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Protocolo para identificar la resistenciaala enfermedad de banda blanca en genotipos de
Acropora cervicornis y Acropora palmata en el Caribe : Revision de Literatura

Valeria Fernanda Reyes Ferrera

Resumen. Elaumento global de enfermedades en corales ha afectado gravemente los ecosistemas
de arrecifes coralinos. Estos sistemas dindmicos tienen la capacidad innata de recuperarse de
manera natural, sin embargo, la intensidad, frecuencia y severiedad del blanqueamiento masivo de
corales, olas de enfermedades, eventos climaticos y actividades antropogénicas estan aumentando.
La enfermedad de la banda blanca (EBB) ha sido un importante causante de la disminucién en la
cobertura viva de Acropora cervicornisy Acropora palmata en el Caribe. Actualmente, existen
técnicas de restauracion de arrecifes coralinos gque surgen como respuesta a la necesidad de nuevas
estrategias de gestion para abordar la disminucion de las diferentes especies de coral. Con el
objetivo de probar resistencia a la EBB en genotipos de estas especies cultivadas en vivero, se
desarrolld6 un protocolo de campo que consiste en cinco fases: establecimiento en sitio
determinacion de inoculantes apropiados, establecimiento de ensayo, mantenimiento y monitoreo,
seleccién de fragmentos resistentes y analisis de datos. Se validaron Gnicamente las primeras cuatro
fases del protocolo, por lo que al implementarse completamente se espera proporcionar resultados
comparables y organismos resistentes que influyan significativamente a la prevencion de futuros
brotes en la poblacion de corales restaurados.

Palabras clave: Restauracion de arrecifes coralinos, sistema arrecifal mesoamericano, vivero de
coral.

Abstract. The global increase in coral diseases has seriously affected coral reef ecosystems. These
dynamic systems have the innate capacity for natural recovery, however, the intensity, frequency
and severity of massive coral bleaching, disease outbreaks, weather events, and anthropogenic
activities are widespread. White band disease (WBD) has been a cause of decreasing live coral
cover, especially in Acropora cervicornis and Acroporapalmata in the Caribbean. Currently, there
are emergent coral reef restoration techniques responding to the need for new management
strategies to address the reduction of different coral species. In order to test WBD resistance in
genotypes of these species grown in nurseries, | suggest a five-phase field protocol: colony
establishment, determination of appropriate disease inoculants, assay establishment, maintenance
and monitoring, final stage and data analysis. The first four phases of the protocol were validated
in the field, sowhen fully implemented this will provide comparable results and resistant organisms
to prevent future outbreaks in the restored coral population.

Keywords: Coral nursery, coral reef restoration, mesoamerican reef.



L T o

INDICE GENERAL

POFTAAIIIA ..o e i
PAQING de TIMMAS ......oviiiiiiiii e ii
RS UM e et iii
[nd ICE GENETAN .ot e e et e et e e et e e e e e et e e e e e e et e e eeee e ee e aeeaina s iv
INAICE A8 FIQUIAS. .. eieee ittt e e ettt et e e s e e e e e s et r e e e e s e e e e e enrneeaaeenans \%
INTRODUGCCION ... e et e e et et e e et e e e e 1
METODOLOGIA . ..ttt ettt ee et et e e e e et e e et et e et et eee e e ees 5
RESULTADOS Y DISCUSION. ...t oot e e eeeeeaeeeaee e v e seaeaiaes 7
CON CLUSIONES .. e e e 14
RECOMENDACIONES . ... e e 15
LITERATURA Cl T AD A ..o et 16



INDICE DE FIGURAS

Figura Pagina
1. Enfermedad de la banda blanca presente en A. CErVICOINIS..........uvvvvveeeeeeeeiiiiiiiiiiiiinnnne, 3
2. Sitio seleccionado para la implementacion de las primeras cuatro fases..............ccccou..... 6
3. Seleccion y corte de fragmentos de Prueba. ..........ccccvveeiiieeiiiii e 9
4. Union entre fragmento saludable y fragmento activo con enfermedad de banda blanca.. 10
5. Etiquetado de fragmentos por especie, genotipo y numero de réplica. ...........ccceeevvennnennn 11
6. Monitoreo de pérdida de tejido en fragmento de prueba. ...........ccocoeevieiiiiiieniien 11



1. INTRODUCCION

Los arrecifes coralinos son considerados como uno de los ecosistemas mas diversos e importantes
del planeta. Estas estructuras submarinas complejas estdn formadas por material calcareo
(carbonato de calcio) depositado por los corales. Por su parte, son ecosistemas que proveen bienes
y servicios ecosistémicos como la proteccion contra huracanes, evitan la erosion costera y son la
principal fuente de proteina a las comunidades costeras (Pandolfi, Cannolly, Marshall y Cohen,
2011). Los sistemas arrecifales se desarrollan en la zona costera tropical a nivel mundial, ya que
brinda las condiciones adecuadas para su desarrollo. De acuerdo con Spalding, Ravilious y Green,
(2001) el agua en la zona costera cuenta con alta penetracion de luz solar por lo que la presencia
de lecho marino rigido poco profundo favorece su adhesion.

