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Resumen de la tesis que presenta Erick Delgadillo Nufio como requisito parcial para la obtencidn del
grado de Maestro en Ciencias en Ciencias de la vida con orientacién en Biotecnologia Marina.

Expresion diferencial de genes de las proteinas fluorescentes y su asociacion con indicadores
fisiologicos de estrés en Pocillopora verrucosa en dos comunidades coralinas.

Resumen aprobado por:

Dra. Clara Elizabeth Galindo Sanchez Dr. Marco Agustin Lifian Cabello
CoDirectora de Tesis CoDirector de Tesis

El deterioro de los arrecifes de coral es un problema global de suma importancia. La mayoria de
los arrecifes en el mundo presentan perdidas en la cobertura coralina y los eventos de blanqueamiento
son cada vez mas frecuentes, debido a la constante presidn ambiental y al cambio climatico. A pesar de
esto, la regulacién de estos ecosistemas es deficiente. Se necesita una mayor comprension fisioldgica y
ecoldgica de la simbiosis coral-algal para la proteccion y conservacién de los arrecifes de coral. En el
presente estudio, se pretende evaluar la respuesta fisioldgica y transcriptomica del coral Pocillopora
verrucosa de morfologias verde y café. Para esto, se reubicaron dos colonias coralinas bajo diferentes
profundidades en su ambiente original y en un arrecife severamente impactado. Posteriormente, se
tomaron muestras durante un periodo de 24 horas (T1-cenit; 2:00 pm, T2-ocaso; 8:00 pm, T3 medianoche;
12:00 am; T4-amanecer; 8:00 am) entre los dias 17, 18 y 19 de mayo de 2017. De esta manera, se tomaron
34 muestras de para analisis de RNA y 34 para analisis fisiolégicos. Los resultados de los analisis fisioldgicos
indican que los holobiontes de ambas morfologias presentaron el mismo nivel de respuestas antioxidante
y de salud durante las 24 horas posteriores a su reubicacidon. Aunque no hubo resultados significativos, los
patrones parecen indicar que hay diferencia en la respuesta fisioldgica entre las morfologias verde y café
en los corales reubicados en la Boquita. En lo que respecta a la colonia verde, esta presenté un mayor
promedio en la concentracion de FPs (p=0.04). Ademas, los niveles de expresidn de los genes que codifican
esta proteina se expresaron significativamente mas en el coral verde, independientemente de la localidad.
Exceptuando las FP, cuando ambas morfologias se encuentran en Carrizales, presentan un perfil de
expresion similar. Sin embargo, los corales reubicados en La Boquita reportaron un perfil totalmente
opuesto entre si. Ambos corales tuvieron un descenso en la expresién del gen psbA del fotosistemal ll, pero
solo el coral café presenté un incremento significativo en la expresion de los genes con funcidn
antioxidante (PXDNL, CAT, GSTT2B2, GPT1, GSS, GPX5 y GST) y de digestién (Capn9). Mientras que el
fenotipo verde sdélo presentd incrementos Capn9 y CAT. Los datos nos indican que ambos corales
reubicados en La Boquita presentaron estrés oxidativo. Sin embargo, la morfologia café es la mas afectada
tras la reubicacion en el ambiente marginal y esto coincide con el bajo nivel de expresién y concentracion
de FPs. Lo que sugiere una diferencia en la capacidad de aclimatacion debido quizas el efecto antioxidante
de las FPs.
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Abstract of the thesis presented by Erick Delgadillo Nufio as a partial requirement to obtain the Master of
Science degree in life science with orientation in marine biotechnology.

Differential gene expression of fluorescent proteins and their association with physiological stress
indicators in Pocillopora verrucosa from two coral communities.

Abstrac approved by

Dra. Clara Elizabeth Galindo Sanchez Dr. Marco Agustin Lifian Cabello
CoDirectora de Tesis CoDirector de Tesis

The deterioration of coral reefs is a global problem of the utmost importance. Most of the reefs in
the world present losses in coral reef coverage and bleaching events are becoming more frequent, due to
constant environmental pressure and climate change. Despite this, the regulation of these ecosystems is
deficient, and a greater physiological and ecological understanding of coral-algal symbiosis is needed for
the protection and conservation of coral reefs. In the present study, we intend to evaluate the
physiological and transcriptomic response of the Pocillopora verrucosa coral of green and brown
morphologies. For this, two coral colonies were relocated under different depths in their original
environment and in a severely impacted reef. Subsequently, samples were taken during a period of 24
hours (T1-zenith, 2:00 pm, T2-sunset, 8:00 p.m., T3 midnight, 12:00 a.m., T4-dawn, 8:00 a.m.) between
May 17-19, 2017. Thirty-four samples were taken for RNA analysis and 34 for physiological analysis. The
results of the physiological analysis indicate that the holobionts of both morphologies presented the same
level of antioxidant and health responses during the 24 hours after their relocation. Although there were
no significant results, the patterns seem to indicate that there is a difference in the physiological response
between the green and brown morphologies in the corals relocated in La Boquita. However, the green
colony showed a higher average concentration of FPs (p = 0.04). In addition, the expression levels of the
genes encoding this protein were expressed significantly more in the green coral, regardless of location.
Except for FP, when both morphologies were found in Carrizales, they presented a similar expression
profile. However, the corals relocated to La Boquita reported a completely opposite profile. Both corals
had a decrease in psbA gene expression of photosystem I, but only the brown coral showed a significant
increase in the expression of genes with antioxidant function (PXDNL, CAT, GSTT2B2, GPT1, GSS, GPX5 and
GST) and digestion (Capn9), while the green phenotype only showed increases in Capn9 and CAT. These
characteristics indicate that both corals relocated in La Boquita presented oxidative stress. However, the
brown morphology is the most affected after relocation in the marginal environment and this coincides
with the low level of expression and concentration of FPs.

Key Wods: GFP, oxidative stress, gene expression, P.verrucosa
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glutamyltranspeptidase 1 (GGT 1), Epididymal secretory glutathione peroxidase (GPX5),
Glutathione S-transferase (GST) y Glutathione synthetase (GSH). Rojo = transcritos con
regulacién positiva, verde = transcritos con regulacién negativa. Valores en
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Capitulo 1. Introduccion

1.1. Antecedentes

1.1.1. Biologia de los corales

Los arrecifes coralinos son el resultado de una simbiosis entre animales phylum Cnidaria,
clase Anthozoa, orden Scleractinia y microorganismos fotosintéticos endosimbidticos del género
Symbiodinium, reino Chromalveolata, division Pyrrhophyta, clase Dinophyceae, que a menudo se
denominan zooxantelas (Roth 2014). Esta relacidon simbidtica propicia que los organismos
fotosintéticos logren aprovechar la luz solar y el didxido de carbono de manera mas eficiente
(Verdn et al. 2000). La simbiosis confiere al animal hospedero la capacidad generadora de energia
de una planta a través de la fotosintesis, potenciando su capacidad para crear grandes estructuras
calcareas. A cambio, los corales proporcionan a sus endosimbiontes con nutrientes esenciales en

un habitat seguro y soleado en océanos pobres en nutrientes (Roth 2014).

Ademas, los organismos fotosintéticos potencian diversos procesos bioldgicos en ambos
organismos; aumentan la capacidad para desactivar y remover desechos metabdlicos y elevan la
capacidad para concentrar y reciclar nutrientes limitados como el fésforo y el nitrégeno (Verdn
et al. 2000). La simbiosis permite que los corales puedan existir en ambientes oligotréficos como
los océanos y es responsable de crear grandes estructuras sélidas. Debido a estas caracteristicas,
los corales son considerados “holobiontes” fotosintéticos de alta eficiencia que presentan
propiedades épticas que permiten la distribucion de la luz sobre todo su tejido (Hoogenboom et
al. 2012; Brodersen et al. 2014). Los beneficios de la simbiosis entre corales y dinoflagelados del
género Symbiodinium se conocen bien. No obstante, los costos de la asociacion, especialmente
cuando estan bajo estrés, contindan siendo el foco de muchas investigaciones (Yakovleva et al.

2009).



Los corales hermatipicos secretan carbonato de calcio significativamente mas rapido que
los corales ahermatipicos, los cuales no poseen asociacion simbidtica (Hidaka 2016). El esqueleto
individual de un pdlipo coralino tiene forma tubular y es denominado “coralito”. Estas estructuras
calcareas presentan placas verticales en posicion radial y se unen entre si mediante paneles

horizontales, a el colectivo de estos se les lama “coenosteum” (Veron et al. 2000) (Figura 1).
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Figura 2 Diagrama esquematico de los principales elementos anatémicos de un pdlipo y caracteristicas
basicas del esqueleto calcareo de los corales escleractinios. llustrado por Geoff Kelley. Corals of the world.
Veron. Vol I. 2000, traducido por E. Delgadillo-Nufio. Fotografia de un pdlipo por U.S. Department of
Commerce National Oceanic and Atmospheric Administration Ocean and Atmospheric Research.

El género Pocillopora (familia Pocilloporidae) es un taxén abundante y extendido a lo largo
de la zona tropical del Indo Pacifico. El género presenta especies endémicas, especialmente en el
Pacifico central y oriental. A pesar de ello, no existen distinciones claras entre estos grupos
aislados, llamadas subespecies geograficas y especies endémicas regionales. Por ejemplo,
Pocillopora verrucosa, P. meandrina y P. elegans son especies particularmente dificiles de

diferenciar mediante sus caracteristicas morfolégicas. Su morfologia es muy variable, al ser



influida por condiciones ambientales como el grado de exposicion a turbulencia, variacion en la
profundidad y disponibilidad de nutrientes. Debido a esto, los caracteres morfométricos que
permiten su distincién son pocos, haciendo dificil la delimitacién de las fronteras entre estas
especies (Glynn 1999). El género Pocillopora presenta diversas morfologias y coloraciones, como
azul, cian, verde, rosa, café palido, café oscuro, café verdoso, amarillo, crema y, en raras

ocasiones, purpura.

Esta gran variedad de coloraciones son una caracteristica distintiva de los arrecifes
coralinos y se debe en gran parte a las cromoproteinas no fluorescentes (CPs, por sus siglas en
Inglés) y proteinas fluorescentes (FPs, por sus siglas en Inglés) de la familia de las proteinas verdes
fluorescentes (GFP-like protein, por sus siglas en Inglés) (Lukyanov et al. 2000; Labas et al. 2002;
Field et al. 2006; Field and Matz 2010; Roth et al. 2010; D’Angelo et al. 2012; Gittins et al. 2015;
Takahashi-Kariyazono et al. 2015).

Estas proteinas son ubicuas en el orden Scleractinia (Miyawaki 2002; Field et al. 2006; Alieva et
al. 2008; Lapshin et al. 2015). Las coloraciones fluorescentes verde (480-520 nm) y roja (5750-600
nm) son las dominantes en 33 especies de coral (representantes de ocho familias) en la Gran
Barrera de Coral de Australia (Gruber et al. 2008). Estas proteinas existen desde antes de la
separacion de los filos Bilateria y Cnidaria hace 700 millones de afios y han evolucionado varias

veces en los diferentes linajes (Shagin et al. 2004; Alieva et al. 2008).

En algunas especies, las FPs se pueden encontrar en concentraciones relativamente altas,
representando hasta el 14% de las proteinas totales, algunas con vida media mayor a 20 dias
(Leutenegger et al. 2007). Estas proteinas presentan una variabilidad intraespecifica
sorprendente. Los corales poseen multicopias de genes de FPs numerosas, las cuales pueden
aumentar considerablemente el rango dinamico y modular los niveles de su transcripcién en
respuesta a la luz ambiente, variaciones de temperatura o estrés oxidativo (Gittins et al. 2015).
Las FPs absorben energia luminica de emisién primaria y emiten luz en diferentes longitudes de
onda, principalmente cian (485—495 nm), verde (480-520 nm), amarillo (525-570 nm) y rojo (575—
600 nm) (Alieva et al. 2008).
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Se cree que las proteinas similares a la GFP pueden funcionar para regular las condiciones
fisioldgicas en los Antozoos. Al parecer, estas moléculas en corales de aguas poco profundas
juegan un papel en la fotoproteccién. Sin embargo, las especies de corales mesotdpicos (30-150
m), que se encuentran en condiciones de luz escaza, también presentan fluorescencia. Tomando
en cuenta que estas moléculas absorben luz azul y UVR, la cual penetra hasta 200 m, y emiten luz
de menor energia, existe la posibilidad de que las FPs ayuden a mejorar la fotosintesis mediante
la absorcién, cribado o dispersién de la luz en el tejido del holobionte. Ya que los picos de
excitacion principales de las proteinas fluorescentes caen en cualquier lado del pico fotosintético
principal, lo que puede reducir la competencia y ser importante en un entorno de energia
limitada. No obstante, no podemos descartar que la fluorescencia pueda ser un remanente de

una funcién que ya no es relevante, al menos para los corales mesotdpicos (Roth et al. 2015).

La luz es un factor regulador clave que da forma a la productividad, fisiologia y ecologia
del holobionte coralino, ya que los simbiontes dependen de la luz para satisfacer sus demandas
metabdlicas (Roth 2014). Los arrecifes se ubican mayormente en la zona eufética donde la
intensidad luminica es fluctuante, desde niveles altos y dafiinos en superficie, hasta condiciones
sombrias limitantes en la parte inferior de esta zona (Salih et al. 2000). El espectro de luz juega
un papel fundamental en la biologia de corales. Se sabe que la luz azul de baja longitud de onda
(440-480 nm) propicia un mayor crecimiento de corales, aumentando la densidad de células del
endosimbionte, tasa de fotosintesis, niveles de clorofila, FPs y otras moléculas fotoprotectoras
como B-carotenoides. Mientras que la luz roja (640—680 nm), promueve la necrosis y mortalidad

de ciertos corales (D’Angelo et al. 2008; Wijgerde et al. 2014).

Aunque no se sabe con certeza por que los corales responden de manera diferente ante
las diferentes longitudes de onda, podemos suponer que estos procesos fisioldgicos que se ven
mejorados con la luz azul son el resultado de la adaptacién de los corales para aprovechar de
manera diferencial las longitudes de onda de la radiacidon fotosintéticamente activa (PAR),
aprovechando las longitudes de onda azul que tienen mayor persistencia en la columna de agua
(Levy et al. 2006). Debido a la relacién simbidtica, los arrecifes de coral son extremadamente

sensibles a cambios ambientales y frecuentemente expulsan sus simbiontes fotosintéticos



cuando estan fisiolégicamente estresados, esto se conoce como blangueamiento coralino

(Roopnarine y Dineen 2016).

Al igual que otros fotoautotrofos, Symbiodinium debe equilibrar la cantidad de luz solar
absorbida para mantener altas tasas de productividad sin incurrir en dafios. El carbono fijado por
Symbiodinium se transloca para alimentar el crecimiento y la calcificacidn del coral. Ademas, el
oxigeno producido como subproducto de la fotosintesis puede promover las tasas mdaximas de
calcificacion de los corales (Roth 2014). Las capacidades heterotréficas de los corales pueden
variar considerablemente debido a un conjunto de factores que incluyen la luz, la temperatura y
flujo de agua, abundancia y composicion de zooplancton, concentraciones de material
particulado suspendido y fluctuaciones altas de nitrégeno disponible. El carbono podria ser un
factor importante que afecta la susceptibilidad al blanqueamiento de los corales entre y dentro

de los habitats del arrecife (Borell et al. 2008).

1.1.2. Estado actual de los arrecifes

Los arrecifes de coral cubren tan sélo el 0.1% (600,000 km?) de la superficie del planeta. A
pesar de su cobertura escasa estos ecosistemas son de alto valor ecolégico, econémico y social,
siendo uno de los ambientes mds diversos del planeta. Con una productividad alta, albergan una
gran biodiversidad y proveen servicios ambientales valiosos como proteccién de la linea de costa,
pesca, turismo, recreacion, investigacion y valor estético. Parte de su funcionalidad esta dada por
la estructura tridimensional compleja de los arrecifes, la cual proporciona un habitat propicio para
la vida y una barrera que modifica el régimen de energia de las olas, actuando como proteccién

para la vida marina (Perry et al. 2013).

