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RESUMEN

El objetivo del estudio fue conocer las concentraciones de bacterias heterétrofas y Vibrio
spp. de la zona arrecifal del Area Natural Protegida (ANP) Complejo Los Cdbanos,
especificamente frente a las playas El Flor, Punta Remedios y Salinitas; y, su relacién con los

parametros fisicoquimicos.

En el trabajo de campo se tomaron muestras de agua en los meses de febrero a abril del
2018, a los cuales se les midieron los pardmetros fisicoquimicos in situ (temperatura) y ex

situ (salinidad, oxigeno disuelto, pH, sélidos totales disueltos y turbidez).

En el trabajo de laboratorio se realizaron recuentos en placa de agar marino y agar tiosulfato
citrato bilis sacarosa (TCBS) para determinar la concentracion de bacterias heterdtrofas y
Vibrio spp., respectivamente. Para confirmar la presencia de colonias de Vibrio spp. se
resembraron colonias en agar tripticasa soya (TSA) a diferentes concentraciones de NaCl (3%
y 8 %); de las colonias desarrolladas en este medio se realizaron pruebas de tincidon de Gram
y prueba oxidasa. Algunas de las colonias que crecieron al 3% y 8 % de NaCl se les realizd

prueba API 20 NE para confirmar que fueran Vibrio spp.

De febrero a abril las concentraciones de bacterias heterdtrofas fueron de 2.82x10* UFC/mL
y de Vibrio spp. 4.69x10* UFC/mL en las tres playas de la zona arrecifal del ANP Complejo
Los Cébanos. El mes con mayor concentracion de bacterias heterétrofas (7.52x10* UFC/mL)
y Vibrio spp. (1.32x10°> UFC/mL) fue febrero, y las menores concentraciones fueron en
marzo (2.97x10% UFC/mL y 3.93x103 UFC/mL, respectivamente). En la playa El Flor se
registr6 mayor concentracién de bacterias heterétrofas que de Vibrio spp., en Salinitas y

Punta Remedios fue mayor la concentracién de Vibrio spp.

De las colonias que se aislaron para la identificacién con el método APl 20 NE sélo una
prueba presentd un perfil de buena identificacion, dando como resultado Chryseobacterium
indologenes con un indice de confiabilidad del 98.2%, por lo que se puede asegurar que la

cepa aislada es esta especie.
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Se realizé un andlisis de correlacion de Pearson para mostrar las relaciones de los
parametros fisicoquimicos con la concentracidon de bacterias heterdtrofas y Vibrio spp.
donde se observaron relaciones positivas entre la temperatura y el oxigeno disuelto,
oxigeno disuelto y lluvia, turbidez y lluvia; y relaciones negativas entre temperatura y lluvia
acumulada, salinidad con turbidez y concentracion de bacterias heterdtrofas, oxigeno

disuelto y turbidez, lluvia y concentracién de bacterias heterdtrofas.

Se realizé un analisis de componentes principales (ACP) que mostrd una separacion en tres
grupos, cada uno por meses de muestreo: grupo A (febrero), grupo B (marzo) y grupo C
(abril). La alta concentracién de bacterias heterétrofas y Vibrio spp. se relaciond con las
condiciones de mayor turbidez, mayor oxigeno disuelto, menor salinidad y mayor

temperatura.

El andlisis de similitud (ANOSIM) confirmé que el grupo A posee diferencia estadisticamente
significativa al grupo B y C; y, el porcentaje de similitud (SIMPER) mostré que la
concentracion de Vibrio spp. fue la que aportdé mds para la separacion de ambos grupos,

con un porcentaje de 59.74 % entre los grupos Ay Cy 50.66 % entre los grupos Ay B.

De los tres meses de muestreo, para febrero se reportaron las mayores concentraciones
tanto para bacterias heterdtrofas como Vibrio spp. donde la turbidez fue la mas elevada en
comparacion a los otros meses y esto podria indicar alta carga de materia orgdnica, ya que
la turbidez es una manera indirecta de medir la materia orgdnica (Espigares Garcia M. y

Fernandez-Crehuet 1999).
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1 INTRODUCCION

Las bacterias son uno de los eslabones mas importante para el flujo de la materia orgdnica
en el ecosistema marino (Azam et al. 1983, Cole et al. 1988). Su presencia suele ser mas

frecuente en las aguas costeras y en menor proporciéon en alta mar (Seoanez 2000).

Las bacterias heterétrofas constituyen el grupo mas importante, ya que son capaces de
degradar o mineralizar la materia orgdnica presente en el medio, transfiriendo energia hacia
los siguientes niveles tréficos del ecosistema, ademds de constituir una fuente de amplia

biodiversidad (Heinanen 1992, Kirchman 2000).

Vibrio spp. es un grupo dentro de las bacterias heterdtrofas con multiples interacciones con
los demds componentes del ecosistema marino. Varias especies pertenecientes a este
grupo son indispensables para la supervivencia y subsistencia de numerosos organismos

marinos, mientras que otros son patégenos (Leyton y Riquelme 2008).

El estudio se llevé a cabo en el sistema arrecifal del Area Natural Protegida (ANP) Complejo
Los Cdbanos; que esta incluido dentro de los seis sitios costeros de alto valor para la
conservacion de la biodiversidad dentro del Corredor Bioldgico Mesoamericano (Reyna et

al. 1996).

Los arrecifes de coral son ecosistemas que ayudan al sostenimiento de comunidades con su
alta productividad (Diaz et al. 1996). Por lo cual es fundamental conocer las concentraciones
de microorganismos con importancia ecoldgica y de salud para el ecosistema. Estudios de
distribucién, abundancia de las bacterias y su relacién con los parametros resultan de
interés para determinar integralmente el papel que desempeian los microorganismos en
el funcionamiento del ecosistema (Luigoyo 2003). De acuerdo con el habitat, las
comunidades microbianas responden a cambios en los parametros fisicoquimicos (Caldwell

1995).

Dentro de la zona arrecifal del ANP Complejo Los Cébanos fueron tomadas muestras frente
a tres playas (El Flor, Puntas Remedios y Salinitas). Se ubicaron tres puntos desde la linea
de costa de cada playa: el primero a 200 m, el segundo a 400 m y el tercero a 600 m.
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Dependiendo de la profundidad se recolectaron muestras a uno o dos niveles de la columna
de agua: un metro de la superficie y un metro del fondo del mar. Para determinar la
concentracion de bacterias heterdtrofas y Vibrio spp. se sembrd en placa utilizando el

método de dispersion y haciendo un recuento de colonias a las 48 horas de incubacién.

El objetivo de este estudio es conocer la concentracidon de las bacterias heterdétrofas y Vibrio
spp., en el ANP Complejo Los Cébanos, y como estas fluctian por la influencia de los
parametros fisicoquimicos; debido a la importancia de las bacterias heterétrofas en los
ecosistemas marinos, que se consideran como un indicador de la presencia y abundancia
de materia orgdnica labil (Williams 2000). Este estudio genera un antecedente de cémo es
la dindmica del grupo en los meses muestreados, da la base para realizar monitoreos
posteriores y profundizar en la ecologia de las bacterias heterétrofas y Vibrio spp. en el ANP
Complejo Los Cébanos y poder asi crear una norma que indique la calidad del agua para la

salud del ecosistema y el ser humano.



2 OBIJETIVOS

2.1 Objetivo general
e Describir la concentracidon de bacterias heterdtrofas de la zona arrecifal del Area

Natural Protegida Complejo Los Cobanos (ANP), Sonsonate, El Salvador.

2.2 Objetivos especificos
e Determinar la concentracion de bacterias heterétrofas en la zona arrecifal del ANP

Complejo Los Cébanos.

e Comparar la concentracién de Vibrio spp. con la concentracién total de bacterias

heterétrofas de la zona arrecifal del ANP Complejo Los Cdbanos.

e Relacionar la concentracion de bacterias heterdtrofas y Vibrio spp. con los
pardmetros fisicoquimicos (temperatura, salinidad, pH, oxigeno disuelto y sélidos

suspendidos totales) de la zona arrecifal del ANP Complejo Los Cdbanos.



3  MARCO TEORICO

3.1 Microorganismos en el ambiente marino.

Los océanos ocupan el 71% de la superficie del planeta y la mayor parte de su volumen
corresponde a mar abierto: su temperatura varia desde los 4°C, la salinidad es elevada y el
pH es basico; pero en general, se trata de un ambiente en apariencia homogéneo, con cierta
estratificacién de masas de agua que se mezclan lentamente debido al flujo de corrientes,
circulaciones verticales y mareas en zonas costeras. Dada la extension de los océanos, las
funciones ecolégicas de las bacterias que ahi crecen son de suma importancia para la vida

en la Tierra (Gonzalez et al. 2008).

La mitad de la produccion primaria se origina en las primeras decenas de metros de los
océanos, y son los microorganismos fotosintéticos marinos los encargados de realizar la
mayor parte de esta produccion. Estos organismos utilizan la energia solar para transformar

carbono inorganico y agua, en oxigeno y carbono organico (Hernando-Morales 2016).
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heterétrofas es devuelta al océano a través de la respiracion en forma de nutrientes
inorganicos y CO». Sin embargo, otra fraccidn se transfiere a eslabones superiores de la

cadena tréfica (Hernando-Morales 2016).

3.2 Factores fisicoquimicos que influyen en la distribucion de las bacterias en el
ambiente marino.

Ademas de la materia organica, Caldwell (1995) menciona que existe una serie de factores

fisicos y quimicos que afectan no sélo el tamafio y la composiciéon de las comunidades

microbianas, sino también, la morfologia y la fisiologia de cada microorganismo. Segun

Miravet (2003) los factores que mas influyen son: la luz, la temperatura, la salinidad, el

oxigeno disuelto, el potencial de oxidacién reduccién y los nutrientes; aunque también

deben considerarse la presién hidrostatica, el pH y el movimiento de las aguas.

3.2.1 Lluz

La luz es un importante factor ecoldgico tanto en la tierra como en las aguas, a medida que
atraviesa la columna de agua, disminuye su intensidad, y en dependencia del grado de
turbidez del agua asi sera la profundidad a que se encuentra el nivel de compensacion. En
el mar las bacterias fototrofas se distribuyen de manera estratificada, en dependencia de la
intensidad de la luz y de la disponibilidad que haya de los compuestos donadores de

hidrégeno (Miravet 2003).

3.2.2 Temperatura.

Las capas superiores del agua se ven separadas de las que estdn por debajo de los 200 m,
por una masa de agua caracterizada por una variaciéon en la temperatura que se llama
termoclina (Anexo 1). La termoclina es un fendmeno hidrografico permanente en los
océanos templados y tropicales, su localizacion varia en dependencia de la época del afo

(Pinet 1998).

En las zonas ecuatoriales-tropicales y subtropicales la temperatura de las aguas
superficiales en la mitad mas cdlida del afio supera los 20°C y puede estimular el desarrollo

de los microorganismos meséfilos, especialmente en las aguas costeras y estuarios



(Mishustina et al. 1985). La existencia de la estratificacion térmica vertical determina la
caracterizacion cuantitativa de la distribucidn vertical de los microorganismos (Caldwell

1995).

Segun Apellay Araujo (2005) las temperaturas extremadamente bajas y elevadas, se utilizan
de manera corriente para la conservacidn de microorganismos o para provocar su muerte
respectivamente. Los tres valores de temperatura minima, éptima y maxima se conocen
como temperaturas cardinales. En base a ellas podemos clasificar los microorganismos en
grupos compuestos por organismos muy diferentes entre si pero que presentan gran

similitud en su comportamiento frente a la temperatura (Tabla 1).

Tabla 1. Clasificacién de los microorganismos segln las temperaturas cardinales.

Temperatura / —C

Grupo Minima Optima Maxima Ejemplos
PSICROFILOS
Obligados <0 10-15 <20 Flavobacterium
Facultativos 0 15-30 > 25 Bacterias de deterioro de
15-20 30-40 < 45 alimentos refrigerados
MESOFILOS Mayoria de las bacterias
TERMOFILOS
Facultativos 35 42-45 = 50 Thermus aquaticus
Estrictos 45 50-75 > 80 Thermoproteus
Extremos B5 80-105 > 100 Pyrolobus fumarii

3.2.3 Salinidad.

A partir de mediciones realizadas en diferentes puntos del océano, se ha podido determinar
qgue 35 ppm es la salinidad media del agua del mar. La salinidad varia en direccién tanto
horizontal como vertical y ain en un mismo punto puede sufrir variaciones en las diferentes
estaciones del afio. Los factores que hacen cambiar la salinidad son la temperatura, ya que
si es elevada provoca una evaporacién intensa y por lo tanto un incremento de salinidad; y
los aportes de agua dulce, que, por dilucidn disminuye la salinidad. De aqui que, por regla

general, se presente una mayor salinidad en las zonas tropicales (Cifuentes et al. 1997).

Con respecto a la tolerancia a la salinidad las bacterias se pueden dividir en: halotolerantes
gue pueden crecer en ausencia y presencia de sal, y haléfilos que necesitan de condiciones

salinas para su crecimiento. Los microorganismos haldfilos no tienen los mismos



requerimientos de sal, por lo que tienden a agruparse en funcion del rango de sales que
necesitan para tener un crecimiento 6ptimo: débiles entre el 2-5% de NaCl, moderados

entre el 5-20% de NaCl y extremos entre el 20-30% de NaCl (DasSarma y Arora 2002).

La mayoria de las bacterias y las algas que viven en el mar son moderadamente haléfilas
(Gilmour 1990). Actualmente algunos microbidlogos definen las bacterias marinas como

aquellas que requieren al menos 3% de NaCl para crecer (Atlas y Bartha 1998).

3.2.4 pH.

Otro factor importante para el crecimiento microbiano es la concentracién de iones
hidrégeno. Influye en el crecimiento microbiano ya que muchas enzimas se inactivan a
valores muy altos o bajos de pH. Sin embargo, también varian los intervalos de tolerancia al

pH de los distintos microorganismos (Miravet 2003).

El agua oceanica es ligeramente alcalina, y el valor de su pH esta entre 7.5 y 8.4 y varia en
funcién de la temperatura; si ésta aumenta, el pH disminuye y tiende a la acidez; también
puede variar en funcién de la salinidad, de la presion o profundidad y de la actividad vital

de los organismos marinos (Cifuentes et al. 1997).

En general, los ambientes naturales tienen un pH comprendido entre 5y 9, y la mayoria de
los microorganismos crecen dentro de esos valores. Sin embargo, algunos pueden
desarrollar a valores de pH inferiores o superiores a los indicados. De acuerdo con el rango
de pH en el que es posible su desarrollo, se los clasifica en tres grupos: acidofilos 1-5,

neutrdfilos 5.5-8 y baséfilos 8.5-11.5 (Apella y Araujo 2005).

3.2.5 Oxigeno disuelto (O>).

El agua de mar contiene pequefias cantidades de todos los gases atmosféricos disueltos,
principalmente: oxigeno (0), nitrégeno (N), argdén (Ar), anhidrido carbdnico (CO2) e
hidrogeno (H). En particular, el oxigeno proviene de dos fuentes principales: la difusidon que
ocurre a través de la interfase aire-océano y la fotosintesis. Ambos procesos estan limitados
a los niveles superiores de la columna de agua donde puede llegar a alcanzar valores de 5

mL de O2/L (Strahler 1977).
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oxigeno con la profundidad y aumenta la concentracién de microorganismos quimioétrofos

(Pinet 1998).

Los microorganismos se pueden dividir en tres grupos sobre la base del papel que juega el
Oz en su nutricion: las bacterias aerobias necesitan O, para crecer; las anaerobias
facultativas pueden realizar metabolismo energético aerobio o anaerobio (dependiendo del
ambiente, la disponibilidad de oxigeno y la concentracién de nutrientes). Las bacterias

anaerobias estrictas a las cuales el oxigeno les resulta téxico (Apella y Araujo 2005).

Las concentraciones de oxigeno en mar abierto y en zonas costeras estan disminuyendo en
todo el mundo (Diaz 2001; Diaz y Rosenberg 2008). El agotamiento de oxigeno (hipoxia) se
desarrolla cuando el consumo de oxigeno por parte de organismos o procesos quimicos
supera el suministro de oxigeno de la mezcla vertical de las capas de agua, de la atmédsfera

y de los organismos fotosintéticos (Friedrich et al. 2014).

La hipoxia ocurre con mayor frecuencia como consecuencia de factores inducidos por el
hombre, especialmente por la eutrofizacion. Las causas de la contaminacion por nutrientes,
especificamente de nitrégeno y fdsforo, incluyen la escorrentia agricola, la quema de
combustibles fésiles y el tratamiento de aguas residuales (NOAA 2014-2017). Las aguas

hipdxicas pueden causar la pérdida de habitat, el estrés e incluso la muerte de organismos



marinos, lo que afecta las cosechas comerciales y la salud de los ecosistemas impactados

(NCCOS 2017).

3.2.6 Presion hidrostdtica.

La presidén tanto hidrostdtica puede influir en la velocidad de crecimiento microbiano. En el
mar cada 10 metros de profundidad la presién aumenta 1 atm., son relativamente pocos
los microorganismos capaces de vivir en aguas ocednicas muy profundas. Presiones altas
inactivan las enzimas y el sistema de transporte, produciéndose la ruptura de la membrana.
No obstante, se conoce la existencia de microorganismos barotolerantes que pueden crecer
a altas presiones donde las temperaturas son bajas y la materia orgdnica escasa. Estas

bacterias por lo general presentan un metabolismo lento (Taylor 1992).

3.2.7 Nutrientes orgadnicos.

La Materia orgdnica disuelta (MOD) es la principal fraccion del pool total de materia
orgdnica existente en los ambientes acuaticos (Munster 1991), y una menor parte la
constituye la materia organica particulada (MOP). Los microorganismos heterétrofos
controlan en gran medida el flujo y degradacidn de la mayor parte de la materia organica
(MOD y MOP). Ademas, el catabolismo bacteriano de la materia orgdnica, el cual también
estd estrechamente sustentado en la oxidacion, libera nutrientes inorganicos fijados
previamente en los compuestos organicos y el CO,. De este modo los hacen utilizables
nuevamente por las bacterias, micro y macroorganismos fotosintéticos en los ecosistemas

(Chrost 1990).