Honduras forma parte del Sistema Arrecifal Mesoamericano (SAM), un ecositema de
aproximadamente 1,000 km de longitud localizado en el mar Caribe. Inicia en Cabo Catoche, al
norte de Quintana Roo, México, bordea las costas de Belice y Guatemala y finaliza en el comple jo
Islas de la Bahia/Cayos Cochinos en la costa norte de Honduras (Ardisson, May-KdU, Herrera-
Dorantes, y Arellano-Guillermo, 2011). En él se encuentran aproximadamente 60 especies de coral
incluyendo: coral cuerno de alce (Acropora palmata), coral cuerno de venado (Acropora
cervicornis), coral de pilar (Dendrogyra cylindrus), gran coral estrella (Montastrea cavernosa),
coral cerebro (Diplora strigosa) y dedo de coral (Porites porites) (Spalding et al., 2001).

El SAM comprende 60 areas naturales protegidas (ANP) que proveen habitats criticos para la
alimentacion, anidacion y crianza de un elevado nimero de especies de flora y fauna de alta
importancia comercial, amenazadas o en peligro de extincion. Ademas de tener un alto valor
ecologico, estético, cultural y econdmico para cuatro paises, comprende un vasto sistema de
habitats costeros considerado como uno de los puntos mas concentrados en biodiversidad (Chollett
etal., 2017). Sin embargo, ha sido notoria la disminucién de biodiversidad y cobertura de coral en
las Ultimas décadas. Debido a distintos episodios de estrés crénico por disturbios naturales y
actividades humanas, se ha visto reflejado el aumento de la cobertura por macroalgas, mortalidad
de especies herbivoras importantes, organismos coralinos y frecuentes enfermedades (Healthy
Reefs, 2020).

El género Acropora cuenta con 379 especies a nivel mundial segin el “World Register of Marine
Species”, siendo las especies mas importantes Acropora palmatay Acropora cervicornis para la
region caribefia. Son corales duros de alta importancia caracterizado por su rapido crecimiento (3
- 11.5 cm/afio) entre la poblacién de corales constructores de arrecifes, también denominados
hermatipicos. Sin embargo, son muy vulnerables ante amenazas ambientales y antropogénicas
(Boulon etal., 2005) disminuyendo drasticamente en el Caribe desde inicios de los afios 80 (Calle-
Trivifio, Cortés-Useche, Sellares-Blasco y Arias-Gonzalez, 2018). Por la aportacion de carbonato
de calcio proveniente de sus esqueletos, son considerados parte importante en la construccion de
un sistema arrecifal (Veron, 2011).

Desde un punto de vista ecoldgico, la abundancia de A. cervicornisy A. palmata, por sumorfologia
tipicamente ramificada favorecen la formacion del habitat, dan alimento y proporcionan otros
bienes y servicios (Hoegh-Guldberg, Poloczanska, Skirving, y Dove, 2017). Esta especie por la



formacion de estructura de carbonato de calcio, también, tienen la capacidad de disminuir energia
entrante de las olas y ofrecer proteccion a la costa (Galvis Galindo y Molina Tinjacé, 2017). Por
tal motivo, la pérdida o alteracién de sus poblaciones podria resultar en una reduccion de la
estructura del arrecife (Boulon et al., 2005). En los ultimos afios, acorde a diferentes reportes
realizados por “Healthy Reefs for Healthy People” para la evaluacion de la salud y el progresivo
deterioro de los arrecifes a nivel mundial, se identifico que, las especies mayormente afectadas
hasta el momento han sido corales duros (Rivera-Sosa, Mufiz-Castillo, McField y Arias-Gonzalez,
2018). Boulon etal. (2005) mencionan que tanto enfermedades como tormentas fueron reconocidas
como fuentes principales de perturbacion hacia estas especies. Durante las Gltimas 4 décadas se ha
hecho evidente que enfermedades que atacan gran cantidad de individuos, tambien llamadas
epizootias, han sido causantes de la mortalidad de Acropora spp. en el Caribe y el Atlantico
occidental incluyendo Florida (Randall y van Woesik, 2015).

Historicamente se han reportado brotes de enfermedades infecciosas en organismos marinos como
plantas, vertebrados e invertebrados (Hughes, 1994). De acuerdo con Goreau et al. (1998) los brotes
de enfermedades han sido particulatmente evidentes en corales esclerectinos, gorgonias, erizos de
mar y algas coralinas. Aunque se desconoce la incidencia habitual de enfermedades en los
organismos arrecifales, estas encajan en los criterios establecidos para nuevas enfermedades
emergentes (Carey, 2000). Por otra parte, el sistema imune de organismos coralinos trabaja con la
liberacion de secreciones mucosas que contiene inmunoglobulina A y otros agentes
antimicrobianos formando una barrera protectora contra patdégenos y toxinas. Sin embargo, la
ruptura de esta barrera deja al coral abierto a cualquier ataque microbiano (Hayesy Goreau, 1998).

Entre las apariciones reportadas de enfermedades de corales en el Caribe, las enfermedades blancas
son las mas dificiles de diferenciar, estas tienden a ser confundidas visualmente por la similitud
que existe entre ellas (Weil, Urreiztieta y Garzon- Ferreira, 2002). Los sindromes blancos incluyen
la denominada peste blanca (Dustan, 1977) dividida en I, Il y Il (Richardson, Smith, Ritchie y
Carlton, 2001), tipos de necrosis por estrés llamada también irregular o reaccion de cierre
(Antonius, 1981a) y la enfermedad de la banda blanca (W. Gladfelter, Gladfelter , Monahan, Ogden
y Dill, 1977) actualmente divididia en EBB tipo |y EBB tipo Il (Ritchie y Smith, 1998). De acuerdo
con (Bythell, Pantos y Richardson, 2004) los signos visibles entre la peste blanca y la enfermedad
de la banda blanca son practicamente idénticos, existe una linea nitida y clara entre el tejido
aparentemente sano y el esqueleto coralino recién expuesto sin material microbiano presente.

