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RESUMEN

Actualmente, los arrecifes de coral estan entrando en una era de profundo cambio a nivel
planetario. El cambio global impulsado por el aumento de CO, de origen antropogénico, se
asocia generalmente con el calentamiento global y la variacion ambiental extrema, y en
particular, con el aumento de las temperaturas superficiales del mar y la acidificacion del
océano. Estos factores, estan ocasionando variaciones sin precedentes en las caracteristicas
abioticas en los arrecifes de coral, las cuales se desvian significativamente de las
condiciones ambientales que dominaron la historia evolutiva de las especies
contemporaneas. Por lo tanto, existe la preocupacién de si los organismos arrecifales
poseen la capacidad para hacer frente a los cambios acelerados. Suponiendo que la mayoria
de los escleractinios son incapaces de respuestas rapidas de adaptacion, una alternativa
seria su capacidad para presentar un amplio grado de respuestas de aclimatacion mediante
el ajuste de los procesos fisiologicos (plasticidad fenotipica). En este sentido, la
investigacion detallada de las respuestas fisioldgicas, como las seleccionadas en este
estudio, es un antecedente crucial para predecir y mejorar las oportunidades de los arrecifes
de coral en un futuro rapidamente cambiante. Con este fin, el presente trabajo representa un
primer esfuerzo por establecer una linea base para la investigacion detallada de Ila
plasticidad fenotipica en corales Pocillopora en relacion con la variabilidad ambiental en el
arrecife Carrizales de la costa del Pacifico central mexicano. Los resultados mostraron en
general, que la luz es el principal factor que afecta la respuestas fisioldgica (en sinergia con
los altos nutrientes inorgdnicos), ya que cuenta con una mayor variacion espacio-temporal
dentro del arrecife. Lo anterior, resulta en un una alta plasticidad fotosintética (pigmentos y

densidad de Symbiodiniaceae), entre los dos ambientes con menor y mayor luz (Este y
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Oeste, respectivamente). Ademas, los distintos ambientes de luz provocaron diferencias en
la expresion génica relacionada con el metabolismo celular (relacién de é&c. nucleicos y
proteinas), regulacion del CO, y HCO.- (anhidrasa carbonica) y respuesta al estrés térmico,
luminico y oxidativo (hsp70, GFP y SOD, respectivamente). Por otro lado, la variacion de
temperatura se caracterizd por una disminucion abrupta y de corto tiempo, que afecto la
respuesta al estrés celular (hsp70). En conjunto, la alta plasticidad fisiologica se observéd
principalmente en las morfoespecies P. cf. capitata y P. cf. verrucosa, mientras que la
respuesta al estrés térmico se presentd en P. cf. verrucosa y P. cf. damicornis; sin embargo,
la respuesta de las 3 morfoespecies estuvo claramente asociada al sitio de mayor y menor
luz en el arrecife. No obstante, con rutas de expresion significativamente distintas en las
respuestas al estrés luminico y oxidativo entre P. cf. capitata y P. cf. verrucosa,
respectivamente. Estos resultados, coinciden con la alta plasticidad fisioldgica reportada en
especies Pocillopora, particularmente en P. verrucosa, la cual depende en gran medida de
las capacidades de foto aclimatacion. Finalmente, se plantea la hipotesis de que
P. cf. verrucosa presenta una mayor plasticidad fisioldgica relacionada con la variabilidad
espacial y temporal en el arrecife, como parte de una adaptacion local que le ha permitido
ser la morfoespecie mas abundante en el arrecife Carrizales, y posiblemente en todo el
Pacifico mexicano. Dada la preocupaciéon por el futuro de los arrecifes de coral,
consideramos que el presente estudio puede servir como linea base para el estudio de la
plasticidad fisioldgica y molecular de los corales Pocillopora de México, y con ello se
podran desarrollar estrategias de conservacion para las morfoespecies clave, como

P. cf. verrucosa, en los arrecifes coralinos de la costa mexicana del Pacifico.



PREFACIO

Aunque solo un centenar de especies de corales tropicales y subtropicales forman arrecifes,
estos ecosistemas son fundamentales para la biodiversidad de los océanos, son de gran
importancia para la productividad y proteccion de las regiones costeras, y albergan
principal o exclusivamente a millones de otras especies marinas. Lamentablemente, los
arrecifes de coral y los humanos modernos no tienen la relacion mas afortunada, la mayoria
de las actividades antropogénicas, principalmente industriales (pesca, deforestacion,
desarrollo urbano, quema de combustibles fosiles, uso de pesticidas, herbicidas y
fertilizantes), afectan directa o indirectamente a los arrecifes de coral y, es por esta razon,
que los corales se encuentran entre los organismos mas vulnerables al cambio climatico.

Hoy en dia, la evidencia cientifica lo demuestra claramente: los arrecifes de coral en
todo el mundo estan experimentando cambios importantes en su ecologia y evolucion, tanto
a escala local, como regional y global. Ademas, la evidencia que sefiala al incremento de
dioxido de carbono y temperatura provocado por el ser humano, como las principales
causas, aumenta cada dia. Sin embargo, comprender como los cambios ambientales a
pequefia, mediana y gran escala afectan a las poblaciones de coral en escenarios de
acidificacion del océano y calentamiento global sigue siendo uno de los mayores desafios
para el estudio de la ecologia y el manejo de los arrecifes de coral. Es por eso que la
investigacion cientifica busca continuamente definiciones, interpretaciones, predicciones e
implicaciones del impacto humano en la naturaleza.

Una de las consecuencias que tiene el cambio climatico en los organismos es el

aumento en el despliegue de su plasticidad fisioldgica, la cual se define como la capacidad



(de aclimatacién) del organismo para remodelar su fisiologia y compensar asi los efectos de
la variacion ambiental. Esta capacidad de respuesta es critica para la adaptacion a nivel
poblacional y se desarrolla mediante una compleja y profunda interaccion de los procesos a
nivel molecular, celular y ecosistémico que subyacen a la aclimatacion. Ademas, el alcance
y la duracion de una respuesta particular esta estrictamente regulada por el control
molecular y/o celular de las funciones fisioldgicas. Por lo tanto, una necesidad fundamental
es entender las bases genéticas y fisiologicas de la adaptacion y la aclimatacion al cambio
climatico.

Para lograr esto, se requiere de un desarrollo metodologico que permita caracterizar
los procesos ecoldgicos y fisioldgicos a nivel molecular, celular y sistémico, principalmente
en la naturaleza, no solamente en el laboratorio. Esta tesis representa los esfuerzos de
investigacion que abordan brevemente el tema de la plasticidad fisiologica de los corales
Pocillopora en un arrecife del Pacifico mexicano. El presente trabajo incorpora tres
aspectos principales: 1) la plasticidad fisioldgica en respuesta a la variacion ambiental de
corto plazo, 2) en respuesta a dos microambientes dentro del arrecife y 3) en interaccion
con la plasticidad morfologica de los corales del genero Pocillopora. Para lo anterior, se
utilizaron un total de ocho biomarcadores, cuatro fisioldgicos y cuatro moleculares, los
cuales fueron:

* Densidad de células endosimbiontes por superficie de tejido coralino.

* Concentracion de pigmentos fotosintéticos por superficie de tejido coralino.
* Concentracion de pigmentos fotosintéticos por célula endosimbionte.

* Proporcion de acidos nucleicos: ARN, ADN y proteinas totales.

* Expresion del gen de la proteina de choque térmico de 70 kDa.



* Expresion del gen de la enzima anhidrasa carbénica.
* Expresion del gen de la enzima cobre-zinc superoxido dismutasa.
* Expresion del gen de la cromo proteina similar a proteina verde fluorescente.

Durante el presente estudio quedd claro que, a pesar del gran esfuerzo en
investigacion y discusion cientifica sobre identificacidon, descripcion y manejo de la
biodiversidad coralina en el Pacifico mexicano, aun queda mucho trabajo por hacer para
entender la complejidad de estas comunidades con distribucion limitrofe. Por otro lado, la
investigacion con base en la genética molecular y particularmente perfilada hacia la
gendmica ecoldgica, apenas comienzan a ser evidente. En los siguientes capitulos, se
aborda una perspectiva general sobre el conocimiento que algunas tecnologias gendmicas
puede proporcionar en materia de investigacion del cambio climatico y manejo de los
arrecifes de coral. Ademas, se presenta un enfoque particular de lo que podria estar
sucediendo en una comunidad coralina en el arrecife de Carrizales (Pacifico mexicano), a
nivel molecular, celular y fisiologico de acuerdo con la plasticidad fisiologica de los corales
del género Pocillopora.

El alcance que se espera de esta publicacion es, que el lector advierta como la
gendmica puede proporcionar respuestas revolucionarias dentro de la ecologia marina y
particularmente en comunidades coralinas; esta combinacion abre la puerta a nuevas formas
de aproximar, explorar y entender los aspectos mas profundos y complejos de la biologia
arrecifal coralina.

Manuel Alejandro Delgadillo Nurio
Instituto de Investigaciones Oceanologicas

Ensenada, Baja California, 30 de noviembre de 2020



CAPITULO L.
EFECTO DE LAS CONDICIONES LOCALES EN LA RESPUESTA CELULAR DE
ESTRES Y ACLIMATACION EN CORALES POCILLOPORA DEL ARRECIFE

CARRIZALES, COSTA MEXICANA DEL PACIFICO

1.1 Introduccion

Debido al aumento en la emision de gases de efecto invernadero por la actividad
antropogénica (industrializacion, deforestaciéon y agricultura), se ha producido un
incremento sostenido de la temperatura media en la superficie del mar (una de las
consecuencias del calentamiento global), lo cual ha provocado tres eventos masivos de
blanqueamiento coralino en distintas regiones del planeta en los ultimos cuarenta afos, el
mas reciente en 2015-2016 (Hughes et al., 2017b). Ademas, en los ultimos 100 afios han
comenzado a disminuir las concentraciones de iones carbonato y el pH en el agua de mar
(lo que se ha denominado como acidificacion oceédnica), lo que podria afectar la velocidad a
la que ciertos organismos, como los corales, construyen sus estructuras calcéareas, entre
otros efectos (Hoegh-Guldberg et al., 2017). El calentamiento global y la acidificacién
oceanica son los principales efectos del cambio climatico, ambos plantean graves
consecuencias para los arrecifes de coral, tanto de manera individual como en sinergia con
otros impactos antropogénicos a diversas escalas (sobrepesca, contaminacion y desarrollo
costero) y representan, actualmente, el mayor desafio de adaptacion y aclimatacion para los

organismos marinos.



A pesar de este panorama, se han documentado evidencias recientes de
aclimatacion/adaptacion ante el incremento de las temperaturas ocednicas en corales (Coles
et al., 2018). Los estudios indican que los mecanismos fisiologicos y los tiempos a los que
operan asi como sus alcances de adaptacion/aclimatacion, pueden depender del historial
térmico de las poblaciones que se han desarrollado en entornos naturales muy variables
(Morikawa y Palumbi, 2019). Lo anterior podria favorecer la resistencia y sobrevivencia al
cambio climatico debido a la tolerancia térmica previa (Bay y Palumbi, 2017). Ademas, en
los corales que habitan ambientes marginales y oceanograficamente dinamicos, se ha
observado que la tolerancia térmica se ve reflejada consistentemente en los patrones de
expresion génica (Palumbi et al., 2014), por ejemplo, el de las proteinas de choque térmico

(Mayfield et al., 2013; Poli et al., 2017).

Particularmente, los corales del género Pocillopora, se encuentran entre los mas estudiados
y en los que se ha documentado extensivamente la capacidad de adaptacién/aclimatacion al
calentamiento y acidificacion del océano (Clausen y Roth, 1975; Mayfield et al., 2013;
Putnam y Gates 2015; Jiang et al., 2020). Por lo tanto, las comunidades coralinas
marginales y en particular las que son dominadas por corales del género Pocillopora, que
se distribuyen ampliamente en todo el Indo-Pacifico (Veron, 2002), pueden proporcionar
laboratorios naturales ideales para estudiar la influencia de la variabilidad térmica y
oceanografica en los mecanismos de adaptacidon/aclimatacion coralina (Randall et al.,

2020).

En este sentido, la costa Este del Pacifico tropical (ETP, por sus siglas en inglés), es
uno de los entornos oceanograficos mas dinamicos y al mismo tiempo alberga algunos de

los arrecifes de corales Pocillopora con mayor aislamiento en el planeta (Glynn, 2017a).



