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Resumen
[.os arrecifes de coral son un ecosistema importante para cl desarrollo de la vida marina debido a
la simbiosis que realizan con otras especies, ademds que brinda el refugio adecuado para otros
organismos. Estan compuestos por grandes grupos de microorganismos como bacterias, hongos y
microalgas. Los diferentes tipos de corales requieren largos periodos de tiempo para poder crear
las grandes matrices de arrecifes logrando crear habitats para los peces y otras especies marinas.
Los corales marginales son una especie de coral con gran capacidad de resiliencia capaces de
recuperarse de condiciones de blanqueamiento en cortos periodos de tiempo. durante la
investigacion realizada en los sitios Perpetuo Socorro y Ureles mediante el cultivo 24 muestras de
coral sano y blanqueado para cada uno de los sitios con agar marino y agar patata dextrosa. Se
realizé un analisis ANOVA para determinar si existia diferencias significativas entre las variables
fijas sitio, mes, tipo de agar y ¢l estado de coral, obteniendo como resultado diferencias
significativas en el estado del coral, sitio y tipo de agar en relacién con el nimero de colonias, es
decir, que existe una mayor cantidad de bacterias en los corales sanos y mayor cantidad de hongos
en coral blanqueado, teniendo una relacion directa entre bacterias y hongos, asi mismo se encontro
correlacion entre la disminucion de bacterias y el aumento de hongos con respecto la condicion

del blanqueamiento del coral.

Palabras claves: bacterias; hongos; agar marino; agar patata dextrosa; Perpetuo Socorro; Ureles.
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Abstract
Coral reefs are an important ecosystem for the development of marine life due to the symbiosis
they perform with other species, in addition to providing adequate shelter for other organisms.
They are composed of large groups of microorganisms such as bacteria, fungi and microalgae. The
different types of corals require long periods of time to be able to create large reef matrices,
creating habitats for fish and other marine species. Marginal corals are a species of coral with great
resilience capable of recovering from bleaching conditions in short periods of time. during the
research carried out at the Perpetuo Socorro and Ureles sites by cultivating 24 samples of healthy
and bleached coral for each of the sites with marine agar and potato dextrose agar. An ANOVA
analysis was performed to determine if there were significant differences between the fixed
variables site, month, agar type and coral status, resulting in significant differences in coral status,
site and agar type in relation to the number of colonies, that is, there is a greater amount of bacteria
in healthy corals and a greater amount of fungi in bleached coral, having a direct relationship
between bacteria and fungi, likewise a correlation was found between the decrease in bacteria and

the increase in fungi with respect to the condition of coral bleaching.

Keywords: bacteria; fungi; marine agar; potato dextrose agar; perpetua socorro; Ureles.
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Introduccion
Los arrecifes de coral se encuentran entre los ecosistemas mas diversos de la Tierra. Apoyan una
alta biodiversidad de organismos multicelulares que dependen en gran medida de
microorganismos asociados para la salud y la nutricion (Galand et al., 2023). Los corales secretan
esqueletos de carbonato de calcio que se acumulan con el tiempo para crear una matriz de arrecife
tridimensional que proporciona habitat para miles de peces y otras especies (Hoegh-Guldberg
et al., 2017). Se estima que la biodiversidad global de los arrecifes de coral tropicales alcanza las
830.000 especies en todo el mundo, lo que representa el 32% de todas las especies multicelulares
marinas nombradas (Galand et al., 2023).
En las ultimas décadas, se ha documentado la importante relacion entre el coral y sus simbiontes
microbianos (Peixoto et al., 2017). Sin embargo, las interacciones coral-microbioma ain no se
comprenden completamente debido a interacciones complejas, que incluyen la modulacion del
huésped de la fisiologia de las células simbiodticas y la influencia de las células simbioticas en su
huésped (Peixoto et al., 2017).
En muchos ecosistemas diversos, que van desde ecosistemas acudticos hasta los intestinos de
mamiferos ¢ implantes médicos, las poblaciones y comunidades de bacterias existen como
biopeliculas (Miller et al., 2012). El estudio de las comunidades microbianas de los corales es
clave para entender su asociacion con el holobionte, sin embargo, los mecanismos por los cuales
¢sta se lleva a cabo han sido poco estudiados (Gonzalez et al., 2019).
En el ambiente marino las asociaciones simbidticas mutualistas entre organismos juegan un rol
determinante para el buen funcionamiento y regulacion del ecosistema (Knowlton & Rohwer,
2003a).
Las simbiosis entre microorganismos y cucariotas estdn muy extendidas y muchas de ellas
desempeiian papeles clave en los ecosistemas en los que se dan. En particular, los mutualismos

