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RESUMEN. El estudio de la microbiota en corales es de fundamental importancia para un mejor entendi-
miento de los procesos que determinan su asociacion con el holobionte, sin embargo, aun se conoce poco
acerca de los mecanismos basicos de dicha asociacion. En esta investigacion el objetivo fue aislar a partir
de corales sin signos aparentes de enfermedad, las bacterias predominantes de la comunidad, determinar su
capacidad de adhesion al moco producido por Pocillopora sp. e identificarlas molecularmente. Se recolec-
taron corales de los géneros Pocillopora sp. y P. panamensis, se cuantificd la poblacion de cuatro grupos
de microorganismos (expresados como Log de UFC g): bacterias mesofilas aerobias (4.7 - 6.4), bacterias
acido lacticas (<1.0-5.8), bacterias del género Vibrio (<1.0-4.5), asi como hongos y levaduras (<1.0-3.6).
Se aislaron 156 cepas bacterianas del holobionte homogeneizado y se seleccionaron aquellas con mayor
crecimiento a las 24 h para el ensayo de adhesion, que consistio en 25 cepas de Pocillopora sp. y 27 de P.
panamensis. El ensayo de adhesion al extracto crudo de moco de Pocillopora sp., marcado enzimaticamente
con HRP mostr6 que el 82 % de las cepas se adhieren. Se extrajo ADN de todas las cepas, sin embargo, con
los oligonucledtidos universales utilizados se obtuvieron productos de PCR solo de 32. Se identificaron mo-
lecularmente 14 de Pocillopora sp. y 18 de P. panamensis con base en la secuenciacion y analisis del gen 16S
DNAr. Las cepas identificadas correspondieron a 17 especies, donde predominé el género Bacillus, con 64
% en Pocillopora sp.y 44 % en P. panamensis. Las especies de bacterias que comparten estos corales son B.
subtilis y Staphylococcus hominis. Se sugiere que las especies identificadas adherentes tienen la capacidad
de colonizar el moco del coral, son comensales y potencialmente benéficas, debido a que fueron aisladas de
corales aparentemente sanos.
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Adhesion ability to coral mucus of isolated bacteria from Pocillopora sp.
and Porites panamensis of California Gulf southeast.

ABSTRACT. The study of coral microbiota is of fundamental importance for a better understanding of the
processes that determine its association with the holobiont, however, little is known about the basic mecha-
nisms of this association. In this research, the objective was to isolate from corals without apparent signs of
disease, the predominant bacteria of the community, determine their ability to adhere to the mucus produced
by Pocillopora sp. and identify them molecularly. Corals of the genera Pocillopora sp. and Porites pana-
mensis were recollected, the population of four groups of microorganisms (expressed as Log of CFU g') was
quantified. Results indicated acrobic mesophilic bacteria (4.7 - 6.4), lactic acid bacteria (<1.0-5.8), bacteria of
the Vibrio genus (< 1.0-4.5), as well as fungi and yeasts (<1.0-3.6). 156 bacterial strains of the homogenized
holobiont were isolated and those with the highest growth at 24 h were selected for the adhesion test, which
consisted of 25 strains of Pocillopora sp. and 27 of P. panamensis. The adhesion test to the enzymatically
labeled with HRP crude mucus extract of Pocillopora sp., showed that 82% of the strains adhere. DNA was
extracted from all strains, however, with the universal oligonucleotides used, only 32 PCR products were
obtained. 14 strains from Pocillopora sp. and 18 from P. panamensis were molecularly identified based on the
sequencing and analysis of the 16S DNAr gene. The strains identified corresponded to 17 species, where the
genus Bacillus predominated, with 64% in Pocillopora sp. and 44% in P. panamensis. The species of bacteria
that share these corals are B. subtilis and Staphylococcus hominis. It is suggested that the identified adherent
species have the ability to colonize coral mucus, are commensal and potentially beneficial, because they were
isolated from apparently healthy corals.
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INTRODUCCION

El estudio de las comunidades microbianas de los
corales es clave para entender su asociacion con el
holobionte, sin embargo, los mecanismos por los cua-
les ésta se lleva a cabo han sido poco estudiados. La
adhesion bacteriana al moco es comunmente conside-

al., 2002; Hammes & Hertel, 2006). Por lo que com-
prender el comportamiento de las comunidades mi-
crobianas es clave para entender su salud (Mouchka
etal.,2010).