La materia organica es un componente menor del agua del mar, sin embargo, ésta posee
una importancia fundamental en procesos bioldgicos, geoldgicos y quimicos. Respecto a los
procesos bioldgicos, el mas importante es el proceso de degradacidn y mineralizacién de la
materia organica, que es efectuado principalmente por bacterias heterétrofas. A través de
este proceso, conocido como produccion heterotrdéfica, dichas bacterias utilizan a la

materia organica como sustrato y lo transforman en biomasa microbiana (Azam 1983).



3.2.8 Nutrientes inorgdnicos.

Muchos compuestos inorganicos presentes en el agua de mar en diferentes proporciones
son nutrientes esenciales para los microorganismos (Smith y Smith 1998). Las distintas
especies bacterianas tienen diferentes requerimientos nutricionales y condiciones
fisicoquimicas que les permiten permanecer viables. Los nutrientes requeridos en grandes
cantidades son denominados macronutrientes mientras que los micronutrientes son
necesarios en cantidades trazas. Entre los primeros se encuentran carbono (C), hidrégeno
(H), oxigeno (0), nitrégeno (N), fosforo (P), azufre (S), potasio (K), calcio (Ca), hierro (Fe) y
sodio (Na), y entre los segundos podemos citar cromo (Cr), cobalto (Co), cobre (Cu),
manganeso (Mn), molibdeno (Mo), niquel (Ni), selenio (Se), wolframio (W), vanadio (V), zinc
(Zn). Ademads, deben considerarse los aniones que se forman con los elementos (Apella y

Araujo 2005)

3.2.9 Corrientes marinas y mareas.
Casi todas las corrientes marinas superficiales son causadas por los vientos, la energia se
transmite a través del rozamiento del aire sobre la superficie provocando el desplazamiento

horizontal de las aguas (Strahler 1977).

Estudios recientes de biogeografia de bacterias marinas atribuyen al movimiento de las
corrientes la causa principal del traslado de diferentes especies microbianas de una region
a otra. Actualmente el papel de las corrientes asociadas a la ocurrencia de fendmenos
climaticos como El Nifio-Oscilacidn Sur (ENSO) y su relacién con la expansidn extraterritorial
de enfermedades producidas por microorganismos (célera, dengue, malaria y encefalitis)

son objetos de estudio del Proyecto Internacional “Experimento-ENSO” (Trtanj 1998).

La marea resulta un fendmeno importante para estudios de microbiologia, ya que puede
estar ocurriendo un proceso de dilucion de contaminantes y bacterias adventicias que
llegan al mar en momentos de pleamar o el efecto contrario, si se toman las muestras en

marea baja (Pérez y Miravet 1988).

Tanto las corrientes marinas como las mareas causan la dispersién pasiva de los

microorganismos, de los nutrientes que estos necesitan para crecer y también de las
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sustancias tdxicas o inhibitorias, por tanto, tienen una influencia indirecta sobre la
distribucién, abundancia, actividad y diversidad de los microorganismos marinos. Sin
embargo, el efecto de estos movimientos de las aguas sobre los microorganismos se hace
mas complejo si tenemos en cuenta que van acompafnados de otros fenédmenos como son

la solubilidad, la difusién y la turbulencia (Atlas y Bartha 1998).

3.2.10 Sdlidos totales disueltos.

Los solidos totales disueltos (TDS) estan presentes de forma natural en el agua o son el
resultado de la extraccidon o algun tratamiento industrial de agua. Los TDS contiene
minerales y moléculas orgdnicas que proporcionan beneficios como nutrientes o
contaminantes como metales téxicos y contaminantes organicos. Regulaciones actuales
requieren el monitoreo periédico de TDS, que es una medida de sales inorgdnicas, materia

orgdnica y otros materiales disueltos en agua (Abdul et al. 2012).

3.2.11 Nitrificacion y desnitrificacion
La fertilizacion agricola extensiva ha aumentado el suministro de nitrégeno a los
ecosistemas de agua dulce y marino durante las ultimas décadas en todo el mundo

(Vitousek et al. 1997).

Las concentraciones excesivas de N, a menudo en forma de nitrato, presentan un problema
de creciente importancia en la calidad del agua. Las concentraciones de nitrato en aguas
subterraneas y rios en areas desarrolladas del mundo han aumentado sustancialmente
como resultado del uso de fertilizantes sintéticos de N y de cultivos fijadores de N (Turner
y Rabalais 2003). El aumento de la exportacidon de N desde los paisajes a las aguas costeras
se ha implicado en la eutrofizacién costera y el desarrollo de zonas hipdxicas (por ejemplo,

en el Golfo de México; Rabalais et al. 2001).

La desnitrificacidn es llevada a cabo por bacterias heterétrofas, generalmente anaerobias
facultativas. Estas bacterias utilizan nitrito o nitrato como aceptor de electrones terminal

durante la oxidacién de la materia organica y producen N2, NO o N>O (Payne 1973).
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Los factores que influyen en la desnitrificacion en sistemas acuaticos incluyen el suministro
de nitrato, la concentracion de oxigeno, el carbono orgdnico disuelto y el fésforo, la
temperatura, la luz, el tiempo de residencia del agua y la presencia de plantas (Golterman

2004).

3.3 Holobionte en los corales.

Hay evidencia que comprueba como los microorganismos han facilitado el origen y la
evolucién de animales y son partes integrales de toda la vida animal. El holobionte del coral
son todos los microorganismos asociados: bacterias, arqueas, hongos, virus y protistas,
incluido el dinoflagelado Symbiodinium y el huésped (coral). El holobionte del coral es un
sistema dinamico, cuyos miembros fluctian dependiendo de condiciones ambientales y

requerimientos diarios (Bourne et al. 2016).

3.3.1 Establecimiento y mantenimiento de la simbiosis dentro del holobionte del coral.

Para el mantenimiento del holobionte del coral, la herencia de simbiontes como bacterias
debe ocurrir ya sea directamente a través de gametos parentales (transmision vertical) o
mediante la adquisicion del entorno (transmisién horizontal), o una mezcla de ambas
estrategias. Los corales pueden reproducirse tanto sexual como asexualmente, y si bien se
sabe poco sobre el alcance de la transmision vertical versus la horizontal de simbiontes, hay
alguna evidencia de que las especies que realizan fertilizacidon interna, en las larvas de cria
tienden a transmitir al menos algunos de sus simbiontes verticalmente, mientras que las
especies que dependen de la fertilizacidn externa muy probablemente adquieran sus
simbiontes horizontalmente. Esta adquisicién y mantenimiento temprano de bacterias
puede proteger a las larvas de coral a través de la produccién de antibiéticos y provisidn de

nutrientes, aunque esto aun no se ha probado empiricamente (Bourne et al. 2016).

Las bacterias asociadas a los corales muestran niveles significativos de quimiotaxis hacia los
productos quimicos liberados del coral, lo que sugiere que la quimiotaxis juega un papel
importante en el establecimiento y mantenimiento de interacciones especificas bacteria-

coral.
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A través de la quimiotaxis las bacterias encuentran su anfitrién, esto es debido a las
moléculas de reconocimiento de patrones denominadas patrones moleculares asociados a
microorganismos (MAMP) y los receptores de reconocimiento de patrones (PRR). En
general, los mecanismos moleculares que permiten el establecimiento, reconocimiento y
mantenimiento de simbiontes especificos dentro del holobionte del coral son actualmente
desconocidos, aunque este es un enfoque principal de los programas de investigacién

actuales (Bourne et al. 2016).

3.4 Hdbitats de microorganismos dentro de los corales.

Los corales hospedan una poblacién microbiana grande, diversa y especifica, que tienen
funciones beneficiosas y perjudiciales (Ritchie y Smith 2004; Rosenberg et al. 2007).
Especificamente, los corales proveen los siguientes hdbitats para las bacterias: la capa
superficial de mucopolisacaridos o capa superficial del mucus (SML), tejido del coral,
cavidad gastrovascular y esqueleto del coral; de los cuales, cada uno alberga una comunidad

bacteriana distinta (Koren and Rosenberg 2006).

En la Figura 3 se puede observar que Symbiodinium spp. se representan como grandes
células verdes dentro de las capas de gastrodermis. Los nematocistos de coral se
representan como estructuras grises alargadas en la epidermis. La colonizacion bacteriana
estd representada por una comunidad abundante en el SML; agregados microbianos
asociados a los corales (CAMA) dentro de la epidermis y las capas de gastrodermis; una
comunidad abundante en la cavidad estomacal; y una mezcla Unica de bacterias, hongos y
algas filamentosas en el esqueleto de coral. Siempre se tiene que tener en cuenta que la
abundancia y la localizacién de conjuntos microbianos dentro del holobionte de coral

difieren entre las especies de coral.
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|—— Capa de mucus superficial

Epidermis + CAMAs y nematocistos

Mesoglea

Gastrodermis + CAMAs y
—  Symbiodinium

Cavidad géstrica
(coelenteron)
Gastrodermis + CAMAs y
Symbiodinium
= Mesoglea
— Calicodermis

— Esqueleto

Figura 3. a) Una representacion esquematica de un pdlipo de coral y (b) su microestructura detallada que
representa microhabitats incluyendo la capa superficial del mucus (SML), capas de tejido (epidermis, mesoglea,

gastrodermis), cavidad gastrica (coelenteron), calicodermis, y esqueleto.

3.4.1 Mucus del coral

La SML admite un beneficio diverso y abundante de la comunidad bacteriana, incluido los
fijadores de nitrégeno y descomponedores de quitina. La abundancia de bacteria en la capa
de mucus se ha estimado en 10°-10° unidades formadoras de colonias (UFC) por ml

(Rosenberg et al. 2007).

Esta capa de mucus proporciona al coral alimento, una barrera protectora contra los
patdégenos mediante la produccidon de compuestos antibacterianos y proteccién contra la
radiacion solar mediante la produccion de absorcién de luz ultravioleta por medio de
pigmentos. Las bacterias dentro del mucus ayudan al coral a través de la ocupacion de nicho
y activo exclusion de comunidades microbianas perjudiciales; sin embargo, las bacterias
patégenas pueden ser atraido por el SML a través de la sefializacién quimiotactica inducida
quimicamente, con el patégeno coralino Vibrio coralliilyticus capaz de usar quimiotaxis y
quimiokinesis para atacar el SML de Pocillopora damicornis. La regeneracién regular del
SML no solo es critico para el reciclaje de los nutrientes dentro de los arrecifes, también es
vital para la salud de los corales, ya que facilita la eliminacién de sedimentos y el

oportunismo patégenos y repone el microbioma SML (Bourne et al. 2016).
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3.4.2 Tejido del coral.
A diferencia de las comunidades microbianas asociadas con el SML, microorganismos que
habitan el epitelio y los tejidos del coral probablemente representan asociaciones

simbidticas altamente especificas (Bourne et al. 2016).

3.4.3 Cavidad gastrica.
Es un sistema gastrovascular primitivo utilizado para digerir plancton y detritus, que puede

complementar la nutricién obtenida de derivados de Symbiodinium (Bourne et al. 2016).

Aunque la heterotrofia de coral ha sido ampliamente reportada, los procesos implicados en
la digestidn gastrica y el papel del microbioma intestinal son poco conocidos. El microbioma
gastrico del coral parece realizar funciones que incluyen la catabolizacidn materia orgdnica
ingerida y nutrientes de reciclaje. Se sabe que los corales transportan continuamente mucus
organico que contiene particulas atrapadas en la cavidad gdstrica, que mantendria las

asociaciones simbioticas del microbioma gastrovascular (Bourne et al. 2016).

3.4.4  Esqueleto del coral.

El esqueleto coralino de carbonato de calcio proporciona un habitat Unico para una serie de
microorganismos que incluyen algas filamentosas, bacterias y hongos. En algunos casos, se
cree que estos microorganismos endoliticos contribuyen a la aptitud holobionte. Por
ejemplo, las clorofitas endoliticas del género Ostreobium trasladan sustancias fotosintéticas
a tejido del coral blanqueado que pueden sostener el holobionte coral durante los tiempos
de temperatura inducida estrés. Sin embargo, en otros casos, los microorganismos
endoliticos estan asociados con enfermedades; tales como los diversos conjuntos de
bacterias endoliticas reductoras de sulfato (SRB) que forman bandas esqueléticas negras.

(Bourne et al. 2016).

3.5 Microorganismos en el agua circundante de los arrecifes de coral.
Los microorganismos marinos se desarrollan desde la costa hasta el mar abierto, en nichos
especializados, como las aguas circundantes de los arrecifes coralinos (Qasim 1999). Las

bacterias en la columna de agua sobre los arrecifes de coral son una importante fuente de
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alimento para muchos organismos en el ecosistema marino como las esponjas que filtran
las bacterias de manera eficiente de la columna de agua y tienen asociaciones simbidticas
con ellas; ademas, el crecimiento bacteriano puede ser estimulado en la columna de agua
por la excrecion del mucus de coral, lo que podria conducir a un aumento en la diversidad
de las bacterias. Los microorganismos pueden encontrarse libres en la columna de agua, en

los sedimentos o adheridos a organismos o sustratos (Gert Jan Gast et al. 1998).

3.6 Importancia de los microorganismos en los arrecifes de coral.
Las comunidades bacterianas asociadas a los arrecifes de coral no han sido ampliamente
estudiadas a pesar de que estudios anteriores han demostrado que estas comunidades

bacterianas son importantes para la nutricion del coral (Sorokin 1973).

Las bacterias asociadas a los arrecifes de coral han sido asociadas con propiedades
antibacterianas a otras bacterias patdgenas que se encuentran en el agua circundante
(Kelman 2006). De igual manera en otros estudios se ha comprobado que las comunidades
bacterianas tienen mayor especificidad por géneros y son susceptibles a los cambios
alrededor del coral, esto quiere decir que, al someterse el coral a estrés, cambia la

comunidad bacteriana asociada (Littman 2006).

Los microorganismos asociados a los corales tienen un papel importante en el
mantenimiento de la homeostasis de la dindmica del holobionte, formando una red de
conexiones que incluyen absorcién de carbono, ciclos de nitréogeno y azufre, produccién de
agentes antimicrobianos, facilitando asi el control biolégico de patdgenos; ademas, las
biopeliculas bacterianas en los sustratos de los arrecifes pueden servir como sefiales para

facilitar el asentamiento de las larvas de coral (Hadfield 2011).

3.7 Distribuciéon y abundancia de bacterias heterdtrofas

La distribucion de las bacterias depende en los cambios en la temperatura del agua,
salinidad y otros parametros fisicoquimicos; si estos varian por efecto del cambio climatico
la comunidad bacteriana se veria afectada ocasionado graves problemas en las funciones

de éstas en la cadena tréfica (Alavandi 1990). Las bacterias heterdtrofas comprenden la

16



mayor parte de la poblacién microbiana que habita la columna de agua de los océanos y
son responsables de muchas de las transformaciones bioldgicas de la materia orgdnica y de

la produccién de didxido de carbono (Sherr E y Sherr B 1996).

La funcién mas importante de las bacterias heterotréficas es la de promover los procesos
de degradacidén, descomposicion y mineralizacién tanto en los sedimentos como en el agua

superficial, y liberar las sustancias organicas e inorgdnicas al sistema (Purushothaman 1998).

Ademas, son capaces de utilizar la materia organica disuelta (MOD) que deriva de
organismos autotrofos y de la actividad metabdlica de otros organismos heterdtrofos de

mayores dimensiones presentes en el ambiente pelagico (Lépez y Zaballos 2005).

En el mar, las bacterias heterdtrofas se encuentran distribuidas en toda su extension,
tanto vertical como horizontalmente. Estan presentes desde las aguas costeras hasta

profundidades mayores de los 10,000 m (lice 2000).

En aguas costeras o neriticas influenciadas por el aporte de materia orgdnica procedente
del arrastre de los rios, la vegetacion costera, residuales domésticos y agroindustriales,
entre otros; las bacterias heterétrofas son los organismos intermediarios obligados entre la
materia organica detritica y los organismos de niveles tréficos superiores, aunque es poco
probable que la interaccion entre las bacterias heterétrofas y la cadena trofica obedezca a
un esquema unico y universal, ya que estas interacciones tienen lugar en un ambiente

dindmico sujeto a cambios naturales o de origen antrépico (Torreton 1991).

La abundancia de bacterias heterétrofas en el medio marino se considera un indicador de
la presencia y abundancia de materia organica labil, ya que esto constituye la principal
fuente de carbono que utilizan estos microorganismos para su crecimiento y reproduccion.
Este criterio ha servido de base para la elaboracién de varios indices numéricos que
permiten evaluar el estado tréfico de las aguas marinas a partir de las concentraciones de

bacterias heterétrofas presentes (Romanenko y Kuznetsov 1981, Miravet 2003).
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3.8 Distribucién y abundancia de Vibrio spp.

Vibrio spp. forma parte de la biota normal de las aguas marino-costeras, se clasifican en la
Familia Vibrionaceae son gama proteo bacterias, Gram negativa, oxidasa positivos,
mesofilos, generalmente méviles por medio de un simple flagelo polar (Thompson et al.
2004); soportan medios alcalinos y altas salinidades (Montoya 2008). Naturalmente habitan
ambientes marinos y de agua dulce en formas de vida planctdnica en la columna de agua
(Worden et al. 2006), bentdnica desarrollando biopeliculas en sedimentos, zooplancton
(Heidelberg et al. 2002) y en el tracto gastrointestinal de organismos marinos (Watnick et

al. 2001).

Diversos estudios han demostrado que Vibrio spp. se encuentran en altas densidades en el
ecosistema marino (Anexo 2) y han sido extensamente estudiados en los sistemas costeros
por su importancia medioambiental e incidencia en la extraccién de moluscos. La
distribucién y dindmica de estas poblaciones estdn influenciadas por gradientes
medioambientales como temperatura, salinidad, disponibilidad de nutrientes y factores
biolégicos como, depredacién y abundancia de dinoflagelados y hospedadores (Thompson

y Polz 2006).