Los arrecifes de coral han sido impactados a escala global en las ultimas décadas (Baker et
al. 2008). Estos ecosistemas se encuentran en un estado de decadencia debido a la combinacién
sinérgica entre diversos factores ambientales y actividades humanas destructivas derivadas del

crecimiento poblacional. Por ejemplo, la pérdida de habitat por desarrollo no sustentable, la



destruccién de manglares y humedales, la contaminacién de los arrecifes por fuentes puntuales
o dispersas, el aumento de la tasa de sedimentacién, los dafios fisicos por anclaje, la
sobreexplotacion, la pesca destructiva y las enfermedades (Mora et al. 2006; Baker et al. 2008;
Baird et al. 2009; Perry et al. 2013; Roth y Deheyn 2013; Roth et al. 2013; Anithajothi et al. 2014;
Haas et al. 2014). Los estresores mas significativos para los arrecifes de coral son los incrementos
andmalos en la temperatura superficial del mar, indices de radiacién UV altos y la sedimentacion.
Estas condiciones adversas, ya sean individualmente o de manera sinérgica, inducen al coral a un
estado de estrés que puede desencadenar ciertos procesos fisioldgicos de aclimatacion. Si los
estresores persisten, el coral sufre un proceso de blanqueamiento y posteriormente se produce

la perdida de cobertura coralina y el arrecife muere.

Actualmente el cambio climatico esta firmemente establecido por la ciencia como una
realidad y los ecosistemas se enfrentan a diversos desafios emergentes en las préximas décadas
(Baker et al. 2008). Los arrecifes de coral se encuentran entre los ecosistemas mas sensibles al
calentamiento global y se desconocen los factores que predicen el potencial de dispersién de los
corales. (Strader et al. 2016). Desde principios de la década de 1980 se han producido episodios
de blanqueamiento y mortalidad de arrecifes de coral, principalmente debido al calentamiento
del océano inducido por el clima. Casi todos los afios se registran estos eventos en uno o mas de
los mares tropicales del mundo. Los episodios de blangueamiento son esporadicos y los mas
graves suelen estar acompafados de fendmenos océano-atmédsfera como El Nifio (ENOS), que se
caracteriza por elevaciones de la temperatura del océano (Baker et al. 2008). Ademas, las
enfermedades de los corales representan una grave amenaza para la supervivencia de los
arrecifes de coral. Shiloi vibrio es una de las bacterias asociada a eventos de blanqueamiento

durante veranos con temperaturas entre 26 y 31 °C (Murali et al. 2010).

Se cree que la ausencia de zooxantelas en ovocitos de muchas especies de coral y la
capacidad de transmitir facilmente zooxantelas a las larvas son estrategias para contrarrestar
ciertos estresores ambientales. Las larvas del coral Acropora intermedia con endosimbiontes
presentan alta actividad de las defensas antioxidantes y altos niveles de dafio celular por estrés
oxidativo, en contraste con las larvas que no presentan simbiontes. Las larvas de coral con

zooxantelas tienen una supervivencia mas baja que aquellos que carecen de zooxantelas cuando



se exponen a altas temperaturas. Debido al estrés oxidativo que se origina en los endosimbiontes,

el cual causa dafio celular en el huésped bajo estrés por calor (Yakovleva et al. 2009).

Los cambios ambientales amenazan la persistencia de estos ecosistemas al alterar la
composicion y funcion de comunidades coralinas completas (Baker et al. 2008; Roopnarine et al.
2016). Lo anterior, propicia un crecimiento diferencial entre los taxones presentes en las
comunidades coralinas como respuesta ante los estresores ambientales. Esto desencadenaria
una serie de interacciones ecoldgicas intraespecificas totalmente nuevas que, en ciertos casos,
generan un desarrollo preponderante para algunas especies de coral, provocando un impacto
profundo en la resiliencia de los arrecifes coralinos (Sogin et al. 2016; Mumby 2017). En muchos
lugares, los esfuerzos por conservar estos ecosistemas han resultado indtiles. En Singapur, mas
del 60% del habitat de los arrecifes de coral ha desaparecido debido a décadas de presion

constante a causa del desarrollo urbano (Chou 2016).

En el sur del Golfo Arabigo se registré un evento de blanqueamiento severo a finales de
1990 que caus6 una mortalidad generalizada. Mas de una década después los corales seguian
dominando el bentos (40% de cobertura en 10 sitios de mas de 350 km), pero las comunidades
coralinas variaban espacialmente. Los sitios al oeste, los cuales presentaron peores condiciones
durante el blanqueamiento de los 90, actualmente tienen poca diversidad y riqueza de especies
con comunidades dominadas por Porites sp. (88%de cobertura). Por otro lado, se ha dado una
recuperacioén limitada de los corales Acropora sp. (<1% de cobertura), los cuales representaban
las comunidades dominantes anteriormente. Esto indica que el blanqueamiento severo puede
tener impactos sustanciales a largo plazo en las comunidades de corales, incluso en areas con

corales termotolerantes como los del sur del Golfo Ardbigo (Burt et al. 2011).

Se necesita una mayor comprensidn fisioldgica y ecoldgica de la simbiosis coral-algal para
la proteccidon y conservacién de los arrecifes de coral (Roth 2014). Ademas, es de suma
importancia realizar monitoreos que determinen la pérdida de cobertura coralina. Enfatizando la
medicidn e interpretacion de los cambios en la diversidad coralina y las tasas de recuperacion del
arrecife. De esta manera, se podra generar informacién acerca de los factores biolégicos que

propician el desempeno positivo de ciertas especies de coral y sus diferentes morfologias frente



a las perturbaciones ambientales y antropogénicas (Chou 2016; Sogin et al. 2016). De esta
manera, la gestion de los arrecifes de coral debe considerar el incremento de las temperaturas
oceanicas, los rangos de sedimentacion, el substrato de arrecife desestabilizado y el cambio de la

estructura bioldgica de la comunidad, incluso a niveles moleculares.

1.1.3. Comunidades coralinas del Pacifico central mexicano

En los ultimos afios se ha caracterizado un gran nimero de arrecifes o parches coralinos
en el Pacifico mexicano, los cuales estdn distribuidos a lo largo de la costa y en las islas ocednicas
adyacentes (Pérez-Vivar 2006) (Figura 2). Las 43 especies de corales reportadas en el Pacifico
mexicano corresponden a los géneros Pociloporidae, Poritidae y Agaricidae (Reyes-Bonilla et al.
2010). Los sistemas arrecifales mas representativos en el Pacifico mexicano se encuentran en el
Golfo de California, oeste del Pacifico mexicano, en el Archipiélago Revillagigedo, las Islas Marias
y la Costa del Pacifico Sur. En esta ultima regién, en el Estado de Colima, en la ciudad de

Manzanillo se encuentran dos sistemas de arrecifes importantes: Carrizales y La Boquita.

Los arrecifes de Carrizales y La Boquita son los sistemas bioldgicos mds importantes de la
costa de Colima. El arrecife de Carrizales alberga 39% de las especies coralinas conocidas en el
Pacifico mexicano (Reyes-Bonilla et al. 2013), sus condiciones son relativamente estables debido
a gue se encuentra en un area aislada con acceso exclusivamente maritimo y a su profundidad
(0.5 a 12 m), siendo el menos afectado de los dos por presién antropogénica. La comunidad
coralina de La Boquita presenta un deterioro grave asociado principalmente a la reubicacién
inadecuada de la conexiéon entre la Laguna de Juluapan y el mar. Debido a los valores de
sedimentacion altos provenientes de las descargas constantes de Juluapan, los incrementos
andmalos de temperatura y otros factores como la fragmentacién, erosidén bioldgica y la alta
presion turistica, este ecosistema ha reducido su tamafio considerablemente en los ultimos afios

(Lifidn-Cabello et al. 2010).



Lifidan-Cabello y colaboradores (2006) reportaron un blanqueamiento de 12% de la
poblacién de coral P. verrucosa superficial del arrecife de La Boquita en el verano de 2004
resultado de los altos niveles de radiacion solar causados por un bajo porcentaje de nubosidad y
altos promedios de luz solar durante el periodo de estudio. Para el afio 2010, alrededor del 20%
de estos corales, ubicados cerca de la desembocadura de Juluapan, fueron cubiertos por
sedimentos provenientes de la Laguna (Lifidn-Cabello et al. 2006; Lifian-Cabello et al. 2009; Lifian-
Cabello et al. 2010a). Esto resultd en un deterioro ecoldgico acelerado del ecosistema,
provocando un estrés agudo en los organismos sobrevivientes, debido a las interacciones
competitivas con macroalgas, fluctuaciones en niveles de luz, nutrientes y temperatura que
afectan a la capacidad fotosintética de los endosimbiontes (Lifidan-Cabello et al. 2006; Flores-

Ramirez et al. 2007 Lifian-Cabello 2010, 2011; Delgadillo-Nufio et al. 2014).

Actualmente existe una necesidad urgente de desarrollar indicadores de alerta temprana
para la evaluacion de la salud del coral (Mayfield et al. 2014). Tomando en cuenta la pérdida
constante de cobertura coralina en diversas partes del mundo y la importancia ecoldgica
intrinseca de los arrecifes. Es de suma importancia comprender los mecanismos celulares que le
permiten al organismo sobrevivir durante el periodo de estrés antes de que el blanqueamiento
sea irreversible (Carpizo-ltuarte et al. 2013), con la finalidad de generar informacién que nos

ayude a desarrollar conocimientos de la biologia y simbiosis de estos organismos.
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Figura 3. Distribucién de los arrecifes coralinos en México. 1) Golfo de California y oeste del Pacifico mexicano.
2). Archipiélago Revillagigedo. 3). Islas Marias. 4). Costa del Pacifico Sur. 5). Golfo y banco de Campeche. 6).
Caribe mexicano. llustracién por Cederstav et al. (2015).

1.1.4. Respuesta ante el estrés termo-oxidativo y foto-oxidativo

Estresores como niveles altos de radiacidon solar (UVR y PAR), altas temperaturas,
variaciones de salinidad y sedimentacién, por si solas o en combinacidn sinérgica, pueden inducir
un incremento en la concentracién de especies reactivas de oxigeno (EROS). No obstante, los
parametros de radiacion solar y temperatura son los estresores mas significativos para el coral,
debido a que promueven la liberacion de radicales como el superdxido (O2), singlete de oxigeno
(102), peréxido de hidrégeno (H202) y el radical hidroxil (HO") (Higuchi et al. 2012). Todos
provocan la peroxidacién lipidica de las membranas celulares, pérdida de la funcién de organelos,
mutaciones, inactivacion enzimatica, reduccién en la eficiencia del metabolismo, reduccién de la
fijacién de carbono y decremento de la fotosintesis (Flores-Ramirez et al. 2007; Roth et al. 2010)
El estrés oxidativo es causado por estresores ambientales asociados al cambio climatico global y

en ultima instancia conduce a la ruptura de la simbiosis entre el coral y la mucroalga (Roth 2014).
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Los corales poseen varias estrategias contra el dano oxidativo por la exposicién a altas
temperaturas y a la radiacion UV. Por ejemplo, el sistema de profenoloxidasa (PPO), enzimas
antioxidantes como la enzima superdxido dismutasa (SOD) y la catalasa (CAT), ascorbato
peroxidasa, glutatidon reductasa (GR), enzimas de reparacién del DNA, acumulacién de pigmentos
fotosintéticos como la clorofila a (Chl a) y lipidos. Ademas de la produccion de antioxidantes de
bajo peso molecular como B-caroteno, a-tocoferol, flavonoides, hidroxiquinonas, glutatidn, las
micosporinas y los aminoacidos de tipo micosporina (MAAs, por sus siglas en inglés) y proteinas

como las CPs y FPs (Palmer et al. 2009; Lifidn-Cabello et al. 2010; Strychar et al. 2011)

Anithajothi y colaboradores (2014) sostienen que los ensayos con enzimas antioxidantes
como SOD y CAT pueden ser usadas como biomarcadores para la identificacion de corales con
susceptibilidad al blanqueamiento, al menos para las especies Acropora formosa, Echinopora
lamellosa, Faviafavus sp., Favites halicora, Porites sp. y Anacropora forbesi. Los autores
demostraron que, excepto en A. formosa y F. favus la actividad de CAT es mas alta en el
endosimbionte que en el tejido del coral. Por otra parte, sugieren que la actividad de SOD varia

significativamente entre las especies.

Se ha reportado que la actividad de las enzimas SOD y CAT, asi como la densidad de células
de endosimbionte por cm? de P.a verrucosa y Galaxas fascicularis cambian cuando el coral es
expuesto a incrementos de H,0; junto con una elevacion de la temperatura (Higuchi et al. 2008).
La CAT aumenta su actividad cuando aumenta la concentracién de H;0,, pero las actividades de
SOD se mantienen relativamente sin cambios. A su vez, el aumento de la temperatura del agua
provoca un aumento de las actividades de SOD y CAT en ambos organismos. Se reporta que en la
especie G. fascicularis, ademas del aumento de estas enzimas, la densidad de células de
endosimbionte baja después del aumento de H,O,y de la temperatura, pero éstas se mantienen

mas altas que en los corales expuestos sélo a temperaturas altas (Higuchi et al. 2012).

Lindn-Cabello y colaboradores (2010a), reportaron que en los corales Pocillopora capitata
del arrecife de La Boquita, los marcadores de estrés oxidativo y los antioxidantes varian
significativamente a través de las estaciones. Segun las pruebas ANOVA y Tukey que los autores

realizaron, los corales presentan niveles significativamente mayores de O, (P=0.004), dafio celular
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inferido a partir de la concentracion de malondialdehido (MDA) (P=0.001), CAT (P=0.045), GR
(P=0.001), MAAs (P=0.000), y Chl a (P=0.000) en el verano. Mientras que en invierno sélo Chl ay
densidad de células de endosimbionte son diferentes inicamente en sitios de poca profundidad
(P=0.004 y P=0.00, respectivamente) y en los sitios profundos para el O, (P=0.04). Los resultados
de este estudio indican que al menos para P. capitata el aumento de la temperaturay la radiacion
asociada a los cambios estacionales influye en la actividad y concentracion de los marcadores

analizados.

Carpizo-Ituarte y colaboradores (2013) reportaron resultados similares en comunidades
de P. verrucosa de las costas del Pacifico central mexicano. Los autores encontraron que la
actividad de enzima SOD [CuZn] incrementa después de someter corales durante 18 horas a un
incremento de temperaturas desde 20°C a 31°C. Por su parte, Higuchi y colaboraores (2008) han
reportado que en el coral Galaxea fascicularis, tanto en el cnidario como en el endosimbionte la
actividad de la enzima CAT incrementa conforme aumentan la temperatura y H,0,. Sin embargo,
los mismos autores sefialan que la actividad de CAT no varia cuando se combinan las dos variables

(Higuchi et al. 2012).

Los MAAs son moléculas solubles en agua de bajo peso molecular que absorben radiaciéon
UV en el rango de longitud de onda 310-365 nm. Estas moléculas estan presentes en diversos
organismos como hongos, cianobacterias, macroalgas y fitoplancton (Sinha et al. 2007; Hartmann
et al. 2017). Los genes que sintetizan MAAs se transfirieron de cianobacterias a dinoflagelados y
posiblemente Synechococcus sp. que actué como donante durante el evento de transferencia

lateral de genes (Singh et al. 2012).

Banaszak y colaboradores (2006) analizaron extractos metandlicos de 54 especies de
cnidarios simbidticos del Caribe mexicano, incluyendo corales hidrozoicos, anémonas, gorgonias
y corales escleractinios. Los autores reportan la presencia de entre uno y cuatro diferentes MAAs
en todas las especies estudiadas bajo condiciones naturales. Los MAAs se identificaron como
micosporina-glicina, shinorina, porphyra-334 vy pallina. Los autores sugieren que Symbiodinium se
limita a producir cinco MAAs y también parece haber un orden definido de aparicion de estos. En

general, la micosporina-glicina se encontré en las concentraciones mas altas. Esta molécula a
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diferencia de otras, absorbe dentro del rango de ultravioleta B (UVB, 280-320 nm) y también es

conocida por sus propiedades antioxidantes (Banaszak et al. 2006).

Se ha reportado que Stylophora pistillata presenta cantidades minimas de MAAs cuando
no estd expuesta a radiacidon UV. No obstante, las concentraciones aumentan rdpidamente bajo
exposicion a UVR y estas moléculas tienden a estabilizarse tras varios dias. Ademads, este coral
responde ante la interrupcién UVR disminuyendo rdpidamente los niveles de MAA primarios,

mientras que los MAA secundarios continuaron aumentando (Shick 2004).

Singh et al. (2008) sugieren que los MAAS en el coral A. variabilis pueden tener diversas
funciones ademas de la fotoproteccidon, debido a que al someter cepas de dinoflagelados
endosimbiontes a tratamientos de aumento térmico y radiacion UV como factores de estrés,
estas no presentaron efecto sobre la produccién de MAAs. Sin embargo, el tratamiento con sales
de amonio presentd efectos sinérgicos con el estrés UV. La sintesis de MAAs también fue inducida
por la sal de amonio como Unico estresor y de una manera dependiente de la concentracién para

los organismos sin estrés UV.

