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Resumen de la tesis que presenta Adonis Jaquelina Minguer Rodriguez como requisito parcial para la
obtencidn del grado de Maestra en Ciencias en Ecologia Marina.

Niveles de expresion del gen Hsp70 en Balanophyllia elegans (Scleractinia, Dendrophyllidae) a lo largo de
un gradiente de profundidad durante verano e invierno en la Bahia Todos Santos, Baja California, México

Resumen aprobado por:

Dr. Rafael Andrés Cabral Tena Dr. Eugenio de Jesus Carpizo ltuarte
Codirector de tesis Codirector de tesis

Las poblaciones y comunidades de corales que habitan en aguas templadas o frias, aunque no forman
grandes estructuras arrecifales, representan un papel ecolégico andlogo a los arrecifes someros tropicales,
convirtiéndose en un componente clave para la biodiversidad, y se cree son mas sensibles al aumento de
la temperatura superficial del mar (TSM). Ante esta situacién, es importante conocer la respuesta
fisiolégica empleada por las especies coralinas para identificar la manera en que la variacion ambiental
ocasionara cambios en sus poblaciones ante futuros escenarios de cambio climatico. Una forma de evaluar
la respuesta fisioldgica es caracterizando el perfil de expresién de ARN. Durante eventos de estrés
ambiental, los corales emplean una respuesta celular mediada por la expresidn de genes especificos que
desencadenan la produccion de ARN mensajero (ARNm) que traducen proteinas de shock térmico (HSP),
para evitar o reducir el dafio en las células. Como la expresion del ARN responde a la variacién ambiental,
el uso de métodos moleculares como la cuantificacién de acidos nucleicos (ADN y ARN) y la reacciéon en
cadena de la polimerasa cuantitativa o en tiempo real (qPCR), para cuantificar la expresién de genes
especificos, nos permiten obtener una aproximacion del estado fisiolégico de los organismos bajo
diferentes condiciones ambientales. Con base en lo anterior, para conocer si la variacién de la temperatura
observada a lo largo de un perfil de profundidad (3 a 12m) y entre las temporadas de verano e invierno,
modifica la respuesta fisioldgica del coral de aguas templadas, solitario y azooxantelado, Balanophyllia
elegans, en este estudio se caracteriz6 su actividad metabdlica mediante la relacién ARN/ADN vy se
cuantifico la expresion relativa del gen Hsp70. Los resultados mostraron que existe una variacion temporal
de la relacion ARN/ADN, presentandose una mayor actividad metabdlica durante el verano con valores de
la relacion ARN/ADN de 1.12 a 2.24, mientras que el rango de profundidad evaluado no parecen ser un
factor que modifique la actividad metabdlica de los corales. Ademas, se observé que B. elegans presentd
una mayor expresion del gen Hsp70 durante el verano en comparacién con la temporada de invierno y las
muestras control. Al comparar entre profundidades, la mayor expresion de Hsp70 en B. elegans se observo
a los seis y nueve metros de profundidad y no a los tres metros como se esperaba. Estos resultados podrian
sugierir que los corales experimentan eventos de estrés térmico durante el verano, lo cual también se
refleja en una elevada actividad metabdlica. Mientras que los resultados observados con respecto al perfil
de profundidad sugieren que durante el invierno la variacion de los pardmetros ambientales, a lo largo del
rango de profundidad evaluado no modifica la respuesta fisioldgica de B. elegans, sin embargo, durante el
verano los corales podrian experimentar estrés térmico a los seis y nueve metros y a los tres metros un
posible fendmeno de aclimatacion.

Palabras clave: Balanophyllia elegans, relacion ARN/ADN, Hsp70, estrés térmico, actividad metabdlica
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Abstract of the thesis presented by Adonis Jaquelina Minguer Rodriguez as a partial requirement to
obtain the Master of Science degree in Marine Ecology.

Expression level of Hsp70 gene in Balanophyllia elegans (Scleractinia, Dendrophyllidae) along a depth
gradient during summer and winter in Todos Santos Bay, Baja California, Mexico.