En general, especies de Vibrio spp. tienden a ser mds comunes en aguas cdlidas, en
particular cuando las temperaturas exceden 17°C (Thompson et al. 2004). Estos aparecen
en grandes floraciones cuando las aguas se encuentran a temperatura de 30-37°C; a
temperaturas bajas permanecen en el sedimento de los fondos marinos y los recuentos
arrojan normalmente cifras inferiores a las necesarias para producir infeccién. En paises
templados Vibrio spp. se encuentra presente en el agua del mar durante todo el afio,
aungue su concentracién experimenta un notable incremento en los meses calidos, a causa
de las favorables condiciones ecoldgicas y del plancton, aumentando su acumulacién por

moluscos filtradores y otros animales marinos (Wachmuth et al. 1994).

En las zonas tropicales, las temperaturas del agua pueden permanecer estables en
diferentes épocas y, por tanto, tienen poca importancia para las variaciones en las

abundancias de Vibrio spp. (Parvathi et al. 2004, Deepanijali et al. 2005). Esto sugiere que
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cualquier patrén estacional en la abundancia de Vibrio spp. en tales areas tropicales debe
ser controlado por otros factores. Las fuentes del material organico que las especies de
Vibrio spp. utilizan como fuente de energia pueden ser los factores que determinan la

dindmica de estos.

Las especies de Vibrio se cultivan facilmente en medios estandar y selectivos, por lo tanto,
eran muy visibles en la era pre-molecular de la ecologia microbiana. En los ultimos afios, la
dinamica ambiental también se ha estudiado con métodos independientes de cultivo que
permiten una evaluacién mas detallada de los factores ambientales de ocurrencia,
convirtiendo a Vibrio spp. en un modelo para la biologia y genémica de las poblaciones

bacterianas (Takemura et al. 2014).

En el ecosistema marino juegan funciones importantes como biodegradacidn de la materia
orgdnica y regeneracion de nutrientes (Cavallo y Stabili 2004), ademas pueden actuar como
patdgenos de organismos acuaticos de importancia comercial, o bien afectar al hombre

(Thompson et al. 2004).

El desarrollo de enfermedades es el resultado de la interaccidn entre patdgeno, hospedador
y medio ambiente. La infeccidn por Vibrio spp. es uno de los problemas significativos que
tienen los cultivos comerciales de peces e invertebrados marinos debido a las mortalidades
ocasionadas por los episodios pandémicos, provocando alteraciones sociales en el sector
industrial de extraccidn y procesamiento de recursos marinos, pérdidas en las capturas, con

las consecuentes pérdidas econdmicas (Ben-Haim et al. 2003).

Las especies de Vibrio patdgenos para humanos en la actualidad estd limitada sélo a 12 que
son clinicamente significativas: V. cholerae, V. parahaemolyticus, V. mimicus, Grimontia
(Vibrio) hollisae, V. fluviales, V. furnissii, V. vulnificus, V. alginolyticus, Photobacterium

(Vibrio) damselae, V. metschnikovii, V. cincinnatiensis y V. harveyi (Nishibuchi 2006).

V. chloreae y V. parahaemolyticus son las dos especies con mayor impacto en la salud
humana. Las enfermedades causadas por ambos agentes patdgenos estan adquiriendo una

relevancia cada vez mayor debido a su expansion a escala global (Gavilan y Martinez 2011).
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3.9 Enfermedades de los corales causados por Vibrio spp.

Entre las poblaciones bacterianas, Vibrio spp. han sido reconocidos como miembros
importantes de los holobiontes del coral (Rohwer y Kelly 2004). Algunos pueden establecer
una asociacion mutualista con los corales liberando nutrientes y metabolitos secundarios
(Ritchie 2006; Chimetto et al. 2009), mientras que otros desempefian un papel importante
en la alteracion de la salud de los corales (Munn, 2015). La enfermedad del coral por
bacterias patdgenas radica en la degradacién del tejido provocado por una rapida
colonizacién de la estructura coralina, alterando significativamente la comunidad

microbiana y su interaccién con el huésped (Ainsworth, 2007).

Las especies de bacterias reportadas como patdgenas estan implicadas en algunas
enfermedades del coral, y las caracteristicas de las afectaciones estdn en funcién de la
especie-ambiente hospedero. Por ejemplo, el “Blanqueamiento Bacteriano”, que se debe a
la interrupcion de la simbiosis entre el coral y las Zooxantelas, especies implicadas en esta
enfermedad son V. coralliilyticus y V. shiloi. De acuerdo a Kushmaro et al. (2001), V. shiloi
afecta al coral Oculina patagdnica en el mar Mediterrdneo (Banin et al. 2001), estudiaron
con mayor énfasis esta etiologia, encontrando que V. shiloi es atraido por el mucus
generado por el coral O. patagdnica y este se adhiere cuando las temperaturas oscilan entre
los 25- 28 °C; ademas produce toxinas extracelulares que dificultan la fotosintesis de

zooxantelas (Figura 4).

El sindrome de las manchas oscuras (DSS), es otra enfermedad donde participa Vibrio spp.,
aungue también estan presentes organismos del reino fungi que afectan a los corales del
género Montastraea, Siderastrea, Stephanocoenia y Agaricia (A. agaricites). La enfermedad

se presenta en la parte anular del coral, con bordes de color purpura (Sheridan et al. 2013).

La Reaccion de Muerte Subita (SDR) se manifiesta con una rapida degradacién del tejido del
coral, principalmente de Stephanocoenia intersepta, Siderastrea siderea y Montastraea

annularis, donde participan Vibrio harveyiy Vibrio alginolyticus (Sheridan et al. 2013).

“Las Manchas Blancas Ulcerosas” (UW), es ocasionada por Vibrio spp. y afecta

principalmente a especies del género Porites. El aspecto de la enfermedad es
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blanqueamiento del tejido de 3-5 mm a 5 cm, avanzando en patrones distintos hasta causar

perdida de tejido (Raymundo et al. 2003).

La Enfermedad de la Banda Negra Tipo Il (WBD ll), afecta al coral Acropora cervicornis, y se
presume que es ocasionado por Vibrio carchariae, estudios realizados por Ritchie y Smith
(2004), demuestran la presencia de la bacteria en corales enfermos, y ausencia de estas en

corales sanos.

El “Sindrome Blanco” (WS), es ocasionado por Vibrio spp., pero se desconoce la especie.
Afecta principalmente a Turbinaria, Acropora, Goniastrea, Pocillopora, Porites, Pavona,
Stylophora, Montipora, y Faviidae. La caracteristica de la enfermedad son areas difusas con

pérdida de tejido y esqueleto expuesto (Sweet y Bythell 2012).

La “Enfermedad de la Banda Amarilla” (YBD), es ocasionada por Vibrio spp. y afecta
principalmente al género Montastraea. Se identifica por la produccién de manchas en zonas
expuestas del esqueleto, rodeadas perimetralmente de un margen de color amarillo a

blanco (Croquer et al. 2013).
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Figura 4. Infeccion del coral Oculina patagonica por Vibrio shiloi. Fuente: Banin et al. 2001.
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4 METODOLOGIA

4.1 Fase de campo.

4.1.1 Descripcion del drea de muestreo.
Los muestreos se llevaron a cabo en la zona arrecifal del Area Natural Protegida (ANP)
Complejo Los Cébanos, esta rodeado de playas, rios, manglares, esteros, campos agricolas

y estanques de cultivos (Bonilla y Barraza, 2003).

El sistema arrecifal de los Cébanos, segun Escamilla (1986), se encuentra entre la seccidn
del rio Grande de Sonsonate o Sensunapan y el rio Ayacachapa o Banderas-Ceniza (Figura
5). Localizado entre las coordenadas geograficas 13° 31'25.4” N 89° 48" 24.3” O. Esta
delimitado por la franja costera de El Zope y los manglares de Barra Salada (Segovia y

Navarrete 2007).

El territorio de Acajutla corresponde a la sabana tropical caliente, comprendidas entre las
elevaciones de 0 a 800 m.s.n.m., donde la temperatura oscila entre 24-33°C, con un
promedio de 29°C y la precipitacidon oscila alrededor de los 1,300 mm. Se presentan
dos estaciones climdticas anuales, una época seca (noviembre-abril) y época lluviosa (mayo
- octubre), y dos transiciones (seca - lluviosa vy lluviosa - seca). Al final de la estacion seca

ocurren las maximas temperaturas en los meses de marzo y abril (MARN 2015).
El ciclo mareal que se observa en Los Cdbanos es de tipo mixto, con una desigualdad diurna

en las bajamares; generalmente se suceden dos pleamares y dos bajamares cada dia

(ICMARES 2006).
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Figura 5.

Sistema arrecifal del Area Natural Protegida Complejo Los Cébanos. Fuente: ICMARES 2008.
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La zona arrecifal del ANP Complejo Los Cobanos se define como la seccidn del arrecife
somero de Los Cébanos que se encuentra estructurada por comunidades coralinas de
Porites lobata que crecen en una matriz muerta de Pocillophora spp. (Figura 6-A) y en
algunos puntos sobre roca basaltica (Figura 6-B) que se distribuyen hasta 13 m de

profundidad en la franja paralela desde Acajutla hasta Punta Remedios (Segovia 2018).

© Segovia Prado

Figura 6. A) arrecifes de coral con presencia de los corales hermatipicos Porites lobata y Pocillopora spp., B)

comunidades de coral sobre sustrato basalto. Fotografias de Johanna Segovia.

4.1.2 Sitios de toma de muestras.
Las muestras se tomaron frente a tres playas: El Flor, Punta Remedios y Salinitas (Figura 7).

La ubicacién geografica de cada sitio fue tomada por medio de un GPS.

4.1.2.1 Salinitas.
Este sector estd conformado por complejos familiares y casas de lujo del tipo turistico
familiar utilizadas los fines de semana y en temporadas vacacionales. Ningun complejo
habitacional emplea medidas para mitigar descargas de aguas negrasy servidas, empleando

como receptor final las aguas costeras de Los Cébanos (ICMARES 2008).

El drea posee un sustrato rocoso relativamente plano con depresiones concavas o cavidades
extendidas mas o menos profundas de material volcanico tanto emergido como sumergido,
formando una plataforma agrietada de roca blanda inestable que presenta las mayores
coberturas de coral Porites lobata, ademas de un sustrato formado por Pocillopora spp. que

se encuentra cubierto por alga (Segovia y Navarrete 2007).
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4.1.2.2 Punta Remedios.
El sector entre Punta Remedios y rio Ayacachapa se encuentran los rios: El Venado, Las
Marias, Huiscoyol y Chimalapa, que nacen en la misma llanura y desembocan en el Océano
Pacifico. El drea de drenaje de todos estos afluentes es de aproximadamente 770 Km?
(FUNDE 2002). El cantdn directamente involucrado al sistema arrecifal es Punta Remedios,

constituido por 8 caserios, donde la alcaldia de Acajutla estima 8,000 personas.

La playa El Faro esta en el sector de Punta Remedios, conforma parte del ANP Complejo Los
Cébanos, donde se ubican la mayor cantidad de colonias de corales dentro del area, y con
mayor acceso a estos para realizar investigacion, la playa presenta un oleaje moderado y
una franja rocosa perpendicular a la costa de aproximadamente 700 m de longitud con
pendientes de mediana altura. La cobertura se conforma por Porites lobata y coral muerto

Pocillopora spp. (Segovia y Navarrete 2007).

4.1.2.3 ElFlor.
Cerca de la playa El Flor se encuentra una camaronera, proyecto privado que surge de una
fusién de las ex-granjas Crustaceos del pacifico y Agromarina (Currie 1995). Consiste en el
proyecto de cultivo de camardén mas potente a nivel nacional. Su modalidad superintensiva,
implica densidades de siembra de 150 ind/m?, fertilizacion de 220 Ibs/ha/15 dias,
alimentacion complementaria y recambios diarios de agua de 50-60% (ICMARES 2008). La
camaronera posee una superficie de 42 ha destinadas para engorde y para produccién de

postlarvas (85 millones de postlarvas), realizan 4 ciclos por afo (Hernandez 1996).

En esta playa se ubica el rio Las Marias, algunos usuarios en Los Cébanos emplean agua del
rio para lavado de ropa, la bocana del rio Las Marias es impactada por las actividades de las
comunidades humanas cercanas, como también por actividades destinadas a agricultura,
ganaderia y acuicultura. En época seca aproximadamente 1.5 Km. son afectados por las

aguas salobres que descarga la camaronera en el rio llegando a la playa (ICMARES 2008).

Considerada como una zona de turismo masivo e intensivo, junto a Salinitas (ICMARES
2008), se encuentra cerca de acantilados rocosos y presentan playas arenosas; por el

momento no se ha registrado la ausencia o presencia de corales en este sector.
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Figura 7. Sitios de muestreo en campo frente a las playas: 1) Salinitas, 2) Punta Remedios y 3) El Flor; a las distancias de la costa A) 200 m, B) 400 m y C) 600 m en

el ANP Complejo Los Cébanos, Sonsonate.
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4.1.3 Frecuencia de muestreos.

El trabajo se desarrollé de febrero a abril (época seca) del 2018, un muestreo por mes, se
tomaron en dias de marea alta debido a que en marea baja se da un mayor arrastre de los
sedimentos de la costa (Lee et al. 2017), las mareas se verificaron en el Almanaque Marino-

Astrondémico, emitido por el Ministerio de Medio Ambiente y Recursos Naturales (MARN).

4.1.4 Colecta de muestra de agua.

La zona arrecifal del ANP Complejo Los Cébanos muestra una compleja distribucidon de
especies. A partir de los 100-200 m de la linea de costa ocurre la presencia de Pocillopora
spp. (matriz muerta) y Porites lobata (ICMARES 2008), por lo que los puntos de muestreos
se iniciaron a 200 m, el segundo a 400 m y el tercero a 600 m. Se llegd hasta 600 m ya que
a esa distancia se encontré una profundidad de 15 m y en el ANP Complejo Los Cébanos se

registra la zona arrecifal hasta 13 m de profundidad (Segovia 2018).

La muestra de agua se colectd con una botella Kemmerer SS de 1.2 L (Wildco® serie 1200)
hasta la profundidad definida, se bajo la botella con la cabeza de disparo bloqueada para
que los sellos de ambos extremos se mantuvieran abiertos. Al obtener la muestra se envid
el mensajero para cerrar los sellos y se subio la botella (Figura 8-A). Se transfirio la muestra
de agua a dos frascos de 250 ml (para el analisis microbiolégico y el analisis fisicoquimico),

este proceso se repitié en los 9 puntos de muestreo (Figura 8-B).

Figura 8. A) Toma de muestras utilizando la botella Kemmerer SS, B) Transferencia de la muestra a los frascos.

27



A los 200 m de la linea de costa se recolectd la muestra a un metro de la superficie (Anexo
3). A los 400 m y 600 m se recolecté una muestra a un metro de la superficie y otra a un

metro sobre el fondo del mar (Tabla 2). Se tomaron 45 muestras en total para el estudio.

Tabla 2. Muestras de agua recolectadas en los puntos de muestreo por playas.

Un metro sobre la  Un metro sobre el Total de

superficie fondo muestras
200 5 Si No 1
400 10 Si Si 2
600 15 Si Si 2
Total de muestras/playa 5

Se evitd que el cuello del frasco se pusiera en contacto con los dedos o cualquier otro
contaminante, llenandose el frasco a % partes de su capacidad. Los frascos utilizados para
el andlisis microbioldgico fueron previamente esterilizados (Figura 9) y los tapones

cubiertos hasta el cuello con papel aluminio.

Figura 9. Frascos estériles.

4.1.5 Transporte de la muestra.

Las muestras fueron transportadas en una hielera a 4°C, hasta el Laboratorio de Control de
Calidad Microbioldgico de Alimentos, Medicamentos y Agua del Centro de Investigacidon en
Salud (CENSALUD) de la Universidad de El Salvador, y al Laboratorio del Instituto de Ciencias
del Mar y Limnologia (ICMARES) para sus respectivos analisis microbioldgicos y

fisicoquimicos. Todas las muestras fueron procesadas en menos de 24 horas.
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4.2 Fase de laboratorio.

4.2.1 Reactivos y medios de cultivo.
Los medios de cultivo utilizados fueron: el agar marino para bacterias heterdtrofas, agua
peptonada; agar tiosulfato citrato bilis sacarosa (TCBS), tripticasa soya agar (TSA) y agar

cetrimida preparados segun las instrucciones del fabricante.

Los reactivos utilizados fueron: Cloruro de sodio (NaCl), hidréxido de sodio (NaOH), acido
clorhidrico (HCI), solucién salina, cristal violeta, lugol, acetona, safranina, tetrametil-p-
fenilendiamina, acido sulfurico (H2S04), Cloruro de Bario (BaCly), pruebas API 20 NE, NIT 1,

NIT 2 y reactivo de James.

4.2.1.1 Agar marino 2216E (Oppenheimery ZoBell 1952).
El agar marino utilizado para el crecimiento de bacterias heterdtrofas se preparo a partir de
la formula segin Miravet et al. (2009), ya que no se encuentra disponible comercialmente

en el pais (Anexo 4).

4.2.1.2 Agar Tiosulfato Citrato Bilis Sacarosa (TCBS).
Es un medio selectivo para el aislamiento y cultivo de Vibrio cholerae, Vibrio
parahemolyticus y otras especies de Vibrio a partir de heces, agua y alimentos

contaminados.

4.2.1.3 Agar Tripticasa Soya (TSA) + 3% y 8% de NaCl.
Es un medio utilizado para propdsitos generales que favorece el desarrollo y el aislamiento
de una gran variedad de microorganismos aerobios, anaerobios facultativos y estrictos. Se

prepard uno sin NaCl y otro con NacCl al 3% y 8%.