Algunos autores proponen que las comunidades
bacterianas asociadas con corales pueden ser especie

rada como el primer paso en la colonizacién del tejido
del hospedero (Henriksson & Conway, 1996; Rojas et
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y sitio especificas (Ritchie & Smith, 2004; Rohwer
& Kelley, 2004; Sunagawa et al., 2010), con perfi-
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les microbianos que reflejan relaciones filogenéticas
(Ritchie & Smith, 2004). Muchas de estas bacterias
parecen tener relaciones simbidticas con el polipo,
y el coral puede resguardar comunidades microbia-
nas benéficas, por ejemplo, fijadoras de nitrégeno o
inhibidoras de patogenos potenciales, que son favo-
recidas en su crecimiento por medio de cambios en
la composicion del moco (Rohwer & Kelley, 2004).
Asi mismo, se han reportado ribotipos de gamma
proteobacterias que pueden representar a asociados
comunes y especificos de corales e invertebrados ma-
rinos (Kvennefors et al., 2010). Sin embargo, para
la mayoria de las especies de corales se desconoce
la capacidad de adhesion de la comunidad que habi-
ta en su superficic mucosa y tejido. Se ha propues-
to una hipotesis del concepto probidtico en corales,
planteando que el coral holobionte puede adaptarse
a condiciones de estrés durante cambios ambientales,
cambiando las cantidades relativas de ciertas espe-
cies bacterianas (Reshef et al., 2006). Asi mismo se
propuso que la comunidad microbiana de los cora-
les no solo es adaptable en términos de diversidad,
sino también en un equilibrio dinamico en términos
de biomasa (Weinbauer et al., 2012). Otros estudios
indican que el microbioma es esencial para la inmuni-
dad y salud del coral (Krediet ef al., 2013; Mao-Jones
et al., 2010; Rosenberg et al., 2007) y otros revelaron
algunas interacciones coral-bacteria generalmente es-
tables entre los habitats del arrecife y mostraron que
P asteroides y Pocillopora verrucosa del Caribe y
del Mar Rojo comparten las bacterias Ralstonia sp.
y Propionibacterium sp. (Ainsworth et al., 2010), Asi
mismo, mostraron la diferenciaciéon del microbioma
nucleo del coral, como una forma de diferenciar las
asociaciones estables y consistentes de la comunidad
completa (Béackhed et al., 2012 & Hernandez-Agreda
etal., 2017).

Esta bien establecido que todos los corales se-
cretan moco, el cual es esencial para procesos vitales
como alimentacion heterotrofa, limpieza del sedi-
mento y defensa contra multiples estresores ambien-
tales (Ritchie & Smith, 2004), funciona como una
barrera fisicoquimica de proteccion (Santavy & Pe-
ters, 1997; Sutherland ef al., 2004), y constituye un
micro-habitat y un medio de crecimiento para una
comunidad bacteriana diversa, que generalmente es
benéfica pero que puede ser patdogena (Ducklow &
Mitchell, 1979 a y b; Rublee et al., 1980; Toren et
al., 1998; Banin et al., 2000, 2001; Lipp et al., 2002;
Brown & Bythell, 2005; Li et al., 2014). El moco se
ha descrito con diferentes nombres, v.gr., microcapa
superficial del coral (CSM por sus siglas en inglés),
capa superficial de mucopolisacarido (SML) y capa
de mucopolisacarido (MPSL) (Kellogg, 2004), con-
siste en un complejo rico en polimeros de glicopro-
teina sulfatada (mucina), producida por mucositos
especializados que se encuentran principalmente en
el ectodermo oral del pdlipo, es sintetizado a partir de
la fotosintetasa producida por sus dinoflagelados en-
dosimbioticos (Patton ef al., 1977; Brown & Bythell,
2005; Krediet et al., 2013). La tasa de produccion ha

sido reportada como un criterio para designar grados
de estrés (Thompson ef al., 1980) y enfermedades de
corales en el Caribe (Porter et al., 2001) y en el In-
do-Pacifico (Sutherland et al., 2004).

Pocillopora sp. es dominante en el Oeste de Méxi-
co (Lopez-Pérez et al., 2012; Reyes-Bonilla & Barra-
za, 2003), P. panamensis es también un coral conspi-
cuo en el suroeste del Golfo de California (CONANP,
2006). Se ha reportado que las comunidades coralinas
de la costa occidental de México se recuperan rapi-
damente de eventos naturales tales como El Nifio
(ENSO), aun en areas con alta mortalidad (Reyes-Bo-
nilla et al., 2002). Sin embargo, expertos advierten
que los arrecifes coralinos del Pacifico estan en una
trayectoria de degradacion similar a la experimentada
en la cuenca del Caribe, donde se han reducido, y su-
gieren que la proliferacion de enfermedades en arreci-
fes de coral es signo de una enfermedad ambiental del
océano (Galloway ef al., 2009). Enfermedades como
banda negra (BBD black band disease), plaga blanca
tipo I (WPL-I white plague type I) y anomalias del
crecimiento esquelético (SKA, skeletal anomalies) se
han registrado en el Indo-Pacifico, para Pocillopora
sp. y Porites spp. (Sutherland et al., 2004), sin em-
bargo, en el Pacifico Mexicano, no hay registros de
corales impactados por enfermedades microbianas y
se sugiere que las lesiones que se observan en Poci-
llopora sp. se deben a la decoloracion y pérdida de te-
jido inducida por depredacion y sobrecrecimiento de
esponjas o algas (Rodriguez-Villalobos et al., 2014).