El brote original de la enfermedad de la banda blanca (EBB) fue reportado en dos especies
acroporidas del Caribe, Acropora cervicornis y Acropora palmata (Aronson y Precht, 2001). Estos
casos son reconocidos especificamente por segmentos de esqueleto desnudo y bandas de tejido
necrotico en ramas marrén de Acropora conaspecto saludable. Ambos tipos son caracterizados por
lesiones progresivas que rodean y se extienden a lo largo de las ramas, desde la base hasta la punta
siendo rapidamente cubiertos por macro algas (Gignoux-Wolfsohn, Pretch, Peters, Gintert y
Kaufman, 2020) y eventualmente mueren colonias enteras (Aronson y Precht, 2002). Gignoux-
Wolfsohn, Marksy Volimer (2012) sefialan que, si el coral se encuentra lesionado, estaenfermedad
puede transmitirse por medio del agua y por vectores animales como el caracol coralivoro
(Coralliophilaabbreviata) opor medio de una de sus fuentes de alimento, el zooplancton (Certner,
Dwyer y Patterson, 2017).



Antonius (1981b) sugiri6 que la EBB podria ser una forma de estrés causada por variables
ambientales en lugar de un patégeno. Sin embargo, una transmisién mostrada por Gladfelter (1982)
indico un agente infeccioso, propagandose la enfermedad en contra de las corrientes predominantes
abriendo asi especulaciones sobre un posible organismo vector en lugar de transmision por medio
del agua. Esta enfermedad es caracterizada por una lesion progresiva que, desde su punto de
infeccion, se extiende a una velocidad extremadamente uniforme a lo largo del limite de la lesion
(Gignoux-Wolfsohn et al., 2012). Dicho limite forma un arco uniforme que progresa por ramas
separadas de especies ramificadas a la misma velocidad y en el esqueleto desnudo, algas forman
comunidades altamente visibles (Aronson y Precht, 2002). Investigaciones anteriores realizadas
por Peters (1984) establecen que tanto en el Indo-Pacifico como en el Caribe, la enfermedad de la
banda blanca se limita a dos especies dominantes de Acropora (Figura 1).

Por ser una enfermedad coralina agresiva, la enfermedad de la banda blanca tiene el potencial de
matar aproximadamente 1 cm por dia del tejido coralino compuesto por miles de poélipos (Kline y
Vollmer, 2011). De acuerdo con Jordan-Garza, Muller, Burman y van Woesik (2011), al extenderse
rapidamente, esta enfermedad puede causar mortalidad en una colonia entera de corales a varios
dias de la infeccion inicial. Por otra parte, se ha demostrado que la ruptura de los umbrales de
temperatura como resultado del calentamiento de la superficie del mar ha impulsado la incidencia
de enfermedades de corales en los ultimos afios (Randall y van Woesik, 2015).

Estudios moleculares han identificado diferencias significativas en comunidades microbianas de
los tejido con 'y sin signos macroscopicos de la banda blanca, sugiriendo que la enfermedad puede
ser causada por patdgenos bacterianos (Pantos y Bythell, 2006). Por otro lado, experimentos en
cautiverio con tratamientos farmacoldgicos utilizando en conjunto ampicilina y paromomicina
dieron resultados efectivos para detener la EBB en A. cervicoris confirmando que el agente causal
puede ser mas de una bacteria (Sweet, Croquer y Bythell, 2014). Otros estudios han encontrado
microbios en tejidos sanos de A. cervicornis, abriendo posibilidades a que la EBB sea el resultado
de infecciones microbianas ya existentes en el coral. De acuerdo con Lesser, Bythell, Gates,
Johnstone y Hoegh-Guldberg (2007) diferentes hipétesis se han planteado que por condiciones
ambientales estresantes, estos microbios pueden convertirse en un problema para el organismo
coralino. Es decir, estos microbios pueden no ser patdgenos, pero al romperse el umbral ambiental
tanto la virulencia como la densidad microbiana puede aumentar convirtiéndolos en patdgenos.

Comprender completamente la etiologia de la EBB sigue siendo complicado, sin embargo,
multiples estudios desarrollados han tenido resultados sobre posibles causas de esta enfermedad.
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Los postulados de Koch segin Sutherland, Porter, y Torres (2004), son utilizados para determinar
la causa de enfermedades por un solo patdgeno y establecen: (1) El patogemo debe ser abundante
en todos los organismos infectados y ausente de organismos sanos; (2) El patégeno debe aislarse y
cultivarse de un organismo enfermo; (3) El patégeno cultivado debe ser capaz de inducir signos de
enfermedad en un organismo sano y (4) El patogeno debe volverse a aislar de ese organismo.
Arboleda y Reichardt (2010) tuvieron éxito utilizando estos postulados con cepas de Vibrio, los
patdgenos de coral mayor conocidos en el Pacifico por ser causantes de sindromes blancos. A partir
de esto, se intentd su aplicacion en el Caribe, pero han tenido menor éxito en comparacion con el
Pacifico (Gignoux-Wolfsohn, 2016).