4.2.1.4 Agar Cetrimida.
Es un medio utilizado para el aislamiento selectivo de Pseudomona aeruginosa y de otras
especies del género; esté se utilizd como control negativo de las colonias verdes en TCBS, y

asi asegurarse que no sea una colonia de Pseudomona spp.
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Antes de autoclavar se midié con un potencidmetro el pH de los medios de cultivo, para su

ajuste se utilizé HCl o NaOH 1 N 0 0.1 N (Figura 10).

Figura 10. Ajuste de pH con los reactivos de HCl y NaOH.

Todos los medios de cultivo se enfriaron en bafio de Maria a 45 °C para ser vertidos en cajas

petri de 90 X 15 cm, al solidificarse fueron almacenados hasta su utilizacion.

4.2.1.5 Agua Peptonada marina
Medio utilizado como diluyente y para el enriquecimiento bacteriano a partir de alimentos
y otros materiales de importancia sanitaria, en lugar de ser preparada con agua destilada

se ocupd agua de mar estéril.

4.2.2 Procesamiento de las muestras.

Para el andlisis microbiolégico de las muestras se prepararon diluciones seriadas en agua
peptonada marina, de 10! hasta 10, Se tomo 1 ml de la muestra y se colocd en un tubo
con 9 ml de agua peptonada marina (1:10), de este se tomd6 1 ml de la muestra y se colocé
en otro tubo con 9 ml de agua peptonada marina (1:100); asi sucesivamente hasta tener la

dilucién 1:1000 y 1:10000 (Anexo 5).
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4.2.2.1 Meétodo de siembra para bacterias heterdtrofas y Vibrio spp.
El método de siembra fue por dispersidn en placa tanto para bacterias heterétrofas como
para Vibrio spp. Se tomd con una micropipeta 100 pl de cada dilucidn (101 - 10) y se inoculd

en las placas con agar marino y TCBS, cada dilucién se sembré por duplicado.

Se prepard una placa “control” conteniendo Unicamente el medio de cultivo y una segunda

I"

placa “control” contendiendo el medio de cultivo y el agua de dilucién. Esto se realizé para

asegurar la esterilidad de los medios y del agua peptonada marina.

4.2.2.2 Incubacion y conteo de colonias.
Todas las placas, tanto para bacterias heterdtrofas como de Vibrio spp., se incubaron a 35°C
por 48 horas (Figura 11-A). Pasado el periodo de incubacién de las placas, se observé el
crecimiento bacteriano y se realizd el conteo de colonias viables (UFC) con ayuda de un

contador de colonias (Figura 11-B).

Figura 11. A) Incubacién de las cajas petri a una temperatura de 35 °C, B) Conteo de colonias.

4.2.3 Confirmacion de colonias de Vibrio spp.

4.2.3.1 TSA normal + TSA al 3% y 8% de NaCl.
Se seleccionaron las colonias con las caracteristicas tipicas de Vibrio spp. del agar TCBS, las
cuales eran: amarillas y verdes de 1.5 a 4 mm de diametro, ligeramente aplanadas, con el

centro opaco y la periferia traslicida (Thompson et al. 2004). De las colonias seleccionadas
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se hizo una resiembra en superficie a los medios no inhibitorios: Agar TSA normal y con NaCl
al 3% y 8%. Para asi realizar las siguientes pruebas: prueba de oxidasa, tinciéon de Gram y
pruebas API 20 NE. De igual manera de las placas de TCBS se realizé una resiembra en tubos

con agar inclinado de TSA (Figura 12) para tener una cepa de reserva.

Las placas y los tubos de ensayo se incubaron a 35 °C por 18-24 horas, transcurrido el tiempo

de incubacion se observo si hubo crecimiento bacteriano.

Figura 12. Resiembra de colonias en tubos inclinados de agar TSA.

La Administracién de Alimentos y Medicamentos o FDA (por sus siglas en inglés), presenta
una tabla con las caracteristicas bioquimicas que se observan en Vibrio spp. (Anexo 6). Una
de las pruebas comparativa es el crecimiento a diferentes concentraciones de NaCl (Kaysner

y DePaola 2004).

Segun la FDA, las colonias que crecen entre el 0% y 2% de NaCl se pueden considerar V.
cholerae y V. mimicus, al 3% pueden crecer la mayoria de las especies de Vibrio, pero
también bacterias como A. hydrophilia y P. shigelloides, por lo que las placas que
presentaron crecimiento al 8% de NaCl se elimina la posibilidad del crecimiento de estas

otras bacterias.

4.2.3.2 Agar cetrimida
De las placas con TSA normal que tuvieron crecimiento bacteriano se hizo una resiembra en

agar cetrimida y se incubaron las cajas petri a 35° C por 24-48 horas. Pasado el periodo de
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incubacién se examind el crecimiento de las colonias y si estas mostraban fluorescencia bajo

luz ultravioleta de 254—-260 nm eran colonias de Pseudomona spp.

4.2.3.3 Tincion de Gram
A las muestras con crecimiento positivo en TSA al 3% y 8% de NaCl se les realizé tincion de

Gram. Para realizar la tincidn de Gram se siguieron los siguientes pasos:

1. Preparacion del portaobjetos con la muestra: primero se rotularon los portaobjetos
con el nimero de muestreo, el punto, la dilucién y la concentracién de NaCl de la
muestra a analizar (Figura 13-A). Se colocd una gota de solucién salina en el
portaobjetos y con un asa microbiolégica se transfirié la muestra de la placa y se

froto el asa hasta formarse una mezcla blanquecina (Figura 13-B). Luego se dejo fijar

la muestra por calor cerca del mechero Bunsen.

Figura 13. A) Rotulacion de los portaobjetos, B) Transferencia de la muestra con un asa microbioldgica.

2. Realizacidon de la tincion de Gram: Se colocaron los portaobjetos en una bandeja
para tincion (Figura 15-A). Con un gotero se agregé cristal violeta (Figura 15-B) y se
esperaron 60 segundos para enjuagar suavemente el portaobjetos (Figura 14-C).
Después se agrego Lugol y se esperaron 60 segundos para su enjuague (Figura 14-
D), se colocé acetona e inmediatamente se enjuago el portaobjetos (Figura 14-E), se

agrego safranina y se esperaron 60 segundos para su enjuague (Figura 14-F).
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Figura 14. A) Colocacion de los portaobjetos en una bandeja de tincién, B) Adicion del cristal violeta, C) Enjuague

de los portaobjetos, D) Adicidon del Lugol, E) Adiciéon de acetona y F) Adicion de safranina a los portaobjetos.

3. Examinacion de los resultados: se observaron las tinciones en un microscopio éptico

a un aumento de 100 X (Figura 15).
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Bacterias Gram

negativas

Figura 15. Examinacién de las preparaciones.

4.2.3.4 Prueba de oxidasa
Para la identificacidn de Vibrio spp. se realizé la prueba de oxidasa a las placas de agar TSA
con 3% y 8% de NaCl. Para esta prueba se utilizd papel filtro estéril, palillos estériles, un

gotero y el reactivo tetrametil -p- fenilendiamina al 1% (Figura 16-Ay B).

Con un palillo estéril se tomd una muestra a partir de una colonia aislada proveniente de
un cultivo de 24 horas, se expandid en el papel filtro estéril, y con un gotero se agregd una
gota del reactivo tetrametil -p- fenilendiamina al 1%. Se observd si el papel filtro se tornaba

de un color morado el resultado era positivo (Figura 16-C).

Figura 16. A) Materiales para la prueba, B) Reactivo tetrametil -p- fenilendiamina al 1%, C) Realizacion de la

prueba, D) Observacion de los resultados.
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4.2.3.5 Pruebas Api 20 NE
Es un sistema estandarizado para la identificacién de bacilos Gram negativos no
pertenecientes al grupo de las Enterobacterias, por ejemplo: Pseudomonas, Acinetobacter,

Flavobacterium, Moraxella, Vibrio, Aeromonas, etc.

La galeria incluye 20 microtubos que contienen substratos deshidratados. Los microtubos
se inoculan con una suspensién bacteriana y las reacciones producidas durante el periodo
de incubacién se traducen en cambios de color espontaneos o revelados mediante la

adicién de reactivos.

Para esta prueba se siguieron una serie de instrucciones: preparacién del indculo,

preparacion de la galeria, inoculacién de la galeria y lectura e interpretacion de la galeria.

4.2.3.5.1 Preparacion de inéculo
Se realizé una suspension de turbidez equivalente a 0.5 McFarland, se midié en una probeta
9.95 ml de solucién de acido sulfurico (H2S04) y 0.05 ml de Cloruro de Bario (BaCly), se

transfirid la suspension a un tubo de ensayo (Figura 17-A y B).

Se extrajo con un asa microbioldgica una colonia aislada de la placa con agar TSA + 3% y 8%
de NaCl, utilizando cultivos jovenes (18-24 horas), y se realizé una suspensiéon bacteriana en
un tubo de ensayo con solucidn salina hasta tener una turbidez comparable al tubo de 0.5

McFarland (Figura 17-Cy D).

4.2.3.5.2 Preparacion de la galeria.
Se reunié el fondo y la tapa de la cdmara de incubaciéon y se humedecid con agua destilada
(Figura 18-E), luego se rotuld la cdmara con el nimero de la muestra, la dilucién y el nimero

de muestreo; por Ultimo, se colocd la galeria en la cdmara de incubacion.

4.2.3.5.3 Inoculacién de la galeria.
Se procedid hacer la inoculacidn de las galerias segun las indicaciones del fabricante. Se
incliné ligeramente la cdmara y con una pipeta Pasteur sobre la pared de la cupula se

introdujo la suspension bacteriana en los tubos de la galeria (Figura 17-F).
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Se rellenaron los tubos (no las cupulas) de los ensayos marcados con verde, los tubos y las
cupulas de los ensayos marcados con amarillo y las clipulas con aceite de parafina de los
ensayos marcados con morado lila (Figura 17-G). Inmediatamente se cerraron las cdmaras

y se incubaron a 35°C por 24 horas.

NO:, TRP  GLU | ADH URE ‘GE[ PNPG ‘MR A] |MNE| [MAN]| | [NAG| | CAP| |ADI]] |MLT] | [CIT] [PAC] OX

Figura 17. A) Soluciones de BaCl2 y H2SO4, B) Tubo con la solucion de turbidez 0.5 de McFarland, C) Realizacién
de la suspensidon bacteriana, D) Comparacion de la turbidez de los tubos de ensayo con la suspensién de
McFarland y la suspension bacteriana, E) Rehidratacion de la camara de incubacién, F) Inoculacion de la galeria,

G) Llenado de los microtubos con la suspensién bacteriana.
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4.2.3.5.4 Lectura de la galeria.

Finalmente 24 horas después de la incubacidén se procedié a dar lectura de la galeria
anotando los resultados positivos o negativos que se verificaron usando la tabla de
identificacion de las distintas pruebas proporcionado en la ficha técnica del kit API 20 NE
(Anexo 7). Para la prueba de NOs se afiadié una gota de los reactivos NIT 1y NIT 2 y se
esperaron 5 minutos para observar la reaccion. Para la prueba de TRP se aifadié una gota

de reactivo de JAMES y se espero su reaccion (Figura 18).
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Figura 18. Resultados positivos y negativos de las distintas pruebas del sistema APl 20NE. Fuente: APIWEB™.

4.2.3.5.5 Interpretacién de la galeria
La identificacion se obtuvo del perfil numérico obtenido con ayuda de la hoja de resultados.

Las pruebas estan separadas en grupos de tres y se asigna para cada uno un valor cero, uno,

dos 6 cuatro.

Sumando en el interior de cada grupo los nimeros que corresponden a reacciones positivas,
se obtienen siete cifras; a la reaccién de la oxidasa, que constituye el ensayo n2 21, se asigné
el valor cuatro cuando esta fue positiva (Figura 19). Al determinar el perfil numérico se

identifico la cepa al introducir el cédigo de cada prueba en la pagina oficial del distribuidor

(APIWEB™).
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Figura 19. Hoja de resultados para la determinacidn del perfil numérico. Fuente: APIWEB™.
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4.2.4 Toma de pardmetros fisicoquimicos.

En cada estacion se tomd in situ la temperatura con un termémetro de mercurio (Figura 25-
A). Para medir los otros pardmetros se transportaron las muestras en una hielera a 4 °C al
laboratorio del Instituto de Ciencias del Mar y Limnologia (ICMARES) donde se midieron los
parametros de salinidad (PSU), pH, oxigeno disuelto (ppm), sélidos suspendidos totales o
TDS (ppt) y turbidez (FNU) con una sonda multiparametros HANNA HI9829 (Figura 25-B).

Los resultados se registraron para su posterior andlisis (Anexo 8 y 9).

Figura 20. Toma de pardmetros fisicoquimicos: A) Toma in situ de la temperatura, B) Medicion de los

parametros con una sonda.

4.3 Andlisis estadisticos de los datos.
Para describir la concentracién de las bacterias heterdtrofas y comparar la concentraciéon
de Vibrio spp. se utilizé estadistica descriptiva con una desviacién estandar para conocer la

dispersion de las concentraciones de bacterias heterétrofas y Vibrio spp.

Para conocer la relacidn de la concentracion de bacterias heterdétrofas y Vibrio spp. con los
pardmetros fisicoquimicos (temperatura, salinidad, pH, oxigeno disuelto y sodlidos
suspendidos totales) se realizé un anadlisis de componente principales con una matriz de
correlacién, al observar agrupaciones en este analisis, se identificdé la similitud de los
mismos y su significancia estadistica con el analisis de similitud (ANOSIM) basado en el
indice de Bray Curtis, finalmente para conocer cudl taxén aporté mas a la diferencia (o

similitud) entre los grupos se utilizo el porcentaje de similitud (SIMPER).
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5 RESULTADOS

5.1 Concentracion de bacterias heterdtrofas

En la concentracion de bacterias heterdtrofas de febrero a abril se encontré un valor
promedio de 2.82x10* UFC/mL en las tres playas (Anexo 10). Las concentraciones fueron en
El Flor en febrero de 1.08x10°> UFC/mL, marzo de 2.93 x10® UFC/mL y abril de 3.09x103
UFC/mL; para Punta Remedio en febrero de 4.42x10* UFC/mL, marzo de 2.22 x103 UFC/mL
y abril de 2.11x10% UFC/mL, en Salinitas en febrero de 7.31x10* UFC/mL, marzo de 3.75x10°
UFC/mL y abril de 1.40x10* UFC/mL. La mayor concentracidn se registré en febrero en El

Flor con 1.08x10° UFC/mL y la méas baja en abril en Punta Remedios con 2.11x103 UFC/mL
(Gréfico 1).
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Grafico 1. Concentracion de bacterias heterétrofas en playa El Flor, Punta Remedios, Salinitas en los meses de

febrero-abril del ANP Complejos Los Cdbanos.
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5.2 Concentracidn de Vibrio spp.

La concentracidon de Vibrio spp. de febrero a abril se encontré un valor promedio de
4.69x10* UFC/mL en las tres playas (Anexo 11). Las concentraciones fueron en El Flor en
febrero de 1.89x10* UFC/mL, marzo de 1.13x10% UFC/mL y abril de 1.17x10* UFC/mL; para
Punta Remedios en febrero de 2.83x10° UFC/mL, marzo de 9.06x10% UFC/mL y abril de 8.80
x10® UFC/mL; en Salinitas en febrero 9.44x10* UFC/mL, marzo de 1.62 x103 UFC/mL y abril
de 2.05 x103 UFC/mL. La mayor concentracion se registré en febrero con 2.83x10° UFC/mL

y la menor en abril con 8.8 x10* UFC/mL, ambos en Punta Remedios (Grafico 2).
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Gréfico 2. Concentracion de Vibrio spp. en la playa El Flor, Punta Remedios, Salinitas en los meses de febrero-

abril del ANP Complejos Los Cébanos.
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5.3 Comparacion de la concentracion de bacterias heterdtrofas y Vibrio spp. en la

zona arrecifal del ANP Complejo Los Cobanos.

5.3.1 Concentracion total de bacterias heterdtrofas y Vibrio spp.

Al comparar la concentraciéon de los sitios muestreados en la zona arrecifal del ANP
Complejo Los Cébanos por tres meses (Grafico 3) se registré una mayor concentracion de

Vibrio spp. (4.69x10* UFC/mL) que de bacterias heterétrofas (2.82x10* UFC/mL).
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Gréfico 3. Concentracion total de bacterias heterétrofas y Vibrio spp. en el ANP Complejo Los Cébanos.
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5.3.2 Concentracion de bacterias heterdtrofas y Vibrio spp. en las playas El Flor, Punta
Remedios y Salinitas.

En la concentracidn registrada para Punta Remedios y Salinitas se observé una dindmica

dénde la concentracion de Vibrio spp. fue mayor con 9.73x10* UFC/mLy 3.27x10* UFC/mL,

respectivamente; y la concentracion de bacterias heterétrofas fue menor con 1.62x10%

UFC/mL y 3.03X10* UFC/mL, respectivamente (Anexo 12). A diferencia de las dos playas

anteriores, en El Flor se reportd una concentracion mas elevada de bacterias heterdtrofas

con 3.81x10* UFC/mL que de Vibrio spp. con 1.06x10* UFC/mL (Grafico 4).
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Grafico 4. Concentracién de bacterias heterdtrofas y Vibrio spp. en la playa El Flor, Punta Remedios, Salinitas

del ANP Complejos Los Cébanos.
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5.3.3  Concentracion de bacterias heterdtrofas y Vibrio spp. de febrero a abril.