Uno de los retos que ha tomado relevancia en las
ultimas décadas, es determinar la contribucion de las
comunidades microbianas en la resiliencia de los
arrecifes, debido a que las interacciones metabodlicas
con el holobionte son esencialmente desconocidas
(Wegley et al., 2007; McDevitt-Irwin et al., 2017) y
un primer paso para dicha contribucion puede ser la
habilidad de adherirse al moco superficial. El objeti-
vo fue aislar las bacterias predominantes de la comu-
nidad bacteriana de corales sin signos aparentes de
enfermedad, determinar su capacidad de adhesion al
moco producido por Pocillopora sp. e identificarlas
molecularmente.

MATERIALES Y METODOS
Sitio y recolecta de muestras

Entre mayo del 2014 y enero del 2016 se recolec-
taron muestras de 30 g de tres colonias de los géne-
ros Pocillopora sp., Lamarck, 1816 y P. panamensis,
Verrill, 1866, a una profundidad de entre 2 y 10 m.
Las muestras se tomaron en cuatro sitios ubicados
en la costa sureste de la Peninsula de Baja California
(Fig. 1) en la Isla La Gaviota (IG) (24°17°19” N y
los 110°19°56” W), Punta Arena (PA) (24°03°40” N y
los 109°49°52” W) y dos sitios limitrofes del Parque
Nacional Cabo Pulmo (PNCP), identificados como
PNCP-Norte (23°22°40” N y los 109°28°03” W) y
PNCP-Sur (23°5°00” N y los 109°5°00 W).

Las colonias se seleccionaron al azar en un area
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Figura 1. Ubicacion de los sitios en donde se realizo la recolecta del material biologico. La Gaviota (LG), Punta Arena (PA), sitios
limitrofes norte y sur al Parque Nacional Cabo Pulmo (PNCP-Norte y PNCP-Sur).

de 100 m? entre aquellas que no presentaban signos de
algun dafio en el tejido o presencia de algas epifitas;
caracteristicas necesarias para considerarlas en buen
estado de salud. Los trozos de coral se envolvieron
con papel aluminio y se depositaron por separado
dentro de bolsas plasticas estériles con capacidad de
1000 mL, inmediatamente después fueron transporta-
das en hielera para su procesamiento en el laboratorio.

Aislamiento y condiciones de cultivo
de las bacterias

Para llevar a cabo el analisis microbiolégico de
los corales, de cada género se incorporaron cantida-
des iguales de las 3 muestras tomadas de cada sitio
para completar 10 g, los cuales se colocaron en fras-
cos de diluciéon con 90 mL de solucién salina tampo-
nada con fosfato a temperatura ambiente (PBS, NaCl
145 mM, KH,PO, 2.87 mM y K. HPO, 6.95 mM, pH
7.2) y se trituraron con un homogeneizador de teji-
dos (Ultra-Turrax T25, Janke & Kunkel). Se utilizo el
método de cuenta viable y la técnica de extension en
superficie, sembrando por duplicado placas de Petri
con los medios de cultivo: Agar Marino (AM), Agar

Tiosulfato Citrato Bilis Sacarosa (TCBS), Agar Mann
Rogosa and Sharp (MRS) y Agar Papa Dextrosa
(APD) para cuantificar bacterias mesodfilas aerobias,
Vibrio, bacterias acido lacticas, hongos y levaduras
respectivamente. Para el aislamiento se seleccionaron
colonias de bacterias presentes en las diluciones mas
altas (bacterias predominantes) con distintas caracte-
risticas macroscopicas, las cuales fueron purificadas
en los medios de cultivo mencionados. La morfologia
celular, fue examinada por microscopia de contras-
te de fases (Nikon Eclipse E-600), se realizaron las
pruebas bioquimicas tincion de Gram, catalasa y oxi-
dasa y posteriormente, la biomasa bacteriana de los
cultivos puros se guardo a -85°C en PBS y 40 % (v/v)
de glicerol.

Obtencion de moco superficial de coral

Se extrajeron tres fragmentos de cada coral en es-
tudio de la Isla La Gaviota, de aproximadamente 80
g. Se colocaron por separado sobre una charola estéril
y se dejaron en reposo por 30 min para permitir la sa-
lida de moco, enseguida las muestras fueron raspadas
con una espatula de hule estéril, para la disolucion
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del moco se adiciond por goteo aproximadamente 1
mL de una solucion equilibrada del tampéon HEPES
plus Hanks (H-H) refrigerado (NaCl 136,87 mM, KCI
5,37 mM, CaCl,.2H,0 1,26 mM, MgSO TH,O 0,81
mM, Na,HPO, 0,35 mM, KH,PO, 2,57 mM y HEPES
9,98 rnM pH Y7 ,4). El moco e P} panamensis no se
pudo obtener en cantidad suficiente debido a su baja
producciodn, sin embargo, de Pocillopora spp se reco-
lectaron aproximadamente 20 mL, que se colocaron
en un tubo estéril el cual permaneci6 sobre hielo. El
moco de coral disuelto en el buffer se transfirio a un
tubo conico de 50 mL para centrifugarse a 11000 rpm
por 10 min a 4°C. El sobrenadante se colocé en un
tubo estéril y volvio a centrifugarse en frio a 11000
rpm por 30 min. Se desechd el precipitado y el extrac-
to de moco crudo se guard6 a -20°C.

