral.

Para el buen funcionamiento del vivero, se llevé a cabo un seguimiento riguroso, recopilando
lecturas de temperatura y salinidad del agua todos los dias, en la mafiana y en la tarde. Asi
mismo, parametros como nitritos, fosfatos y KH, usando el kit de colorimetria API®, y pH
fueron tomados una vez a la semana. Se tuvo en cuenta la tasa de sobrevivencia y signos de
deterioro con el fin de detectar anomalias.

RESULTADOS
Recolecta de las muestras de aguay datos fisicoquimicos

En la tabla 1 se presentan los valores de las variables ambientales registradas en los dos
sitios muestreados. Los valores de la temperatura, salinidad y pH presentan valores similares
entre los dos sitios. La saturacion de oxigeno es mayor en Inca Inca en comparacion con su
contraparte. Las variables fisicoquimicas no variaron significativamente entre los sitios
(PERMANOVA; Pseudo-F = 41,53; d.f = 5; P > 0,05; Anexo 1).
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Tabla 1. Variables ambientales evaluadas en los sitios muestreados.

Variable ambiental Chengue Inca Inca
Temperatura (°C) 26,08 £0,17 | 26,33 £ 0,07
Salinidad 35,56 £ 0,14 | 35,43 £ 0,09

pH 8,12+0,00 | 8,13+0,16
Saturacién oxigeno (%) 73,50 +0,00 | 85,90 + 1,59
Concentracion oxigeno (Mg/L) | 596+ 0,06 | 692+0,17

Estimacion de cobertura, frecuencia de interacciones y signos de deterioro

Se encontré una mayor cobertura del parche coralino de M. auretenra ubicado en Chengue
(Figura 2A), que consta del 87,67% en comparacion con el 84,44% de cobertura del parche
en Inca Inca. En segundo lugar, se encuentra el componente abiotico, que, en ambos sitios,
fue compuesto mayormente por coral muerto. Se destaca una mayor cuantia de componentes
en Chengue, esto basado en la presencia de las categorias: coral duro, coral blando y
Millepora spp. ausentes en Inca Inca. Seguidamente, la estimacion de frecuencia de contacto
(Figura 2B) registr6 un mayor porcentaje similar en ambos sitios en la categoria ‘sin contacto’.
Simultaneamente, se resalta las siguientes condiciones en Inca Inca: un mayor porcentaje de
cobertura de algas filamentosas/cianobacterias, una alta carga de material particulado,
evidente en el registro fotogréafico, y una mayor proporcion de signos de deterior (Figura 2C),
siendo el volcamiento el mas frecuente (75%), seguido de palidez y blanquimiento del coral,

con 45 y 38,3% respectivamente. Finalmente, se subraya la ausencia de macroalgas
carnosas.

M. auretenra | F 87,67% \ 84,44% ——
Abidtico 5,22% i [} 8,33%
Coral duro 3,00% HH
Coral blando 1,67% H
Filamentosas 0,94% I-E—|4,94%
ACC 0,78% | 1,06% Chengue
Esponjas 0,61% lﬂ' 1,22% Binca Inca
A 100 60 20 20 60 100
) Cobertura (%)
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Figura 2. Estimacion del estado del los parches del coral M. auretenra ubicados en los dos
sitios muestreados. A) porcentaje de cobertura (promedio + error estandar) de la composicion
del bentos arrecifal. B) Frecuencia de contacto (promedio + error estandar) de M. auretenra
con otras categorias arrecifales. C) Frecuencia (%) de signos de deterior en los parches de
M. auretenra. ACC=algas costrosas coralinas.

Extraccion y preparaciéon del ADN total

Se logré extraer aproximadamente el 84% de las muestras. Segun el ejemplo de la figura 3,
se clasificaron de la siguiente manera: el 54% de las muestras fue ‘Optimo’, 15% presentaba
‘poco ADN’, 11% era de ‘bajo peso molecular’ y 4% estaba ‘degradado’. El 16% restante no
resultd ser positivo, por lo que se clasific6 como ‘ausente’, es decir, no habia presencia de

ADN.
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Figura 3. Ejemplo de clasificacion de la integridad del ADN en la prueba de electroforesis en
gel de agarosa. Op=Optimo, De=Degradado, Bp=Bajo peso molecular, Po=Poco,
Au=Ausente.

