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Vi

RESPUESTA AL ESTRES AMBIENTAL EN LAS COLONIAS DEL
CORAL Pocillopora EN LA REGION CENTRAL DEL PACIFICO
MEXICANO

IV. RESUMEN

La presente investigacion, resume el esfuerzo realizado durante los ultimos
cuatro afios, para tratar de entender la respuesta de las comunidades coralinas del
Parque Nacional Islas Marietas, Nayarit, ante eventos de estrés térmico asociados a
fendmenos ENSO (por sus siglas en inglés “El Nifio Southern Oscilation) y variaciones
locales en las condiciones oceanograficas que condicionan su respuesta al estrés. La
estrategia general, incluyé observaciones en campo y experimentos en laboratorio, en
donde se integraron marcadores fisiolégicos (contenido de lipidos totales y densidad de
Symbiodinim) y moleculares (actividad de la CuZnSOD vy expresion de la hsp70) como
elementos de evaluacion que nos permitieran entender la respuesta de los organismos,
mas alla de la evidencia visual al momento del blanqueamiento.

En el capitulo 1, se evalud la respuesta que producen cambios abruptos en la
temperatura en la actividad metabolica del coral de la especie Pocillopora verrucosa,
encontrando que se provoca un aumento de lipidos, acompafiado de la expulsion de los
simbiontes. En el capitulo 2 se documentd la respuesta de P. verrucosa en condiciones
de estrés al incrementar gradualmente la temperatura, donde contrastantemente con la
respuesta previamente documentada, se observo una disminucion continua en la cantidad
de lipidos y, en la densidad de simbiontes.

De manera complementaria, se documento el comportamiento in situ de los
organismos ante las fluctuaciones anuales en la temperatura superficial del mar
(Capitulo 2), lo cual nos permitié conocer diferencias fisioldgicas entre corales que se
encuentran dentro de la misma area.

En el capitulo 3, se realiz6 una aproximacion a nivel celular en la cual se
documentd la respuesta del coral mediante la cuantificacion del antioxidante CuZn-
superoxido dismutasa y la expresion del RNA mensajero de la proteina de estrés térmico
hsp70. Se observo un aumento en la actividad de la SOD en el hospedero como
respuesta al estrés térmico. En el caso de la hsp70, aunque no se logré evaluar la
repuesta de estrés, se desarroll6 un protocolo detallado y las primeras aproximaciones
utilizando PCR en tiempo real, lo cual, serd una herramienta basica para futuros estudios
moleculares en corales.

Los resultados obtenidos, representan la repuesta fisiologica generada por la
exposicion de los organismos a estrés térmico experimental con diferencias en el tiempo
y tipo de exposicion al estresor.

Finalmente, en el capitulo 4, se explora la utilidad de estas observaciones para
ser integrados como herramientas de manejo en las comunidades coralinas. Se propone
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que los marcadores fisiol6gico-moleculares utilizados durante el presente estudio sean
integrados como parte de las herramientas actuales de manejo y conservacion, basadas
en el monitoreo de cobertura y biomasa de especies.

El presente trabajo, muestra los primeros resultados sobre la evaluacion del
efecto del estrés térmico (utilizando marcadores fisioldgicos y moleculares) sobre la
especie P. verrucosa, la cual, es una de las especies mas abundantes en las comunidades
coralinas del Pacifico Mexicano. Los datos presentados, demuestran que las repuestas
metabolicas y celulares provocadas por un mismo factor de estrés, son diferentes
dependiendo de la intensidad y del tiempo en el que el organismo esta expuesto. Los
marcadores utilizados nos permitieron llevar un seguimiento de la capacidad de
resistencia de los corales previo y durante el blanqueamiento.Asimismo, los resultados
demostraron un efecto de aclimatacion local, donde organismos distribuidos en la misma
area pueden presentar una respuesta diferencial ante los cambios de temperatura,
dependiendo de su zona de distribucion.

Con los resultados de este estudio, los indicadores fisiolégico-moleculares,
muestran ser una herramienta de gran utilidad para complementar el seguimiento que
actualmente se realiza en diversas comunidades de corales en el Pacifico Mexicano,
permitiendo documentar la respuesta de los corales antes, durante y después de eventos
de blanqueamiento. Ademas, permite detectar regiones de mayor sensibilidad a estos
eventos y contar con informacion para implementar medidas de proteccion y manejo
diferenciales, que se adapten en forma dindmica a las variaciones de meso y microescala
que se presenten en las distintas comunidades coralinas de la region.



INTRODUCCION

El Parque Nacional Islas Marietas (PNIM) posee una de las comunidades
arrecifales mas importantes del Pacifico Mexicano compuesta principalmente de
especies del género Pocillopora, a las cuales se le asocian una gran diversidad de peces
e invertebrados marinos, asi como comunidades de aves que dependen del arrecife para
su subsistencia (CONANP, 2008). Actualmente, por el incremento gradual de la
temperatura media de los océanos, debido al cambio climatico, asi como la ocurrencia de
fenomenos ENSO (por sus siglas en inglés “El Nino Southern Oscilation), las
comunidades coralinas son continuamente expuestas a condiciones de estrés térmico. A
esto, se le suma la influencia de otras condiciones ambientales de tipo local (ej.
surgencias, ondas internas y turbidez) y actividades humanas, que condicionan ain mas
su respuesta al estrés. Dichos factores estresantes, pueden provocar eventos de
blanqueamiento, como respuesta fisioldgica externa presente en corales, donde se
produce el rompimiento de la relacién simbiotica entre el coral y el dinoflagelado
endosimbionte  (=Symbiodinium), provocando la liberacion o inactivacion
(fotoinhibicion) del simbionte y consecuentemente, la pérdida de color del coral y en
situaciones extremas la muerte del tejido (Done, 1999; Fitt et al., 2000; Douglas, 2003;
Leichter et al., 2006; Weis, 2008). Hasta el momento, la respuesta de estrés observada
en el area se ha registrado hasta que el blanqueamiento es evidente (Carriquiry et al.,
1991; Reyes-Bonilla et al., 2002), sin embargo, no se han utilizado otros marcadores que
permitan evaluar una respuesta previa a estos eventos.

Antes de que ocurra el blanqueamiento, el coral sufre de alteraciones en sus

actividades fisiologicas las cuales pueden detectarse mediante la evaluacion de la



sintesis de moléculas que responden a condiciones de estrés, como son las proteinas de
choque térmico, por ejemplo la HSP70, o antioxidantes como la cobre-zinc superoxido
dismutasa, CuZnSOD (Parsel y Lindquist, 1993; Feder y Hofmann,; Black et al., 1995;
Sharp et al., 1997; Downs, et al., 2000; Choresh et al., 2001; Downs, et al., 2002;
Downs, et al., 2005; Rossi et al., 2006; Vidal-Dupont et al., 2010). Asimismo, cambios
en la densidad de Symbiodinium, el contenido de lipidos totales y el dafio estructural en
el tejido del polipo son indicadores de respuestas fisiologicas del organismo asociadas a
condiciones de estrés (Glynn et al., 1985; Szmant y Gassman, 1990; Grottoli et al.,
2004; Anthony y Connolly, 2007; Moya et al., 2008).

Con el propdsito de proporcionar marcadores fisiologicos y moleculares que
permitan evaluar el estado de estrés de las comunidades coralinas de las Islas Marietas,
en el presente estudio se hicieron evaluaciones in Situ y experimentales para conocer la
respuesta fisiologica y celular que producen cambios en la temperatura sobre las
comunidades coralinas de la region central del Pacifico Mexicano. Para este estudio se
utilizaron colonias de la especie Pocillopora verrucosa distribuidas en la Isla Redonda
dentro del PNIM, y como biomarcadores fisiologicos la densidad de Symbiodinium y el
contenido de lipidos totales, y como marcadores moleculares los niveles de expresion de
la hsp70 y la actividad de CuZnSOD del hospedero.

Para la parte experimental, las colonias de la especie P. verrucosa fueron
sometidos a condiciones de estrés térmico, simulando diferentes eventos que pueden
afectar las colonias de la regién. En un primer trabajo experimental, se evalué durante
72 horas el efecto que produce un evento de choque térmico (simulando condiciones de

ondas internas regionales), y posteriormente en un segundo experimento las colonias



fueron sometidas durante 198 horas a un estrés térmico donde el incremento de la
temperatura fue gradual, simulando las condiciones al as que se encuentran los
organismos durante el inicio de un evento ENSO.

Asimismo, como una aproximacion in Situ el seguimiento del efecto diferencial
que tienen las fluctuaciones anuales en la temperatura de la region sobre las colonias de
P. verrucosa de la Isla Redonda utilizando los marcadores fisioldgicos previamente
mencionados.

En conjunto, con la informacion generada se buscé comprender como los corales
responden naturalmente en el medio ante los cambios anuales en la temperatura
superficial del mar (TSM), y sus diferencias cuando éstos mismos organismos estan
sometidos a diferentes condiciones de estrés. Ademads, poder utilizar estos marcadores
para evaluar las comunidades antes y durante eventos de blanqueamiento.

Los resultados encontrados en este estudio, demuestran que existen respuestas
diferenciales en el organismo ante el incremento en la temperatura, y esta respuesta
depende de la intensidad y del tiempo al que se encuentren expuestos los organismos al
elemento de estrés. Los cambios abruptos en la temperatura que ocurren en la region
asociados a ondas internas principalmente durante el verano (Filonov et al., 1996),
provocaron en cuestion de horas, una respuesta de incremento en la actividad metabolica
que se reflejo en un aumento en la cantidad de lipidos totales, lo que se interpreta como
respuesta de mitigacion de danos celulares.

De manera contrastante, ante condiciones de estrés térmico debido a eventos de
El Nifio (ENSO), donde el incremento en la temperatura es gradual y puede afectar una

region durante varios dias o meses, produce un decremento en la cantidad de lipidos, en



la densidad de simbiontes y el aumento en la actividad de CuZnSOD (esto ultimo s6lo en
el hospedero), hasta llegar al blanqueamiento.

Por otra parte, en la evaluacion de los corales in sSitu se observaron respuestas
diferentes, que dependen no solamente de los cambios anuales en la temperatura, sino de
la distribucién de la colonia dentro del area de estudio.

Finalmente, ya que las dreas de distribucion coralina tienden a ser muy
impactadas debido al uso turistico, lo que requiere de un cuidado especial en el uso de
este recurso natural, se propone el uso de marcadores fisioldégico-moleculares, como un
elemento mas de las herramienta de manejo en el area, que permita entender con mayor
profundidad la respuesta de los corales ante los eventos de estrés a los que son
continuamente sujetos, y con esto contribuir con el monitoreo de la salud de los corales
antes, durante y después de eventos de blanqueamiento; ya que, esta informacion
adicional, resulta de utilidad para determinar la existencia de areas mas sensibles que
requieran medidas especiales de proteccion, con el fin de favorecer su conservacion y

manejo.



OBJETIVOS
OBJETIVO GENERAL
v Evaluar los cambios espacio-temporales a nivel fisiologico y celular asociados a
la respuesta por estrés térmico en colonias de la especie Pocillopora verrucosa
en la region de Bahia Banderas, México en condiciones naturales y de

laboratorio.

OBJETIVOS PARTICULARES
» Documentar en condiciones de laboratorio el efecto que tienen los incrementos
abruptos en la temperatura, en el contenido de lipidos totales, la densidad de
simbiontes y la integridad del tejido en el coral P. verrucosa asociada a las

comunidades coralinas de las Islas Marietas, México.

» Evaluar la respuesta fisioldgica que presenta el coral P. verrucosa, ante las
fluctuaciones anuales en la temperatura utilizando el contenido de lipidos totales

y la densidad de Symbiodinium como biomarcadores.

» Evaluar en condiciones experimentales la respuesta metabdlica (contenido de
lipidos y densidad de Symbiodinum) del coral P. verrucosa asociada con el

incremento en la temperatura, previo a la evidencia de blanqueamiento.

» Evaluar los cambios en niveles de expresion de la hsp70 y de la proteina
CuZnSOD, asociada a la respuesta al incremento en la temperatura, en colonias

de P. verrucosa bajo condiciones de estrés térmico experimental en laboratorio.



JUSTIFICACION

Los corales responden de manera natural a los cambios anuales en la TSM, pero
debido al Calentamiento Global la TSM va progresivamente incrementandose, lo que
provoca condiciones estresantes para los corales. Esta respuesta, a nivel fisiologico se
puede observar con las fluctuaciones en los niveles de lipidos y en la densidad de
Symbiodinium, y a nivel celular, con fluctuaciones en la expresion de proteinas como la
hsp70 y antioxidantes como la CuZnSOD que les permite sobrellevar este estrés. Sin
embargo, cuando el organismo rebasa su limite maximo de tolerancia a altas
temperaturas ocurre el blanqueamiento. Por lo tanto, someter a las colonias de
Pocillopora verrucosa a condiciones de estrés y choque térmico controlado nos
permitirda conocer la respuestas metabdlica que presenta la especie a niveles de
hipertermia antes de que se produzca el blanqueamiento.

Ademads, se tienen registros de que P. verrucosa se distribuye a diferentes
profundidades dentro de una misma area, y cuando se dan los mayores calentamientos,
las colonias encontradas en la zona somera son las mas afectadas por blanqueamiento.
Debido a esto, una evaluaciéon a micro escala, evaluando de manera separada las
colonias de las diferentes profundidades, asi como diferenciando las que se encuentran
en la zona norte y sur de la isla, permitird conocer la existencia de una respuesta
diferencial en los marcadores fisiologicos (contenido de lipidos y densidad de
Symbiodinium) dependiendo de la distribucion que tengan las colonias de coral dentro de
una misma area.

Con toda esta informacion, se busca conocer los limites de tolerancia de la
especie ante los futuros incrementos en la temperatura que conduzcan a condiciones de
estrés térmico que se puedan generar en proximos afos en la region del Pacifico

Mexicano.



HIPOTESIS

v Las colonias del coral P. verrucosa localizadas en el PNIM, al estar sujetas a
incrementos en la temperatura del agua responderan a nivel fisiolégico, con un
decremento en la cantidad de lipidos totales y en la densidad de simbiontes; y a
nivel celular con un incremento en los niveles de hsp70 y actividad de la
CuzZnSOD.

v' Habra una respuesta diferente de las colonias de coral, dependiendo del la
intensidad del estrés (en este caso, el aumento en la temperatura) y del tiempo de
exposicion; por lo tanto, se espera una respuesta diferente ante eventos
oceanograficos locales como son las ondas internas y eventos asociados con
anomalias térmicas como son los eventos ENSO.

v' Los cambios anuales en la temperatura, generaran una respuesta diferencial
dependiendo de la distribucion de la especie dentro del area de estudio, derivado
de un proceso de aclimatacion regional de la especie ante las condiciones

oceanograficas locales.



CAPITULO 1. RESPUESTA AL INCREMENTO ABRUPTO DE TEMPERATURA
(“CHOQUE TERMICO”) EN EL CORAL Pocillopora verrucosa EN
CONDICIONES DE LABORATORIO

1.1 INTRODUCCION
Con el incremento gradual de la temperatura media de los océanos, producto del
cambio climatico, asi como la ocurrencia de fenomenos ENSO (El Nifio Southern
Oscilation, por sus siglas en inglés), las comunidades coralinas constantemente estan
expuestas a condiciones térmicas no experimentadas en su historia reciente. En la region
central del Pacifico Mexicano, se han registrado blanqueamientos masivos que han
afectado a las especies coralinas de la region, principalmente a las pertenecientes al
género Pocillopora (Reyes-Bonilla et al., 2002). Ademas del efecto de estos eventos
periddicos, las comunidades coralinas son afectadas por variaciones térmicas diarias de
temperatura de hasta 3°C, que provocan que los organismos de manera recurrente tengan
que responder rapidamente y en forma continua a cambios térmicos (Cupul-Magana y
Calderon-Aguilera, 2008). Lo anterior, puede tener consecuencias directas en su termo-
tolerancia y, en forma cronica y poco evidente, afectar su resistencia al blanqueamiento.
La importancia de esta relacion simbidtica es que en condiciones normales,
dependiendo de la especie y de las condiciones ambientales, el simbionte provee mas del
90% de sus requerimientos energéticos diarios al hospedero, que se utilizan
principalmente para la respiracion (Davies, 1984; Furla et al., 2005; Yellowless et al.,
2008). El excedente de energia es trasferida al hospedero en forma de carbono
inorganico, la cual es transformada y acumulada en forma de lipidos (Patton et al., 1977,

Davies, 1984). De esta manera, el organismo almacena productos energéticos para



soportar periodos donde las condiciones del medio ambiente no son las 6ptimas (Fitt et
al., 2000; Baird et al., 2008).

Durante el blanqueamiento, el hospedero deja de recibir los nutrientes del
Symbiodinium, por lo que requiere hacer uso de sus reservas energéticas acumuladas en
forma de lipidos (Szmant y Gassman, 1990; Fitt et al., 2000; Grottoli et al., 2004;
Rodrigues y Grottoli, 2007). Algunas especies, han desarrollado estrategias alternas,
como el coral Montipora capitata, que durante periodos de blanqueamiento mantiene su
cantidad de reservas energéticas alimentandose por medios heterdtrofos (Rodrigues et
al., 2008) y mantienen sus actividades metabolicas normales a pesar de tener una baja
densidad de simbiontes asociados.

De la capacidad que tengan los corales de resistir y recuperarse de eventos de
estrés o blanqueamiento, dependerd su subsistencia en el ecosistema. Conocer el efecto
de los cambios abruptos en la temperatura diaria sobre los corales, proveera informacion
acerca de la capacidad de tolerancia térmica de las distintas especies ante los cambios
abruptos en las condiciones térmicas de la TSM, como las asociadas con las ondas
internas en la region central del Pacifico Mexicano. Asimismo, los resultados obtenidos
nos permitirdn evaluar las posibles consecuencias para la especie en escenarios futuros

de cambio climatico en la region.

1.2 OBJETIVO

Documentar en condiciones de laboratorio, el efecto que producen los
incrementos abruptos de temperatura (choque térmico) en la especie Pocillopora

verrucosa, presente en las comunidades coralinas asociadas a las Islas Marietas en la
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region central del Pacifico Mexicano. Para esto, se evaluara la respuesta fisiologica de
los organismos, por medio de la cuantificacion de lipidos totales, densidad de simbiontes
asi como una aproximacion del grado de estrés en base al dafio en el tejido. Lo anterior
con el fin de conocer las estrategias que utiliza la especie ante el efecto de las ondas

internas a las que se encuentra sujeta.

1.3 MATERIALES Y METODOS
1.3.1 Area de estudio y trabajo experimental

El muestreo se llevo a cabo en la Isla Redonda, la cual forma parte del Parque
Nacional Islas Marietas (PNIM), localizadas en la Bahia de Banderas ( 20° 40’ 35" y 20°
41’ 45” N, 105° 33’ 30” y 105° 38’ 10” O), Nayarit, en la region del Pacifico Central
Mexicano (Fig. 1). La temperatura superficial en la region oscila entre los 22-29.5°C, y
existen registros que durante periodos ENSO puede alcanzar hasta 31°C (Cupul-Magafia
y Calderdn-Aguilera, 2008). Durante el verano principalmente, se presentan oscilaciones
de temperatura diarias que son determinadas por la fuerte influencia de ondas internas en
la zona (Filonov et al., 1996). Al momento del muestreo la temperatura superficial in
situ registrada (a una profundidad aproximada de 2 m) fue de 24.3 °C.