Los cuales se han desarrollado en ambientes marginales temporal y espacialmente
heterogéneos, caracterizados por variaciones extremas de temperatura, radiacion solar,
salinidad, pH y concentracion de nutrientes y carbonatos (Fiedler y Lavin, 2017), debido
principalmente a la estacionalidad de las surgencias y la variabilidad climatica que supone
El Nifio Oscilacion del Sur (ENSO, por sus siglas en inglés), con un fuerte gradiente
oceanografico (Glynn et al. 2017b; Manzello et al., 2017; Wang et al., 2017). Estas
condiciones ambientales generan tal aislamiento y estrés, que la mayoria de los arrecifes
presentan distribuciones irregulares con crecimientos y desarrollos muy variables,
generalmente a muy poca profundidad y con una pobre cementacion (Glynn et al., 2017a;
Toth et al. 2017). Estos arrecifes estan compuestos en su mayoria por colonias entrelazadas
de corales Pocillopora, con una baja dominancia de otras especies pero con una
biodiversidad marina de gran importancia (Cortés et al., 2017). Ademas, se ha descubierto
que los corales Pocillopora del ETP muestran un grado considerable de plasticidad
fenotipica (Pinzon, 2017). Probablemente como resultado de la notable capacidad de
algunas especies de Pocillopora para remodelar su fisiologia y/o morfologia y compensar
asi los efectos de la variacion ambiental extrema en el ETP (Pinzén y LaJeunesse, 2011;
Paz-Garcia et al., 2015a), particularmente en la costa del Pacifico mexicano y Golfo de
California (Paz-Garcia et al., 2015b; Delgadillo-Nufio et al. 2020), en donde ya se han
documentado respuestas de adaptacion/aclimatacion al aumento y disminucion de la
temperatura en el agua de mar (LaJeunesse et al., 2007, 2008, 2010; Rodriguez-Troncoso et

al. 2010; Paz-Garcia et al., 2012).

Debido a todo lo anterior, es necesario y urgente avanzar hacia una mayor

comprension de los efectos de la plasticidad fenotipica (morfologica y fisioldgica) de los



corales Pocillopora, en la capacidad de adaptacion y/o aclimatacion de las comunidades
coralinas del Pacifico mexicano, asi como su variacion espacio-temporal. Con esto en
mente, el presente trabajo tiene como objetivo evaluar la alta plasticidad en la respuesta
fisiologica de los corales del género Pocillopora, los cuales son capaces de varias
respuestas especificas y distintivas de adaptacion/aclimatacion al entorno cambiante del
Pacifico mexicano. Para lo anterior, se utilizaron indices clésicos para el estudio de la foto-
fisiologia en corales (Cooper et al., 2009), metabolismo (Meesters et al., 2002; Hinrichs et
al., 2013), y la expresion del gen de la proteina inducible por choque térmico de 70 kDa
(hsp70) que regula la estructura y funcion proteica en condiciones de estrés fisioldgico
(Hartl et al., 2011; Poli et al., 2017), en tres morfoespecies de Pocillopora (P. cf. capitata,
P. cf. damicornis, y P. cf. verrucosa), del arrecife Carrizales, en la costa de Colima,
Pacifico mexicano. Ademads, se evalud la relacion de la plasticidad fisioldgica con la
variabilidad espacial y temporal en los lados Este y Oeste del arrecife, antes y después de
una disminucion natural abrupta de la temperatura. Tomando en consideracién que
P. cf. verrucosa es el coral més conspicuo en el sistema arrecifal estudiado (Reyes-Bonilla
et al., 2013), se plantea la hipotesis de que ésta morfoespecie presenta una mayor
plasticidad fisioldgica relacionada con la variabilidad espacial y temporal en el arrecife,
como parte de una adaptacion local que le ha permitido ser la morfoespecie mas abundante

en el arrecife Carrizales, y posiblemente en todo el Pacifico mexicano.



1.2 Materiales y métodos

1.2.1 Sitio de estudio

Este estudio se realizo los dias 23 y 25 de abril de 2016 al mediodia (12:00 hrs), en el
arrecife coralino de la Bahia Carrizales localizada al Suroeste de la costa de Manzanillo,
Colima, México (19°05°42>” N, 104°26°21°> W) (Figura 1). Este arrecife representa la
comunidad coralina mas importante de la costa de Colima, en el cual se pueden encontrar
crecimientos coralinos de considerable espesor y extension (< 3 m y ~4 ha), desarrollados
hacia los margenes someros del Este y Oeste de la Bahia de Carrizales sobre roca granitica,
con una profundidad méxima de 10 m y dominados casi en su totalidad por corales del
genero Pocillopora (con una menor presencia de los géneros Porites, Pavona y
Psammocora), entre estos corales, Pocillopora cf. capitata, P. cf. damicornis y P. cf.

verrucosa son los mas abundantes en el arreicfe (Reyes-Bonilla et al., 2013).

1.2.2 Seleccion de corales

Las tres morfoespecies estudiadas en la presente investigacion  fueron:
Pocillopora cf. capitata, P. cf. damicornis y P. cf. verrucosa, las cuales se identificaron
consistentemente por caracteristicas morfoldgicas cldsicas de acuerdo con Veron (2000), y
siguiendo las descripciones hechas por Ketchum y Reyes-Bonilla (2001), y Schmidt-Roach
et al. (2014). Brevemente, P. cf. capitata posee verrugas alargadas sobre el corallum, ramas
altas, erectas y abiertas, casi cilindricas en su seccién, que se aplanan hacia la punta.
Pocillopora cf. damicornis posee un corallum cespitoso sin distincidon clara entre ramas y
verrugas, las ramas son tupidas, de tamaino irregular, delgadas, redondas o aplastadas y

parecidas a cuernos de ciervo, con una ramificacion creciente hacia la punta. Pocillopora



cf. verrucosa posee verrugas bien desarrolladas sobre el corallum, las ramas son robustas,
comprimidas, redondas y separadas, con forma cilindrica hacia la punta (Figura 2).

No obstante, en el presente estudio no se realizé la identificacion genética de los
especimenes colectados y, por lo tanto, a pesar de las distinciones consistentes en
morfologia, existe la posibilidad de que los corales morfologicamente distintos contengan
un solo grupo genético en el linaje Pocillopora Tipo 1 (Pinzon y LaJeunesse, 2011), y no
podemos excluir la posibilidad de que el presente trabajo incluyera colonias genéticamente
homogéneas, sensu Paz-Garcia et al. (2015a), dado el hecho de que la morfologia de las
colonias generalmente es incongruente con la genética (Pinzon et al., 2013; vease también
Pinzon , 2017). Ademas, durante la presente investigacion no fue posible determinar la
diversidad genotipica de los endosimbiontes de la familia Symbiodiniaceae, sensu
LaJeunesse et al. (2018). Por lo que existe una limitacién en torno a la presencia de uno o
mas clados de Symbiodiniaceae D1 y/o Clb-c (ver: Laleunesse et al., 2007, 2008, 2010;

McGinley et al., 2012; Walther-Mendoza et al., 2016).
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Figura 1. Ubicacion del arrecife Carrizales en la costa de Colima, México.

Figura 2. Corales Pocillopora del arrecife Carrizales, P. cf. capitata (A), P. cf. damicornis (B) y
P. cf. verrucosa (C).

1.2.3 Muestreo
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Mediante buceo autéonomo (SCUBA), se recolectaron tres fragmentos de 1 cm?’
aproximadamente, tomados de la parte superior de las colonias que se encontraban
simpatricamente, es decir una al lado de la otra, a 3 m de profundidad. El muestreo abarco
cuatro colonias de cada morfoespecie en los sitios Este y Oeste de la bahia de Carrizales;
para un total de 24 colonias y 72 fragmentos. Cada uno de los tres fragmentos recolectados
por colonia, se preservd in situ inmediatamente en una las siguientes soluciones:
1) nitrégeno liquido, 2) 10 mL de solucion RNA/ater® y 3) 10 mL de formaldehido al
10%. Los fragmentos fueron almacenados a -20, -80 y 4 °C respectivamente hasta el
momento de su analisis en laboratorio. Adicionalmente, se recolectaron muestras de agua
de mar (200 mL) a 1.0 m de profundidad en ambos sitios del arrecife y se almacenaron a 4
°C hasta el analisis de nutrientes inorgdnicos disueltos, en laboratorio. Finalmente, los
valores de la temperatura superficial del agua de mar fueron registrados cada minuto en la
Estacion Costera de Manzanillo (MNZN, 19° 3.832° N, 104° 17.887° W), con un sensor de
temperatura 109SS-L (Campbell Scientific, Inc.), por parte de la Red mareografica de

CICESE (disponibles en redmar.cicese.mx).

1.2.4 Andlisis de parametros ambientales

Las concentraciones de nutrientes inorganicos disueltos (NH} + NO; +NO3, P03~ y SiO,)
se determinaron a partir de tres alicuotas de 50 mL de las muestras de agua de mar. La
cuantificacion se realizé en un auto-analizador de flujo segmentado (Skalar San Plus II,
Skalar Analytical B.V.) de acuerdo con los métodos descritos por Strickland y Parsons
(1972), y Grasshoff et al. (1999). Para el analisis de la temperatura superficial del agua de

mar, se accedid a redmar.cicese.mx en donde se descargaron los archivos de datos para los
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dias en los que se realiz6 el muestreo (MNZN-160423.dat y MNZN-160425.dat). Ademas,
para conocer las condiciones de temperatura previas a los muestreos también se
descargaron los archivos de datos para los dias 22 y 24 de abril de 2016 (MNZN-
160422.dat y MNZN-160424.dat). Una vez que se obtuvieron los archivos, se calcularon
los valores promedio de la temperatura y los valores maximos y minimos por dia en hojas
de Microsoft Excel. Los cambios de temperatura en funcion del tiempo se presentan como

los datos en bruto registrados cada minuto.

1.2.5 Analisis fisiologicos

1.2.5.1 Densidad de endosimbiontes

Las células de dinoflagelados endosimbiontes se extrajeron a partir de fragmentos de coral
conservados en 10 mL de formaldehido al 10% de acuerdo al protocolo modificado de
Zamoum y Furla (2012). Brevemente, los fragmentos se incubaron en 10 ml de NaOH 4 M
a 37.5 °C durante la noche y posteriormente se incubaron a 65 °C hasta que el tejido se
desprendi6 del esqueleto completamente. La densidad de células endosimbiontes se
cuantificd a partir de una alicuota de 10 pL usando un hemocitometro Neubauer (n = 8
repeticiones). La superficie del coral se calculdé segin Flores-Ramirez y Lifian-Cabello
(2007), asumiendo que los fragmentos presentaban una forma cilindrica y utilizando la
formula: A = 2zrh + 2zrh’, donde A = é4rea superficial del fragmento (cm?), r = radio del
fragmento (cm) y 4 = altura maxima del fragmento. Cada fragmento se midi6 por triplicado
con un vernier de precision milimétrica. Los resultados se expresan como células
endosimbiontes por unidad de superficie ocupada por el tejido vivo en el esqueleto de coral

(células cm ™).
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1.2.5.2 Concentracion de clorofila a

Las concentraciones de clorofila a (Chl a) se determinaron a partir de ~100 mg de
fragmentos congelados y triturados, previamente medidos por triplicado con un vernier de
precision milimétrica. Las muestras fueron colocadas en tubos de microcentrifuga de 2 mL
con 1.5 ml de metanol al 100% y se almacenaron en la oscuridad durante 24 h a —4 °C. La
suspension resultante se sonicd durante 15 segundos y luego se centrifugd a 1,500 x g
durante 5 minutos a 4 °C; los extractos resultantes se usaron inmediatamente en el analisis.
Brevemente, las absorbancias de las muestras fueron medidas por duplicado con un
espectrofotometro Spectronic® Genesys ™ 5 (Thermo Fisher Scientific), utilizando una
microplaca de 96 pozos. La concentracion de Chl a en las muestras se calculdé a 664 nm
(Jeffrey y Humphrey, 1975), utilizando el coeficiente de extincion 90 L gm 1 cm™ (Vernon
1960), con la correccion de turbidez recomendada. Los datos se corrigieron para el
volumen del extracto y el area de la superficie del coral (Chl a pg cm?). Las
concentraciones finales se expresan como picogramos de clorofila por célula endosimbionte

(Chl a pg célula™) utilizando las densidades celulares calculadas previamente.