Mdltiples factores son los que contribuyen a las dificultades que permite saber con exactitud la
etiologia de las enfermedades de coral utilizando los postulados originales de Koch. Sutherland et
al. (2016) describieron recientemente que las enfermedades de los corales estan en un estado casi
contante de flujo y sus signos no son confiables. Por otro lado, la hipotesis de los probiéticos de
coral establece que los patdgenos actuan sobre los hospedantes que ya albergan un conjunto de
bacterias cambiantes a ritmo constante y pueden servir para crear resistencia a la enfermedad
Reshef, Koren, Loya, Zilber-Rosenberg y Rosenberg (2006). Por otra parte, se demostré por medio
de estudios que el sistema imune de los corales es robusto y algunos tienen resistencia genética a
estas enfermedades enfatizando la importancia del huesped al momento de infectar con un posible
patogeno (Libro y Vollmer, 2016).

Almada-Villela, McField, Kramer, Richars y Arias-Gonzalez (2002) afirman que en el Caribe, los
patrones recientes de enfermedades y mortalidad de los corales son bastante complejos. El estrés
generado por los contaminantes arrastrados por escorrentia agricola en Honduras puede ser
explicacion de los niveles constantemente altos de enfermedades. Ademas, la tasa de infecciones
de enfermedades en corales tuvo una variacion de 2.1 a 8% con una media de 4.4% cosiderandose
la més alta para esta region. Segun Altizer et al. (2006) el papel de la estacionalidad natural de la
tempertura del agua, esta completamente relacionado con diferentes enfermedades infecciosas en
los ecosistemas de arrecifes de coral.

La EBB es parcialmente responsable de la inclusion de los Acroporidae del Caribe en la lista de
Especies en peligro de EE.UU. y categorizados como “peligro critico” en la Lista Roja de Especies
Amenazadas creada por la Union Internacional para la Conservacion de la Naturaleza (UICN)
(Aronson, Bruckner, Moore, Prechty Weil, 2008). Aronson y Precht (2001) mencionan que existen
diferentes estresores antopogénicos locales que afectany pueden estar implicados como la causa
principal de su disminucion. De igual forma, actividades marino-pesqueras tienen diferentes
impactos provenientes de derrame de aceites y combustibles en el agua, basura marina y el
abandono de material utilizado para la pesca. Como consecuencia, se ha producido la disminucion
de cobertura de coral vivo, mayor poblacién de algas causando desequilibrio en la diversidad
marina dentro del ecosistema y el aumento de enfermedades (Casas, 2011). Con base en lo anterior,
el presente estudio realizado con la colaboracion del Parque Marino de Roatan propone:

e Desarrollar un protocolo para probar la resistencia de dos especies de Acropora ala EBB enel
Caribe.

e Validar de forma preliminar el protocolo de resistencia a la EBB en campo.



2. METODOLOGIA

En esta seccion se presenta los procedimientos que se aplicaron para la recoleccion de informacion
secundaria y asi dar respuesta al desarrollo de los pasos a seguir para probar la resistencia de dos
especies de Acropora a la EBB enel Caribe y validarlo. Al responder estos objetivos, se establecid
un protocolo para conocer mas el efecto de la EBB en el SAM y favorecer a su conservacion.

Para obtener la revision de literatura y responder al objetivo se realizd una busqueda de articulos
cientificos y estudios relacionando a la tematica a traves de motores de blusquedas como “Google
academic”, “Semantic” y bases de datos de gran relevancia a nivel internacional como “Research
Gate, Scopus y Springer Link”. Asi mismo, se realizd una blsqueda en las revistas indexadas de
“PeerJ, Experimental Marine Biology and Ecology, Nature Climate Change, PlosOne, Invertebrate
Pathology y Scientific Reports”, utilizando las palabras claves: “Coral health, coral disease, white
band disease, whd resistance, coral pathogens, enfermedades coralinas, Caribbean whbd, Caribbean
coral disease, coral restoration, Acropora cervicornis, Acropora palmata”. Y en algunos casos se
utilizé la combinacion de términos boleanos de acuerdo con los objetivos especificos de
investigacion: “or, not, and, in”.

Los criterios de seleccion de literatura fueron: 1) El Articulo/estudio contiene informacion sobre la
EBB, relacionada al Sistema Arrecifal Mesoamericano 2) Estudios con el género Acroporay 3)
Publicaciones clasicas y recientes. Posterior a la clasificacion, se realiz6 una base de datos en Excel
de todos los articulos y estudios, la cual contiene cuatro variables: palabras clave, autores, titulo y
resumen (sintesis de los hallazgos relacionados EBB, Acropora y Jardineria de Coral). Esto ayudd
a tener a primera mano o directamente el estudio para incorporarlo endesarrollo de la introduccion,
resultados y discusion.

Elaboracién de protocolo de campo

Para probar la resistencia a la enfermedad de la banda blanca (EBB) en Acropora cervicornisy
Acropora palmata, se proponen las siguientes fases: puesta en escena, determinacion de
inoculantes apropiados, establecimiento de ensayo, mantenimiento y monitoreo, seleccion de
fragmentos resistentes y analisis de datos utilizando como base el protocolo de Miller y Williams
(2016) con diferentes modifiaciones.