Se colectd una porcion de una colonia del coral P. verrucosa a una profundad
aproximada de 7 m. La colonia muestreada fue fragmentada en 21 piezas de 5 cm de

largo, las cuales fueron colocadas en acuarios con agua de mar.
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Fig. 1. Localizacion geografica del Parque Nacional Islas Marietas en Bahia de
Banderas, Nayarit, México

Cabe mencionar, que el agua en los acuarios fue previamente estabilizada a una
temperatura de 27° C durante 8 dias antes de introducir los fragmentos. Un acuario
permanecid a esta temperatura durante todo el periodo experimental y fue considerado
como el control del experimento (T1). Cuatro dias antes de la experimentacion se
incrementd gradualmente la temperatura en los dos acuarios restantes estabilizdndolos a
28.5 °C (temperatura considerada como no estresante) y 30.5 °C (temperatura
considerada como estresante) antes de introducir los fragmentos de coral y comenzar el
tiempo de experimentacion. Los acuarios estuvieron expuestos a la luz natural
(aproximadamente 10 horas de luz diariamente), con filtros de cascada circulando el
agua del acuario las 24 horas del dia y un termografo programado para registrar la

temperatura cada 15 minutos.
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Después del octavo dia de aclimatacion 14 fragmentos de coral, fueron
transferidos a los dos acuarios con la temperatura del agua estable: 7 fragmentos al
acuario de 28.5 °C y 7 fragmentos al acuario con temperatura de 30.5 °C para llevar a
cabo la experimentacion de choque térmico. Se hicieron siete evaluaciones: a las 0, 6,
12, 24, 30, 48 y 72 horas retirando un fragmento de cada tratamiento experimental y
preservandolo en formaldehido al 10% con agua de mar. Previo a retirar el fragmento,
en cada tiempo de evaluacion, se realizaron las observaciones del estado fisico de los
fragmentos (coloracion), para detectar el momento en que se iniciaba el proceso de
blanqueamiento. Asimismo, durante el periodo experimental se elaboraron registros
diariamente del estado fisico de los fragmentos y cada hora se tomaron datos de
temperatura, salinidad, oxigeno disuelto y pH.

1.3.2 Trabajo de laboratorio

Para la extraccion de lipidos totales, inicialmente se descalcifico cada fragmento
con una soluciéon de acido acético al 10%, y el tejido obtenido fue enjuagado con agua
destilada. El tejido se dividi6 en tres porciones y se colocd individualmente en un tubo
plastico de 2.0 ml previamente pesado, para posteriormente secar el tejido en la estufa a
60°C durante 18 horas. Al sacarlo de la estufa, el tubo fue pesado para conocer la
cantidad de tejido seco de cada muestra. La extraccion de lipidos totales se realizd de
acuerdo con el método descrito por Folch et al. (1957). En resumen, se afiadié 1 ml de
una solucion cloroformo:metanol (2:1) al tejido seco, se macer6 y se mantuvo durante 2
horas a temperatura ambiente. Posteriormente se le agregaron 335 ul de KC1 0.8% y se
agitd con ayuda de un vortex. Se dejo reposar por un par de minutos hasta que las fases

se separaran completamente y se eliminod la fase superior (acuosa). El extracto se lavo
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dos veces con 500 pl de una solucién metanol:agua (1:1) agitando con vortex y
eliminando la fase superior. La solucion resultante fue filtrada y transferida a un tubo
plastico de 2.0 ml previamente pesado y etiquetado. Para evaporar la parte liquida y
obtener los lipidos, la muestra se concentrd por 45 min en una centrifuga CentriVap® a
una temperatura constante de 50°C. Posteriormente, las muestras se secaron en la estufa
a 60°C durante 12 horas, para posteriormente hacer el pesado final (Anexo 1-2). De cada
muestra se realizaron tres extracciones; los resultados corresponden a la media resultante
y se expresan como gramos de lipidos totales por gramo de peso seco (g-gps-' + error
estandar).

Las observaciones del tejido se hicieron por medio de cortes histologicos. Para
este fin, se utilizd la metodologia descrita en Rodriguez-Troncoso (2006). El tejido se
sumergi6 en solucion Zenker durante 14 horas, con el fin de que fuera menos fragil y no
sufriera dafios durante la descalcificacion. Posteriormente se enjuagaron con agua
corriente, se descalcificaron con una solucion de HCI 10% y una solucion amortiguadora
(0.7 g EDTA, 0.14 g Tartrato de Sodio, 0.0008 Potasio de Sodio tetrahidratado). El
tejido fue deshidratado utilizando una secuencia de diluciones de alcoholes (70, 80, 90 y
100%) y se aclararon con Hemo-De®, para ser posteriormente incluidos en Paraplast y
cortados a un grosor de 6 um con ayuda de un microtomo de rotacion marca American
Optical® Modelo 820. Posteriormente, los cortes fueron desparafinados y tefiidos con la
técnica de Mallory Heidenhain. De cada muestra, se obtuvieron tres laminillas con 6

cortes cada una y cada laminilla representd una region diferente del tejido. Las
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observaciones se realizaron con la ayuda de un microscopio compuesto Axioscop
motorizado (C. Zeiss®). Se tomaron de 10-15 registros fotograficos de cada laminilla.

La densidad de simbiontes fue obtenida a partir de los registros fotograficos de
los cortes histologicos, utilizando el analisis de las imagenes del programa Axiovision
Rel. 4.7 (C Zeiss®). Los calculos finales de area y el conteo de células dentro de los
cortes, se realizd con las herramientas del mismo programa. Los datos se presentan

’ r . r r 2 ,
como numero de células por unidad de érea (cél-cm™ + error estdndar).

1.4 RESULTADOS

Una vez que se lograda la estabilizacion térmica de los acuarios a las condiciones
experimentales deseadas, no se registraron variaciones importantes en laso parametros
basicos (Fig. 2). La salinidad fluctu6 entre 33.6 y 35.1 ppm; el pH se mantuvo entre 8.3-
8.4 y los valores de oxigeno disuelto fueron de 5.6 a 7.7 mgl" durante el periodo
experimental.

Durante el periodo de aclimatacion, no hubo cambios en la coloraciéon o estado
fisico de los fragmentos de coral. Asimismo, se observo que en el acuario control y en el
de 28.5 °C no hubo evidencia de blanqueamiento. Los cambios fueron observados en el
tratamiento a 30.5°C, donde a las 24 horas el blanqueamiento comenzaba a ser evidente;
a las 30 horas aproximadamente el 50% del fragmento se encontraba parcialmente
blanqueado, y a las 72 horas el 90% del fragmento se encontraba blanqueado, pero con

tejido adherido en todo el esqueleto.
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Figura 2. Temperatura promedio (+ error estdndar) diaria registrada para los tres
acuarios del experimento de cambio abrupto de temperatura en Pocillopora verrucosa en
condiciones de laboratorio. Los valores negativos en los dias corresponden a los dias
previos a la experimentacion, durante el periodo de estabilizacion térmica de los
acuarios correspondientes al T2 = 28.5°C y T3 = 30.5°C. El acuario control se mantuvo
a 27°C durante la aclimatacién y periodo experimental. El periodo de experimentacion
de choque térmico se inicid en el dia cero

Se encontr6 un comportamiento similar en el contenido de lipidos totales entre
los fragmentos de coral que se mantuvieron en el acuario control y el acuario a 28.5°C,
con pocos cambios entre ellos. En contraste, el acuario con temperatura de 30.5°C se
presentd un incremento gradual en la cantidad de lipidos de los corales, con valores
iniciales de 0.11 g-gps-' (+ 0.0109) y alcanzando a un méaximo de 0.305 g-gps-', (+
0.106) a las 30 horas, lo que coincidié con el tiempo un blanqueamiento aproximado del

50% del fragmento. Posterior a este maximo, el contenido de lipidos fue decayendo y
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para las 72 horas los lipidos disminuyeron en un 44% (0.0501 + 0.0066 g-gps™)

comparado con el contenido inicial (Fig. 3).
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Figura 3. Contenido de lipidos totales en fragmentos de Pocillopora verrucosa
expuestos al efecto de choque térmico en condiciones de laboratorio. Cada
cuantificacion esta elaborada por triplicado. Los resultados se presentan como g lipidos
totales'g peso seco”' (+ error estandar). La temperatura control de 27°C representa la
temperatura a la que se mantuvieron los fragmentos durante todo el periodo de
aclimatacion y experimental.

En la Figura 4 se muestran los resultados de la densidad de simbiontes durante el
periodo de experimentacion. La densidad inicial promedio de simbiontes se estimd en
2.0x10° +£0.20 cél-cm™ para el inicio del periodo experimental (tiempo cero). Después de
6 horas, la densidad disminuy6 12.5% en el acuario control y se mantuvo constante

(1.81x10° £0.0065 cél-cm™) el resto del periodo de experimentaciéon. Los fragmentos
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expuestos a 28.5°C presentaron una respuesta de disminucion del 20% de simbiontes
durante el tiempo de experimentacion; de 1.51x10°+0.041 cél-cm™ a las 6 horas a
1.20x10° £0.0054 cél-cm™ al final del experimento. Al igual que con los lipidos totales,
en el acuario con la temperatura de 30.5 °C se observé una disminucion gradual en la
cantidad de células, y en la evaluacion final a las 72 horas, se calculd una pérdida del
84% (0.32x10° +£0.0163 cél-cm™ de células simbiontes. Lo anterior coincidié con el

tiempo en el que el fragmento se consideraba blanqueado.
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Figura 4. Variacion en la densidad de simbiontes para el experimento de choque térmico
en el coral P. verrucosa a partir de analisis de imagenes. Cada cuantificacion se estimo
por duplicado con ocho conteos por cada muestra. Los resultados se presentan como
numero de células de Symbiodinium x10%cm™ % error estandar).
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Los dafios en el tejido debido al incremento en la temperatura fueron evidentes
so6lo en las muestras que se sometieron al tratamiento de temperatura mas elevada
(30.5°C). La secuencia del efecto de la temperatura sobre el tejido se observa en las

micrografias presentadas en la figura 5.

Figura 5. Micrografias del tejido de Pocillopora verrucosa expuesto a condiciones de
“choque térmico” durante 72 horas. a) 6 h; b) 30 h; ¢) 48 h; d) 72 h. cg: cavidad géstrica;
g: gastrodermis; s: simbionte; t: tentaculo; m: mesenterio. Todas las imagenes fueron
tomadas a 20x
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Inicialmente, el organismo muestra el tejido entero y con simbiontes asociados
principalmente a la regiéon de los tentaculos (Fig. 5a); con el transcurso del tiempo
experimental, el tejido del polipo presentd evidencia del dafo, el cual se evidencid
principalmente por un adelgazamiento del mesenterio y de la gastrodermis. A las 48
horas, estructuras como la cavidad géstrica no habian perdido su forma pero resultd
evidente una disminucion en la presencia de simbiontes (Fig. 5¢) y a las 72 horas, debido
a la exposicion del tejido a la alta temperatura, el mesenterio se observd totalmente
“degradado”, debido al dafio provocado por la temperatura y por la expulsion de
simbiontes; ademas las estructuras del polipo estaban tan danadas que los tentaculos se
observaron ‘fusionados’ y, debido a que el polipo perdid6 su forma estructural

caracteristica, no se observa con claridad la cavidad géstrica (Fig. 5d).

1.5 DISCUSION

Los resultados generados en este estudio, son una primera aproximacion
experimental de la respuesta fisiologica inmediata (utilizando la densidad de simbiontes
y la cantidad del lipidos totales), ante el efecto del choque térmico en las colonias de la
especie P. verrucosa, perteneciente a la comunidad coralina del PNIM en el Pacifico
Central Mexicano. La razon para generar esta aproximacion experimental, es que una de
las caracteristicas del area de estudio es la presencia de ondas internas de gran amplitud
que provocan cambios repentinos en la temperatura (Filonov et al., 1996), que de
acuerdo a registros obtenidos in Situ, pueden generar cambios de temperatura de hasta

3°C (Cupul-Magana y Calderon-Aguilera, 2008). Estos cambios abruptos, le podrian
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provocar una respuesta de choque térmico al organismo y su respuesta ante este estrés,
debe de ser inmediata.

El género Pocillopora es uno de los mas estudiados debido a la amplia
distribucion que presenta a nivel mundial. Sin embargo, la respuesta fisiologica de ésta
especie varia dependiendo de las condiciones ambientales a las que se encuentre sujeto.
Nuestros resultados muestran que el contenido de lipidos totales varié de 11% (en
relacion al peso seco de la muestra) hasta un 35%, en un periodo de 30 horas ante
condiciones de estrés térmico experimental. Ambos valores han sido previamente
reportados para este género (Patton et al., 1977; Harland et al., 1993), sin embargo, cabe
resaltar que son datos puntuales de un sdlo muestreo, y no representan, como en el caso
del presente estudio, una respuesta ante un factor de estrés.

Las primeras variaciones estacionales en el contenido de lipidos debido a las
fluctuaciones anuales en la temperatura fueron estimadas por Stimson (1977) encontrado
variaciones del orden de 31 a 41%. Sin embargo, las variaciones del contenido de
lipidos totales encontradas en el presente estudio son los primeros registros de una
respuesta inmediata, en una escala temporal de horas y no de meses, y representan el
comportamiento fisioldgico del coral, disparado por un evento oceanografico local
(ondas internas) al cual estan continuamente sujetas las colonias coralinas de la region
central del Pacifico Mexicano.

El experimento de choque térmico en fragmentos de P. verrucosa mantenidos en
condiciones de laboratorio, presentaron como primera respuesta un incremento en la
cantidad de lipidos, y al mismo tiempo una pérdida en la densidad de simbiontes. Se

conoce que el simbionte genera tanto los lipidos necesarios para llevar a cabo
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actividades diarias de todo el organismo, como un excedente que son almacenados y
utilizados como reserva energética para el hospedero, quien ademas, simultaneamente
sintetiza lipidos propios los cuales son principalmente integrados a sus membranas
celulares (Patton et al., 1977; Muscatine, et al., 1981; Davies, 1984; Baird et al., 2007).
El aumento en los lipidos debido al choque térmico es inicialmente resultado del
aumento en la actividad metabolica tanto del hospedero como del Symbiodinium. Sin
embargo, al seguir bajo condiciones de estrés, que provocan la expulsion del simbionte,
el hospedero pierde su fuente principal de reservas energéticas, y consecuentemente al
no tenerla energia provista por el simbionte, la sintesis de lipidos en el hospedero se
detiene y sus niveles dentro del organismo decaen.

El decremento en el contenido de lipidos resultado de blanqueamiento ha sido
previamente documentado en otras especies de coral (Glynn et al., 1985; Anthony y
Connoly, 2007; Borell et al., 2008). Sin embargo en contraste con nuestros resultados,
en otras especies como Porites compressa la pérdida de lipidos no esta asociado al
periodo de estrés sino al de recuperacion después del blanqueamiento (Grottoli et al.,
2004), o inclusive hay especies en donde a pesar de estar en condiciones de estrés
térmico, no cambia su contenido de lipidos totales (Grottoli et al., 2004; Fitt et al.,
2009).

Igualmente, la densidad de simbiontes es variable entre especies y dentro de la
misma especie, dependiendo de la region y de las condiciones a la que este siendo sujeta
(ver Fitt et al., 2000; Rodrigues y Grottoli, 2007; Moya et al., 2008; Rodrigues et al.,
2008; Stat et al., 2008; Fitt et al., 2009). En el presente estudio, se encontrdé que por

efecto de choque térmico la densidad de células decayd un 84% a las 72 horas de
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experimentacion. La pérdida de simbiontes por estrés térmico ha sido ampliamente
documentada en varias especies de corales hermatipicos (Rodrigues y Grottoli, 2007;
Rodrigues et al., 2008; Fitt et al., 2009), asi como su capacidad de recuperacion cuando
se restablecen las condiciones favorables para su desarrollo (Jones y Yellowless, 1997).
Por lo tanto, aunque la densidad de simbiontes disminuya por el efecto del estrés, el
coral eventualmente se puede recuperar y acumular nuevamente reservas energéticas
para futuros eventos de estrés.

Asimismo, los resultados obtenidos pueden ser utilizados como una herramienta
que ayude a comprender cambios en la distribucion y abundancia de las especies de
manera regional. Dar seguimiento al trabajo experimental en condiciones de choque
térmico en las diferentes especies de coral y en las distintas regiones del Pacifico
Mexicano permitira explicar de manera parcial, cambios de estructura en el ecosistema.
Esto es porque, especies como P. verrucosa que estan ampliamente distribuidas en esta
region, deben estar aclimatados a las condiciones sub-6ptimas a las que se encuentran
constantemente sujetos en su ambiente y, deben poseer la capacidad de responder y
tolerar los incrementos abruptos en la temperatura, sin alcanzar el blanqueamiento. Y,
por lo tanto, es muy posible que sean mas resistentes y presenten una mayor
recuperacion ante incrementos graduales en la temperatura que se generen por futuros
fendomenos ENSO o por el efecto del cambio climatico y, eventualmente se conviertan
en una especie dominante en el Pacifico Mexicano.

De la capacidad que tengan las comunidades coralinas de adaptarse o aclimatarse
a periodos de incremento de temperatura, dependera su €xito y supervivencia. Los datos

obtenidos en el primer capitulo representan la primera evaluacion sobre la respuesta
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inmediata del efecto de choque térmico al que pueden estar sometidos durante varios
dias los corales de la region del Pacifico Mexicano, debido a la influencia de ondas
internas. La respuesta de mitigacion de danos asociada al incremento en el contenido de
lipidos, es un efecto de aclimatacion que les permite mantener la homeostasis del
sistema, a pesar de las condiciones de estrés que les provocan los cambios abruptos de
temperatura.

Finalmente, resultaria importante evaluar en un futuro, como afectan
diferencialmente oscilaciones térmicas de corta duracion, y anomalias térmicas de mayor
persistencia, para poder establecer la capacidad de respuesta térmica de los corales en la

region del Pacifico Mexicano.
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CAPITULO 2. RESPUESTA DIFERENCIAL ANTE VARIACIONES EN LA
TEMPERATURA SUPERFICIAL DEL MAR EN COLONIAS DEL GENERO
Pocillopora DEL PACiFICO CENTRAL MEXICANO

2.1 INTRODUCCION

Como se mencion6 anteriormente, en el Pacifico Mexicano se han presentado
eventos de blanqueamiento los cuales, se han asociado principalmente a la exposicion de
las comunidades coralinas a incrementos de temperatura durante los eventos ENSO
(Reyes-Bonilla et al., 2002). Sin embargo, estudios recientes han demostrado que el
blanqueamiento también se encuentra asociado a decrementos en la temperatura (Saxby
et al., 2003; Edmunds, 2009), como el registrado en la region de Baja California
(LaJeunnese et al., 2007) y en la zona norte de las Islas Marietas, Nayarit (Cupul-
Magana y Calderén-Aguilera, 2008). El grado de afectacion que produzca el estresor
sobre la comunidad coralina varia de factores como la duracion del evento, la especie
afectada y su localizacion geografica. Inclusive, la respuesta puede diferir a nivel de
micro escala, donde la misma especie puede ser diferencial y que ademas influyen otros
factores locales como son las surgencias (D’Croz y Maté, 2004), periodos de luz y
turbidez (Richier et al., 2008).