La comparacion de extraccién de ADN total segun la condicion (Figura 4) presentd una mayor
extraccion en las muestras provenientes del mucus del coral (95,8%, n = 24) en comparacion
con las muestras provenientes del tejido (75%, n = 24). Para el caso del agua de mar filtrada,
la extraccion fue de un 66,6% (n = 6). Para el afio 2022, se resalta un mayor porcentaje de
extraccion en la época seca (83%, n = 18) en comparacioén con la época lluviosa de ese
mismo afio (66%, n = 18). De igual forma, la época seca del afio 2023 se obtuvo el 100% de
extraccion (n = 18), resaltando que dichas muestras se tomaron recientemente, por lo que no
llevaban un proceso prolongado de criopreservacion, en contraste con las muestras del afo
2022.
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Figura 4. Porcentaje de extraccién de ADN total dependiendo de la condicién de procedencia.

La concentracién de ADN total presentd una variabilidad representada en un rango de
variacion -9x10% ng/uL y 0,14 ng/uL. La relacion 260/280 (Tabla 2) presentd un rango de
variacion -6 hasta 13 nm. Para la relacion 260/230 evidencié un rango entre -0,11y 1,14 nm.
Segun los rangos de “pureza” aceptable para el ADN, alrededor de 1,8 y 2,1,
aproximadamente el 46% de las muestras entra dentro de dicho rango.

Tabla 2. Estadisticos descriptivos de la cuantificacién y pureza de las muestras de ADN.

Media | Error estandar | Minimo | Maximo
Concentracion de ADN (ng/pL) | 0,0267 + 0,003 -0,009 | 0,144
260/280 (nm) 2,152 + 0,293 -5 13
260/230 (nm) 0,26 + 0,036 -0,113 1,145

Vivero de fragmentos de coral y aclimatacion

El seguimiento del vivero tuvo una duracién de aproximadamente un mes, con 36 fragmentos
de coral de la especie Porites sp. Respecto a las variables registradas (Figura 5), se tomd
como base el trabajo de Borneman (2008), que menciona los valores recomendables para un
vivero de coral. En primer lugar, la temperatura media fue de 25,32 °C £0,19 en la mafana y
26,5 °C £0,2 en la tarde. Con minimos de 23 °C y maximos de 27,9 °C, acontecidos en la
mafiana y la tarde respectivamente. En su mayoria, los datos se encuentran dentro del rango
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‘aceptable’, con una fraccién que sale de dicho rango. Esto ocurrié debido a inconvenientes
en el laboratorio, donde el aire acondicionado fall6. Asociado a esta franja, que se halla dentro
de los 15 a 20 dias, se evidencia signos de estrés, mencionados posteriormente.

La salinidad registr6 un promedio de 36,13 ppt +0,08 y se mantuvo dentro del rango
aceptable-ideal, al igual que el pH, que registr6 un promedio de 8,12 +0,13. En paralelo, los
nitritos y fosfatos, em principio, se registraron valores de cero, sin embargo, el uso de agua
de recambio no adecuada provoco el aumento de estos. Esto se sumé a la afectacion en los
fragmentos de coral.

30
29 A
g | Agua de mar
Aceptable
O 27 -
o Ideal
26 - ~
—e— Mafiana
25 1 —e—Tarde
24 -
93 Temperatura
22
21 1 1 1 1 1
0 5 10 15 20 25
Dias
40
39 -
38 - Agua de mar
. 37 - Aceptable
Q.
o Ideal
36 -
—e— Mafana
35
—e—Tarde
34 -
33 | Salinidad
32 -
31 1 1 1 1 1
0 5 10 15 20 25
Dias
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Figura 5. Recopilacién de los parametros estudiados en el vivero de fragmentos de coral.
Lecturas de temperatura, salinidad, nitritos, fosfatos y KH. En verde se refleja la franja de
valor que se considera ‘ideal’, en amarillo el valor de ‘aceptable’, y en rojo el valor del ‘agua
de mar’.

Se detectaron signos de estrés en los fragmentos de coral (Figura 6). Principalmente, iniciaba
con la retraccién de los pélipos, y como fase final, la aparicion de mucus alrededor de todo el
coral. Esto se debe a dos causas: Primeramente, el aumento de nitritos (5-10 mg/L) y fosfatos
(0,25 mg/L) en el agua, los cuales inicialmente presentaban valores de cero. Seguido del mal
funcionamiento de los equipos de aire acondicionado en el laboratorio, los cuales acusaron
una variacion brusca en la temperatura (alrededor de 3 °C de diferencia) en un periodo corto
de tiempo. Como resultado de la presencia y persistencia de estos signos de estrés, se
procedié a la aplicacion de un filtro liquido biolégico (Stability®), que contiene una mezcla
especifica de bacterias que faciliten la eliminacion de desechos organicos, nitrito, nitrato y
amoniaco, siendo esencial en el rapido tratamiento de los desechos presentes en el agua.