Marcado enzimatico del extracto de moco crudo
de Pocillopora sp.

El moco de Pocillopora sp. se conjug6 con la en-
zima Horse Radish Peroxidase (HRP) usando el mé-
todo de Hudson y Hay (1989) y de acuerdo con la me-
todologia descrita por Rojas y Conway (2001). Bre-
vemente, se disolvieron 4 mg de HRP (HRP1000U/
mg, Sigma) en 2 mL de agua destilada estéril, se adi-
cionaron 400 pL de periodato de sodio 0.1M recién
preparado; esta mezcla se agitd suavemente por 20
minutos a temperatura ambiente; enseguida la solu-
cion se dializo contra un buffer de acetatos 0.001M,
pH 4.4 durante 12 horas a 4°C. Posteriormente, se
suplementaron las preparaciones de moco congelado
con el inhibidor de proteasas Na,EDTA hasta la con-
centracion final 1Mm; se dejo descongelar y se ajustd
la proteina del moco a 4 mg/mL. A la enzima previa-
mente dializada se le afiadieron 20 pL de buffer de
carbonato de sodio 0.1M, pH 9.5, con el fin de elevar
el pH de la mezcla hasta 9-9.5. Enseguida, se hizo una
mezcla 1/1 de la enzima y el mucus tratado con el in-
hibidor de proteasas y se mantuvo a temperatura am-
biente por 2 horas mezclando ocasionalmente. Pos-
teriormente, se adicionaron 100 pL de una solucion
recién preparada con 4mg/mL en agua destilada de
borohidruro de sodio (para reducir enzima libre). La
mezcla se dializo contra un buffer de boratos 0.1M,
pH 7.4 durante 12 h a 4°C. Finalmente, el mucus se
mezcld con volumenes iguales de glicerol al 80% y se
guardé a -20°C.

Cultivo de las bacterias a ensayar

Las cepas guardadas a -80°C fueron reactivadas
en AM e incubadas a 30°C por 24 h, posteriormente
se resembraron en el mismo medio y después de 18 h
las células bacterianas se cosecharon y lavaron con 1
mL de H-H y se centrifugaron a 3500 rpm por 5 min
a 4°C; el sobrenadante se decanto y los pellets se sus-
pendieron en H-H hasta llegar a una DO, de 0.9-1.0.

Ensayo de adhesion

El ensayo de adhesion se baso en los métodos
descritos previamente por Rojas & Conway, (2001).
Concisamente, una membrana microporo de difluoru-

ro de polivinilideno (Immovilon PVDEF, Millipore)
se hidraté con metanol por dos segundos, inmedia-
tamente después se lavo en agua destilada por 5 min
y se introdujo en buffer H-H para equilibrarla; con
la finalidad de mantenerla himeda se coloc6 sobre
una cama de papel filtro impregnado previamente
con H-H. Sobre la membrana se inmovilizaron por
triplicado gotas de 20 pL de las suspensiones de bac-
terias. La membrana se separ6 del papel filtro y se
coloco directamente en una charola con 15 mL de una
solucion al 3 % (p/v) de Albimina de Suero Bovino
(BSA) (que actué como agente bloqueante de sitios
de adhesion no especificos) preparada con buffer
H-H, se mantuvo en reposo durante 10 min. La mem-
brana se lavo 3 veces con 15 mL de buffer H-H y se
incorpor6 una solucion 1:1000 de tampon H-H con
la mucina marcada y se mantuvo en reposo durante 2
h a temperatura ambiente. Para visualizar la reaccion
de adhesion de la bacteria inmovilizada con el moco
marcado, la membrana se lavo con tampon de acetato
de sodio 0.1 M, pH 5,0 y luego se incubd en oscuri-
dad con 10 mL del mismo tampo6n conteniendo 2,5
pL de una solucion de perdxido de hidrogeno al 30%
(Sigma) y 3,5 mg de 3,3 ‘-diaminobenzidina (Sigma).
Las membranas se lavaron con agua y se secaron a
temperatura ambiente.

Identificacion molecular

La extraccion de ADN de las cepas predominan-
tes aisladas y ensayadas para adhesion, de los dos gé-
neros de coral se efectud con el set comercial Wizard
Genomic DNA Purification kit (Promega). Se amplifi-
c6 el gen 16S DNAr por medio de la Reaccion en Ca-
dena de la Polimerasa (PCR) con los oligonucledtidos
(pA: 5’-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’ y pH*:
5’-AAGGAGGTGATCCAGCCGCA-3") (Broda et
al., 1999), Los productos de la PCR que se obtuvieron
fueron enviados a la empresa MACROGEN Korea,
para su purificacion y secuenciacion por el método de
Sanger. Las secuencias recibidas fueron comparadas
con las reportadas en GenBank database (http:/www.
ncbi.nlm.nih.gov/BLAST) disponible en el sitio de
internet de la National Center for Biotechnology In-
formation (NCBI), finalmente, las secuencias fueron
registradas en este sitio.