Validacién de protocolo en campo

El sitio seleccionado para poner en marcha las primeras cuatro fases del protocolo fue Seaquest
Shallow. EIl cual es un parche de arena poco profundo (10 — 12 m) localizado en West End, Islas
de la Bahia, Honduras (Figura 2). Los fragmentos puestos a prueba ya formaban parte del vivero
localizado en el sitio antes mencionado y de igual forma, fueron previamente estudiados en
laboratorio para determinar su genotipo. Para todas las fases del experimento fue necesaria la
presencia de marea baja, para evitar complicaciones como pérdida de herramientas, equipo o
fragmentos durante todo el proceso. La seleccion de fragmentos con la enfermedad de la banda
blanca requirid de personal altamente capacitado y con previa experiencia en el tema.



Ademads, el sitio de seleccién para la extraccion de fragmentos enfermos fue previamente
monitoreado por medio de organizaciones no gubernamentales ante distintos brotes reportados por
buzos y bidlogos.
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Figura 2. Sitio seleccionado para la implementacion de las primeras cuatro fases.



3. RESULTADOSY DISCUSION

En las Gltimas décadas, los ecosistemas coralinos han sufrido pérdidas sin precedentes de corales
duros formadores de arrecifes (Gardner, Coté, Gill, Grant y Watkinson 2003). Estos sistemas
dindmicos tiene la capacidad innata de recuperarse de manera natural, sin embargo, la intensidad,
frecuencia y severiedad del blanqueamiento masivo de corales, olas de enfermedades y eventos
climaticos estan aumentando (Hughes et al., 2018). Desde el punto de vista de Van Oppen et al.
(2017), el tiempo es insuficiente para la recuperacion entre eventos de perturbacion siendo la
recuperacion natural poco probable oimposible en diferentes lugares. La relevancia de estos temas,
ha llevado al impetu e interés creciente en series de intervenciones que pueden aumentar la
resiliencia, contribuir a su preservacion y restaurar estructura y funcion de los arrecifes coralinos
(Anthony et al., 2017). Tales esfuerzos incluyen: la promocién de politicas y legislaciones para la
conservacion, mapeo, monitoreo y evaluacion de los arrecifes de coral. De igual forma, se llevan a
cabo investigaciones toxicoldgicas, genéticas, de reproduccion y microbiologicas que dan como
resultado una lineas base o la actualizacion de ella.

Restauracion de arrecifes coralinos

Segin Wiens y Hobbs (2015), la restauracion es tipicamente usada en areas que han sido
degradadas, con la intencion de devolver un area a su estado natural o previo a perturbaciones. Por
otro lado, las diferentes causantes del deterioro de los arrecifes de coral y la cotribucién global que
hacen a los seres humanos, han llevado a la demanda de medidas alternativas de restauracion de
los arrecifes (Rinkevich, 2014). En relacion con lo antes mencionado, se han implementado
distintas estrategias de conservacion. Estrategias pasivas que consisten en el manejo y mitigacion
de presiones antropogénicas afectando procesos naturales de recuperacion del sistema y las
estrategias activas que implican intervencion o manipulacion del ecosistema con el objetivo de
contribuir de manera directa a su recuperacion (Edwards et al., 2010).

Estas medidas de restauracion estan siendo recientemente implementadas por la importancia que
tiene estos organismos coralinos. Los esfuerzos de restauracion de arrecifes estan en curso al
rededor del mundo (Baums, 2008) y algunos de los ejemplos incluyen asegurar fragmentos de
colonias lesionadas (Bruckner y Bruckner, 2001), crecimiento de fragmentos en viveros dentro del
agua Y el recate de colonias en habitats costeros amenazados (University of Florida, 2007). Segun
Post, Buckley, Schuh y Jernigan, Inc. [PBS&J] (2008), esfuerzos locales y regionales en zonas
costeras han dado como resultado el desarrollo de buenas practicas de gestion (BPG), mejores
técnicas de respuesta, campafias coordinadas y diversos mapas mejorados de habitat. De igual
forma, existen técnicas de restauracion de arrecifes coralinos que surgen como respuesta a la
necesidad de nuevas estrategias de gestion para abordar la disminucion de las diferentes especies
de coral (Hein, Willis, Beeden y Birtles, 2017).

Chavanich, Soong, Zvuloni, Rinkevich y Alino (2015) establecieron que las técnicas utilizadas
para la restauracion biologica incluyen la propagacion sexual (colecta y crianza de larvas de coral)
y asexual (colecta y produccion de fragmentos) de los corales con la finalidad de trasplantar
colonias o fragmentos de coral a zonas de arrecife con cierto nivel de perturbacion. La jardineria
de coral o “coral gardening”, es la técnica de restauracion mas utilizada y ha tenido gran aceptacion



con el pasar de los afios por su exitosa aplicacion a diferentes escalas alrededor del mundo (Shafir,
Van Rijn y Rinkevich, 2006). La propagacion y trasplante de corales cultivados en viveros se ha
vuelto popular y actualmente mas de 150 grupos operan viveros en mas de 20 paises a lo largo de
todo el Caribe (Lirman y Schopmeyer, 2016).