1.2.5.3 Relacion de acidos nucleicos

Previo a las extracciones de acidos nucleicos, los fragmentos se descongelaron y el exceso
de RNAlater® se elimind secando la muestra sobre un pafio Kimwipes® (Kimberly-
Clark©, Roswell, GA, EE. UU.). Inmediatamente después la muestra se tritur6 en un

mortero; aproximadamente 100 mg de tejido y esqueleto se colocaron en tubos de
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microcentrifuga de 1.5 mL con 1 mL de reactivo TRIzol (Life Technologies©) y se
homogeneizaron usando un disruptor mecénico (FastPrep®24, MP Biomedicals, Santa
Ana, California, EE. UU.). Las extracciones de acidos nucleicos se realizaron siguiendo las
especificaciones del fabricante con ligeras modificaciones. Se agregaron hasta 2 pLL de HCI
6M para evitar la reacciéon de neutralizacion que ocurre entre el carbonato de calcio del
esqueleto y la acidez del TRIzol (Anderson et al., 2016). EI ARN total se eluy6 en 50 puL de
agua libre de ARNasa y el ADN genomico se eluyd en 200 uL de agua estérilizada y se
incubo a 55 °C durante 10 min. La cantidad y calidad de acidos nucleicos se analiz6 en un
espectrofotometro Nanodrop® después de lo cual las muestras de ADN y ARN se
almacenaron a —20 y —80 °C, respectivamente. La proporcion de acidos nucleicos se
expresan como la cantidad de ARN total por peso humedo de tejido (ug mg ') y la cantidad

de ARN total por el contenido de ADN gendmico (relacion ARN/ADN).

1.2.6 Marcador molecular

1.2.6.1 Purificacion de ARN

En una misma ocasion todas las muestras de ARN total se descongelaron y purificaron
mediante un tratamiento con la enzima ADNasa I, Grado Amplificaciéon (libre de ARNasa),
siguiendo las especificaciones del fabricante (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific Inc.).
Posteriormente, se purifico 1 pg de ARN total en un volumen de reaccion de 10 pL,
conteniendo 10 X de solucién amortiguadora de reaccion para ADNasa I, 1 U/uL de
ADNasa [ y agua tratada con Pirocarbonato de dietilo (DECP). A continuacion, se
incubaron los tubos de reaccion durante 15 min a temperatura ambiente (25 °© C). La

ADNasa I se inactivd mediante la adicion de 1 pL de solucion de acido
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etilendiaminotetraacético (EDTA) 25 mM a la mezcla de reaccion e incubacion durante 10
min a 65 ° C. La muestras de ARN purificado (libre de ADN) se utilizaron inmediatamente
en la transcripcion inversa de ADN complementario de la primera cadena (ADNCc), previo

al analisis de expresion del gen de hsp70.

1.2.6.2 PCR con transcriptasa inversa (RT-PCR)

Se transcribieron de forma inversa 200 ng pL~' de ARN a 20 ng pL™' de ADNc utilizando
el kit de transcripcion inversa de alta capacidad (Applied Biosystems, Life Technologies
CA.), siguiendo las recomendaciones del fabricante. Brevemente, por cada muestra de
ARN purificado, se prepararon en frio 10 uLL de la mezcla maestra de transcripcion inversa
2X (10X Soluciéon tampédn, 25X mezcla de dNTP 100 mM, 10X cebadores aleatorios,
transcriptasa inversa MultiScribe ™ 50 U/uL e inhibidor de ARNasa), en agua libre de
nucleasas. El volumen total (10 puL), de la mezcla maestra de transcripcion inversa 2X, se
transfirio a un tubo individual de reaccion de 200 pL y se agregaron 10 pL de muestra de
ARN purificado. Posteriormente, los tubos fueron sellados y centrifugados para precipitar
el contenido y eliminar las burbujas de aire. Finalmente, se realizo6 la transcripcion inversa
en un termociclador Veriti™ 96-Well (Applied Biosystems, Life Technologies CA.),
previamente programado en 3 pasos con las siguientes condiciones: 1) 25 °C por 10 min, 2)
37 °C por 120 min, 3) 85 °C por 5 min. Las reacciones de transcripcion inversa se
mantuvieron a 4 °C por un periodo menor a 24 h, y posteriormente se almacenaron a
—20 °C hasta el analisis de la expresion del gen de hsp70.

1.2.6.3 Expresion de hsp70
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El anélisis de la expresion del gen hsp70 se llevd a cabo mediante PCR cuantitativa en
tiempo real (RTq-PCR) utilizando SYBR® Green fluorescente (Applied Biosystems).
Brevemente, por cada muestra de ADNc se prepararon en frio 20 pL de mezcla maestra de
SYBR® Green 2X (Tinte SYBR® Green I, ADN polimerasa AmpliTaq Gold®, dNTP con
dUTP, referencia pasiva y componentes de solucion tampon optimizados), y cebadores
especificos en un sentido y antisentido (10 mmol pL™"), del gen de hsp70 de Pocillopora sp.
(gen de interés) y ARN ribosémico 18S de Pocillopora verrucosa (gen de control interno
de referencia), para cuantificar el gen de interés (Tabla 1). Ambos conjuntos de dos
cebadores se disefaron a partir de secuencias de Pocillopora anotadas en GenBank
(www.ncbi.nlm.nih.gov) para hsp70 (nimero de acceso X624888.1) y ARN ribosémico
18S (numero de acceso HMO013849.1). El ensayo de RTg-PCR se llevo a cabo en un
termociclador StepOnePlus ™ (Applied Biosystems). Las condiciones de termociclado
constaron de tres pasos: 1) 95 °C por 10 min para la activacion inicial de la polimerasa
“Hot Start”; 2) PCR de 40 ciclos de 95 °C por 15 seg, 60 °C por 60 seg, para la
amplificacion del gen de control interno de referencia y el gen interés y 3) Fusion de 95 °C
por 15 seg, 60 °C por 60 segy 95 °C por 15 seg. Los resultados se expresan en términos de

expresion relativa de ARNm usando el método 27 (Schmittgen y Livak, 2008).
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Tabla 1. Parametros de los cebadores empleados en los ensayos de RTq-PCR.

Nombre Funcion Secuencia 5°-3’ Tm (°C) Fuente

F: CCGCCGGTGGGGTAATGA
Hsp70* Estrés térmico 60 Presente estudio
R: CTTGTCGCGTTTCTTCTCG

F: GGTGGTTGAGATGGATGG
18S ARN Control interno 60 Presente estudio
R: ACGTAGGCAGGCACC

Tm: temperatura de alineamiento; F: cebador sentido, R: cebador anti-sentido.

1.2.7 Analisis estadisticos

Los andlisis estadisticos se llevaron a cabo utilizando el software R (Core Team, 2020).
Todos los datos se analizaron con la prueba de normalidad Shapiro-Wilk y la prueba de
Bartlett para la homocedasticidad (intervalos de confianza del 95%). Para los nutrientes
inorganicos, se utilizé una prueba ¢-student para dos conjuntos de datos, y los valores se
presentan como promedio + desviacion estdndar. Para los parametros biologicos se utilizd
el Andlisis de Varianza de dos vias (ANOVA) seguido de comparaciones multiples (prueba
de Tukey) para evaluar las diferencias significativas (P > 0.05). En los casos en que no se
cumplieron los preceptos de normalidad y homocedasticidad de los datos, se utilizo la
prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis y la prueba de comparaciones multiples de Dunn.
Los parametros bioldgicos se presentan como valores promedio £ error estandar de la

media.

17



1.3 Resultados

1.3.1 Parametros ambientales

De acuerdo con el registro de la estacion meteoroldégica de Manzanillo, Colima, la
variacion temporal de la temperatura del agua de mar fue la siguiente: el 22 de abril (dia
previo al muestreo), el promedio de la temperatura fue de 23.92 + 0.27 °C con un valor
maximo y minimo de 24.76 y 23.54 °C. El 23 de abril (primer dia de muestreo), el
promedio de la temperatura fue de 23.66 = 0.19 °C con un valor maximo y minimo de
2445y 23.36 °C. El 24 de abril (dia intermedio del muestreo), se registrdé una disminucioén
abrupta de la temperatura con un promedio de 23.60 + 0.20 °C y valores maximo y minimo
de 24.12 y 20.75 °C. Finalmente, el 25 de abril (tltimo dia de muestreo), la temperatura
promedio fue de 23.87 £ 0.27 °C con un maximo y un minimo de 24.68 y 23.42 °C (Figura
3). En el caso de las concentraciones de nutrientes inorgdnicos disueltos en el agua de mar,

la variacion temporal se muestra en la Tabla 2.
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Figura 3. Temperatura superficial del agua de mar registrada del 22 al 26 de abril de 2016, cada minuto, en la
Bahia de Manzanillo, Colima, México. Se muestran los datos en bruto que se descargaron de la Red
Mareografica de CICESE (redmar.cicese.mx).

Tabla 2. Concentracion de nutrientes inorganicos disueltos en el arrecife Carrizales durante los dias de
muestreo.

Nutriente (uM) 23 de abril 25 de abril Valor de P
NOz+NO3 9.22+0.19 773 +0.28 0.01
+
NHy + 0.28 + 0.04 0.22 = 0.01 0.10
) 1,96+ 0.81 234 +0.03 0.29
P03
510, 12.42 4 0.67 14.43 4 0.62 0.04
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1.3.2 Parametros fisiologicos

1.3.2.1 Densidad de dinoflagelados endosimbiontes

No se observdo una variacion temporal significativa en la densidad de células de

Symbiodiniaceae en ninguna de las tres morfoespecies. Por el contario, si se observd una

variacion espacial significativa (P < 0.05), particularmente en P. cf. verrucosa (Figura 4),

con densidades de Symbiodiniaceae significativamente mas altas en las colonias del sitio

Oeste del arrecife, tanto el 23 de abril como el 25 de abril (2.68 + 0.07 y 1.77 + 0.4 x10°

células cm ™, respectivamente). Lo anterior, en comparacién con una menor densidad de

células en las colonias del sitio Este, el 23 y 25 de abril (0.80 + 0.6 y 0.87 £ 0.1 x10°

células cm 2, respectivamente).
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Figura 4 Densidad de células de Symbiodiniaceae en fragmentos de Pocillopora cf. capitata,
P. cf. damicornis y P. cf. verrucosa recolectados el 23 y 25 de abril en los sitios Este y Oeste del arrecife
Carrizales. Se muestran los valores de la media + error estandar de la media (n = 3). Las literales distintas

indican las diferencias significativas entre los datos (P <0.05).

20



1.3.2.2 Concentracion de Clorofila a

La concentracion de Chl a por célula endosimbionte tampoco mostrdé una variacién
temporal significativa en ninguna morfoespecie, pero, si mostro diferencias significativas
(P < 0.05) en la variacion espacial el 23 de abril (Figura 5). Tanto P. cf. capitata como
P. cf. verrucosa mostraron concentraciones de Chl a significativamente mas altas en las
colonias del sitio Este del arrecife (90.00 + 32.60 y 86.86 + 22.3 Chl a pg célula™,
respectivamente), en comparacion con las colonias de P. cf. capitata y P. cf. verrucosa del

sitio Oeste (30.25 +2.37 y 21.61 + 3.25 Chl a pg célula™’, respectivamente).

a OEste, abril 23
120.00
OOQeste, abril 23
o 100.00 B Este, abril 25
E m i
3 20.00 Oeste, abril 25
S
< 60.00 1
<
O 40.00
20.00
0.00

P. capitata P. damicornis P. verrucosa

Figura 5. Concentracion de Chl a en las células de Symbiodiniaceae de Pocillopora cf. capitata,
P. cf. damicornis y P. cf. verrucosa recolectados el 23 y 25 de abril en los sitios Este y Oeste del arrecife
Carrizales. Se muestran los valores de la media + error estandar de la media (n = 3). Las literales distintas
indican las diferencias significativas entre los datos (P <0.05).
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1.3.2.3 Relacion de acidos nucleicos

No se observo una variacion temporal significativa (P < 0.05) en el contenido total de ARN
en ninguna de las tres morfoespecies. Por el contario, si se observd una variacion espacial
significativa (P < 0.05), pero unicamente en P. cf. verrucosa el 25 de abril. La
concentracion de ARN total fue significativamente mas alta en las colonias del sitio Oeste
del arrecife en comparacion con el sitio Este (0.12 + 0.03 pg mg ' y 0.05 + 0.00 pg mg ',
respectivamente). Ademads, en ambos dias de muestreo y para ambos lados del arrecife el
ARN total en fragmentos de P. cf. verrucosa fue significativamente menor (P < 0.05) en

comparacion con P. cf. capitata y P. ct. damicornis (Figura 6).
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Figura 6. ARN total en fragmentos de Pocillopora cf. capitata, P. cf. damicornis y P. cf. verrucosa
recolectados el 23 y 25 de abril en los sitios Este y Oeste del arrecife Carrizales. Se muestran los valores de la
media + error estandar de la media (n = 3). Las literales distintas indican las diferencias significativas entre
los datos en el anélisis de un factorial, mientras que el asterisco indica las diferencias significativas entre el
conjunto datos en el analisis de dos factoriales (P <0.05).
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La relacion ARN/ADN tampoco mostré una variacion temporal significativa en
ninguna morfoespecie, pero si mostrd diferencias significativas (P < 0.05) en la variacién
espacial el 23 de abril (Figura 7). Particularmente, P. cf. verrucosa mostrd una relacion
ARN/ADN mayor en las colonias del sitio Oeste del arrecife en comparacion con el sitio
Este (0.09 £ 0.04 y 0.02 + 0.00, respectivamente). Ademas, en ambos dias de muestreo y
para ambos lados del arrecife la relacion de ARN/ADN en fragmentos de P. cf. verrucosa

fue significativamente menor (P < 0.05) en comparacion P. cf. capitata'y P. cf. damicornis

(Figura 7).
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Figura 7. Relacion ARN/ADN en fragmentos de Pocillopora cf. capitata, P. cf. damicornis y P. cf. verrucosa
recolectados el 23 y 25 de abril en los sitios Este y Oeste del arrecife Carrizales. Se muestran los valores de la
media + error estandar de la media (n = 3). Las literales distintas indican las diferencias significativas entre
los datos en el analisis de un factorial, mientras que el asterisco indica las diferencias significativas entre el
conjunto datos en el analisis de dos factoriales (P <0.05).

