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Resumen

Parte del deterioro de los arrecifes de coral se atribuye al efecto del aporte de agua dulce cargada de nutrientes
y sedimentos finos. Estas condiciones favorecen la formacién de nieve marina lodosa que transporta gran carga
de bacterias que pueden ser patdgenos de corales. Por |lo anterior, se estudié la presencia de bacterias asociadas
a nieve marina lodosa en una zona arrecifal del Caribe colombiano en un gradiente de distancia a la desemboca-
dura del canal del Dique (Cartagena). Por medio de técnicas moleculares PCR-DGGE, se registré baja riqueza, con
bandas representativas de siete bacterias diferentes. El nimero de especies varid segun el sitio, pero no hubo
relacidn con la cercania a la fuente de escorrentia. Como estudio pionero, sirve como punto de partida para estu-
dios en arrecifes del Caribe colombiano impactados por escorrentia.
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Bacteria associated with muddy marine
snow in coral reefs influenced by terres-
trial runoff in the Colombian caribbean:
first approach.

Abstract

Part of the degradation of coral reefs has been
attributed to the effect of freshwater inputs with
nutrients and fine-grain sediments. These conditions
favor the formation of muddy marine snow which
transports great bacterial loads that can be pathogenic
to corals. Therefore, the presence of bacteria
associated to muddy marine snow in a reef zone of
the Colombian Caribbean in a distance gradient to
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the mouth of the Dique Channel (Cartagena), was
done. Using molecular techniques like PCR-DGGE, low
species richness was registered by means of seven
phylogroups possibly representing seven different
species. The number of species differed according to
the site, but no relation with the proximity to source
point of run-off was found. As a pioneer study, it
serves as a starting point for studies on reefs exposed
to run-off.

Keywords: muddy marine snow, coral reefs, terrestrial
runoff, particle-attached and aggregates associated
bacteria, DGGE.

Introduccion

El estudio de los arrecifes de coral en Colombia es relati-
vamente reciente, comprendiendo entre 4 y 5 décadas
(Pizarro y Alvarado, 2011). A pesar de la gran importan-
cia de estos ecosistemas a nivel global, regional y local,
se sabe que mas del 60 % se encuentran en amenaza
directa o inmediata (Burke et al., 2011). Actualmente
se han identificado un sinnimero de amenazas natura-
les y antropogénicas. Las primeras comprenden hura-
canes, cambio climatico, acidificacién oceanica y calen-
tamiento global, y las segundas incluyen sobrepesca,
contaminacion, alteracién de condiciones medioam-
bientales y escorrentia continental, entre otras. Esta ul-
tima es de un gran interés en Colombia ya que es don-
de se ha reportado una de las mayores tasas de defo-
restacién a nivel mundial, en especial a lo largo de la
cuenca del rio Magdalena (Restrepo et al., 2006) y, por
consiguiente, se presenta la mayor descarga de sedi-
mentos en el mar Caribe (Restrepo y Kjerfve, 2000). El
aporte de agua dulce no solo cambia la salinidad, sino
también disminuye la transparencia y aumenta la con-
centracién de nutrientes y de particulas en suspensién
(Wolanski et al., 2004). Con el cambio de la calidad del
agua, se generan respuestas bioldgicas de los organis-
mos que habitan los ecosistemas costeros, incluyendo
los microorganismos. Asi, los arrecifes de coral pueden
presentar alteraciones como pérdida de biodiversidad,
cambios estructurales y proliferacidon de bacterias pa-
tégenas, entre otras, que conllevan a una disminucién
de la resiliencia arrecifal y un posible colapso del siste-
ma (Fabricius, 2011).

Los arrecifes coralinos se caracterizan por presentar
aguas pobres en nutrientes (Stoddar, 1969) pero con
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una gran variedad de materia suspendida como ma-
terial calcareo, particulas detriticas organicas y mucus
secretado por el plancton, algas, bacterias, e incluso
el mismo mucus de los corales (Fabricius y Wolanski,
2000). Estas particulas en suspensidon se agregan ra-
pidamente por floculacién asi como por uniones qui-
micas entre los exopolimeros. Estos agregados se ase-
mejan a copos de nieve y son llamados nieve marina
(Wolanski et al., 2003). La nieve marina se considera
vital para procesos de remineralizacion de nutrientes
y actualmente es fundamental en el secuestro de car-
bono hacia las profundidades oceanicas, siendo re-
levante en tematicas de cambio climatico y calenta-
miento global (Alldredge y Silver, 1988). Se encuen-
tra tanto en aguas continentales (nieve de rio y lagos)
como en las zonas estuarinas, las costeras y las ocea-
nicas. Debido a su gran abundancia en mares templa-
dos, ha sido ampliamente estudiada en estos ambien-
tes donde se registran agregados que van de centi-
metros a metros de didmetro en diferentes estratos
de profundidad (Alldredge et al., 1986). A pesar de su
presencia cosmopolita y de su evidente importancia,
es poco lo que se sabe de este compuesto en ambien-
tes arrecifales, a tal punto, que la mayoria de los estu-
dios existentes se han realizado en la Gran Barrera de
Coral australiana (Wolanski et al., 2003).