El enfoque de la jardineria de coral fue desarrollado con el fin de ampliar la restauracion mientras
se reduce el estrés en las colonias de donantes (Rinkevich, 2005). Sin embargo, la restauracion de
estas especies ademas de suministrar corales para su restauracion, brindan beneficios secundarios
para los ecosistemas marinos y la economia local. Estos proyectos contribuyen a la creacion de
habitats de peces e invertebrados (Nemeth, Griffin, Moore y Meehan, 2016), mejoramiento de las
poblaciones adultas creando asi nuevas poblaciones reproductivas sexuamente exitosas, se
proporciona una fuente para realizar investigacion experimental (Towle, Enochs y Langdon, 2015)
y se dio espacio al desarrollo de diversos programas Yy voluntariados junto con profesionales donde
realzaron los beneficios de la restauracion de corales (Lirman y Schopmeyer, 2016). Por otro lado,
se ha mejorado la economia local convirtiendo estos sitios en atracciones de buceo, implementando
cursos especializados como “Coral First Aid” o haciendo “Coral Restoration Certifications”
impartidos por tiendas locales de buceo o pescadores locales certificados (Galvan, 2016).

Con base en las perdidas reportadas a causa de la EBB, es imperativo encontrar una medida
preventiva o la cura a esta enfermedad. Libro (2014) establecidé que, con la misma iniciativa y para
evitar el aumento de la enfermedad que ha resultado en pérdida de especies Acropora, se han
realizado cultivos in situ en viveros para probar genotipos resistentes. Segin Boyles y Muller
(2016) si un genotipo especifico tiene mayor resistencia, entonces puede reproducirse y ser
cultivado en estructuras que permitan su Optimo crecimiento para un tranplante futuro a los
arrecifes del Caribe.

Afio tras afio, la enfermedad de la banda blanca sigue siendo una amenaza para la recuperacion de
A. palmata y A. cervicornis. Segun Miller y Williams (2016), se invierte cada vez mas enel cultivo
y repoblacion dejando a un lado la probabilidad que esta enfermedad afecte el resultado final de
poblaciones restauradas. Es por eso que, surge la necesidad de identificar los rasgos y el alcance
de resistencia a enfermedades naturales (Hunt y Sharp, 2014). El protocolo descrito esta destinado
para implementarse de manera estandarizada, con el propésito de generar informacion relacionada
con la resistencia o susceptibilidad a la EBB en gentipos reproducidos. La propuesta incluye las
siguientes fases:

Fase 1. Establecimientoensitio

Segun Miller y Williams (2016) al menos dos semanas antes del experimento se debe hacer el corte
de fragmentos por genotipo aprobar. Utilizando tijeras jardineras, se hace el corte de 48 fragmentos
de aproximadamente 10 cm de longitud colocados en bolsas “ziploc” para evitar confuciones por
genotipo y al no haber punto de partida, se elige una semana de forma arbitraria antes de dar inicio
al experimento, esto para que los fragmentos se estabilicen (Figura 3). Estos fragmentos de
“prueba” se colocan con linea de multifilkmento de 20 Ibs que brinda mayor peso y amarres
metalicos o “crimps” que aseguran los fragmentos en la estructura flotante del vivero (Figura 3),
también conocida como arbol. Previamente, se debe identificar el sitio adecuado para colocar las
estructuras flotantes, y paraello se consideran factores como: competencia y depredadores, tipo de
fondo, condiciones ambientales, calidad del agua, accesibilidad del sitio y permisos requeridos para
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operar. Las estructuras flotantes (3 —6 m) estan hechos de PVC y son ancladas con una “duckbill
anchor” al fondo del mar entre 10 — 12 metros de profundidad, de esta forma se puede regular la
altura en caso de ser necesario ante el acercamiento de fuertes tormentas y generalmente son
suspendidos mediante flotadores o buoyas colocadas en el extremo superior de la estructura.

A diferencia del protocolo base en donde replican mdltiples fragentos de cada genotipo a ser
probado, por conveniencia, en este ensayo se trabajaran 4 réplicas de 12 genotipos diferentes
colocando 3 en un arbol experimental y 1 en un arbol control que arbitrarimente se coloco a 23
métros de distancia. El contacto minimo de los organismos, especificamente con superficies,
sedimentos o fondos es sumamente importante para evitar cualquier tipo de contaminacion o estrés
por tejido expuesto, es por eso que se sugiere colocar dichas estructuras sobre un parche de arena.

Figura 3. Seleccion y corte de'fragmentos de prueba.
(A) Transporte de fragmentos replicados; (B) Establecimiento de los mismos en el arbol.

Fase 2. Determinacidn de inoculantes apropiados

Para la identificaciébn de la enfermedad, se debe observar el desprendimiento de tejido en el
esqueleto blanco o pequefios parches que indican la pérdida rapida de este tejido. La disponibilidad
de fragmentos verdaderamente activos podria ser una limitante, en ese caso, es preferible trabajar
con menor cantidad de réplicas activas a tener mayor cantidad de réplicas cuestionables que alteren
resultados finales del ensayo. Establecido por Miller y Williams (2016), no es apropiado el
transporte de fragmentos enfermos dentro del agua entre sitios, por tal motivo, los fragmentos que
son encontrados activos deben ser removidos de su establecimiento, colocados en tinas con agua
de mar y transportados por fuera del agua hasta el sitio del experimento. Cabe recalcar que el
tiempo de transporte debe ser menor a una hora y media, para evitar estres sobre estos organismos.