En febrero se registré una concentracion de Vibrio spp. de 1.32x10° UFC/mL, y 7.52x10%
UFC/mL de bacterias heterétrofas (Anexo 13). En marzo se observaron las menores
concentraciones de ambos grupos, con 3.93x10% UFC/mL de Vibrio spp. y 2.97x10% UFC/mL
de bacterias heterdtrofas, siendo Vibrio spp. el grupo de mayor concentracién en estos
meses. En abril se observé un leve aumento de concentracién en ambos grupos respecto al
mes anterior con 4.60x10® UFC/mL de Vibrio spp. y 6.38x103 UFC/mL de bacterias
heterétrofas, donde esta ultima tuvo una mayor concentracién. Cabe destacar que, en los
tres meses de muestreo, en febrero se registrd la mayor concentracién tanto de bacterias

heterétrofas como de Vibrio spp. (Gréfico 5).
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Grafico 5. Concentracion de bacterias heterdtrofas y Vibrio spp. en los meses de febrero-abril del 2018 del ANP

Complejo Los Cdbanos.
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5.3.4 Concentracidn de bacterias heterotrofas y Vibrio spp. segun la distancia de la costa.

A los 200 m se observd una concentracidn de bacterias heterétrofas de 3.42 x10* UFC/mLy
de Vibrio spp. de 1.61 x10* UFC/mL, teniendo este punto la mayor concentracion de

bacterias heterétrofas y la menor de Vibrio spp.

A los 400 m se presentd una concentracion de bacterias heterdtrofas de 1.96 x10* UFC/mL
y de Vibrio spp. de 6.83 x10* UFC/mL, teniendo este punto las menores concentraciones de

bacterias heterdtrofas y las mayores concentraciones de Vibrio spp.

A los 600 m se mostrd una concentracién de bacterias heterdtrofas de 3.83 x10* UFC/mLy
de Vibrio spp. de 4.08 x10* UFC/mL, observdndose que este sitio tuvo mayores
concentraciones de bacterias heterétrofas que los 400 m, pero menores que a 200 m y
mayores concentraciones de Vibrio spp. que a los 200 m y menores que a los 400 m (Anexo

14 y Gréfico 6).
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Grafico 6. Concentracion de bacterias heterotrofas y Vibrio spp. a 200 m, 400 m y 600 m de distancia de la costa

en el ANP Complejo Los Cébanos.
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5.3.4.1 Concentracidn de bacterias heterdtrofas y Vibrio spp. segun la distancia de

la costa y la playa.

En El Flor a los 200 m de la costa se registré una concentracién mas elevada de bacterias
heterétrofas con 2.5 x10* UFC/mL y 2.37 x10* UFC/mL de Vibrio spp., a los 400 m continud
siendo mas elevada la concentracién de bacterias heterdtrofas que de Vibrio spp. con
3.42x10* UFC/mL y 5.55 x103 UFC/mL respectivamente, esta dindmica se observo hasta el
ultimo punto muestreado a los 600 m de la costa siendo la concentracién de bacterias
heterdtrofas mas elevada con 4.86 x10* UFC/mL y 9.01 x103 UFC/mL de Vibrio spp.; cabe
destacar que la concentracidn de bacterias heterétrofas aumento a medida la distancia de

la costa era mayor (Anexo 15).

En Punta Remedios a los 200 m se observé una mayor concentracidn de Vibrio spp. con 2.16
x10* UFC/mL y 1.88 x10* UFC/mL de bacterias heterétrofas, a los 400 m continto siendo
mas elevada la concentracion de Vibrio spp. con 1.24 x10°UFC/mL y 1.44 x10* UFC/mL de
bacterias heterdtrofas, esta dindamica se mantuvo hasta los 600 m con una concentracion
mas elevada de Vibrio spp. con 1.09 x10°> UFC/mL que de bacterias heterdtrofas con 1.67

x10* UFC/mL (Gréfico 5).

En Salinitas a los 200 m hubo una diferencia bien marcada entre ambos grupos, siendo la
concentracidn de bacterias heterétrofas mayor con 5.87 x10* UFC/mL y 2.90 x10% UFC/mL
de Vibrio spp. alos 400 m se observé un cambio entre ambos grupos ya que la concentracion
mas elevada fue la de Vibrio spp. con 7.55 x10* UFC/mL y 1.02 x10* UFC/mL de bacterias
heterdtrofas, a los 600 m se vuelve a evidenciar una diferencia bien marcada entre ambos
grupos siendo la concentracion de bacterias heterdtrofas mayor con 3.62 x10* UFC/mL y

4.77 x10% UFC/mL de Vibrio spp. (Gréfico 7).
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Gréafico 7. Concentracion de bacterias heterdtrofas y Vibrio spp. en las playas El Flor, Punta Remedios, Salinitas a 200 m, 400 m y 600 m de la costa en el ANP

Complejo Los Codbanos.
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5.3.5 Concentracidn de bacterias heterotrofas y Vibrio spp. en la columna de agua.

De las muestras recolectadas en los tres meses y las tres playas en la columna de agua se
registraron en la superficie una concentracidon de bacterias heterétrofas de 3.57x10%
UFC/mL y de Vibrio spp. de 5.97x10* UFC/mL. En el fondo las concentraciones fueron de
bacterias heterdtrofas 1.69x10* UFC/mL y de Vibrio spp. de 2.75x10* UFC/mL (Anexo 16).
Podemos observar que en la superficie se observan altas concentraciones de ambos grupos,

y que en la superficie y fondo las mayores concentraciones fueron de Vibrio spp. (Grafico 8)
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Gréfico 8. Concentracion total de bacterias heterdtrofas y Vibrio spp. en la columna de agua de la zona arrecifal

del ANP Complejo Los Cébanos.
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5.3.5.1 Concentracion de bacterias heterctrofas y Vibrio spp. en la columna de
agua de la playa El Flor.
A los 400 m en la parte superficial de la columna de agua se registré una diferencia bien
marcada entre ambos grupos, siendo las bacterias heterétrofas mas elevada con 6.15x10%
UFC/mL y 4.33 x102 UFC/mL de Vibrio spp., en la parte de fondo de la columna de agua se
observd un cambio en esta dindmica siendo la concentracién de Vibrio spp. mas elevada

con 1.07 x10* UFC/mLy 7.0x10* UFC/mL de bacterias heterdtrofas (Anexo 17).

A los 600 m tanto en la superficie como en el fondo se evidencidé una mayor concentracién
de bacterias heterétrofas con 3.36 x10* UFC/mL y 6.36 x10* UFC/mL respectivamente, para
la concentracion de Vibrio spp. se registrd 2.64 x103 UFC/mL para la superficie y 1.54 x10*

UFC/mL en el fondo de la columna de agua (Grafico 9).
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Gréfico 9. Concentracidn de bacterias heterotrofas y Vibrio spp. en la columna de agua de la playa El Flor.
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5.3.5.2 Concentracidn de bacterias heterotrofas y Vibrio spp. en la columna de
agua de la playa Punta Remedios.
A los 400 m y 600 m de la costa tanto en la parte superficial como de fondo de la columna
de agua se evidencié una mayor concentracion de Vibrio spp. En los 400 m se registré 2.44
x10° UFC/mL de Vibrio spp. y 2.82 x10* UFC/mL de bacterias heterétrofas en la superficie, y
en la parte de fondo 3.45 x103 UFC/mL de Vibrio spp. y 5.47 x10> UFC/mL de bacterias

heterdtrofas.

Para los 600 m se registré una concentracion de Vibrio spp. de 9.0 x10* UFC/mL en la
superficie y 1.27 x10° UFC/mL en el fondo, a diferencia de las bacterias heterétrofas con

2.49 x10* UFC/mL en la superficie y 8.47 x103 UFC/mL en el fondo (Anexo 18 y Gréfico 10).
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Grafico 10. Concentracion absoluta de bacterias heterotrofas y Vibrio spp. en la columna de agua de la playa

Punta Remedios.

50



5.3.5.3 Concentracion de bacterias heterotrofas y Vibrio spp. en la columna de
agua de la playa Salinitas.
A los 400 m en la parte superficial de la columna de agua se observé una elevacidn bastante
marcada de Vibrio spp. con una concentracion de 1.50 x10° UFC/mL y 8.0 x102 UFC/mL de
bacterias heterdtrofas, a diferencia de la parte de fondo de la columna de agua en la cual
se obtuvo una mayor concentracion de bacterias heterdtrofas con 1.95 x10* UFC/mLy 1.03

x103 UFC/mL de Vibrio spp. (Anexo 19).

A los 600 m se observa lo contrario de la dindmica de los 400 m ya que en la superficie se
registré una concentracion mayor de bacterias heterétrofas con 7.0 x10* UFC/mL y 1.87
x10% UFC/mL de Vibrio spp.; en el fondo de la columna de agua se observd una mayor
concentracién de Vibrio spp. que de bacterias heterétrofas con 7.67 x103 UFC/mL y 2.37

x103 UFC/mL respectivamente (Grafico 11).
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Grafico 11. Concentracion de bacterias heterdtrofas y Vibrio spp. en la columna de agua de la playa Salinitas.
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5.4 \Verificacion de colonias presuntivas de Vibrio spp. mediante el sistema de
identificacion pruebas API 20 NE.
De las seis colonias que se aislaron para la identificacidon con el método API 20 NE, solo una
colonia presentd una prueba con perfil de buena identificacién, con un indice de
confiabilidad del 98.2%, para la especie Chryseobacterium indologenes (Figura 20). Mientras
que las otras colonias presentaron perfiles inaceptables, baja discriminacidn y una colonia
de perfil dudoso para Chryseobacterium indologenes con un indice de confiabilidad de 64.4%
(Anexo 24).Siendo este el primer registro de esta bacteria para El Salvador en un ecosistema

marino.
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Microorganismo identificado:

Chryseobacterium indologenes

Figura 21. A) Reacciones bioquimicas API 20 NE. Microorganismo identificado: Chryseobacterium indologenes,

B) Identificacién realizada con el perfil numérico en apiweb ™.

5.5 Andlisis de pardmetros fisicoquimicos.

5.5.1 Playas

El promedio de los pardmetros fisicoquimicos registrados en las tres playas fue (Anexo 21)
para salinidad en El Flor de 33.35 PSU, Punta Remedios de 33.58 PSU y Salinitas de 33.73
PSU (Grafico 12-A). La temperatura para El Flor fue de 30.47°C, Punta Remedios de 30.43°C
y Salinitas de 30.37°C (Grafico 12-B). El pH para El Flor fue de 8.35, Punta Remedios de 8.33
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y Salinitas de 8.31 (Grafico 12-C). El oxigeno disuelto (OD) para El Flor fue de 2.21 ppm,
Punta Remedios de 2.09 ppm y Salinitas de 2.10 ppm (Grafico 12-D). Lo sdlidos totales
suspendidos (TDS) para El Flor fue de 25.46 ppt, Punta Remedios de 25.65 ppt y Salinitas de
25.74 ppt (Grafico 12-E). La turbidez para El Flor fue de 1.77 FNU, Punta Remedios de 1.43
FNU y Salinitas de 1.29 FNU (Gréfico 12-F).

552 Meses

El promedio de los parametros fisicoquimicos en los meses de muestro fue (Anexo 22) para
salinidad en febrero de 33.05 PSU, marzo de 33.95 PSU y abril de 33.66 PSU (Grafico 13-A).
La temperatura para febrero de 30.73 °C, marzo de 31.07°C y abril de 29.47°C (Grafico 13-
B). El pH para febrero de 8.33, marzo de 8.25 y abril de 8.41 (Gréfico 13-C). El OD para
febrero de 2.27 ppm, marzo de 2.71 ppm y abril de 1.42 ppm (Grafico 13-D). Los TDS para
febrero de 25.33 ppt, marzo de 25.67 ppt y abril de 25.86 ppt (Grafico 13-E). La turbidez
para febrero de 2.01 FNU, marzo de 0.47 FNU y abril de 2.01 FNU (Grafico 13-F).

5.5.3 Distancia de la costa

El promedio de los pardmetros fisicoquimicos segun la distancia de la costa fue (Anexo 23)
para salinidad a los 200 m de 33.40 PSU, a los 400 m de 33.56 PSU y a los 600 m de 33.62
PSU (Gréfico 14-A). La temperatura fue a los 200 m de 30.72°C, a los 400 m de 30.31°Cy a
los 600 m de 30.39°C (Grafico 14-B). El pH a los 200 m fue de 8.32, alos 400 m de 8.34y a
los 600 m de 8.33 (Grafico 14-C). EI OD fue a los 200 m de 2.18 ppm, a los 400 m de 2.16
ppm y a los 600 m de 2.07 ppm (Grafico 14-D). Los TDS fueron a los 200 m de 25.51 ppt, a
los 400 m de 25.60 ppt y a los 600 m de 25.69 ppt (Grafico 14-E). La turbidez fue a los 200
m de 1.57 FNU, a los 400 m de 1.75 FNU y a los 600 m de 1.21 FNU (Grafico 14-F).

5.5.4 Columna de agua

El promedio de los pardmetros fisicoquimicos en la columna de agua fue (Anexo 24) para
salinidad en la superficie de 33.53 PSU y el fondo de 33.59 PSU (Grafico 15-A). La
temperatura fue en la superficie de 30.72°Cy el fondo de 29.97°C (Grafico 15-B). El pH fue
en la superficie de 8.35 y el fondo de 8.31 (Grafico 15-D). El OD fue en la superficie de 2.22

ppm y el fondo de 2.00 ppm (Grafico 15-D). Los TDS fueron en la superficie de 25.55 ppt y

53



el fondo de 25.72 ppt (Grafico 15-D). La turbidez fue en la superficie de 1.57 FNU y el fondo
de 1.38 FNU (Grafico 15-D y anexo 24-27).
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Grafico 12. Promedio de los pardmetros fisicoquimicos por playa A) Salinidad, B) Temperatura, C) pHy D)

Oxigeno disuelto, E) Sélidos totales disueltos y F) Turbidez.
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Grafico 14. Promedio de los parametros fisicoquimicos por distancia de la costa: A) Salinidad, B) Temperatura,

C) pH y D) Oxigeno disuelto, E) Sélidos totales disueltos y F) Turbidez.
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Grafico 15. Promedio de los parametros fisicoquimicos por la columna de agua: A) Salinidad, B) Temperatura,

C) pH y D) Oxigeno disuelto, E) Sélidos totales disueltos y F) Turbidez.
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5.6 Relacién de los parémetros fisicoquimicos con la concentracién de bacterias
heterdtrofas y Vibrio spp.

En los tres meses de muestreo existieron pares de variables fisicoquimicas que se

relacionaron entre si y con la concentracidon de bacterias heterdtrofas y Vibrio spp. Las

relaciones que se observan con el analisis de correlacién de Pearson (Tabla 4), con valores

p por debajo de 0.05:

e Temperatura (°C) y Oxigeno Disuelto (mg/L) (0.6704, p=0)
e  Temperatura (°C) y Lluvia acumulada (mm) (-0.7124, p=0)
e Salinidad (ppm) y Turbidez (FNU) (-0.4422, p= 0.0024)
e Salinidad (ppm) y Bacterias Heterdtrofas (FNU) (-0.5216, p= 0.0002)
e  Oxigeno Disuelto (mg/L) y Turbidez (FNU) (-0.4495, p= 0.0019)
e  Oxigeno Disuelto (mg/L) y Lluvia acumulada (mm) (-0.8326, p=0)
e  Turbidez (FNU) y Lluvia acumulada (mm) (0.2971, p= 0.0475)
e  Lluvia acumulada (mm) y Bacterias Heterétrofas (UFC) (-0.3038, p= 0.0425)
Tabla 3. Correlacion de Pearson y prueba de significancia estadistica (nivel de confianza: 95%) de las variables

fisicoquimicas y concentraciones de bacterias heterdtrofas y Vibrio spp. T°= temperatura, OD=oxigeno disuelto,

BH= Bacterias heterdtrofas.

T(°C) -0.1058 0.6704 -0.243 -0.7124 0.177 0.1222
p 0.4892 0 0.1077 0 0.2447 0.4241
Salinidad -0.106 -0.0269 -0.4422 0.156 -0.5216 -0.2745
(ppm)

p 0.4892 0.8609 0.0024 0.3063 0.0002 0.0681
OD (mg/L) 0.6704 -0.0269 -0.4495 -0.8326 0.1092 0.0232
p 0 0.8609 0.0019 0 0.4752 0.8795
Turbidez -0.243 -0.4422 -0.4495 0.2971 0.2299 0.1811
(FNU)

p 0.1077 0.0024 | 0.0019 0.0475 0.1286 0.2339
Lluvia -0.712 0.156 -0.8326 0.2971 -0.3038 -0.218
acumulada

(mm)

p 0 0.3063 0 0.0475 0.0425 0.1502
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Lluvia Vibrio

Correlaciéon T (°C) SRR ob UTelefe acumulada BH spp
(o) (mg/l)  (FNU) TR (URC/mL) e

BH 0.177 -0.5216 = 0.1092 0.2299 -0.3038 0.0945

(UFC/mL)

p 0.2447 0.0002 0.4752 0.1286 0.0425 0.5371

Vibrio spp. 0.1222 -0.2745 ' 0.0232 0.1811 -0.218 0.0945

(UFC/mL)

p 0.4241 0.0681  0.8795 0.2339 0.1502 0.5371

5.6.1 Andlisis de componentes principales (ACP)

Las variables se resumieron en dos componentes principales, déonde se refleja la variabilidad
del 67% de los datos fisicoquimicos y microbioldgicos (concentracion de bacterias
heterotrofas y Vibrio spp.); siendo las variables con aportes mayores a 0.451 para el
componente 1: oxigeno disuelto (0.54573), lluvia acumulada (-0.56767) y temperatura
(0.50983), donde la lluvia acumulada actua de forma inversa, es decir, donde hubo mayor
lluvia acumulada hubo menor oxigeno disuelto y menor temperatura, mientras que las
variables que aportan mas al componente 2 son: salinidad (-0.60468) y turbidez (0.52129)
donde se muestran una relacién inversa, es decir a mayor salinidad, menor turbidez y

viceversa (Tabla 5).

Tabla 4. Valores de los componentes principales uno y dos de los pardmetros fisicoquimicos y bacteriolégicos

de los sitios de muestreo para el ANP Complejo Los Cobanos en los meses de febrero-abril.