Abstract approved by:

Dr. Rafael Andrés Cabral Tena Dr. Eugenio de Jesus Carpizo ltuarte
Codirector de tesis Codirector de tesis

Coral populations and communities that live in temperate or cold waters, although they do not form large
reef structures, play an ecological role analogous to shallow tropical reefs, becoming a key component for
biodiversity, this kind of corals are believed to be more sensitive to the increase of the sea surface
temperature (SST). Given this situation, it is important recognize the physiological response used by coral
species to identify how environmental variation causes changes in their populations in the face of future
climate change scenarios. One way to assess the physiological response is by characterizing the RNA
expression profile. During environmental stress events, corals employ a cellular response mediated by the
expression of specific genes that trigger the production of messenger RNA (mRNA) that translate heat
shock proteins (HSP), to prevent or reduce damage to cells. As RNA expression responds to environmental
variation, the use of molecular methods to quantify nucleic acid (DNA and RNA) and the quantitative or
real-time polymerase chain reaction (qPCR), to quantify the expression of specific genes, allow us to obtain
an approximation of the physiological state under different environmental conditions. Based on the above,
to know if the observed temperature variation along with a depth profile (3 to 12m) and between the
summer and winter seasons, modifies the physiological response of solitary and azooxanthellate coral,
Balanophyllia elegans, in this study, its metabolic activity was characterized using the RNA / DNA ratio and
the expression of the Hsp70 gene was quantified. The results showed that there is a temporal variation of
the RNA / DNA ratio, presenting a higher metabolic activity during the summer with values of the RNA /
DNA ratio of 1.12 to 2.24, while the characteristics present in the depth range evaluated do not seem to
be a factor that modifies the metabolic activity of corals. Furthermore, it was observed that B. elegans had
a higher expression of the Hsp70 gene during the summer compared to the winter season and the control
samples. When comparing between depths, the highest expression of Hsp70 in B. elegans was observed
at six and nine-meters depth and not at three meters as expected. These results suggest that corals
experience heat stress events during the summer, which is reflected in high metabolic activity and Hsp70
expression. While the observed results regarding the depth profile suggest that during the winter the
variation of the environmental parameters, throughout the evaluated depth range does not modify the
physiological response of B. elegans, however, during the summer the corals could experience thermal
stress at six and nine meters and three meters a possible acclimatization phenomenon.

Keywords: Balanophyllia elegans, ratio RNA/DNA, Hsp70, thermic stress, metabolic activity
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Capitulo 1. Introduccidon

1.1 Introduccidn general

Los ecosistemas marinos presentan constantes variaciones en los parametros fisicos y quimicos del agua
como respuesta a diferentes procesos naturalesy a la actividad humana (National Research Council, 1994).
Dichas variaciones ambientales afectan, en mayor o menor medida, a los organismos que en él habitan,
modificando aspectos fisioldgicos, ecoldgicos y evolutivos de sus poblaciones (Sgrensen y Loeschcke,

2007).

Los organismos marinos estan adaptados a tolerar cambios en el ambiente en cierto rango de fluctuacion
(rango de tolerancia), sin embargo, cuando la fluctuacién de alguna de las variables ambientales sobrepasa
su limite de tolerancia, se considera que estan experimentando un evento de estrés ambiental (Bollmann
et al., 2010). Para afrontar eventos de estrés ambiental, los organismos emplean diferentes mecanismos
de respuesta, por ejemplo, modifican su comportamiento o migran hacia entornos que presentan
condiciones ambientales mas favorables. En otras ocasiones, los organismos modifican su fenotipo para
aclimatarse a las nuevas condiciones ambientales (plasticidad fenotipica) y finalmente, pueden adaptarse

a su nuevo entorno a través del cambio genético (Evansy Hofmann, 2012).

