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Explorando los ensamblajes bacterianos de
Acropora cervicornis en el Caribe mexicano

Joicye Hernandez-Zulueta', Gabriela G Nava-Martinez?, Miguel A Garcia-Salgado?,

Fabidan A Rodriguez-Zaragoza’*

RESUMEN. Los ensamblajes de bacterias asociados a los corales desempefian un papel vital
en la nutricion, fisiologia y salud de los hospederos. Por tanto, comprender esta microbiota
es fundamental para dilucidar esta relacion simbiotica. Este estudio caracterizé el ensamblaje
bacteriano de Acropora cervicornis en 2 sitios del Caribe mexicano y analizé las funciones
metabolicas putativas de los géneros bacterianos mas abundantes en el tejido coralino, asi
como en el agua de mar y sedimentos circundantes. Los ensamblajes bacterianos se anali-
zaron mediante la secuenciacién masiva de alto rendimiento de la region hipervariable
V4 del gen ARNr 16S y se compararon mediante analisis bioinformaticos. La microbiota
bacteriana asociada al tejido de A. cervicornis fue similar entre los 2 sitios de estudio, pero
difirié de las asociaciones del agua de mar y los sedimentos. Los géneros Pseudomonas,
Candidatus Midichloria y Acinetobater predominaron en el tejido de A. cervicornis.
Enterobacter, Vibrio y Synechococcus dominaron en el agua de mar, mientras que
Thioprofundum, Pleurocapsa e llumatobacter fueron los mas abundantes en los sedimentos.
A pesar de la distancia geografica, los ensamblajes bacterianos asociados con 4. cervicornis,
agua de mar y sedimentos fueron similares entre los sitios de muestreo, lo que indica esta-
bilidad espacial. Ademas, los sustratos difirieron dentro de cada sitio; los géneros que
contribuyeron en mayor medida a las diferencias entre los 3 sustratos fueron Pseudomonas,
Synechococcus, Thioprofundum, Owenweeksia, Pleurocapsa, Candidatus Puniceispirillum,
Candidatus_Midicloria y Rhodovibrio. Las funciones metabdlicas con mayor ocurrencia en
los sustratos fueron la quimioheterotrofia aerdbica, la respiracion del azufre y fijacion del
nitrogeno. Este estudio ha contribuido al conocimiento de la microbiota bacteriana asociada a
corales acroporidos del Caribe mexicano.
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INTRODUCCION

y nutricion del coral (Kushmaro y Kramarsky-Winter 2004,
Leite etal. 2018, Epstein et al. 2019), a la produccion de meta-

El metaorganismo coralino es una comunidad interespe-
cifica (u holobionte) compuesta por el hospedero y la micro-
biota asociada (Rohwer et al. 2002, Voolstra y Ziegler 2020).
La microbiota del coral incluye microorganismos de los domi-
nios Eukarya, Bacteria y Archaea, asi como virus (Rohwer et
al. 2002, Bosch y McFall-Ngai 2011). Las bacterias desem-
pefian un papel vital en el funcionamiento de los arrecifes de
coral (Hernandez-Agreda et al. 2016, McDevitt-Irwin et al.
2017, Ostria-Hernandez et al. 2022); contribuyen a la salud
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bolitos secundarios (Sharma et al. 2019) y a los ciclos biogeo-
quimicos (Vanwonterghem y Webster 2020). Ademas, las
bacterias pueden desempefiar funciones comensales o pato-
genas (Peixoto et al. 2017). Algunos miembros del ensam-
blaje bacteriano favorecen el crecimiento, supervivencia y
proteccion del coral frente a patéogenos potenciales, aumen-
tando la resiliencia del hospedero frente al estrés ambiental
(Zaneveld et al. 2016, Peixoto et al. 2017, Sweet et al. 2017,
Rosado et al. 2019).
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La microbiota bacteriana asociada a los corales es dina-
mica, altamente diversa y abundante (Rodriguez-Lanetty et
al. 2013, Shiu et al. 2017). Diversos factores influyen en la
composicion taxondmica y abundancia de la microbiota cora-
lina, incluyendo la especificidad del hospedero (Littman et al.
2009, Carlos et al. 2013), el tipo de nicho de asociacion (capa
superficial mucopolisacarida, tejido o esqueleto) (Sweet et
al. 2011, Hernandez-Zulueta et al. 2016) y el entorno circun-
dante (e.g., temperatura del agua de mar, pH y disponibi-
lidad de nutrimentos) (Bourne y Webster 2013, Dunphy et
al. 2019). Ademas, la adaptacion del coral a las condiciones
ambientales se ve favorecida por la capacidad de reestructu-
racion de su ensamblaje bacteriano asociado (Reshef et al.
2006, Ainsworth et al. 2015, Bourne et al. 2016). Por lo tanto,
comprender los ensamblajes bacterianos asociados al coral es
esencial para dilucidar su papel en la salud del holobionte.

El coral Acropora cervicornis es uno de los principales
formadores de arrecifes someros con funciones como bioin-
geniero en la region del Caribe (Miller et al. 2002, Selwyn
y Vollmer 2023), y es un contribuyente clave a la estructura,
funcionamiento y resiliencia del arrecife de coral (Lirman et
al. 2014, Garcia-Urueila y Garzon-Machado 2020). En el mar
Caribe, se ha observado una disminucién drastica en la cober-
tura de corales acropdridos durante las tltimas 3 décadas,
atribuida principalmente a la aparicion de enfermedades de
origen microbiano (e.g., la enfermedad de la banda blanca y
epidemia de viruela blanca) (Gignoux-Wolfsohn et al. 2012,
Alvarez-Filip et al. 2022, Hernandez-Zulueta et al. 2022). Sin
embargo, ante la aparicion de la enfermedad emergente de
pérdida de tejido en corales pétreos, la estructura poblacional
de los corales acroporidos en el Caribe ha permanecido estable
(Precht et al. 2016, Alvarez-Filip et al. 2022). Por ello, existe
una necesidad urgente de estudiar la composicion del ensam-
blaje bacteriano en corales aparentemente sanos para dilucidar
el papel de esta microbiota en la adaptabilidad y resistencia
de estos organismos frente a cambios ambientales estresantes.