Rosic y Dove (2011) reportan que ademas de la actividad fotoprotectora, los MAAs
también actuan en la regulacién osmética, ademas de ser reservorios intracelulares de Nitrégeno
y antioxidantes de especies reactivas de oxigeno (ROS) y precursores de dafio inducido causado
por el 10,. Esta diversidad de moléculas y su funcionalidad variada podria explicar las diferencias

en la concentraciéon de MAAS de las dos morfologias de P. verrucosa.

Carignan vy colaboradores (2009) reportan que los corales Pocillopora capitata
recolectados en la Bahia de Santiago, Manzanillo, México, contienen una gran diversidad MAAs
primarios y secundarios tipicos de algunas especies de corales hermatipicos: micosporina-glicina,
shinorina, porphyra-334, micosporina-metilamina-serina, micosporina-metilamina-treonina,
palinina-serina, pallina y un MAA predominante. La patinina-treonina, que también estuvo

presente en altas concentraciones en los corales Pocillopora eydouxi y Stylophora pistillata.
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Yakovleva y colaboradores (2004) sugieren que la micosporina-glicina (Myc-Gly) funciona como
un antioxidante en el tejido del holobionte. Los autores discuten que este MAAs presenta un
papel de suma importancia en la supervivencia de los corales hermatipicos bajo estrés térmico.
Para llegar a esta conclusion, los autores evaluaron la eficiencia fotoquimica de PSII (Fv/ Fm),
actividad de enzimas antioxidantes, superdxido dismutasa (SOD) y catalasa (CAT). Otras variables
gue se midieron fueron la composicidn y abundancia de MAAs en el tejido de los corales Platygyra
ryukyuensis y Stylophora pistillata y en zooxantelas simbidticas, durante 12 horas de exposicién
a altas temperaturas (38 °C). La exposicidn al estrés térmico durante las primeras seis horas indujo
una reduccion pronunciada en la abundancia de Myc-Gly pero no en otros MAAs en el tejido
coralino y las zooxantelas de ambas especies. Cuando la exposicidn se prolongé a 12 h, el grupo
de Myc-Gly continud disminuyendo en P. ryukyuensis y se agotd por completo en S. pistillata. El
retraso en el inicio del estrés oxidativo en P. ryukyuensis y el aumento dramatico en las
actividades de las enzimas antioxidantes en S. pistillata, que contiene concentraciones bajas de
Myc-Gly sugieren que este compuesto proporciona una proteccidn rdpida contra el estrés

oxidativo antes de que la produccién de enzimas antioxidantes sea activada.

Los MAAs son metabolitos secundarios “multipropdsito” que funcionan como protectores
ante niveles dafiinos de radiacion UV y tener funciones adicionales: pueden servir como
moléculas antioxidantes y puedes acumularse como solutos compatibles después del estrés
salino. Su formaciéon es inducida por desecacidon o por estrés térmico, y se ha sugerido que
funciona como un pigmento accesorio de recoleccidon de luz en la fotosintesis o como un
reservorio de nitrégeno intracelular (Yakovleva et al. 2004; Oren and Gunde-Cimerman 2007;

Rosic and Dove 2011).

Ademas de los MAAs del Symbiodinium, el holobionte presenta una gran variedad de
pigmentos “multifuncionales”. Los cnidarios por su parte, ostentan una asombrosa diversidad de
FPs. Las FPs tienen una renovacion lenta en los antozoos (=20 dias), lo que sugiere que el costo
energético de mantener una concentracion alta de esta proteina es comparativamente bajo
(Leutenegger et al. 2007). La estabilidad excepcionalmente alta de las FPs in vivo e in situ las hace
adecuadas para cumplir funciones que requieren una alta concentracién de proteinas, por

ejemplo, sistema inmune, respuesta ante estrés oxidativo, foto aclimatacién y blanqueamiento
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(Mazel et al. 2003; Bou-Abdallah et al. 2006; D’Angelo et al. 2008; Gruber et al. 2008; Roth et al.
2010; Roth et al. 2015). Estos pigmentos son facilmente detectables (Treibitz et al. 2013) y
extraibles (Samarkina et al. 2009). Por estas razones, las FPs sirven como marcadores Opticos
intrinsecos de la condicién fisioldgica, siempre que se entiendan bien los determinantes que

controlan su expresion (D’Angelo et al. 2008).

Roth y colaboradores (2013) reportaron que la concentracién de FPs y fluorescencia verde
en corales estan directamente relacionadas con procesos de adaptacion al blanqueamiento y con
comunidades sanas. Los autores han reportado que en variaciones de temperatura de 5 °C las
concentraciones de GFP en Acropora yongeio descienden al igual que su estado de salud. Esta
condicién contintda hasta el inicio del blanqueamiento tras nueve dias. Posteriormente, los
organismos con el decremento de temperatura logran la aclimatacion y recuperan las
concentraciones iniciales de GFP, mientras que los organismos que contindan bajo el incremento
de temperatura mantienen bajos niveles de GFP hasta su muerte. Sin embargo, su fluorescencia
aumenta significativamente a pesar de su reduccién. Estos resultados fueron interpretados en
términos mas generales, sugiriendo que los corales con mas proteinas fluorescentes tienen mas
resistencia al blanqueamiento (Gruber et al. 2008). Por esto, se propone que el uso de la

fluorescencia de FPs como un indicador de la salud de los corales podria ser altamente confiable.

Bou-Abdallah y colaboradores (2006) senalan que aparentemente la GFP puede desactivar
los radicales Oze¢ sin cambios en la fluorescencia. Sin embargo, aun no son del todo claro los
mecanismos asociados. En contraste, de acuerdo a Graham y colaboradores (2002), la GFP
decrece su fluorescencia al exponerla a otras especies de ROS como perdxido de hidrégeno o
anién de peroxinitrato en presencia de mercaptoetanol, descomponiendo el peroxinitrito, a
nitrito o a NaOH a niveles de exposicidn sin efecto. También sugieren que las propiedades
antioxidantes de la GFP podrian ser un suplemento importante para las defensas antioxidantes
tanto del cnidario como del endosimbionte bajo las condiciones hiperdxicas constantes que estos
organismos experimentan durante el dia. Sin embargo, la contribucién de dichas proteinas debe

investigarse a mayor profundidad.
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Palmer y colaboradores (2009) reportaron actividad de eliminacién de peréxido de
hidrégeno (H20;) en siete especies del Caribe con diferentes FPs: M. annularis, M. faveolata, M.
cavernosa, D. strigosa, P. astreoides, D. stokseii y S. siderea. A pesar de las diferencias
interespecificas la actividad no presenté diferencias significativas. Por lo tanto, sugiere que las
proteinas fluorescentes podrian complementar la actividad de la CAT, que es el mecanismo

principal de eliminacién de H,0,.

Se ha propuesto que los pigmentos similares a la proteina verde fluorescente (GFP) tienen
efectos benéficos sobre la fotobiologia del coral (Roth et al. 2015; Lyndby et al. 2016). D'Angelo y
colaboradores (2008), analizaron el efecto de la luz sobre la regulacién de las principales clases
de FPs en corales de los taxa Acroporidae, Merulinidae y Pocilloporidae. Ellos reportaron que los
niveles de FPs estaban estrechamente controlados por la luz en los tejidos de todas las especies.
Los autores reportan dos grupos con base en su regulacion claramente dependiente de la luz. El
primer grupo, de umbral bajo contiene principalmente FPs color cian. Estas se expresan en
cantidades considerables con muy bajas intensidades de luz y su contenido tisular aumenta con
la luz. El segundo grupo, el de umbral alto incluye FPs verdes y rojas, asi como cromoproteinas no
fluorescentes. Estos pigmentos estan esencialmente ausentes en corales cultivados con muy poca

luz, pero su contenido de tejido aumenta en proporcion a las densidades de flujo de fotones.

Las FPs presentan relaciones con el calentamiento de coral y la éptica de los tejidos
(Lyndby et al. 2016). En tejidos del coral masivo Dipsastraea sp., la GFP se correlaciona
positivamente con el calentamiento del coral y la mejora de la irradiancia en la superficie del
tejido. El calentamiento es mas intenso bajo irradiacién roja (680 nm). Mientras que la mejora de
la irradiacion en el tejido coralino fue maxima cuando se ilumind con luz azul. Hasta 62% de esta
mejora fotdnica se debid a la reemision de fluorescencia verde. Los autores sugieren que los
pigmentos de tipo FPs dispersen la radiacion incidente, lo que mejora la absorcion de la luz y el
calentamiento del coral. Ellos concluyen que los pigmentos fluorescentes pueden tener un papel

central en la modulacion de la absorcion y el calentamiento de la luz coralina.

Se ha demostrado que la expresidn de distintas FPs estd relacionada con el crecimiento

acelerado en las ramificaciones expuestas y en los margenes de colonias de coral sanas, asi como
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en partes de colonias alteradas en respuesta a heridas e infestacidn con epibiontes o parasitos.
D’Angelo y colaboradores (2012) sugieren que la expresion de diferentes homdlogos de FPs es
parte de la respuesta inmune innata y de los mecanismos de reparacion en los corales del Mar
Rojo, el Golfo Pérsico y las islas Fiji, tanto en su habitat natural como en condiciones especificas

de laboratorio.

Palmer y colaboradores (2009b) reportaron la presencia de una proteina fluorescente roja
(RFP, por sus siglas en inglés) en tejidos asociados a trematodiasis (infeccion por larva parasita
del tremdtodo Podocotyloides stenometre) en el coral Porites compressa. Los autores
determinaron mediante cortes histoldgicos que la fluorescencia verde esta presente en el tejido
de coral sano, mientras que la fluorescencia roja se manifiesta en el tejido comprometido. Esta
RFP se limita a la epidermis, no estd asociada con células y parece no estructurada. Estos datos
sugieren que la FP roja se produce y localiza en tejido infectado por trematodos larvales y juega

un papel en la respuesta inmune en los corales.

La fluorescencia roja en planulas del coral Acropora millepora podria ser un indicador del
potencial de dispersion ya que se correlaciona con la respuesta a una sefal de asentamiento. La
expresion génica de otro andlogo RFP en A. millepora se correlaciona con caracteristicas parecidas
a la diapausa que muy probablemente se asocien con la dispersién extendida. Strader y
colaboradores (2016) compararon la expresion génica en pldnulas de tres morfologias
fluorescentes bajo tres tratamientos de luz. Las planulas con fluorescencia verde alta no difirieron
en sus respuestas de expresion génica a las que presentaban fluorescencia verde baja. Por otro
lado, las larvas rojas demostraron las firmas de expresidn génica del arresto del ciclo celular y la
transcripcion disminuida acompafiada por una produccién elevada de ribosomas y defensas
elevadas contra el estrés oxidativo, su perfil era muy similar a las firmas de tolerancia térmica
elevada en la misma especie de coral, ademads se asemejaba funcionalmente a estados de pausa

en insectos y nematodos.

Una RFP con caracteristicas similares a la mencionada anteriormente se identificd en el
coral Euphyllia ancora, la EaRFP. Mediante analisis inmunohistoquimico, Shikina y colaboradores

(2016) revelaron que solo los ovocitos expresan EaRFP, mientras que las células somaticas
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ovaricas no. La expresion de esta proteina comienza en la etapa temprana del ovocito y continda
hasta el periodo de maduracién. Ademas, demuestran que la EaRFP recombinante posee una
actividad de degradacion de H.O,. Los autores sugieren que este tipo de RFPs juega un papel en
la proteccidn de los ovocitos contra el estrés oxidativo desde las primeras hasta las etapas finales

de la ovogénesis.

La fluorescencia es comun tanto en adultos como en larvas de coral. Se ha registrado que
existen cambios en la fluorescencia de coral, la abundancia de dinoflagelados endosimbiéticos y
el tamafio de las planulas en diferentes etapas de desarrollo del coral Seriatopora hystrix. La
fluorescencia de este coral cambia durante el desarrollo, pasando del verde en larvas a cian en
colonias adultas. Las larvas de coral mostraron una gran variacion de proteinas verdes
fluorescentes (GFP), abundancia de dinoflagelados y tamafio (Roth et al. 2013). Takabayashi y
Hoegh-Guldberg (1995) reportaron que los corales Pocillopora damicornis de morfologia rosa
presentan concentraciones significativamente mas altas de pocilloporina, una FP de color azul
cian (CFP), en comparacion a los corales de morfologia café. Esto sugiere fuertemente que la

capacidad de expresion de la produccidn de pigmento esta controlada genéticamente.

Las FPs son consideradas desde hace afios como indicadores del estado fisiologico en
varias especies de corales. Actualmente sus niveles y espectros de luz son usados como
indicadores en campos como patologia, estrés oxidativo, fotoaclimatacion y blanqueamiento
(Mazel et al. 2003; Bou-Abdallah et al. 2006; D’Angelo et al. 2008; Gruber 2008; Roth et al. 2010).
La fotoproteccion (Salih et al. 2000) y la capacidad de aumentar la eficiencia de la fotosintesis
(Roth et al. 2015), son las hipdtesis mas destacadas y aunque en primera instancia parecen
contradictorias, ambas pueden ser el resultado del mismo proceso, la modulacion de la radiacion
fotosintéticamente activa (PAR) dentro del holobionte, mediante la transformacion de la UVR

dafina.

Debido a la “multifuncionalidad” aparente de las FPs, a su facil extraccién, a que son
altamente estables y a se puede inferir su concentracién mediante fotografias de fluorescencia,
las FPs se consideran biomarcadores intrinsecos excelentes de los procesos fisioldgicos,

fotobiolégicos y de salud general en los corales (Leutenegger et al. 2007; D’Angelo et al. 2008;
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Samarkina et al. 2009; Treibitz et al. 2013). De manera particular, las herramientas de imagenes
de fluorescencia tienen el potencial de mejorar las evaluaciones ecolégicas y fisioldgicas (Treibitz
et al. 2013). Estas herramientas nos permitirian estimar rapidamente, de manera no invasiva, las
condiciones fisioldgicas de los corales, siempre y cuando se entiendan bien los determinantes que
controlan su expresion a nivel transcripcional y los patrones de regulacién especificos (D’Angelo

et al. 2008).

Aun con la tendencia creciente del uso de estas proteinas como indicadores fisioldgicos,
el perfil de expresion, la funcionalidad y la relacion entre las FPs y la biologia del holobionte
permanece aun incierto. Por ende, las imagenes de fluorescencia y los andlisis dmicos de esta
proteina se realizan regularmente en estudios de laboratorio y aun no se ha utilizado a gran escala
(Treibitz et al. 2013). Por estas razones, el presente estudio se enfoca en el analisis de la respuesta
fisiolégica y molecular de corales P. verrucosa de morfologias verde y café ante diferentes
estresores ambientales in situ. Con el fin de aportar informacidén que nos permita acercarnos al

entendimiento de los procesos biolégicos que desempefian las FPs.

1.2. Justificacion

Debido a la importancia ecolégica de los arrecifes coralinos y a su estado actual de
decaimiento global, es importante generar informacidn que nos ayude a desarrollar conocimiento
acerca de la biologia y simbiosis de los corales, haciendo énfasis en la observacidn e interpretacion
de procesos de aclimatacién especificos de diferentes especies y morfologias. De esta manera,
podremos desarrollar en el corto y mediano plazo, conocimientos que sirvan de base o ayuden
en la toma de decisiones orientadas a la restauracién de las especies mas vulnerables ante los

cambios ambientales.

En el Pacifico mexicano, los corales estan representados principalmente por el género
Pocillopora, siendo P. verrucosa la especie mas abundante. En las costas de Colima, los arrecifes

de La Boquita y Carrizales albergan 39% de las especies coralinas conocidas en México (Reyes-



20

Bonilla et al. 2013), y ambos estan constituidos casi enteramente por Pocillopdridos. A pesar de
su importancia ecoldgica en la region, actualmente existen pocos estudios acerca de la biologia
de estos corales. Se ha reportado para algunos Pocilloporidos, que la expresién de las FPs difiere
entre morfologias de una misma especie. Corales de coloracién rosa o verde presentan
concentraciones significativamente mds altas que corales cafés (Takabayashi y Hoegh-Guldberg
1995). Tomando en cuenta que la GFP esta relacionada directamente con la salud, procesos de
aclimatacién y estrés, es muy probable que las distintas morfologias de P. verrucosa presenten

diferencias notables en su respuesta fisioldgica y de expresidn génica en funcién de su coloracion.

Con base en lo anterior, se pretende evaluar la respuesta fisiolégica del coral P. verrucosa
de morfologias verde y café, los cuales fueron reubicados bajo diferentes profundidades en el
mismo ambiente y en un arrecife severamente impactado, con el fin de identificar y valorar las
posibles diferencias en la respuesta fisioldgica y en la expresién de genes durante un periodo de

24 horas.

1.3. Hipétesis

1. 1. Con base en lo observado en otras especies, la morfologia verde del coral P.
verrucosa presentard mayores concentraciones y niveles de expresién génica

asociados a proteinas fluorescentes (FPs), respecto a la morfologia café.