RESULTADOS
Numero de bacterias

En este estudio se registrd la poblacion de bac-
terias cultivables en muestras homogeneizadas de
Pocillopora sp. y P. panamensis de cuatro sitios del
suroeste del Golfo de California como el rango pro-
medio de bacterias, expresado como Log de UFC g
de cada grupo de microorganismos (Tabla 1). Como
se observa, el grupo de bacterias mesofilas aerobias
cultivadas en agar marino fluctuaron entre 5 y 5.9 en
Pocillopora sp. y entre 4.7y 6.4 en P. panamensis. El
conteo de bacterias acido-lacticas presuntivas en agar
MRS fue mas alto en las zonas limitrofes del Parque
Nacional Cabo Pulmo (PNCP), en un rango de 2.6
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Tabla 1. Grupos de bacterias, hongos y levaduras cultivables documentadas como Log de UFC g-!' en corales del género Pocil-
lopora spp. (PL) y P. panamensis (PR) en los cuatro sitios de recolecta. Cada uno de los valores son el promedio de dos replicas.

Sitio de Grupos de bacterias
recolecta Coral  Mesofilas aerobias  Acido lacticas Vibrio  Hongos y levaduras
LG PL 5.0 29 <1.0 <1.0
PR 5.7 <1.0 <1.0 <1.0
PA PL 5.7 2.8 <1.0 <1.0
PR 4.7 <1.0 <1.0 <1.0
PNCP-Norte PL 5.7 4.9 2.7 3.0
PR 53 5.8 4.5 3.6
PNCP-Sur PL 5.9 2.6 3.7 d/n
PR 6.4 2.7 2.5 d/n

d/n=dato no disponible

a 4.9 en Pocillopora sp. y de 2.7 a 5.8 en P. pana-
mensis, mientras que bacterias presuntivas del género
Vibrio cultivadas en TCBS) mostraron los registros
mas altos en el género P. panamensis. La observacion
microscopica de las bacterias aisladas revelo que la
mayoria presentaron una morfologia bacilar. Las ce-
pas predominantes en los dos géneros de coral, ais-
ladas de los 4 sitios de recolecta fueron 156, de las
cuales 91 correspondieron a Pocillopora sp.y 65 a P.
panamensis.

Bacterias que se adhieren al moco de coral

La capacidad de adherirse a moco de las cepas
aisladas se evaluo cualitativamente, observando la in-
tensidad de color de la reaccion de adhesion de cada
cepa al moco de coral marcado enzimaticamente con
HRP (Fig. 2). Este ensayo se realizo con las 52 cepas
que presentaron mayor crecimiento a las 18 horas de
incubacion, tomando en cuenta que deben alcanzar
una DO, de 0.9 a 1.0. El ensayo arroj6 que el 82
% de las 52 cepas bacterianas predominantes en es-
tos dos corales presentan adhesion al moco de coral
mientras que el 18% no mostraron esta caracteristica.

Identificacion molecular de las cepas

Se identificaron a través de la amplificacion por
PCR y secuenciacion del gen 16S ADNT, 32 cepas que
comprenden el 62 % de las ensayadas para adhesion;
de las cuales 26 presentaron adhesion positiva (Tabla
2) y 6 no se adhirieron (Tabla 3). Las secuencias de
estas cepas comparadas en la base de datos de NCBI
con la herramienta BLAST mostraron en su mayo-
ria un porcentaje de identidad del 100%. En general,
fue predominante el género Bacillus (53%), el cual se
registro en los dos géneros de coral estudiados (Fig.
3) y en los cuatro sitios de recolecta (Tabla 4), por
lo que consideramos que presenta una distribucion
cosmopolita en la region. Las especies de bacterias
identificadas de Pocillopora sp. y de P. panamensis se
muestran en las Tablas 2 y 3. Las seis cepas identifica-
das que no se adhieren a moco de coral corresponden
a las especies S. hominis (3), S. epidermidis (1) y Ba-
cillus foraminis (2), de éstas, S. epidermidis PRP18 y
S. hominis PRF50 fueron aisladas de P. panamensis
(Tabla 3). Las especies de bacterias que comparten
los dos géneros de coral son B. subtilis y Staphylococ-
cus hominis (Tabla 4). Las especies que se registra-
ron en orden de mayor a menor frecuencia fueron B.
megaterium, B. subtilis, B. aryabhattai, B. foraminis,

PRF50 PLG1 PLA9 PLG24

PRG6 PRG19 PRF31 PRP18

Figura 2. Membrana de Immovilon PVDF que muestra la intensidad de color del HRP-moco adherido a algunas cepas ensayadas.
Muestra resultados cualitativos por triplicado de Staphylococcus homins (PRF50), Pseudovibrio denitrificans (PLG1), Bacillus
megaterium (PLA9), Bacillus foraminis (PLG24), Bacillus sp. (PRG6), Staphylococcus pasteuri (PRG19), Bacillus aryabhattai

(PRF31), Staphylococcus epidermidis (PRP18).
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Tabla 2.- Bacterias predominantes en corales del género Pocil-
lopora spp. y P. panamensis que se adhieren a HRP-moco de
coral.