Pocos estudios se han realizado sobre la composicion de
los ensamblajes bacterianos asociados con A. cervicornis.
Chu y Vollmer (2016) mostraron que la estructura de la micro-
biota bacteriana en A. cervicornis estaba influenciada por la
variacion estacional y no por la variacion espacial en los arre-
cifes de Panama. Por su parte, Godoy-Vitorino et al. (2017)
encontraron que el ensamblaje microbiano de esta especie
variaba segun la profundidad a la que se tomaron las mues-
tras. Gignoux-Wolfsohn et al. (2017) reportaron también
que el desarrollo de la enfermedad de la banda blanca en
A. cervicornis estuvo influenciado por el microbioma salu-
dable preexistente del coral, el cual responde a la coloniza-
cion de patdgenos primarios y secundarios en distintas etapas
de progresion de la enfermedad. Miller et al. (2020) encon-
traron que los ensamblajes microbianos de A. cervicornis
en los viveros ocednicos de las Islas Caiman variaban entre
corales con diferentes genotipos, mostrando la influencia de
la genética poblacional del coral sobre su microbiota, su rele-
vancia en la cria en viveros y su posible papel en la salud,

C
M

—
<
O
e}
o
@
w
o
&
w
=
=
4

adaptabilidad y resiliencia. Recientemente, Klinges et al.
(2023) observaron una diversidad microbiana alta en colo-
nias de A. cervicornis resistentes a enfermedades, lo que
contribuye a su capacidad para resistir el enriquecimiento de
nutrimentos.

Estos resultados sugieren que un microbioma altamente
diverso favorece la resistencia inicial de este coral. Dada
la importancia de la microbiota bacteriana en corales, este
estudio tuvo como objetivo caracterizar la composicion taxo-
nomica del ensamblaje bacteriano asociado a colonias aparen-
temente sanas de A. cervicornis, asi como del agua de mar y
sedimentos circundantes en 2 sitios del Caribe mexicano. En
este trabajo se esperaba que la microbiota bacteriana exhibiera
especificidad por especie entre las colonias de coral en ambos
sitios, y que difiriera respecto a los sustratos circundantes.

MATERIALES Y METODOS
Area de estudio y trabajo de campo

El trabajo de campo se llevo a cabo en 2 sitios arrecifales del
Caribe mexicano durante el verano de 2019 (Fig. 1): Arrecife
Canctin (21°04'07"N, 86°45'53"0) y Arrecife La Poza, Xcalak
(18°16'27"N, 87°49'42"0). La distancia entre ambos sitios es
~325 km. Se recolectaron 3 fragmentos aparentemente sanos
de A. cervicornis a profundidades entre 3 y 6 m. Los frag-
mentos (~7 cm) se obtuvieron de distintas colonias y se alma-
cenaron en bolsas plésticas estériles. Los fragmentos de coral
fueron procesados con los criterios de Hernandez-Zulueta et
al. (2016). Ademas, recolectamos 1 L de agua de mar directa-
mente sobre la colonia de coral y lo filtramos a través de filtros
Sterivex con tamafio de poro de 0.22 um (Millipore, Burlington,
EE. UU.). Aproximadamente 10 g de sedimento fueron recolec-
tados debajo de la colonia coralina con tubos Falcon estériles
de 50 mL. Se obtuvieron 3 réplicas por cada tipo de sustrato
(coral, agua de mar y sedimento) para obtener 9 muestras por
sitio (18 en total). Las muestras fueron preservadas en etanol
anhidro al 99% de pureza (Avantor, Radnor, EE. UU.) y almace-
nadas a —20 °C para su posterior extraccion de ADN.

Extraccion de ADN y secuenciacion

El ADN total de las muestras de tejido de coral, sedimento
y agua de mar (18 en total) fue extraido utilizando el kit
MagMAX™ DNA Multi-Sample Ultra (ThermoFisher Scien-
tific, Waltham, EE. UU.) y el KingFisher Duo Prime System
(ThermoFisher Scientific). Un espectrofotémetro de micro-
volumen Genova Nano (Jenway, Gransmore Green, Reino
Unido) y geles de agarosa al 1% se utilizaron para evaluar la
calidad y cantidad del ADN. Las muestras de ADN triplicadas
recolectadas de cada sustrato en los distintos sitios fueron
agrupadas, resultando en 6 muestras que fueron procesadas
en un carril de la celda de flujo MiSeq.

La amplificacion del gen ARNr 16S fue realizada en el
Laboratorio Nacional de Apoyo a Ciencias Genomicas,
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Figura 1. Area de estudio en el Caribe Mexicano. Sitios de muestreo: Arrecife Canctin en Canciin y Arrecife La Poza en Xcalak.