2. 2. Debido a que la GFP esta relacionada directamente con la salud y procesos de
aclimatacién en corales, la morfologia verde de P. verrucosa presentard mayor

capacidad de respuesta ante el estrés con respecto al del coral de morfologia café.

3. 3. Dado que ambas morfologias de P. verrucosa (verde y café) proceden del mismo
ambiente (Carrizales), los perfiles fisioldgicos y de expresion génica seran
semejantes en su ambiente, pero diferentes cuando sean reubicados a un arrecife

con menor calidad ambiental (La Boquita).
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1.4. Objetivo general

Evaluar la respuesta fisioldgica y transcriptémica en corales P. verrucosa de morfologias verde y

café, en una comunidad coralina relativamente sana, antes y después de ser reubicados bajo

diferentes profundidades en el mismo ambiente y en un arrecife severamente impactado.

1.4.1. Objetivos particulares

4.

7.

Caracterizar la respuesta fisiolégica de dos morfologias de coral P. verrucosa
durante un ciclo de 24 horas usando indicadores como la densidad de células de

endosimbionte, concentracion de Chl a, MAAs y FPs.

Evaluar la respuesta ante el estrés oxidativo de estos corales en diferentes
ambientes durante 24 horas usando indicadores moleculares como Ia

lipoperoxidacion (MDA-TBARs) y capacidad antioxidante total.

Evaluar la expresion diferencial de genes de ambas morfologias en los dos

ambientes.

Analizar estos indicadores en busca de patrones asociados a las posibles

diferencias en la respuesta fisioldgica de ambas morfologias.
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Capitulo 2. Metodologia

2.1. Sitio de estudio

Las localidades de estudio se ubican en la zona costera del Puerto de Manzanillo, Colima;
en la regién encontramos dos comunidades arrecifales con diferente historial ambiental. La
primera se refiere al arrecife denominado Carrizales, el cual se localiza en la Bahia Cenicero donde
permanece relativamente aislado de las actividades humanas. La segunda comunidad es la del
arrecife denominado La Boquita y se encuentra en la Bahia de Santiago. Este arrecife presenta un
estado de estrés agudo debido a la presidn antropogénica causada por su cercania a una de las
playas mas concurridas ademas de su proximidad a la desembocadura artificial de la laguna de

Juluapan (Figura 3).

Manzanillo

10 km

Carrizales

Bahia Cenicero

Google Earth

Image © 2018 DigitalGlobe

Figura 4. Sitio de estudio en Manzanillo, Colima. México. Arrecife de Carrizales (19.092 N, 104.442 W) en la
Bahia Cenicero. Arrecife de La Boquita (19°12.25°N, 104°28.52"W) en la Bahia Santiago. En el mapa se delimita
la cota de la Laguna de Juluapan con una linea azul y la antigua desembocadura en color amarillo. Las zonas
urbanas se resaltan en color purpura. Los puntos de muestreo estdn sefialados por etiquetas amarillas.
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2.2. Toma de Muestras

El dia 17 de mayo de 2017 se localizaron en el arrecife de Carrizales a una profundidad de
7 m. dos colonias sanas de corales P. verrucosa, una de morfologia verde fluorescente y otra de
morfologia café no fluorescente (Figura 3). Las colonias coralinas fueron seleccionadas tomando
en cuenta su aspecto y saturacién de color, excluyendo aquellas que presentaran blanqueamiento

parcial y organismos con epibiontes asociados.

Inicialmente (To-control, 9:00 am), mediante buceo autébnomo se tomo una muestra de 2
cm? de ambas morfologias y se almacenaron en 10 ml de RNA latter para realizar los analisis de
transcriptémica (muestra A). Asi mismo, se tomaron 4 cm? de ambos morfotipos para anélisis
fisiolégicos (muestra B), las cuales se congelaron inmediatamente en nitrégeno liquido para
asegurar su preservacion. Una vez realizada la toma de un total de ocho muestras (A+B), se

fraccionaron cuidadosamente ambas colonias en cuatro partes para reubicar tres cuartas partes.

Una fraccién de cada colonia fue reubicada a 2m de profundidad en Carrizales, mientras
que los tres fragmentos restantes permanecieron en el sitio original a 7m de profundidad en el
mismo arrecife de Carrizales. Una vez que se llevd a cabo la reubicacién, se realizaron los
siguientes muestreos (Ti-cenit; 2:00 pm, T»-ocaso; 8:00 pm, Ts-medianoche; 12:00 am; Ta-
amanecer; 8:00 am) entre los dias 17 y 18 de mayo en ambos sitios de Carrizales (7m y 2m),

obteniendo un total de 18 muestras de RNA y 18 para andlisis fisiolégicos.

Los fragmentos restantes de ambos morfotipos fueron reubicados el dia 19 de mayo en el
arrecife de La Boquita a profundidades de 2 y 7m y se replicé el sistema de obtencidon de muestras
anteriormente descrito. Obteniendo 16 muestras de RNA y 16 para analisis fisiolégicos. De esta
manera, se tomaron 34 muestras de RNA y 34 para andlisis fisioldgicos pertenecientes a dos
morfotipos de corales P. verrucosa ubicados a dos profundidades distintas en dos comunidades

con presiones ambientales diferentes.
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2.3. Analisis Fisiolégicos Moleculares

2.3.1. Extraccidén y separacion de los tejidos del holobionte

Para remover el tejido del esqueleto calcareo del coral se empled una adaptacion del
método de Palmer et al. (2009). El tejido del holobionte fue removido del esqueleto calcareo
dentro de una bolsa de plastico empleando aire comprimido y 4 ml de buffer de fosfatos (50mM
NaxHPOs4, 50mM K;HPO4, 1ImM EDTA, pH 8.1). Una vez extraido el tejido, se depositd la mayor
cantidad posible en dos microtubos eppendorf de 1.5 mly se centrifugé a 5,000 RPM por 5 min a
4°C, en una centrifuga Eppendorf Modelo 5424R (USA), con el fin de separar el tejido del cnidario
y del endosimbionte. El tejido del cnidario en la fraccion superior se colocdé en un nuevo tubo
eppendorf y se sonicéd durante 15 segundos a una amplitud de 80% con un sonicador para lograr
la lisis celular. Las muestras con la solucién de fosfatos y del tejido del pélipo fueron almacenadas

a -80°C para andlisis posteriores.

Siguiendo el protocolo de (Zamoum et al. 2012), el tejido del endosimbionte en el pellet
fue sometido a un tratamiento de NaOH, 4M durante 24 horas a 4°C para eliminar restos del
tejido del cnidario. Una vez concluido el periodo, las muestras se centrifugaron a 5,000 RPM por
5 min a 4°C y se descarté el sobrenadante, posteriormente, el pellet se resuspendié en 1 ml de
buffer de fosfatos (50mM NazHPO4, 50mM K;HPO4, ImM EDTA, pH 8.1) y se centrifugaron a 5,000
RPM por 5 min a 4°C. Este proceso se repitid dos veces con el fin de retirar los residuos de NaOH.
Después de lavar las muestras de tejido del endosimbionte, éstas se resuspendieron en 1 ml del
buffer de fosfatos (50mM Na;HPQO4, 50mM K;HPO4, 1ImM EDTA, pH 8.1). En este punto se
obtuvieron las células del endosimbionte sin restos del tejido del cnidario. Se separaron 500 pl de
esta dilucién en otro tubo eppendorf, se centrifugaron a 5,000 RPM por 5 min a 4°C, se descarté
el sobrenadante y se fijaron con formol al 1% para posteriormente realizar el conteo celular. Los
500 pl restantes de la dilucién se sonicaron durante 15 segundos a una amplitud de 80% con un
sonicador para provocar la lisis celular. Llas muestras con la solucién de fosfatos y del tejido del

endosimbionte fueron almacenadas a -80°C para andlisis posteriores.
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2.3.2. Peso seco del tejido

Para este analisis se usaron las muestras que contienen el extracto homogenizado del tejido del
cnidario y el endosimbionte. Para determinar el peso seco, se rotuld un microtubo para cada
muestra, cada microtubo fue pesado tres veces previamente con una balanza analitica.
Posteriormente, en cada microtubo se deposité 1ml de muestra y cada microtubo fue pesado tres
veces. Los tubos fueron colocados en un horno a 65°C durante 24 horas. Una vez concluido este
tiempo, los microtubos fueron pesados nuevamente en tres ocasiones se restod el peso del tubo
rotulado para determinar el peso seco del tejido. Estos datos se usaron para normalizar los datos

de proteina total.

2.3.3. Cuantificacién de proteina total

Se tomaron 10 pl de todas las muestras del cnidario y del endosimbionte para la determinacidn
de proteinas mediante el kit Coomassie Plus (Bradford) Protein Assay Kit (No. Cat. 23236) de
Thermo Scientific (USA). Este es una modificacién del método Bradford para la cuantificacién de
las proteinas totales en una microplacas de 96 pocillos. Se utilizé albumina diluida (BSA) para
realizar una curva estandar y como diluyente buffer de homogenizaciéon (50mM Na;HPQOs, 50mM
K2HPO4, 1mM EDTA, pH 8.1), adicionando a cada pozo 250 pl del “Comassie Reagent”, Thermo
Scientific (USA). Posteriormente, se midié la absorbancia a 590 nm, restando el blanco a los demas

puntos de la curva y a las muestras.

2.3.4.Chla

La determinacién de la Chl a de los organismos de P. verrucosa se realizd mediante una
modificacion de la metodologia propuesta por Henriques y colaboradores (2007). Se midieron 2
cm? de coral para remover el tejido con aire comprimido y 10 ml de agua de mar filtrada y

esterilizada (AMFE). La muestra obtenida se pasé por una malla de 300 um y se aforé a 30 ml con
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AMFE. Se tomaron duplicados de 10 ml por muestra para la determinacion de Chl a. Los
duplicados se sonicarén durante 2 segundos mediante 3 pulsos, para ayudar a la lisis celular. A
continuacion, fueron centrifugados a 3000 rpm durante 10 minutos, descartando el
sobrenadante. El pellet obtenido fue resuspendidé en metanol grado HPLC al 100 % e incubado
en oscuridad durante 24 horas. Henriques et al. (2011) reportaron que la extraccién con metanol
es mas efectiva que la realizada con acetona. Pasado este periodo se realizé una centrifugacién a
3000 RPM durante 10 minutos. El sobrenadante fue leido por triplicado a 300 — 750 nm mediante
un lector de microplacas BioTek Modelo Epoch (USA). Se utilizé la férmula propuesta por

Lichtenthaler y Wellburn (1983) para la determinacién de la concentracién de Chl a.

2.3.5. Densidad de células del endosimbionte

Para evaluar el posible cambio en la densidad de células de endosimbionte o densidad
zooxantelar en ambas morfologias de los dos sitios durante el tiempo de muestreo. Se utilizaron
60 ul de la solucion de fosfatos que contenian el tejido del endosimbionte. Se cuantificé el
contenido de células en la solucién mediante un hematocitémetro o cdmara Neubauer (n=8
duplicados). Después de hacer las correcciones del volumen y de estimar la superficie de drea del
coral, la densidad de los dinoflagelados simbidticos fue expresada como numero de células por

area.

2.3.6. Aminoacidos tipo Micosporina (MAAs)

Se determiné la concentracién de MAAs usando el protocolo de Shick et al. (1999) con pequefias
modificaciones. Se mezclé 1 ml de extracto coralino y 5 ml de metanol grado reactivo, y se dejo
en reposo durante 24 horas a 4 °C. Las muestras se centrifugaron durante 5 min a 10000 RPM.
Para inferir la concentracion de MAAS, el sobrenadante se someti®é a un barrido

espectrofotométrico (200-700nm) en un lector de microplacas Multiskan GO 1.00.40 (USA). La
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cuantificacion de los MAAs se evalud a partir del pico de mayor absorbancia (320nm), utilizando
el coeficiente de extincion molar de 36,200 reportado por Carignan et al. (2009), el cual pertenece

a la palitina (MAAS mds abundante en Pocillopora sp) y se normalizo a la proteina soluble.

2.3.7. Proteinas Fluorescentes (FPs)

La purificacion de la FPs se realizé mediante extraccion etandlica desarrollada por Samarkina et
al. (2009) con algunas modificaciones. Con esta técnica se obtuvo la separacidon de una fase
soluble, una fase orgdnica y finalmente las FPs. Se mezclaron 250 pl de la solucidn con el tejido
coralino con 1 ml de buffer de sonicaciéon (20 mM Tris-HCI, 150 mM NaCl, 5 mM EDTA, pH7.8).
Posteriormente, las muestras se centrifugaron a 13,000 RPM durante 15 minutos. De esta manera
se obtuvo la fase soluble en la parte superior (supernadante). Para obtener la fase orgdnica, se
utilizé 1 ml de la fase soluble y 1.2 ml etanol 96%, se agitd vigorosamente usando un vortex
durante 30 segundos. A continuacidn, se realizd una centrifugaciéon a 3000 g durante 7 minutos.
En esta etapa de la extraccion, se extrajo cuidadosamente la fase superficial que contenia las FPs,
se agrego 5 ml de n-Butanol y se agitd vigorosamente usando un vortex durante 30 segundos. Se
realizd una tercera centrifugacién a 3000 g durante 7 minutos para decantar la fase organica que
contiene las FPs y se descarté la fase superficial. Para inferir la concentracion de FPs, la solucién
resultante se sometid a un barrido espectrofotométrico (300-500nm) en un lector de microplacas
Multiskan GO 1.00.40 (USA). La cuantificacién FPs se evalué a partir del pico de mayor

absorbancia (445nm), utilizando el coeficiente de extincién molar reportado para las GFPs.

2.4. Indicadores de estrés oxidativo

2.4.1. Dafio celular MDA (TBARS)

Se determiné el grado de dano celular mediante el kit TBARS (No. Cat. 10009055, Cayman’s

Chemical Company, USA) disefiado para la estimacién del malondialdehido (MDA), un producto
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natural de la lipoperoxidacién. El kit se basa en la estimacién de las Sustancias Reactivas de Acido
Tiobarbiturico (TBARS) mediante la cuantificacién del aducto MDA-TBA formado por la reaccion
entre el MDA vy el 4cido tiobarbiturico (TBA) a altas temperaturas (90-100 °C), con una relacion

del:2 entre las dos moléculas

Esta reaccion fue medida colorimétricamente en condiciones acidas, mediante la determinacion
de la absorbancia de la muestra a 540 nm en un lector de microplacas Multiskan GO 1.00.40 (USA).
Se evaluaron las concentraciones en las muestras empleando la ecuacion de la recta usando una

curva estandar de MDA.

2.4.2. Capacidad Antioxidante total (Aox)

La capacidad antioxidante total se estimé mediante el kit Antioxidant Assay de Cayman’s
Chemical Company No Cat. 709001 (USA). Este ensayo colorimétrico se fundamenta en la
capacidad que exhiben los antioxidantes en una muestra de tejido para inhibir la oxidacién de
ABTS® (2,2’-Azino-di-[3-ethylbenzthiazoline sulphonate]) por accién de la metamioglobina. La
capacidad de los antioxidantes en la muestra para prevenir la oxidacion del ABTS® se compara
con la del antioxidante Trolox, un anélogo de tocoferol soluble en agua. La cantidad de ABTS®
producido se determiné mediante la lectura de la absorbancia a 405 nm en un lector de
microplacas Multiskan GO 1.00.40 (USA) y se cuantificé como antioxidantes equivalentes molares

de Trolox (Miller et al. 1993; Rice-Evans y Miller 1994).

2.5. Analisis Gendmicos

2.5.1. Extraccion de RNA

Se homogenizaron 100 mg de muestra de coral con 100 mg de perlas (SIGMA Glass beads, acid

washed, 425-600 um) y 1 ml de Tri-reagent (SIGMA) a 6 m/sec durante 40 segundos repitiendo la
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accion tres veces. El contacto entre el Tri-reagent y el carbonato célcico remanente del esqueleto
coralino genera un pH basico, lo cual puede dificultar la extraccidén de los dcidos nucleicos. Para
ajustar los valores de pH, se utilizé entre 1y 5 ul de HCI 6M para generar un medio con pH 4.5. Se
utilizo el protocolo de Tri-reagent, en el cual la fase organica fue almacenada a 4 °C durante 12
horas para la extraccion de DNA. La fase acuosa, fue purificada mediante una columna
eliminadora de DNA gendmico (RNeasy Plus Mini Kit, Quiagen) para evitar la presencia de DNA
residual en pasos posteriores. La columna se centrifugd y al flujo continuo se le afadieron 350 pl

de etanol al 70 %.