Temperatura (°C) 0.50983 -0.0091124
Salinidad (ppm) -0.10265 -0.60468
Oxigeno disuelto 0.54573 -0.14282
Turbidez (FNU) -0.24567 0.52129
Bacterias Heterdtrofas (UFC/mL) 0.18948 0.48441
Vibrio spp. (UFC/mL) 0.11496 0.32608
Lluvia acumulada (mm) -0.56767 -0.034022

59



En el ACP se observan tres grupos, las observaciones de cada uno corresponden a los meses
de muestreo; el grupo “A” corresponde a febrero, en el que las condiciones fueron de mayor
temperatura, mayor turbidez y menor salinidad. El grupo “B” corresponde a marzo, donde
las condiciones son de mayor oxigeno disuelto y menor turbidez; y, el grupo “C”
corresponde a abril, donde las condiciones son de mayor lluvia acumulada, menor
temperatura y menor oxigeno disuelto; dentro del grupo “C” se observan dos subgrupos el
grupo “1C” que presenta condiciones de menor oxigeno disuelto que el grupo “2C” (Figura

22).

La concentracidén de bacterias heterétrofas y Vibrio spp. fue mas alta en condiciones de

mayor turbidez, mayor oxigeno disuelto, menor salinidad y mayor temperatura.
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Figura 22. Analisis de componentes principales de los pardmetros fisico-quimicos y microbioldgicos (bacterias heterdtrofas y Vibrio spp.) en el ANP Complejo Los
Cobanos, Sonsonate, El Salvador. El color representa el mes de muestreo: anaranjado (febrero), negro (marzo) y azul (abril); los simbolos representan el sitio de

muestreo: x (El Flor), O (Punta Remedios) y M (Salinitas); 200, 400 y 600 representa la distancia de la costa muestreada en metros; la S representa superficie y F

representa fondo; los pardmetros fisicoquimicos se representan como OD= oxigeno disuelto, Sal=salinidad, Turb=turbidez, T°= temperatura.
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5.6.2 Andlisis de Similitud (ANOSIM) y Porcentaje de Similitud (SIMPER).
Los datos de los grupos formados en el ACP se procesaron utilizando una transformacién

logaritmica para cumplir con los requisitos de los supuestos de normalidad y homocedasticidad.

Para evaluar si los grupos formados en el ACP tienen similitud entre si, se realizdé una prueba de
ANOSIM, basado el indice de disimilitud de Bray Curtis, este analisis mostré que el grupo “A” con
el “B” y el grupo “A” con el “C” son significativamente diferentes (R=0.3352, P=0.001); y, el grupo

“B” con el “C” no presento diferencia estadistica significativa (R=0.3352 y P= 0.0796).

Luego se realizé una prueba de SIMPER para conocer cudl es el taxén que aporta mas a la
diferencia entre los grupos (Tabla 6). Esta prueba mostré que para ambos grupos el grupo “A”
con el “C” y “A” con el “B” la concentracién de Vibrio spp. fue el taxén que aporté mas para la

separacion de los grupos con 59.74 % y 50.66 %, respectivamente (Tabla 7).

Tabla 5. Disimilitud media y la contribucién acumulada de los taxa responsables de las diferencias entre los grupos

“A” y “C” segln lo determinado por SIMPER.

Vibrio spp 17.54 59.74 59.74 2.17 427
Bacterias Heterodtrofas 11.82 40.26 100 3.1 4.4

Tabla 6. Disimilitud media y la contribucién acumulada de los taxa responsables de las diferencias entre los grupos “A”

y “B” segun lo determinado por SIMPER.

Vibrio spp 11.24 50.66 50.66 427 2.89
Bacterias Heterdtrofas 10.95 49.34 100 4.4 3.13
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6 DISCUSION DE RESULTADOS

Las bacterias heterétrofas se encuentran distribuidas en toda su extensidn, tanto vertical como
horizontalmente (lice 2000). Los vibrios son el grupo mayormente cultivable de bacterias

heterdtrofas, especialmente de aguas costeras (Austin et al. 1979).

Las poblaciones de Vibrio spp. en sistemas costeros se han estudiado ampliamente debido a la
importancia en la pesca, la recoleccion de mariscos y la recreacién (Fabiano et al. 2006); ya que
la infeccion por Vibrio spp. es un problema para el cultivo comercial de peces e invertebrados

marinos (Gomez-Leon et al. 2005).

De igual manera al menos 12 especies de Vibrio son patégenos para los humanos y/o se han
asociado con enfermedades transmitidas por los alimentos (Chakraborty et al. 1997), en especial,

los que se consumen crudos, como es el caso de los moluscos bivalvos (Grau et al. 2004).

La concentracién promedio de bacterias heterétrofas durante el periodo de muestreo (febrero-
abril) en el ANP Complejo Los Cébanos, fue de 2.82x10* UFC/mL. Guevara (2015), determind la
concentracion de bacterias heterétrofas en las playas El Tunco y El Sunzal, ambas ubicadas a 10
Km del Puerto de La Libertad; reportando para El Tunco una concentracién de 1.42x103 UFC/mL
y en ElSunzal una concentracion de 7.73X102 UFC/mL. Al comparar los estudios se puede
observar que en El ANP Complejo Los Cébanos las concentraciones de bacterias heterdtrofas son

mayores.

Estudios realizados en la zona costera de Cuba, determinaron la concentracion de bacterias
heterétrofas, Miravet (2003) en los arrecifes del Golfo de Bataband,
Cuba, con 7.83x10' UFC/mL a 3.65x102 UFC/mL de 1998 al 2000; Lugioyo (2007)en la zona
econdmica exclusiva sur de Cuba de 1988 a 1989, obteniendo una concentracion promedio de
1.63x10% UFC/mL. Morales et al. (2009), en muestras de agua de la Bahia de La Habana, en el afio
2003 y 2005, obteniendo valores de concentraciones de 103 UFC; estas investigaciones al igual

gue Guevara (2015) presenta menores concentraciones que el estudio realizado.
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A diferencia de Malaver et al. (2014) en su analisis de la concentracidn de bacterias heterdtrofas
en la laguna costera de Tacariagua en Venezuela, reportd valores de 101° -10** UFC/mL del 2009

al 2011, en comparacion al presente estudio donde se obtuvieron menores concentraciones.

Las diferentes concentraciones de bacterias se deben a que los ambientes costeros estan
influenciados por disturbios locales como la escorrentia de agua dulce, la transferencia de
nutrientes y materia organica a través de la descarga de los rios y la mezcla de areas poco
profundas inducidas por corrientes de marea, ademas de ciclos estacionales y condiciones
ambientales que afectan los pardmetros fisicoquimicos de las zonas (Chénard et al. 2019), por lo

gue cada ecosistema costero puede presentar una dindmica bacteriana diferente.

Es importante destacar que en aguas costeras o neriticas influenciadas por el aporte de materia
organica procedente del arrastre de los rios, vegetacién costera, residuales domésticos y
agroindustriales, entre otros; son las bacterias heterétrofas los organismos intermediarios
obligados entre la materia organica detritica y los organismos de niveles tréficos superiores,
aunque es poco probable que la interaccién entre las bacterias heterétrofas y la cadena trdéfica
obedezca a un esquema Unico y universal, ya que estas interacciones tienen lugar en un ambiente

dindmico sujeto a cambios naturales o de origen antrdpico (Torretén 1991).

Al comparar la concentracién promedio de bacterias heterdtrofas con 2.82x10* UFC/mL y
Vibrio spp. con 4.69 x10*UFC/mL en el ANP Complejo Los Cébanos, la concentracion
de Vibrio spp. supera la concentracién de bacterias heterdtrofas. Un estudio similar se realizd
en corales endémicos brasilefios en el banco de arrecifes de Abrolhos, que evalué bacterias
heterdtrofas cultivables y Vibrio spp. en las muestras de agua circundante al arrecife, la
concentracion de Vibrio spp. fue de 1x10* UFC/mL y ocupo més del 70 % del total de bacterias
heterdtrofas, debido a que estas bacterias pueden crecer rapidamente y superar a otros
miembros de la comunidad bacteriana en condiciones ambientales estresantes, por

ejemplo: altas temperaturas y cargas de nutrientes (Alves et al. 2010).

Vijayan (2014) en su estudio realizado en la costa oeste de Malasia reporto un “bloom”

de Vibrio spp. de diciembre a marzo, ocasionado por un aumento de nutrientes en la zona debido
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al aumento de precipitaciones, en este estudio observaron que el “bloom” parecia ser un
fendmeno natural recurrente y podria ser relevante para otras aguas tropicales y subtropicales.
En el ANP Complejo Los Cébanos en todos los sitios muestreados de febrero-abril Ia
concentracion de Vibrio spp. fue de 4.69x10* UFC/mL por lo que las concentraciones podrian
indicar grandes cantidades de nutrientes en la zona producto de la contaminacién, lo que
coincide con Gregoracci et al. (2012) que proponen que las concentraciones mayores de 200

UFC de Vibrio spp. reflejan aguas marinas contaminadas.

De igual manera Gilbert et al 2011 reporta un “bloom” de Vibrio sp. el cual represento el 54 % de
todas las secuencias del bacteriplancton, por lo que se evidenciaron picos de las
Gammaproteobacteria (Vibrionales y Pseudomonadales), lo cual sugiere que las concentraciones
de nutrientes, los pardmetros fisicos y la biologia del microbioma demuestran una influencia
significativa en una matriz extraordinariamente compleja, asi mismo Beleneva y Zhukova en 2007
reportan que Vibrio spp. fue el género predominante dentro de las bacterias Gramnegativas

aisladas de muestras de agua marina.

Las concentraciones de Vibrio spp. estan bien distribuidas en el medio marino ya que pueden
consumir una amplia gama de fuentes de carbono organico. Ademas, el tiempo de replicacion
extremadamente corto de Vibrio spp. puede dar lugar a extensos “bloom”, que se producen en

respuesta a fluctuaciones de nutrientes (Zhang et al. 2018).

En playa El Flor se registrd la concentracion mas elevada de bacterias heterétrofas
(3.81x10*UFC/mL) y las menores concentraciones de Vibrio spp. (1.06x10* UFC/mL). En este sitio
se encuentra una camaronera con modalidad superintensiva de siembra, esto podria ser un
factor que causa el aumento de la concentracién de bacterias heterdtrofas ya que, segin Lépez
et al. (2013) en su estudio realizado en la bahia de Kino, Sonora, México para determinar las
condiciones bacterioldgicas de un efluente de granjas de camardn, la concentracion de bacterias
heterdtrofas aumenta a medida aumentan los recambios de agua de la camaronera, en este
estudio la concentracion maxima de bacterias heterétrofas fue de 2.5x10% UFC/mL y la

concentracion de Vibrio spp. fue de 5.0x102 UFC/mL, cabe destacar que en todos los muestreos
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realizados de este estudio la concentracion de bacterias heterdtrofas fue mds elevada que la

de Vibrio spp.

Se reportd una colonia con una pigmentacion rojiza en agar TCBS que aparecio en febrero, en
Salinitas a 400 m de la costa. Posteriormente esta colonia fue identificada mediante pruebas API
20 NE como Chryseobacterium indologenes. La mayoria de las especies de este género pueden
ser cultivados en una variedad de medios (Bernardet et al. 2006). Muchos de los medios
adecuados contienen extracto de levadura y proteinas (caseina y peptona) hidrolizadas o
digeridas, con azucares para algunas especies y sales para especies marinas. La utilizacion de
macromoléculas tales como polisacdridos y proteinas es una caracteristica comin de miembros
de la familia Flavobacteriaceae a la que pertenece C. indologenes (McBride et al. 2009). Si
observamos la férmula de reactivos del agar TCBS: extracto de levadura, sacarosa (disacarido),
digerido pancreatico de caseina y digerido péptico de tejido animal (peptona A); se puede

considerar como un medio dénde Chryseobacterium spp. es capaz de desarrollarse.

Chryseobacterium spp. tipicamente presenta colonias con pigmentaciones amarillas a
anaranjadas, debido a la presencia del pigmento Flexirrubina (Bernardet et al. 2006). Este
pigmento es amarillo en pH neutros, pero experimenta un cambio reversible a rojo, bajo
condiciones alcalinas, pH mayores a 7 (McBride et al. 2009). El agar TCBS es un medio con un pH
alcalino (8.6 +/-), esta puede ser la razén por la que se observd el crecimiento de colonias

de Chryseobacterium con una pigmentacion rojiza.

Croci et al. (2001), reporta en muestras de agua y moluscos el crecimiento de C. indologenes en
agar TCBS identificadas por medio de pruebas API 20 NE; las especies de Chryseobacterium estan
ampliamente distribuidas en la naturaleza, pueden ser aislados de ambientes acuaticos, suelos,
plantas y en algunos productos alimenticios (Zamora et al. 2012). El conocimiento de su
distribucién en ambientes marinos es escaso y solo una serie de estudios ha documentado la
presencia de C. indologenes, en camarones (Matyar et al. 2008; Uyaguar et al. 2009), y focas

(Bogomolni et al. 2008; Rose et al. 2009).
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Ademas, C. indologenes ha sido identificada como una bacteria capaz de degradar anilina
(Radianingty et al. 2003), una amina aromatica que se utiliza en herbicidas y fungicidas (Garcia 'y
Quinto 2001). ElI uso del suelo cerca del sistema arrecifal del ANP Complejo
Los Cdbanos corresponde a cultivos de cafia de azucar y granos basicos (ICMARES 2006). La
cuenca del rio Las Marias abarca toda la zona estudio la cual esta impactada por las actividades
de las comunidades humanas cercanas, asi como también por la agricultura, ganaderia y
acuicultura (ICMARES 2008), la descarga de este afluente podria estar acumulando componentes
de los herbicidas, fungicidas y fertilizantes que se utilizan, y asi crear las condiciones para la

presencia de esta bacteria.

La plasticidad genética de los microorganismos les permite cambiar rdpidamente sus capacidades
metabdlicas, sus huéspedes, sus funciones y la dindmica de la comunidad en respuesta a cambios
en las condiciones ambientales por lo que comparar la dinamica bacteriana entre sistemas
arrecifales es dificil ya que cada uno tiene diferentes pardmetros fisicoquimicos (Rosenberg et al.

2012).

Frente a playa El Flor las concentraciones de bacterias heterétrofas (3.81x10% UFC/mL) fueron
mayores que la de Vibrio spp. (1.06x10* UFC/mL), en este sitio se observd la menor salinidad,
mayor turbidez, mayor oxigeno disuelto. Guevara (2015) en su estudio realizado frente a la playa
El Tunco y El Zonte presenta que la salinidad es uno de los parametros mas influyentes en la
concentracion de bacterias heterdtrofas con una correlacién de -0.280. En el presente estudio la
concentracion de bacterias heterdtrofas tuvo una correlacidn con la salinidad de -0.5216 con una
significancia estadistica de 0.0002, cabe destacar que en el presente estudio se evaluaron mas
parametros fisicoquimicos, mostrando una correlacion mds elevada y con significancia
estadistica que en el estudio de Guevara (2015); aunque en ambos estudios las correlaciones

fueron negativas.

Las concentraciones de Vibrio spp. fueron mayores en Punta Remedios con 9.73x10* UFC/mL y
Salinitas con 3.27x10* UFC/mL, que la de bacterias heterdtrofas, estos dos sitios presentaron un
leve aumento de la salinidad, concordando con Guevara (2015), que a mayor salinidad menor

concentracion de bacterias heterdtrofas.
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La concentracion de bacterias heterdtrofas y Vibrio spp. encontradas en el ANP Complejo
Los Cébanos fue mas elevada en febrero, cuando las condiciones fueron de alta temperatura,
menor salinidad, alto oxigeno disuelto, y alta turbidez. Lo que concuerda con Thomson et al.
(2004), que sugiere que la temperatura es uno de los factores mas determinantes para las
concentraciones de Vibrio spp., y que poseen una relacidn directa, entre mas alta la temperatura,
mas alta la concentracidon del grupo. De igual manera en el estudio realizado por Cavallo
y Stabili (2004), encontraron esta misma relacion directa, solamente que entre la temperatura 'y

la concentracidon de bacterias heterétrofas.

De igual manera en febrero la salinidad fue mas baja en comparacién con los otros meses por lo
gue la salinidad tiene una correlacion negativa con la biomasa de bacterias heterdtrofas
(Laghdass et al. 2010) y tiene influencia con la concentracion de Vibrio spp. (Cavallo y Stabili
2004), por lo que la salinidad podria ser uno de los parametros que este influyendo en la

concentracion de bacteria heterétrofas y Vibrio spp.

En febrero el oxigeno disuelto (2.27 ppm) y la turbidez (2.01) fue uno de los factores
fisicoquimicos que favorecié a las concentraciones de bacterias heterdtrofas y Vibrio spp.,
presentando valores altos de oxigeno disuelto comparado con abril y valores altos de turbidez

comparado con marzo.

Al observar los niveles de oxigeno disuelto en el ANP Complejo Los Cébanos durante el periodo
muestreado se podria describir como una “zona hipéxica”, es decir, que la concentracidn de
oxigeno disuelto es menor a 3 mg/L o ppm, lo cual podria deberse a la contaminacién por
nutrientes, especificamente de nitrégeno y fésforo que incluyen la escorrentia agricola, la quema
de combustibles fésiles y el tratamiento de aguas residuales (NOAA 2014). Patrones temporales
y espaciales de hipoxia en ambientes de arrecifes de coral han sido descritos en varios estudios,
alcanzando concentraciones de oxigeno tan bajas como 2.1 mg/L o ppm (Kinsey D y Kinsey B

1967).

Segun Kriss E. (1976). la concentracidon relativamente alta de materia orgdnica disuelta en la

zona ecuatorial-tropical se debe a la cantidad de descargas de los rios en las regiones ocednicas,
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adyacentes al ecuador, y es evidente que, en mares y océanos, la distribucién de materia orgdnica
disuelta es el principal factor que influye en la distribucidon cuantitativa de microorganismos

heterotrofos.