Unidad Universitaria de Secuenciacion Masiva del Instituto
de Biotecnologia, Universidad Nacional Autonoma de México
(UNAM). Las muestras fueron cuantificadas con el kit Qubit
dsDNA HS Assay (Invitrogen, Waltham, EE. UU.) antes del
analisis de secuenciacion. La region V4 del gen ARNr 16S fue
amplificada con el protocolo de Illumina 16S Metagenomic
Sequencing Library Preparation; se utilizaron los oligonu-
cledtidos degenerados cebador directo 16S Amplicon PCR
Forward Primer (5-TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTA-
TAAGAGACAGCCTACGGGNGGCWGCAG-3") y cebador
reverso 16S Amplicon PCR Reverse Primer (5-GTCTCGT-
GGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGGACTACHV-
GGGTATCTAATCC-3') para la construccion de bibliotecas.
La secuenciacion se realizé en un equipo MiSeq (Illumina,
San Diego, EE. UU.) con quimica V3 de 2 x 300 ciclos. Las
lecturas depuradas fueron depositadas en el Sequence Read
Archive (SRA) con el numero de acceso PRINA749734.

Analisis bioinformaticos y estadisticos

El ensamblaje y la reconstruccion de la longitud del frag-
mento secuenciado del gen 16S se realizd con el software
FLASH v. 1.2.11 (Magoc y Salzberg 2011). Las Unidades
Taxonomicas Operacionales (UTO) se definieron mediante
un agrupamiento con un umbral de divergencia del 3% (97%
de similitud). La clasificacion taxonoémica de las secuencias
generadas se obtuvo con el programa Parallel-META v. 2.4.1
(Su et al. 2014) y Metaxa2 v. 2.1.1 (Bengtsson-Palme et al.
2018) utilizando la base de datos de (Escobar-Zepeda et al.
2018). Posteriormente, se generaron tablas por niveles taxo-
noémicos, utilizando codigos (scripts) en Perl y R del Instituto
de Biotecnologia, UNAM. Todos los métodos y programas se
aplicaron con los criterios establecidos por Escobar-Zepeda et
al. (2018).

El esfuerzo de muestreo se evalué mediante el método
de rarefaccion basado en muestras, contrastando Ia

riqueza observada de géneros bacterianos con la riqueza
esperada, estimada con el estimador no paramétrico
Chao 1 y 10,000 permutaciones (Clarke y Gorley 2006,
Hernandez-Zulueta et al. 2022). Este analisis tuvo un impacto
positivo en el estudio, ya que consider6 el nivel taxonémico
de género como el mas adecuado para el analisis ecoldgico,
lo cual permitio estimar la representatividad de la riqueza
observada de géneros bacterianos, a pesar de contar con una
replicacion reducida debido al agrupamiento de muestras.
Ademas, se construyeron curvas de rango-abundancia para
analizar los patrones de equidad del microbioma bacteriano
en cada sustrato estudiado. Estas curvas mostraron los géneros
bacterianos dominantes con el mayor numero de secuencias.
La diversidad alfa bacteriana fue analizada para cada
sustrato (i.e., tejido de coral, agua de mar y sedimento), esti-
mando la riqueza (), la diversidad de Shannon (A, en decits)
y la abundancia total (), que correspondioé al numero total de
secuencias por sustrato de géneros bacterianos. La variacion
en estas métricas de la comunidad fue evaluada con un disefio
experimental bifactorial sin replicacion y factores fijos:

Y=SU+SL+e¢;, (1

donde Y es la matriz de métricas de la comunidad, SU, es el
factor sustrato con 3 niveles (tejido de coral, agua de mar y
sedimento), S7; es el factor sitio de muestreo con 2 niveles
(Canctn y Xcalak) y ¢, es el error acumulado. Los atributos
de la comunidad (S, A" y N) fueron evaluados utilizando este
disefio experimental mediante un analisis de varianza multi-
dimensional permutacional de 2 vias (PERMANOVA), con
factores cruzados sin replicacion (i.e., un modelo aditivo sin
interaccion), realizado con datos normalizados (i.e., valores Z)
y distancias euclidianas. La prueba general de PERMANOVA
se evalud con 10,000 permutaciones de los residuales con un
modelo reducido y la suma de cuadrados tipo III. En contraste,
debido a la baja replicacion, se utilizoé una prueba de Monte
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Figura2. Curvas de rango y abundancia para los ensamblajes bacte-
rianos segun el sustrato analizado. Los triangulos azul, turquesa y
coral representan los géneros bacterianos presentes en Acropora
cervicornis, agua de mar y sedimentos, respectivamente.

Carlo (MC) para analizar la significancia de las compara-
ciones por pares.

Se construy6 un andlisis de coordenadas principales (PCO)
para mostrar las relaciones de la diversidad alfa bacteriana por
tipo de sustrato y sitio de muestreo. El ordenamiento PCO
se realizo con base en el mismo coeficiente de semejanza y
tratamiento de datos utilizados en el primer PERMANOVA.
La contribucion de los atributos de la comunidad (S, H' y N)
se calculé mediante correlaciones multiples y se representd en
forma de vectores.

La diversidad beta (i.e., la composicién y abundancia de
géneros bacterianos) fue también evaluada con otro analisis
PERMANOVA de 2 vias cruzado sin replicacion. Este
PERMANOVA se realizdé con base en una matriz de simi-
litud de Bray-Curtis, aplicando una transformacion de raiz
cuarta a los datos y el mismo procedimiento de significancia
estadistica que en el primer PERMANOVA. Se construy6
un segundo ordenamiento PCO para evaluar las similitudes
bacterianas entre los sustratos dentro de un mismo sitio de
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muestreo. La contribucion de los géneros bacterianos a la
disimilitud promedio entre los sustratos estudiados se calculd
con un analisis de porcentaje de similitud (SIMPER). Los
resultados del SIMPER se interpretaron con base en la meto-
dologia propuesta de Céceres et al. (2020); se identificaron
los géneros bacterianos que mas favorecen las disimilitudes
entre sustratos en términos de su frecuencia y contribucion a
las diferencias observadas. El ordenamiento PCO y la rutina
SIMPER se realizaron con el mismo coeficiente de seme-
janza, tratamiento de datos y resultados obtenidos del segundo
PERMANOVA. Las curvas de rango-abundancia, las métricas
de comunidad (S, H' y N), los analisis PERMANOVA, los
ordenamientos PCO y la rutina SIMPER se llevaron a cabo en
el programa PRIMER v7 + PERMANOVA v. 1.01 (Anderson
et al. 2008, Clarke y Gorley 2015).