1.3.3. Expresion de hsp70
Finalmente, la expresion de gen de hsp70 fue el unico pardmetro fisioldgico que no mostro

una variacion espacial significativa pero que si mostré cambios temporales significativos

23



(P <0.05). EI 25 de abril, la expresion relativa del ARNm de hsp70 fue entre 35 y 65 veces
mayor en comparacion con la expresion del gen el 23 de abril. En P. cf. verrucosa, el
cambio en expresion fue de 45 a 55 veces mayor entre el 23 y 25 de abril. Mientras que en
P. cf. capitata el cambio temporal de la expresion no fue significativo, pero valores de
expresion relativa fueron significativamente menores en comparacion con P. cf. damicornis

y P. cf. verrucosa. (Figura 8).
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Figura 8. Expresion relativa del gen hsp70 en fragmentos de Pocillopora cf. capitata, P. cf. damicornis y
P. cf. verrucosa recolectados el 23 y 25 de abril en los sitios Este y Oeste del arrecife Carrizales. Se muestran
los valores de la media + error estandar de la media (n = 3). Las literales distintas indican las diferencias
significativas entre los datos en el analisis de un factorial, mientras que el asterisco indica las diferencias
significativas entre el conjunto datos en el analisis de dos factoriales (P <0.05).
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1.4 Discusion

Este estudio representa una primera aproximacion para evaluar el efecto de la variabilidad
ambiental local en la respuesta al estrés y aclimatacion fisioldgica, valorada mediante la
expresion de hsp70 e indices de salud (densidad endosimbionte, Chl a y relacién
ARN/ADN), en corales Pocillopora dominantes del arrecife Carrizales. Por una parte,
aparentemente la variacion de la temperatura en una escala de tiempo muy corta (minutos),
tuvo un efecto significativo en la respuesta al estrés en P. cf. verrucosa 'y P. cf. damicornis,
pero no en P. cf. capitata. Por otro lado, el marco espacial las condiciones locales del
habitat no tuvieron un efecto significativo en la respuesta al estrés de los corales, aunque se
observo una influencia particularmente significativa en la foto aclimatacion y desempefio

del metabolismo celular de P. cf. verrucosa.

Los parametros ambientales indican que tuvo lugar una disminucion abrupta de la
temperatura entre ambas fechas de muestreo. En el arrecife Carrizales, la temporada de
primavera se caracteriza por presentar los valores mas bajos en la temperatura superficial
del agua de mar, 24 + 1.7 °C (Muniz-Anguiano et al., 2017), lo cual coincide con las
temperaturas promedio obtenidas durante este estudio. Ademas, las temperaturas coinciden
también con el historial térmico de primavera en la costa de Colima (20 — 24 °C), la cual
tiene una fuerte influencia ocednica de los eventos de surgencia (Olivos-Ortiz et al., 2005;
Quijano-Scheggia et al.,, 2012). Asimismo, muy posiblemente existan variaciones
ambientales a nivel de microescala (centimetros a metros), que resultan imperceptibles en
monitoreos a escala mayor (cientos de metros o mayores), lo cual explicaria también la
variacion temporal observada en los nutrientes inorganicos dentro del arrecife. En respuesta

a esta variacion térmica de primavera, los corales P. cf. verrucosa y P. cf. damicornis
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presentaron un incremento en la expresion relativa del gen hsp70. En contraste, en P. cf.
capitata no se observo esta respuesta, y por el contrario presentd una expresion relativa

significativamente menor.

Un gran nimero de estudios han demostrado que la expresion de hsp70 es un
indicador confiable de la respuesta al estrés térmico en corales, incluidas las especies
Pocillopora verrucosa 'y P. damicornis (Poli et al., 2017; Zhang et al., 2018), con tiempos
de respuesta que varian de horas a dias, una vez que se presenta el evento de estrés térmico
(Mayfield et al., 2013; Putnam et al., 2013). Aqui, se sugiere que la expresion de hsp70
reflejo una respuesta de estrés fisiologico en P. cf. verrucosa y P. cf. damicornis, derivada
de una variacion térmica severa (+ 4 °C), la cual se dio de manera abrupta, en cuestion de
minutos, posiblemente asociada a variaciones espaciales a microescala (cm a metros) que
han sido pobremente documentadas. Mientras tanto, en P. cf. capitata, esta respuesta
estuvo ausente al momento del muestreo debido posiblemente a dos razones: 1) como
reflejo de una menor capacidad de aclimatacion térmica o 2) por diferencias en el tiempo de
respuesta al estrés térmico. En cualquier caso, el efecto de las condiciones locales en la
respuesta al estrés ambiental de las 3 morfoespecies (incluida P. cf. damicornis), estuvo
claramente asociada a la variabilidad temporal, mas no a la variabilidad espacial, en el

arrecife.

Algo que resalta de este estudio, a diferencia de otros, es que por lo general la
expresion de hsp70 en corales se han evaluado en funcion del estrés generado por altas
temperaturas (> 29 °C), (véase Leggat et al., 2011; Barshis et al., 2013; Maor-Landaw et
al., 2014; Rosic et al., 2014; Bhattacharya et al., 2016; Franzellitti et al., 2018). Esto es

debido a que la degradacion y pérdida de la endosimbiosis (blanqueamiento), ocurre
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cuando los umbrales de temperatura maxima superan los limites de tolerancia térmica de
las especies (Fitt et al., 2001; Bonesso et al., 2017). Sin embargo, en el presente estudio el
cambio en la expresion de hsp70 sucedié dentro de un rango de temperaturas relativamente
bajas (20 — 24 °C). Lo cual podria indicar que la respuesta de aclimatacion en Pocillopora
es sensible al cambio severo y/o abrupto de la temperatura, y que el primer frente de
respuesta celular puede ser inmediato y sostenido, aunque no excedan sus limites de

tolerancia térmica y/o umbrales de temperatura maxima.

Lo anterior coincide con el trabajo de Seveso et al. (2016), quienes observaron la
sobreexpresion de una proteina de choque térmico, en este caso la hsp60, en un coral de la
Familia Pocilloporidae (Seriatopora caliendrum), en respuesta a los cambios térmicos
moderado y severo (£ 2 y = 6 °C), en condiciones de temperatura relativamente bajas (21 —
25 °C), Esto se podria considerar como las primeras evidencias de una respuesta de
proteinas de estrés térmico en corales escleractinios expuestos al estrés por frio y no solo al
estrés por calor, lo que sugiere que esta respuesta de estrés celular es vital para
P. damicornis y P. verrucosa en comparacion con otros corales (Al-Sofyani y Floos, 2013),
dado su notable grado de aclimatacion fisiologica respecto a la temperatura (Sawall et al.,
2014, 2015; Ziegler et al., 2014, 2015; Poli et al., 2017; Zhang et al., 2018). Lo que resulta
particularmente relvante en ambientes marginales altamente variables (Mayfield et al.,

2013), como lo es el Pacifico mexicano.

Inicialmente, todos los organismos presentan cambios gendémicos cuando se
exponen a factores de estrés ambiental, pero cuando el estrés es persistente, estos cambios a
nivel molecular se reflejan en niveles de organizacion biologica cada vez mayores

(Hédouin y Berteaux-Lecellier, 2014). En este estudio, el factor de estrés se debid a una
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variacion térmica de escala temporal corta, mas corta que la variacion diurna (Barshis et al.,
2018; Seveso et al., 2018). Por lo tanto, la respuesta de aclimatacion a nivel sub-celular
(expresion de hsp70), se presentd en una escala temporal igualmente corta la cual puede ser
sostenida durante horas o incluso dias (Mayfield et al., 2013; Putnam et al., 2012). No
obstante, ya que el factor de estrés térmico no fue persistente, en el marco temporal no se
alter6 significativamente la densidad de células endosimbiontes ni la concentracion de la
Chl a y, por lo tanto, no se vio afectada la foto fisiologia de los corales, por ejemplo, en su
capacidad para captar la luz (Brown, 1997; Douglas, 2003), traslocar nutrientes a las células
hospederas (Saxby et al., 2003; Hoegh-Guldberg et al., 2005; Smith et al., 2005), y
mantener la homeostasis metabolica entre el ARN y el ADN del holobionte (Messters et al.,

2002; Buckley y Szmant 2004).

Esto explica porque, ademas de la respuesta molecular a escala de tiempo corta, no
se observo una influencia significativa en la transcripcion de la hsp70 entre corales de los
sitios Este y Oeste del arrecife. Ya que, si bien las condiciones locales del habitat pueden
influir en la aclimatacion fisioldgica que afecta la expresion de la hsp70 (Poli et al., 2017),
ésta solo se ha observado cuando la variabilidad ambiental esta relacionada con la zonacion
dependiente de la profundidad y/o con los habitats que favorecen distintas condiciones de
salud y susceptibilidad al blanqueamiento (Harithsa et al., 2005; Poli et al., 2017;
Franzellitti et al., 2018; Louis et al., 2020). Sin embargo, en el presente estudio no se
evaluaron otras colonias que se encontraban a profundidades distintas de 3 m (Reyes-
Bonilla et al., 2013), ni en las diferentes comunidades coralinas de la costa de Colima
(Lifidn-Cabello et al., 2006; Mufiiz-Anguiano et al., 2017). Por lo que, a diferencia de lo

que ocurrid con la expresion de hsp70, la plasticidad fisioldgica relacionada con la
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variabilidad espacial solo afectd a indices de salud, que por el contrario si mostraron una
influencia significativa dependiente del sitio de muestreo, principalmente en

P. ¢f. verrucosa.

En concordancia con trabajos anteriores, se ha observado que en condiciones
ambientales naturales las diferencias espacio-temporales e inter-intra especificas de estos
indices son claramente discernibles en corales (Brown et al., 1999b; Harithsa et al., 2005),
incluyendo Pocillopora (Glynn et al.,, 2001; Delgadillo-Nufio et al., 2020), y pueden
ademas mostrar cambios de la actividad autotrofica y heterotrofica, asi como su interaccion,
para compensar los requisitos fisiologicos de calcificacion, reproduccion y crecimiento ante
la variacion espacio-temporal (Hennige et al., 2010; Hauri et al. 2010; Hinrichs et al.,
2013), particularmente en diferentes entornos de luz (Buckley y Szmant, 2004), y en
ambientes marginales de turbidez/sedimentacion (Meesters et al., 2002), como lo representa
el Pacifico mexicano. Lo anterior puede resultar en diferentes capacidades de actividad
metabolica y respuesta al estrés de las distintas especies de coral, incluso para aquellas
distribuidas simpatricamente (Buckley y Szmant, 2004; Rodrigues y Grottoli, 2007), lo que
explicaria las diferentes capacidades de aclimatacion fisiolégica observadas entre
P. cf. verrucosa y P. cf. capitata/damicornis, primero en la amplia foto aclimatacion de las
células endosimbiontes y la Chl a entre distintos microambientes de turbidez,
sedimentacion y/o incidencia de radiacion solar entre los dos sitios del arrecife (Delgadillo-
Nuiio et al. 2020) y segundo, en el limitado potencial de aclimatacion heterotrofica (Ziegler
et al.,, 2014), del metabolismo celular (indice ARN/ADN), por ejemplo mediante la

ingestion de materia organica particulada (Meesters et al., 2002).
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1.5 Conclusion