A continuacién, esta solucién se limpié usando una columna de limpieza RNAeasy mediante la
adicion de los Buffer RW1 y Buffer RPE. Finalmente, a todas las muestras se les afadié 30 pul de
agua libre de RNAasa esperando 1 min para la completa absorcion del liquido y se centrifugaron
a 10000 rpm durante 1 min. Para cuantificar la concentracion de RNA de cada extraccidn se usé
un espectrofotémetro NanoDrop Lite (Thermo Scientific®). La calidad del RNA se determind
mediante una electroforesis en gel de agarosa al 1.5% y el Bioanalyzer 2100 (USA) (Chomczynski

1987).

2.5.2. Andlisis RNA Seq

Para registrar la expresion diferencial en ambas morfologias de P. verrucosa en los dos ambientes,
las muestras de tejido en RNA later y 5 ug de RNA total (200 ng/ul) de los organismos de 2y 7 m
del tiempo Ti (cenit) se enviaron a secuenciar usando el sistema HiSeq 2500 (300 millones de
Reads) a la empresa The Center for Aquaculture Technologies en San Diego, CA, USA. Debido a
gue el objetivo fue determinar diferencias entre ambas morfologias, se agruparon las muestras
de los corales verdes de 2 y 7 m en una sola libreria para cada ambiente, al igual que en el caso
del coral café. De esta manera que se obtuvieron 4 librerias Forward y 4 librerias Reverse,
correspondientes a CV (Carrizales Verde), BV (Boquita Verde), CC (Carrizales Café) y BC (Boquita
Café).
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A pesar de que se trabajo con el transcriptoma completo, en este trabajo Unicamente nos
enfocamos en la busqueda de la expresion de ciertos genes de interés. Posteriormente, se
determiné la calidad de las lecturas obtenidas mediante el software FastQC. Las lecturas de baja
calidad fueron descartadas con el software Trimmomatic (Bolger et al. 2014). Las lecturas
restantes para ambas morfologias fueron incluidas en un sélo archivo para el ensamble de un
transcriptoma comun. Los transcriptomas fueron ensamblados usando el software Trinity
(Grabherr et al. 2013). Una vez que se obtuvieron los tres ensambles, los transcriptomas se usaron
para buscar homologias utilizando el software Blastx en las bases de datos de péptidos Uniprot-
Swissprot (Altschul et al. 1990). Se aceptaron las homologias con valores de E < 1015, en el caso
de symbiodinium, y E < 10° para el pdlipo. La ontologia de los genes homdlogos (OG) asi como
su anotacion funcional fueron obtenidas utilizando el software Blast2GO (Go6tz et al. 2008). Lo
anterior, para darle una anotacién a las secuencias y encontrar homologias con los genes de
interés: GFP-like protein (GFP), Photosystem Il protein D1 (psbA), Calpain-9 (Capn9), Peroxidasin-
like protein (PXDNL), Catalase (CAT), Gamma-glutamyltranspeptidase 1 (GGT 1), Epididymal
secretory glutathione peroxidase (GPX5), Glutathione S-transferase (GST) y Glutathione
synthetase (GSH). El andlisis de expresion diferencial entre los transcritos de ambas morfologias
(P < 0.05 y magnitud de cambio > 2) y la generacién de graficas para comparar los patrones de
expresion “heatmaps” se realizaron utilizando el paquete edgeR (Robinson et al. 2009) del
software R (R Development Core Team, 2008), siguiendo el script disefiado para datos sin replica,
incluido en la paqueteria adicional del software Trinity. No se tomaron en cuenta los transcritos

con magnitudes de cambio < 2.

2.6 Analisis estadistico

Los resultados de los analisis fisioldgicos son presentados como medias * error estandar. Los
datos fueron evaluados por medio de pruebas de normalidad, homocedasticidad mediante las
pruebas Cde Cochran, Hartley y Bartlett con un 95% de confianza. Las diferencias entre los valores
medios fueron examinadas usando la prueba de Kruskall-Wallis, y U de Mann Whitney

equivalente no paramétrico al andlisis de varianza (ANOVA), y comparaciones simples/parejas
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fueron empleadas para evaluar las diferencias entre los tratamientos. Las diferencias fueron
reportadas como estadisticamente significativas cuando P < 0.05. En el caso de las correlaciones,
se realizaron transformaciones logaritmicas a los datos, convirtiéndolos nuevamente para su
presentacion en caso de ser necesario. Para el procesamiento de los datos se utilizé el software

Statistics® 10 (StatSft, Inc. Tulsa, Oklahoma, USA).
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Capitulo 3. Resultados

3.1. Indicadores fisiolégicos

3.1.1.Chla

Las concentraciones promedio de Chl-a de las dos morfologias de P. verrucosa de
Carrizales y el de La Boquita fueron 1.04+0.14. pug/cm? y 0.94+0.16 pg/cm?, respectivamente. Se
registré un maximo de 2.37 pg/cm?y un minimo de 0.236 pg/cm?. La prueba U de Mann Whitney
(p=0.5) reveld que no existen diferencias significativas en las concentraciones promedio de Chl-a
de ambas morfologias agrupadas por comunidad. Observando los datos agrupados en funcién de
la morfologia, encontramos que el valor maximo de clorofila fue de 2.15 14 pg/cm? para el
fenotipo verde y 2.37 para el café. Del mismo modo, el minimo registrado fue de 0.3 14 pg/cm?
para el verde y 0.2314 pg/cm? en el café. La prueba U de Mann Whitney reveld que no existen
diferencias significativas (p=0.9) en la concentracién de Chl-a entre ambas morfologias sin tener
en cuenta la localizacion después de ser reubicadas en los distintos puntos de las dos
comunidades. De igual manera, al usar la prueba Kruskal Wallis no encontramos diferencias
significativas (p=0.6) en las concentraciones de Chl-a entre ambas morfologias. El cambio en la
concentracion de Chl a través del tiempo presenté tendencias diferentes entre las dos
morfologias. El fenotipo verde (Figura 4-A) presenté un nivel mas elevado de clorofila (1.39
ug/cm?) en el tiempo inicial (To-control, 1: 00 pm) con respecto al fenotipo café (0.82 pg/cm?)
(Figura 4-B). La morfologia verde que presentd una disminucién en los niveles de clorofila de
forma regular entre los cuatro puntos de muestreo, alcanzando un minimo de 0.3 pg/cm? a
medianoche (T3- 1:00 am) seguido de un incremento para el amanecer (T4-8:30 am) que se vio
acentuado en los organismos de Carrizales de ambas profundidades y en coral de La Boquita de
2 m, mientras que el coral situado a 7 m permanecié con niveles similares al registrado en
medianoche. El coral con morfologia café presentd un patrén contrastante en comparacion a la
morfologia verde. Registrando una concentracion de 0.82 pug/cm? en el tiempo inicial (To-control,
1:30 pm) y un maximo de 2.36 pg/cm? al ocaso (T2- 7:30 pm). Esta elevacidn de la concentracién
disminuyd a media noche en todos los corales cafés, salvo en el coral de 7m de La Boquita, el cual

mantuvieron una concentracion cercana al 2 pg/cm? hasta el amanecer (T4- 8:30 am) donde se



33

registré el minimo de 0.22 pg/cm?2.

Carrizales La Boquita
Chl-a pg/cm? Chl-a pg/cm?

2.5+ Verde-Tm 2.5~ Verde-7Tm

- Café-7m i ~ Café-7m
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« Café-2m .. Café-2m
15 1.5
1.0 1.0
0.5 N 0.5
0.0 0.0

TO T1 T2 T3 T4 T0 T1 T2 T3 T4

Figura 5. A) Concentraciones de Chl-a (ug/cm?) de P. verrucosa morfologia verde. B) Concentraciones de
Chl-a (ng/cm?) de P. verrucosa morfologia café. En el eje X se muestra la hora de muestreo. En el eje Y se
muestran las concentraciones de Chl-a (ug/cm?).

3.1.2. Densidad de endosimbionte

El contenido de células del endosimbionte en las dos morfologias de P. verrucosa del
arrecife de Carrizales y el de La Boquita presentaron un promedio de 20,038,905+2474575 células
de endosimbionte por cm? y 20,623,258+2463042 células de endosimbionte por cm?
respectivamente. Se registré un maximo de 47,427,619 células de endosimbionte por cm? y un
minimo de 8,444,834 células de endosimbionte por cm?. La prueba U de Mann Whitney (p=0.9)
reveld que no existen diferencias significativas en la cantidad de células del simbionte de ambas
morfologias agrupadas por comunidad. Observando los datos agrupados en funcién a la
morfologia encontramos que el valor maximo de células de endosimbionte por cm? fue de
395,813 para el fenotipo café y 229,890 para el verde. Del mismo modo, el minimo registrado fue
12,732 células de endosimbionte por cm? de para el verde y 24,385 células de endosimbionte por
cm? en el café. La prueba U de Mann Whitney revelé que no existen diferencias significativas
(p=0.054) en la cantidad de células del simbionte por miligramo de proteina total entre ambas
morfologias sin tener en cuenta la localizacién después de ser reubicadas en los distintos puntos

de las dos comunidades. De igual manera, al usar la prueba Kruskal Wallis se encontraron
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diferencias significativas (p=0.9) en la cantidad de células de endosimbionte por cm?entre ambas
morfologias de cada ubicacion. Los cambios en las cantidades de células del simbionte a través
del tiempo presentaron tendencias diferentes entre las dos morfologias. La morfologia café
(Figura 5-B) presentd un nivel mas elevado de células (474,276 células/mg proteina total) en el
tiempo inicial (To-control, 9:00 am) con respecto al fenotipo verde (356,788 células/mg proteina
tota) (Figura 5-A). El coral de morfologia café presentd un patrén diferente en las cantidades de
células del simbionte con respecto al coral de morfologia verde. Ambos corales registraron niveles
maximos al inicio del muestreo, pero la morfologia verde presenté una disminucién para el

tiempo final del muestreo. Por otro lado, la coloracidon café mantuvo sus niveles de células

Carrizales La Boquita
Células por cm? Células por cm?

5ES ~ Verde-7Tm 5E5 - Verde-Tm
4ES t \?:Igi?m 4E5| \Cflz:gir;m
3g5 " Café-2m 3E5 - Café-2m
2E5] 2E5;
1E5| 1E5;
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TO T T2 T3 T4 TO 1T T2 T3 T4

Figura 6. A) Densidad de células de endosimbionte por cm? de P. verrucosa morfologia verde. B) y P. verrucosa
morfologia café. En el eje X se muestra la hora de muestreo. En el eje Y se muestran la Densidad de células de
endosimbionte por cm?.

simbidticas de manera regular durante todo el periodo.

3.1.3 Proteinas Fluorescentes

Las concentraciones promedio de FPs de las dos morfologias de P. verrucosa del arrecife
de Carrizales y el de La Boquita fueron del 1.2%%0.1 y 1.5%%0.3 de la proteina total,
respectivamente. Se registré un maximo de 4% y un minimo de 03% de FPs respecto a la proteina
total. La prueba U de Mann Whitney (p=0.4) reveld que no existen diferencias significativas en las

concentraciones promedio de FPs de ambas morfologias agrupadas por comunidad. Observando
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los datos agrupados en funcion de la morfologia encontramos que el valor maximo de FPs fue de
3.07% para el fenotipo verde y 4.16% para el café. Del mismo modo, el minimo registrado fue de
0.07% para el verde y 0.30% en el café. La prueba U de Mann Whitney reveld que si existen
diferencias significativas (p=0.04) en la concentracién de FPs entre ambas morfologias sin tener
en cuenta la localizacién después de ser reubicadas en los distintos puntos de las dos
comunidades. (Figura 6). Por otro lado, al usar la prueba Kruskal Wallis no encontramos

diferencias significativas (p=0.2) en las concentraciones de FPs entre ambas morfologias.

Proteinas Fluorescentes (475nm)
= Mean [ | Meant+SE | Mean+1.96*SE

%FPs/Proteina Total
OCO0OO0O0O0~A~r—=~==DN
ONPBSEOOOTOCOON B~ OO

Verde Café

Figura 7. Concentraciones promedio de FPs (mg/mg de proteina total) de ambas morfologias de P. verrucosa
expuestas a dos profundidades de los dos arrecifes coralinos (n=16). Las concentraciones son
estadisticamente diferentes (p=0.04) entre las dos morfologias segun la Prueba U de Mann Whitney.
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El cambio en la concentracion de las FPs a través del tiempo presenté tendencias
diferentes entre las dos morfologias. La morfologia verde (Figura7-A) mantiene relativamente
altos los niveles de FPs de forma regular entre los cuatro puntos de muestreo a lo largo del dia,
con respecto al café. Ademads, estos corales presentaron una elevacidn considerable a
medianoche. En el caso de la morfologia café (Figura 7-B), el cambio en la concentracion de las
FPs a través del periodo de muestreo presentd un patrén similar al coral de morfologia verde,
pero mas atenuado, registrando una minima de 0.30% al amanecer (Ts- 8:30 am) en el organismo
de La Boquita a 7m de profundidad. Por otro lado, en esta misma morfologia, pero situadaa 2 m
de la misma colonia coralina, al mismo tiempo que se registré la minima concentracién de MDA

(Ts- 8:30 am), se registro el nivel maximo concentracion de FPs con 4.16% de la proteina total.

Carrizales La Boquita
%FPs/Proteina Total %FPs/Proteina Total
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401 .. Verde-2m 40 Verde-2m 7
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Figura 8. A) Concentraciones promedio de FPs (mg/mg de proteina total) de P. verrucosa morfologia verde. B)
y de P. verrucosa con morfologia café. En el eje X se muestra la hora de muestreo. En el eje Y se muestran el
porcentaje deFPs del total de proteina.

3.1.4. Aminoacidos tipo Micosporina (MAAs)

Las concentraciones promedio de MAAs de P. verrucosa del arrecife de Carrizales fue de
1182.64+138 pmol/mg de proteina y en La Boquita de 1000.47+113 pmol/mg de proteina. La
prueba U de Mann Whitney (p=0.1) reveld que no existen diferencias significativas en las

concentraciones promedio de MAAs entre estas comunidades. El nivel maximo de MAAs fue de
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2289.41 pmol/mg de proteina y el minimo de 335.425 pmol/mg de proteina. La prueba Kruskal
Wallis (p=0.5) reveld que no existen diferencias significativas en las concentraciones de MAAs de
ambas morfologias agrupadas por comunidad. La prueba U de Mann Whitney revelé que no
existen diferencias significativas (p=0.2) en la concentracién de MAAs entre ambas morfologias.
El valor maximo de MAAs para el fenotipo verde fue de 2166.08 pmol/mg de proteina, mientras
que el café presentd una concentraciéon maxima de 2289.41 pmol/mg de proteina. Los valores
minimos fueron de 426.898 pmol/mg de proteina para el verde y 335.425 pmol/mg de proteina
para el café. No se encontraron diferencias significativas en las concentraciones de MAAs al

comparar las dos comunidades (p=0.3).

El cambio en la concentracion de MAAs a través del tiempo presenté tendencias diferentes
entre las dos morfologias. La morfologia verde presenté un nivel mds elevado de MAAs en
(1773.85 pmol/mg de proteina) en el tiempo inicial (To-control, 9:00 am) con respecto al fenotipo
café (763.40 pmol/mg de proteina). La morfologia verde (Figura 8-A) mantiene los niveles de
MAAs de forma regular entre los cuatro puntos de muestreo a lo largo del dia. Se registraron dos
veces valores por debajo de 500 pmol/mg de proteina para el coral verde a diferentes horas, uno
para el coral Carrizales a 7m (426.89 pmol/mg de proteina) en el cenit (T1- 3:00 pm) y otro para
el coral de La Boquita a 7m (466.69 pmol/mg de proteina) a la medianoche (T3- 1:30 am). El coral
de morfologia café (Figura 8-B) presentd un patrén diferente al coral de morfologia verde.

Registrando una concentracién de (763.40 pmol/mg de proteina) en el tiempo inicial (To-control,

Carrizales La Boquita
MAAs pmol/mg Proteina MAAs pmol/mg Proteina
3000 — Verde-7m 3000 Verde7m
2500 — Café-7m 2500/ - Café-7m
- Verde-2m 2 . - Verde-2m
2000; - Café-2m L & 20007 ... café-2m
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Figura 9. A) Concentraciones de MAAs (pmol/mg de proteina) de P. verrucosa morfologia verde. B)
Concentraciones de MAAs (pmol/mg de proteina) de P. verrucosa morfologia café. En el eje X se muestra la
hora de muestreo. En el eje Y se muestran las concentraciones de MAAs (pmol/mg de proteina).
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1.30 pm) y un maximo de 2289.41 pmol/mg de proteina al ocaso (T2- 7:30 pm) en el coral ubicado
en Carrizales a 2m. Esta elevacién de la concentracién disminuye al amanecer para los corales

cafés salvo el coral de 2m de La Boquita, el cual elevo su concentracion.