En el presente capitulo, se evaluaron los cambios en la respuesta fisiologica de la
misma especie ante las fluctuaciones anuales en la temperatura del mar, dependiendo de
su distribucion espacial dentro de la misma area (zona norte y sur) asi como su
distribucion con respecto a la profundidad (colonias someras y profundas). El considerar
el parametro temporal y espacial es importante, ya que se ha encontrado que una misma

especie puede tener diferente contenido de lipidos dependiendo de su distribucion
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espacial dentro del area (Brown et al., 2002) y de su distribucion global (Harland et al.,
1993). Por ejemplo, se ha encontrado que el contenido de lipidos de algunas especies
Caribe se incrementa durante el invierno-primavera y disminuyen durante el verano (Fitt
et al., 2000); mientras que algunos corales de la region del Pacifico tienen un
comportamiento contrario (Stimson, 1997). Adicionalmente, se debe tomar en cuenta la
historia de vida de la colonia, ya que la exposicion a eventos de estrés anteriores puede
influenciar fuertemente su capacidad de respuesta ante eventos futuros de estrés.

Los resultados obtenidos representan la repuesta fisiologica generada por la
exposicion de los organismos a condiciones de estrés térmico experimental, asi como al
comportamiento in Situ de los organismos ante las fluctuaciones anuales en la
temperatura superficial del mar dependiendo de su distribucion a micro escala. Esto, nos
permitié conocer diferencias fisiologicas entre corales que se encuentran dentro de la

misma area.

2.2 OBJETIVO

Describir el efecto que tienen el estrés térmico, en condiciones experimentales,
previo al blanqueamiento en colonias de la especie Pocillopora verrucosa ubicada en el
Pacifico Central Mexicano utilizando dos parametros fisiologicos: el contenido de
lipidos totales y la densidad de simbiontes.

Ademas, evaluar los cambios de estos dos parametros en funcion de la ubicacion
espacial de las colonias de esta misma region, como respuesta a los cambios anuales en

la temperatura superficial del mar.
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2.3 MATERIALES Y METODOS

Se recolectaron fragmentos de colonias de la especie Pocillopora verrucosa que
habitan en la Isla Redonda dentro del PNIM (Fig. 1). Para el experimento de estrés
térmico, los muestreos se hicieron durante julio del 2008 y para la variacion estacional
se colectaron fragmentos de 12 colonias marcadas en tres periodos, septiembre del 2008,
marzo y junio del 2009.

2.3.1Trabajo de campo

Para el experimento de estrés térmico se colectaron 3 colonias de coral de la especie
Pocillopora verrucosa, que tuvieran de 25-30 ramas de 10 cm de largo, como minimo.
La recolecta se realiz6 a una profundidad de 3.5 m aproximadamente. La temperatura
registrada in situ fue de 29 °C, la salinidad de 31.2 ppm y 5.88 de oxigeno disuelto. Las
muestras fueron transportadas en una hielera con agua de mar a las instalaciones del
Centro Universitario de la Costa (Puerto Vallarta, Jalisco), donde fueron fragmentadas
con el fin de obtener 90 piezas que fueron colocadas al azar en 9 acuarios (10
fragmentos en cada acuario). Cada acuario contenia agua de mar y contaban con filtros
de cascada trabajando las 24 horas, calentador de titanio, termégrafo y luz artificial con
focos Hammilton (A=420-460nm) para el mantenimiento de los fragmentos durante la
aclimatacion y el periodo de experimentacion.

Para la aproximacion in situ, en el mes de septiembre del 2008 se etiquetaron 12
colonias de la especie P. verrucosa distribuidas en la Isla Redonda (Fig. 1). La zona de
distribucion de la especie se dividid en dos: area norte y sur (Fig. 6), y del total de
colonias marcadas, 6 corresponden al area norte (colonias 1 a 6) y 6 al area sur (colonias

7 a 11). En cada area (norte y sur) se marcaron 3 colonias de la region somera (3-5 m) y
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3 de la region profunda (7-11m). En cada uno de los tres muestreos, se tomo un

fragmento de 5 cm aproximadamente de cada una de las 12 colonias.

Isla Redonda

S?@@ @_@
© 09 _@ g o

Figura 6. Esquema de la distribucion espacial de las colonias de P. verrucosa
muestreadas en la Isla Redonda utilizadas para la aproximacion in situ. La distancia
entre cada colonia de la misma area y profundidad fue de aproximadamente 5 m y la
profundidad fue estimada durante un periodo de marea alta.

Ademas, se obtuvieron datos de temperatura in Situ colocando un termografo
(HOBO agua Temp Pro) a una profundidad de 8 m programado para tomar registros
cada 15 minutos. El total de los datos obtenidos fue de julio del 2008 a junio del 2009.

2.3.2 Disefio experimental

Los fragmentos de coral fueron colocados en los acuarios 10 dias previos al
experimento para su aclimataciéon. Durante éste periodo, todos los fragmentos fueron
evaluados diariamente en forma visual, y ademas se tomaron registros cada hora de

temperatura, salinidad, oxigeno y pH con una sonda multi-paramétrica modelo YSI 85.
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De manera adicional, al final del experimento se obtuvieron los registros de temperatura
del termografo colocado dentro de cada acuario.

Después de 10 dias de aclimatacion, los fragmentos fueron expuestos a condiciones
de estrés térmico experimental. El disefio experimental consistio en tres tratamientos con
3 repeticiones (3 temperaturas diferentes con 3 acuarios cada una). El primer tratamiento
permanecié como control (T1) sin modificar la temperatura del agua (27°C), el segundo
se elevo la temperatura a 28°C (T2) y en el ultimo tratamiento la temperatura se
incrementd a 31°C (T3, temperatura la cual se tiene registrada como disparadora de
blanqueamiento). A diferencia del experimento descrito en el capitulo 1, en este caso el
aumento de la temperatura se realizé de manera gradual durante 6 horas en los tanques
del T2 y 8 horas en los tanques del T3. Ademas, en este segundo experimento, los
corales permanecieron tanto durante la aclimatacion como durante el periodo de
experimentacion dentro de los mismos acuarios, por lo que, las condiciones
experimentales fueron en este caso, de ‘estrés térmico gradual’, simulando las
condiciones térmicas a las que los organismos se encuentran sujetos durante periodos
con anomalias térmicas como son los periodos ENSO, en vez de ‘choque térmico
abrupto’, que son condiciones generadas por la presencia de ondas internas en la region
y que fueron evaluadas en el capitulo 1. Por lo tanto, se espera que las diferencias en los
disefios experimentales sean reflejadas en el tipo y tiempo de respuesta.

Al momento de estabilizar la temperatura se comenzd a contar el tiempo de
evaluacion. Se realizaron las evaluaciones en los siguientes periodos de tiempo: 0
(correspondiente al inicio del periodo experimental), 6, 18, 30, 48, 72, 96, 166 y 198

horas. Para cada evaluacion se tomo un fragmento de coral de cada uno de los acuarios y
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se fragmentaron en 3 piezas de las cuales 2 fueron fijadas en formaldehido con agua de
mar al 10%, etiquetadas individualmente y se almacenaron a temperatura ambiente para
ser transportadas al Laboratorio de Ecologia y Biologia del Desarrollo del Instituto de
Investigaciones Oceanologicas en las instalaciones de la UABC donde se llevo a cabo el
analisis de las muestras.
2.3.3 Trabajo de laboratorio
2.3.3.1 Cuantificacion de lipidos totales

Para la cuantificacién de lipidos totales se utilizd la metodologia descrita en el
Capitulo 1 (Folch et al., 1957). Los resultados son expresados en gramos de lipidos
totales por gramo de peso seco (g-gps™' + error estandar).

2.3.3.2 Densidad de simbiontes

Para la determinacion de la densidad de simbiontes se utilizo el tejido descalcificado
para la cuantificacion de lipidos. Del total de tejido, se retird 1 cm?y se homogeneizo en
2.0 ml de agua de mar filtrada pasada por UV. Se hicieron 8 conteos de células por cada
muestra utilizando un hematocitometro. Los resultados se expresan como numero de
células por centimetro cuadrado (cél-cm™ + error estandar).

2.3.4 Andlisis estadistico
Los calculos estadisticos se hicieron utilizando el programa Sigma Plot V. 11.0

para Windows. Inicialmente, se determind la normalidad y homocedasticidad de los
datos. Posteriormente se realizaron andlisis de varianza (ANOVA) de manera
independiente para los datos de cuantificacion de lipidos totales y de densidad de

simbiontes.
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Primeramente, se analizaron los datos obtenidos en la experimentacion utilizando
una ANOVA de dos vias, donde se compararon entre los tratamientos (3 temperaturas) y
tiempo de exposicion al estrés térmico (0, 6, 18, 24, 48, 72, 96, 120, 166, 198 horas).
Posteriormente aplicando una ANOVA de tres vias se analizaron los datos obtenidos en
campo, los cuales fueron comparados entre las variables: profundidad (somero vs
profundo), sitio de muestreo (norte vs sur) y época de muestreo (septiembre, marzo y
julio). Para ambos andlisis, se empled la prueba a posteriori de Tukey para determinar

diferencias significativas entre las medias.

2.4 RESULTADOS

2.4.1 Estrés térmico experimental

Durante el periodo de aclimatacion, todos los fragmentos fueron revisados
diariamente y no se observaron evidencias de estrés fisico. La evaluacion se basd en
observaciones visuales donde, los cambios o pérdida de coloracion eran indicadores de
estrés por expulsion de simbiontes. Después del periodo de aclimatacion, la temperatura
en el T1 se mantuvo constante (27°C) y, en los acuarios del T2 y T3 fue incrementada de
manera gradual y se mantuvo estable durante el periodo de experimentacion (Fig. 7A).
Asimismo se muestran los valores de Salinidad (Fig. 7B) y oxigeno disuelto (Fig. 7C)
para todo el periodo experimental.

El analisis del contenido de lipidos totales mostrd6 poca variacion en los
organismos del tratamiento control (T1=27°C) y en el tratamiento T2 (28 °C), donde
aunque el contenido de lipidos disminuyé de 0.12 + 0.0084 a 0.07 + 0.0019 g-gps™' no se

encontrd ninguna diferencia significativa entre T1 y T2 a lo largo del tiempo de
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experimentacion (p >0.05) (Fig. 8a). La pérdida de simbiontes en los acuarios
correspondientes al control (T1) fue de 15.10 % y para T2 fue de 38.07 %, aunque sin
diferencias estadisticas significativas en ninguno de los dos tratamientos (p>0.05) (Fig.
8b). Los datos detallados correspondientes al ANOVA de dos vias con los datos del

experimento de estrés térmico se presentan en la tabla 1.

Tabla 1. Resultados del ANOVA de dos vias de los datos de contenido de lipidos totales
y densidad de simbiontes de los fragmentos de P. verrucosa sujetos a estrés térmico
experimental. Las variables comparadas son: tratamiento (control, 28.5°C y 30.5°C) y
tiempo de estrés (0, 18, 24, 48, 72, 96, 120, 166 y 198 h. ** P < 0.001. GL=grados de
libertad, SCM= suma de cuadrados medios.

Fuente de variacion GL SCM F P
Contenido de lipidos

Tratamiento 2 0.00454 3.825 ok
Tiempo de estrés 9 0.00797 164.808 ok
Tratamiento x tiempo 18 0.00106 21.902 ok
Residual 60  0.0000484

Densidad de simbiontes

Tratamiento 2 2.344 14.416 ok
Tiempo de estrés 9 11.327 69.651 o
Tratamiento X tiempo 18 1.697 10.438 ok
Residual 60 0.163

Al contrario de los dos tratamientos descritos previamente, los fragmentos
expuestos a 31°C mostraron un decremento tanto en la cantidad de lipidos totales
(ANOVA efecto del tiempo, F=164.8, p <0.001), asi como en la densidad de simbiontes
(ANOVA efecto del tiempo, F=69.651, p < 0.001) con respecto al tiempo de
experimentacion. El contenido de lipidos varié de 0.1531 + 0.001 g-gps™ al inicio del

experimento hasta 0.0157 + 0.0023 g-gps™, en la wltima evaluacion (Fig. 8a), mientras
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que la densidad de Symbiodinium disminuy6 en un 82.07%, alcanzando un valor minimo
de 1.02x10° + 0.41 cél-cm™ a las 198 horas, tiempo en el cual el blanqueo (pérdida del

color) de los fragmentos por estrés térmico fue evidente (Fig. 8b).

34 —e— 27°%C
A) —o— 28°C
—¥—31°C

324

Temperatura (°C)

Tiempo de exposicion al estrés térmico (hrs)

Salinidad (ppm)
Oxigeno disuelto (mg I'l)

40

3
239 4
244
28 4
26
295
296

Tiempo de exposicién al estrés térmico (hrs) Tiempo de exposicion al estrés térmico (hrs)

Figura 7. Registros de A) Temperatura, B) Salinidad y, C) Oxigeno disuelto durante el
experimento de estrés térmico. Los registros fueron tomados dentro de los acuarios cada
15 minutos; cada valor corresponde a la media de seis horas (+ error estandar); este valor
fue obtenido promediando los registros de los tres acuarios correspondientes a cada
tratamiento. (T1) 27°C, (T2) 28°C y (T3) 31°C.
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Fig. 8. Concentracion de lipidos (A) y densidad de simbiontes (B) en fragmentos de
Pocillopora verrucosa durante el experimento de estrés térmico. Se muestran los tres
tratamientos (control, 28°C y 30°C) y las 9 evaluaciones (0, 18, 24, 48, 72, 96, 120, 166
y 198 horas). El tamafio de muestra n=3. Los datos estdn expresados como la media +
error estandar.



34

2.4.2 Variacion anual en el area de estudio

Los datos obtenidos en campo, mostraron diferencias espaciales a micro escala
dentro de la misma localidad, entre la ubicacion Sur (Fig. 9) y Norte (Fig. 10), asi como
entre profundidades y estacionalidad (Tabla 2). De manera general, en el area de estudio
se encontraron diferencias significativas en el contenido de lipidos (ANOVA, efecto del
sitio, F=638.07 p<0.001) donde los maximos valores corresponden a las colonias de la
zona Sur muestreadas durante el mes de septiembre (0.18 + 0.0049 g-gps™) y la minima
en marzo en las colonias someras de la zona Norte (0.04 + 0.0034 g-gps™'). Ademés, se
encontré que anualmente, el contenido de lipidos presenté menos variaciones en la zona
sur con respecto a la zona norte.

De la misma manera, los datos obtenidos para densidad de simbiontes indicaron
diferencias significativas entre las zonas norte y sur (Tabla 2, ANOVA efecto del sitio,
F=10.620, p =0.001), con los valores maximos durante el mes de septiembre variando de
2.5x10°+0.09 a 7.35x10° + 0.11 cél-cm™ y una disminucién en el mes de julio, donde se
calcularon densidades de 2.21x10°+ 0.03 a 3.37x10° + 0.06 cél-cm™.

A nivel de micro escala, dentro de la zona sur, no hubo diferencias significativas
en el contenido de lipidos totales entre colonias someras y profundas (Fig. 9a). Sin
embargo, existieron diferencias estacionales donde las colonias muestreadas durante
marzo y julio mostraron niveles de lipidos significativamente inferiores de 0.13 + 0.002
a 0.15 + 0.0008 g-gps” en comparacion con las colonias muestreadas en septiembre, que

presentaron valores entre 0.16 + 0.004 a 0.18 + 0.004 g-gps™' (Tukey, p<0.001).
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Tabla 2. Resultados del ANOVA de tres vias de los datos de contenido de lipidos totales
y densidad de simbiontes obtenidos de los fragmentos in situ de P. verrucosa. Las
variables comparadas fueron: sitio (norte vs sur), profundidad (somero vs profundo) y
mes (septiembre, marzo y Julio). **P <0.001; NS= no significativo GL= grados de
libertad, SCM= suma de cuadrados medios.

Fuente de Variacion GL SCM F P
Contenido de lipidos

Profundidad (Prof) 1 0.0000728 0.429 NS
Mes 2 0.0159 93811 H*
Sitio 1 0.108 638.073 *k
Prof x mes 2 0.000679 3.999 NS
Prof x sitio 1 0.000209 1.232 NS
Mes x sitio 2 0.00240 14.112 *k
Prof x mes x sitio 2 0.00121 7.107 ok
Residual 96 0.00017

Densidad de simbiontes

Profunidad (prof) 2 32.610 154.04 ok
Mes 2 30.136 142.35 ok
Sitio 1 2.248 10.620 *k
Prof x mes 4 2.456 11.601 **
Prof x sitio 2 51.281 24223 *ok
Mes x sitio 2 2.229 110.53 *k
Prof x mes x sitio 4 2.016 113.44 *k
Residual 270  0.212

La densidad de Symbiodinium, en colonias de la zona sur, no se encontraron
diferencias significativas entre las colonias someras y profundas (Fig. 9b); pero al igual
que en el contenido de lipidos, las diferencias entre meses fueron significativas (Tabla 2,
ANOVA efecto de época de muestreo, F = 142.35, p <0.001), donde se observo una
densidad de simbiontes significativamente menor en las colonias durante el mes de julio

(2.2 2 2.6x10° cél-cm™) en relacién a septiembre y marzo (4.1+ 0.22 a 4.9 + 0.13 x 10°
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cél-cm™), que fueron los meses que presentaron las mayores densidades y no presentaron
diferencias estadisticas (Tukey, p < 0.05).

En la zona norte, la cantidad de lipidos totales mostrd una interaccidén positiva
entre la profundidad (someras vs profundas) y estacionalidad (septiembre vs marzo vs
julio) (Fig. 10a). El contenido de lipidos mas bajo se obtuvo para el mes de marzo
(0.047 £ 0.003 g-gps ™) y el mas alto para julio (0.107 + 0.019 g-gps™). Con respecto a la
profundidad, las diferencias se encontraron solamente en las colonias del mes de
septiembre, donde los corales someros presentaron niveles mas altos de lipidos totales
(0.129 + 0.004 g-gps™) con respecto a los encontrados en la zona profunda, con valores
de 0.104 + 0.004 g-gps™ (Tukey p < 0.05).