son importantes impulsores de la estructura y el funcionamiento de los ecosistemas (Six, 2009).
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Las bacterias viven en estrecha asociacion con los corales y contribuyen a la fisiologia y la aptitud
del huésped al participar en la adquisicion de nutrientes, ¢l reciclado metabdlico y Ia proteccion
contra patdogenos (Galand et al., 2023).

Se cree que los mutualismos mas importantes desde el punto de vista ecologico en los arrecifes
son los de los dinoflagelados (zooxantelas) con los corales. Estos simbiontes fotosintéticos
obligados proporcionan gran parte de la energia que impulsa ¢l crecimiento de todos los corales
constructores de arrecifes (Knowlton & Rohwer, 2003b). Se sabe que esta relacion permite el
desarrollo de los arrecifes de coral en las zonas tropicales ya que las zooxantelas dan a su huésped
una fuente constante de carbono y nitrogeno, aumentan la tasa de crecimiento y reproduccion de
estos, asi como su tasa de calcificacidén y ademads secuestran compuestos toxicos para ¢l. Por otra
parte, el alga recibe del coral proteccion contra dafio por luz UV, mantenimiento en la zona fotica,
suplemento de CO2 y nutrientes, asi como mantenimiento de una alta densidad poblacional
(Espinosa, 2007).

Mas recientemente, se ha propuesto ¢l concepto de holobionte coralino para describir la asociacion
del huésped coralino con una comunidad microbiana diversa que incluye representantes de hongos,
algas endoliticas, bacterias y arqueas, de las cuales ciertas asociaciones son especificas de la
especie (Glasl et al., 2016).

Algunos autores proponen que las comunidades bacterianas asociadas con corales pucden ser
especie y sitio especificas con perfiles microbianos que reflejan relaciones filogenéticas (Gonzalez
et al., 2019). Muchas de estas bacterias parecen tener relaciones simbidticas con el polipo, y el
coral puede resguardar comunidades microbianas benéficas, por ejemplo, fijadoras de nitrégeno o
inhibidoras de patdgenos potenciales, que son favorecidas en su crecimiento por medio de cambios
en la composicion del moco (Gonzdlez et al., 2019).

Las bacterias que crecen en biopeliculas difieren notablemente de sus contrapartes de vida libre.

Una diferencia importante es la excrecion de polisacaridos extracelulares (EPS) por
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microorganismos asociados a biopeliculas, lo que facilita la adhesién de microorganismos dentro
de la biopelicula (Miller et al., 2012).
Dichos ecosistemas se ven afectados por distintos factores derivados del desarrollo tanto
econdmico como social de una nacion. Dentro de los principales factores que atectan los arrecifes
estan la sedimentacion, la pesca excesiva, la contaminacidon, el buceo recreativo, el
blanqueamiento y las fuertes tormentas (Ayda et al., 2016)
Durante el decenio de 1980 se observd repetidamente un blanqueamiento masivo de los arrecifes
de coral en toda la zona de arrccifes tropicales, en los océanos Atlantico, Pacifico e indico. asi
como en el Mar Caribe. Estos episodios de blanqueamiento de los arrecifes de coral coincidieron
con ¢l periodo mas caluroso del afo en todos los sitios observados (Hayes & Goreau, 1998).
En la década de 1990, surgieron enfermedades en los arrecifes de coral que aumentaron la presion
sobre las comunidades de arrecifes. Algunas de estas enfermedades se han vuelto epizodticas en
su distribucion. Desafortunadamente, en contraste con el alto potencial de recuperacion de
organismos del blanqueo, muchos de los organismos afectados por la enfermedad han muerto
(Hayes & Goreau, 1998).
Enfrentar esta crisis a gran escala requiere una importante ampliacion de los esfuerzos de gestion
basados en una mejor comprension de los procesos ecoldgicos que subyacen a la resiliencia de los
arrecifes (Bellwood et al., 2004).
A escala mundial, el blanqueamiento de los corales es la enfermedad mas grave que amenaza a los
arrecifes de coral. El blanqueamiento de corales es la interrupcion de las simbiosis entre los corales
huéspedes y su endosimbiotico Symbiodinium. La pérdida de las microalgas y/o sus pigmentos
fotosintéticos provoca que ¢l coral pierda color en este proceso de decoloracion. Si el proceso no
se revierte en unas pocas semanas o meses, dependiendo de la especie de coral especifica y de las