Utilizando abrazaderas plasticas, se une un fragmento activo con EBB (Figura 4) a dos de los
fragmentos de prueba previamente colocados en el arbol experimental, dejando el tercer fragmento
sin exposicion directa ya que servira para comprobar transmisién a corta distancia (15 mm) si el
genotipo fuese suceptible a la enfermedad. Para el establecimiento del experimento es necesario
un ambiente calmado dentro del agua, esto minimizard el dafio causado por manipulasion y transito
de los fragmentos. Por otra parte, es probable que entre las condiciones de un arrecife natural y las
del parche de arena donde se encuentre el vivero haya mayor variabilidad en cuanto a diversidad
de macro algas, superficies ricas en microbios, contacto con depredadores u otros animales y
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diversos inoculantes de enfermedades presente. Esto se debe a que existen aproximadamente 122
metros entre el arrecife poco profundo y el sitio en donde se ubican, de forma adyacente a algunos
arrecifes de espolones y surcos, las estructuras flotantes. De igual forma, es importante mantener
distancia entre el sitio donde se encuentra el experimento y las poblaciones sanas del vivero.

Figura 4. Union entre fragmento saludable y fragmento activo con enfermedad de banda blanca.

Fase 3. Establecimiento de ensayo

Estudios realizados afirman que durante o despues de episodios de estrés térmico o blanqueamiento
son mas comunes los brotes de enfermedades coralinas. Miller y Williams (2016) recomiendan que
si la enfermedad esta disponible en temperaturas inferiores a 29 — 30 °C, se mantenga, esto
permitird comprobar la disponibilidad de la enfermedad en las épocas mas célidas del afio. Para
fines de este ensayo en el arbol experimental se sugiere la instalacion de un dispositvo HOBO®
(U20-001-01) que permite el monitoreo y registro de datos de temperatura, profundidad y nivel del
agua.

Por otra parte, paraun mejor manejo del ensayo, se debe designar de manera individual una etiqueta
o0 identificacion (Figura 5). Para tener mejor control de cada fragmento de prueba, Miller y
Williams (2016) proponen que la etiqueta debe incluir el genotipo y el nimero de réplica de ese
genotipo (por ejemplo, A3-a para el genotipo "A3" y replicar "a"). Sin embargo, para proporcionar
mejor informacién del fragmento, se sugiere realizar cambios en etiquetado que incluyan especie,
genotipo y si la réplica era control o experimental (por ejemplo, AC42 EXP1, es decir Acropora
cervicornis, genotipo 42 y experimental nimero 1). Al finalizar este proceso, debe tomar una
fotografia a escala inicial de cada una de las réplicas debidamente rotuladas.

Para llevar a cabo este proceso, un factor importante es realizar primero cualquier manipulacion o
transporte de fragmentos sanos (o0 delegar a una persona en especifico) y luego fragmentos activos
(o una segunda persona). Al recolectar muestras, ya sean sanas o enfermas, se recomienda evitar
la caida de pequefas piezas fuera del sitio de muestreo. En cuanto a los recipientes e implementos
utilizados, es necesario separar, designar y rotular el uso que se les dara, de esta forma se evitara
cualquier tipo de contaminacion. De igual forma, los buzos se consideran posibles vectores de
enfermedades, para minimizar el riesgo, todo el equipo de buceo debe ser sometido a desinfeccion
y enjuague con agua dulce luego de cualquier inmersion.
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Figura 5. Etiquetado de fragmentos por especie, genotipo y nimero de réplica.

Fase 4. Mantenimiento y monitoreo

Con el fin de remover sedimentos y competencia como algas, depredadores e invasores que
incrementen los niveles de microorganismos en los arboles utilizados se debe realizar
mantenimiento y limpieza conayuda de cepillos y esponjas. Paraasegurar el control y estar al tanto
de los resultados, el protocolo base plantea monitorear el ensayo los dias 1, 3, 5y finalizar el dia
7. En algunas ocasiones el primer dia es necesario revisar y ajustar las abrazaderas utilizadas para
unir los fragmentos, esto sucede porque el organismo ya tuvo el tiempo suficiente para asentarse.
No se debe realizar ningun tipo de manipulacion adicional como ser reemplazo de fragmentos. En
cada inmersién para monitoreo, los ensayos deben ser examinados cuidadosamente para detectar
pérdida de tejido en el fragmento de prueba, con especial atencion al punto de contacto con el
inoculante. Se propone que, al hacer una observacién de pérdida de tejido, haciendo uso de una
regla (Figura 6), se puede medir el tamafio de las lesiones (longitud y anchura si la lesion esta
confinada a una superficie) y registrar estos datos. Alternativamente, se puede medir el tamafio de
lesion justo al finalizar los 7 dias, pero es importante llevar un registro de fotografias en cada dia
de monitoreo.

Figura 6. Monitoreo de pérdida de tejido en ragmento de prueba.
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Fase 5. Seleccion de fragmentos resistentes

Al llegar el ditimo dia del ensayo, se deben separar los fragmentos inoculantes y tomar una
fotografia de los fragmentos de prueba a escala final. Es importante que, si la enfermedad esta
presente en dichos fragmentos, se mida y se registre el tamafio de la lesion. Por otra parte, el
protocolo base sugiere que si después del ensayo los fragmentos inoculantes y los de prueba se
encuentran vivos y muestran pérdida de tejido activa, podrian ser utilizados para ensayos
posteriores. Sin embargo, en el presente protocolo se recomienda un muestreo que permita realizar
andlisis de laboratorio con caracterizacion histopatologica y sacrificar al resto. Segin Vollmer y
Kline (2008), la transmision de la enfermedad de la banda blanca ocurre dentro de un rango de 3 -
5 dias de contacto directo (injerto) entre un fragmento infectado y uno sano. Por tal motivo, con el
proposito de descartar cualquier signo de la enfermedad y reintegrarlos al vivero, los fragmentos
de prueba que no contrajeron la enfermedad deberan pasar por un periodo aproximado de una
semana en cuarentena. Estos fragmentos, clasificados como resistentes, deben estar bajo
observacién en la estructura flotante previamente designada como arbol control.