Figura 6. Manifestaciones del estrés en los fragmentos de coral. A) Fragmento de coral en
buen estado. B) Retraccién parcial de los pélipos. C) Retraccion total de los pdlipos y
oscurecimiento en el color. D) Aparicion de mucus alrededor del fragmento.

17



El crecimiento periddico de algas sobre las galletas, alrededor de los fragmentos y en la
superficie de las canaletas, se contuvo con el lavado y cepillado riguroso (Figura 7). Dichas
algas provienen de medio natural, las cuales son dificiles de erradicar.

Aunque se presentaron anomalias que afectaron los fragmentos de coral, se cuenta con el
100% de supervivencia al finalizar el periodo de seguimiento. No se presentaron signos de
blanqueamiento, a pesar del estrés generado por las ocurrencias presentados.

Figura 7. Limpieza de canaletas. A) Canaleta con los fragmentos de coral, con presencia de
algas. B) Canaleta luego del proceso de cepillado y lavado.

DISCUSION

En primera instancia, las condiciones ambientales y el material biol6gico comparado entre los
dos sitios muestreados evidencia que existen condiciones similares entre si, las cuales
podrian favorecer la similitud de las comunidades microbianas para los parches del coral
Madracis auretenra. Sin embargo, la influencia constante de fuentes de contaminacion
antropogénica y los reportes de un ambiente inadecuado para el desarrollo éptimo de los
corales (Mejia, 2001), ademas de la mayor frecuente de signos de deterioro observada en
Inca Inca, permite atribuir caracteristicas resilientes al parche que alli se encuentra, ya que
se ha encontrado ejemplares cerca de zonas urbanas con adaptaciones que les permiten
sobrevivir alli, suficiencia otorgada a su relacion simbiética con su microbioma (Doering et al.
2021).

La deteccion y andlisis de las comunidades microbianas permite identificar y cuantificar sus
integrantes, asi como su actividad metabdlica y su asociacion a sus nichos especificos, que
a su vez proporciona la inferencia de la salud del coral y el entorno que lo rodea. Ya que
dichas comunidades proporcionan la adaptacién del coral en respuesta al cambio ambiental
(Ziegler et al., 2017; Calixto et al., 2020). La caracterizacion de las comunidades microbianas
por medio de la extraccién de ADN total es una herramienta para lograr es fin, ya que es
ampliamente usado como lienzo para la amplificacion por PCR del gen 16S ARNr, usado en
la construccién de bases gendmicas y su posterior caracterizacion.
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La comprobacion de la integridad del ADN en las muestras proveniente de las épocas secay
lluviosa 2022 y seca 2023, indica una relacién contraria entre la integridad del ADN y el tiempo
transcurrido. Por lo que se recomienda evitar el paso del tiempo para el analisis de las
muestras después de la recolecta, mitigando la degradacién del ADN, esencial para el éxito
en la obtencién de datos genéticos posteriores (Velazquez et al., 2014). Por otro lado, se
conjetura que se obtiene ADN total en condiciones 6ptimos en la época seca, sin embargo,
esta afirmacién es prematura ya que hacen falta estudios sobre la época lluviosa que
argumenten a favor o en contra esta aseveracion. Se recalca la presencia de incongruencias
al momento de compararlos los resultados de los dos métodos usados para el analisis de las
muestras (electroforesis en gel y cuantificacion por NanoDrop), donde la presencia de ADN
en uno es apreciable, mientras que el otro no se encontraba rastro de ADN. Esto puede
deberse a errores metodolégicos en la toma de los datos.

Finalmente, el establecimiento de un vivero de fragmentos de coral y la estabilizacion de
variables fisicoquimicas, hace posible el estudio de las comunidades microbianas y su
asociacion con los corales. Y da lugar para la realizacién de experimentos que permitan
comprender el comportamiento de los microbiomas frente a condiciones adversas, atenuar la
dificultad de replicar micronichos y efectuar técnicas de analisis del tejido coralino en
asociacion con estos microorganismos (Bourne & Munn, 2005). Recalcando una observacion
continua, manteniendo protocolos y estandares rigurosos, simulando condiciones 6ptimas del
ambiente natural (Robles et al., 2021). Ya que como se registrd, los cambio en algunas
variables, como la temperatura, pueden afectar significativamente la calidad de los
fragmentos, y eventualmente, comprometer la investigacion que se lleve a cabo.