Clave Especie Identidad No. acceso a
de cepa GenBank
PLG1  Pseudovibrio denitrificans ~ 100%  MK418931
PLG24 Bacillus foraminis 99% MK418942
PLA3  Bacillus megaterium 100%  MK418926
PLAY  Bacillus megaterium 100%  MK418920
PLA12 Enterobacter cloacae 99% MK418921
PLP10  Bacillus megaterium 100 %  MK418946
PLF7  Bacillus megaterium 99% MK418933
PLF9  Pseudovibrio denitrificans 99% MK418935
PLF10 Bacillus megaterium 100%  MK418936
PLF71  Bacillus subtilis 100%  MK418953
PRG6  Bacillus sp. 99% MK418940
PRGI15 Kocuria turfanensis 99% MK418928
PRGI19 Pseudomonas aeruginosa 99% MK418929
PRA1  Stenotrophomonas sp. 99% MK418922
PRAG6  Bacillus aryabhattai 100%  MK418923
PRP1-1 Photobacterium sp. 99% MK418925
PRP1-2 Bacillus subtilis 100%  MK418924
PRP3a  Bacillus velezensis 100%  MK418950
PRP6c  Bacillus subtilis 99% MK418943
PRP7  Bacillus subtilis 100%  MK418945
PRP16  Staphylococcus pasteuri 99% MK418947
PRP19  Staphylococcus pasteuri 100%  MK418949
PRP24  Staphylococcus sp. 99% MK418944
PRF31  Bacillus aryabhattai 99% MK418938
PRF35 Enterococcus faecium 100%  MK418937
PRF46  Bacillus aryabhattai 100%  MK418941

Las claves significan lo siguiente: PL= Pocillopora spp., PR=P.
panamensis, G= La Gaviota, A= Punta Arena, P=PNCP-Norte,
F=PNCP-Sur, el niimero y las letras en minuscula indica la cepa.

Tabla 3.- Bacterias predominantes en corales de los géneros
Pocillopora sp. y P. panamensis* que no se adhieren a HRP-
moco de coral.

Clave de Especie Identidad No. acceso a
cepa GenBank
PLF6  Bacillus foraminis 100% MK418932
PLF8  Bacillus foraminis 100% MK418934
PLF54  Staphylococcus hominis 100% MK418951
PLF55  Staphylococcus hominis 100% MK418952
PRP18 * Staphylococcus epidermidis 100% MK418948
PRF50 * Staphylococcus hominis 100% MK418927

Las claves significan lo siguiente: PL= Pocillopora spp., PR=
P. panamensis, P=PNCP-Norte, F=PNCP-Sur, el nimero indica
la cepa.

Pseudovibrio denitrificans, S. hominis 'y S. pasteuri.
El resto de las especies se identificaron en una sola
ocasion y sitio de recolecta (Tabla 4).

DISCUSION

Para avanzar en el conocimiento del mecanismo de
asociacion de las bacterias a su hospedero holobionte,
con el cual contribuyen a mantener un nicho ecol6gi-
co saludable, se estudio la adhesion de bacterias pre-
dominantes aisladas de los corales a un extracto crudo
de moco del mismo coral marcado enzimaticamente,
de tal forma que se aporta informacion basica sobre la
capacidad que tiene la fraccion cultivable de las comu-
nidades bacterianas de los corales de los géneros Poci-
llopora sp.y P. panamensis de adherirse al moco, como
un primer paso para colonizarlo y establecer algun tipo
de asociacion. La adhesion puede ser un proceso es-
pecifico que involucre la interaccion de adhesinas su-
perficiales de la bacteria y receptores en la superficie
mucosa del hospedero, una vez que la adhesion ocu-
rre, la bacteria puede inducir la expresion de genes
que pueden causar la activacion de rutas metabodlicas
de sefializacion en las células del hospedero o vice-
versa (Nousiainen et al., 2004; Ouwehand & Ves-
terlund, 2004; Richards et al., 2005; Wilson, 2005;
Barbés, 2008; Little et al., 2008; Azcarate-Peril et al.,
2008; Lebeer, 2008; Kleerebezem, 2010).

Inicialmente se realizd el conteo de diferentes
grupos de microrganismos en los dos géneros de coral,
encontrando poblaciones expresadas en Log de UFC
g-! similares entre los sitios de recolecta. En el caso de
las bacterias acido lacticas, su registro fue alto en los
dos géneros recolectados de PNCP-norte, sin embar-
g0, en La Gaviota y Punta Arenas, P. panamensis pre-
sentd cuentas viables < 10 UFC g-'. No se cuenta con
antecedentes del registro de poblaciones de bacterias
asociadas a corales sanos en la zona de estudio, sin em-
bargo, la abundancia y composicion de las poblaciones
de bacterias presentes en el género P. panamensis han
sido reportadas previamente por Ducklow & Mitchell
(1979b) en Barbados; los autores observaron diferen-
cias significativas al evaluar las UFC/mL de tres espe-
cies de coral y el agua de mar circundante a las colo-
nias, en el agua de mar registraron 3.2 Log de UFC mL
y en el moco de P, astreoides, 6.6 Log de UFC mL, este
registro es comparable a lo observado en esta investi-
gacion en un homogenizado (tejido y moco) del coral.