Igualmente para la zona norte, los datos de la densidad de simbiontes indicaron
diferencias entre profundidades. Las colonias someras de marzo presentaron valores
mayores a septiembre y julio, pero las diferencias no fueron estadisticamente
significativas (p>0.001). Sin embargo, las colonias recolectadas de la zona profunda
durante marzo (4.45 + 0.18 x10° cél-cm™) y julio (3.36 + 0.06 x10° cél-cm™) mostraron
una densidad de simbiontes significativamente mas baja en comparacion con las
muestreadas en septiembre (Tukey, p > 0.05). De hecho, fue durante septiembre cuando
se presentd la densidad de células de Symbiodinium mas alta registrada para todo el
periodo de muestreo, con valores estimados de 6.4 + 0.32 a 7.18 + 0.13 x10° cél-cm-*

(Fig. 10b).
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Figura 9. Cuantificacion de lipidos totales (A) y densidad de simbiontes (B), obtenidos
de los fragmentos de Pocillopora verrucosa localizados en el area Sur de la Isla
Redonda. Las colonias (1-3) corresponden a la zona somera; (4-6) corresponden a las
colonias de la zona profunda. Asimismo, se muestran los datos de temperatura promedio
correspondiente al mes de cada muestreo. Todas las medias se muestran con * error
estandar. (*) indica las diferencias significativas de acuerdo a la prueba a posteriori de
Tukey.
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Figura 10. Cuantificacion de lipidos totales (A) y densidad de simbiontes (B), obtenidos
de los fragmentos de Pocillopora verrucosa localizados en el area Norte de la Isla
Redonda. Las colonias (1-3) corresponden a la zona somera; (4-6) corresponden a las
colonias de la zona profunda. Asimismo, se muestran los datos de temperatura promedio
correspondiente al mes de cada muestreo. Todas las medias se muestran con * error
estandar. (*) indica las diferencias significativas de acuerdo a la prueba a posteriori de
Tukey.
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Los datos de temperatura obtenidos in situ indican la variacion anual en la region
(Fig. 11). La temperatura mas baja se registrd durante el mes de abril del 2009, con una
temperatura promedio de 19.7 °C y el valor maximo correspondié a septiembre del
2008 con una temperatura promedio de 30.22 °C. Las mayores fluctuaciones de
temperatura se registraron en dos periodos diferentes; primero durante julio y agosto de
2008, y posteriormente en abril y mayo de 2009 donde se registré un incremento abrupto

de temperatura de 19 °C a 24 °C.
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Figura 11. Temperatura registrada de julio del 2008 a julio del 2009 a 8 m de
profundidad en la zona de estudio localizada en el frente norte de la Isla Redonda. El
registro se llevé a cabo cada 15 minutos y cada dato corresponde al promedio diario.
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2.5 DISCUSION

Los resultados del presente trabajo, son el primer estudio en la regidén que utiliza
simultaneamente, la cuantificacion de lipidos totales y la densidad de Symbiodinium,
para evaluar la respuesta de P. verrucosa a estrés térmico experimental, asi como la
habilidad de la especie para aclimatarse a las fluctuaciones estacionales de la
temperatura superficial del mar dentro de un marco espacio temporal a nivel de micro
escala.

Los datos experimentales demuestran que la exposicion de los organismos a
estrés térmico (31 °C) durante varios dias, produce como resultado un decremento en la
cantidad de lipidos totales y la densidad de simbiontes, que llevan finalmente al
blanqueamiento del coral. La disminucion en la cantidad de Symbiodinium es una
respuesta del hospedero ante el estrés térmico. Durante condiciones de estrés por
aumento de temperatura el simbionte produce una mayor cantidad de ‘especies reactivas
de oxigeno’ (por sus siglas en ingles, ROS), las cuales son altamente toxicas y al ser
transferidas al hospedero, éste responde produciendo antioxidantes (Downs et al., 2002;
Downs et al., 2005). Cuando las condiciones de estrés son prolongadas, el hospedero
como respuesta de defensa ‘expulsa’ al Symbiondinium con el fin de no recibir mas ROS
producidas por el endosimbionte (Weiss, 2008). Debido a que en estas condiciones el
coral deja de recibir nutrientes por parte del simbionte, el hospedero utiliza los lipidos
almacenados como su fuente energética para su recuperacion (Ver. Fitt et al., 2000;
Baird, 2008; Fitt et al., 2009) y, en caso de que el estrés continte, ¢l organismo puede

llegar a la muerte.
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Los mayores niveles de lipidos en ambas zonas, se obtuvieron durante el mes de
septiembre, cuando se registré una temperatura de 30°C. Estos resultados contrastan a lo
encontrado en otros estudios donde el contenido de lipidos es mayor durante épocas con
baja temperatura del agua (Fitt et al., 2000). Sin embargo, debido a que el desarrollo de
gametos es un proceso fisioldogico que provoca un incremento en la produccion de
lipidos (Szmant y Gassman, 1990; Ward, 1995), que de acuerdo a lo reportado en la
region esto ocurre de Mayo a Septiembre (Carpizo-Ituarte, et al., 2010), se asume que el
incremento de lipidos, es resultante del inicio de la actividad reproductiva en el
organismo.

La variaciéon a nivel de micro escala observada en el area puede atribuirse a un
proceso de aclimatacion local de las colonias, en respuesta a los cambios continuos en
las condiciones ambientales de la region. La region del Pacifico Central Mexicano esta
influenciada por ondas internas las cuales provoca cambios en la temperatura del agua,
con mayor intensidad durante el verano y en menor medida durante primavera y otofio
(Filonov et al., 1996). Durante el periodo de Julio-Agosto del 2008 y posteriormente a
finales del muestreo (Marzo-Abril del 2009), se registraron cambios diarios de
temperatura entre 4 hasta 5 °C los cuales fueron atribuidos a la presencia de ondas
internas. Por lo tanto, los corales de esta region deben poseer la habilidad de aclimatarse
y responder rapidamente a estos incrementos cortos pero abruptos de temperatura que
ocurren durante estos periodos.

El proceso de aclimatacion les ha permitido a los corales vivir en condiciones
que se pueden definir como sub-6ptimas. Un ejemplo de la respuesta inmediata generada

por estas cambios en las condiciones ambientales se reporta en el capitulo 1 del presente
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trabajo y estda documentado por Rodriguez-Troncoso et al. (2010). Los resultados
muestran que P. verrucosa tiene la habilidad de responder con un incremento
considerable de lipidos en pocas horas, esto posiblemente con el fin de reparar y mitigar
los dafos celulares. Contrario a los resultados iniciales de ‘“choque térmico en
condiciones de laboratorio, la concentracion de lipidos mas baja fue calculada en marzo
y julio del 2009, periodo en el cual se registraron condiciones de cambios abruptos en la
temperatura, los cuales pueden estar asociados con las ondas internas. Sin embargo, las
fluctuaciones diarias en la temperatura registradas en Marzo (de 1.64 a 5.81 °C por dia)
y Julio (0.85 a 5.02 °C por dia) fueron mayores a las utilizadas durante la investigacion
previa. Por lo tanto, la baja cantidad de lipidos encontrados en los corales muestreados
pudo deberse a que los cambios diarios de temperatura rebasaron el umbral de termo-
tolerancia, lo cual conlleva al uso de lipidos de almacenaje (reserva energética) para
mantener el metabolismo en lugar de utilizar esos recursos energéticos en producir
lipidos estructurales que reparen la estructura celular.

Los corales de la zona norte contenian aproximadamente 40% menos cantidad de
lipidos en relacion con los de la zona sur. Durante el mes de mayo del 2008 se registrd
un decremento inusual en la temperatura superficial del mar, lo que provocé un evento
de blanqueamiento que fue mas evidente en las colonias encontradas entre los 8-11 m de
profundidad (Cupul-Magaiia y Calderén-Aguilera, 2008). Debido a que bajo condiciones
de blanqueamiento, los lipidos de almacenamiento son utilizados y los niveles de
Symbiodinium decaen (Fitt et al., 2000; Baird, 2008; Fitt et al., 2009), es probable que
los corales, dependiendo de su capacidad de recuperacion, tarden mas tiempo en

sintetizar sus nuevas reservas aun dentro de la misma region. Por lo tanto, los niveles de
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lipidos post-blanqueamiento y su comportamiento durante los siguientes meses, sirven
como informacion que indica las diferentes capacidades o tasas de recuperacion que se
observaran en el area después de eventos de estrés.

Aunque la zona norte corresponde al area mas afectada por el blanqueamiento
por frio, es la zona donde se obtuvieron los datos de la densidad mas alta de
Symbiodinium (durante el mes de septiembre en las colonias distribuidas a mayor
profundidad). El blanqueamiento por frio asociado a un decremento anormal en la
temperatura, es consecuencia de un proceso de fotoinhibicion del Symbiodinium, lo que
conlleva a una degradacion del pigmento fotosintético generando una deficiencia en la
cantidad de carbono fijado, disponible para el holobionte (Saxby et al., 2003; Hoegh-
Guldberg et al., 2005; Smith et al., 2005). Es posible que una situacion como la
descrita, pudiera ser la causa de lo observado en los corales de la zona norte.

Ademas, a diferencia de los eventos de estrés térmico por alta temperatura,
donde los dinoflagelados endosimbiontes son expulsados del hospedero via exocitosis
(Gates et al., 1992), durante el blanqueamiento por frio, las células de Symbiodinium
pueden ser degradadas in situ o pueden morir via apoptosis (Weis, 2008). Esto es
debido a que después de prolongados periodos de fotoinhibicion del simbionte, el
hospedero se deshard de aquellas células que no le provean de nutrientes. Por lo que
aunque se tienen datos de elevadas densidades de Symbiodinium en las colonias
profundas de la zona norte, es muy probable que las células se encuentren fotoinhibidas
y sin capacidad fijar carbono fotosintético, lo que provocd una reduccion en la cantidad
de lipidos almacenados en el coral. Por lo tanto, el bajo contenido refleja el estado poco

saludable de las colonias, aunque presente una alta densidad de simbiontes.
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A pesar de que las colonias del género Pocillopora del Pacifico Central
Mexicano han sido severamente afectadas por eventos de blanqueamiento (Reyes-
Bonilla et al., 2002; Cupul-Magana et al., 2000; Cupul-Magafa y Calderén-Aguilera,
2008), en la mayoria de los casos éstas se han recuperado (Cupul-Magana, 2008). La
tasa de recuperacion depende de la severidad del dafo en el tejido, asi como del tamaio
de la colonia, y existen registros de que el hospedero puede recuperarse en un periodo de
un afio, aun cuando el coral pierda hasta el 90% de las células simbiontes (Jones, 2008),
esto siempre y cuando no ocurran otros eventos de estrés que los afectan durante ese
periodo.

En los ultimos afos, las colonias coralinas de la region estudiada han sido
continuamente afectadas por eventos de estrés térmico; los eventos ENSO se han vuelto
mas intensos y ademads, a esto se le suma el efecto de la acidificacion del océano
(Kleypass et al., 2001; Feeley et al., 2004; Orr et al., 2005; Hoegh-Guldberg et al.,
2007; Veron et al., 2009; Pelejero et al., 2010). Todos estos eventos de estrés producen
una ‘memoria’ sobre los organismos, cambiando la susceptibilidad y rango de termo
tolerancia de los corales expuestos (Somero 2005; Middlebrook et al., 2008). Si los
eventos de estrés se presentan de manera recurrente, sin que los organismos tengan el
tiempo de generar resistencia para su supervivencia, es probable que durante los
proximos anos los corales no tengan suficiente tiempo para recuperarse y almacenar
reservas energéticas entre cada evento de estrés térmico que les produzca
blanqueamiento.

Este capitulo destaca la importancia de evaluar las comunidades coralinas a

micro escala, ya que denota la flexibilidad de la respuesta que puede tener una
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comunidad coralina de acuerdo a su distribucion espacial dentro de una misma area. en
la region estudiada, dependiendo de su localizacion y profundidad presentan diferentes
respuestas resultado de una aclimatacion local, lo cual les puede proveer una mayor
capacidad de supervivencia ante las continuas condiciones subdptima a las que son
sometidas. Esto en un futuro determinard su habilidad de resistir ante los eventos de
estrés sin llegar al blanqueamiento o bien dandoles una mayor resiliencia que les permita
su permanencia en la region.

Finalmente, los resultados presentados serviran como datos iniciales para llevar a
cabo un proceso de monitoreo constante de las colonias coralinas no solamente del area
de estudio presentada, sino en general de las comunidades coralinas del Pacifico
Mexicano. De esta manera, se podra conocer con mas detalle el estado de salud de los

corales, y llevar un seguimiento previo, durante y post-blanqueamiento.
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CAPITULO 3. EVALUACION DEL ESTRES TERMICO EN COLONIAS DE P.
verrucosa UTILIZANDO DOS BIOMARCADORES MOLECULARES:. CuZnSOD vy
hsp70®.

3.1 INTRODUCCION

Como se menciono6 en capitulos anteriores, el blanqueamiento es una respuesta
fisiologica externa observada en los corales, como respuesta ante condiciones de estrés.
Actualmente, se estdn estudiando los mecanismos celulares y moleculares que se
desencadenan por efecto de estrés, para evaluar al organismo antes de que el
blanqueamiento sea evidente y, ademds en condiciones ‘normales’ estimar el estado de
‘salud’ de las poblaciones.

Con el incremento mundial de los eventos de blanqueamiento en los arrecifes
coralinos, recientemente se han integrado aproximaciones bioquimicas y moleculares
para entender el efecto del aumento en la temperatura sobre la biosintesis y
desnaturalizacion proteinica por estrés térmico en organismos pertenecientes al Phylum
Cnidaria. Comunmente, se ha utilizando la expresion de la proteina de estrés térmico
HSP70"" (Heat Shock Protein por sus siglas en inglés) la cual, permite al organismo
mantener un rango de termo-tolerancia sin que exista un aparente daflo permanente en
sus funciones celulares (Black et al., 1995; Hayes y King, 1995; Lee-Shing et al., 1997,
Sharp et al., 1997, Choresh et al., 2001; Downs et al., 2005). Ademas son
biomarcadores utiles debido a que su inducciéon es mucho mas sensible al estrés que

algunos indices fisiologicos como la inhibicion el crecimiento (Feder y Hofmann, 1999).

(1) Los nombres de las proteinas se escriben con maytsculas, mientras que los nombres de sus respectivos
genes se escriben en mintsculas e italicas.
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La HSP70 pertenece a la familia de las proteinas de choque térmico (HSP), las
cuales son proteinas que, aunque se expresa de manera constitutiva (es decir, funciona
dentro de la célula durante condiciones normales), presentan una mayor expresion
cuando la célula es sometida a una condicion de estrés (Parsel y Lindquist, 1993; Welch,
1993). La HSP70, actia como un ‘chaperén molecular’, evitando la desnaturalizacion de
proteinas funcionales afectadas por estrés térmico, reconociendo cambios en su
estructura y ayudando a que €stos cambios no desencadenen la desnaturalizacion de las
mismas (Coles y Brown, 1993; Feder y Hofmann, 1999; Hochacka y Somero, 2002;
Bijlsm y Loeschcket, 2005).

Aunque la expresion de la HSP70 es un factor favorable, su sintesis consume
altos niveles de energia, lo que puede provocar que otras biomoléculas esenciales para el
organismo no se sinteticen (Barua y Heckathorn, 1993; Krebs et al., 1998; Feder y
Hofmann, 1999; Somero, 2005). El nivel de expresion de la HSP70 y sus limites
depende de cada especie y varia en funcion de su distribucion biogeografica (Feder,
1999; Hochacka y Somero, 2002; Hofmann, 2005; Osovitz y Hofmann, 2005).

Para la deteccion de los niveles de expresion de la HSP70 se pueden utilizar
diferentes técnicas moleculares. En el caso de varias especies de corales hermatipicos se
han utilizado diversas técnicas como PCR de punto final (Downs et al., 2000), ‘Western
Blot’ (Hayes y King, 1995; Choresh et al., 2001; Rossi et al., 2006; Bromage et al.,
2009; Fitt et al., 2009), ELISA (Brown et al., 2002), microarreglos (Desalvo et al.,
2008) e hibridacion in situ (Edge et al., 2008). Recientemente, con el fin de tener una
aproximacion mas exacta de la cantidad de RNA mensajeros que estan regulando la

sintesis de la proteina se ha comenzado utilizar la técnica de PCR-tiempo real (Mayfield
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et al., 2009), la cual ha sido exitosamente utilizada para evaluar el efecto de estrés
térmico en otros invertebrados marinos como son el erizo morado, Stongylocentrotus
purpuratus (Osovitz y Hofmann 2005; O’Donnell et al., 2009) y el mejillon, Mytilus
californianus (Place et al., 2008). Sin embargo, no se han realizado estudios utilizando
PCR tiempo real para estudiar la respuesta térmica en corales del género Pocillopora.

Ademas de las HSP existen otras enzimas y antioxidantes que se han utilizado
como indicadores de dafio celular. Se conoce que la superoxido dismutasa (SOD) es la
primera respuesta de defensa enzimatica por estrés oxidativo (Zelko et al., 2002). En
corales, existen tres tipos de SOD, de las cuales se ha encontrado que la CuZnSOD tiene
actividad solamente en el hospedero (Richier et al., 2003; Furla et al., 2005). Asi, los
cambios en los niveles de SOD permiten evaluar la respuesta del organismo por efecto
de estrés térmico (Downs et al., 2000; Hawkdridge et al., 2000; Brown et al., 2002;
Downs et al., 2002, 2005; Richier et al., 2003; Yakovleva et al., 2004; Flores-Ramirez y
Linan-Cabello, 2007).

La habilidad de los corales para llevar a cabo una efectiva regulacion de las
proteinas, y la actividad de los antioxidantes, refleja la gran flexibilidad bioldgica que
tienen estos organismos con respecto a su ambiente (Gates y Edmunds, 1999). Por lo
tanto, la determinacion de los cambios en los niveles de expresion proteica de la HSP70
y de antioxidantes como la CuZnSOD, nos permitira evaluar la capacidad de termo
tolerancia de la especie Pocillopora verrucosa distribuida en la region central del
Pacifico Mexicano.

Sin embargo, a pesar de que las técnicas moleculares han resultado de gran

utilidad en otros estudios, en el presente trabajo s6lo se obtuvieron resultados parciales
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con CuZnSOD y no fue posible obtener resultados confiables de la expresion de la
hsp70. El presente capitulo resume la experiencia lograda en la utilizacion de estas
técnicas moleculares, resaltando los resultados positivos encontrados durante Ia
evaluacion de la actividad de la CuZnSOD vy, por lo otro lado, describe las
complicaciones y sugerencias con la utilizacion de la técnica de PCR tiempo real para

futuros estudios.

3.2 OBJETIVO

El objetivo del presente capitulo es evaluar mediante la medicion de los cambios
en los niveles de expresion de la hsp70 y de sintesis del antioxidante CuZnSOD en
corales de la especie Pocillopora verrucosa sometida a condiciones de estrés

experimental por aumento en la temperatura del agua.