Este estudio mostré que las condiciones del habitat local pueden influir significativamente
en la respuesta de estrés y aclimatacion fisiolodgica en Pocillopora, 1o que muestra su
capacidad de respuesta a la variabilidad ambiental. Especificamente, en una escala temporal
corta, se present6d un frente de respuesta inmediata y sostenida ante la variacion abrupta de
la temperatura a través de la expresion elevada de hsp70. Este factor de estrés térmico se
presentd dentro de un marco de temperaturas relativamente bajas, lo cual indica que la
hsp70 puede considerarse como un marcador centinela del estrés ambiental y aclimatacién
fisiologica en respuesta a la variabilidad térmica de alta y baja temperatura (Seveso et al.
(2016) v, por lo tanto, su estudio futuro podria ayudar a entender las bases moleculares del
fendmeno de blanqueamiento por temperatura fria en el Pacifico mexicano y golfo de
California (LaJeunesse et al.,, 2008; Hernandez et al., 2010; Paz-Garcia et al., 2012;
Rodriguez-Troncoso et al., 2014; Muiiz-Anguiano et al., 2017). En la escala espacial, las
condiciones locales del habitat influyeron en la foto aclimatacidon, regulacion de la
endosimbiosis y actividad del metabolismo celular. Al respecto, los resultados sefialan que
P. cf. verrucosa tuvo una mayor plasticidad fenotipica, y esto podria estar relacionado con
el éxito ecologico de P. cf. verrucosa en el Golfo de California (Aranceta-Garza et al.,
2012), y Pacifico mexicano, incluido el arrecife Carrizales (Reyes-Bonilla et al., 2013).
Esto puede deberse a una mayor aptitud competitiva y ventajas selectivas a través de la
aclimatacion fisioldgica y respuesta de estrés a las condiciones ambientales variables, lo
que le ha permitido su permanencia en el arrecife, y por lo tanto podria formar parte de una

adaptacion local que ha promovido que esta sea la morfoespecie mas abundante.
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CAPITULO 1L
PLASTICIDAD DE LA EXPRESION GENICA EN CORALES POCILLOPORA DE
DOS LOCALIDADES DEL ARRECIFE CARRIZALES, COSTA MEXICANA DEL

PACIFICO

2.1 Resumen

Actualmente, la mayor amenaza que enfrentan los corales escleractinios es el cambio
climatico acelerado. Suponiendo que la mayoria de los escleractinios son incapaces de una
respuesta de adaptacion a los rapidos cambios globales, una respuesta alternativa seria la
plasticidad fenotipica, que se describe clasicamente como aclimatacion. Con el fin de
establecer una linea base para el estudio de la aclimatacion en los corales de la costa
mexicana del Pacifico, en el presente trabajo evaluamos la plasticidad de la respuesta
fisiologica y molecular de 36 colonias pertenecientes a 3 morfoespecies del género
Pocillopora (P. cf. capitata, P. ctf. damicornis y P. cf. verrucosa), ubicadas en 2 sitios (este
y oeste) del arrecife Carrizales. Los datos ambientales revelaron mayor incidencia de luz y
concentraciones mas altas de clorofila a en las muestras de agua del sitio oeste, lo que
sugiere la presencia de al menos dos microambientes con mayor y menor luz en el arrecife.
Como respuesta, las morfoespecies del sitio oeste mostraron una mayor expresion génica y
diferencias significativas en el contenido de pigmentos, la densidad de endosimbiontes y
los marcadores metabodlicos (ARN, ADN y proteinas). Dada la preocupacion por el futuro
de los arrecifes, consideramos que el presente estudio puede servir como linea base para el
estudio de la plasticidad fisioldgica y molecular de los corales Pocillopora de México, y
con ello se podran desarrollar estrategias de conservacion para las morfoespecies clave en

los arrecifes coralinos de la costa mexicana del Pacifico.
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Aqui se presenta unicamente el resumen de este capitulo ya que ha sido publicado
recientemente como: Delgadillo-Nufio, M. A., Linan-Cabello, M. A., Delgadillo-Nufio, E.,
Galindo-Sanchez, C. E., & de Jestus Carpizo-Ituarte, E. (2020). Gene expression plasticity
in Pocillopora corals from 2 locations on the Carrizales Reef, Pacific coast of
Mexico.Ciencias Marinas, 46(2), 89-100. Para acceder al documento completo véase el
Anexo o bien acceda a través de:

https://cienciasmarinas.com.mx/index.php/cmarinas/article/view/3062
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CAPITULO II1.
EFECTO DE LOS AMBIENTES LOCALES EN LA FOTOACLIMATACION DE
CORALES POCILLOPORA EN EL ARRECIFE CARRIZALES, COSTA

MEXICANA DEL PACIFICO

3.1 Introduccion

Los arrecifes de coral son ecosistemas de gran importancia debido a su alta productividad,
biodiversidad y valor econdomico (Muscatine y Hand, 1958; Davy et al., 2012). Por
desgracia estos ecosistemas enfrentan actualmente varias amenazas ambientales provocadas
por estresores locales y globales (Hoegh-Guldberg et al., 2017; Hughes et al., 2017b), como
el incremento en la temperatura superficial del mar y cambios en la calidad del agua.
Debido a la delicada relacion simbidtica entre corales y dinoflagelados fotosintéticos
Symbiodiniaceae, los corales son sensibles al cambio en la temperatura y radiacion
luminica (Hoegh-Guldberg y Smith 1989; Lesser y Shick 1989; Iglesias-Prieto et al., 1992).
De modo que, los factores locales que determinan la exposicion a la radiacion solar y la
temperatura son en conjunto las variables mas importantes que afectan la estabilidad de la

simbiosis (Dunne y Brown, 2001; Hoegh-Guldberg et al. 2007).

Por un lado, el exceso de calor y radiacion inhiben los mecanismos de captacion de
luz y fijacion de carbono en los cloroplastos de Symbiodiniaceae (Jones et al. 1998; Warner
et al. 1999), lo que promueve la fotoinhibicion y dafio al fotosistema II (PSII) (Lesser,
2011), por lo que, se generan especies reactivas de oxigeno (ROS) que provocan dafio al

ADN vy apoptosis (Goreau 1990; Lesser, 2006, 2011). Estos factores de estrés celular
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inducen un fendémeno bien estudiado, conocido como blanqueamiento, que se describe
como el proceso celular en el que los tejidos de coral pierden las células simbiontes y los
pigmentos fotosintéticos se degradan. La frecuencia y severidad de los eventos masivos de
blanqueamiento en los arrecifes de coral alrededor del mundo, se han sefialado como un
indicador biolégico de las consecuencias del cambio climatico global (Hughes 2000;
Hughes et al., 2017b). Se prevé que los escenarios actuales y futuros de acumulacién de
gases de efecto invernadero agravaran los fenomenos como el blanqueamiento de coral y
sus efectos, como mortalidades inusuales y cambios en la estructura de las comunidades de
especies de coral (Hoegh Guldberg 1999; Sheppard 2003; Hoegh-Guldberg et al. 2007;
Hoegh-Guldberg et al., 2017). Lo anterior ocasionard cambios en la abundancia relativa de
los corales entre las especies sobrevivientes y resistentes a los eventos de blanqueamiento
(Hawkins et al., 2015), dependiendo de la identidad genética del hospedero y el simbionte
(Berkelmans y van Oppen, 2006; Baird et al., 2009; Kenkel et al. 2013; Silverstein et al.
2014), la morfologia y talla de las colonias (Loya et al., 2001; Loch et al., 2002;
McClanahan y Maina, 2003), el historial de vida de la simbiosis (Putnam et al. 2012), la
exposicion previa al estrés (Bellantuono et al. 2012; Guest et al. 2012), las caracteristicas
del habitat como profundidad y ambientes de luz y sombra (Lesser et al. 1990; Glynn et al.

2001; Lesser y Farrell, 2004; Fabricius, 2006), entre los mas importantes.

Por otra parte, el blanqueamiento coralino es distinto del ciclo estacional en los
caracteres fotosintéticos de los corales. Durante este ciclo estacional las concentraciones de
Symbiodiniaceae y pigmentos fotosintéticos, asi como el nimero de centros de reaccion
funcionales del PSII disminuyen a minimos anuales durante los meses de verano y luego se

recuperan durante el otofio y el invierno (Fagoonee et al. 1999; Fitt et al. 2000; Warner et
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al. 2002). Sin embargo, la respuesta de los corales y sus simbiontes a los cambios
estacionales varia geograficamente (y entre diferentes especies). Por ejemplo, Hinrichs et
al. (2013), encontraron densidades de Symbiodiniaceac mas altas en Acropora digitifera
pero no en A. spicifera durante el invierno en comparacion con el verano en el arrecife
Ningaloo al noroeste de Australia. Sawall et al. (2014) observaron una marcada
estacionalidad en Pocillopora verrucosa del Mar Rojo, con densidades de Symbiodiniaceae
2 a 3 veces mayores en invierno en todos los sitios, excepto en Farasan, donde la densidad
de Symbiodiniaceae disminuyd en invierno. Delgadillo-Nufio (2015) observé mayores
densidades de Symbiodiniaceae durante el verano en comparaciéon con densidades mas
bajas en el invierno en corales P. verrucosa de dos comunidades coralinas impactadas
diferencialmente por la actividad antropogénica en la Costa de Colima, México. Otros
estudios han demostrado que las densidades de simbiontes pueden ser mas bajas durante el
invierno en diversas especies de corales dominantes (Xu et al. 2017), revelando que la
densidad de simbiontes puede ser menor durante la estacion seca y mayor en la estacion
hiimeda en corales de aguas poco profundas (Brown et al., 1999a), a estos estudios se
suman evidencias de arrecifes en lo que las influencias antropogénicas son tan altas que no

se detecta un marcado ciclo estacional en Symbiodiniaceae (Browne et al., 2015).

A pesar de todo el esfuerzo para comprender la distinta susceptibilidad de los
corales a los fendmenos tanto de blanqueamiento estacional como blanqueamiento masivo,
el conocimiento de como surge esta diferenciacion a partir de la regulacion de aspectos
fundamentales de la biologia celular de los corales sigue siendo insuficiente (Hawkins et al.
2015; Traylor-Knowles y Palumbi 2014). En primer lugar, son necesarios mas datos para

distinguir si los cambios en los caracteres fotosintéticos son indicadores de una variacién
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temporal normal o manifestaciones tempranas de blanqueamiento (Fitt et al., 2000; Piniak y
Brown 2009). Por lo tanto, es de gran importancia estudiar los cambios temporales y las
variaciones espaciales de las propiedades fotosintéticas en mas de un tipo de coral, para
entender los impactos ecologicos del estrés ambiental en los corales arrecifales e identificar
qué especies seran mas resistentes a los efectos del cambio climatico (Jones y Hoegh-
Guldberg, 2001; Stimson y Sembali, 2002; Anthony y Hoegh-Guldberg, 2003; Xu et al.,

2017).