Si bien la nieve marina es vital en la dinamica de los
ecosistemas marinos, a medida que se alteran las
condiciones ambientales como temperatura, salini-
dad, concentraciones de nutrientes y material par-
ticulado en suspension (p. ej. sedimentos finos), ge-
neralmente a través de escorrentia continental, este
compuesto se transforma en nieve marina lodosa
(Wolasnki et al., 2003) y puede tener efectos nega-
tivos como ahogamiento, abrasidn y proliferacidn de
organismos patdgenos, letales para el sostenimien-
to de arrecifes coralinos. Estos efectos perturban el
desarrollo y sobrevivencia de organismos arrecifales
de la comunidad plancténica y bentdnica, poniendo
en riesgo la salud de los arrecifes coralinos (Fabricius
y Wolasnki, 2000). Existen referentes de diversidad
bacteriana en la columna de agua de arrecifes “pris-
tinos” e impactados antropogénicamente (Dinsdale
et al., 2008), que reflejan diferencias en la estructura
y composiciéon de las comunidades. En atolones del
Pacifico Central, los arrecifes intervenidos antropogé-
nicamente presentan hasta 10 veces mas células mi-
crobianas y particulas semejantes a virus, que aque-
llas zonas no influenciadas por actividades humanas.
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Esta mayor abundancia es acompafiada de una mayor
fraccion de bacterias heterétrofas, dominadas por un
gran porcentaje de patégenos, lo cual esta asociado
a arrecifes con menor cobertura coralina y mayor in-
cidencia de enfermedades en corales escleractinios
(Dinsdale et al., 2008). Estudios experimentales han
comprobado que la nieve marina enriquecida con nu-
trientes y lodos es mas pegajosa, lo que dificulta su
remocion en organismos filtradores (zooplancton) y
sésiles (corales), resultando en mortalidad por aho-
gamiento (Fabricius y Wolanski, 2000). Asimismo, se
ha determinado que este compuesto presenta mayor
impacto en reclutas de corales duros, lo que implica
afectaciones negativas en procesos de repoblamiento
natural coralino (Fabricius et al., 2003).

En Colombia se conoce muy poco sobre la nieve ma-
rina. Solo se menciona dentro de estudios oceano-
graficos biolégicos como componente importante
del plancton, especialmente en el Pacifico (Betancur
y Martinez, 2003; Giraldo et al., 2011). AUn mas, no
se ha estudiado en arrecifes coralinos ni se conocen
las implicaciones de esta sobre los corales, especial-
mente en ambientes influenciados por escorrentia
continental. Hasta la fecha, estudios como los de
Bernal et al. (2006), Restrepo y Alvarado (2011) y
Henao-Castro (2013), infieren que la nieve marina,
especialmente la de tipo lodoso, podria estar pre-
sente y contribuyendo notablemente en el deterioro
y degradacion de arrecifes coralinos del Caribe co-
lombiano, por lo cual recomiendan investigaciones
en arrecifes degradados e influenciados por aportes
continentales. Solo un estudio ha demostrado que
existe una alta densidad de microorganismos hete-
rotrofos asociados a particulas de nieve marina lo-
dosa, principalmente cuando esta se encuentra en
zonas con mayor influencia de escorrentia continen-
tal (Henao-Castro et al., 2015).

Los arrecifes del Archipiélago de Nuestra Sefiora del
Rosario han exhibido un evidente deterioro en las
ultimas cuatro décadas, caracterizado por disminu-
cion de cobertura de corales e incremento de cober-
tura algal (Restrepo y Alvarado, 2011), asi como un
aumento en la incidencia de enfermedades corali-
nas (Navas-Camacho et al., 2010). Estos cambios se
han atribuido a distintas fuentes de disturbio como
calentamiento global, sobrepesca y especialmen-
te a la escorrentia continental proveniente del ca-
nal del Dique (Alvarado y Corchuelo, 1992; Restre-

po y Alvarado, 2011). Un estudio reciente en el Par-
que Nacional Natural Corales del Rosario y San Ber-
nardo (Henao-Castro, 2013) registré aguas con alta
concentracion de nutrientes (nitratos y amonio > 27
uM) y sedimentos de tipo lodoso (20,6 % de la tasa
de sedimentacion total). Es posible, entonces, que
la escorrentia continental en esta zona pueda estar
promoviendo la formacién de nieve marina lodosa
con abundancia y diversidad de microorganismos,
incluyendo patégenos para los corales. Por lo ante-
rior, en esta investigacion se realizaron los primeros
acercamientos al estudio de la presencia de bacte-
rias asociadas a nieve marina lodosa en zonas arreci-
fales de un drea marina protegida del Caribe colom-
biano. Asimismo, se pretendid determinar diferen-
cias en la riqueza de bacterias (asociadas a la nieve
marina lodosa) a partir de un gradiente de distancia
a la desembocadura del canal del Dique desde la ba-
hia de Barbacoas.