3.3 CUANTIFICACION DE LA ACTIVIDAD DE LA CuZnSOD

3.3.1 Materiales y Métodos

A partir del experimento de estrés térmico descrito previamente en el Capitulo 2,
se obtuvo un fragmento de cada tratamiento (tres acuarios) con sus diez diferentes
evaluaciones. En este caso, los fragmentos de coral fueron preservados con RNAlater®
(Anexo I-1) a temperatura ambiente y al terminar el experimento fueron transportados al
Laboratorio de Ecologia y Biologia del Desarrollo donde fueron almacenados a -20 °C,
hasta su analisis.

La concentracion de CuZnSOD se determind utilizando el kit Biosytech ® SOD-

525 para la cuantificacion de la actividad de la SOD. Para la obtencién del tejido, las
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muestras previamente preservadas en RNAlater® fueron fragmentadas y maceradas con
una solucioén de NaCl al 0.9%. Se tomaron 250 pl de muestra macerada y se le afiadieron
400 pl de etanol:cloroformo (6.25:37.5), se agité con vortex y se centrifugd a 3000 g por
5 min a 4 °C. Posteriormente se determind la absorbancia a 525 nm en un
espectrofotometro Bio-Rad SmartSpec 3000 (Anexo I-5). Se realizaron 4 lecturas de
blanco y dos lecturas por cada muestra. La actividad de la proteina fue calculada
mediante la formula:

U/ml= 0.93 x [(Vs/Vc)-1] /1.073 -[0.073x(Vc/Vs)]
Donde:
Vs=lectura de muestra (n=2)

Vc= lectura de blanco (n=4)

Los resultados estan expresados en unidades de CuZnSOD por volumen U-ml™ +
error estandar.

3.3.2 Andlisis Estadistico

Los calculos estadisticos para los resultados de la actividad de la CuZnSOD, se
hicieron utilizando el software Sigma Plot V. 11.0 para Windows. Inicialmente, todos
los datos fueron probados para la prueba de normalidad y homocedasticidad.
Posteriormente se realizo un andlisis de varianza (ANOVA) de dos vias y se utilizé la
prueba de Tukey para comparaciones a posteriori.

Debido a la falta de algunos datos en la cuantificacion de los niveles de CuZnSOD
no se pudo evaluar la interaccion de la temperatura con el tiempo de exposicion al estrés

térmico.
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3.3.3 Resultados y discusion
Los resultados mostraron diferencias en los niveles de CuZnSOD entre tratamientos
(ANOVA efecto del tratamiento, F=132.03 p <0.001), ya que la temperatura de 31 °C
provoco un incremento continuo a medida que los organismos se sometieron a estrés
térmico. En contraste, en el tratamiento a la temperatura de 28°C no se observaron

cambios significativos en los niveles del antioxidante (Fig. 12).
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Figura 12. Cuantificacion de CuZn-superdxido dismutasa (CuZnSOD) en fragmentos del
coral P. verrucosa en condiciones experimentales de estrés térmico. Los datos estan
expresados en unidades de SOD por ml + error estandar.

La cuantificacion de la actividad de la SOD, es un marcador celular muy util para
evaluar el estrés térmico ya que la superoxido dismutasa es una de las primeras proteinas
sintetizadas para mitigacion del estrés oxidativo (Pal Yu, 1994; Furla et al., 2005). Esto

es debido a que dismuta el radical superoxido (O2-) y no produce radicales libres los
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cuales son altamente toxicos para el organismo. Ademas, su sintesis produce como
efecto cascada la sintesis de los antioxidantes que seguiran las reacciones para eliminar
otros ROS del organismo (Logan et al., 2006).

Los resultados obtenidos al medir los niveles de CuZnSOD en el coral, muestran la
respuesta de termo-tolerancia generada solamente por el hospedero sin mezclar las SOD
producidas por el simbionte. En la mayoria de los organismos, la SOD esta presente en
dos isoformas dentro de la célula: la CuZnSOD que se encuentra localizada en el
citoplasma y la MnSOD que esta asociada con la mitocondria (Pal Yu, 1994; Zelko et
al., 2002; Furla et al., 2005) y, solamente en células vegetales y en procariotes se ha
encontrado la FeSOD (Furla et al., 2005; Logan et al.,, 2006). En los cnidarios
simbidticos la isoforma inactiva de CuZnSOD se asocia con el simbionte (Richier et al.,
2003; Furla et al., 2005). Por lo tanto, los cambios/aumentos en los niveles de CuZnSOD
son respuesta del hospedero ya que el simbionte no sintetiza esta isoforma como
respuesta al estrés oxidativo.

Aunque el aumento en la cantidad de antioxidante registrado en el tratamiento a 31
°C es una respuesta del hospedero, esto es resultado del estrés térmico que sufrid el
simbionte ante el incremento en la temperatura. Existen registros previos que indican
que el estrés térmico produce un incremento en la actividad metabolica del hospedero y
de la tasa fotosintética del Symbiodinium produciendo una mayor cantidad de ROS
(Downs et al., 2000; Yakovleva et al., 2004; Lesser 2006; Desalvo et al., 2008; Vidal-
Dupiol et al., 2010). A través del simbiosoma, el hospedero y el Symbiodinium tienen un
intercambio continuo de diferentes moléculas (Furla et al., 2005; Mayfields y Gates,

2007; Yellowlees et al., 2008), por lo que el exceso de ROS producidas por el simbionte
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es facilmente traslocado al hospedero. Este ultimo, generalmente responde produciendo
proteinas, enzimas y antioxidantes de bajo peso molecular, que evitan desordenes
intracelulares como pueden ser: dafios en las membranas celulares, inactivacion
enzimadtica, la aparicion de mutaciones, pérdida de funcionalidad en los organelos
celulares, reduccion en la eficiencia metabdlica y fijacion de carbono (Szmant y
Gassman, 1990; Lee-Shing et al., 1997; Downs et al., 2002; Downs et al., 2005;
Yakovleva et al., 2004). La produccion de SOD en el hospedero aumenta, pero al llegar
a su maximo de tolerancia con el fin de evitar la traslocacion de ROS, expulsa a los
simbiontes como respuesta de defensa (Capitulo 2) lo que conlleva al blanqueamiento
del coral.

El incremento en la actividad de la CuZnSOD por estrés térmico experimental fue
registrado después de las 18 horas de exposicion. Los resultados obtenidos en el presente
estudio utilizando la especie Pocillopora verrucosa, concuerdan con resultados similares
obtenidos para otras especies de coral (Downs et al., 2000; Yakovleva et al., 2004;
Lesser 2006; Desalvo et al., 2008; Vidal-Dupiol et al., 2010); sin embargo, previos en
Pocillopora capitata distribuida en el Pacifico Mexicano, no mostraron un aumento en
la actividad de la SOD por estrés térmico inducido, a una temperatura de 32 °C (Flores-
Ramirez et al., 2008). Las diferencias entre ambos estudios pueden deberse a que el
tiempo de respuesta puede cambiar entre especies inclusive en colonias de la misma
region (Yakovleva et al., 2004).

Pero ademas, es importante mencionar que en el experimento de Flores-Ramirez et
al. (2008) no aclimataron a los organismos antes de estresarlos. Los corales son

organismos altamente sensibles, que responden rapidamente ante cambios en su
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ambiente. Es probable, que no se hayan registrado cambios en la actividad de la SOD
debido a que estaban previamente estresados por el transporte y manipulacion previa al
experimento; y por lo tanto, no fue detectable el efecto del estrés térmico. De aqui la
importancia de aclimatar los organismos previamente, como fue hecho en el presente
estudio, antes de ser llevados a una condicion de estrés experimental.

Ademas, como se mencion6 en capitulos anteriores, las colonias de esta region se
encuentran constantemente afectadas por incrementos abruptos en la temperatura por
influencia de ondas internas (Filonov et al., 1996). Estos, son eventos de corta duracion,
a los cuales estan aclimatados, y por lo tanto, es de esperarse que cambios anuales no
produzcan como respuesta una mayor sintesis de SOD como ha sido reportado en
regiones cercanas a nuestra area de estudio (Lifian-Cabello et al., 2009). Por otra parte,
es importante considerar otras condiciones que fluctian anualmente como la intensidad
luminica, que en combinacién con el aumento o disminucion anormal en la temperatura,
ha demostrado que pueden inducir la produccion de SOD y afectar diferencialmente a
las colonias de la misma especie dentro de una misma region (Brown et al., 2002;
Downs et al., 2002; Saxby et al., 2003; Richier et al., 2008; Linan-Cabello et al., 2010).

Por lo anterior, la cuantificacion de la SOD es un marcador importante que nos
permite evaluar el efecto que tienen factores de estrés (en este caso la temperatura) sobre
las comunidades coralinas del Pacifico Central Mexicano. Un monitoreo continuo de las
colonias utilizando los niveles de CuZnSOD como biomarcador nos permitira contar con
elementos a nivel bioquimico-molecular, para estimar el estado de salud de los corales,
asi como su respuesta celular ante eventos de estrés que se presenten en la region. Seria

conveniente por lo tanto, validar estos indicadores bioquimico-moleculares en otras
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especies de coral, asi como en otros organismos que conforman las comunidades

arrecifales.

3.4 EVALUACION DE LOS NIVELES DE EXPRESION DE LA hsp70
3.4.1 Materiales y métodos

3.4.1.1 Extraccion de RNA total y evaluacién de los niveles de hsp70
Para la extraccion de RNA total, se utilizaron los mismos fragmentos de coral que
los utilizados para la evaluacion de la CuZnSOD, empleando el método de fijacion y

almacenaje descrito anteriormente.

La expresion de la hsp70 fue evaluada a partir del RNA total (Fig. 13). Para su
obtencion se extrajo el tejido del coral, macerandolo con 500 pl de TRIzol ®
(Invitrogen) en un mortero de porcelana. Se afiadieron 500 pl de TRIzol® y 5 ul del gen
de somatolactina (sl), el cual fue utilizado como gen exdgeno (su obtencion se describe
en el punto 3.4.1.2). La extraccion de RNA total se hizo de acuerdo al protocolo del
proveedor (Anexo I-3), se tratd con DNasa y se cuantific6 utilizando el espectofotometro
Nanodrop ND®1000 (Anexo II). Posteriormente, 500 ng de RNA total de cada muestra
fueron transformados a DNA complementario (cDNA), por medio de la enzima

transcriptasa reversa del kit utilizando Superscript I[II® (Invitrogen).
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12 3 456 7

Figura. 13. Ejemplo de la extraccion de RNA total de fragmentos de P. verrucosa
sometidos a estrés térmico. El gel contiene muestras del acuario 6 (carriles 1 a 4) con
tiempos 0, 6, 18, 24 horas respectivamente y muestras del acuario 7 (carriles 5 a 7) con
tiempos 18, 24, 48 horas. Las muestras se corrieron en un gel de agarosa al 1.5%.

Finalmente, por medio de PCR (Reaccion en cadena de la Polimerasa, por sus siglas
en inglés) de punto final se probo la eficiencia de los cebadores (Tabla 3) para amplificar
los genes deseados, hsp70 y sl (Fig. 14). La mezcla de reaccion de PCR consisti6 en 13
ul de MangoMix® (Bioline), 1 pl de cebadores 10 mM (0.5 pl de sentido y 0.5 ul de
antisentido) y 1 ul de ¢cDNA. El protocolo de amplificacion utilizado consistiéo en un
ciclo de desnaturalizacion a 94°C por 10 min, seguido de 35 ciclos de 15 seg a 95°C, de
60 seg a: 63 °C para el gen hsp70 y 58 °C para el gen sl, y 45 seg a 72 °C, asi como 1
ciclo de extension final de 5 min a 72 °C. Cabe mencionar, que las temperaturas de
alineamiento para ambos genes fueron previamente probadas mediante un PCR en

gradiente: para hsp70, la temperatura Optima de alineamiento fue de 63 °C, y para el
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gen sl, la temperatura de Optimo alincamiento fue de 58 °C coincidiendo con lo

previamente probado en otro estudio (Mayfileld et al., 2009).

La electroforesis de los fragmentos se realiz6 utilizando 10 pl del producto de PCR
en un gel de agarosa al 2.5 % durante 90 minutos a 40 Volts. Para la visualizacion de las
bandas se utilizo SYBR® Green I (Invitrogen) con una concentracion de 1x. Como se
puede observar en la figura 14 se obtuvieron los productos esperados tanto para sl (102

pb) como para hsp70 (88 pb).

Figura 14. Amplificacion de los genes sl (parte superior) y hsp70 (parte inferior) a partir
del RNA total obtenido de fragmentos de la especie P. verrucosa. Los genes fueron
observados en un gel de agarosa al 2.5%
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Los niveles de hsp70 se evaluaron mediante una cuantificacion relativa
utilizando la técnica de PCR en tiempo real. Para este fin, siguiendo el protocolo para
PCR Tiempo-Real de Applied Biosystems® se prepararon reacciones de 10 pl utilizando
productos del kit SYBR® Green para tiempo real. La mezcla consistioé en 1 pul de SYBR
Green 10x, 1.2 ul de MgCl, 25 mM, 0.8 ul de mezcla de ANTP, 0.05ul de enzima
Amplitaq gold polimerasa® (Applied Biosystems), 0.1 ul de AmpErase® Uracil N-
glycosylasa, 1 ul cDNA y 0.4 ul de cebadores 10 mM (0.2 ul de sentido y 0.2 ul de
antisentido). Las secuencias de los cebadores utilizados se presentan en la Tabla 3. El
protocolo de amplificacion utilizado fue el sugerido por el proveedor: 95 °C por 10 min,
seguida de 40 ciclos de 95 °C por 15 seg, 64 °C por 1 min, asi como 95 °C por 15 segy

64°C durante 1 min para la curva de fusion.

Tabla 3. Secuencia de los cebadores utilizados para el PCR punto final y PCR tiempo
real. S: sentido, A: antisentido

r hromi o S: 5 GGCTGGCTTTGCATGTATCA 3° Mayfield et al.
sl Oreochromis 58°C A: 3> AGTGGAGCAACCATTTATCAGATATCT 5° (2009)

Sp.
hSp7O POCi | |0p0ra 63 °C S: 5’ ATCCAGGCAGCGGTCTTGT 3’ Presente estudio

A: 3’ TCGAGCAGCAGGATATCACTGA 5°
sp.

3.4.1.2 Obtencidn del gen somatolactina (sl)

Debido a que por efecto del estrés térmico, todos los genes constitutivos descritos
hasta el momento para corales sufren de cambios en su expresion, no fue posible
utilizarlos como control basal, por lo que se decidi6 ‘inyectar’ un gen exdgeno durante la
extraccion de RNA en cada muestra, de acuerdo con la metodologia descrita por

Mayfield et al. (2009). Para sintetizar el gen exdgeno se siguid la metodologia descrita
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por el autor, utilizando el gen de somatolactina (sl) secuenciado a partir del pez Tilapia
(Oreochromis sp.). El gen fue clonado en un vector pGEM-T® (Promega) y digerido
con la enzima de restriccion Spel® (Promega). El fragmento de DNA obtenido se
transcribio con el kit T7 (Bioline) que contiene la secuencia del promotor especifico para
el vector utilizado. Una vez obtenido el fragmento de RNA se trat6 con DNAsa
(Ambion) incubando a 37°C durante 20 minutos y se purificé incubandolo durante 10
minutos a temperatura ambiente con 2 pul de Pellet Paint® (Novagen), 5 ul de Acetato de
Sodio (3M, 5.2 pH) y 125 pl de Isopropanol. Se centrifugd por 10 minutos a 4 °C a una
velocidad de 12,000 g. Posteriormente se hicieron dos lavados con etanol al 75%,
centrifugando a 7,400 g durante 5 min a 4°C. EI RNA fue resuspendido en 20 pl de agua
inyectable (Anexo [-4).

Para estabilizar el RNA y evitar la degradacion del gen sl se afiadieron nucleodtidos al
extremo 3’ utilizando el kit Poly(A)® (Ambion). Nuevamente se purificd el producto
utilizando el kit de extraccion de RNA aqueous® (Ambion) libre de fenol, obteniendo
un volumen final de 40 pl. La calidad del RNA fue cuantificada utilizando el
espectofotdometro Nanodrop ND®1000. Se hicieron diluciones para obtener una
concentracién final de 5 pg-ul” v se almaceno a -80°C hasta su adicion en cada una de
las muestras, al momento de comenzar la extraccion de RNA total de los fragmentos de
coral.

3.4.2 Resultados y discusion
3.4.2.1 Almacenamiento de las muestras y extraccion del RNA total

En el caso de esta evaluacion, se presentaron varios problemas durante el

procesamiento de las muestras. Por lo tanto, los resultados mostrados son
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aproximaciones metodologicas que se fueron implementando con el fin de generar un
protocolo que pueda ser utilizado en futuras investigaciones, tomando en cuenta la
experiencia generada durante el presente trabajo.

Debido a la distancia geografica entre el sitio de experimentacion y el sitio de
procesamiento de las muestras, los fragmentos fueron fijados en RNAlater® para evitar
la degradacion del RNA. Esta solucion, se utiliza comercialmente para estabilizar y
proteger el RNA eliminando la necesidad de que las muestras sean congeladas
inmediatamente. El RNAlater® estd mayoritariamente constituido por sulfato de
amonio, lo que produce una solucién hiper-osmoética. Los corales son organismos
osmoconformadores, es decir, igualan su salinidad interna con la del medio. Al
sumergirlos abruptamente en un medio hiper-osmotico los corales responden secretando
mucus para formar una barrera que evite la pérdida de iones y un desequilibrio osmotico
que comprometa su estructura celular (Mayfield y Gates, 2007). Debido a esto, la
penetracion de la solucion en el tejido es limitada, lo que disminuye la eficiencia de la
solucion y la degradacion del RNA.

De acuerdo con el protocolo del proveedor, para un 6ptimo mantenimiento de la
muestra después de almacenarla en RNAlater® se debe mantener a 4 °C por 12-24 horas
y después a -20 °C, para posteriormente ser descongelado hasta el momento que sea
procesado. Las muestras fueron obtenidas en Puerto Vallarta donde se dejaron a
temperatura ambiente y posteriormente, es transportaron y almacenaron a -20 °C hasta
su llegada a Ensenada con el fin de evitar descongelamientos continuos durante su
transporte. Debido a que pasaron varios dias a temperatura ambiente, al momento de

descongelarlo por primera vez se utiliz6 todo el tejido, ya que no se tenia certeza de que
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al volverlo a congelar se mantuviera en buen estado la muestra. Y ademds, al
descongelarlos aunque fueron enjuagados con agua de mar esterilizada debido a la alta
cantidad de sales que contiene, es posible que hayan quedado residuos de los cristales de
sal que pudieran haber sido acarreados y hayan interferido durante la extraccion del
RNA con el Trizol®. Por la experiencia obtenida, en caso de que se requiera transportar
muestras se sugiere macerarlas inmediatamente con Trizol® y transportarlas en hielo
(~4 °C) al laboratorio donde seran analizadas.