Con todo esto en mente, se establecid un programa de monitoreo diurno (12 h) en la
estacion temporal de secas (27 de mayo de 2017), cuando las densidades de
Symbiodiniaceae son menores en las especies de Pocillopora en el arrecife Carrizales
(Lifidn-Cabello et al. 2006, 2010; Muiiiz-Anguiano et al. 2017). En el estudio se incluyeron
las tres morfoespecies mas abundantes del arrecife (P. cf. capitata, P. damicornis y
P. cf. verrucosa), las cuales se ha visto tienen distinta susceptibilidad al blanqueamiento
por estés térmico y luminico (Paz-Garcia et al., 2012), asi como diferencias en el éxito
ecologico reflejado en la cobertura relativa (Reyes-Bonilla et al., 2013). El objetivo de este
estudio fue evaluar la variacion diurna de las densidades de células Symbiodiniaceae y
concentracion de clorofila a, utilizados frecuentemente como indicadores del estado de
salud de la simbiosis (Lesser, 2011;Hinrrichs et al., 2013; Browne et al., 2015), en una gran
variedad de escalas taxondmicas, geograficas y temporales (Lesser y Gorbunov, 2001;
Stimson y Sembali, 2002; Anthony y Hoegh-Guldberg, 2003; Xu et al., 2017), con el
proposito de entender mejor la dinamica de las respuestas entre ambientes locales
contrastantes de luz/sombra para evidenciar la relacion entre la plasticidad morfologica y la

plasticidad foto fisioldgica de los corales Pocillopora.
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3.2 Materiales y métodos

3.2.1 Sitio de estudio y recoleccion de muestras

Este estudio se realizo el 27 de mayo de 2017, en el arrecife Carrizales (19°05'42" N,
104°2621" W) (véase: Figura 1 en Anexo). Las morfoespecies estudiadas fueron
P. cf. capitata, P. cf. damicornis y P. cf. verrucosa, las cuales fueron identificadas igual
que en el Capitulo 1 (véase: Seleccion de corales), utilizando buceo autonomo SCUBA. Se
eligieron tres colonias de cada morfoespecie las cuales se encontraban simpatricamente a
3 m de profundidad en los sitios Este y Oeste del arrecife de Carrizales (18 colonias en
total). Las colonias seleccionadas fueron marcadas numéricamente con etiquetas plasticas e
inmediatamente después del marcaje, a las 8:00 h (Ty), se recolectaron dos fragmentos de
cada colonia, seguido de lo cual se realizé6 un muestreo continuo cada cuatro horas: 12:00,
16:00 y 20:00 h (T;, T, y T3, respectivamente), hasta completar 12 horas de ciclo diurno.
En cada tiempo de muestreo, un set de fragmentos se congeld inmediatamente en nitrogeno
liquido y se reservo hasta la extraccion de clorofila a en laboratorio. Mientras que el
segundo set de fragmentos se fij0 inmediatamente in situ en viales de 15 mL conteniendo
10 mL de formaldehido al 10% y se reservéd hasta la cuantificacion de la densidad de
células Symbiodiniaceae en laboratorio.

Adicionalmente, se tomaron 3 muestras del agua de mar circundante a las colonias
en cada sitio de muestreo para evaluar la concentracion de clorofila @ (Chl a), la cual se
determind con un espectrofotometro Jenway 6500 (Chelmsford, Essex, UK), de acuerdo
con las metodologias de Strickland y Parsons (1972) y Grasshoff et al. (1999). Los
resultados se muestran como la concentraciéon de la clorofila a por volumen de agua de mar
(Chl @ mg m™). Ademas, se colocaron dos sensores Onset® HOBO® Pendant™ UA-002-

08 (Onset Computer Corporation, Bourne, MA), a un metro de distancia de las colonias a la
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misma profundidad, simulando las mismas condiciones ambientales. Los sensores se
programaron para medir las condiciones ambientales de luz y temperatura, cada segundo,
durante el tiempo total del muestreo. Una vez finalizado el muestreo, los datos registrados
por los sensores se descargaron utilizando el software HOBOware® (Onset Computer
Corporation, Bourne, MA). A partir de los archivos obtenidos se calculd el registro
promedio de temperatura por hora y el de luz por metro cuadrado por segundo en hojas de
Microsoft Excel. Los cambios de luz en funcion del tiempo se presentan como los datos en

bruto registrados cada segundo.

3.2.2 Andalisis de laboratorio

Las células de dinoflagelados endosimbiontes Symbiodiniaceae se extrajeron y
cuantificaron a partir de los fragmentos de coral conservados en 10 mL de formaldehido al
10% siguiendo el protocolo modificado de Zamoum y Furla (2012), como se explico en el
Capitulo 1 (véase: Anadlisis fisiologicos). Los resultados de la densidad endosimbionte se
expresan como el nimero de células Symbiodiniaceae por unidad de superficie ocupada por
el tejido vivo en el esqueleto de coral (células cm™), obtenida midiendo cada fragmento
con un vernier de precision milimétrica.

Los pigmentos fotosintéticos (Chl a + ¢) se determinaron a partir de los fragmentos
congelados en nitrégeno liquido, previamente medidos con un vernier de precision
milimétrica. La extraccién y cuantificacion se realizd de la misma manera que en el
Capitulo 1 (véase: Andlisis fisiologicos), y las concentraciones se calcularon de acuerdo con

las ecuaciones de Jeffrey y Humphrey (1975) con la correccion de turbidez recomendada.
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Los resultados se expresan como la concentracion de los pigmentos fotosintéticos en

picogramos por célula de Symbiodiniaceae (Chl a+c pg célula™).

3.2.4 Andalisis estadisticos

Los andlisis estadisticos se llevaron a cabo utilizando el software R (Core Team, 2021).
Todos los datos se analizaron con la prueba de normalidad Shapiro-Wilk y la prueba de
Bartlett para la homocedasticidad (intervalos de confianza del 95%). Se utiliz6 el Analisis
de Varianza de dos vias (ANOVA) seguido de comparaciones multiples (prueba de Tukey)
para evaluar las diferencias significativas (P > 0.05). En los casos en que no se cumplieron
los preceptos de normalidad y homocedasticidad, se utiliz6 la prueba no paramétrica de

Kruskal-Wallis y la prueba de comparaciones multiples de Dunn.

3.3 Resultados
La variacion espacio-temporal de las variables ambientales en el arrecife revelé que la
temperatura no presentd diferencias significativas en los sitios de muestreo Este y Oeste,
con promedios de 25.0 = 0.66 y 25.0 + 0.55 °C, respectivamente. Por otro lado, los datos de
luz fueron significativamente mayores en el sitio Oeste (P < 0.05), en comparacion con el
sitio Este (Figura 10). En relacion con la Chl a en el agua de mar, los valores mas altos
ocurrieron en el sitio Oeste del arrecife (0.42 + 0.21 mg'm™), en comparacion con el sitio
Este (0.34 +0.15 mg'm™).

La densidad de células Symbiodiniaceae en P. cf. verrucosa fue significativamente

mayor en el sitio Oeste en todos los tiempos de muestreo (P < 0.05), mientras que en
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P. cf. capitata solo fueron significativamente mayores en T, y T; en el mismo sitio
(P < 0.05); en contraste, P. cf. damicornis no mostrd diferencias significativas (Figura 11).
La concentracion de pigmentos fotosintéticos en P. cf. verrucosa fue mayor en el sitio Este
en todos los tiempos de muestreo y este comportamiento fue significativo en T, y T3 (P <

0.05), al igual que en P. cf. capitata y a diferencia de P. cf. damicornis en T, (Figura 11).
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Figura 9. Radiacion luminica natural en los sitios Este y Oeste del arrecife Carrizales el 27 de mayo de 2017.
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Figura 10. Densidad de células de Symbiodiniaceae en fragmentos de las tres morfoespecies de Pocillopora:
“capitata”, “damicornis” y “verrucosa”, muestreados el 27 de mayo a las 08:00, 12:00, 16:00 y 20:00 h, en
ambos sitios del arrecife Carrizales. Se muestran los valores de la media =+ error estandar de la media (n = 3).
Los asteriscos indican las diferencias significativas entre los datos de los sitios Este y Oeste (P <0.05).
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Figura 11. Concentracion de Chl a en las células de Symbiodiniaceae de las tres morfoespecies de
Pocillopora: “capitata”, “damicornis” y “verrucosa”, muestreados el 27 de mayo a las 08:00, 12:00, 16:00 y
20:00 h, en ambos sitios del arrecife Carrizales. Se muestran los valores de la media + error estandar de la

media (n = 3). Los asteriscos indican las diferencias significativas entre los datos de los sitios Este y Oeste (P
<0.05).

3.4 Discusion

En el presente estudio, los resultados del monitoreo de 12 horas indicaron la presencia de
dos ambientes relativos con mayor y menor luz en el arrecife. Esta variacion espacial en la
irradiancia se vio reflejada en la productividad primaria dentro del arrecife y tuvo un efecto
significativo en la modulacion de la densidad endosimbionte en P. cf. verrucosa y P. cf.
capitata, esta ultima dependiente del ciclo diurno de luz, ademés afect6 de manera
significativa la foto aclimatacion de Symbiodiniaceae en las tres morfoespecies (incluida P.

cf. damicornis).

Una de las estrategias de foto aclimatacion en corales a la alta y baja irradiancia es
modular las caracteristicas fotosintéticas de Symbiodiniaceae y su contenido de pigmentos
(Falkowski et al., 1984; Muscatine et al. 1984). Por ejemplo, la foto aclimatacion de los
corales en habitats de sombra y penumbra da como resultado un aumento de las
concentraciones de clorofila al aumentar el tamafio y la cantidad de cloroplastos (sin alterar
significativamente el niumero de células endosimbiontes por unidad de area), lo cual
maximiza la captura de luz por parte de la clorofila en Symbiodiniaceae (Porter et al., 1984;
Fabricius, 2005; Stambler y Dubinsky, 2005). De tal forma que los corales adaptados a la
sombra, cuentan con un mayor contenido de pigmentos, y pueden tener el doble de

capacidad de recoleccion de luz que los corales adaptados a la luz (Dubinsky et al. 1984).
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Esto explica porque los corales en general mostraron concentraciones de Chl a més altas en

el sitio de menor luz (Este).

Por otro lado, se ha visto que la poca cantidad de la luz, o la reduccion temporal de
la misma por turbidez (exceso de particulas en suspension), no tienen un efecto
significativo en el nimero de células de Symbiodiniaceae por unidad de superficie del coral
(Porter et al., 1984; Fabricius, 2005; Stambler y Dubinsky, 2005), y por el contrario, en alta
irradiancia ocurre una limitacion de las poblaciones endosimbiontes por la disponibilidad
de nutrientes, principalmente del nitrégeno inorganico disuelto, ya que este nutriente se
utiliza preferentemente para el crecimiento celular (sintesis de proteinas) de
Symbiodiniaceae, en lugar del crecimiento del tejido del hospedero (Falkowski et al., 1984;
Muscatine et al., 1989; Dubinsky y Jokiel, 1994). De acuerdo con Fabricius (2005), la
densidad de Symbiodiniaceae aumenta significativamente cuando se da el enriquecimiento
durante periodos largos de tiempo. Con valores entre 10 y 20 uM por 30 a 40 dias o hasta 8

semanas (Snidvongs y Kinzie, 1994; Marubini y Davies, 1996).

Estudios anteriores han demostrado que esos valores son bastante cercanos a los
observados en el arrecife Carrizales, principalmente durante la primavera (Mufiiz-Anguiano
et al.,, 2017; presente estudio [véase capitulo 1]), debido posiblemtente a las surgencias
estacionales en la region del Pacifico mexicano (Olivos-Ortiz et al., 2005; Quijano-
Scheggia et al., 2012), a las cuales se pueden atribuir los valores elevados de nutrientes
(Kinsey y Davies, 1979; Wellington y Glynn, 1983). De este modo, el incremento de la
densidad de Symbiodiniaceae puede ser una consecuencia del enriquecimiento de nitrogeno
en ambientes con mayor luz y explica porqué se observaron altas densidades en el sitio

Oeste, ya que al liberarse de la limitacion por nitrégeno, las células de Symbiodiniaceae
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tienen acceso preferencial (sobre el hospedero) al carbono fijado fotosintéticamente, el cual
se encuentra ampliamente disponible en ambientes de alta irradiancia (Marubini y

Atkinson, 1999; Marubini y Thake, 1999).

Especificamente, P. cf. verrucosa mostrd respuestas fijas de foto aclimatacion y
modulacion de las poblaciones de Symbiodiniaceae, las cuales fueron consistentes en
ambos sitios y mantuvieron el mismo comportamiento a lo largo del ciclo diurno. Esto
sugiere una respuesta genética de foto adaptacion en P. cf. verrucosa, dado el hecho de que
la densidad de Symbiodiniaceae y su contenido de Chl a fueron paralelas en sus valores
mas altos y bajos en todo el rango de variacion espacio-temporal de la luz. Ademas, este
patron de respuesta a la variabilidad espacial ya se habia reportado en P. cf. verrucosa en el
arrecife Carrizales (Delgadillo-Nuio et al. 2020); por otra parte, P. verrucosa y P. capitata
son las unicas especies con una distribucion a mayor profundidad en ambos sitios del
arrecife (Reyes-Bonilla et al. 2013). Es posible que P. cf. verrucosa haya obtenido un tipo
de Symbiodiniaceae mas eficiente en los distintos niveles de irradiancia ambiental (Chang
et al. 1983, Rowan et al. 1997; Lesser et al., 2010), aunque las especies de Pocillopora en
el TEP han mostrado relaciones bastante estables con los clados de Symbiodiniaceae (ver
LaJeunesse et al., 2007, 2008, 2010; McGinley et al., 2012; Walther-Mendoza et al., 2016),
debido probablemente a la transmision vertical de los endosimbiontes en este género

(Lajeunesse et al., 2008).