El tipo de mecanismo empleado por los seres vivos ante un evento de estrés ambiental depende de la
duracién y magnitud del estrés y de las caracteristicas propias de cada ser vivo (National Research Council,
1994). En general, cuando el estrés ambiental al que es sometido un organismo es agudo, se emplea una
respuesta de tipo celular, un proceso complejo que dirige cambios en el estado y desempeiio fisioldgico
de los organismos. La respuesta celular al estrés en un proceso mediado a través de la expresion de genes
especificos que desencadenan la produccién de acidos ribonucleicos, principalmente ARN mensajero
(ARNm) que, al ser traducido, da paso a la formacidn de diferentes productos como proteinas chaperonas,
antioxidantes y enzimas que evitan o reducen los efectos del estrés ambiental sobre las estructuras y
moléculas importantes en diversos procesos metabdlicos (S@rensen y Loeschcke, 2007; Zehr et al., 2009;

Kenkel et al., 2014).

Actualmente, las variaciones en las condiciones ambientales de los ecosistemas marinos son abruptas y
ocurren con mayor frecuencia debido a, entre otros factores, el efecto de la acumulacion de diéxido de
carbono (CO;) en la atmosfera, siendo una de sus principales consecuencias el incremento de la

temperatura superficial del mar (TSM; Pinzén et al., 2015).
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El incremento en la TSM es considerado como uno de los principales factores de estrés ambiental sobre la
biodiversidad marina y provoca alteraciones en diferentes procesos bioldgicos y ecoldgicos (Hoegh-
Guldberg y Bruno, 2010; Poli et al., 2017). Especificamente para las comunidades coralinas, el estrés
térmico es una de las principales causas de mortalidad al generar eventos de blanqueamiento o
comprometer la tasa metabdlica y la eficiencia de procesos como la calcificacidn, reproduccion, y la

respuesta al estrés (Poli et al., 2017).

La mayoria de las comunidades coralinas, viven cerca de sus limites superiores de tolerancia térmica y
suelen experimentar eventos de estrés térmico por el aumento de un grado centigrado de la TSM por
encima del promedio maximo de verano (Robbart et al., 2004; Lough et al., 2018). Esta situacion provoca
gue las comunidades coralinas estén expuestos a un estrés ambiental de mayor magnitud y duracion que,

se hipotetiza, supera la velocidad de su capacidad adaptativa (Poli et al., 2017).

Ante la situacién anterior, conocer la respuesta fisioldgica de los corales ante eventos de estrés térmico,
nos permitira identificar como la variacion de los factores ambientales modifica los procesos ecoldgicos
de las especies y los cambios en sus poblaciones ante futuros escenarios de cambio climatico (Clark y Peck,

2009; Clark et al., 2018).

1.2 Respuesta molecular ante el estrés térmico

La exposicion a eventos de estrés térmico en los organismos marinos puede desencadenar dafios en
estructuras, macromoléculas y procesos celulares (Kiiltz, 2003). Por ejemplo, las proteinas comienzan a
desnaturalizarse, lo que induce en la mayoria de los eucariontes incluidos los corales, una respuesta celular
al estrés denominada “heat shock response” (respuesta de choque térmico) como mecanismo para evitar
o reparar los dafios en el organismo. Durante esta respuesta, se induce la produccién de proteinas
denominadas proteinas de estrés o proteinas de shock térmico (HSP, por sus siglas en inglés) (Lindquist,

1986; Hofmann y Somero, 1995; Mayfield et al., 2011).

Las HSP funcionan como chaperonas moleculares, es decir, que interactian con otras proteinas para
mantener sus funciones y estructura habituales durante eventos de estrés (Feder y Hofmann, 1999). Por

lo tanto, su funcidn principal es proteger, reparar y sefialar proteinas que deben ser degradadas y evitar
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la agregacion de complejos citotdxicos con el propdsito de mantener estables estructuras celulares y

procesos metabdlicos (Hofmann y Somero, 1995: Robbart et al., 2004; Kiiltz, 2005).

La respuesta celular al estrés por medio de la induccidn de las HSP es un proceso evolutivamente
conservado, por lo cual se encuentran presentes en todos los taxa, desde bacterias hasta mamiferos
(Hofmann, 2009). La expresidn de las HSP no solo es desencadenada por el incremento en la temperatura
ambiental, factores estresantes como inanicién, presencia de metales pesados, hipoxia, cambios en el pH,

radiacion UV y presencia de toxinas también inducen su produccién (Sharp et al., 1997; Place et al., 2004).