La materia organica podria ser otro de los factores que estd determinando la mayor
concentracion de bacterias heterdtrofas en febrero, ya que la turbidez es una manera indirecta
de medir la materia organica que refleja una aproximacion del contenido de materias coloidales,
minerales u orgdnicas (Espigares y Fernandez 1999) y para febrero se reportd una turbidez de
2.01 FNU, a diferencia de marzo donde las concentraciones tanto de bacterias heterétrofas como
de Vibrio spp. fueron las mas bajas para los tres meses y se reportd la menor turbidez con 0.47

FNU.

La turbulencia provocada por vientos, en ocasiones es la causa principal de la poca transparencia
del agua dada la relativamente baja profundidad, aunque en condiciones de mar en calma
también es posible encontrar poca transparencia (Miravet 2003). Segun Yoon y Rosson (1990), la
concentracion de bacterias heterétrofas y la transparencia en el momento del muestreo pueden
indicar la naturaleza de la turbidez, es decir, si la concentracién de bacterias heterétrofas y la
turbidez son altas, se les atribuye a las particulas en suspensidn, un origen organico vy, por el
contrario, si la concentracién de bacterias heterdtrofas es baja y la turbidez alta, tienen un origen

inorgdnico.

De los tres meses muestreados, marzo reporta la mayor concentracidén de oxigeno disuelto y se
reportan vientos de 10-40 km/h (MARN 2018) lo que podria haber causado un cambio en la
columna de agua (Ni et al. 2014). Bryant et al. (2015) realizé un estudio en las aguas superficiales
del Pacifico Subtropical Norte de Gyre, donde se observd que las variaciones en la velocidad del
viento estaban relacionadas con la diversidad microbiana; ya que las concentraciones de oxigeno
modulan la composicién de comunidades bacterianas principalmente debido a los cambios en
los aceptores de electrones terminales y los donantes de oxigeno (Aldunate et al. 2018), por lo
gue todos estos factores podrian estar definiendo la diferencia de concentracién de bacterias

heterétrofas y Vibrio spp. en marzo.
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Para febrero y marzo se presentd la etapa de finalizacidn de las condiciones de La Nifia y en
abril una transicidn de La Nifia débil a condicion Neutral (CIIFEN 2018), cabe destacar que en
abril La cantidad promedio total de lluvia fue de 140.9 mm para Acajutla, esto ha superado mas
de tres veces la cantidad normal para este mes (Anexo 25) y se convierte en el mas lluvioso desde
1971 a escala nacional (MARN 2018), esto puede provocar cambios en las concentraciones de
bacterias heterétrofas y Vibrio spp., ya que, Malaver et al. 2014 reporta que las condiciones
Neutral y de El Nifo favorecen mas las concentraciones de bacterias heterdtrofas y Vibrio spp. y

al haber presencia de La Nifia estas concentraciones disminuyen.
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7 CONCLUSIONES.

El estudio determind que la concentracidn de bacterias heterétrofas en la zona arrecifal del
ANP Complejo Los Cdbanos tiene un promedio de 2.82x10* UFC/mL, la cual fue decreciendo
a medida se alejaba de la costa, por lo que la influencia de la zona costera tiene un impacto
en la dinamica microbiana.

Segln la identificacion por pruebas APl 20NE se reporté en febrero en Salinitas
Chryseobacterium indologenes, primer registro en las costas de El Salvador, la cual es una
bacteria patdgena para el ser humano y podria indicar contaminacion por parte de pesticidas
en la zona.

De los sitios muestreados la playa El Flor se ubica cerca de la zona de descarga del rio Las
Marias y una camaronera, las cuales podrian estar generando los nutrientes necesarios para
la elevada concentracidn de bacterias heterétrofas en este lugar.

Los resultados de este estudio evidencian que la concentracion de bacterias heterdtrofas y
Vibrio spp. presentan una diferencia de 1.87x10* UFC/mL siendo mdés elevada la
concentracion de Vibrio spp. lo que podria ser indicador de contaminacion por materia
organica en la zona.

Los factores fisicoquimicos que influyeron en la concentracion de bacterias heterétrofas y
Vibrio spp. en la zona arrecifal del ANP Complejo Los Cébanos, fueron mayor turbidez, mayor
oxigeno disuelto, menor salinidad y mayor temperatura.

Las variaciones climaticas como lluvia y viento, en los meses muestreados reflejan tener un
efecto en la concentracion de bacterias heterdtrofas y Vibrio spp. en la zona arrecifal del ANP
Complejo Los Cébanos.

Debido a laimportancia de las bacterias heterétrofas en los ecosistemas marinos este estudio
da un primer paso para conocer la dindmica de este grupo en la zona arrecifal del ANP

Complejo Los Cébanos.
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8 RECOMENDACIONES.

Es importante identificar las especies de Vibrio spp. y de bacterias heterdtrofas con
metodologias moleculares, para determinar la diversidad bacteriana y las especies
dominantes en el ANP Complejo Los Cébanos para poder conocer el rol de las especies mas

abundantes y su relaciéon con los factores biéticos y abiéticos del ecosistema.

Debido a los niveles de oxigeno disuelto en la zona es importante hacer un estudio enfocado
a las bacterias nitratoreductoras y sulfatoreductoras debido al aumento de nutrientes que
se podrian estar dando en la zona y evaluar cual podria ser la dindmica de estas bacterias

cerca y lejos de la costa.

Es necesario llevar un monitoreo constante de las comunidades bacterianas en el ANP
Complejo Los Cobanos, tomando en cuenta sedimentos y diferentes profundidades, para
poder conocer cudl es la dindmica natural del ecosistema en época seca y lluviosa y como
fluctian los grupos bacterianos con factores antrdpicos, de esta manera se pueden

proponer normas especificas para el ecosistema.

Para futuros estudios tomar en cuenta variables como: nitratos, fosfatos, sulfuros, clorofila,
hidrocarburos y carbono organico disuelto y quitina, de igual manera otros grupos como
fitoplancton, zooplancton, virus, hongos y protozoarios para indagar la relaciéon de estos con

las comunidades bacterianas.

Ya que la concentracién de Vibrio spp. fue aumentada debido a los datos de Punta Remedios
y Salinitas a los 400m, se sugiere que se hagan estudios mas prolongados en esta zona
tomando en cuenta mas pardametros fisicoquimicos, nutrientes y otros grupos de

microorganismos.
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Es importante hacer estudios de la composicion bacteriana del tejido, mucus y agua
circundante de Porites lobata ya que es el Unico coral formadores de arrecifes en El Salvador
localizado en el ANP Complejo Los Cébanos y comparar con los pardmetros fisicoquimicos y

nutrientes de la zona.

Ya que algunas especies de Vibrio spp. pueden ser patdégenos para el ser humano es vital
evaluar su concentracién en especies comerciales del ANP Complejo Los Cébanos para
conocer si esta pudiera ser una via para la transmisiéon de enfermedades al ser humano y

comparar la concentracién de estos organismos con la del agua circundante.
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10 ANEXOS

Anexo 1. Estratificacion de la columna de agua: A) Densidad, B) Temperatura y C) Salinidad.

Densidad (g/cm3) Temperatura (°C) Salinidad (%o)
1.024 1.026 1.028 0° 5° 10°  15° 32 33 34 35

T ~
. ml Halocline:

1000 |-

1500 -

4000
A B. C.

Anexo 2. Representacién grafica de las interacciones de Vibrio spp. en diferentes compartimentos del ecosistema

costero (Leyton y Riguelme 2008).

AR

[Agua de marjmm
A [Zooplancion]

Motweor 1. K
> SCone!

S Scdimento J56@ Bivalvos

88



Anexo 3. Colecta de muestras segun la distancia de la costa a 200 m, se tomard la muestra a un metro de la superficie

(A); alos 400 m y 600 m, se tomara la muestra a un metro de la superficie y un metro del fondo (B).

Fondo

1m

H Fondo
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Anexo 4. Componentes para la elaboracién del medio agar marino.

i et

Peptona 25¢g
Extracto de levadura 05¢g
FeSO. 0.05g
Agar 758
Agua destilada 150 ml
Agua de mar 350 ml
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Anexo 5. Procesamiento de las muestras.

1ml 1ml 1 ml 1ml Im
-i

e— - Preparar = >
diluciones ’yj

Tomar 1 7{ . o mi de agua Tomar i

ml 2 seriadas peptonada 100 ul
— > ——————————p» encada e 3
tubo =
1
diluciones 1:10 | 1:100

Muestra original Medio de dilucién: agua peptonada

Inocular por duplicado

Asa de
Extender Digralsky
el inéculo > i i

Incubar a 35°C
muestreo y dilucidn por 48 h

Recuento de UFC _
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Resiembra

»
>

Agar TSA normal + 2%, 3% y 8% de NaCl Agar cetrimida

Observar el
crecimiento de

Observar las placas
con agar cetrimida

colonias en agar
TSA con luz UV
i Tincién de Gram
/ / / /
- s S (s { } .
_ Prueba AR | Prueba | Q @20 NE
[N N [ e3 [N oxidasa °p & 4 PI
ki) =\l 7Y = by o WY
© Aplicacion del cristal € Aplicacion del oﬂlr"h "‘ del OApflica(_:iéndela

violeta Lugol

92



Anexo 6. Caracteristicas bioquimicas de Vibrio spp. Abbreviations: TCBS, thiosulfate-citrate-bile salts-sucrose; mCPC,

modified cellobiose polymyxin B-colistin; AGS, arginine-glucose slant; Y = yellow
susceptible nd = not done G = green

Slant alkaline / Butt alkaline

TCBS agar
mCPC agar
CC agar
AGS
Oxidase

Arginine
dihydrolase
Ornithine
decarboxylase
Lysine
decarboxylase
Growth 0% NaCl
in

(Wh): 3% NaCl

6% NaCl
8% NaCl
10% NaCl

Growth at 42°C

Acid Sucrose
from:

D_
Cellobiose
Lactose
Arabinose

D_
Mannose
D_
Mannitol

ONPG

Voges-
Proskauer

Sensi- 10 ug

tivity  0/129

to: 150 pg
0/129

Gelatinase

Urease

* Adapted from Elliot et al. (31)
** Aeromonas hydrophila, Plesiomonas shigelloides

V. alginolyticus V. cholerae V. fluvialis V. furnissii V. hollisae V. metschnikovii V. mimicus V. parahaemolyticus V. vulnificus

Y

NG
NG
KA

Y
p
p
Ka

Y

NG
NG
KK

V = variable among strains
KA = Slant alkaline /Butt acidic,

Y

NG
NG
KK

NG
NG
NG
Ka

nd

nd

Y

NG
NG
KK

R =resistant P = purple,

NG = no or poor growth S =

V = variable KK =

Ka = Slant alkaline/ Butt slightly acidic.

G

NG
NG
KA

G G
NG Y
NG Y
KA KA
+ +
+ +
+ +
+ +
+ +
+

+ +
v +
- +
+ -
+ +
+ \
- +
R S
S S
+ +
V -

A hydrophilia P shigelloides

Y

NG
NG
KK

G

NG
NG
nd
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Anexo 7. Tabla de identificacion para la prueba APl 20 NE.

del ensayo de oxidasa)

RESULTADOS
Tests | COMPONENTES CANT. REACCIONES/ENZIMAS
ACTIVOS (mgleup.) NEGATIVO POSITIVO
NIT 1+ NIT2/5 min.
i . reduccién de Nitratos en nitritos incoloro rosa-rojo
NO3 nitrato potasico 0,136 -
Zn /5 min.
reduccion de Nitratos en nitrogeno rosa incoloro
JAMES /inmediato
incoloro
TRP L-triptofano 0,2 formacién de indole (TRiPtofano) verde palido / rosa
amarillo
GLU D-glucosa 1,92 fermentacién (GLUcosa) azul a verde amarillo
ADH L-arginina 1,92 Arginina DiHidrolasa amarillo naran{'rz;j,;rosa /
URE urea 0,76 |UREasa amarillo ”aranjrgjf) rosa /
esculina 0,56 L . - - gris / marrén /
ESC citrato férrico 0072 hidrolisis (B-glucosidasa) (ESCulina) amarillo negro
GEL _gelatina 06 |hidrolisis (proteasa) (GELatina) sin difusion _difusion del
(origen bovino) del pigmento pigmento negro
PNPG 4-nitr0f¢ni|—[3[_)— 022 B-galacto_sidasa_ (Para-NitroFenil-3D- incoloro amarillo
galactopiranosida Galactopiranosidasa)
GLU D-glucosa 1,56 asimilacién (GLUcosa) transparencia turbio
ARA L-arabinosa 1.4 asimilacién (ARAbinosa) transparencia turbio
MNE D-manosa 1,4 asimilacién (MaNosA) transparencia turbio
MAN D-manitol 1,36 asimilacién (MANitol) transparencia turbio
NAG N-acetil-glucosamina 1,28 asimilacién (N-Acefil-Glucosamina) transparencia turbio
MAL D-maltosa 1.4 asimilacién (MALtosa) transparencia turbio
GNT gluconato potasico 1,84 asimilacién (GlucoNaTo potasico) transparencia turbio
CAP acido caprico 0,78 asimilacién (acido CAPrico) transparencia turbio
ADI acido adipico 1,12 asimilacién (acido ADlpico) transparencia turbio
MLT acido malico 1,56 asimilacién (MalaTa) transparencia turbio
CIT citrato trisddico 2,28 asimilacién (ClTrato trisodico) transparencia turbio
PAC acido fenilacético 0,8 asimilacién (acido fenilACético) transparencia turbio
OX (ver ficha técnica ) citocromo-oxidasa (ver ficha técnica del ensayo de

oxidasa)

¢ Las cantidades indicadas pueden ser ajustadas en funcion de los titulos de las materias primas.

« Ciertas cupulas contienen componentes de origen animal, especialmente peptona bovina/porcina.
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Anexo 8. Tabla de toma de coordenada geograficas y temperatura de cada punto de muestreo.

Universidad de El Salvador

Facultad de Ciencias Naturales y Matematica

Escuela de Biologia

ACUL CIE|
NATURALES Y MATEMATICA

Bacterias heterdtrofas de la zona arrecifal del ANP Complejo Los Cdbanos,
Sonsonate, El Salvador.

Fecha de Hora de inicio:
muestreo:
N° de Hora de
muestreo: finalizacion
Playa Punto N* de Profundidad Georreferencia T°C
bote (m)
El Flor 1 1 5
2 10
3* 10
3 4 15
5* 15
Punta Remedios | 1 6 5
2 7 10
8* 10
3 9 15
10* 15
Salinitas 1 11 5
2 12 10
13* 10
3 14 15
15* 15
*Fondo
Anexo 9. Tabla de toma de pardmetros fisicoquimicos.
oH Salinidad (PSU) Oxigeno disuelto Sélidos suspendidos Turbidez (FNU)

(ppm)

totales o TDS (ppt)
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Anexo 10. Concentracion de bacterias heterodtrofas por playas.

Salinitas

Punta Remedios
El Flor

Total general

Anexo 11. Concentracion de Vibrio spp. por playas.

7.31 x10* UFC/mL
4.42 x10* UFC/mL
1.08 x10° UFC/mL
7.52 x10* UFC/mL

3.75 x10% UFC/mL
2.22 x10% UFC/mL
2.93 x10° UFC/mL
2.97 x10° UFC/mL

1.40 x10* UFC/mL
2.11 x10% UFC/mL
3.09 x10% UFC/mL
6.38 x10° UFC/mL

3.03 x10* UFC/mL
1.62 x10* UFC/mL
3.81 x10* UFC/mL
2.82 x10* UFC/mL

Salinitas

Punta Remedios
El Flor

Total general

9.44 x10* UFC/mL
2.83 x10° UFC/mL
1.89 x10* UFC/mL
1.32 x10° UFC/mL

1.62 x10° UFC/mL
9.06 x10° UFC/mL
1.13 x103 UFC/mL
3.93 x10° UFC/mL

2.05 x10% UFC/mL
8.80 x10* UFC/mL
1.17 x10* UFC/mL
4.60 x10° UFC/mL

3.27 x10* UFC/mL
9.73 x10* UFC/mL
1.06 x10* UFC/mL
4.69 x10* UFC/mL

Anexo 12. Comparacion de concentracién de bacterias heterodtrofasy Vibrio spp. en El Flor, Punta Remedios y Salinitas.

Salinitas

Punta Remedios
El Flor

Total general

Anexo 13. Comparacion de concentracion de bacterias heterodtrofas y Vibrio spp. de febrero-abril del afio 2018.

Febrero
Marzo

Abril

Total general

3.03 x10* UFC/mL
1.62 x10* UFC/mL
3.81 x10* UFC/mL
2.82 x10* UFC/mL

7.52 x10* UFC/mL
2.97 x10° UFC/mL
6.38 x10° UFC/mL
2.82 x10% UFC/mL

3.27 x10* UFC/mL
9.73 x10* UFC/mL
1.06 x10* UFC/mL
4.69 x10* UFC/mL

1.32 x10° UFC/mL
3.9 x10° UFC/mL
4.60 x103 UFC/mL
4.69 x10* UFC/mL

Anexo 14. Concentracién de bacterias heterétrofas y Vibrio spp. segun la distancia de la costa.

200 m
400 m
600 m

3.42 x10* UFC/mL
1.96 x10* UFC/mL
3.38 x10* UFC/mL

1.61 x10* UFC/mL
6.83 x10* UFC/mL
4.08 x10* UFC/mL



Anexo 15. Concentracion de bacterias heterodtrofas y Vibrio spp. segun la distancia de la costa y playa.

El Flor 200 m 2.50 x10* UFC/mL 2.37 x10* UFC/mL

400 m 3.42 x10* UFC/mL 5.55 x10°* UFC/mL

600 m 4.86 x10* UFC/mL 9.01 x10° UFC/mL

Punta Remedios 200 m 1.88 x10* UFC/mL 2.16 x10* UFC/mL
400 m 1.44 x10* UFC/mL 1.24 x10° UFC/mL

600 m 1.67 x10* UFC/mL 1.09 x10° UFC/mL

Salinitas 200 m 5.87 x10* UFC/mL 2.90 x10° UFC/mL
400 m 1.02 x10* UFC/mL 7.55 x10* UFC/mL

600 m 3.62 x10* UFC/mL 4.77 x10* UFC/mL

Total general

2.82 x10* UFC/mL

4.69 x10* UFC/mL

Anexo 16. Concentraciones de bacterias heterdtrofas y Vibrio spp. en la columna de agua.