En esta investigacion los ensayos de adhesion a
moco de coral de bacterias predominantes aisladas de
Pocillopora sp. y P. panamensis, permitieron consta-
tar que el 71 % y 88 % respectivamente, se adhieren
al moco de Pocillopora sp. La adhesion de bacterias
aisladas de P. panamensis a moco de Pocillopora sp.
fue similar, lo cual sugiere que los receptores de las
adhesinas bacterianas en el moco de los dos géneros
de coral pueden ser analogos. El moco de corales esta
compuesto principalmente por mucinas, las cuales
varian en concentracion dependiendo de la especie de
coral (Jatkar et al., 2010), sin embargo, se requiere
llevar a cabo estudios mds especificos para compren-
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Pocillopora spp.

B Bacillus
B Pseudovibrio
B Staphylococcus

5.6
B Enterobacter
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56 5.6

5.6

® Bacillus

B Staphylococcus

B Photobacterium

B Pseudomonas
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= Kocuria
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Figura 3. Géneros de bacterias predominantes en porcentaje de ocurrencia, identificadas en los corales Pocillopora spp.y P. pana-

mensis del suroeste del Golfo de California.

der la relacion adhesina bacteriana-receptor en moco.

Estos resultados también permiten sugerir que las
bacterias se adhieren al moco de coral como un pri-
mer paso para colonizarlo y establecer una asociacion
estable. Mantener dicha asociacion en las colonias co-
ralinas es de fundamental importancia, ya que a través
de la ocupacion del nicho en las capas de moco, los
microorganismos benéficos pueden prevenir compe-
titivamente que los patogenos entren fisicamente en
el coral o se adhieran a la epidermis coralina, por otra
parte, algunas bacterias en las capas de moco de co-
ral producen compuestos antimicrobianos que pueden
contribuir con el holobionte como una primera linea
de defensa contra patdgenos y otros organismos inva-
sores (Shnit-Orland & Kushmaro, 2009), de tal forma
que las propias comunidades microbianas juegan un
papel importante en la determinacion de los tipos de
microbios que colonizan la superficie del coral a tra-
vés de la ocupacion de nicho y el antagonismo hacia
otras bacterias (Ritchie, 2006; Rypien et al., 2010).
Asi mismo, se observo que no todas las bacterias se
adhieren al moco, como fue el caso de algunas ce-
pas de Staphylococcus y Bacillus, 1o que sugiere que
¢éstas son transitorias y tienen menos posibilidades
de establecer una asociacion estrecha con el coral.
Ritchie, (2006), propone un esquema de especies de
bacterias aisladas del moco de Acropora palmata en
el que identifica residentes, visitantes y de la columna
de agua y considera a varias especies de Staphylo-
coccus, Pseudomonas y Vibrio como visitantes, 1o
cual coincide con algunas cepas encontradas en este
estudio que no se adhieren; no obstante, se requiere
mas investigacion para determinar cudl es el papel
que juegan en el moco y que mecanismos tienen para
permanecer en ese nicho ecoldgico, por ejemplo, se
ha reportado que algunas especies de Staphylococcus
pueden formar biopeliculas bajo diversos factores, lo
que las hace capaces de sobrevivir en entornos nor-
malmente hostiles, de manera que la formacion de
éstas es una estrategia de supervivencia bacteriana
(Gotz, 2002), que puede actuar como membrana pro-
tectora (Zhi-Ping et al., 2018).

Si bien, las investigaciones basadas en técnicas

cultivo-dependientes que caracterizan la comunidad
bacteriana son escasas, en las ultimas décadas el es-
tudio del microbioma asociado a las distintas especies
coralinas se ha desarrollado significativamente, en gran
medida gracias al empleo de técnicas independientes
del cultivo, las cuales han generado una revolucion
en el conocimiento de su diversidad (Rohwer et al.,
2002; Wegley et al., 2007; Reis et al., 2009; Carlos
et al., 2013). Numerosos autores han descrito las aso-
ciaciones coral-bacteria, y aportado evidencias de que
las especies coralinas poseen a su vez comunidades
bacterianas especificas, incluso si las poblaciones de
la misma especie de coral estan separadas espacial o
temporalmente (Rohwer et al., 2002; Rohwer & Ke-
lley, 2004; Bourne ef al., 2008). Los resultados de esta
investigacion reflejaron que en las cepas de Pocillopo-
ra sp. y P. panamensis predominé el género Bacillus
con un 64 y 44 % respectivamente. Dos de las 17 es-
pecies identificadas, se encontraron en ambos corales:
B. subtilis y Staphylococcus hominis, formando parte
de la microbiota comtn de los corales estudiados. En
particular, Staphylococcus hominis no presentd adhe-
sion a moco, por lo que es necesario investigar cual
es el papel que juega en los dos géneros de coral. En
P. panamensis se identificaron tres especies mas, per-
tenecientes al género Staphylococcus: S. epidermidis,
S. pasteuri y Staphylococcus sp., las dos ultimas con
resultado positivo en el ensayo de adhesion al moco
de Pocillopora sp., lo que permite suponer que tam-
bién podrian encontrarse en éste coral. Adicionalmen-
te, los resultados nos permiten sugerir que la bacteria
Bacillus megaterium, aislada de Pocillopora sp. pue-
de colonizar a P. panamensis, sin embargo, dado que
solamente se identifico una muestra representativa de
las bacterias adherentes, no podemos determinar si
coloniza también a ésta Gltima. Aspecto importante
debido a que diversos autores han planteado que la
produccidén y secrecion de compuestos antimicrobia-
nos por bacterias asociadas al moco es parte de la es-
trategia de defensa del coral escleractinio contra los
patégenos (Rohwer et al., 2002; Reshef et al., 2006;
Ritchie, 2006); en este sentido, el registro de la aso-
ciacion de B. megaterium con Pocillopora sp. es rele-
vante, debido a que en el Mar Caribe y en Bocas del
Toro Panama se encontr6 asociada con Montastraea
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Tabla 4. Sitios de recolecta donde se ubicaron las diferentes especies de bacterias identificadas molecularmente para ambos géneros