Las HSP se clasifican en familias de acuerdo con su peso molecular en kiloDaltons y, de manera particular,
la respuesta ante eventos de estrés térmico y la termotolerancia de una gran diversidad de especies
bioldgicas se ha relacionado con una mayor expresion fisiologica de la familia HSP de 70 kDa, cominmente

llamadas Hsp70 (Poli et al., 2017).

1.2.1 Hsp 70

Las Hsp70 son la familia de HSP evolutivamente mas conservadas y la mas ampliamente estudiada como
mediadores moleculares de aclimatacién ambiental y de la respuesta ante el estrés térmico (Hoffmann,
2005). Su produccion es inducida por activacion de genes especificos que a su vez desencadenan una alta
produccién del ARNm que codifica la traduccion de la proteina Hsp70 durante y después de la exposicion

a eventos de estrés (Mayfield et al., 2011).

Durante estados de estrés celular, las Hsp70 ayudan a las proteinas mal plegadas a recuperar su estructura
original y regulan la eliminacidon de proteinas degradadas, evitando asi, la formacion de agregados
citotéxicos (Clark y Peck, 2009). Aunque, se ha observado una mayor induccidn y concentraciéon de Hsp70
en las células durante eventos de estrés, en estados celulares normales, las Hsp70 se encuentran presentes
para ayudar en el plegamiento habitual de las proteinas y su transporte a diferentes compartimentos

celulares (Feder y Hofmann, 1999).

Las Hsp70 son la familia de HSPs que presentan una mayor sensibilidad a la variacién en la temperatura
(Kregel, 2002), debido a esta caracteristica, el estudio de la expresion de la proteina y los genes Hsp70 en

organismos marinos, principalmente organismos invertebrados bénticos y peces, ha permitido conocer y
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determinar el rango de temperatura en el cual se induce una respuesta de estrés en condiciones naturales

y experimentales (Place et al., 2008).

1.2.2 Expresion de Hsp70 como indicador de estrés térmico en corales escleractinios

En corales escleractinios, la expresion de Hsp70 ha sido identificada como mecanismo de primera
respuesta ante eventos estrés ambiental, principalmente estrés térmico, y como mediador de los procesos
de aclimatacion y termotolerancia (Franzellitti et al., 2018). Por esta razdn, tanto el andlisis y cuantificacion
de la concentracién de las Hsp70, asi como, el andlisis de la expresidn de los genes que las traducen, han
sido establecidos en numerosos estudios como bioindicadores de una condicién de estrés en estos

organismos (Cziesielski et al., 2019).

Se ha observado que la expresidn tanto de las proteinas como de los genes, Hsp70, muestran patrones de
comportamiento que responden de manera coordinada a las fluctuaciones ambientales, por ejemplo,
Seveso et al. (2018) observaron que los niveles de la proteina Hsp70 en las especies Echinopora lamellosa,
Acropora tenuis y Porites lobata, en condiciones naturales, se mantuvieron elevados cuando los corales
fueron expuestos a la temperatura mas alta en el dia y disminuyeron significativamente durante la noche
cuando la temperatura disminuia. Ademas, al comparar los niveles de las proteinas entre las tres especies
de estudio, se encontraron diferencias significativas bajo las mismas condiciones de muestreo,

concluyendo que existe una modulacién especifica de la expresidon de Hsp70 para cada especie de coral.

En condiciones experimentales, se ha observado que ocurre una regulacidn positiva de los genes Hsp70
en Acropora millepora (Csaszar et al. 2009), en larvas de A. millepora (Rodriguez-Lanetty et al., 2009)
Orbicella annularis (Carpenter et al., 2010), Acrocopora aspera (Leggat et al., 2011), Acropora hyacinthus
(Barshis et al., 2013), Porites astreoides (Kenkel et al., 2014), Stylophora pistillata, Acropora eurystoma,
Porites sp.(Maor-Landaw y Levy, 2016), Pocillopra damicornis (Brener-Raffalli et al., 2018; Zhang et al.,
2018) después de someterlos a periodos de estrés térmico agudo. Sin embargo, también se ha observado
la ausencia de expresion diferencial de los genes Hsp70 después de someter a las colonias de coral a
temperaturas elevadas, por ejemplo, Desalvo et al. (2008) en Orbicella faveolata, Voolstra et al. (2009) en
embriones de Orbicella faveolata, Mayfield et al. (2011) en Seriatopera hystrix, Bellantuono et al. (2012)