Finalmente, P. cf. capitata, P. cf. damicornis y P. cf. verrucosa presentaron
patrones especificos en las densidades endosimbiontes y concentraciones de clorofila que,
en ciertos periodos del ciclo diurno eran contrarios y, en otras ocasiones muy semejantes

entre estos. Dada la alta plasticidad fenotipica de Pocillopora (Pinzén y Laleunesse, 2011;
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Paz-Garcia et al., 2015a), el espectro de las respuestas que podrian considerarse como
“comunes” y “andmalas” quizd se deba a la variacidbn micro esquelética inter e intra
especifica (Schmidt-Roach et al., 2014), la cual produce distintos microambientes de luz
tanto entre colonias como dentro de las mismas (Falkowski y Dubinsky, 1981; Falkowski et
al., 1984). Ademas, otro aspecto a considerar es la presencia de moléculas no fotosintéticas
(proteinas fluorescentes y cromoproteinas) con un potencial de absorcion y dispersion de la
luz (Lyndby et al., 2016), para la fotoproteccion de los simbiontes (Smith et al. 2013; Quick
et al., 2018), y como parte de la foto aclimatacion del hospedero (Roth et al., 2010; Smith et
al., 2017), las cuales pueden presentarse diferencialmente en corales (Dove et al., 1995,
2001), incluidos Pocillopora (Takabayashi y Hoegh-Guldberg, 1995; Delgadillo-Nufio,

2018; Delgadillo-Nuiio et al., 2020).

Estas respuestas especificas, podiran estar relacionadas con distintas caracteristicas
de dominancia y/o suceptibilidad al estrés en la asociacion Symbiodiniaceae—Pocillopora
entre distintas especies, clados o morfoespecies del Pacifico mexicano (véase LaJeunesse et
al., 2008; Hernandez et al., 2010; Paz-Garcia et al., 2012). Particularmente, en los esntornos
que suponen limites fisiologicos y biogeograficos (Portner y Farrell, 2008; Levin et al.,
2016). No obstante, se necestita una mayor comprension de la respuesta fisiologica ante los
cambios cortos (dias y semanas) en el régimen de luz, puesto que la exposicion luminica
diurna en los arrecifes costeros del ETP, fluctua hasta cinco veces mas que en otras
regiones (Glynn et al. 2017a). Estudios futuros mas detallados y extensos, podorian
resolver las bases genéticas del desempenio foto fisiologico de Symbiodiniaceae en P.

verrucosa (Al-Sofyani et al., 2014; Ziegler et al., 2014), asi como los efectos de su extensa
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plasticidad fenotipica (Al-Sofyani y Floos, 2013; Poli et al., 2017), que subyacen a las

respuestas observadas en este estudio.

3.5 Conclusion

Este estudio mostré que las condiciones locales de luz en el arrecife Carrizales presentan
una alta varicién espacial, con la prescencia de ambientes relativos de mayor y menor luz.
Estas condiciones locales influyen significativamente significativamente en las
caracteristicas de los endosimbiontes relacionadas con la foto fisiologia de Pocillopora,
especialmente en P. cf. verrucosa, y en menor medida en P. cf. capitata y P. cf.
damicornis. Estos resultados proporcionan informacién adicional sobre la plasticidad
fisiologica de P. cf. verrucosa y explican, en parte, los patrénes de abundancia y
distribucion observados anteriormente en el arrecife (Reyes-Bonilla et al., 2013). En
conclusion, las morfoespecies Pocillopora podorian presentar distintos grados de
vulnerablilidad a la atenuacion de la luz, asi como al estrés de alta radiacién luminica.
Provocados por cambios repentinos de la luz bajo el agua, debido a procesos naturales o
actividades antropogénicas, como el desarrollo costero a lo largo de la costa del Pacifico

mexicano.
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CAPITULO 1V. DISCUSION GENERAL

4.1 Introduccion

Los arrecifes de coral del planeta estan entrando en una era de profundo cambio. El cambio
global impulsado por el aumento de CO, de origen antropogénico (Hughes et al., 2017a),
generalmente asociado con factores de calentamiento global y la variacion ambiental
extrema en el oceano (Kleypas, 2019) las cuales incluyen aumento de las temperaturas
superficiales del mar y la acidificacion del océano, estan ocasionando variaciones sin
precedentes en las caracteristicas abioticas de los ecosistemas marinos (Hoegh-Guldberg et
al., 2017; Hughes et al., 2017b). Dado que sus efectos se desvian significativamente de las
condiciones ambientales que dominaron la historia evolutiva de las especies
contemporaneas (Jackson, 2010), existe la preocupacion de si los organismos marinos
poseen la capacidad para hacer frente a estos cambios tan rapidos (Palumbi et al. 2014;
Barshis 2015).

A pesar de este panorama, recientemente se han documentado evidencias de extenso
potencial de aclimatacidn/adaptacion en algunas poblaciones de corales (Coles et al., 2018;
Keshavmurthy et al., 2020), y Symbiodiniaceaec (Hume et al., 2016; Ziegler et al., 2018).
Principalmente aquellas que se han desarrollado en entornos naturalmente variables
(Morikawa y Palumbi, 2019), como los que representa el ETP (Glynn et al., 2017a, 2017b).
Por lo tanto, la investigacion detallada de las respuestas fisiologicas de

aclimatacion/adaptacion, como las seleccionadas en este estudio (Tabla 3), es un
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antecedente importante predecir el futuro de los arrecifes en un océano rapidamente

cambiante.

Tabla 3. Importancia bioldgica de los marcadores moleculares y fisioldgicos seleccionados en el presente

estudio.

Marcador

Importancia biologica

Coral hospedero

Anhidrasa carbonica

Cu-ZnSOD

GFP-like cp

Hsp70

Enzima que cataliza la reaccion de hidratacion del didxido de carbono (CO;) en
bicarbonato (HCOs ") y protones (H ). Desempeifia un papel crucial en diferentes
procesos fisiologicos, entre los cuales se sabe que tiene un papel fundamental en los
procesos de bio-calcificacion, esto es, la capacidad de depositar cristales de carbonato
de calcio de manera controlada. El incremento en la expresion del gen sugiere un
aumento en la actividad metabolica celular relacionada con estos procesos

Enzima involucrada en una importante via de defensa celular al estrés oxidativo. El
incremento en la expresion del gen sugiere un aumento en la concentracion de esta
enzima con actividad antioxidante

Se ha planteado la hipotesis de que las GFP reflejan la luz y dispersan el exceso de
energia potencialmente dafiina lejos de los endosimbiontes. El incremento en la
expresion del gen sugiere un exposicion a la luz alta o directa

Chaperona molecular que regula la estructura de las proteinas y participan en la
reconstitucion de proteinas desnaturalizadas. El incremento en la expresion del gen
sugiere una respuesta de defensa celular en respuesta al estrés térmico,
principalmente

Simbiosis en conjunto

Relaciones de acidos
nucleicos y proteinas
totales

Densidad celular

Pigmentos

Componentes bioquimicos que reflejan el estado metabolico y la capacidad de
sintesis y produccion proteinas para el crecimiento celular. Los indices mas altos
estan relacionados con la dependencia a la luz y reflejan periodos o lugares en los que
las condiciones son favorables para los procesos fisioldgicos

Symbiodiniaceae

Symbiodiniaceae representa la principal fuente troéfica en corales. Trasloca mas del 90
% de los requerimientos nutricionales lo que contribuye al crecimiento de la colonia y
el mantenimiento de los arrecifes. La densidad celular por unidad de area es regulada
en el tejido coralino y bajo condiciones favorables, su aumento y disminucion
depende principalmente de la concentracion de nutrientes inorganicos disueltos

La composicion y contenido de una gran variedad de pigmentos, incluidos clorofila a,
clorofila ¢, peridinina, diadinoxantina, diatoxantina y f-caroteno. determinan
conjuntamente las caracteristicas Opticas de los corales y describen su capacidad para
capturar la energia de radiacion fotosintéticamente activa. El aumento y disminucion
de los de pigmentos refleja el potencial para la actividad fotosintética en los corales
que de pende fundamentalmente de la luz
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4.2 Efectos de la variacion espacio-temporal

En el presente estudio, se explord tanto la respuesta de estrés térmico como la
capacidad de foto aclimatacion dentro de un marco espacio-temporal, ademas del efecto

potencial de la alta plasticidad fenotipica de el genero Pocillopora en estas respuestas.

Tabla 4 Resumen de las respuestas representativas de Pocillopora a la variacion abrupta de la temperatura
(véase también el Capitulo 1).

Tiempo (dia) Elemento Respuesta
Antes de la
variacion térmica  Temperatura 23 - 24 °C. Expresion basal del gen de hsp70

Entre 10 y 20 % menos
nitrégeno, fosforo y silice

Después de la Temperatura 20 - 24 °C. 20 Incremento significativo en la expresion relativa de hsp70
variacion térmica % mas nitrégeno y silice, (10 - 20 veces mayor). Disminucion en la sintesis de ARN
hasta 60 % mas fosforo (). Sin efectos significativos en la produccién de proteinas,

densidad endosimbionte y concentracion de chl a

4.2.1 Estrés termico

En primer lugar, se investigé la modulacion del ARN mensajero de la hsp70 dentro de una
poblacion de corales Pocillopora que difieren en sus caracteristicas morfologicas (sensu
Pinzon y LaJeunesse, 2011), antes y después una variacion térmica en un entorno natural.
Los resultados en el Capitulo 1, mostraron que tuvo lugar un cambio en la temperatura del
agua de mar caracterizado por una disminucion y aumento (+ 4 °C) casi inmediatos. Esta
variacion térmica fue suficiente para generar una respuesta molecular significativa

(incremento en la transcripcion de hsp70), y ocasiond una reduccidon general en la sintesis
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de ARN total pero no afectd significativamente la endosimbiosis, al menos en relacion con

los indicadores utilizados en el presente estudio (Tabla 4).

Los cambios de temperatura han sido reconocidos como la variable ambiental mas
importante que afecta la fisiologia de los corales, con el blanqueamiento coralino como una
respuesta celular posterior (Ainsworth et al., 2008). Por lo tanto, se ha realizado un gran
esfuerzo para comprender los efectos del estrés térmico (generalmente > 29 °C) en la
respuesta celular de los corales (Lesser, 2004; Ferrier-Pages et al., 2007; Weis, 2008; Fitt et
al., 2009; Vidal-Dupiol et al., 2009; Mayfield et al., 2013; Rodolfo-Metalpa et al., 2014).
No obstante, este estudio sefiala que cambios repentinos y de corto plazo en la temperatura
del agua de mar podria significar un factor de estrés fisioldgico para Pocillopora,
principalmente P. cf. damicornis y P. cf. verrucosa, incluyendo los cambios térmicos de
baja temperatura (Roth et al., 2012; Roth y Deheyn, 2013; Rodriguez-Troncoso et al., 2014;
Seveso et al., 2016), la cual también puede ocasionar eventos de blanqueamiento

(LaJeunesse et al., 2008; Hernandez et al., 2010; Paz-Garcia et al., 2012)

Los niveles de expresion resultaron significativamente influenciados por la
variacion térmica; esto coincide con la alta capacidad de estas especies para expresar un
mayor conjunto de proteinas hsp70 que otros cnidarios como parte de una respuesta vital al
estrés celular (Poli et al., 2017; Zhang et al., 2018). No obstante, la expresion de hsp70 en
corales puede aumentar o disminuir significativamente en periodos cortos de tiempo (dias)
en relacion con los ciclos de 12 h de luz (Chow et al., 2012), atn en condiciones de
temperatura ambiente (Brown et al., 2002), por lo que resulta primordial, afinar la escala de
respuesta temporal de la expresion de este gen, para entender mejor su respuesta. En

particular, es necesario investigar si la respuesta se debio al potencial de recuperacion
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celular (Hartl et al., 2011), que resulté de un choque térmico por agua fria (Seveso et al.,
2016), y/o debido a la oscilacion diurna en la expresion de hsp70 relacionada con los
cambios normales de luz y temperatura durante el ciclo diurno natural (Seveso et al., 2018).
Todos estos factores deben ser considerados a futuro tanto en estudios experimentales como

de campo lo cual contribuira a explicar los resultados iniciales de este estudio.