condiciones ambientales, ¢l coral morird. En general el blanqueamiento de los corales coincide
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con el periodo mas caluroso del afio y es mas grave en épocas de temperaturas mas calidas de lo
normal (Rosenberg et al., 2007a).

La asociacion simbiotica entre el animal coralino y su socio dinoflagelado endosimbiotico
Symbiodinium es fundamental para ¢l ¢éxito de los corales. Sin embargo, una variedad de otros
microorganismos asociados con los corales (es decir, bacterias, arqueas, hongos y virus) tienen un
papel complejo e intrincado en el mantenimiento de la homeostasis entre los corales y
Symbiodinium. Los corales son sensibles a los cambios en las condiciones ambientales
circundantes. Una de las respuestas mds ampliamente reportadas de los corales a condiciones
ambientales estresantes es el blanqueamiento. Durante este evento, los corales expulsan las células
de Symbiodinium de sus tejidos gastrodérmicos al experimentar temperaturas prolongadas del
agua de mar por encima de su umbral térmico (Peixoto et al., 2017).

Los proyectos de secuenciacion metagendmica revelaron una gran diversidad taxonomica de
microorganismos asociados a los corales, y algunos estudios apuntan a la posibilidad de conjuntos
microbianos especificos del huésped. La investigacion sobre microbiologia de corales carece
enormemente de fondos, en comparacion con los estudios de microbiomas en organismos
superiores. Por lo tanto, las comparaciones con los resultados de sistemas mejor financiados y
mejor caracterizados son invaluables. Uno de los principales resultados del Proyecto Microbioma
Humano es la comprension de que las vias funcionales, mas que la presencia de unidades
taxonomicas especificas, son las que determinan la estabilidad de la comunidad microbiana
asociada al huésped (Krediet et al., 2013).

Los corales proporcionan tres hdbitats generales para las bacterias: la capa mucosa superficial, el
tejido de coral y el esqueleto de carbonato de calcio. cada uno de los cuales tiene una poblacion
bacteriana distinta. Es probable que en cada habitat existan micro nichos. Inicialmente, las

investigaciones en microbiologia de los corales se concentraron en la fraccion mucosa, utilizando
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téenicas de cultivo. Estos estudios demostraron que el moco alberga una comunidad bacteriana
diversidad y abundante (Rosenberg et al., 2007b).

Los corales son los principales constructores de las estructuras de los arrecifes, dependen de sus
relaciones simbidticas con varios microorganismos, incluidas las eucariotas, bacterias, arqueas,
hongos y virus, para mantener su salud y buen funcionamiento.

Las temperaturas de las aguas ocednicas han sufrido cambios bruscos, provocando
blanqueamientos en los corales, las especies de corales marginales son comunidades afectadas por
el incremento de temperaturas, lo que produce alteraciones en sus componentes, sin embargo, los
corales marginales se recuperan en poco tiempo, esto puede influir en sus componentes
microbiologicos, por eso se busca determinar los microorganismos heterdtrofos en los corales
marginales.