CONCLUSIONES

Este estudio logr6 comparar dos sitios de muestreo, siendo antagonistas entre si respecto a
la incidencia de factores antropogénicos. Y al mismo tiempo, permitié conocer de primera
mano el proceso que hay detrads del analisis de las comunidades bacterianas, desde un
ambito netamente cientifico, como lo es el conocimiento acerca de la extraccién de ADN total
para la creaciéon de colecciones gendmicas, hasta la responsabilidad que implica este
proceso, como lo es el cuidado de especimenes que seran la base del futuro préximo. Si bien,
los resultados obtenidos en el presente trabajo son resultados muy puntuales, es Gtil para ser
la base de estudios posteriores. Se recomienda realizar estudios de mayor envergadura para
dar el siguiente paso, que es conocer en su totalidad un microbioma coralino, y lo que implica
esto en la influencia en la toma de decisiones para la conservacion de los corales
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ANEXOS

Anexo 1. Andlisis PERMANOVA utilizado para comparar la similitud entre los dos sitios
muestreados en base de las variables fisicoquimicas obtenidas.

df SS MS | Pseudo-F P(perm) U perms
Sitio 1| 0,060627 | 0,060627 41,533 0,097 10
Residual 0,0058389 | 0,0014597
Total 0,066466

Anexo 2. Estimacién de cobertura de los parches de M. auretenra en los dos sitios de

muestreo.
Chengue Inca Inca
Componente Promedio Desviacién Error Promedio Desviacion Error
(%) estandar estandar (%) estandar estandar
M. auretenra 87,67 8,78 5,07 84,44 12,74 7,36
Abiético 5,22 2,80 1,62 8,33 3,28 1,89
Coral duro 3,00 3,72 2,15 - - -
Coral blando 1,67 1,42 0,82 - - -
Algas flamentosas/ 0,94 1,64 0,94 4,94 6.27 3,62
Algas costrosas 0,78 1,21 0,70 1,06 1,69 0,97
coralinas
Esponjas 0,61 0,35 0,20 1,22 1,58 0,91
Millepora spp. 0,11 0,19 0,11 - - -
Macroalgas carnosas - - - - - -

Anexo 3. Estimacion de frecuencia de interaccién de los parches de M. auretenra con otros
componentes arrecifales, en los dos sitios de muestreo.

Chengue Inca Inca
Componente Promedio Desviacion Error Promedio Desviacion Error
(%) estandar estandar (%) estandar estandar
Sin contacto 87,27 16,28 2,10 85,00 18,57 2,40
Con esponjas 4,33 10,02 1,29 7,07 12,04 1,55
Con coral blando 2,47 11,62 1,50 0,27 2,07 0,27
Con otro invertebrado 2,07 3,17 0,41 1,20 2,58 0,33
Con coral duro 2,07 5,39 0,70 - - -
Con algas costrosas 0,87 3,46 0,45 1,67 5,67 0,73
coralinas
Con Millepora spp. 0,60 3,28 0,42 - - -
Con algas
filamentosas/ 0,33 1,34 0,17 4,80 9,88 1,27
cianobacterias
Con macroalgas ) ) ) ) ) )
carnosas
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Anexo 4. Estimacién del estado de salud de los parches de M. auretenra en los dos sitios de
muestreo.

Condicién Chengue | Incalnca
Volcamiento 43,33 75,00
Mordeduras 30,00 21,67
Mortalidad parcial 20,00 35,00
Palidez 6,67 45,00
Sedimentacion 5,00 16,67
Blangueamiento 3,33 38,33

Anexo 5. Fotografia de la electroforesis en gel de la extraccion del ADN total de las muestras
recolectadas en las diferentes épocas climaticas efectuadas. Numero de color
amarillo=Chengue, nimero de color morado=Inca Inca.