Métodos

Para estudiar la riqueza de bacterias asociada a nieve
marina se tomaron tres muestras (= 1 cm?) de floculos
presentes en la columna de agua entre los 8 y 10 m de
profundidad en 6 sitios arrecifales del Archipiélago de
Nuestra Sefiora del Rosario en un gradiente desde Isla
Arena (cercano a la fuente de escorrentia) hasta Isla
Tesoro (distante de la fuente). Cada muestra (N= 18)
se extrajo con jeringa estéril de 50 ml mediante buceo
auténomo durante 10 minutos. Por medio de técnicas
moleculares (aislamiento de ADN total, reaccién de
amplificacion en cadena del gen 16S rADN-PCR vy gel
de electroforesis de gradiente denaturante-DGGE) se
obtuvo una imagen con diferentes patrones de ban-
das por cada sitio. En la reacciéon de amplificacion de
esta region se utilizaron los oligonucledtidos univer-
sales 341 F-GC (5-CGC CCG CCG CGC GCG GCG GGC
GGG GCG GGG GCA CGG GGG GCC TAC GGG AGG CAG
CAG-3’) y 907 R 5°-CCG TCA ATT CTT TTG AGT TT-3’
gue amplifican una region de 566 pb (Ishii and Fukui,
2001). La reaccién de amplificacion se llevé a cabo en
un volumen final de reaccion de 50 uL. El programa de
gradiente de temperatura empleado para el termoci-
clador marca Labmate fue: 94 °C por 4 minutos, segui-
do por 10 ciclos de 94 °C por 50 segundos, 59-49 °C de
temperatura de alineaciéon por 45 segundos, un minu-
to de extension a 72 °C. Después, 18 ciclos de 94 °C
por 50 segundos, 49 °C por 45 segundos, 1 minuto a
72 °Cy un paso final de extensidn a 72 °C por 7 minu-
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tos. El analisis de DGGE se llevd a cabo en un siste-
ma Bio Rad Decode. Los productos de amplificacion
de PCR del gen 16S rADN, con los cuales se analizan
las poblaciones de bacterias en las muestras, se corrié
en un gel de poliacrilamida del 8 % con un gradiente
paralelo del 45 % de urea formamida en la parte supe-
rior y de 50 % en la base del gel. Este se corrid por 18
ha40V cm-1a 60 °C en buffer TAE 1X. Para visualizar
las bandas de DNA, el gel se tifid en una solucién de
bromuro de etidio (0.5 pg/ml). Finalmente se tomé
una fotografia de la imagen con el sistema fotodocu-
mentador UVP Gel Doc-ittm 300. Cada banda repre-
senta una posible especie de bacteria, con lo que al
final se obtuvo la riqueza taxonédmica de cada muestra
analizada. La extraccion de ADN y reamplificacién se
realizé en los laboratorios de la Universidad Jorge Ta-
deo Lozano. La técnica de DGGE se llevé a cabo en el
laboratorio de Biologia Molecular Marina (BIOMMAR)
de la Universidad de los Andes.