Funciones metabolicas bacterianas

Las funciones metabdlicas bacterianas putativas se iden-
tificaron a partir de la base de daros Functional Annotation
of Prokaryotic Taxa v. 1.2.4 (FAPROTAX) (Louca et al.
2016, Louca et al. 2017), la cual contiene informacion de
~4,600 taxones, basada en datos de cepas cultivadas y litera-
tura publicada con funciones verificadas para diversos grupos
taxondmicos. Este estudio relaciondé funciones metabolicas
putativas unicamente para los géneros bacterianos mas domi-
nantes por sustrato (coral, sedimento y agua de mar circun-
dante), con base en los resultados del analisis SIMPER. Para
ello, se utilizd6 una matriz de datos binaria que registrd la
funciéon metabolica de cada género bacteriano. Se construyo
un grafico de sombras, utilizando los géneros bacterianos
mas dominantes y sus funciones metabolicas. Los dendro-
gramas se elaboraron con el indice de similitud de Serensen
y el método de agrupamiento UPGMA para asociar los
géneros bacterianos (modo R) con las funciones metabdlicas
(modo Q). Ademas, se aplico una rutina de perfil de similitud
(SIMPROF) con 10,000 permutaciones para identificar agru-
pamientos significativos dentro de los dendrogramas.

RESULTADOS

La secuenciacion con [llumina produjo 3,209,260 secuen-
cias de alta calidad provenientes del coral A. cervicornis y
del agua de mar y sedimento circundantes. Estas secuen-
cias correspondieron a 51 filos, 132 clases, 298 ordenes,
575 familias y 1,790 géneros bacterianos. Los resultados
del analisis de rarefaccion basado en muestras indicaron una
representatividad promedio del 98.8% del esfuerzo de mues-
treo (es decir, riqueza observada de géneros bacterianos frente
alariqueza esperada [Chao 1 =1,811.5 géneros]). Las familias
mas abundantes en los 3 sustratos fueron Pseudomonadaceae,
Midichloriaceae, Enterobacteriaceae, Moraxellaceae,
Vibrionaceae, Synechococcaceae, Pseudoalteromonadaceae,
Thioalkalispiraceae y Xanthomonadaceae (Material suple-
mentario 1; Fig. S1).
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Figura 3. Géneros bacterianos dominantes asociados con Acropora cervicornis, agua de mar y sedimento de toda el area de estudio. Cada

color representa un género bacteriano diferente en cada sustrato.

Las curvas de dominancia ordinaria revelaron diferencias
en los patrones de dominancia y equitatividad de los dife-
rentes géneros entre los sustratos. En este sentido, el tejido
de A. cervicornis mostré una mayor dominancia de solo
2 géneros bacterianos (Fig. 2). En contraste, el agua de mary
los sedimentos presentaron una mayor equitatividad entre los
taxones bacterianos (Fig. 2). En el tejido de A. cervicornis,
el género Pseudomonas presentd la mayor abundancia
relativa (45.2%), seguido por Candidatus Midichloria
(40.4%), Acinetobacter (10.7%), Enterobacter (2.1%) y
Stenotrophomonas (1.1%) (Fig. 2 y 3). En el agua de mar,
los géneros bacterianos mas dominantes fueron Enterobacter
(16.9%), Vibrio (14.9%), Synechococcus (12.9%),
Pseudoalteromonas (9.3%) y Pseudomonas (9.1%), mien-
tras que Thioprofundum (24.9%), Pleurocapsa (17.9%),
IHlumatobacter (11.9%) y Rhodovibrio (11.6%) fueron los
mas dominantes en los sedimentos (Fig. 2 y 3).

A nivel de sitio, los géneros Pseudomonas (69.3%) y
Enterobacter (4.1%) fueron dominantes en A. cervicornis
en el Arrecife de Cancilin, estos mismos géneros mostraron
valores de abundancia relativa en el agua de mar de 31.1%
(Enterobacter) y 14.9% (Pseudomonas). Otro género
dominante en A. cervicornis fue Acinetobacter (19.9%).
Synechococcus (22.7%) y Stenotrophomonas (11.9%) fueron
dominantes en las muestras de agua de mar, mientras que
Thioprofundum (7.9%), llumatobacter (4.3%) y Pleurocapsa
(3.6%) lo fueron en los sedimentos (Fig. 4). En el Arrecife
La Poza, Candidatus Midichloria (72.7%) y Pseudomonas
(18.2%) presentaron niveles altos de abundancia en
A. cervicornis. Los sedimentos presentaron grandes canti-
dades de Pleurocapsa (6.5%), Thioprofundum (6.2%) y
Rhodovibrio (4.9%). Los géneros dominantes en las muestras

de agua de mar fueron Vibrio (22.4%), Pseudoalteromonas
(14.0%) y Flaviramulus (7.5%) (Fig. 4).

En el analisis de diversidad alfa, los resultados del
PERMANOVA mostraron que los atributos promedio de la
comunidad (S, N y H') fueron similares a nivel de sitios y
sustratos (Tabla 1). Los valores mas altos de S se observaron
en los sedimentos y agua de mar. Se encontrd un patrén similar
con H', que fue mayor en los sedimentos (5.40) que en el agua
de mar (3.41) y en el tejido de 4. cervicornis (1.10). El mayor
valor de N se observo en los sedimentos (536,476), seguida del
agua de mar (533,756) y el tejido de A. cervicornis (521,445)
(Tabla 1). El ordenamiento PCO mostré que los valores mas
altos de S'y H' estuvieron correlacionados con los sedimentos.
En contraste, los valores mas bajos de S'y H' y valores inter-
medios de N se registraron en el coral A. cervicornis. Sin
embargo, los atributos comunitarios de S, H' y N exhibieron
valores intermedios en el agua de mar (Fig. 5).