EPOCA SECA 2022 1| sisasm
2 SISAST
3 S1CASM
3 S1CAST
5 SISAEM
6 SISAET
7 SICAEM
3 SICAET
9 S2SASM
10 S2SAST
11 SOCASM
12 S2CAST
13 SISAEM
14 SISAET
15 SICAEM
16 SICAET
33 S1Agzua
33 S2Agua
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EPOCA LLUVIOSA 2022 I
18 S1SASTLI

19 S1CASMLI

1524819 20 21 225235054 20 SI1CASTLI
21 S1SAEMLI

22 SI1SAETLI

23 S1CAEMLI

24 S1CAETLI

25 S2SASMLI

26 S2SASTLI

27 S2CASMLI

28 S2CASTLI

29 S2SAEMLI

30 S2SAETLI

31 S2CAEMLI

32 S2CAETLI

33 S1Aguall

36 S2Aguall

z 37 SISASM
EPOCA SECA 2023 38 | SISAST
39 SICASM

’ 40 SICAST
3738 39 40 41 42 43 44 T SISAEM
! 42 SISAET

43 SICAEM

44 SICAET

45 SIISASM

46 SIISAST

47 SIICASM

48 SIICAST

49 SIISAEM

50 SIISAET

51 SIICAEM

52 SIICAET

53 SlAgua

54 SllAgua

Anexo 6. Registro periodico del monitoreo del estado del vivero de fragmentos de coral

durante el periodo de aclimatacion.

Fecha Hora | T(°C) | S (ppt) pH NOs (mg/L) PO.3 (mg/L) KH (mEq/L) # Frag
28/04/23 18:00 | 27,5 38,4 7,99 0 0 2,5 0
29/04/23 11:00 | 25,5 37,8 - - - - -
29/04/23 14:26 | 26,6 34,9 - - - - 36
30/04/23 11:21 | 25,4 35,2 - - - - 36
30/04/23 14:20 26 35,6 - - - - 36
01/05/23 8:31 24,8 35,9 - - - - 36
01/05/23 15:18 26,6 35,9 - - - - 36
02/05/23 8:07 24,6 36,3 - - - - 36
02/05/23 15:17 27 36,7 - - - - 36
03/05/23 10:01 25,2 36,3 8,02 0 0 2,5 36
03/05/23 16:01 | 27,5 36,6 - - - - 36
04/05/23 9:54 26,1 35,9 - - - - 36
04/05/23 14:51 | 26,9 36 - - - - 36
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05/05/23 | 9:06 | 255 | 36,2 - - - 36
05/05/23 | 15:08 | 26,8 | 36,3 - - - 36
06/05/23 | 10:56 | 257 | 36,8 - - - 36
06/05/23 | 14:48 | 27,2 | 36,3 - - - 36
07/05/23 | 10:41 | 253 | 364 - - - 36
07/05/23 | 15:11 | 27,3 | 356 - - - 36
08/05/23 | 7:05 | 275 | 357 - - - 36
08/05/23 | 17:30 | 27,3 | 355 - - - 36
09/05/23 | 9:30 | 257 | 359 - - - 36
09/05/23 | 16:50 | 26,8 | 357 - - - 36
10/05/23 | 7:10 | 258 | 359 - - - 36
10/05/23 | 1758 | 26 | 3582 | - - - 36
11/05/23 | 6:40 | 246 | 36,7 - - - 36
11/05/23 | 16:32 | 271 | 352 - - - 36
12/05/23 | 8:04 | 251 36 | 802 0,25 25 36
12/05/23 | 18:22 | 255 | 362 - - - 36
13/05/23 | 10:30 | 236 | 36,5 - - - 36
13/05/23 | 16:21 | 23,9 | 368 - - - 36
14/05/23 | 9:35 | 23 35,7 - - - 36
14/05/23 | 15:12 | 239 | 358 - - - 36
15/05/23 | 8:02 | 232 | 36,1 - - - 36
15/05/23 | 15:48 | 248 | 36,2 - - - 36
16/05/23 | 10:22 | 257 | 36,6 - - - 36
16/05/23 | 15:35 | 265 | 36,3 - - - 36
17/05/23 | 827 | 255 | 36,7 - - - 36
17/05/23 | 1423 | 266 | 365 | 824 0,25 2,1 36
18/05/23 | 10:08 | 26,2 | 352 - - - 36
18/05/23 | 15:33 | 273 | 354 - - - 36
19/05/23 | 850 | 26 35,8 - - - 36
19/05/23 | 16:58 | 27,9 | 35,9 - - - 36
20/05/23 | 842 | 259 | 361 - - - 36
20/05/23 | 1551 | 27,1 | 36,3 - - - 36
21/05/23 | 9:01 | 262 | 364 - - - 36
21/05/23 | 15:16 | 26,3 | 36,6 - - - 36
22/05/23 | 8:28 | 258 | 358 - - - 36
22/05/23 | 16:20 | 26,8 36 - - - 36
23/05/23 | 9:25 | 251 36 | 826 0,25 2,5 36
23/05/23 | 16:39 | 258 | 36,2 - - - 36
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