Como se menciond en la metodologia, para la extraccion del RNA total se utilizo
Trizol®, que de acuerdo al protocolo para tener una extraccion Optima, se debe de
utilizar un maximo de 100 mg de tejido por cada ml de solucidon. Para obtener el tejido,
durante el proceso se macer6 el fragmento de coral completo, es decir, el esqueleto junto
con el tejido y, aunque se trato de que los fragmentos usados para cada extraccion fueran
de tamafio y peso similar, no fue posible determinar la proporcion precisa de
tejido/esqueleto. Las variaciones en la cantidad de tejido se reflejaron en que, a pesar de
tener dos extracciones del mismo fragmento de coral, la cantidad de RNA total obtenido
fue diferente. Los datos de cuantificacion se muestran en el Anexo II con
concentraciones que variaron entre 30 y 2400 ng-ul”.

Asimismo, se obtuvieron los valores de la proporcién 260/280 y 260/230. Estas
proporciones son indices que ayudan a determinar la ‘pureza’ del RNA obtenido y de los
acidos nucléicos respectivamente. Una proporcion 260/280 igual a 2.0 indica un RNA
totalmente puro, sin embargo, para el PCR tiempo real valores de 1.8 se toman como
aceptables; por otro lado, la proporcion 260/230 indica la pureza de los 4acidos nucleidos,

y los valores esperados se encuentran en el rango de 2.0 a 2.2 (Fleige y Pfaffl, 2006;
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NanoDrop Technologies, 2007). Los valores obtenidos a partir de las muestras de
fragmentos de coral para la proporcion 260/280 fueron de 1.5 a 1.9. Los bajos valores de
la relacion 260/280 pueden estar asociados con residuos de fenol (proveniente del
Trizol®), proteinas u otros contaminantes como residuos inorganicos de carbonato y
pigmentos fotosintéticos provenientes del Symbiodinium. De hecho, se ha encontrado
que la calidad del RNA es menor en muestras que poseen pigmentos (Wan-Heng et al.,
2001).

Los valores de la proporcion 260/230 se encontraron en el rango de 0.4 a 1.1. En
este caso, los valores bajos de 260/230 se asocian directamente a residuos del TRIzol®,
ya que se conoce que absorbe a 230 y ~270 nm (NanoDrop Technologies, 2007). En este
caso, se recomendaria para la extraccion del RNA total, el uso de reactivos libres de
fenol e implementar un protocolo con el cual se puedan eliminar los pigmentos
fotosintéticos del Symbiodinium y el exceso de carbonato de calcio, con el fin de obtener

una mejor calidad de RNA y consecuentemente la del cDNA.

3.4.2.2 Evaluacion del gen sl

En la figura 15 se presenta la curva de fusion obtenida para el gen sl, el cual es
considerado como el gen control del experimento. En el grafico, se que el gen de interés
presenta una temperatura de desnaturalizacion a los 77°C; pero ademas, se pudo
observar un segundo producto de amplificacion con una temperatura de

desnaturalizacion de 72°C.
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Figura 15. Curva de fusion resultante de la amplificacion por PCR tiempo real para el

gen sl incluido como gen exdgeno durante el analisis de las muestras de fragmentos del

coral P. verrucosa sometidos a estrés térmico experimental. En la curva se puede

observar la presencia de dos productos. El gen de interés asociado a una temperatura de
desnaturalizacién igual a 77°C y un segundo producto con una temperatura de 72°C.

Debido a que el analisis de la curva de fusion es andlogo a una electroforesis en
gel de agarosa (Giglio et al., 2003), las muestras fueron observadas en un gel de agarosa
al 2.5% (Fig. 16). En este, se observaron los dos productos encontrados en la curva de
fusion. Un primer producto con un tamano de >100 pb que corresponde al gen s, y que
presenta una banda muy intensa, y un segundo producto con una banda de menor
intensidad y un tamafio de ~ 50 pb, el cual se observoé tanto en las muestras obtenidas en

el experimento de estrés térmico, como en el control sin cDNA; el cual, probablemente

63



64

es el producto que corresponde al segundo pico de amplificacion (~72°C) visualizado en
la curva de fusion (Fig. 15). La explicacion mas probable, es la existencia de
contaminacion en los cebadores, por lo que se recomienda, a partir de cebadores nuevos
volver a amplificar la muestra en un PCR de punto final y que en el gel se observe una

sola banda, para asegurarse de que sé6lo haya evidencia de amplificacion del sl.

i

1 2 3 4 5 6 74 8 9 10 11 12 13 14 Blanco Blanco

Figura 16. Amplificacion del gen exdgeno sl (102 pb) a partir del producto de PCR
tiempo real. En el gel se observan diferentes muestras inyectadas con el gen exdgeno
(carriles 1 a 14), que presentan diferencias en la intensidad de bandas, asi como la
amplificacion de un segundo producto de de menor tamafio (~50 pb) presente en los
carriles 5 al 12 y también en los dos carriles correspondientes al control sin cDNA
(blanco).

Las curvas de la amplificacion del gen sl obtenidas se ejemplifican en la figura
17. Los graficos A-D representan los resultados de un tratamiento (una sola
temperatura), en solo un tiempo de evaluacion (hora), con las tres réplicas
experimentales. Los acuarios 5, 6 y 7 pertenecen al tratamiento a 28°C y los acuarios 8,

9 y 10 pertenecen al tratamiento a 31°C. Ademas, se incluyen los graficos E y F con los

100 pb
25 pb
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resultados del control negativo (Blanco- sin templete) y el control de no-
retrotranscripcion (adicionando RNA total).

El gen sl presentd un Ct (Umbral del Ciclo, por sus siglas en inglés) variable
desde el ciclo 14 hasta el 33 (Figs. 17A y B). Estos resultados indican que cada muestra
presenta diferentes niveles de expresion del gen. Este resultado no era esperado, ya que
al considerarse un gen exdgeno proveniente del pez tilapia, deberia presentar los mismos
niveles de expresion, ya que su expresion no estaba en funcioén de la dindmica a la que
fueron sometidos los corales. De esta forma, la constancia en su expresio nos hubiera
permitido utilizarlo en forma equivalente a la de un gen constitutivo (Figs. 17A-D).

La variacion encontrada en los niveles de sl, pudiera asociarse a diferencias en la
eficiencia de la extraccion utilizando el protocolo del Trizol®, por lo que, para asegurar
que en cada extraccion se tenga la misma concentracion de gen exdgeno, se recomienda
en un futuro que el gen exdgeno sea inyectado durante la resuspension del pellet, de
RNA, cuando se tenga el producto final de la extraccion.

La presencia del producto de amplificacion observado en la curva de fusion con
una temperatura de desnaturalizacion a los 72 °C se evidencid en la muestra control con
un Ct al ciclo 32 (Fig. 17E). En este caso, se especula que el resultado de Ia
amplificacion no pertenece al gen sl, sino a un producto de contaminacion de los
cebadores, ya que a la reaccion en vez de adicionar templete, se le agregd agua
inyectable y por lo tanto, no debidé de generar producto.

Finalmente, como era de esperarse el control de no retro-transcripcion no
presentd amplificacion (Fig. 17F). Es importante mencionar que el control previamente

descrito nunca debe de presentar amplificacion, ya que el RNA del gen exdgeno es
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‘sintetizado’ en el laboratorio y no puede haber presencia de DNA genomico de tilapia

(Oreochromis sp.) (Anexo I-5).

©0.000

§0.000

70,000 {
80,000 {

50,000 1

ARN

30,000 {
20,000 1
10,000 4

ARN
&
g

©0.000 {
80,000
70.000 |
60,000 {

=4

% 40,000 {
30,000 {
20,000 |
10,000

40,000 {

| A)28.5°C, 166 h

2 & 6 & W 27 W oW WD NDDB DR NN EL

Cycle

w007 p)319C 198 hr -

e

| ©)31°C 166 hr

80,000

e \

B)28.5°C,198h

6 8 W 12 M M W D2 MNE AN DD ME RS

Cycle

Py

e 10 0+

50,000 |

3l5;\l')lJM!ul-!M}.’J:JBNJJ;_]:\_.)}Ha)
Cycle

90,000 1
E) Blanco sin cDNA
70,000 1
,/ 80,000 1
A%, [—
S w0000 |
30,000 1
20.000 {
10,000 4

2 4 6 8 W R W W WD 2D NN DR M E N
Cycle

2

[l

0

& & W 12 W W ¥ XN 2 NDE N R MNE NS
Cvele

s0.000 | F) Control de no retro-transcripcion

Figura 17. Curvas de amplificacion para el gen sl incluido como gen exdgeno y que fue
introducido a partir de la extraccion de RNA total de fragmentos del coral P. verrucosa
sometidos a estrés térmico experimental. A y B representan dos evaluaciones del
tratamiento a 28°C con sus tres réplicas (acuarios 5, 6 y 7); C y D representan las
mismas evaluaciones a 31°C con sus tres réplicas (acuarios 8, 9 y 10); E es el control sin

cDNA y F) el control de no retro-transcripcion. Cada muestra estd representada por
duplicado.
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La razon por la cual no se utilizo ninguno de los genes constitutivos descritos
para el género de coral estudiado fue que, diversos autores han demostrado que el
incremento en la temperatura tiene efecto en gran parte de los procesos celulares de los
corales (Gates y Edmunds, 1999; Mayfield y Gates, 2007). Por ejemplo, se ha
encontrado que genes como la actina que son comuUnmente utilizados como
constitutivos, cambian sus niveles de expresion en los organismos afectados por estrés
térmico (Bower et al., 2007). Debido a esto, se ha propuesto la inyeccion de un gen
exogeno como una metodologia alternativa con el fin de evitar fluctuaciones en la
expresion de los genes ‘constitutivos’ o ‘de referencia’.

Para normalizar la expresion del gen, en este caso la hsp70, se deberan probar
varios genes de referencia y asegurar que las condiciones experimentales, como
incrementos en la temperatura del agua, no afecten sus niveles de expresion. Por
ejemplo, Pagarigan y Takabayashi (2008) experimentaron en acuarios con fragmentos de
P. meandrina, e incrementaron la temperatura y la concentracion de nitrégeno del agua.
De acuerdo a sus resultados, los autores proponen el uso de 5 genes de referencia (Brnl,
18S rARN, B-actina y EFla) que no cambiaron su expresion en respuesta a las
condiciones experimentales. Sin embargo, aunque estos genes fueron usados para un
organismo del mismo género de coral utilizado en el presente estudio, seria conveniente

normalizar para poder utilizar los genes de referencia en la especie de estudio.
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3.4.2.3 Evaluacion del gen hsp70

En la figura 18 se presenta la curva de fusion obtenida para el gen hsp70. En el

grafico, se puede observar solamente un pico que corresponde a un so6lo producto de

amplificacion con una temperatura de desnaturalizacion de ~78.5°C.

Melt Curve

34000.0

28000.0

[
24000.0

19000 .0

Derivative Reporter (-Rn'

14000.0

9000.0

000,01

5.0 70.0 75.0 80.0

80.0 850
Tm: 78 67
Temperature (°C)

Figura 18. Curva de fusion resultante de la amplificacién por PCR tiempo real para el
gen hsp70 a partir de muestras de fragmentos del coral P. verrucosa sometidos a estrés

térmico experimental. En la curva se puede observar la presencia de un solo producto
con una temperatura de desnaturalizacion de ~78.5°C

Igualmente que para el gen sl, para verificar la presencia del gen hsp70 en las

muestras, se amplificé el producto de PCR en un gel de agarosa al 2.5%. En el gel se
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evidencio la presencia de la banda que coincide con el tamafio del fragmento esperado

(88 pb), y por lo tanto, corresponde al gen esperado (Fig. 19).

Figura 19. Amplificacion del gen hsp70 (88 pb) a partir del producto de PCR tiempo
real. En el gel se observan diferentes muestras del experimento y un control sin cDNA
(B). Los carriles 1 al 6 corresponden a los acuarios 5, 6 y 7 a 28.5°C con 166 h de estrés
experimental; los carriles 7 al 12 corresponden a los mismos acuarios y temperatura a las
198 horas. Los carriles 13 al 18 corresponden a los acuarios 8, 9 y 10 a las 166 horas con
una temperatura de 30.5°C.

Las curvas de amplificacion del gen hsp70 presentadas son equivalentes para
cada tiempo y evaluacion previamente descritos para el gen sl. El gen hsp70 presentd un
Ct variable desde el ciclo 28 (Fig. 20D) hasta el 35 (Fig. 20B y C). Sin embargo, no se
encontrd una relacion aparente entre el Ct y el tratamiento (temperatura) o tiempo de
exposicion (horas). Ademas, los valores Ct, se deberian presentar en promedio a partir
del ciclo 10 a 15, para ser considerados como variaciones en la expresion; y por lo tanto,
un valor Ct igual o superior a 35 ciclos indica que ya no hay mas amplificacion
(Mackay et al., 2002; Wong y Medrano, 2005; Dorak, 2006). En base a lo anterior, las
curvas obtenidas en el presente podrian ser un indicativo de una muy baja o nula

presencia de hsp70 en las muestras, sin embargo, estos datos deberan ser rectificados.



70

0,000 { 90,000 1

A)285°%C, 166 h B) 28.5°C, 198 hr
80,000 { 80,000 {
70,000 1 70,000 |
80,000 1 / 80,000 { /
< 50000 { // < 50000 {

§ 000 § w0000 | 5 m—p s
30,000 | / 4\’ 6 30,000 { / €
2,000 5 /g / / 20,000
10,000 1 // &7 "] 5,

g A i H P i W aY
IR EEEEEE R EE EEEEEEEEY EEREEEEEE R EEEEEEEEEEY
Cycle Cycle
90,000 { 90,000 {
C) 31°C, 166 h D) 31°C, 198 h
80,000 80,000 |
70,000 70,000 1
0,000 1 60,000 |

50,000 | 9 c 500001

% 40,000 | \* % 40,000
30,000 1 30,000 1

20,000 |

20,000 1 10 > € 2
— 10,000 |
04 g 0

2 4 8 8 0 12 MW OMW W D2 NN BN ME NS
2 4 & 8 W 27 WM WD NNEED R ME NS

Cycle
Cycle ¥
90,000 { 80,000 { froesas
| : F) Control de no retro-transcripcién
e000 | E)Blanco sin cDNA 70,000 |
70,000 | 00,0001
0,000 |
o 50.000 {
c 50,000 4 %
S w000 0001
30,000 { 30,000 1
20,000 | 20,000 | Ac5-198h
10,000 | 10,000 4
0 h-— p— 0 = — - — — —
B EEEEEE R E E E E EEEEEEY.
2 4 & &8 W 7 v W W XD 2 N XN DR MNE®L
Cycle

Cycle

Figura 20. Curvas de amplificacion para el gen hsp70 a partir de la extraccion de RNA
total de fragmentos del coral P. verrucosa sometidos a estrés térmico experimental. A y
B representan dos evaluaciones del tratamiento a 28°C con sus tres réplicas (acuarios 5,
6y 7); Cy D representan las mismas evaluaciones a 31°C con sus tres réplicas (acuarios
8, 9 y 10); E es el control sin cDNA y F el control de no retro-transcripcion. Cada
muestra esta representada por duplicado.



71

Por otra parte, cuando las muestras fuero corridas en una electroforesis en gel, se
observo con claridad la presencia del gen hsp70 (Fig. 19), con lo cual se demuestra la
expresion del gen en la muestra. Wan-Heng et al. (2001) encontraron que la presencia de
pigmentos en los tejidos produce una baja calidad del RNA pero ademas, interfiere con
la deteccion de la fluorescencia; por lo tanto, aunque el gen hsp70 esté expresado en la
muestra, la deteccion por PCR en tiempo real pudo haberse visto afectada por la baja
calidad del RNA obtenido asi como presencia de los pigmentos fotosintéticos del
Symbiodinium, que en el presente trabajo no fueron cuantificados.

Estudios previos en invertebrados marinos, han demostrado que el estrés térmico
provoca un incremento en los niveles de hsp70 (Osovitz y Hofmann 2005; Place et al.,
2008; O’Donnell et al., 2009). Y, dado que valores menores de Ct indican mayores
niveles de expresion de la hsp70, se esperaria que las muestras provenientes de
organismos sometidos a 31 °C (Fig. 20C y D), presentaran en su curva de amplificacion
un Ct menor que los organismos que se mantuvieron a 28 °C (Fig. 20A y B). Sin
embargo, esto no pudo ser corroborado en el presente estudio.

En el grafico representativo del blanco (sin templete) no se observo
amplificacion (Fig. 20E), por lo que se descarta que los resultados obtenidos hayan
estado afectados por la contaminacién de algin reactivo. En el caso del control de no
retro-transcripcion, se observd amplificacion solamente en una muestra correspondiente
a la evaluacion de las 198 horas en el acuario 5, lo cual indica que existi6 presencia de
DNA en el RNA total de esa muestra (Fig. 20F). En este caso, se requiere volver a tratar

con DNAasa el RNA total de la muestra que amplificéd y, de nuevo hacer la retro-
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transcripcion (RT) para obtener nuevamente cDNA pero sin presencia de DNA
genomico.

Ademas, en algunos casos, se observo una alta variacion en los valores de Ct
entre réplicas correspondientes a una misma muestra (Fig. 20A-C). El PCR en tiempo
real es un método muy sensible, y los resultados obtenidos pueden haber sido afectados
por diversos factores como son la baja calidad del RNA y la presencia de pigmentos
(Fleige y Pfaffl, 2006; Wan-Heng et al., 2001), asi como variaciones minimas, como una
falla en la homogeneizacion de la mezcla, o inclusive, que ésta se haya encontrado fondo
del tubo. Por lo tanto, es muy importante extremar precauciones durante la preparacion y
carga de las muestras al termociclador, con el fin de evitar que los cambios en Ct sean
producto de error humano.

En sintesis, los resultados de esta parte requieren ser corroborados nuevamente.
Para esto se sugiere primeramente, evaluaciones en periodos de tiempo mas cortos, y
ademads un rapido procesamiento de las muestras. Asimismo, seria Util estandarizar mas
de dos genes de referencia que puedan ser utilizados como constitutivos para esta
especie de coral. Esto seria de utilidad para tener la referencia de genes constitutivos y

poder normalizar la expresion del hsp70 y llevar a cabo su cuantificacion relativa.
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CAPITULO 4. LA UTILIZACION DE BIOMARCADORES PARA LA
DETERMINACION DE ‘AREAS SENSIBLES’ AL BLANQUEAMIENTO
EN LAS COMUNIDADES CORALINAS DEL PARQUE NACIONAL
ISLAS MARIETAS
4.1 INTRODUCCION

Actualmente, los eventos de blanqueamiento de corales se han vuelto recurrentes
con el calentamiento del planeta (Hoegh-Guldberg et al., 2007). Actualmente se han
planteado varias hipotesis que explican el proceso de blanqueamiento en los corales
(Lesser, 2004); no obstante, existen pocos marcadores que ayuden a predecir la
afectacion sobre los organismos antes y después de los eventos. Debido a la importancia
de estos ecosistemas y al grado de afectacion al que han estado sujetos, se han
implementado programas de manejo a nivel internacional, tales como la Red Global de
Monitoreo de Arrecifes Coralinos (GCRMN por sus siglas en inglés), asi como
programas de manejo a nivel nacional o regional. En el caso de México, la mayor parte
de las areas arrecifales estan administradas por la Comision Nacional de Areas Marinas
Protegidas (CONANP); organo gubernamental que se encarga de protegerlas y
promover un uso sostenible, donde las actividades humanas como la pesca y el turismo
estan incluidos con reglamentaciones especificas. En teoria, el estatus de proteccion de
estas areas, deberia reducir el efecto de estrés que produzcan las actividades humanas,
ayudando a que el ecosistema tenga menos presion y resista mejor el efecto de estrés
provocado por disturbios naturales.