Conrespecto aladiversidad beta, el modelo PERMANOVA
indic6 que la composicion y abundancia de los géneros
bacterianos mostraron diferencias significativas solo en
el factor sustrato, lo cual explico un 60.7% de la variacion
total (Tabla 2). Sin embargo, las comparaciones por pares no
pudieron identificar diferencias entre sustratos debido a la
replicacion baja de nuestro analisis. Los resultados mostraron
también ausencia de variacion espacial en la microbiota bacte-
riana. El ordenamiento PCO mostr6 que el tejido de coral y
sedimentos fueron mas disimiles en términos de ensamblaje
bacteriano (Fig. 6). El agua de mary el tejido de 4. cervicornis
presentaron también ensamblajes diferentes. Los resul-
tados del analisis SIMPER identificaron que Pseudomonas,
Synechococcus, Thioprofundum, Owenweeksia, Pleurocapsa,
Candidatus Puniceispirillum, Candidatus Midichloria 'y
Rhodovibrio fueron los géneros bacterianos que contribuyeron
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Figura 4. Géneros bacterianos dominantes asociados con Acropora cervicornis, agua de mar y sedimento por sitio. Cada color representa un

género bacteriano diferente en cada sustrato.

principalmente a las disimilitudes promedio entre los sustratos
(Material suplementario 1, Tabla S1).

Veinticinco categorias funcionales bacterianas putativas
fueron asignadas a los 19 géneros seleccionados por analisis
de dominancia y SIMPER. Las funciones metabdlicas puta-
tivas con mayor proporcion fueron quimioheterotrofia
aerobia (AeCh) (84%), respiracion de azufre (SuRe) (42%),
fijacion de nitrogeno (NiFi) (42%), parasitos de invertebrados
(InvP) (37%), uredlisis (Ureo) (32%), reduccion de nitratos
(NiRed) (32%), celuldlisis (Cell) (32%), fermentacion (Ferm)
(26%), parasitos o simbiontes de animales (APoS) (26%), y
las otras 16 categorias presentaron menor ocurrencia (Mate-
rial suplementario 2, Tabla S2). Por otro lado, los géneros con
mas funciones putativas fueron Pseudomonas (11), seguido
de Enterobacter, Desulfovibrio y Synechococcus (10);
Vibrio (8), Desulfonatronum (7); Candidatus Midichloria
(6); Acinetobacter, Thioprofundum, Stenotrophomonas
y Psychroserpens (5); y Candidatus Puniceispirillum,
Owenweeksia 'y Pseudoalteromonas (4). Los 5 géneros
restantes  (Pleurocapsa, Flaviramulus, Ilumatobacter,
Thalassococcus 'y Rhodovibrio) tuvieron menos de 4 funciones
(Fig. 7; Material suplementario 2, Tabla S2). Las funciones
metabolicas putativas identificadas en un solo género bacte-
riano fueron degradacion de hidrocarburos (HyDe) y para-
sitos intracelulares (IncP) en Candidatus Midichloria, asi
como respiracion de hierro (IrRe) en Synechococcus (Fig. 7,
Material suplementario 2, Tabla S2).

DISCUSION

A pesar de la distancia geografica entre los 2 sitios de
muestreo en el Caribe Mexicano (~325 km), los corales
presentaron composiciones similares de géneros bacte-
rianos, lo que indica una especificidad bacteria-coral. Estu-
dios previos han reportado una similitud en los ensamblajes

bacterianos de colonias de coral ubicadas a grandes distancias
(Rohwer et al. 2001; Carlos et al. 2013; Hernandez-Zulueta
et al. 2016, 2022, 2023). En cuanto al agua de mar y los sedi-
mentos, la especificidad bacteria-coral se observo en la preva-
lencia de géneros bacterianos especificos (Pseudomonas,
Candidatus_Midichloria y Acinetobacter) en los corales.
Aunque el género Pseudomonas fue el mas abundante en
A. cervicornis (45.2%), present6 valores mas altos en el Arre-
cife de Canciin (69.3%) en comparacion con el Arrecife La
Poza en Xcalak (18.2%). Consideramos que las diferencias en
la abundancia relativa de este género entre corales de ambos
sitios podrian atribuirse a caracteristicas locales, las cuales
podrian incluir variables fisicoquimicas que, desafortunada-
mente, no fueron evaluadas en este estudio.