y Granados-Cifuentes et al. (2013) en Acropora Melllipora, fenémeno posiblemente relacionado con la
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termotolerancia de los organismos, la cual se considera esta relacionada con un alto nivel de expresién

basal o constitutiva de Hsp70.

Un estudio particular que compara la expresidon del gen Hsp70 tanto en condiciones naturales como en
condiciones experimentales es el realizado por Poli et al. (2017), en este estudio, se compara la expresion
de Hsp70 en colonias de coral Pocillopora verrucosa recolectadas a lo largo de un perfil de profundidad.
Se observd que la expresion del gen Hsp70 responde a la variacidon con el perfil de profundidad,
presentando mayor expresion en corales recolectados a 3 m de profundidad en comparacién con los
valores de expresion en los corales recolectados a 12 m. En condiciones experimentales, al someter a las
colonias de coral a condiciones de 31°C durante el dia con reducciones de temperatura a 28°C durante la
noche por 7 dias, se observd que los corales recolectados a los 12m eran sensibles al estrés térmico al
sobreexpresar transcritos de Hsp70 mientras que los corales recolectados a 3 m no mostraban cambios
significativos en la expresién del gen Hsp70. Concluyen que las condiciones del habitat modulan los

patrones de transcripcidn de los genes Hsp70 e influyen en mecanismos de termotolerancia.

1.3 Evaluacion de la respuesta celular al estrés

Los perfiles de expresion del ARN de cada individuo y/o poblacién evolucionan en respuesta a
caracteristicas diferenciales de su entorno, por lo que es posible correlacionar dichas respuestas con la
variacion ambiental y asi identificar fenotipos moleculares que facilitan la adaptacion a entornos

altamente variables (Kenkel y Matz, 2016).

El uso de métodos moleculares basados en la cuantificacidon de acidos nucleicos (ARN y ADN), asi como la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) para cuantificar la expresién de genes, se han convertido en
una herramienta importante (Chicharo y Chicharo, 2008) para establecer biomarcadores moleculares de
estrés ambiental a nivel celular (Bromage et al., 2009). Estas herramientas, la cuantificacion de acidos
nucleicos y la PCR, nos permiten evaluar el estado fisioldgico de los organismos convirtiéndose en una
fuente de informacidn sobre los mecanismos que actian en la resiliencia de los organismos (Franzellitti

etal., 2018).



1.3.1 indice ARN/ADN

La relacion ARN/ADN es comUnmente utilizada para evaluar el estado metabdlico de los organismos
(Meesters et al., 2002). Se basa en el hecho de que la concentracion de ADN por célula es fija, siendo
indicativo del nimero de células o del crecimiento por proliferacién celular; mientras que la concentracion
de ARN varia debido al aumento en la demanda fisiolégica del organismo por la activacién de diferentes

procesos metabdlicos (Chicharo y Chicharo, 2008).

Debido a que el ARN es un componente esencial en la sintesis de proteinas (principales productos para el
mantenimiento estructural y metabdlico de la célula) su concentracidn en las células a menudo refleja la
tasa metabdlica de los organismos en diferentes condiciones ambientales y ontogénicas (Meesters et al.,
2002; Buckley y Szmant, 2004). Un individuo en crecimiento con disponibilidad de alimento y
metabdlicamente activo, deberia presentar una relacion ARN/ADN relativamente alta en comparacion con

un individuo metabdlicamente inactivo (Foley et al., 2016).

Con base en lo anterior, valores altos de la relacion ARN/ADN, indican periodos en los que el metabolismo
requiere de una mayor produccidon de proteinas, por ejemplo, en aquellos asociados al crecimiento,

diferenciacion celular o bien, cdmo respuesta a eventos de estrés ambiental (Buckley y Szmant, 2004).