A pesar del papel crucial de los microorganismos en los ecosistemas de arrecifes de coral y su
capacidad para recuperarse de cambios climdticos bruscos, existen lagunas importantes de
informacion para comprender el componente microbiano, interacciones y funciones ecolégicas.
Abordar estas lagunas de conocimiento es esencial para gestionar y conservar eficazmente los
arrecifes de coral frente a amenazas crecientes como el cambio climatico es por ello que esta
investigacion busca cuantificar la abundancia de bacterias mesofilas, hongos y levaduras en el
coral Pocillopora capitata en los arrecifes marginales Perpetuo Socorro y Ureles en Manabi,

Licuador

Materiales y Métodos
Area de estudio
lLas inmersiones para muestreo se realizaran en dos arrecifes marginales de la costa manabita,
utilizando buceo con equipo SCUBA. Las localidades por estudiar son: Perpetuo Socorro (00°

55.637, S 80° 44.353, W), ubicado a 2.3 km de la costa de Manta v Ureles (00° 54.113, S 80°
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38.863, W) ubicado a 4.6 km del puerto de la ciudad de Jaramijo. Ambos sitios de estudio
comparten caracteristicas estructurales, siendo de interés la zona de la cresta que se encuentra de

5 a 7 metros de profundidad.
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Hustracion 1. Sitios estudiados Perpetuo Socorro (PS) y Ureles (UR)

Toma muestras de coral

La toma de muestras de corales marginales se realizd en zonas puntuales de Ureles y Perpetuo
Socorro en la cresta del arrecife de coral marginal debido a su poca profundidad y a las
caracteristicas morfologicas del mismo.

Dentro de los procesos realizados para tomar las muestras de corales se encuentran los siguientes
pasos:

Para el inicio de la obtencion de las muestras preparamos el equipo de buced para las tres
sumersiones que se realizaron en los meses de octubre, noviembre y diciembre, ademads se preparé
el equipo donde sera almacenado las muestras del coral Pocillopora capitata, paralo cual se ocupo
fundas ciplox sefalizadas con el sitio, fecha y la condicion del coral, luego de tener las fundas
ciplox debidamente identificadas se procedié a sumergir en las coordenadas ya establecidas de

Ureles v Perpetuo socorro, extrayendo las tres muestras de coral sanos y tres muestras de coral



@
INVITRSIDAT 4 2
LOY ALFARO DE MANABI

W LA TECNICA

152

blanqueado por sitio obteniendo un total de doce muestras por cada mes, para su respectiva
manipulacion y fragmentacion del coral se utilizo guantes quirdrgicos para evitar la contaminacion
de las muestras.

Cuando se obtuvieron las muestras necesarias fueron subidas y almacenadas en un contenedor de
poliestireno para mantener una temperatura fria, las muestras estuvieron almacenadas el menor

tiempo posible hasta ser procesadas y trituradas en el laboratorio para su posterior cultivo.

Medios de cultivo

Se realizo la preparacion del medio de cultivo Agar marino disolviendo 55.25 gramos de agar en
1000m! de solucion salina, este medio de cultivo fue almacenado en botella de vidrio de
borosilicato con una bala de agitacion para posteriormente ser colocada en una plancha de
calentamiento y agitacion para disolver completamente el agar en la solucidn salina.

El medio de cultivo una vez disuelto se procedio a su esterilizacion utilizando un autoclave
llevando la solucion a una presion de 15 PSI durante 15 minutos, una vez terminado este proceso
se deja enfriar hasta unos 50 grados para manipular y verter el medio de cultivo en las placas Petri
evitando la solidificacién por el enfriamicnto total.

Para la realizacion del medio de cultivo Agar Patata Dextrosa se realizd una disolucion de 39
gramos de agar 1000ml de agua destilada, se le afladio una bala de agitacion posteriormente
ubicandose en una plancha de calentamiento y agitacion para disolver complemente el agar en el
agua destilada.

Para la esterilizacion se utilizo una autoclave llevando la solucidn a una presion de 15 PSI durante
15 minutos, una vez terminado este proceso se deja enfriar hasta unos 50 grados para manipular y

verter el medio de cultivo en las placas Petri.
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Diluciones
Se realizaron diluciones sucesivas partiendo de una solucion madre 1/10 por cada muestra de coral,

es decir, 45ml de solucion salina al 3,5% con 5 gramos de coral previamente triturado.