Sin embargo, existe informacion que respalda la idea de
que ambos sitios arrecifales podrian haber tenido diferentes
condiciones del agua de mar. Por ejemplo, Rodriguez-Mufioz
(2020), en una evaluacion del impacto del arribo y descom-
posicion del sargazo sobre la calidad del agua en Xcalak entre
julio y octubre de 2019, reportd una disminucién en el oxigeno
disuelto (0.17 mg-L™") y el pH (7.84), junto con un aumento en
las concentraciones de amonio (1.27 uM) y fosfato (0.33 uM).
Estos hallazgos sugieren que el arribo de sargazo ha contri-
buido a la eutrofizacion de ecosistemas marinos costeros,
como los arrecifes de coral, ya que los valores fisicoquimicos
registrados se encuentran fuera de los rangos de referencia
establecidos previamente para este sitio arrecifal en ausencia
de sargazo (Rodriguez-Martinez et al. 2019). Sin embargo,
Xcalak es un sitio arrecifal protegido con escasa poblacion
humana, una descarga baja de aguas residuales y poca acti-
vidad de embarcaciones (CONANP 2004). Por otro lado,
Cejudo et al. (2021) analizaron las variaciones en los para-
metros de calidad del agua en Cancun entre la temporada de
lluvias (octubre de 2018) y temporada seca (junio de 2019).
Su estudio reportd fluctuaciones en las concentraciones
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Tabla 1. Resultados de los indices de diversidad ecologica de los sustratos y sitios de muestreo.
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Abundancia (N, Diversidad de
Riqueza de o numero total Shannon (H',
Sustratos Sitio género (S) de secuencias) nats)
Acropora cervicornis Canctin 821 480,814 1.1036
Acropora cervicornis Xcalak 1,103 521,445 1.1534
Agua de mar Cancun 1,420 533,756 3.2812
Agua de mar Xcalak 1,277 514,756 3.4101
Sedimentos Cancun 1,673 536,476 5.2995
Sedimentos Xcalak 1,667 523,478 5.4017

de fosfato (0.4-19.8 uM), silicato (139 —427 uM), cloro-
fila a (0.8-6.6 mg'm?) y nitrégeno inorganico disuelto
(32-106 puM). Los resultados indicaron que las concentra-
ciones de fosfato y nitrégeno inorganico disuelto excedieron
los limites permisibles para la proteccion de la vida acuatica
en zonas costeras (CE-CCA-001/89). Esta alteracion podria
atribuirse a la proximidad con zonas urbanas y a la intensa
actividad turistica de la region, lo cual podria afectar la calidad
del agua marina de las areas naturales protegidas adyacentes.
Por lo tanto, estos estudios muestran que las condiciones del
agua de mar de cada sitio arrecifal estudiado podrian ser dife-
rentes, lo que respalda nuestra hipétesis de que la composi-
cion y abundancia de la microbiota de A. cervicornis estan
también influenciadas por efectos ambientales locales. No
obstante, estas interpretaciones deben tomarse con cautela, ya
que no contamos con réplicas para cada sustrato ni con un
analisis detallado de las condiciones del agua de mar.

El género Pseudomonas mostré menores abundancias en
el agua de mar y en los sedimentos. Las diferencias obser-
vadas entre los sustratos podrian estar relacionada con su
funcién en cada uno de ellos; en los corales, algunos miem-
bros de este género pueden producir compuestos con acti-
vidad antibacteriana contra patdgenos del coral (Sabdono et
al. 2015) y participar en el ciclo del azufre (Raina et al. 2010).
Hernandez-Zulueta et al. (2022) observaron el dominio de
Pseudomonas en el coral Acropora palmata, tanto en colo-
nias aparentemente sanas como en aquellas con enfermedad
de la banda blanca tipo I (WBD-1). Estos autores demostraron
también que la abundancia de Pseudomonas aumentaba en
colonias enfermas, lo que sugiere un posible mecanismo de
respuesta del coral frente a la enfermedad.

El género Candidatus Midichloria, que pertenece a
la familia Midichloriaceae, fue también dominante en
A. cervicornis. Varios estudios sobre Midichloriaceae han
reportado abundancias altas en colonias aparentemente
sanas de A. cervicornis (Casas et al. 2004, Miller et al. 2014,
Godoy-Vitorino et al. 2017, Rosado et al. 2019). Sin embargo,

el papel de esta familia del orden Rickettsiales en el coral
es dificil de dilucidar, ya que ha sido también asociada con
enfermedades (Casas et al. 2004, Godoy-Vitorino et al. 2017,
Shaver et al. 2017, Rosales et al. 2019, Gignoux-Wolfsohn et
al. 2020).

El género Acinetobacter ha sido previamente reportado en
A. cervicornis (Kalimutho et al. 2007, Godoy-Vitorino et al.
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Figura 5. Ordenamiento del analisis de coordenadas principales
(PCO) de la variacion de los atributos de la comunidad (riqueza de
géneros [S], abundancia [N] y diversidad de Shannon [H']) segun
el tipo de sustrato y sitio de muestreo. Los vectores se realizaron
utilizando una correlacion multiple. El circulo de correlacion
representa el rango de correlacion de Pearson (—1 a 1). Codigos:
Cancun (CA); Xcalak (XC); Acropora cervicornis (Ac); sedi-
ments (Sd); seawater (Sw).
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Tabla 2. Resultados del PERMANOVA de dos vias cruzado sin replicacion de los atributos de la comunidad (riqueza de géneros
[S], abundancia [V], diversidad de Shannon [H']) y la composicion y abundancia de géneros bacterianos entre sustratos y entre
sitios de muestreo. Codigos: CV(%) es el porcentaje de la componente de variacion; P es el valor P. Los valores P < 0.05 se

muestran en negrita.

Atributos de la comunidad (diversidad alfa)

Composicion y abundancia de géneros
bacterianos (diversidad beta)

Fuente de variacion Pseudo-F P
Sustratos 3.835 0.1562
Sitios 0.039 0.8887

Residuales

CV (%) Pseudo-F P CV (%)
54.4 5.7513 0.0466 60.7
0.0 0.7926 0.5068 0.0
45.6 39.3

2017). En corales aparentemente sanos, otros estudios también
han detectado una abundancia alta de este género (Chen et al.
2011, Carlos et al. 2013, Cai et al. 2018). Existe poca informa-
cion sobre el papel de este género en el holobionte del coral,
pero algunos estudios han sugerido que estos microorganismos
estan involucrados en el metabolismo de nutrimentos del coral
(i.e., carbono, nitrogeno y azufre) y en la desintoxicacion del
hospedero (Raina et al. 2010, Cai et al. 2018).