Fase 6. Andlisis de datos

Para llevar a cabo un analisis que permita datos reales como resultado, se pueden desarrollar varios
parametros a partir de los datos recopiladas durante el ensayo. Con dichos datos, se obtendra la
media de transmision por cada genotipo y a partir de eso, se puede aplicar una comparacion de
medias. Por otra parte, célculos como la proporcion de fragmentos transmitidos, riesgo de
transmision (tras la exposicion) y tiempo de transmisién fueron propuestos por Miller y Williams
(2016). Se sugiere afiadir calculos que permitan saber datos sobre pérdida del tejido del fragmento
de prueba como del inoculante.

Con la implementacion del protocolo anteriormente descrito se espera obtener la resistencia
genética de individuos que sirvan para ser replicados y crear colonias menos vulnerables. De igual
manera, tiene como objetivo proporcionar informacion comparable con relacién a la resistencia de
la enfermedad entre distintos genotipos. Comprender la transmision de esta enfermedad y su
resistencia genotipica influird de forma significativa a la prevencion de futuros brotes.

Validacién preliminar de las fases 1 -4

De las seis fases establecidas se comprobaron cuatro en campo y debido a la pandemia por SARS-
CoV-2, el experimento tuvo que ser interrumpido. La instalacion del dispositivo HOBO® permitio
tener mejor monitoreo en cambios de temperatura que pudiesen intervenir en el experimento. Con
relacion al etiquetado de los fragmentos, se determind que, para evitar el desprendimiento de las
etiquetas y evitar reemplazo y confusiones, se realizaron pruebas con distintos materiales como
alternativa gque aseguren durabilidad a lo largo del estudio. Fue importante mantener el orden de
trabajo entre fragmentos activos y sanos. De igual forma, se debe tener clara cada actividad a
realizar antes de la inmersion ya puede haber complicaciones vy dificil comunicacion bajo el agua.

Debido a que las estructuras flotantes se encuentran alejadas de la barrera arrecifal, se observé una
menor cantidad de algas y sedimentos acumulados. El mantenimiento y limpieza se centr6 en la
remocion de organismos que afecten el desarrollo de los organismos coralinos puestos a prueba.
Para el monitoreo se establecio llevar la secuencia y orden de fotografias sobre el avance de cada
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genotipo expuesto y revisar que ambos fragmentos se encuentren ensamblados correctamente. Para
llevar a cabo lo antes mencionado, se requiere de medidas como uso de guantes mientras se
manipulan dichos organismos. Se realizé una inmersion el segundo dia después del establecimiento
del experimento y no se observé ningin cambio en los fragmentos. No se pudo continuar el
monitoreo en los dias ya seleccionados debido a las medidas de bioseguridad implementadas por
el Gobierno de Honduras.

Miller y Williams (2016) en su ensayo incluyeron cinco réplicas de cuatro genotipos distintos y
como resultado del primer ensayo obtuvieron que uno de los genotipos no mostré transmision entre
las cinco réplicas. En el segundo ensayo, los mismos genotipos fueron puestos a prueba y uno de
los tres fragmentos fue transmitido con la enfermedad, lo que arrojé un riesgo general de
transmision del 12%. Por lo antes mencionado, se clasificd el genotipo C4 como relativamente
resistente a la enfermedad en comparacion con los otros tres analizados (riesgo de 50 — 62%) a un
nivel de 8 repeticiones realizadas en un entorno de vivero. De igual forma, es posible que tanto la
temperatura como la virulencia de la enfermedad de fondo fue mayor y pudo reflejarse en los
resultados obtenidos.
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4. CONCLUSIONES

e Al probar la resistencia a la EBB en genotipos de Acropora cultivadas en vivero, se espera
proporcionar resultados comparables y organismos resistentes que sirvan para restaurar areas
afectadas y a su vez, que reduzcan significativamente la vulnerabilidad de futuros brotes en la
poblacion de corales restaurados.

e En las primeras cuatro fases comprobadas no hubo efecto de transmision de la enfermedad
banda blanca para los genotipos de Acropora puestos a prueba.
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5. RECOMENDACIONES
Implementar este protocolo (todas las fases) de resistencia a la EBB en viveros de coral para
prevenir futuros brotes en la poblacion de corales restaurados en el Caribe.

Adicionar un tratamiento con los fragmentos previamente clasificados como resistentes para
determinar si en una exposicion subsiguiente siguen siendo resistentes.

Realizar investigaciones futuras aplicando este mismo ensayo a diferentes temperaturas con el
objetivo de comparar resultados del tiempo de transmision de la enfermedad.

Utilizar el software Coral Point Count con extension a Excel (CPCe) para hacer mediciones
planas (longitud y area) en las imagenes y determinar tendencias de crecimiento.
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