de coral.

Géneros de coral y sitios de recolecta

Pocillopora spp.

Especies identificadas LG PA

PNCP-
Norte  Sur

P. panamensis.
PNCP- PNCP- PNCP-

LG PA Norte  Sur

Bacillus sp.

Bacillus subtilis

Bacillus aryabhattai

Bacillus megaterium 2
Bacillus foraminis 1
Enterobacter cloacae 1
Pseudovibrio denitrificans 1
Enterococcus faecium

Bacillus velezensis

Kocuria turfanensis

Photobacterium sp.

Pseudomonas aeruginosa
Stenotrophomonas sp.

Staphylococcus hominis

Staphylococcus pasteuri

Staphylococcus sp.

Staphylococcus epidermidis

2
1
1

La Gaviota (LG), Punta Arena (PA), sitios limitrofes norte y sur al Parque Nacional Cabo Pulmo

(PNCP-Norte y PNCP-Sur).

franksi, (Rohwer et al., 2001) y en Cayos de Florida
con 4. palmata (Ritchie, 2006). Asi mismo B. mega-
terium se reporté como simbionte de 4. palmata dado
que se aisloé del moco y se comprob6 que al igual que
otras bacterias inhibid el crecimiento de una cepa de
B. subtilis resistente al antibiotico kanamicina, por lo
que se considera que tiene una importante contribu-
cioén antimicrobiana a las propiedades protectoras del
moco coralino (Ritchie, 2006). Shnit-Orland y Kush-
maro (2009), aislaron bacterias del moco de seis cora-
les duros y dos blandos en el Golfo de Eilat, también
reportaron propiedades antimicrobianas de cepas bac-
terianas aisladas de Pocillopora sp. y P. panamensis,
del primero encontraron dos cepas del género Vibrio,
uno de ellos identificado como Vibrio campbelli'y dos
cepas del género Pseudoalteromonas, mientras que en
P. panamensis encontraron tres cepas de éste mismo
género, asi como la especie Pseudomonas stutzeri.

Si bien, la diversidad de la microbiota asociada a
los corales es en gran medida subestimada cuando se
lleva a cabo con base en técnicas cultivo-dependien-
tes, tiene la virtud de permitir el desarrollo de ensayos
in vitro, que pueden significar un aporte de nuevas
evidencias a hipotesis que se han planteado sobre
la asociacion coral-bacteria y a desarrollar nuevas
interrogantes. En general, los mecanismos molecula-

res que permiten el establecimiento, reconocimiento
y mantenimiento de simbiontes especificos dentro del
holobionte de coral son desconocidos (Bourne ef al.,
2016). Los resultados de esta investigacion sugieren
que estas bacterias presentes en los corales juegan un
papel importante en la salud y supervivencia debido a
que lo colonizan, pero resulta evidente que se requie-
ren mas estudios para analizar otras funciones repor-
tadas (Rosenberg et al., 2009; Bourne, 2012; McDe-
vitt-Irwin et al., 2017; Peixoto et al., 2017).

CONCLUSION

Un alto porcentaje de la comunidad bacteriana de
Pocillopora sp. y P. panamensis tiene capacidad de
adhesion al moco del primer género de coral mencio-
nado, lo cual significa un primer paso en el mecanis-
mo de colonizacién de los corales por las bacterias
con receptores en moco que podrian estar en las mu-
cinas que comparten todos los corales. Asi mismo de
las especies identificadas, B. aryabhattai y Bacillus
megaterium son un ejemplo de bacterias que se en-
cuentran asociadas a los corales en varios sitios de su
distribucion. La importancia de bacterias heterotrofas
cultivables, que habitan en la mucosa de corales debe
ser mas estudiada, ya que estos microorganismos fi-
nalmente revelan informacidn esencial concerniente
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al mutualismo adaptativo en el holobionte, dado este
panorama es prioritaria la descripcion detallada de los
mecanismos de asociacion de las bacterias con el co-
ral.
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