El género Stenotrophomonas también fue dominante
en A. cervicornis; esto coincide con los resultados de
Hernandez-Zulueta et al. (2022), quienes reportaron su
dominio en colonias aparentemente sanas de 4. palmata en
el Golfo de México y el Caribe Mexicano. Sin embargo,
este género ha sido también detectado en corales enfermos
(Cardenas et al. 2012, Meyer et al. 2014) y en corales que
habitan sitios relativamente perturbados con concentraciones
altas de nutrimentos (Lee et al. 2012). Asimismo, se ha repor-
tado que algunas cepas marinas de Stenotrophomonas spp.
pueden producir compuestos antimicrobianos (Romanenko et
al. 2007) y degradar la quitina (Salas-Ovilla et al. 2019).

Este estudio mostrd que el género Enterobacter fue mas
abundante en las muestras de agua de mar que en los corales.
Se ha reportado que miembros de la familia Enterobacteriaceae
son responsables de diversas enfermedades en corales tropi-
cales (Daniels et al. 2015, Peixoto et al. 2017). Ademas, se
han aislado cepas de este género con capacidad para exhibir
actividad antibacteriana contra patdgenos bacterianos clinicos
y acuicolas (Gopi et al. 2012, Nursyirwani et al. 2018). En
nuestro estudio, la mayoria de los géneros bacterianos domi-
nantes han sido previamente asociados con enfermedades en
corales. Esto podria deberse a que estos microorganismos
forman parte de la microbiota bacteriana del coral, la cual,
bajo condiciones de estrés ambiental severo y persistente,
entra en disbiosis, lo que favorece un aumento en la abun-
dancia y actividad metabolica de grupos bacterianos espe-
cificos debido al estado inmunocomprometido del coral
(Cardenas et al. 2012, Certner y Vollmer 2015, Pollock et al.
2016, Ziegler et al. 2016). Se ha encontrado que lo anterior

induce cambios significativos en el microbioma del coral,
afectando directamente su fisiologia y desencadenando enfer-
medades, sindromes y el blanqueamiento coralino (Zhou et al.
2020, Mohamed et al. 2023).

Nuestro estudio encontrd que la estructura del ensamblaje
bacteriano fue disimil entre el tejido de A. cervicornis y el agua
de mar y sedimentos circundantes. Estas observaciones coin-
ciden con las realizadas por Carlos et al. (2013), Beltran et al.
(2016) y Hernandez-Zulueta et al. (2016), quienes mostraron
también diferencias significativas en el microbioma bacte-
riano entre los corales y su entorno. Esto podria ser un indicio
de que el sitio presenta un buen estado de conservacion. Por
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Figura 6. Ordenamiento del analisis de coordenadas principales
(PCO) de los cambios en la composicion y abundancia de los
géneros bacterianos segun el tipo de sustrato y sitio de muestreo.
Codigos: Cancun (CA); Xcalak (XC); Acropora cervicornis (Ac);,
seawater (Am); sediments (Sd).
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ejemplo, Hernandez-Zulueta et al. (2016) encontraron que
los sitios con mayor conservaciéon y menor perturbacion
humana fueron responsables de las principales diferencias
entre los sustratos estudiados. Sin embargo, en este trabajo no
se evaluaron las variables fisicoquimicas en las localidades
muestreadas; sugerimos que estudios futuros evaluen estas
variables y su relacion entre la especificidad espacial de los
corales y el estado de conservacion del sitio. Por otro lado, en
el presente estudio consideramos que los ensamblajes bacte-
rianos especificos observados en los corales pueden garan-
tizar su capacidad para aclimatarse o adaptarse a cambios
ambientales y a un estrés transitorio (Ziegler et al. 2017,
Bang et al. 2018). Asimismo, esta microbiota puede desem-
pefiar un papel clave en la salud del coral, ya que respalda su
inmunidad (Reshef et al. 2006) y participa activamente en el
ciclo de nutrimentos (Gates y Ainsworth 2011). No obstante,
Klinges et al. (2023) encontraron que el bacterioma resiste
algunos cambios en la estructura del ensamblaje bacteriano
en el coral 4. cervicornis que es resistente a enfermedades,

w<O

—
<
O
e}
o
@
w
o
&
w
=
=
4

aunque éste puede verse considerablemente alterado tras una
fuerte presion ambiental.

En este estudio, la diversidad bacteriana fue mayor en los
sedimentos que en el tejido del coral y el agua de mar. Scho-
ttner et al. (2012) y Carlos et al. (2013) encontraron también
que los sedimentos presentaban mayor diversidad bacteriana
que otros sustratos (por ejemplo, corales y agua de mar) en los
arrecifes brasilefios. Estos autores propusieron que los sedi-
mentos representan un reservorio bacteriano capaz de colo-
nizar las superficies de los corales. Bernasconi et al. (2019)
sefialaron que el agua de mar y los sedimentos son los prin-
cipales proveedores de bacterias para los corales, debido a su
ubicacion en el bentos.