Resultados Y Discusion

Se detectaron siete filogrupos diferentes de bacterias
asociadas a nieve marina lodosa en los arrecifes del
Archipiélago de Nuestra Sefiora del Rosario, que osci-
laron entre 1y 4 por zona arrecifal (figura 1). Aunque
no se han encontrado referentes en sistemas arrecifa-
les coralinos, comparaciones en ambientes controla-
dos en laboratorio (16 a 20 especies — Schafer, 2002),
en episodios de proliferacién de microalgas en la cos-
ta de California durante la primavera cuando hay ma-
yor disponibilidad de nutrientes (10 a 12 especies
Fandino et al., 2001), y estudios en sistemas oceani-
cos del golfo de Trieste, mar Adriatico influenciados
por la presencia de rios (mds de 90 taxa — Rath et al.,
1998), permiten inferir que el nimero de filogrupos
presentes en los ambientes arrecifales del archipiéla-
go es bajo. Es probable que la baja riqueza sea pro-
ducto del tamafio de muestra pequefia (1 cm? por
muestra, 3 muestras por sitio). También podria ser
causado por el uso de un gradiente o tiempo en el
proceso de DGGE inadecuado, aunque para este estu-
dio se utilizaron 13 gradientes con diferentes tiempos
de corrido de geles, encontrandose que el gradiente
de 45 % de urea formamida en la parte superior y de
50 % en la base del gel que corrié por 18 h a 40 V
cm™ a 60 °C permitié diferenciar las distintas bandas
que representan a las especies de bacterias (figura 1).
Por ultimo, no se puede descartar que efectivamen-
te la riqueza bacteriana asociada a nieve marina sea
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baja per se en el area de estudio, y por ausencia de
referentes de investigaciones de diversidad bacteria-
na en nieve marina lodosa en arrecifes coralinos del
mundo, no se tenga un referente para comparar o dis-
cutir el resultado. No obstante, de un estudio simulta-
neo en la zona de estudio se sabe que las densidades
de bacterias asociadas a este tipo de nieve marina es
alta en comparacién con las abundancias de aquellas
de vida libre e incluso de otras zonas arrecifales y es-
tuarinas del Caribe (Henao-Castro et al., 2015). Asi,
existe la posibilidad de que haya baja riqueza con alta
abundancia de esas pocas especies o filogrupos para
el caso concreto del presente estudio.
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Figura 1. Electroforesis de gel de gradiente denaturante (DGGE) de nieve
marina en zonas arrecifales del drea marina protegida PNNCRy SB. Las
muestras indican los arrecifes en un gradiente de lejania a la fuente de
escorrentia partiendo de la bahia de Barbacoas. En orden de lejania, las
estaciones de muestreo fueron Burbujas (B), Isla Tesoro Norte (ITN), Isla
Tesoro Sur (ITS), Isla Rosario Sur (IRS), Isla Grande Norte (IGN) e Isla Arena
Sur (IAS). En rojo se muestran las bandas que representan un posible filo-
grupo de los siete identificados.

Por otra parte, contrario a lo esperado, el nimero de
filogrupos de bacterias no fue diferencial segin el gra-
diente por aportes del canal del Dique (figura 2). Los
patrones de banda, a partir de la comparacién filo-
genética con la técnica DGGE, mostraron que Isla Te-
soro Norte (sitio mas distante a los aportes del canal
del Dique) presentd la mayor riqueza (S=4), mientras
gue Isla Rosario Sur, que también esta alejado de la
escorrentia del afluente continental, presentd el me-
nor numero de filogrupos (S=1). Las demas estacio-
nes exhibieron dos filogrupos. Un patrén similar tam-
bién se registrd en bacterias adheridas a particulas en
ambientes marinos estuarinos en el Puerto Victoria,
Hong Kong (Zhang et al., 2007) donde no se encontra-
ron diferencias en el nUmero de especies (N= 21 - 24)
en tres puntos con condiciones ambientales distintas
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como concentracidn de nutrientes y particulas en sus-
pensién. Sin embargo, aunque la riqgueza no mostré
un patrén, si se observan diferencias en los filogrupos
presentes ya que algunos solo se presentaron en los
sitios mas alejados (Sp 1 en Burbujasy sp 2y 3 en Te-
soro Norte) mientras que la Sp 6 se encontré en todos
menos en las estaciones de Tesoro (figura 2).

Como estudio preliminar, el registro de bacterias dife-
rentes asociadas a la nieve marina lodosa es un primer
paso. Sin embargo, es necesaria la identificacion de
esas bacterias (filogrupos) a través de técnicas mole-
culares mas avanzadas como pirosecuenciacion para
comprender el rol que tienen en los arrecifes de coral
y si estan asociadas a las enfermedades de los corales.
Ademas es necesario cuantificar sus abundancias ya
gue las dominancias de las especies podrian dar indi-
cios del impacto antropogénico en el sistema arrecifal
de una forma diferencial, ya que se sabe que en am-
bientes intervenidos antropogénicamente, con eleva-
das concentraciones de nutrientes y sedimentos finos
en suspension, existe mayor numero de bacterias he-
terétrofas (Henao-Castro et al., 2015) dentro de las
cuales se podrian encontrar agentes patégenos para
los corales (Dinsdale et al., 2008).
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Figura 2. Nimero de filogrupos (color rojo) de bacterias asociadas a nieve
marina lodosa en un gradiente espacial en zonas arrecifales del Archip-
iélago de Nuestra Sefiora del Rosario. Isla Arena Sur (ArS), Isla Arena
Norte (ArN), Isla Grande Sur (GrS), Isla Grande Norte (GrN), Isla Pavitos
Sur (PavS), Isla Pavitos Norte (PavN), Isla Rosario Norte (RosN), Isla Rosario
Sur (RosS), Isla Tesoro Sur (TesS), Isla Tesoro Norte (TesN), Burbujas (Bu).
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