Hasta al momento, los programas de monitoreo en todas las areas protegidas

mexicanas consisten en visitas para observar y evaluar el ecosistema utilizando como
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indicadores la abundancia y cobertura, tanto de los corales como de los organismos
asociados. En algunos casos, se aplican técnicas de mapeo y uso de imagenes por
sensores remotos los cuales son métodos indirectos que evaluan solamente el ecosistema
cuando ya ha sufrido el blanqueamiento y cuando esta en proceso de recuperacion
(Alquezar y Boyd, 2007). Sin embargo, hasta el momento no se ha utilizado ningin
método de diagnosis o marcadores pro-activos que evaluen continuamente el estado

general del ecosistema in Situ o bien una respuesta temprana al blanqueamiento.

4.2 TEMPERATURA COMO FACTOR DETERMINANTE DE LAS ACTIVIDADES
FISIOLOGICAS

En la actualidad, se reconoce que la temperatura es uno de los factores mas
importantes que determinan actividades como el asentamiento, crecimiento y
reproduccion de los corales (Coles y Brown, 2003; Stanley, 2003). El efecto de estrés
que puede provocar condiciones sub-Optimas de temperatura es especifico para cada
especie y depende de su localizacion, ya que se pueden desarrollar limites de tolerancia
especificos a nivel local (Glynn, 1996; Brown et al., 2002; D’Croz y Mate, 2004).

El grado de afectacion que tenga el estresor sobre el coral depende de la intensidad
y el tiempo de exposicion (Mayfield y Gates, 2007) y como resultado, el organismo
generara diferentes tipos de respuesta como: 1) Resistencia al estresor, que es la
capacidad del organismo de soportar disturbios sin presentar pérdidas funcionales o
estructurales; 2) aclimatacion, donde los corales desarrollan la capacidad de resistir
periodos de estrés sin llegar al blanqueamiento y; 3) la adaptacién, que ocurre cuando el

organismo desarrolla una modificacion genética que le ayude a sobrellevar el efecto del
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estrés (Coles y Brown, 1993; Done, 1999 Brown et al. 2002; D’Croz y Mate, 2004;
Kemp et al. 2006; Visram y Douglas, 2003). Por otra parte, a nivel de ecosistema, la
resiliencia, que estd definida como capacidad de recuperacion de un disturbio,
determinara la supervivencia y desarrollo futuro del coral en el area (Fitt et al., 2001;
Douglas, 2003). Las condiciones ambientales que favorecen la resiliencia de una
comunidad son diferentes a las que favorecen la resistencia (West y Salm, 2003).
Cualquiera de estos dos procesos, conllevan un esfuerzo extra con un alto costo
energético, por lo que durante el tiempo que el organismo se encuentre estresado, se
inhibiran otros procesos fisioldgicos no esenciales como el crecimiento y la
reproduccion (Szmant y Gassman, 1990; Ward, 1995; Coles y Brown, 2003; West,
2003; Baird, 2008).

Como se ha mencionado en capitulos anteriores, el incremento de temperatura como
factor de estrés, ha sido frecuentemente reportada por sus efectos, de induccion al
blanqueamiento como respuesta de defensa ante el estrés oxidativo (Downs et al., 2002;
Smith et al., 2005; Weiss, 2008). Por otro lado, cuando la temperatura en vez de
aumentar disminuye drasticamente, los blanqueamientos seran efecto de la reduccion o
atrofia del sistema fotosintético del simbionte (Saxby et al., 2003; Hoegh-Guldberg et
al., 2005). En ambos casos, el blanqueamiento conllevara a una deficiencia en la
cantidad de carbono fijado (nutrientes) que es actividad metabolica diaria del hospedero

(Davies, 1984; Douglas, 2003; Baird, 2008).
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4.3 INCORPORACION DE BIOMARCADORES PARA EL DIAGNOSTICO DE
ESTRES

Como se menciond anteriormente, previo al blanqueamiento ocurren alteraciones
metabolicas en el organismo. Estas pueden ser ‘cuantificadas’ utilizando marcadores
celulares, como la CuZnSOD (ver Capitulo 3) o marcadores fisiologicos utilizando la
cuantificacion de lipidos y la densidad de simbiontes (ver Capitulos 1y 2).

Los biomarcadores o respuestas fisiologicas, ademas de ser utilizados como
indicadores de estrés ‘natural’, también han sido previamente utilizados para evaluar la
influencia de la actividad humana, principalmente por el aporte de desechos y
contaminantes en las zonas costeras, donde se desarrollan comunidades coralinas
(Downs et al., 2005; Fauth et al., 2006). Con ¢l fin de comprender la respuesta al estrés
térmico en las comunidades coralinas, actualmente se estd introduciendo el uso de
biomarcadores para evaluar el nivel de estrés de los organismos.

Con esta informacion, ademas de conocer el estado de salud de las colonias antes y
después del blanqueamiento, se pueden generar predicciones de las posibles repuestas
que tendran estas comunidades y sus consecuencias ante futuros eventos ENSO y al

cambio climético global.

4.4 PRIMERAS APROXIMACIONES UTILIZANDO Pocillopora verrucosa PARA LA
DETECCION DE AREAS ‘MAS SENSIBLES' AL BLANQUEAMIENTO EN EL
PACiFICO MEXICANO

Las comunidades arrecifales del Pacifico Mexicano son considerados como
arrecifes de barrera (Carriquiry et al., 2001) donde el género Pocillopora es la especie

mas abundante; mientras que otros géneros como Pavona y Porites ocurren en menor
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densidad y se distribuyen principalmente en areas mdas profundas (Glynn y Leyte-
Morales, 1997; Carriquiry y Reyes-Bonilla 1997). Hasta el momento, las comunidades
del Pacifico Mexicano han sido caracterizadas con diversos estudios que describen la
estructura, composicion y abundancia tanto de los corales como de las especias
asociadas a ellos, y se llevan a cabo los registros de eventos de blanqueamiento
regionales causados principalmente por eventos ENSO (Carriquiry et al., 2001; Reyes-
Bonilla, 2001). Como resultado, en algunas de las comunidades se han hecho reportes
especiales que ayudan a la identificacion de sitios prioritarios para la conservacion
(Lopez-Pérez y Lopez-Garcia, 2008), que les dan un estatus especial de proteccion.

La zona costera del Pacifico Mexicano esta compuesta por varias comunidades
coralinas, una de las mas importante esta localizada dentro del PNIM (CONANP, 2008).
La comunidad coralina dentro de esta region esta compuesta principalmente por especies
del género Pocillopora (Carriquiry y Reyes-Bonilla 1997; Cupul-Magaia et al., 2000).
Debido a que este género estd ampliamente distribuido en la mayoria de las
comunidades coralinas mexicanas (Carriquiry y Reyes-Bonilla, 1997; Glynn y Leyte-
Morales, 1997; Cupul-Magafia et al., 2000; Reyes-Bonilla, 2003; Lopez-Pérez y
Hernandez-Ballesteros, 2004; Reyes-Bonilla et al., 2005) se han elaborado diversos
estudios que registran al género Pocillopora como el mas sensible a eventos de
blanqueamiento, pero también como el de mayor indice de recuperacion (Carriquiry et
al., 2001; Reyes-Bonilla et al., 2002) lo cual puede ser un indicador de éste género es
altamente resiliente.

Recientemente un evento de blanqueamiento por frio afecté los corales del

PNIM, donde el género Pocillopora fue nuevamente el mas impactado, sin embargo
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también hubo registros de afectacion en los géneros Porites y Pavona (Cupul-Magana y
Calderon-Aguilera, 2008). Este no ha sido un evento totalmente aislado, ya que un
blanqueamiento similar fue previamente documentado por LeJennuese et al. (2007) al
sur de Baja California. Desafortunadamente, no se tomaron registros a microescala del
nivel de afectacion que tuvo el blanqueamiento. Debido a esto, se han hecho diferentes
estudios en la region evaluando la respuesta de la especie Pocillopora verrucosa ante
eventos de estrés por temperatura a diferentes escalas temporales y espaciales. Los
resultados mostraron diferentes respuestas de un biomarcador ante el mismo estresor (ej.
incremento en la temperatura del agua), que dependien de la magnitud del cambio de
temperatura. Por ejemplo, cambios diarios por influencia de ondas internas en la region
(Filonov et al., 1996), provocan una respuesta de incremento en la actividad metabdlica
en cuestion de horas, lo cual se refleja en un aumento en la cantidad de lipidos totales
como respuesta de mitigacion de dafios celulares (Capitulo 1 del presente trabajo y
Rodriguez-Troncoso et al., 2010). Esta respuesta es diferente a lo encontrando ante los
eventos de estrés térmico por fluctuaciones anuales en la temperatura, donde resultados
obtenidos en el presente estudio han documentado que un incremento de temperatura
produce una baja en la cantidad de lipidos (Capitulo 2).

Ademas, los cambios anuales en la temperatura pueden tener un efecto
diferencial dentro de la misma area (Capitulo 2), donde un grupo de colonias (zona sur)
presentaron cambios en su densidad de simbiontes y contenido de lipidos a lo largo del
aflo, sin importar la profundidad a la que estan distribuidos. Sin embargo, zonas
adyacentes (situadas al norte de este sitio), separadas por 50 m aproximadamente,

mostraron variaciones asociadas a la profundidad; ademas, las colonias contenian en
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promedio 40% menos lipidos comparados con colonias de la zona sur. Este
comportamiento puede ser consecuencia de que estas colonias fueron afectadas por un
evento de estrés por frio, resultando las del area norte las mas afectadas (Cupul-Magafia
y Calderon-Aguilera, 2008). Con estos resultados, se podria inferir que el area norte es
mas ‘sensible’ y posee menos resistencia a eventos de estrés y ademas no tiene la misma
capacidad de recuperacion comparada con la zona sur. Como resultado, se podria sugerir
el colocar en un status de mayor proteccion a esta area especifica, para mitigar el efecto
de otros factores de estrés externos como las actividades humanas. Con esto se
permitiria la recuperacion de las colonias coralinas antes de que sean nuevamente
afectadas por los eventos de estrés térmico que periddicamente ocurren en la zona.
Existe también la posibilidad de utilizar otros marcadores a nivel celular. Dentro
de los estudios realizados en esta region se ha desmostrado el incremento en la actividad
de la CuZnSOD en el hospedero debido al estrés, por efecto del aumento de temperatura
(Capitulo 3). Con estos indicadores, es posible llevar a cabo seguimientos en la
condicién de salud de los corales, tomando en cuenta los niveles normales de cada uno
de ellos y comparandolos con los obtenidos antes, durante y después de eventos de
blanqueamiento. Esto permitiria tener una evaluacion continua de su estado de salud y

ademas, conocer el tiempo de recuperacion ante futuros blanqueamientos.

4.5 APLICACION DE LOS RESULTADOS COMO HERRAMIENTA DE MANEJO
DENTRO DEL PNIM

El establecimiento de areas marinas protegidas genera una serie de acciones y

delimitaciones de espacios regulados que ayudan a proteger el ambiente. Sin embargo,
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los poligonos que se establecen en la mayoria de los casos ignoran los flujos de energia
tales como habitats ligados, intercambio larval, organismos migratorios o cambios en
condiciones oceanograficas que interaccionan directamente con el area protegida (Salm,
1984; Ortiz-Lozano et al., 2007). Estudios en esta region demuestran que el problema
de proteccion debe de ser abordado de manera simultanea, a nivel de micro y de macro
escala, asi como incluir la respuesta diferencial que puede presentarse en funcion de la
época de muestreo. Esto permitiria integrar un diagnostico independiente y de forma
complementaria a los censos de cobertura, diversidad y blanqueamiento usualmente
utilizados. De esta manera, se agregaria una herramienta mas a las utilizadas tipicamente
en el manejo, y permitiria conocer el estado de salud de los corales de la region, asi
como su capacidad de respuesta ante los diferentes estresores a los que pueden ser
sujetos.

Los resultados por las aproximaciones in Situ y experimentales en el presente
estudio, muestran informaciéon que pueden describir algunas caracteristicas de la
comunidad coralina de las Islas Marietas.

v La comunidad coralina presente en el PNIM se encuentra sometida

periddicamente a eventos de estrés de corta persistencia, posiblemente debido a

las ondas internas, y durante éste periodo las colonias pueden estar mas sensibles

a los disturbios generados por la actividad antropogénica

v" Dentro de la misma area existen diferencias a micro escala, que promueven

respuestas diferenciales de una misma especie a lo largo de la zona. Esta
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aclimatacion puede, en un futuro, determinar cambios en la abundancia y

distribucion de la especie en la region.

v' Debido a que el area norte presentd menor resistencia ante las anomalias
térmicas, también serd menos resiliente en relacidon a la zona sur durante el

periodo de recuperacion de los eventos de blanqueamiento

Cabe mencionar que los resultados obtenidos para el PNIM solo pueden ser
utilizados para el manejo de esta drea, ya que una misma especie puede desarrollar
diferentes respuestas al estrés dependiendo de su localizacion. Esto ha sido demostrado
en otros estudios, con organismos como el erizo morado Strongylocentrotus prupuratus
(Osovitz y Hofmann, 2005). Por lo tanto, debe considerar que cada comunidad coralina
a lo largo del Pacifico Mexicano, difiere no solamente en abundancia y composicion de
sus organismos (Reyes-Bonilla, 2003), sino en su periodo de actividad reproductiva
(Rodriguez-Troncoso, 2006; Chavez-Romo y Reyes Bonilla, 2008; Carpizo-Ituarte, et
al., 2010) y en algunos casos su morfologia (Veron y Pichon, 1976). Estos cambios en el
comportamiento fisioldgico son el reflejo de los diferentes sustratos y condiciones
oceanograficas que promueven un medio ambiente diferente. Por lo que resulta
importante estandarizar estos biomarcadores para las diferentes regiones del Pacifico
Mexicano y con esto generar un registro del estado de salud de las comunidades
coralinas a nivel local y regional, que pueda ser utilizado en forma equivalente.

En conclusion, seria importante el integrar los biomarcadores como una herramienta
de uso regular para el manejo de estos ecosistemas, ya que puede ayudar a predecir las

afectaciones que tendran eventos que se presenten con cierta periodicidad como son los
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eventos ENSO y el calentamiento global a largo plazo. Asimismo, es importante
identificar las areas que presenten mayor sensibilidad a eventos de estrés y que por lo
tanto, necesiten de un estatus especial de proteccion o de estrategias de manejo
diferenciales que ayuden al mejor manejo y conservacion de las comunidades coralinas

del Pacifico Mexicano.
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CONCLUSIONES

Los datos generados en el presente estudio, nos permiten en su conjunto,
entender a diferentes niveles (celular y fisioldgico) la resistencia y diferencias en
aclimatacion regional que presenta la especie P. verrucosa en respuesta a la frecuencia e
intensidad que tengan los cambios de temperatura en la region del Pacifico Central
Mexicano.

Estos resultados, representan una primera medicion del efecto que pueden causar
las oscilaciones térmicas abruptas a las que se encuentran expuestas las colonias de P.
verrucosa en la Isla Redonda. A diferencia de otros estudios, este es el primero que
registra una respuesta de incremento en la cantidad de lipidos por efecto del choque
térmico, la cual es una respuesta interna fisioloégica de ‘mitigacion de dafos’ y es lo que
le permite al organismo ‘tolerar’ y mantener sus actividades metabdlicas normales
cuando se presentan los eventos locales de ondas internas.

La evaluacion in situ permitié conocer la respuesta diferencial de las colonias
ante las fluctuaciones anuales en la temperatura del mar, en funcioén de su distribucion a
nivel de micro escala dentro de la misma area. Se encontr6 que la zona norte tiene menor
resistencia ante eventos de blanqueamiento, ya que durante los periodos de estrés pierde
una mayor cantidad de reservas energéticas, lo que incrementa su vulnerabilidad ante las
fluctuaciones naturales de la temperatura en la region.

A diferencia de la respuesta al estrés por incremento abrupto de la temperatura,
cuando el organismo sufre de estrés por aumento gradual de la temperatura como puede

ser durante eventos ENSO, el hospedero utiliza los lipidos almacenados en su tejido
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como fuente energética para mantenerse durante el periodo de estrés y de manera
simultanea liberan simbiontes, lo cual dispara el inicio del blanqueamiento.

La liberacion de simbiontes por aumento en la temperatura, es resultado del
estrés oxidativo que sufre el hospedero. Debido a esto, en el hospedero aumentan los
niveles de CuZnSOD, con el fin de mitigar los danos que causan el exceso de ROS
producidas por el simbionte.

A pesar de no haber evaluado los niveles de expresion de la hsp70 por efecto del
estrés térmico, se obtuvo una amplia experiencia en laboratorio, y se enfatiza la
importancia de generar un protocolo estandarizado, desde extraccion de RNA hasta
genes de referencia, adecuado para el organismo estudiado; las consideraciones y
resultados obtenidos en el presente estudio seran utilizados para las aproximaciones
futuras.

El uso de marcadores fisiologicos y moleculares como herramientas de
monitoreo nos permite conocer el estado general de la comunidades coralinas de la
region, Esto también lleva a la posibilidad de llevar un seguimiento de las afectaciones
que tendran eventos de incrementos anémalos en la temperatura ante eventos como el
ENSO y, en un futuro, el efecto del cambio climatico y acidificacion del océano.

Debido a que cada especie esta aclimatada a las condiciones regionales, seria
importante elaborar estos estudios a nivel local en las diferentes areas de distribucion de
comunidades coralinas a lo largo del Pacifico Mexicano, y conjuntar estos datos para
generar un monitoreo continuo de las comunidades arrecifales que componen a toda la

region.
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RECOMENDACIONES

Cada uno de los marcadores utilizados en el presente estudio nos dio una
aproximacion del efecto del estrés a diferentes niveles, por lo que el contar con una
mayor cantidad de biomarcadores nos permitira entender mejor las respuestas
observadas. A continuacion se mencionan algunas de los aspectos que serian
importantes considerar para continuar el estudio.

Los cambios en la cantidad de los lipidos totales permiten evaluar si el organismo
estd haciendo uso de este recurso energético. Sin embargo, seria importante separar las
clases de lipidos para asi saber, dependiendo del tipo de estresor, si estd haciendo uso de
lipidos de almacenaje (triglicéridos), estructurales (fosfolipidos) o de sefalizacion
celular (esfingolipidos) y asi tener un mayor detalle sobre el efecto del estrés sobre el
organismo.