Desde una perspectiva metabolica, se observod que
varias funciones metabolicas se repitieron en distintos
géneros (Pseudomonas, Synechococcus, Thioprofundum,
Owenweeksia, Pleurocapsa, Candidatus Puniceispirillum,
Candidatus Midichloria 'y Rhodovibrio), los cuales estu-
vieron presentes en los 3 sustratos, pero con variaciones en
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su abundancia relativa. Creemos que esto se debe a la diver-
sidad alta y mayor redundancia funcional (i.e., la capacidad
de una especie para compensar funcionalmente la pérdida de
otra) (Eisenhauer et al. 2023), lo cual es critico para el funcio-
namiento y resiliencia del ecosistema (Nystrom 2006, Mori et
al. 2013, Cardenas et al. 2022). Esto podria sugerir que dicha
redundancia permite al coral captar microorganismos de los
sustratos circundantes para satisfacer las necesidades del holo-
bionte. Por ejemplo, la prevalencia del género Thioprofundum
ha sido previamente reportada en sedimentos del sureste del
Golfo de México (Suarez-Moo et al. 2020). Este género, cono-
cido por su capacidad para oxidar azufre (Takai et al. 2009),
podria desempenar un papel clave en el ciclo del azufre dentro
de los sedimentos de arrecifes de coral. El género Owenweeksia
ha sido reportado como una bacteria novedosa con capacidad
de biorremediacion de materia organica en agua de mar (Lau et
al. 2005). Los géneros Synechococcus y Pleurocapsa cumplen
papeles funcionales fundamentales en la fijacion de nitrogeno
en los ecosistemas arrecifales (Charpy et al. 2012). Meunier
et al. (2019) encontraron que los corales expuestos a estrés
térmico aumentaron su consumo de bacterias de este género
(Synechococcus) presentes en el picoplancton, lo cual podria
deberse a que estos microorganismos constituyen una fuente
rica en nitrogeno (Berthelot et al. 2016). Choi etal. (2015) repor-
taron una cepa del género Candidatus Puniceispirillum con la
capacidad de producir sulfuro de dimetilo a partir de dimetil-
sulfoniopropionato, lo cual es relevante para el ciclo del azufre
en los arrecifes de coral (Guibert et al. 2020). La presencia
de Rhodovibrio ha sido reportada previamente en sedimentos
subterraneos someros de las Salinas de Bonneville (McGo-
nigle et al. 2019). De manera similar, Hernandez-Zulueta et
al. (2022) identificaron Rhodovibrio en los sedimentos circun-
dantes de 4. palmata en el Caribe mexicano. Sin embargo, aun
se desconoce el papel que desempefia Rhodovibrio en este tipo
de sustrato.

La quimioheterotrofia aerobia y SuRe fueron Ilas
funciones metabdlicas putativas predominantes entre los
8 géneros bacterianos que mas contribuyeron a la disimilitud
entre sustratos. La prevalencia de bacterias quimiohetero-
troficas en corales ha sido también reportada previamente
(Ostria-Hernandez et al. 2022, Hernandez-Zulueta et al.
2023); las bacterias heterotroficas apoyan la salud del coral
y conducen el ciclo del carbono (Hu et al. 2022). Como se
discuti6 anteriormente, también se ha informado que algunos
miembros del ensamblaje bacteriano en tejidos coralinos
participan en el metabolismo del azufre mediante la degra-
dacion del dimetilsulfoniopropionato (DMSP) en sulfuro de
dimetilo (DMS), lo que sugiere que estos compuestos repre-
sentan una fuente clave de nutrimentos con un papel rele-
vante en la salud del coral (Raina et al. 2009, Tandon et al.
2020). La fijacion de nitrogeno, NiRed y NiRe fueron otras
funciones metabdlicas relevantes reportadas en este estudio.
El suministro de nitrégeno a través del metabolismo micro-
biano, facilitado por cianobacterias y bacterias diazotroficas,
constituye una fuente adicional de nitrogeno para los sistemas
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coralinos (Sohm et al. 2011). Este proceso puede cubrir hasta
el 10% de las necesidades de nitrogeno de las algas simbio-
ticas (Cardini et al. 2015, Bednarz et al. 2019) y es crucial
para la supervivencia y crecimiento de corales autotroficos
(Pogoreutz et al. 2017, Li et al. 2023). Asimismo, como se
menciond previamente, algunos de los géneros reportados
(Pseudomonas, Enterobacter y Stenotrophomonas) han sido
asociados con enfermedades en corales (Meyer et al. 2014,
Peixoto et al. 2017, Gignoux-Wolfsohn et al. 2020), lo que
respalda la prevalencia de la funcion metabolica putativa
InvP en el presente estudio.

CONCLUSIONES

Este estudio constituye el primer acercamiento para
explorar el ensamblaje bacteriano asociado al coral
A. cervicornis en el Caribe mexicano, donde la distancia
geografica entre los sitios muestreados no fue un factor signi-
ficativo debido a que el ensamblaje bacteriano asociado al
tejido de A. cervicornis, agua de mar y sedimentos revelo una
especificidad de géneros bacterianos dominantes que indico
una estabilidad espacial. Estos géneros bacterianos domi-
nantes fueron Pseudomonas,Synechococcus, Thioprofundum,
Owenweeksia, Pleurocapsa, Candidatus Puniceispirillum,
Candidatus _Midichloria 'y Rhodovibrio. Asimismo, las
funciones metabolicas mas importantes en todos los sustratos
y en los géneros bacterianos dominantes fueron AeCh aéro-
bica, SuRe y NiFi. Aunque este estudio produjo resultados
relevantes, es importante mencionar que una de las limita-
ciones de este trabajo fue la pérdida de replicacion debido
a la mezcla de las muestras recolectadas de los sustratos.
En estudios futuros, sera importante considerar un aumento
en el numero de réplicas para evaluar la variacion existente
dentro de cada sitio y asi fortalecer el analisis de datos.
También es esencial considerar la variacion temporal intra
e interanual para evaluar si los géneros bacterianos domi-
nantes cambian significativamente. Ademads, sera necesario
aumentar el nimero de muestras de sustrato y medir varia-
bles ambientales y de la estructura del habitat adicionales
para brindar un mejor soporte estadistico para comprender
la distribucion y los patrones espaciales de los ensamblajes
bacterianos asociados al coral. Finalmente, los enfoques
basados en cultivo podrian también proporcionar una vision
mas completa de los papeles funcionales de las bacterias
asociadas a los corales.
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