Posteriormente se afladieron a 7 tubos de ensayos 9ml de solucién salina con Iml de solucion

madre.
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Hlustracion 2. Diluciones sucesivas
Método de siembra
Se realizado el método de siembra en superficie vertiendo 1ml de muestra en una placa de agar
marino o patata dextrosa y realizando movimientos circulares para extender la muestra sobre la
caja Petri, se dejo incubar la placa durante 48 horas a 28 grados para hongos y levaduras y a 37
erados para bacterias una vez terminado el periodo de incubacion se procede el conteo de las

colonias que se han distribuido en la placa con el contador de colonias.

Recuento de colonias
La cuantificacion de las colonias de bacterias, hongos y levaduras se realizd mediante un contador

de colonias, permitiendo obtener el nimero de colonias existentes en cada una de las cajas Petri,
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se tomaron en cuenta las cajas Petri con un rango de 30 a 300 colonias debido a que valores

superiores o inferiores al rango no son estadisticamente representativos.

Analisis Estadistico

Il analisis estadistico se realizo a través el software JAPS, utilizando estadistica descriptiva
paramétrica para observar las tendencias en los promedios de los datos obtenidos, para lo cual se
realizo un analisis ANOVA con tres factores fijos que son el sitio, estado del coral (EC) y el tipo
de agar (TA) y la variable dependientes niimero de colonias, para complementar la ANOVA se
realiz6 una verificacion de supuestos y como andlisis final para determinar si existia una

correldacion entre las colonias de bacterias y las colonias de hongos se realizo su respectivo grafico.

Resultados y Discusion

Prueba de normalidad e igualdad de varianzas
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Figura 1. Grdfico de normalidad
Seglin la grafica Q-Q plot (fig 1) demostro que existe una normalidad de los datos para ¢l nimero

de colonias de bacterias y hongos.

F gl1 gi2 p

2.708 23.000 39.000 0.003

Tabla 1. Prueba de Levene
Segun la tabla 1 de la prueba de Levene no existe igual de varianzas debido a que el valor p es

<0.005 para el nimero de colonias de bacterias y hongos.

ANOVA
Casos Suma de Cuadrados gl Cuadrado Medio F p

Sitio 5409.788 1 5409.788 21.680 <001
AGAR 16720.095 1 16720.095 67.006 < .001
Mes 78.350 2 39.175 0.157 0.855
EC 45870.095 1 45870.095 183.826 =001
Sitio - AGAR 1363.820 1 1363.820 5.466 0.025
Sitio = Mes 0126 2 4563 0.018 0.982
AGAR =+ Mes 0.237 2 0.119 4.753%10™% 1.000
Sitio « EC 771.429 1 771.429 3.092 0.087
AGAR + EC 119324 .487 1 119324.437 478.197 < _001
Mes = EC 411.929 2 205.965 0.825 0.446
Sitio = AGAR = Mes 612 504 2 306.252 {257 0.304
Sitio = AGAR = EC 3108614 1 3108.614 12.458 0.001
Sitio = Mes = EC 535.872 2 267.936 1.074 0.352
AGAR = Mes = EC 68.222 2 34.11 0.137 0.873
Sitio - AGAR = Mes = EC 56.459 2 28.230 0.113 0.893
Residuals 9731.667 39 249.530

Tabla 2. ANOVA de los factores, estado de coral (EC), Agar (Ag), Sitio (St), Mes (ms) y sus
interacciones
La tabla 2 indica que existen diferencias significativas en las variables de colonias de
hongos/bacterias, estado de coral y sitio, reflejando un valor de p menor a <0.001 , en cuanto a las
interacciones entre las variables hongos/bacterias — estado de coral y se encontr¢ diferencias
significativas debido a que el valor p es menor a <0.001 , ademas, se encontraron diferencias

significativas en la interaceion entre las variables sitio, estado de coral y tipo de tratamiento, debido



a que el coral pocillopora capitata estudiado en los sitios Ureles y Perpetuo Socorro se encuentra
en diferentes longitudes con relacion a la costa y por su cercania a las actividades antropogénicas.
Fluctuacion del niimero de colonias de bacterias y hongos