3.2. Indicadores de estrés oxidativo

3.2.1. Capacidad antioxidante total en endosimbionte

La capacidad antioxidante total del endosimbionte de P. verrucosa del arrecife de
Carrizales y el de La Boquita fueron de 3351.30 + 347.3 mM / mg de proteina total y 4726.08 +
888.99 mM / mg de proteina total, respectivamente. La prueba U de Mann Whitney (p=0.1) reveld
gue no existen diferencias significativas en la capacidad antioxidante total entre ambas
comunidades. Por otro lado, la prueba Kruskal Wallis reveld que no existen diferencias
significativas en la capacidad antioxidante total (p=0.5) entre ambas morfologias cuando son
reubicadas en las dos comunidades. De igual manera, no encontramos diferencias significativas
en capacidad antioxidante total al agrupar los datos de ambas morfologias de dos profundidades
de cada comunidad coralina (p=0.3). El nivel maximo de La capacidad antioxidante total del
endosimbionte fue de 15752.05 mM / mg de proteina total y el minimo de 1229.23 mM / mg de

proteina total.

El cambio en el nivel de la capacidad antioxidante en el tejido del endosimbionte a través
del periodo de muestreo se mantuvo estable en todos los casos para el coral de morfologia verde
(Figura 9-A). El fragmento de coral colocado a 7m en La Boquita presenté un maximo en la
capacidad antioxidante de 8965.87 mM / mg de proteina total a medianoche (T3- 1:00 am). El
valor minimo de la capacidad antioxidante que presentd esta morfologia fue de 1267.55 mM /
mg de proteina total en el organismo situado a 7m de profundidad en Carrizales en el cenit (T1-
3:30 pm). En el caso de la morfologia café (Figura 9-B), el cambio en el nivel de la capacidad
antioxidante a través del periodo de muestreo presentd un patrdn similar al verde, registrando
una minima de 1246.04 mM / mg de proteina total al amanecer (T4- 8:30 am) en el organismo de

La Boquita a 7m de profundidad.
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Por otro lado, en esta misma morfologia, pero situada a 2 m de la misma colonia coralina,
al mismo tiempo que se registré la minima concentracion de antioxidantes (T4- 8:30 am), se

registré el nivel maximo de antioxidantes con 15752.05 mM / mg de proteina total.

Carrizales La Boquita
Endosimbionte Aox mM/mg Proteina Endosimbionte Aox mM/mg Proteina
20000 /o de7m 20000 “Verdem
- Café-7Tm - Café-7Tm
15000 -~ Verde-2m 15000 - Verde-2m A
- Café-2m - Café-2m 7
10000 10000
5000 5000
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Figura 10. A) Capacidad antioxidante total (mM por mg de proteina) del endosimbionte de P. verrucosa morfologia
verde. B) Concentraciones de antioxidantes totales (mM por mg de proteina) del endosimbionte de P. verrucosa
morfologia café. En el eje X se muestra la hora de muestreo. En el eje Y se muestran las concentraciones de
antioxidantes totales del endosimbionte.

3.2.2. Lipoperoxidacién (MDA) en el Endosimbionte

El dafo celular que fue inferido a partir de la concentracién de MDA en el endosimbionte
de P. verrucosa, presentd un promedio de 0.20 + 0.02 uM por mg de proteina total para los
organismos de Carrizales (n=16) y 0.28 + 0.05 uM por mg de proteina total para los de La Boquita
(n=16). La prueba U de Mann Whitney (p=0.2) revelé que no existen diferencias significativas en
concentracion promedio de MDA en el endosimbionte entre ambas comunidades. Asi mismo, no
se encontraron diferencias significativas en concentraciéon promedio de MDA en el endosimbionte
al agrupar los datos respecto a ambas morfologias sin importar la comunidad coralina (p=0.1). De
igual manera, no encontramos diferencias significativas en la concentracidon promedio de MDA
en el endosimbionte al agrupar ambas morfologias respecto a las dos comunidades coralinas
(p=0.1). La concentracion de MDA en el endosimbionte a través del tiempo de muestreo se
mantuvo relativamente estable en todos los casos para el coral de morfologia verde (Figura 10-
A). El fragmento de coral colocado a 7m de profundidad en La Boquita presenté su nivel méximo

de MDA, con 0.51 uM por mg de proteina total durante la medianoche (T3- 1:00 am).
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El valor minimo de MD que presentd esta morfologia fue de 0.08 uM por mg de proteina
total, registrado en el organismo situado a 7m de profundidad en Carrizales en el cenit (T1- 3:30
pm). En el caso de la morfologia café (Figura 10-B), el cambio en la concentracién de MDA a través
del periodo de muestreo presenté un patrdn similar al coral de morfologia verde, registrando una
minima de 0.07 uM por mg de proteina total al amanecer (T4- 8:30 am) en el organismo de La
Boquita a 7m de profundidad. Por otro lado, en esta misma morfologia, pero situadaa 2 m de la
misma colonia coralina, al mismo tiempo que se registré la minima concentracion de MDA (T4-
8:30 am), se registré el nivel maximo de MDA de 0.91 uM por mg de proteina total-3.2.3

Capacidad Antioxidante Total del Cnidario.

Carrizales
Endosimbionte MDA uM/mg Proteina

La Boquita
Endosimbionte MDA uM/mg Proteina
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Figura 11. A) Concentraciones de MDA (UM por mg de proteina) en el pdlipo de P. verrucosa morfologia
verde. B) Concentraciones de MDA (UM por mg de proteina) en el pélipo de P. verrucosa morfologia café. En
el eje X se muestra la hora de muestreo. En el eje Y se muestran los puntos de muestreo. En el eje Z se
muestran las concentraciones de MDA (uM por mg de proteina) en el pdlipo.

3.2.3. Capacidad Antioxidante Total del Cnidario

La capacidad antioxidante total del cnidario de P. verrucosa del arrecife de Carrizales y el
de La Boquita fueron de 8223.88 + 740.40 mM / mg de proteina total y 7879.55 + 626.03 mM /
mg de proteina total, respectivamente. La prueba U de Mann Whitney (p=0.8) revelé que no
existen diferencias significativas en la capacidad antioxidante total entre ambas comunidades.
Por otro lado, La prueba U de Mann Whitney (p=0.1) revelé que no existen diferencias

significativas en la capacidad antioxidante total entre ambas morfologias cuando son reubicadas
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en las dos comunidades. De igual manera, no encontramos diferencias significativas en capacidad
antioxidante total al agrupar los datos de ambas morfologias de dos profundidades de cada
comunidad coralina (p=0.1). El nivel maximo de La capacidad antioxidante total del pdlipo
coralino fue de 16447.76 mM / mg de proteina total y el minimo de 2732.850 mM / mg de
proteina total. El cambio en el nivel de la capacidad antioxidante en el tejido del cnidario a través
del periodo de muestreo presentd patrones diferentes entre ambas morfologias (Figura 11-A). El
fragmento de coral colocado a 2m de profundidad en La Boquita presenté un maximo en la
capacidad antioxidante de 10579.81 mM / mg de proteina total al amanecer (T4- 8:30 am). El
valor minimo de la capacidad antioxidante que presenté esta morfologia fue de 2732.85 mM /
mg de proteina total en el organismo situado a 2m de profundidad en Carrizales durante la

medianoche (Ts- 1:00 am). En el caso de la morfologia café (Figura 11-B), el cambio en el nivel de

Carrizales La Boquita
Cnidario Aox mM/mg Proteina Cnidario Aox mM/mg Proteina
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Figura 12. Grafica de malla 3D. A) Concentraciones de MDA (UM por mg de proteina) en el pdlipo de P.
verrucosa morfologia verde. B) Concentraciones de MDA (UM por mg de proteina) en el pdlipo de P.
verrucosa morfologia café. En el eje X se muestra la hora de muestreo. En el eje Y se muestran los puntos de
muestreo. En el eje Z se muestran las concentraciones de MDA (uM por mg de proteina) en el pélipo.

la capacidad antioxidante a través del periodo de muestreo presentd un patrdn similar al verde,
registrando una minima de 2823.66 mM / mg de proteina total al atardecer (T2- 7:30 pm) en el
organismo de La Boquita a 2m de profundidad. En el organismo de La Boquita a 2m de
profundidad, se registrd el nivel maximo de antioxidantes con 13027.20 mM / mg de proteina

total durante la medianoche.
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3.2.4. Lipoperoxidacion (MDA) en Cnidario

El dafio celular que fue inferido a partir de la concentracién de MDA en el tejido del pélipo
coralino de P. verrucosa, presentd un promedio de 0.20 £ 0.02 uM por mg de proteina total para
los organismos de Carrizales (n=16) y 0.30 + 0.04 uM por mg de proteina total para los de La
Boquita (n=16). La prueba U de Mann Whitney (p=0.1) reveld que no existen diferencias
significativas en concentracion promedio de MDA en el tejido del pélipo de ambas comunidades.
Asi mismo, no se encontraron diferencias significativas en concentracién promedio de MDA del
polipo al agrupar los datos respecto a ambas morfologias sin importar la comunidad coralina
(p=0.5). De igual manera, no encontramos diferencias significativas en la concentracién promedio
de MDA en el tejido del pdlipo al agrupar ambas morfologias respecto a las dos comunidades
coralinas (p=0.3). La concentraciéon de MDA en cnidario a través del tiempo de muestreo se
mantuvo relativamente estable en todos los casos para el coral de morfologia verde (Figura 12-
A). El fragmento de coral colocado a 7m de profundidad en La Boquita presento su nivel mdximo
de MDA, con 0.51 uM por mg de proteina total durante la medianoche (T3- 1:00 am). El valor
minimo de MD que presentd esta morfologia fue de 0.08 UM por mg de proteina total, registrado
en el organismo situado a 7m de profundidad en Carrizales en el cenit (T1- 3:30 pm). En el caso de
la morfologia café (Figura 12-B), el cambio en la concentracion de MDA a través del periodo de
muestreo presentd un patrén similar al coral de morfologia verde, registrando una minima de

0.07 uM por mg de proteina total al amanecer (Ts- 8:30 am) en el organismo de La Boquitaa 7m

Carrizales La Boquita
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Figura 13. Grafica de malla 3D. A) Concentraciones de MDA (UM por mg de proteina) en el pdlipo de P.
verrucosa morfologia verde. B) Concentraciones de MDA (uM por mg de proteina) en el pdlipo de P.
verrucosa morfologia café. En el eje X se muestra la hora de muestreo. En el eje Y se muestran los puntos de
muestreo. En el eje Z se muestran las concentraciones de MDA (UM por mg de proteina) en el pédlipo.
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de profundidad. Por otro lado, en esta misma morfologia, pero situada a 2 m de la misma colonia
coralina, al mismo tiempo que se registré la minima concentracion de MDA (Tz- 8:30 am), se

registré el nivel maximo de MDA de 0.91 uM por mg de proteina total.

3.3. Correlaciones

Se encontraron diversas correlaciones estadisticamente significativas entre los diferentes
indicadores fisiolégicos (Tabla 1). La concentracién de Proteinas fluorescentes presentd
correlaciones altas con 5 de los indicadores, siendo la mas significativa la de proteinas
fluorescentes contra el nivel de antioxidantes totales en el endosimbionte (r=0.75), al nivel de
MDA también del endosimbionte (r=0.74) y al nivel de proteina total del endosimbionte (r=0.70).
Las FPs también presentaron una correlacién considerable entre los MAAs (r=0.55) y también en
el nivel de MDA del cnidario (r=0.38). Los indicadores de densidad de células de endosimbionte y
Chl a no presentaron correlaciones significativas. Por otro lado, los MAAS si presentaron
correlaciones al comparar sus niveles con los antioxidantes (r=0.39) totales del endosimbionte, el
dano celular (MDA) del endosimbionte (r=0.38), y una correlacién inversa contra la proteina total

del endosimbionte (r=-0.38).

Los antioxidantes del cnidario presentaron una fuerte correlacién inversa con el nivel de
proteina total del cnidario (r=-1.0). Asi mismo, los antioxidantes del endosimbionte presentaron
una correlacién directamente proporcional de las mismas magnitudes para el dafio celular (r=1.0),
y para el nivel de proteina total del endosimbionte (r=-1.0). En el endosimbionte de P. verrucosa,
se encontrd una alta correlacion directamente proporcional (R=0.99) entre la capacidad
antioxidante total y el nivel de MDA. Esta correlacién se obtuvo a usando todos los datos del
tejido del endosimbionte de ambas morfologias (n=32). Por otro lado, el nivel de MDA presentd
una correlacién inversa con el nivel de proteina total de R=-0.995. Esta correlacidén se obtuvo a
partir de los datos del tejido de los endosimbiontes provenientes de Carrizales y La Boquita

(n=32).
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En el caso de cnidario, solo se encontrd una correlacién inversa (R=-0.99) entre el nivel de
proteina total y la capacidad antioxidante total. Esta correlacidn se obtuvo a partir de los datos
del tejido de todos los corales muestreados en Carrizales y La Boquita (n=32). Se encontraron
diversas correlaciones positivas y negativas entre la concentracién de MDA, antioxidantes totales
y proteina total en el tejido del endosimbionte y el holobionte completo. Se registré una
correlacidn positiva entre el nivel de proteina total del endosimbionte y el nivel de proteina total
de todo el holobionte (n=32). De la misma manera, encontramos una correlacién positiva entre

el nivel de proteina total del cnidario y el nivel de proteina total de todo el holobionte (n=32).

Por otra parte, la concentracién de MDA en el tejido del endosimbionte tuvo una
correlacién positiva contra el nivel de MDA del holobionte de R=0.84 (n=32). De igual manera, el
nivel en los antioxidantes totales del endosimbionte presentd una correlacién positiva contra el
nivel de MDA del holobionte de R=0.84 (n=32). También encontramos una correlaciéon positiva de
R=0.57 entre la concentracion de MDA en el endosimbionte y la capacidad antioxidante total del
holobionte (n=32). Ademds, se registré una correlaciéon de R=0.56 entre la capacidad antioxidante
total del endosimbionte y la capacidad antioxidante total del holobionte (n=32). La concentracién
de MDA en el tejido del endosimbionte presentd una correlacidn negativa contra el nivel proteina
total del holobionte de R=0.61 (n=32). De igual manera, el nivel de los antioxidantes totales del
endosimbionte presentd una correlacion negativa (R=0.60) contra el nivel proteina total del
holobionte (n=32). También encontramos una correlacion negativa de R=0.84 entre la
concentracion de proteina total del holobionte y la concentracién de MDA en el endosimbionte
(n=32). Asi mismo, se registré una correlacion de R=0.56 entre el nivel de proteina total del

holobionte y la capacidad antioxidante total del endosimbionte (n=32).

La concentracion de MDA en el del endosimbionte presentd una correlacion positiva
contra la concentracion de MDA del holobionte de R=0.547 (n=32). por otro lado, el nivel en los
antioxidantes totales del endosimbionte y del holobionte presentaron una correlacién positiva de
R=0.719 (n=32). También encontramos una correlacion negativa de R=-0.681 entre la
concentracion de antioxidantes totales en el endosimbionte y la cantidad de proteina total del
holobionte (n=32). Asi mismo, se registrd una correlacion negativa de R=-0.724 entre el nivel de

proteina total del cnidario y la capacidad antioxidante total del holobionte completo (n=32).
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Tabla 3. Correlaciones entre FPs, densidad celular, Chl-a, MAAs, antioxidantes totales (Aox), lipoperoxidacidn (MDA)
y proteina total en el cnidario (Cn), endosimbionte (En) y en el holobionte (Ho). Los Valores en rojo muestras las
correlaciones significantes a p < 0.05 (N=34).
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Celular
p=0.9
0.09 0.23
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p=0.6 {p=0.1
0.55 0.03 0.25
MAAs

p=0.0 ip=0.8 p=0.1

Aox  |-023 023 -0.11 0.04

Cn
p=0.1 ip=0.1 p=0.5  p=0.8

Aox |0.75 001 011 039 -0.13
En p=0.0 p=0.9 p=0.5 p=0.0 p=0.4
Aox |0.35 023 -008 020 072 056
Ho p=0.0 p=0.1 p=0.6 p=0.2 p=0.0 p=0.0

MDA |0.38 025 002 020 -012 015 001
Cn p=0.0 p=0.1 p=0.9 p=0.2 p=0.5 p=0.39 p=0.9

MDA 0.74 -0.01 0.12 0.38 -0.11 :0.99 0.57 0.16

En
p=0.0 ip=0.9 p=0.5 p=0.0 ip=0.5 p=0.0 {p=0.0 :p=0.3

MDA 0.83 0.17 0.18 0.55 -0.15 :0.85 0.43 0.55 0.84
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Total
Ho p=0.0  p=0.4 p=0.8 p=0.0 ip=0.0 p=0.0 :{p=0.0 {p=0.8 p=0.0 :ip=0.0 p=0.0 p=0.0
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3.4. Indicadores Gendmicos

3.4.1 Ensamble de Novo

Tras el ensamble in silico mediante el uso del software Trinity, se obtuvieron tres
transcriptomas de P. verrucosa, uno para la morfologia verde, otro para la morfologia café y uno
mas que unifica ambos transcriptomas. En el caso del transcriptoma de P. verrucosa verde, el
ensamble de 160,990,023 bases, determind un porcentaje de GC de 48.45% con 168,473
transcritos correspondientes a 116,365 genes putativos. Por otro lado, para P. verrucosa café, el
ensamble de 169,085,411 bases, registrd un porcentaje de GC de 47.80% con 183,837 transcritos

asociados a 122,589 genes putativos.