Superficie 3.57x10% UFC/mL
Fondo 1.69x10% UFC/mL
Total general 2.82x10* UFC/mL

5.97x10* UFC/mL
2.75x10* UFC/mL
4.69x10* UFC/mL

Anexo 17. Concentracién de bacterias heterétrofas y Vibrio spp. en la columna de agua de la playa El Flor

e Fondo 7.00 x103 UFC/mL 1.07 x10* UFC/mL
Superficie 6.15 x10* UFC/mL 4.33 x10% UFC/mL
600 m Fondo 6.36 x10* UFC/mL 1.54 x10* UFC/mL
Superficie 3.36 x10* UFC/mL 2.64 x10% UFC/mL

Total general 3.81 x10* UFC/mL 1.06 x10* UFC/mL

Anexo 18. Concentracién de bacterias heterdtrofas y Vibrio spp. en la columna de agua de la playa Punta Remedios.

400m Fondo 5.47 x10% UFC/mL 3.45 x10% UFC/mL
Superficie 2.82 x10% UFC/mL 2.44 x10° UFC/mL
5 Fondo 8.47 x10° UFC/mL 1.27 x10° UFC/mL
Superficie 2.49 x10* UFC/mL 9.00 x10* UFC/mL

Total general 1.62 x10* UFC/mL 9.73 x10* UFC/mL
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Anexo 19. Concentracién de bacterias heterétrofas y Vibrio spp. en la columna de agua de la playa Salinitas.

Fondo 1.95 x10* UFC/mL 1.03 x103 UFC/mL

2t Superficie 8.00 x10% UFC/mL 1.50 x10° UFC/mL
Fondo 2.37 x10° UFC/mL 7.67 x10% UFC/mL

SO < perficie 7.00 x10* UFC/mL 1.87 x10° UFC/mL
Total general 3.03 x10* UFC/mL 3.27 x10* UFC/mL

Anexo 20. Resultados de prueba APl 20 NE. Bacteria identificada: Chryseobacterium indologenes.

Anexo 21. Tabla matriz de los promedios de concentracién de los pardmetros fisicoquimicos salinidad, temperatura,
pH, oxigeno disuelto (OD), sélidos totales suspendidos (TDS), turbidez (FMU) y de las variables bioldgicas bacterias

heterotrofas (BH) y Vibrio spp.

El Flor 33.35 30.47 835 221 25.46 1.77 3.81E+04 1.06E+04
200 33.14 31.00 832 233 25.32 1.77 2.50E+04 2.37E+04
Superficie 33.14 31.00 8.32 2.33 25.32 1.77 2.50E+04 2.37E+04
Febrero 33.39 30.00 836  2.32 25.63 3.00 6.80E+04 = 5.10E+04
Marzo 32.97 32.00 825  3.24 25.09 0.60 3.50E+03  1.00E+02
Abril 33.05 31.00 8.35 1.44 25.23 1.70 3.50E+03  2.00E+04
400 33.35 30.33 8.36 2.17 25.40 2.52 3.42E+04 5.55E+03
Superficie 33.32 30.67 8.38 232 25.27 3.73 5.90E+04 = 1.99E+03
Febrero 32.98 31.00 836 244 25.26 2.00 1.70E+05 = 9.50E+02
Marzo 33.68 31.00 830 3.24 25.06 1.50 3.00E+03  5.00E+03
Abril 33.30 30.00 8.47 1.28 25.50 7.70 4.00E+03 = 1.00E+01
Fondo 33.37 30.00 8.35 2.02 25.53 1.30 9.47E+03 = 9.12E+03
Febrero 32.63 30.00 837 241 25.12 1.50 1.40E+04 = 2.70E+04
Marzo 33.74 31.00 8.26 = 2.45 25.64 0.80 7.20E+03  2.00E+02
Abril 33.75 29.00 8.42 1.19 25.84 1.60 7.20E+03 = 1.50E+02
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SuperﬁCIe
Febrero
Marzo
Abril
Fondo
Febrero
Marzo
Abril
Punta
Remedios

200
Superficie
Febrero
Marzo
Abril

400
Superficie
Febrero
Marzo
Abril
Fondo
Febrero
Marzo
Abril
600
Superficie
Febrero
Marzo
Abril
Fondo
Febrero
Marzo
Abril
Salinitas
200
Superficie
Febrero
Marzo

33.47
33.38
33.17
33.86
33.11
33.55
32.72
33.94
34.00

33.58

33.46
33.46
32.76
34.16
33.45
33.59
33.63
33.08
33.92
33.89
33.55
33.08
33.51
34.05
33.62
33.66
32.94
34.33
33.71
33.58
32.99
34.27
33.49
33.73
33.61
33.61
32.77
34.20

30.33
30.67
31.00
31.00
30.00
30.00
31.00
31.00
28.00

30.43

30.67
30.67
31.00
31.00
30.00
30.42
30.67
31.00
31.00
30.00
30.17
30.50
31.00
29.00
30.33
30.67
31.00
31.00
30.00
30.00
31.00
31.00
28.00
30.37
30.50
30.50
30.50
31.00

8.35
8.39
8.39
8.31
8.46
8.31
8.35
8.23
8.35

8.33

8.33
8.33
8.27
8.26
8.46
8.34
8.35
8.31
8.27
8.47
8.32
8.31
8.27
8.38
8.32
8.36
8.34
8.27
8.46
8.28
8.29
8.21
8.34
8.31
8.32
8.32
8.31
8.23

2.18
2.34
2.43
2.86
1.74
2.01
2.27
2.57
1.20

2.09

211
2.11
2.48
2.51
1.33
2.20
2.15
1.99
3.04
143
2.24
2.16
3.17
1.38
1.97
2.22
2.34
2.90
1.42
1.71
1.16
2.43
1.55
2.10
211
211
2.44
241

25.60
25.54
25.49
25.73
25.39
25.66
25.12
25.76
26.11

25.65

25.56
25.56
25.05
2591
25.72
25.66
25.67
25.30
25.74
25.96
25.65
25.34
25.46
26.16
25.69
25.73
25.27
26.02
2591
25.65
25.30
25.97
25.69
25.74
25.65
25.65
25.09
25.93

1.03
0.80
1.10
0.10
1.20
1.27
1.90
0.30
1.60

1.43

1.17
1.17
1.50
0.20
1.80
1.40
1.27
1.80
0.30
1.70
1.53
2.60
0.20
1.80
1.58
1.43
2.20
0.60
1.50
1.73
3.00
0.50
1.70
1.29
1.77
1.77
2.80
0.30

4.86E+04
3.36E+04
1.00E+05
4.30E+02
3.30E+02
6.36E+04
1.90E+05
5.30E+02
4.00E+02

1.62E+04

1.88E+04
1.88E+04
5.40E+04
1.40E+03
1.10E+03
1.44E+04
5.47E+02
7.00E+01
9.00E+02
6.70E+02
2.82E+04
7.10E+04
6.80E+03
6.80E+03
1.67E+04
8.47E+03
2.30E+04
1.20E+03
1.20E+03
2.49E+04
7.30E+04
7.90E+02
7.90E+02
3.03E+04
5.87E+04
5.87E+04
1.10E+05
1.30E+04

9.01E+03
1.53E+04
7.70E+03
2.40E+02
3.80E+04
2.70E+03
7.90E+03
1.10E+02
1.00E+02

9.73E+04

2.16E+04
2.16E+04
6.40E+04
6.40E+02
3.00E+02
1.24E+05
3.45E+03
9.90E+03
4.50E+02
0.00E+00
2.44E+05
7.30E+05
3.00E+03
3.00E+01
1.09E+05
1.27E+05
3.80E+05
1.20E+03
1.00E+02
9.00E+04
2.30E+05
4.00E+04
1.00E+01
3.27E+04
2.90E+03
2.90E+03
3.10E+03
6.00E+02
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Abril
400
Superficie
Febrero
Marzo
Abril
Fondo
Febrero
Marzo
Abril
600
Superficie
Febrero
Marzo
Abril
Fondo
Febrero
Marzo
Abril

Total
general

Anexo 22. Pardmetros fisicoquimicos de febrero-abril en el ANP Complejo Los Cobanos.

Febrero
Marzo
Abril
Total

33.87
33.75
33.79
33.48
33.77
34.11
33.71
33.00
34.36
33.76
33.77
33.76
33.26
34.25
33.77
33.79
33.47
34.28
33.61

33.55

33.05
33.95
33.66
33.55

30.00
30.17
30.67
31.00
31.00
30.00
29.67
30.00
31.00
28.00
30.50
31.00
31.00
31.00
31.00
30.00
31.00
31.00
28.00

30.42

30.73
31.07
29.47
30.42

8.41
8.32
8.34
8.35
8.24
8.43
8.29
8.32
8.21
8.34
8.31
8.34
8.36
8.24
8.43
8.28
8.27
8.21
8.37

8.33

1.47
213
2.27
2.52
2.85
1.45
1.98
2.29
2.42
1.24
2.08
2.10
2.48
2.26
1.55
2.06
2.36
2.24
1.58

2.13

8.33
8.25
8.41
8.33

25.94
25.74
25.77
25.65
25.64
26.03
25.70
25.29
26.01
25.80
25.79
25.46
25.51
25.07
25.80
26.11
25.56
26.01
26.76

25.62

2.27
2.71
1.42
2.13

2.20
1.33
1.30
1.30
0.90
1.70
1.37
2.30
0.50
1.30
1.00
0.90
1.50
0.00
1.20
1.10
1.60
0.30
1.40

1.50

5.30E+04
1.02E+04
2.95E+03
1.50E+02
2.20E+03
6.50E+03
1.74E+04
5.20E+04
5.00E+01
5.00E+01
3.62E+04
6.68E+04
2.00E+05
1.10E+02
2.20E+02
5.63E+03
3.50E+03
3.40E+03
1.00E+04

2.82E+04

25.33
25.67
25.86
25.62

5.00E+03
7.55E+04
1.50E+05
4.50E+05
8.00E+01
0.00E+00
1.03E+03
3.00E+01
3.00E+03
5.00E+01
4.77E+03
1.87E+03
5.00E+03
4.00E+02
2.00E+02
7.67E+03
1.40E+04
4.00E+03
5.01E+03

4.69E+04

2.01
0.47
2.01
1.50
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Anexo 23. Parametros fisicoquimicos segun la distancia de la costa en el ANP Complejo Los Cébanos.

200 33.40 30.72  8.32 2.18 25.51 1.57
400 33.56 30.31 8.34 2.16 25.60 1.75
600 33.62 30.39 8.33 2.07 25.69 1.21
Total 33.55 3042 8.33 2.13 25.62 1.50

Anexo 24. Pardmetros fisicoquimicos segln la distancia de la columna de agua en el ANP Complejo Los Cébanos.

Fondo 29.97 8.31 2.00 25.72 1.38 33.59
Superficie 30.72 8.35 2.22 25.55 1.57 33.53
Total 30.42 8.33 2.13 25.62 1.50 33.55

Anexo 25. Meses de abril desde 1971 hasta 2018. Variable de lluvia nacional Fuente: Direccidén del Observatorio

Ambiental.
Lluvia de abril 1971-2018, El Salvador. :._FLD‘;"!:{'
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Afios, abril de 2018 datos preliminares. trp-CCA/GI/DGOA/MARN
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11 SIGLAS Y ABREVIATURAS

ACP
ANOSIM
ANP
API
atm
BaCl,
CAMA
CBM
CIIFEN
cm
CO;
CENSALUD
DSS
ENSO
FNU
FUNDE
ha

HCI
H2SO4
ICMARES
ind/m?
L

Ib

pl

m

mg
mm
mL
MARN
MOD
MOP

\P)
NaOH
N.O
NaCl

Andlisis de componentes principales

Andlisis de similitud

Area Natural Protegida

indice analitico de perfil

Unidad de presién atmosférica

Cloruro de Bario

Agregados microbianos asociados a los corales
Corredor biolégico mesoamericano

Centro Internacional para la Investigacion del Fendmeno del Nifio

Centimetros

Didéxido de carbono

Centro de Investigacién y Desarrollo en Salud
Sindrome de las manchas oscuras

El Nifio-Oscilacion Sur

Unidad de formacina nefelométrica
Fundacion Nacional para el Desarrollo.
Hectdrea

Acido clorhidrico

Acido sulfarico

Instituto de Ciencias del Mar y Limnologia
Individuos por metro cuadrado

Litros

Libras

Microlitro

Metros

Miligramo

Milimetros

Mililitro

Ministerio de Medio Ambiente y Recursos Naturales
Materia organica disuelta

Materia organica particulada

Normalidad

Nitrogeno molecular

Hidréxido de sodio

Anhidrido hiponitroso

Cloruro de sodio
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NCCOS
NO
NOAA
(0))
ppm

ppt
PSU
SDR
SIC-UES
SIMPER
SML
SRB
TCBS
TSA
DS
UFC
UW
WBD
WS
YDB

Centro nacional para la ciencia del océano costero
Oxido de nitrégeno

Administracién Nacional Ocednica y Atmosférica
Oxigeno disuelto

Partes por millon

Partes por millar

Unidades practicas de salinidad

Reaccién de muerte subita

Secretaria de Investigaciones Cientificas de la Universidad de El Salvador
Porcentaje de similitud

Capa superficial del mucus

Bacterias endoliticas reductoras de sulfato
Tiosulfato citrato bilis sacarosa

Agar tripticasa soya

Sélidos totales disueltos

Unidades formadoras de colonias

Manchas blancas ulcerosas

Enfermedad de la banda negra

Sindrome blanco

Enfermedad de la banda amarilla
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12 GLOSARIO

Bajamar: fin del reflujo del mar o movimiento descendente de la marea, cuando el agua alcanza

su nivel mas bajo.

Biogeografia: estudia la distribucion de los seres vivos sobre la Tierra, asi como los procesos que

la han originado, que la modifican y que la pueden hacer desaparecer.

Biopeliculas bacterianas: son una colonia estructurada de células bacterianas incrustadas en un

matriz polimérica fabricada por ellas mismas y adheridas a la superficie (Jacques et al. 2010).

Corales: son antozoos cuyos polipos, que tienen la apariencia de mindsculas anémonas, alojan

algas unicelulares endosimbidticas llamadas zooxantelas (D’croz y Robertson 1997).

Corredor biolégico mesoamericano: es un sistema de ordenacion territorial compuesta por areas
naturales protegidas de diferentes categorias de manejo mds sus interconexiones, organizado y
consolidado para brindar un conjunto de bienes y servicios ambientales, tanto a la sociedad
centroamericana como mundial, proporcionando los espacios de concertacién social para

promover la inversién en la conservacién y el uso sostenido de los recursos (Miller et al. 2001).

Detritus: es una mezcla de particulas de materia organica y los microorganismos agregados a

ellos, que actlan para descomponer o remineralizar la materia (Mann 2000).

Dinoflagelados: son protistas microscopicos unicelulares que forman el phylum Pyrrophyta,
constituido por dos clases: Dinophyceae y Syndinophyceae. Su adaptaciéon a una gran variedad de
ambientes se ve reflejada en su diversidad de formas, tipos de nutricién y un enorme registro

fésil que data de varios millones de afios (Gonzdlez et al. 2011).

Escala MacFarland: son patrones de turbidez basados en suspensiones de sulfato de bario. La
escala consta de 11 patrones (desde 0’5 hasta 10), cada uno de los cuales tiene una turbidez

comparable a la de una suspensién bacteriana con una densidad determinada.

Estuario: es un cuerpo de agua parcialmente encerrado que se forma cuando las aguas dulces

provenientes de rios y quebradas fluyen hacia el océano y se mezclan con el agua salada del mar.
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Haloclina: es una capa de la columna de agua en la que la salinidad del agua cambia rdpidamente

con la profundidad.

Holobionte: son todos los microorganismos asociados al coral: bacterias, arqueas, hongos, virus

y protistas, incluido el dinoflagelado Symbiodinium y el huésped (coral).

Hipoxia: baja concentracion de oxigeno disuelto, en el cual animales benticos invertebrados y

peces experimentan un estrés fisioldgico, tipicamente <2 o 3 mg/L de O,.
Marea: movimiento periddico de ascenso y descenso del nivel del mar.

Materia organica particulada: es un compuesto dindmico del suelo y una importante fuente de

carbono organico (CO) y nutrientes (Plante et al. 2006).
Microhabitat: parte mas pequeiia de un ecosistema que contiene una flora y una fauna distintiva.

Microorganismos endoliticos: son aquellos capaces de aprovechar la humedad de los espacios

fisicos que se encuentran dentro de rocas y minerales para colonizar sustratos liticos (Valea 2016).

Mucus: capa formada por una proteina de azlcar, llamada mucina, polisacdridos y lipidos

(Crossland et al. 1980).

Picnoclina: una capa en la que se evidencia un cambio subito en su densidad vinculado con la

profundidad, causado por cambios en la temperatura como por cambios en la salinidad del agua.

Plancton: conjunto de organismos, ya sea animales o vegetales, que habitan en la columna de
agua y que poseen una capacidad limitada para desplazarse, por lo cual sus movimientos

dependen de las corrientes marina (Escribano y Castro 2004).
Pleamar: fin del movimiento creciente de la marea, cuando el agua alcanza su nivel mas alto.

Quimiotaxis bacteriana: mecanismo por el cual la bacteria responde eficiente y rapidamente a
cambios en la composicién quimica en su ambiente. Permite a la bacteria acercarse y permanecer
en ambientes favorables y escapar de los hostiles. Este mecanismo es un movimiento activo y

dirigido de la bacteria a través de un gradiente quimico (Mowery et al. 2008).
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