4.2.2 Intensidad de la luz

En este estudio, se observd una extensa capacidad de aclimatacion a los distintos
regimenes de luz en ambos sitios del arrecife y para todas las fechas de muestreo (véase
Capitulos 1 a 3). De acuerdo con los resultados obtenidos, la modulacién del ARN
mensajero tanto de la anhidrasa carbdnica, Cu-ZnSOD, GFP-like cp y Hsp70 forma parte
importante de la respuesta de aclimatacion del hospedero a los ambientes locales de luz.
Entre estos se destacan la estrecha asociacion de las cuatro rutas celulares estudiadas a un
ambiente de mayor radiacion luminica (Tablas 3 y 5), esto es, mediante el aumento del
metabolismo celular y transporte idnico en el sitio de calcificacion (Chew et al., 2019), la
absorcion y dispersion del exceso de energia luminica que causa la fotoinhibicion (Quick et
al., 2018), y la respuestas al estrés celular inducido por la luz. Lo anterior, tanto para
prevenir y controlar los niveles subletales de radicales libres de oxigeno que provocan el
estrés oxidativo (Mydlarz et al. 2016), como mantener la homeostasis de las proteinas y
recuperar o mitigar el dafio ocasionado por el estrés (Chow et al. 2012). Esto representa una

primera aproximacion de como la plasticidad fisiologica relacionada con el ambiente local
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en el arrecife Carrizales afecta la expresion génica en los corales (véase también

Delgadillo-Nufio et al., 2020).

Tabla 5. Resumen de las respuestas representativas en Pocillopora a los ambientes locales de luz en el
arrecife (véanse también los Capitulos 2 y 3).

Sitio Elemento Respuesta

Este  Hasta 1.7 veces menor intensidad de Menor expresion relativa de la anhidrasa carboénica,
luz (W m™s™")y 1.5 menos Chla m”> Cu-ZnSOD, GFP-like cp y Hsp70. Sintesis de acidos
respecto al sitio Oeste. Sin diferencias  nucleicos y proteinas totales disminuida. Aumento en la
significativas en la temperatura concentracion de Chl a y ¢, carotenoides y xantofilas
totales. Baja densidad endosimbionte. Sin efecto en el
contenido de MAAs

Oeste 30 % mas luz acumulada en 12 hy 25 Incremento de la expresion génica, sintesis de ARN,
% mas Chl a m respecto al sitio Este.  produccion de proteinas y densidad endosimbionte.
Sin diferencias significativas en la Reduccion en la concentracion de Chl a y ¢, carotenoides y
temperatura xantofilas totales. Sin efecto en el contenido de MAAs

Los patrones de expresion génica significativamente mayores en la region con
mayor nivel de luz (Oeste), estuvieron claramente impulsados por la aclimatacion local de
estos cuatro genes en las tres morfoespecies de Pocillopora (P. cf. damicornis, P. cf.
capitata y P. cf. verrucosa). Estas respuestas subcelulares, forman parte importante de una
respuesta de la simbiosis y tiene implicaciones fundamentales en la proteccion de
Symbiodiniaceae, en la fotosintesis y posiblemente también en el crecimiento, reproduccion
y calcificacion. Estos tres ultimos elementos, podrian tener implicaciones para la tolerancia
diferencial de estos corales al estrés fisiologico asociado a los niveles de luz y temperatura

que ocasiona el blanqueamiento.
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Tabla 6. Sintesis de las respuestas fisiologicas de las tres morfoespecies en el sitio de mayor irradiancia (véase
también el capitulo 2).

P. capitata P. damicornis P. verrucosa

Expresion génica

Anhidrasa carbonica 1 1 1
Cu-ZnSOD 1 1 -
GFP-like cp 1 1 1
Hsp70 1 7 T

Sintesis de ARN

ARN total i 1 1
Relacion ARN/ADN i 1 1
Relacion ARN/prot i 1 1

Sintesis de proteinas

Proteinas totales i 1 1
Relacion prot/ADN i 1 1
MAAS ) ! l
Pigmentos

Chla l l !
Chl ¢ - - L]
Carotenoides totales L] - L]
Xantofilas totales L] - L]
Radio Chl a:c l - !
Radio carotenos:Chl a L] - L]
Radio xantofilas:Chl a l - !
Symbiodiniaceae

Densidad celular 1 1 1

Las flechas indican el tipo y caracteristica de la respuesta (flecha gruesa o delgada = significativa o no
significativa respectivamente; flecha ascendente o descendente = respuesta relativamente mayor o menor,
respectivamente). El guidn indica ausencia de respuesta.

53



Tabla 7. Sintesis de la respuesta autotrofica de las tres morfoespecies en relacion con el ciclo diurno en ambos
sitios de estudio (véase también el capitulo 3).

Este Oeste

To T, T, T3 To Ty T, T;

Pigmentos
capitata - - 1t v - 1 | |
damicornis - - 1t ! -1t 1 |
verrucosa - - 1 v - - | -
Symbiodiniaceae
capitata - - 11 = - =5 =1
damicornis - - ! - - - 1 -
verrucosa - - v | - 1 | 1

Horario del ciclo diurno: 08:00, 12:00, 16:00 y 20:00 h (T, Ty, T,, y Ts, respectivamente). Las flechas
indican el tipo y caracteristica de la respuesta (flecha gruesa o delgada = significativa o no significativa
respectivamente; flecha ascendente o descendente = incremento o disminucidon respectivamente; flecha
horizontal = sin cambio). El guién indica que no hay datos previos disponibles.

4.3 Plasticidad fisiolégica

Los resultados sugieren que las tres morfoespecies de Pocillopora estudiadas
(P. cf. capitata, P. ctf. damicornis, P. cf. verrucosa), pueden responder de manera distinta
ante la variacion ambiental, espacial y temporal en el arrecife Carrizales, a través de la

variacion especifica de rutas de expresion génica, modulacion de la simbiosis y actividad
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metabolica en la asociacion Symbiodiniaceae—Pocillopora (Tablas 6 y 7). Anteriormente,
Rodriguez-Troncoso et al. (2013), habian sugerido que podrian existir respuestas
moleculares distintas entre los corales Pocillopora del Pacifico mexicano. Al comparar sus
resultados de un experimento de choque térmico, con los resultados de otro experimento
similar (Flores-Ramirez y Lifidn-Cabello, 2007), los autores determinaron que el aumento
en la temperatura produjo un incremento en la actividad de la CuZnSOD en Pocillopora
verrucosa, mientras que en P. capitata los resultados no mostraron un aumento en la
actividad de la SOD inducido a | alta temperatura. Los autores sefalan que las diferencias
entre estos estudios, podrian deberse a que el tiempo de respuesta puede cambiar entre
especies e incluso en colonias de una sola especie dentro de la misma region (Yakovleva et
al. 2004). No obstante, en el presente estudio la respuesta molecular fue contraria a lo
observado por Rodriguez-Troncoso et al. (2013) y Flores-Ramirez y Linian-Cabello, (2007).
Puesto que se presentd un incremento en la expresion de CuZnSOD en P. cf. capitata, pero
esta respuesta estuvod ausente en P. cf. verrucosa. Esto sugiere que las distintas respuesta
entre corales y/o colonias pueden variar ademas entre los factores de etsrés (irradiancia y
temperatura), asi como debido a su fluctuacién espacio-temporal (Lifidn-Cabello et al.,
2010a, 2010D).

La plasticidad fenotipica se refiere al proceso de aclimatacion ambiental mediante el
ajuste de la fisiologia de los organismos a lo largo de su vida, lo que les permite hacer
frente a diferentes entornos (Hoffmann y Todgham, 2010). Es decir, la plasticidad
fenotipica es la capacidad de un genotipo para producir mas de un fenotipo
(comportamiento, morfologia y fisiologia), cuando se expone a diferentes entornos. Por
ejemplo, diversos estudios apoyan la hipodtesis de que la alta variabilidad morfoldgica en

corales es el resultado principal de la plasticidad fenotipica (Shaish et al., 2007; Flot et al.
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2011, Pinzon y LalJeunesse 2013; Paz-Garcia et al., 2015b). Sin embargo, Todd (2008),
sefiala que al referirse a la morfologia del coral, variacién y plasticidad no debe utilizarse
indistintamente. Aunque una especie morfologicamente plastica exhibira usualmente
alguna forma de variacion, una especie morfoldogicamente variable no es necesariamente
pléstica, es decir, la variacion puede deberse simplemente a que diferentes colonias tienen
diferentes genotipos (Todd, 2008). Mientras que los cambios inducidos por el ambiente son

cambios plasticos (Bradshaw, 1965; Pigliucci, 2006).

Ya que los corales ocupan rutinariamente un entorno fisicamente heterogéneo, esto
puede ser el resultado de su plasticidad (Gates y Edmunds, 1999). La plasticidad permite
que multiples morfologias tengan una adquisicion de energia comparable, resaltando la
importancia de la plasticidad fenotipica en multiples escalas bioldgicas (Hoogenboom et
al., 2008). La plasticidad fisiologica podria estar relacionada con el polimorfismo
fenotipico, es decir, la capacidad del fenotipo de presentar morfos o formas distintas que
ocupan el mismo habitat al mismo tiempo (Marti-Puig et al., 2014). De acuerdo con
Hoogenboom et al. (2008), la variacion morfoldgica es importante en los limites de nicho
en los que las condiciones son cada vez mdas estresantes, mientras que la plasticidad
fisiologica es importante en hébitats intermedios y menos predecibles en los que una
respuesta rapida y reversible a las fluctuaciones ambientales conlleva beneficios
adicionales. Ambos procesos han sido sefialados como cruciales para la aclimatacion y
adaptacion a los ambientes marginales (Hennige et al., 2010; Padilla-Gamifo et al., 2012),
y el cambio climatico (Palumbi et el., 2014; Boyd et al., 2016), por lo que su estudio y
comprension es de vital importancia para el futuro de los corales arrecifales. En el presente

estudio, concluimos que la variacion de la respuesta fisioldgica y molecular en los corales
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estrechamente relacionados como P. cf. capita, P. cf. damicornis y P. cf. verrucosa, entre
otros (Pinzon y LaJeunesse 2013; Paz-Garcia et al., 2015b; Mayfield et al., 2016), se debe
principalmente a su alta plasticidad fisioldgica (Sawall et al., 2014, 2015; Ziegler et al.,
2014, 2015; Poli et al. 2017), en relacion directa con la variabilidad espacial y temporal en

el arrecife Carrizales.

4.3 Conclusion general

En la presente investigacion se realizdO un primer esfuerzo por comprender como la
variacion espacio-temporal afecta la respuesta fisiologica y molecular de diversos corales
Pocillopora en el arrecife Carrizales. En resumen, se observd una gran variedad de
respuestas moleculares y fisiologicas entre los corales Pocillopora ante 1) la variacién
espacial debido a los microambientes del arrecife, 2) la variacién temporal de corto plazo
debido a una anomalia térmica de baja temperatura, 3) la variacién diurna relacionada con
los cambios espacio-temporales de luz/oscuridad y 4) la variacidon espacio-temporal de las
respuestas de acuerdo a cada morfoespecie de Pocillopora. Lo anterior sugiere una elevada
plasticidad o flexibilidad fisiologica en los corales Pocillopora probablemente como un
modo de mitigar los efectos de la heterogeneidad en las escalas espaciales y temporales del
Pacifico mexicano. Lo anterior requiere ser documentado mas ampliamente (p. €j., por

estudios de trasplantes), para poder arribar a conclusiones mas robustas.

Ademas, para comprender como la variabilidad y heterogeneidad ambiental puede influir
significativamente en la sensibilidad de los organismos con una alta plasticidad y

flexibilidad serd necesaria la investigacion en factores multiples, interacciones a nivel
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comunitario y de répida evolucion, es decir, tasas evolutivas relativamente rapidas que
pueden mitigar el declive mediado por el cambio climatico en las poblaciones (Gonzalez et
al., 2013). Se requieren ademas estudios interdisciplinarios para comprender el efecto de la
heterogeneidad ambiental y la plasticidad fenotipica sobre la tolerancia al cambio climéatico
por parte de la vida marina. En su conjunto, la presente investigacion y los estudios futuros
mejoraran la comprension actual de la evolucion y biodiversidad en Pocillopora,
encausando los esfuerzos de conservacion de este importante grupo de corales, y con ello
ofrecer alternativas de manejo que nos permitan una mejor utilizacion de los sistemas

arrecifales en el escenario actual de cambio constante en el océano.
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