Asimismo, de manera complementaria se podrian medir otras moléculas esenciales
como son los carbohidratos. Por ejemplo, al cuantificar la celulosa nos permitiria
conocer el nivel de dafio a la pared celular de los simbiontes y por otro lado la
evaluacion del glucégeno nos dara aproximaciones sobre el uso de energia por parte de
ambos organismos.

Para diferenciar algunas respuestas de estrés, en el presente estudio se utiliz6 la
CuZnSOD para cuantificar el efecto del estrés térmico solamente sobre el hospedero, sin
embargo, seria importante hacer la misma aproximacion teniendo la respuesta de ambos
organismos cuantificando la FeSOD ya que se encuentra solamente en el simbionte.
Asimismo, la hsp70 a pesar de ser altamente conservada tiene sitios con secuencias

diferentes entre hospedero y simbionte como son la hspChl que es especifica del alga
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nos permitiria saber de manera individual el efecto del estrés sobre el hospedero y el
simbionte.

La aclimatacion diferencial de la especie en diferentes regiones puede estar dada por
diferencias en el clado del simbionte asociado, por lo que seria importante llevar a cabo
la identificacion de clados y compararlas dentro y entre diferentes areas. Los datos
obtenidos podrian explicar parcialmente las diferencias en la capacidad de resistencia
que tiene la especie de manera local.

Tomando en cuenta que las anomalias térmicas en los ultimos afios no son solamente
de aumentos, sino también se han registrado disminuciones drasticas en la temperatura,
es importante hacer este tipo de aproximaciones experimentales con un intervalo amplio
de temperatura, que permita generar aproximaciones sobre la susceptibilidad al
blanqueamiento (resistencia) de los corales, asi como su capacidad de recuperacion

(resiliencia) ante eventos futuros de anomalias térmicas.
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ANEXO |. PROTOCOLOS DE LABORATORIO

1. PREPARACION DE RNA-LATER
(Rodriguez-Troncoso A. P y R. Pedrin-Caballero, 2009)

Introduccion. Receta para preparacion de 1 litro de solucion de RNA-later. Esta
solucion sirve para preservar la integridad del RNA en los tejidos.

Reactivos necesarios

EDTA disodio dihidratado 0.5 M pH 8.0
18.61g EDTA disodio dihidratado
100 ml Agua destilada

Sodium citrate Trisodium (dihidratado) 1M
29.4 ¢ SCT
100 ml de agua destilada

Sulfato de Amonio 700 g

Agua Destilada 935 ml

DEPC 1 ml

Procedimiento
1. Vaciar en 935 ml de agua destilada los 700 g de sulfato de amonio. Tenerlo en

agitacion constante y con calor (temperatura baja) hasta que se disuelva.
2. Agregar 40 ml de EDTA 0.5 M y 25 ml de Citrato de sodio.

3. Mezclar durante algunos minutos a temperatura baja.

4. Dejar enfriar y ajustar el pH a 5.2 con H,SO4 1M

5. Transferir a una botella con tapa

6. Agregar 1 ml de DEPC, agitar y dejar en reposo durante 18 horas

7. Esterilizar

8. Dejar enfriar y almacenar a temperatura ambiente.

Notas:
e Después de esterilizar, NO debes observar ningun tipo de precipitado, de ser asi,
la solucién no es estable y no puede ser utilizada.
e Se recomienda que antes de su uso, se haga una prueba fijando cualquier tejido, y
haciendo una extraccion a los tres o cuatro dias después de haberse almacenado,
con el fin de evaluar la calidad de la solucion.
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2. EXTRACCION DE LIPIDOS TOTALES DE TEJIDO DE CORAL
(Modificado de Folch et al., 1957 por Rodriguez-Troncoso, 2009)

Introduccion. Protocolo disefiado para extraccion de lipidos totales de fragmentos de
coral fijados en formalina al 10% a temperatura ambiente.

Procedimiento:
1. Descalcificar con solucion de acido acético al 10%

- El tejido tarda de 2-4 horas en descalcificar, debe de monitorearse continuamente
para que no se lastime el tejido.
2. Enjuagar tejido con agua destilada
- Se dividira en la cantidad de extracciones que se hagan
- Para la extraccion dividiendo coral/simbionte se utilizan dos trozos para 1
registro
3. Etiquetar y pesar un tubo plastico de 2.0 ml por cada muestra a elaborar (peso tubo
limpio)
4. Colocar el tejido en el tubo y pesarlo (peso tubo ¢/ tej himedo)
5. Si se separaran coral de simbionte:
- Pesar y etiquetar dos tubos
- Colocar en uno el tejido completo
- Afiadir al tubo 1.0 ml de agua de mar filtrada
- Homogeneizar por 30 seg a 1,000 rpm
- Centrifugar por 3 min a 5,000 rpm a temperatura ambiente
- Pasar el sobrenadante al otro tubo limpio
- Pesar los tubos (peso tubo c/tej himedo)
6. Dejar secar el tejido en la estufa a 60 °C durante 18 horas
7. Pesar el tubo (peso tubo c/tej seco)
8. Agregar 1 ml cloroformo: metanol (2:1)
9. Dejar durante 2-3 horas
10. Macerar la muestra
11. Agregar 333 pl de KCl1 0.8% y agitar en vortex
12. Descartar fase superior
13. Lavar dos veces agregando 500 pl de metanol : agua (1:1)
14. Descartar fase superior
15. Filtrar y pasar a un tubo limpio previamente pesado y etiquetado
- El filtro a utilizar puede ser filtro para café
16. Evaporar el sobrenadante a 50°C (el tiempo varia dependiendo del método de
evaporacion)
17. Secar por 12 horas a 60°C en estufa.
18. Pesar el tubo (peso tubo lipidos)
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*Las cantidades de reactivo pueden cambiar de acuerdo a la cantidad de tejido y esto se

pueden consultar en el protocolo original
*El protocolo se lleva a cabo a temperatura ambiente en campana de extraccion
Para poder calcular la cantidad de lipidos totales / peso seco se debe contar con los

siguientes datos:

Muestra | Tubo | c/tej c/tej | Peso |Peso |Peso |Peso
limpio | hum |seco | tej tubo tubo lipidos
seco | limpio | lipidos

g lipidos
totales / g peso
seco
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3. EXTRACCION DE RNA
(Modificado de Mayfield et al., 2009 por Rodriguez-Troncoso, 2010)

Introduccion. Protocolo disefiado para extraccion de RNA de un fragmento de coral de
aproximadamente 0.5cm’ (dependiendo si es un coral masivo o ramificado pueden
cambiar las dimensiones).

Procedimiento:
1. Adicionar a la muestra (maximo 500 mg de tejido) 500 pl de Trizol® + 5 pl de RNA
del gen exdgeno (en este caso, se utilizo el gen somatolactina [SL] con una
concentracion de 5 pg/ pl)
2. Macerar en mortero. Al finalizar de moler, adicionar los otros 500 pl de Trizol®
3. Recuperar el macerado con el trizol y colocarlo en un tubo limpio. Incubar 5 min a
temperatura ambiente
4. Anadir 200 pl de cloroformo y agitar. Incubar por tres minutos a temperatura
ambiente
5. Centrifugar por 15 min a 12,000 rpm a 4°C
6. Recuperar la fase acuosa y pasarla a un tubo limpio
8. Agregar 250 pl de isopropanol + 250 pl de solucion precipitadora (0.8 M citrato de
sodio, 1.2M NaCl)
9. Reposar por 10 minutos
10. Centrifugar 10 min a 12,000 rpm a 4°C
11. Eliminar sobrenadante
12. Anadir 1 ml de etanol 75%
13. Centrifugar por 5 min a 7,500 rpm a 4°C
14. Eliminar el etanol restante
15. Dejar secar por 15 minutos a temperatura ambiente
16. Resuspender en agua tratada en DEPC (aprox. 40 pl pero puede cambiar)
- Se calienta el agua a 60°C por 15 minutos antes de su uso para que se diluya
mejor el pellet
17. Cuantificar
18. Analizar en gel de agarosa
19. Almacenar a -80°C
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4. OBTENCION DE GEN EXOGENO (SI-SOMATOLACTINA)
(Modificado de Mayfield et al., 2009 por Rodriguez-Troncoso, 2010)

Introduccion. Protocolo disefiado para la obtencion y purificacion del RNA mensajero
del gen exdgeno somatolactina aislado de Tilapia sp. Para el presente protocolo se tiene
previamente el gen de interés aislado y la secuencia descrita.

Procedimiento.

1.

4,

Digestion del Plasmido (SPE1 Promega R6591)

- El gen fue previamente clonado en el vector pPGEM-T® (Promega)

- La digestion se hizo de acuerdo al protocolo descrito por el proveedor

- El producto final de DNA se analiz6 en un gel de agarosa al 3% y se almacen6
en tubos de 1.6 ul a una temperatura de -20 °C

Transcripcion con Promoter T7® (Bioline BIO-21072)

- Debido a que se tiene el fragmento de ADN y para el PCR es necesario tener el
mensajero del RNA se hace una transcripcion.

- Para la eleccion del kit a utilizar se debe rectificar el promotor que tiene el vector
en el que fue clonada la secuencia

Tratamiendo con DNAasa (Ambion AM2222)

- Se elabor6 de acuerdo al protocolo del proveedor
Purificacion del producto

Al producto tratado con DNAasa se le agrega:

*

2 ul de Pellet Paint® (Novagen 70748-3)
4 ul de Acetato de Sodio 3M pH 5.2
1 ml de Isopropanol
- Incubar 10 minutos a temperatura ambiente
- Centrifugar 12,000 x g por 10 minutos 4 °C
- Lavar dos veces con 500 pl de etanol 75%
Diluir en 20 pl de agua inyectable
AdlClon de Poly (A) (Ambion AM1350)
- Lareaccion se hizo de acuerdo al protocolo del proveedor para 20 pl de producto
con un volumen final de 97 pl
- Anadir 3 pl de E-Pap (Ambion)
- Incubar a 37 °C x 1 hora
- Incubar en hielo x 10 minutos
Purificacion final del producto con RNAaqueous® (Ambion AM1912)

- La purificacién se hizo de acuerdo al protocolo del proveedor
- El pellet lavado se resuspendi6 en 40 pul de elute solution (parte del kit)
Cuantificacion del producto en el Nanodrop®

Separacion de alicuotas del producto para tener una concentracion de Spg/ ul
Almacenamiento a -80 °C hasta ser utilizado
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5. EXTRACCION DE SUPEROXIDO DISMUTASA (SOD)
(Utilizando kit de extraccion de Byoxytech® SOD-525)

Introduccion. Protocolo diseminado para la extraccion de la proteina CuZnSOD
utilizando el kit Byoxytech® SOD-525 (Oxis Research) a partir de fragmentos de un
fragmento de coral hermatipico de aproximadamente 1 cm®.

Procedimiento
1. Eliminar el exceso de RNAlater con agua DEPC
2. Fragmentar la muestra con cincel y martillo a fin de obtener un fragmento de 1cm®
aprox.
Colocar en mortero y afiadir 2 ml de NaCl 0.9% y macerar hasta homogeneizar
Recuperar todo el sobrenadante evitando tomar el carbonato en tubos de 2.0 ml
Alicuotar 250 pl en un tubo limpio
Anadir 400 pl de etanol/cloroformo (62.7 ml/37.5 ml)
Dar vortex por 30 seg
Centrifugar 3,000 g x 5 min a 4 °C
. Tomar el sobrenadante y llevarlo a un tubo limpio
10. Almacenar a -20 °C hasta que se hagan las mediciones con el kit
11. Las mediciones se hicieron de acuerdo al protocolo del proveedor.
- Se midieron 4 blancos cada vez que se hicieron mediciones
- Es recomendable por cada muestra hacer un minimo de dos reacciones

00N AW

*. Para obtener las U/ml de acuerdo al protocolo se aplica la siguiente ecuacion:
U/ml= 0.93 x [(Vs/Vc)-1] /1.073 - [0.073x(Vc/Vs)]

Donde:

Vs=lectura de muestra (n=2)

Vc= lectura de blanco (n=4)
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Tabla 4. Cuantificacion del RNA total a partir de fragmentos de P. verrucosa sometidos

a estrés térmico experimental (previamente descrito en el capitulo 2) durante 198 horas

Acuario

o ?ﬁfg%? Muestra®  [ng/ul]  260/280  260/230 [RT 500ng]®
5 0 1 624.45  1.82 0.58 0.80
5 0 2 54673  1.83 0.54 0.91
5 6 1 129 1.9 0.51 3.8
5 6 2 53639  1.82 0.83 3.8
5 18 1 457.68  1.85 0.79 1.09
5 18 2 138.87  1.83 0.66 3.60
5 24 1 22683 188 0.53 3.8
5 24 2 276.1 1.65 0.98 3.8
5 48 1 198.7 1.92 0.56 2.52
5 48 2 11065  1.83 0.52 452
5 72 1 44521 1.75 0.86 3.8
5 72 2 243.6 1.68 0.58 3.8
5 96 1 18635  1.77 0.44 2.68
5 96 2 17448 177 0.32 2.87
5 120 1 325.7 1.72 0.84 3.8
5 120 2 1379.02  1.63 0.56 3.8
5 166 1 17421 1.78 0.57 2.87
5 166 2 21508 187 0.7 232
5 198 1 353.48 1.7 0.63 3.8
5 198 2 150493 1.64 0.99 3.8
6 0 1 18112 1.84 0.68 2.76
6 0 2 19853 1.87 0.47 252
6 6 1 24694 175 0.56 3.8
6 6 2 802.9 1.66 0.75 3.8
6 18 1 307.36 1.7 0.69 1.63
6 18 2 54888  1.61 0.61 0.91
6 24 1 23726 184 1.44 3.8
6 24 2 43645 176 0.92 3.8




104

Tabla 5. Continuacion...

Acuario E‘;g%? Muestra®  [ng/ul]  260/280  260/230 [RT 500ng]®
6 43 I 8463 1.76 0.58 591
6 43 2 19846  1.68 0.68 2.52
6 7 I 35927 182 0.59 3.28
6 7 2 27589 1.74 0.69 3.28
6 9% I 27275 173 0.62 1.83
6 9% 2 3142 171 0.77 151
6 120 I 63633 1.77 0.53 3.28
6 120 2 5329 177 0.82 3.28
6 166 I 4129 178 0.97 121
6 166 2 15959 183 0.53 3.13
6 198 i 44063 1.64 0.55 3.28
6 198 2 52348 138 1.24 3.28
7 I 20145 185 0.55 2.48
7 2 36593 1.96 0.39 137
7 I 23141 1.63 11 2.16
7 2 15267 187 0.77 3.28
7 18 i 26167 165 0.92 1.91
7 18 2 19223 1.92 0.7 2.60
7 2 i 23224 175 0.53 3.28
7 2 2 65999  1.79 0.67 3.28
7 43 I 23005 175 1.51 2.17
7 48 2 19858 1.8 0.88 2.52
7 7 i 33793 187 0.71 3.28
7 7 2 16299 183 0.81 328
7 9% I 12595 186 0.67 3.97
7 9 2 38358 1.98 0.29 1.30
7 120 I 248957 172 0.66 328
7 120 2 229618 161 1.05 3.28
7 166 I 2598 195 0.9 1.92
7 166 2 12258 1.89 0.57 4.08
7 198 I 12302 185 1.35 3.28
7 198 2 20732 181 1.01 328
8 0 I 1933 1.74 0.52 2.59
8 0 2 25369 17 0.58 1.97
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Acuario Eﬁig%? Muestra®  [ng/ul]  260/280  260/230 [RT 500ng]®
8 6 1 318.34 1.72 0.95 1.57
8 6 2 246.56 1.71 0.68 2.03
8 18 1 104647  1.57 0.66 0.48
8 18 2 842.28 1.65 0.57 0.59
8 24 1 328.45 1.88 0.78 1.52
8 24 2 588.97 1.68 0.69 0.85
8 48 1 514.26 1.67 0.53 0.97
8 48 2 187.51 1.85 0.56 2.67
8 72 1 132.28 1.69 0.68 3.78
8 72 2 85.83 1.66 0.74 5.83
8 96 1 332.39 1.71 0.99 1.50
8 96 2 102133 1.62 0.56 0.49
8 120 1 1037.37 1.8 0.66 0.48
8 120 2 212.27 1.72 0.9 2.36
8 166 1 263.36 1.69 0.51 1.90
8 166 2 255.84 1.78 0.57 1.95
8 198 1 228.49 1.72 0.75 2.19
8 198 2 121.34 1.6 0.66 4.12
9 1 216.4 1.77 0.54 231
9 2 576.52 1.73 0.44 0.87
9 1 146.42 1.83 0.58 3.41
9 2 243.84 1.8 0.73 2.05
9 18 1 130.3 1.7 0.72 3.84
9 18 2 180.97 1.66 0.82 2.76
9 24 1 98.57 1.71 0.62 5.07
9 24 2 195.61 1.85 0.86 2.56
9 72 1 604.85 1.71 0.57 0.83
9 72 2 160.72 1.88 0.69 3.11
9 96 1 365.13 1.74 0.61 1.37
9 96 2 362.53 1.83 0.67 1.38
9 120 1 167.01 1.66 0.79 2.99
9 120 2 219.29 1.66 0.55 2.8
9 166 1 466.6 1.89 0.71 1.07
9 166 2 817.55 1.7 0.63 0.61
9 198 1 195.81 1.82 0.42 2.55
9 198 2 93.42 1.69 0.4 5.35




106

Tabla 5. Continuacion...

Acuario Y Horas ® Muestra®  [ng/ul]  260/280  260/230 [RT 500ng]®
10 0 1 671.86 1.67 0.66 0.74
10 0 2 104.08 1.64 0.69 4.80
10 6 1 102.1 1.69 0.56 4.90
10 6 2 333.37 1.81 0.54 1.50
10 18 1 637.05 1.68 0.46 0.78
10 18 2 784.45 1.55 0.66 0.64
10 24 1 1127.84 1.78 0.8 0.44
10 24 2 1003.53 1.76 0.66 0.50
10 48 1 59.58 1.78 0.61 8.39
10 48 2 226.51 1.78 0.72 221
10 72 1 600.07 1.66 0.82 0.83
10 72 2 460.49 1.84 0.13 1.09
10 96 1 142.72 1.64 0.67 3.50
10 96 2 30.43 1.74 0.59 16.43
10 120 1 91.54 1.74 0.66 5.46
10 120 2 104.62 1.53 0.76 478
10 166 1 286.4 1.89 0.8 1.75
10 166 2 311.01 1.82 0.76 1.61
10 198 1 139.96 1.81 0.44 3.57
10 198 2 191.52 1.85 0.75 261

(1) Los acuarios 5 a 7 corresponden a la temperatura experimental de 28°C, los acuarios 8 a 10
corresponden a 31°C

(2) Eltiempo de experimentacion fue de 10 evaluaciones (0 a 198 hrs)

(3) De cada evaluacion se hizo la extraccion de RNA por duplicado

(4) Cantidad de RNA méximo a utilizar (500 ng) durante la retro transcripcion de acuerdo al
protocolo del proveedor para el uso del kit Superscrip III® (Invitrogen)