El andlisis de varianza mediante el grafico descriptivo permite observar los promedios y la
desviacion tipica de los distintos estados del coral; coral sano (CS) y coral blanqueado (CB), con

respecto a las zonas de muestro Perpetuo Socorro (PS) y Ureles (UR).
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Figura 2. Presencia de bacterias en coral sano y blanqueado en las zonas Perpetuo Socorro y
Ureles
En el medio de cultivo agar marino (fig. 2). los promedios de coral sano para Ureles es 166,00 con
una desviacion tipica de 35,15 y para Perpetuo Socorro es de 215,66 con una desviacion tipica de
20.00 por lo que existe mayor nimero de colonias de bacterias en Perpetuo Socorro. Mientras que
en el coral blanqueado no existen diferencias significativas entre los promedios para cada uno de

los sitios estudiados.
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Figura 3. Presencia de hongos en coral sano y blanqueado en las zonas Perpetuo Socorro y
Ureles
En el medio cultivo agar patata dextrosa (fig. 3), los promedios de coral blanqueado para Ureles
es 82.00 con una desviacion tipica de 13,52 y para Perpetuo Socorro es de 108,00 con una
desviacion tipica de 5,56 demostrado que existe un mayor nimero de colonias de hongos en
Perpetuo Socorro. Mientras que en ¢l coral sano no existen diferencias significativas entre los

promedios para cada uno de los sitios estudiados.



Analisis de correlacion
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Figura 1. Correlacion entre el numero de colonias de bacterias y el numero de colonias de
hongos

Mediante ¢l analisis de correlacion (fig. 4) con el nimero de bacterias y ¢l namero de hongos, se¢
identificd que la relacion es negativa, con un valor “R de person” de -0.666 siendo este un valor
significativo, demostrandose que cuando disminuye la cantidad de colonias de bacterias. las
colonias de hongos invaden masivamente al coral blanqueado, es decir que es una relacion directa
con ¢l estado del coral.

El sitio Perpetuo Socorro tiene mayor cantidad de colonias de bacterias en corales sanos y mayor
cantidad de colonias de hongos en corales blanqueados en comparacion con el sitio Ureles dadas
sus ubicaciones respecto a la costa.

El area comprendida desde Manta hasta Jaramijo dentro de la Provincia de Manabi, es la zona
costera mas sobresaliente con respecto al norte del Ecuador, caracterizada por ser una zona
dinamica en funcion de las caracteristicas oceanograficas y meteoroldgicas, donde las olas entran
directamente con mucha energia desde el Pacifico con direccidn del noroeste. Esta zona contiene
mucha energia con un considerable arrastre de sedimentos, reportado como una zona vulnerable a

los procesos de erosion o sedimentacion (Vera et al., 2009).



La pérdida de zooxantelas en los corales blanqueados debilito la capacidad del coral para regular
las bacterias (Sun et al., 2022). En el analisis de la correlacion demuestra que a medida que las
bacterias disminuyen los hongos aumentan de poblacion en corales blanqueados.

Las diferencias significativas por sitio, tipo de agar y estado coral, estdn relacionadas con el coral
marginal. Las comunidades bacterianas entre los tres tipos de habitat mostraron diferencias
notables. y la composicion bacteriana entre los arrecifes de atoldon fue mds variada que entre los

arrecifes marginales (Liu et al.. 2022).

Conclusion

e A través de la cuantificacion de colonias de bacterias y hongos en relacion con el estado
del coral se determind que los corales sanos contienen una mayor cantidad de carga
bacteriana a diferencia de los corales blanqueados que poseen menor cantidad de bacterias
y una mayor cantidad de colonias de hongos.

o Ll muestreo realizado en Perpetuo Socorro y Ureles determino que en el sitio “PS” los
corales sanos y blanqueados contiene mayor cantidad de microorganismos a diferencia del
sitio “UR™ que contiene una menor carga microbiana debido a la distancia a la zona costera
y actividades antropogénicas determinando una diferencia por sitios.

e Se concluyo que no existe una diferencia en los corales pocillopora capitata sanos y
blanqueados en relacion de los meses monitoreados, determinando que los factores que
actuan directamente son el factor sitio y el estado de coral.

e La correlacion de las bacterias y hongos demostré que a medida que disminuye la
poblacion bacteriana en cada uno de los sitios, aumenta la poblacion de hongos, esto ocurre

con mayor facilidad cuando el coral se encuentra en un estado de blanqueamiento.
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