El transcriptoma unificado consistié de 221,657,268 nucledtidos. Se reportd un porcentaje
de GC de 47.33% con 226,049 transcritos reconstruidos incluyendo isoformas. El 50% de los
transcritos del transcriptoma unificado fueron mayores a 1,583 nucledtidos (N50), siendo la
longitud promedio de 980.57 nucledtidos. El en caso del transcriptoma de las morfologias verde
y café, los valores de N50 fueron 1,511 y 1,444, respectivamente. Mientras que la longitud
promedio de los transcritos fue de 955.58 nucledtidos para la morfologia verde, para la

morfologia café fue de 919.76 nucledtidos.

Comparando los transcritos en la base de datos de proteinas Uniprot, la morfologia verde
obtuvo 79,653 hits, mientras que la café tuvo 81,872 hits. De éstos, 1,138 hits del fenotipo verde
y 1,308 hits del fenotipo café obtuvieron homologia con Acropora millepora, cinco hits de ambas
morfologias con Acropora formos y dos hits con Acropora tenuis para ambas morfologias. Todas,
especies de coral hermatipico del Phylum: Cnidaria; Clase: Anzotoa; Orden: Scleractinia; Familia;

Acroporidae.

Por otro lado, la morfologia verde obtuvo 127 hits con Symbiodinium sp. (Phylum:
Dinoflagellate; Clase: Dinophyceae; Orden: Suessiales; Familia; Symbiodiniaceae.) mientras que la
café presenté 172 hits con el mismo organismo. Ademas, la morfologia verde obtuvo 455 hits con
Arabidopsis thaliana (Clado: Angiosperms; Orden: Brassicales; Familia; Brassicaceae), mientras

que la café presentd 473 hits con la misma especie.
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El nimero de genes putativos con ontologia genética fue de 20,271 en la morfologia verde
y 20,565 en la morfologia café. El 66.4%) de genes putativos (16,295) fueron compartidos entre
ambas morfologias (Figura 13). El nimero de genes putativos exclusivos de la morfologia verde
fue de: 3,976 (16.2%), mientras que la morfologia café presentd 4,270 genes putativos exclusivos

(17.4%).

Morfologia Verde Morfologia Café

Figura 14. Diagrama Venny que muestra el nimero de genes putativos exclusivos de la morfologia verde (en
azul) y de la morfologia café (en amarillo) y los porcentajes que comparten entre si. Oliveros, J.C. (2007-2015)
Venny. An interactive tool for comparing lists with Venn's diagrams.

3.4.2 Expresion diferencial

El andlisis de expresion diferencial de genes, reveld que existen 1068 genes con expresion
diferencial significativa (P < 0.05, FC > 2). FC (Fold-change) indica la magnitud de cambio para un
gen especifico entre condiciones experimentales. De los genes expresados diferencialmente, el
79.7% (819 genes) registré homologia en la base de datos Uniprot/Swissprot. Por otro lado, se
puede observar que las submuestras CV y CC pertenecientes a Carrizales son similares en su perfil

de expresion, mientras que las submuestras BV y BC de La Boquita se agrupan y se diferencian de
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las anteriores (Figura 15). Ademas, se observa un patron de expresiéon diferencial entre CV y CC,

y entre BV y BC, es decir, entre los morfotipos verde y café.

Para inferir el estado de estrés en ambas morfologias, se seleccionaron varios genes
relacionados a procesos de aclimatacion y estrés: Dos isoformas de GFP-like protein (GFP), una
isoforma de Photosystem Il protein D1 (psbA), dos isoformas de Calpain-9 (Capn9), tres isoformas
de Peroxidasin-like protein (PXDNL), una isoforma de Catalase (CAT), una isoforma de Gamma-
glutamyltranspeptidase 1 (GGT 1), una isoforma de Epididymal secretory glutathione peroxidase
(GPX5), tres isoformas de Glutathione S-transferase (GST) y una isoforma de Glutathione
synthetase (GSH), dichos genes presentaron ontologias génicas (Tabla 2). La ontologia génica
asocia el proceso biolégico, funcién molecular o componente celular en el que esta involucrado

un gen o un transcrito.

Color Key

3 3 8 B

Figura 15 Transcritos de P. verrucosa, con expresion diferencial significativa, el color purpura denota
subexpresion, amarillo sobreexpresion. Morfologia verde de Carrizales (CV), morfologia verde de La Boquita
(BV), morfologia café de Carrizales (CC) y Morfologia café de La Boquita (BC). Amarillo = transcritos con
regulacion positiva, Morado = transcritos con regulacién negativa. Valores en log2.
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Tabla 4. Lista de genes de interes con ontologia genica. GFP-like (GFP), Photosystem Il protein D1 (psbA),
Calpain-9 (Capn9), Peroxidasin-like (PXDNL), Catalase (CAT), Gamma-glutamyltranspeptidase 1 (GGT 1),
Epididymal secretory glutathione peroxidase (GPX5), Glutathione S-transferase (GST) y Glutathione

synthetase (GSH).

Especies con

Proteina Gen . Proceso biolégico
Hits
Bioluminescence [GO:0008218]
GFP-like protein (1) amFP486 Generation of precursor
_____________________________ Anemonia metabolites and energy
manjano [GO:0006091]
GFP-like protein (2) amFP486 Protein-chromophore linkage
[GO:0018298]
Calpain-9(1) Capn9 Rattus
............................. Digestién [GO:0007586]
Calpain-9 (2) Capn9 norvegicus
Peroxidasin-like protein (1) | PXDNL Hydrogen peroxide catabolic
Peroxidasin-like protein (3) | PXDNL Homo sapiens  process [GO:0042744]
Peroxidasin-like protein (4) | PXDNL Response to oxidative stress
Catalase CAT Cavia porcellus  [GO:0006979]
Aging [GO:0007568]
Gamma- Rattus
Ggt Cellular response to oxidative stress
glutamyltranspeptidase norvegicus
[GO:0034599]
Epididymal secretory Cellular response to oxidative stress
GPX5 Sus scrofa
glutathione peroxidase [GO:0034599]
Glutathione S-transferase
GSTT2B
theta-2B (1)
Homo sapiens
Glutathione S-transferase
GSTT2B Glutathione derivative biosynthetic
theta-2B (2)
process [G0O:1901687]
Blattella
Glutathione S-transferase GST
germanica
Glutathione synthetase gss Xenopus laevis
Heterocapsa  Photosynthetic electron transport in
Photosystem Il protein D1 psbA
niei photosystem Il [GO:0009772]
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La comparacién entre CV y BV muestra un perfil bastante similar en la mayoria de
los genes enlistados anteriormente, excluyendo los genes de Capn9 y CAT que presentan
un incremento en sus valores en BV (FC > 2). Si observamos estos mismos genes en CCy CV
podemos resaltar que solo los genes de GFP son diferentes, siendo menores en CC, mientras
que los genes de Capn9y CAT de CC son mas parecidos a los de CV. A su vez, si analizamos
la expresion de genes en BC obtenemos que esta morfologia presenta un patrén de
expresion totalmente diferente a los anteriores, con niveles de expresion elevados para las
isoformas de los genes Capn9, de PXDNL, CAT, GGT 1, GST y GSH, mientras que los genes de
GFP, psbA y de GPX5 se ven disminuidos significativamente (P < 0.05) (Figura 16).

Color Key

05 15 25
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Capn3-1
CAT
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Capitulo 4. Discusion

Los resultados obtenidos con los indicadores fisioldgicos indican que no se encontraron
diferencias estadisticamente significativas (p>0.05) en la respuesta fisioldgica de ambas
morfologias de P. verrucosa en los diferentes ambientes. Los datos analizados demuestran
que la respuesta de ambos corales es practicamente igual durante 24 horas, sin importar el
ambiente o localizaciéon en el mismo. En este contexto, podriamos sugerir que ambos
corales presentaron estado fisiolégico similar. Sin embargo, a pesar de que no encontramos
diferencias significativas, si observamos patrones diferentes entre ambas morfologias,

cuando los corales son reubicados en un ambiente estresante, como la Boquita.

Por otro lado, cumpliendo con la hipétesis planteada, la morfologia verde presenté mayores
concentraciones de FPs en contraste con la morfologia café, encontramos una diferencia
estadisticamente significativa en la prueba de U de Mann Whitney con p=0.04; Takabayashi
y Hoegh-Guldberg (1995) reportaron resultados parecidos en los corales Pocillopora

damicornis de morfologias rosa y café. Estos autores reportan que P. damicornis rosa

Figura 16 Transcritos de P. verrucosa, con expresion diferencial significativa. Morfologia verde de Carrizales
(CV), morfologia verde de La Boquita (BV), morfologia café de Carrizales (CC) y Morfologia café de La Boquita
(BC). Genes: GFP-like protein (GFP), Photosystem Il protein D1 (psbA), Calpain-9 (Capn9), Peroxidasin-like
protein (PXDNL), Catalase (CAT), Gamma-glutamyltranspeptidase 1 (GGT 1), Epididymal secretory glutathione
peroxidase (GPX5), Glutathione S-transferase (GST) y Glutathione synthetase (GSH). Rojo = transcritos con
regulacion positiva, verde = transcritos con regulacién negativa. Valores en log10.

presentan concentraciones significativamente mas altas de pocilloporina, una FP de color
cian (560 nm CFP), en comparacidon a P. damicornis café, el cual tiene una capacidad
genética reducida para expresar la proteina. Ambas morfologias también difieren
fisioldgicamente, ya que P. damicornis café tiende a tener una mayor tasa de calcificacion
que P. damicornis rosa, lo que indica un cierto grado de plasticidad fisioldgica de las dos

morfologias.

Tomando en cuenta que las proteinas presentan una vida media de al menos 20 dias en
condiciones naturales (Leutenegger et al. 2007), la diferencia en la concentraciéon de las FPs

en las morfologias del coral estudiado podria deberse a diversos factores ambientales
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anteriores al muestreo o caracteristicas genéticos de cada morfologia (Takabayashi y
Hoegh-Guldberg 1995). Roth y colaboradores (2013) proponen que la fluorescencia verde
por GFP esta directamente relacionada con corales sanos y con procesos de aclimatacion,
confiriéndoles mayor poder antioxidante (Roth et al. 2015). Se ha propuesto que los
pigmentos similares a la proteina verde fluorescente (GFP) tienen efectos beneficiosos

sobre la fotobiologia del coral (Roth et al. 2015; Lyndby et al. 2016).

Tomando en cuenta que ambos corales presentaron las mismas condiciones fisioldgicas
durante las 24 horas posteriores a su reubicacién. Podemos decir que las dos morfologias
presentan el mismo estado de salud ante el estrés por su reubicacién en condiciones
estresantes, durante las primeras 24 horas. Cabe mencionar que las muestras fueron
tomadas de sélo dos organismos monoclonales, ambos aparentemente sanos ubicados a la
misma profundidad (7m). Es probable que, por estas razones, no se encontrén diferencias
significativas. No obstante, la respuesta podria diferir entre las morfologias con el paso del
tiempo. Algunos autores sugieren que el blanqueamiento del coral probablemente no se
produzca a corto plazo, cinco dias, al menos para el caso de exposicion al aumento de las

concentraciones de H,0; en el agua de mar (Higuchi et al. 2012).

Sin embargo, al observar la variacién de estos indicadores de manera individual a través del
tiempo para cada morfologia, encontramos ciertos patrones diferenciados entre la
morfologia verde y la morfologia café, especialmente con los organismos de La Boquita. Por
ejemplo, se registrd un patrén especifico para el organismo café de 2 m de profundidad en
La Boquita, la condicidn mas estresante. Este coral, a diferencia de los demas, presenté un
incremento en la concentracion de las FPs, Aox del endosimbionte, MDA en endosimbionte
y el pdlipo. Por otro lado, en el fenotipo verde de 2 m en La Boquita, no se encontraron

estos incrementos, salvo en las concentraciones de FPs.

Si bien no encontramos diferencias significativas entre los indicadores moleculares y
fisioldgicos, si se registraron varias correlaciones importantes entre algunos indicadores,

principalmente el MDA y Aox. Por ejemplo, en el tejido del endosimbionte, el nivel de dafio
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a las membranas celulares (MDA) fue equiparable con el nivel de antioxidantes, con una
correlacién directamente proporcional de r=0.994. Estos datos sugieren que el simbionte
responde de manera inmediata ante el dafio celular, liberando antioxidantes para
contrarrestar el estrés oxidativo, en ambas morfologias de las dos comunidades. Ademas,
se registro una correlacion de r=0.847 entre el nivel de Aox del endosimbionte y el nivel de
MDA del holobionte (Figura 40-B). Por otro lado, no existié correlaciéon alguna entre el nivel
de dafio celular del pélipo y los antioxidantes totales del mismo (Tabla 1). Posiblemente
porque el endosimbionte fue capaz de responder ante el estrés de forma practicamente
inmediata, para prevenir el dafo al holobionte completo, mientras que el cnidario depende

de los antioxidantes liberados por el endosimbionte.

La inferencia del dafio celular del endosimbionte con respecto al holobionte completo
presentd una correlacion directa. Los niveles de MDA del endosimbionte respecto al
holobionte presentan una correlacion de r=0.844 (Figura 40-A). Mientras que los niveles de
MDA del cnidario con respecto al holobionte completo tuvieron una correlacién de r=0.547
(Tabla 1). Estos datos sugieren que el dafo celular por estrés oxidativo es mas significativo
en las células del endosimbionte. Estudios recientes respaldan la idea de que la sensibilidad
al estrés del holobionte esta determinada principalmente por el endosimbionte. Los corales
asociados con simbiontes sensibles a temperaturas elevadas, pueden morir por
blanqueamiento bajo estrés térmico, mientras que los asociados con simbiontes tolerantes
al estrés pueden sobrevivir, dando como resultado cambios aparentes en la composicién

simbionte de una poblacién de coral (Sampayo et al. 2008).

Podemos sugerir que el coral de morfologia café comienza a sufrir dafos celulares debido
al estrés oxidativo después de 24 horas de ser reubicado en el ambiente marginal de La
Boquita a 2 m de profundidad, donde se presentan los mayores estresores. Mientras que el
coral con fluorescencia verde permanece con los mismos niveles de MDA y Aox en este
mismo punto de muestreo. En este contexto, podemos suponer que el coral verde, el cual

presenta mayor cantidad de FPs comparado con el café (Figura 13), podria poseer una
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estrategia de aclimatacion diferente al coral café, posiblemente por la accién antioxidante

de la GFP (Palmer et al. 20093; Lin y Scott 2012).

También se encontré una correlacién directamente proporcional entre FPs con la
concentraciéon de MDA en el endosimbionte (r=0.74, Tabla 1) y los antioxidantes totales en
el endosimbionte (r=0.75, Tabla 1). Ademas, al considerar los niveles de Aox y MDA del
Holobionte en conjunto, encontramos que la relaciéon persiste en el caso de la Aox (r=0.35)
y se hace mas evidente en la concentracion de MDA (r=0.83), sin embargo, los niveles de

FPs y Aox en el cnidario, no presentaron correlaciones significativas (Tabla 1).

En el caso de la Chl a y la densidad del endosimbionte, no se encontraron diferencias
significativas ni correlaciones con ninguno de los demas indicadores (Tabla 1). Si bien los
niveles promedio de estos dos indicadores fisioldgicos son estadisticamente semejantes en
todas sus agrupaciones, hay que remarcar que todos los fragmentos del fenotipo café
presentaron un perfil inverso al del fenotipo verde, llegando a su nivel maximo de clorofila
y la densidad del endosimbionte durante la noche y una disminucidn considerable al
amanecer, a diferencia del verde que presentd sus mayores valores en condiciones de luz
con maximos niveles en los dos fenotipos a 2 m de profundidad en La Boquita. Todos los
resultados fisioldgicos, salvo la diferencia en la concentracién de FPs, indican que ambas
morfologias presentaron las mismas respuestas fisiolégicas durante las 24 horas posteriores
a su reubicacion. No obstante, ciertos patrones como la concentracion de FPs y la densidad
de células del endosimbionte, sugieren que el coral P. verrucosa de morfologia verde
presenta una ventaja ante el estrés provocado por la reubicacién, a diferencia del coral de

morfologia café.

Por otra parte, los resultados tras el andlisis de expresion diferencial de genes revelaron
que existen 1,068 genes con expresién diferencial significativa (P < 0.05) y FC 6 magnitudes
de cambio > 2. Los resultados indican que la expresion de genes en ambas morfologias es

similar cuando estos corales se encuentran en Carrizales, mientras que estos corales
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presentan un patrén diferente cuando se localizan en La Boquita. Siendo el coral de

morfologia café el que presenté un cambio mas marcado (Figura 16).

Al igual que los resultados de concentracion de FPs, al comparar la expresion diferencial de
las dos isoformas encontradas de los genes de FPs, encontramos que la morfologia verde
presenta una expresion mas elevada sin importar la localidad en la que se encuentra.
Mientas que el coral de morfologia café presenta niveles inferiores en ambas isoformas.
Takabayashi y Hoegh-Guldberg (1995) sugieren que en Pocillopora damicornis la capacidad
de expresidn de la pocilloporina (CFP) esta genéticamente controlada. De manera que la
produccién de esta proteina puede ser inducida fenotipicamente por luz visible en aquellas
colonias genéticamente capaces de expresar cantidades significativas. Los autores
reportaron que, en su estudio, sélo las colonias de coral P. damicornis de morfologia rosadas
son capaces de producir esta FP, mientras que las de morfologia café no presentaron niveles

significativos después de dos meses de incrementos de radiacion UV y luz visible.

Sugerimos que el coral P. verrucosa de morfologia verde es genéticamente capaz de
sintetizar mayores cantidades de FPs, en contraste con la morfologia café, como lo indican
nuestros resultados de expresion diferencial. Esta caracteristica podria influir de manera
significativa en la respuesta de adaptacién del coral ante el estrés de la reubicacion,

mediante la incorporacion de un antioxidante multifuncional potente.

Lo anterior, empata con los resultados de la expresidn de los genes relacionados con estrés
oxidativo. Si analizamos la expresién de ciertos genes (PXDNL, CAT, Capn9, GSTT2B2, GPT]1,
GSS, GPX5 y GST) podemos resaltar que la morfologia café ubicada en La Boquita, presenta
un incremento significativo en todos estos genes. Mientras que el fenotipo verde sdlo
presentd incrementos en los genes de Capn9 y CAT (Figura 16), manteniendo la expresion
de los genes PXDNL, GSTT2B2, GPT1, GSS, GPX5 y GST. Esto sugiere que en ambos corales
existe una elevacion en la digestion por parte del pdlipo y mayor actividad antioxidante, sin

embargo, esta es mayor en el coral café.
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Ademas del incremento en los genes relacionados con la digestién, también podemos
observar una disminucion de la actividad del gen psbA implicado en el fotosistema Il. Hill y
Takahashi (2014) sefialan que los estresores como el aumento de la temperatura del agua
de mar causa fotoinhibicidon en las algas simbidticas de los corales; Pocillopora damicornis,
Montipora digitata, Pavona decussata, y Acropora millepora, debido al dafio acumulativo
del fotosistema Il (PSIl). Los corales de todas las especies que estuvieron expuestos a luz
intensa (600 umol de fotones m™2 s*) a temperatura elevada (32° C) durante 8 horas,
presentaron blanqueo significativo, con una reducciéon del fotosistema Il. De manera
similar, algunos experimentos de laboratorio en las especies sensibles a la temperatura
como Monastrea annularis, confirman la pérdida de la actividad de PSIl en simbiontes de
corales blanqueados recolectados en el arrecife de Carysfort. Ademas, se detecté una
variacion en la reparacion de PSIl, lo que indica que la perturbacién de las velocidades de
renovacion de la proteina PSIl durante la fotoinhibicion a temperaturas elevadas subyace al
colapso fisiolégico de simbiontes en corales susceptibles al blanqueamiento inducido por
calor (Warner et al. 1999). Si bien, en el presente estudio no se encontraron diferencias en
la cantidad de células endosimbidticas, si se encontrd una disminucién en la expresion de
genes de psbA en los corales de La Boquita. Por lo anterior, podemos sugerir que el estrés

de este ambiente podria estar provocando una reduccion similar del fotosistema Il.

Haciendo una interpretacidon global de los resultados, podemos sugerir que las dos
morfologias presentan la misma respuesta fisioldgica y de estrés, cuando son reubicadas
del arrecife de Carrizales al ambiente marginal de La Boquita. No obstante, el contenido de
FPs podria proveer a los corales verde que presenta mayor expresién y concentracion de
estas moléculas, una estrategia de adaptacion extra. Ya que el coral de morfologia verde
utiliza con estas proteinas como antioxidantes. En este contexto, los corales verde pose una
mayor capacidad de adaptacion al ambiente de La Boquita en comparacién al coral de
morfologia café. Los datos apuntan que este ultimo, al no presentar concentraciones
notables de FPs, es propenso a sufrir estrés oxidativo mas rapido que el coral de morfologia

verde.
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Capitulo 5. Conclusiones

Los resultados de los analisis fisiolégicos en el coral P. verrucosa y su endosimbionte indican
que los holobiontes de ambas morfologias presentaron el mismo nivel de respuestas
antioxidante y de salud durante las 24 horas posteriores a su reubicacion. Ademas, la
capacidad antioxidante presentd una correlacion directa con las concentraciones de MDA,
lo que indica una respuesta inmediata por parte del endosimbionte ante el estrés oxidativo
del holobionte completo. Asi mismo, la correlacion entre las FPs y la capacidad antioxidante
total del cnidario indica que estas proteinas funcionan como potentes antioxidantes que

son sintetizados por el pélipo coralino.

La expresion diferencial de genes revelé que los corales P. verrucosa verde y café
presentaron un perfil de expresién similar cuando estas morfologias se encuentran en
Carrizales. Sin embargo, los corales reubicados en La Boquita reportaron un perfil
totalmente opuesto. Ambos corales tuvieron un descenso en la expresion del gen psbA del
fotosistema 1, la morfologia café, presentd un incremento significativo del nivel de
expresion de los genes con funcién antioxidante (PXDNL, CAT, GSTT2B2, GPT1, GSS, GPX5y
GST) y de digestidon (Capn9). Mientras que el fenotipo verde sélo presenté incrementos en
la expresion de los genes de Capn9 y CAT. Estas caracteristicas nos indican que ambos
corales reubicados en La Boquita presentaron estrés oxidativo, sin embargo, la morfologia

café es la mas afectada tras la reubicacién en el ambiente marginal.

Los resultados que se muestran en este trabajo indican que las FPs, especialmente la GFP,
estdn relacionada directamente con procesos de aclimatacidn en corto tiempo y de estrés
oxidativo en corales P. verrucosa. Por esto, es probablemente que estas proteinas sean las
principales responsables de las diferentes coloraciones y morfologias ademas de verde y

café.
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Capitulo 6. Recomendaciones

Ya que los corales P. verrucosa con fluorescencia verde derivada de la expresion de
la GFP, presentan una menor expresién de genes relacionados con el estrés en comparacién
con P. verrucosa café (no fluorescente), se recomienda el uso de esta proteina como

indicador no invasivo.

Debido a que la presencia de GFP parece proveer una ventaja adaptativa ante el
estrés ambiental, se recomienda considerar las morfologias con alta saturacion de color

verde para la reubicacion y el traslado de corales P. verrucosa.

Se recomienda realizar andlisis metatrascriptdomicos para identificar los diferentes
microrganismos presentes en el holobionte. Evaluar la expresion diferencial de genes
relacionados con fotosintesis, sistema inmune, estrés y otros procesos bioldgicos.
Seleccionar un grupo de genes control y genes diana para validar los resultados

trascriptiomicos usando qPCR.

Dado que se cuenta con muestras en diferentes tiempos a lo largo del dia, se
recomienda analizar el mismo grupo de genes que se observd en este trabajo, para analizar

el patron de expresion.
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Anexos
Chl-a pg/cm?
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Anexo 1. Concentraciones promedio de Chl-a (ug/cm?) de P. verrucosa de dos arrecifes
coralinos. Las agrupaciones estdan compuestas por muestras de coral de dos morfologias
bajo dos profundidades en los arrecifes de Carrizales (n=16) y La Boquita (n=16). Las
concentraciones promedio de ambos arrecifes no son estadisticamente significativas
(p=0.5) segun la Prueba U de Mann Whitney.

Verde Café

Anexo 2. Concentraciones promedio de Chl-a (pug/cm?) de ambas morfologias de P.
verrucosa expuestas a dos profundidades de los dos arrecifes coralinos (n=16). Las
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concentraciones son estadisticamente similares (p=0.9) entre las dos morfologias segun la
Prueba U de Mann Whitney.
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Anexo 3. Concentraciones promedio de Chl-a (ug/cm?) de P. verrucosa de dos morfologias
(Verde y Café) en dos arrecifes distintos. Las agrupaciones estan conformadas por corales
de las dos colonias expuestas a dos profundidades. Las concentraciones son

estadisticamente similares (p=0.9) segun la Prueba Kruskal Wallis.
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Anexo 4. Densidad de células de endosimbionte por cm? en P. verrucosa de dos arrecifes
coralinos. Las agrupaciones estan compuestas por muestras de coral de dos morfologias
bajo dos profundidades en los arrecifes de Carrizales (n=16) y La Boquita (n=16)..
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Anexo 5. Densidad de células de endosimbionte por cm? de ambas morfologias de P.
verrucosa expuestas a dos profundidades de los dos arrecifes coralinos (n=16). Las
concentraciones son estadisticamente similares (p=0.54) entre las dos morfologias segun la
Prueba U de Mann Whitney.
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Anexo 6. Densidad de células de endosimbionte por cm? de P. verrucosa de dos morfologias
(Verde y Café) en dos arrecifes distintos. Las agrupaciones estan conformadas por corales
de las dos colonias expuestas a dos profundidades. Las concentraciones no mostraron
diferencias significativas (p=0.9) segun la Prueba Kruskal Wallis
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Anexo 7. Concentraciones promedio de FPs (mg/mg de proteina total) de P. verrucosa de
dos arrecifes coralinos. Las agrupaciones estan compuestas por muestras de coral de dos
morfologias bajo dos profundidades en los arrecifes de Carrizales (n=16) y La Boquita
(n=16). Las concentraciones promedio de ambos arrecifes son estadisticamente similares

(p=0.5) segun la Prueba U de Mann Whitney
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Anexo 8. Concentraciones promedio de FPs (mg/mg de proteina total) de P. verrucosa de
dos morfologias (Verde y Café) en dos arrecifes distintos. Las agrupaciones estan
conformadas por corales de las dos colonias expuestas a dos profundidades. Las
concentraciones son estadisticamente similares (p=0.9) segun la Prueba Kruskal Wallis.
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Anexo 9. Concentraciones promedio de MAAs (pmol/mg de proteina) de P. verrucosa de
dos arrecifes coralinos. Las agrupaciones estan compuestas por muestras de coral de dos
morfologias bajo dos profundidades en los arrecifes de Carrizales (n=16) y La Boquita
(n=16). Las concentraciones promedio de ambos arrecifes son estadisticamente similares
(p=0.1) segun la Prueba U de Mann Whitney
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Anexo 10. Concentraciones promedio de MAAs (pmol/mg de proteina) de ambas
morfologias de P. verrucosa expuestas a dos profundidades de los dos arrecifes coralinos
(n=16). Las concentraciones son estadisticamente similares (p=0.2) entre las dos
morfologias segun la Prueba U de Mann Whitney
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Anexo 11. Concentraciones promedio de MAAs (pmol/mg de proteina) de P. verrucosa de

dos morfologias (Verde y Café) en dos arrecifes distintos. Las agrupaciones estan

conformadas por corales de las dos colonias expuestas a dos profundidades. Las
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concentraciones son estadisticamente similares (p=0.3) segun la Prueba Kruskal Wallis.
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Anexo 12. Concentraciones promedio de la capacidad antioxidante total (mM por mg de
proteina) del endosimbionte de P. verrucosa de dos arrecifes coralinos. Las agrupaciones
estdn compuestas por muestras de coral de dos morfologias bajo dos profundidades en los
arrecifes de Carrizales (n=16) y La Boquita (n=16). Las concentraciones promedio de ambos
arrecifes no son estadisticamente diferentes (p=0.1) segun la Prueba U de Mann Whitney
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Anexo 13. Concentraciones promedio de la capacidad antioxidante total (mM por mg de
proteina) del endosimbionte de del endosimbionte de P. verrucosa de ambas morfologias
expuestas a dos profundidades de los dos arrecifes coralinos (n=16). Las concentraciones
son estadisticamente similares (p=0.1) entre las dos morfologias segun la Prueba U de

Mann Whitney
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Anexo 14. Concentraciones promedio de la capacidad antioxidante total (mM por mg de
proteina) del endosimbionte de P. verrucosa de dos morfologias (Verde y Café) en dos
arrecifes distintos. Las agrupaciones estdn conformadas por corales de las dos colonias
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expuestas a dos profundidades. Las concentraciones fueron estadisticamente similares
(p=0.2) segun la Prueba Kruskal Wallis.
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Anexo 15. Concentraciones promedio de MDA en endosimbionte de P. verrucosa de dos
arrecifes coralinos. Las agrupaciones estan compuestas por muestras de coral de dos
morfologias bajo dos profundidades en los arrecifes de Carrizales (n=16) y La Boquita
(n=16). Las concentraciones promedio de ambos arrecifes son estadisticamente similares
(p=0.2) segun la Prueba U de Mann Whitney
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Anexo 16. Concentraciones promedio de MDA en el endosimbionte de P. verrucosa de
ambas morfologias expuestas a dos profundidades de los dos arrecifes coralinos (n=16). Las
concentraciones son estadisticamente similares (p=0.1) entre las dos morfologias segun la
Prueba U de Mann Whitney
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Anexo 17. Concentraciones promedio de MDA en el endosimbionte de P. verrucosa de dos
morfologias (Verde y Café) en dos arrecifes distintos. Las agrupaciones estan conformadas
por corales de las dos colonias expuestas a dos profundidades. Las concentraciones son
estadisticamente similares (p=0.1) segun la Prueba Kruskal Wallis.
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Anexo 18. Concentraciones promedio de la capacidad antioxidante total (mM por mg de
proteina) del pdlipo de P. verrucosa de dos arrecifes coralinos. Las agrupaciones estan
compuestas por muestras de coral de dos morfologias bajo dos profundidades en los
arrecifes de Carrizales (n=16) y La Boquita (n=16). Las concentraciones promedio de ambos
arrecifes son estadisticamente similares (p=0.1) segun la Prueba U de Mann Whitney
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Anexo 19. Concentraciones promedio de la capacidad antioxidante total (mM por mg de
proteina) del pdlipo de del endosimbionte de P. verrucosa de ambas morfologias expuestas

a dos profundidades de los dos arrecifes coralinos (n=16). Las concentraciones son
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estadisticamente similares (p=0.1) entre las dos morfologias segun la Prueba U de Mann

Whitney

Anexo 20. Concentraciones promedio de la capacidad antioxidante total (mM por mg de
proteina) del podlipo de P. verrucosa de dos morfologias (Verde y Café) en dos arrecifes
distintos. Las agrupaciones estan conformadas por corales de las dos colonias expuestas a
dos profundidades. Las concentraciones son estadisticamente similares (p=0.2) segun la
Prueba Kruskal Wallis.
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Anexo 21. Concentraciones promedio de MDA en el pdlipo de P. verrucosa de dos arrecifes
coralinos. Las agrupaciones estan compuestas por muestras de coral de dos morfologias
bajo dos profundidades en los arrecifes de Carrizales (n=16) y La Boquita (n=16). Las
concentraciones promedio de ambos arrecifes son estadisticamente similares (p=0.1) segun
la Prueba U de Mann Whitney
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Anexo 22. Concentraciones promedio de MDA en el pélipo de P. verrucosa de ambas
morfologias expuestas a dos profundidades de los dos arrecifes coralinos (n=16). Las
concentraciones son estadisticamente similares (p=0.1) entre las dos morfologias segun la
Prueba U de Mann Whitney
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Anexo 23. Concentraciones promedio de MDA en el pdlipo de P. verrucosa de dos
morfologias (Verde y Café) en dos arrecifes distintos. Las agrupaciones estan conformadas
por corales de las dos colonias expuestas a dos profundidades. Las concentraciones son
estadisticamente similares (p=0.2) segun la Prueba Kruskal Wallis