1.3.2 indice ARN/ADN en corales escleractinios

Se ha observado que los valores de la relacién ARN/ADN en corales escleractinios varian de acuerdo con
las caracteristicas del ambiente, por lo cual, ha sido utilizada como una herramienta para monitorear la
actividad metabdlica de las comunidades coralinas en diferentes condiciones ambientales (Gates y

Edmund, 1999; Meesters et al., 2002).

De acuerdo a lo reportado por Buckley y Szmant (2004) en Orbicella annularis y Hinrichs et al., (2013) en
Acropora digitifera y Acropora spicifera, la relacion ARN/ADN presenta cambios asociados a la variacion
estacional de la temperatura. Los autores observaron valores bajos de la relacién ARN/ADN durante la
temporada que presento temperaturas altas, asociando este resultado con un posible efecto negativo de
la temperatura sobre la asociacién simbidtica entre el coral y las microalgas (zooxantelas) causando
blanqueamiento en las colonias lo que tiene como consecuencia una disminucién en las tasas de

alimentacién autotréfica y por lo tanto en el metabolismo del coral. Mientras que, en las temporadas
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donde la temperatura es menor, se observd un incremento de los valores de la relacidn, resultado
posiblemente asociado a que en dichas temperaturas se presentaban las condiciones éptimas para el

crecimiento de los corales.

El aumento de la profundidad también influye en la variacidn de la relacion ARN/ADN de las colonias de
coral, Bak y Meesters (2000) y Meesters et al. (2002) en la Bahia de Banten, Indonesia y Buckley y Szmant
(2004) en el arrecife de Florida, reportan que, en el género Porites, el valor de la relacion ARN/ADN
disminuye conforme la profundidad aumenta, debido a que al reducirse la cantidad de luz en el medio,
disminuye la actividad fotosintética del simbionte (Symbiodinum), indicando que la energia aportada por

el simbionte hacia el coral no es suficiente por lo que deben disminuir sus tasas metabdlicas.

Relacionado también con la reduccion de la luz, Meester et al. (2002) evaluaron el comportamiento de la
relacion ARN/ADN en sitios con baja y alta turbidez. Los investigadores observaron que los valores de la
relacidn disminuyen cuando los corales se encuentran en zonas con turbidez; sin embargo, en zonas donde
las condiciones de turbidez eran mayores y se presentaba con una mayor constancia la relacion ARN/ADN
se mantiene similar al de los corales en zonas en los que no se presenta turbidez, concluyendo que este

comportamiento puede ser reflejo de la adaptacion a las dichas condiciones.

Ademis, Buckley y Szmant (2004) al comparar los valores del indice ARN/ADN con otras especies cercanas;
los investigadores observaron valores mas altos en la especie Montastraea cavernosa en comparacion con
O. annularis y O. faveolata recolectadas en el mismo sitio y temporada. Con lo anterior, concluyen que la
relacion ARN/DNA ademas de responder a las variaciones ambientales, también es diferentes entre

especies habitando en las mismas condiciones ambientales.

Finalmente, en eventos de estrés, Hauri et al. (2010) reportan que, en condiciones de laboratorio, los
valores de la relacién ARN/ADN en Acropora millepora aumentaron cuando las colonias fueron expuestas
a una simulacion de condiciones de estrés originadas por macroalgas, mientras que Harithsa et al. (2005)
para Porites lutea y Acropora formosa en el Archipielago Lakshadweep, India, asocian una elevada relacion
ARN/DNA con eventos de blanqueamiento provocada por aumento de la temperatura. En ambos casos se
sugiere que el incremento en la relacion ARN/ADN se origina por un aumento en el metabolismo para

tratar de contrarrestar o evitar los efectos del estrés.



1.3.3 Analisis de expresion de genes por medio de la reacciéon en cadena de la polimerasa
cuantitativa o en tiempo real (qPCR)

El perfil de expresion de genes y en particular la transcriptomica (estudio del conjunto de ARNs que existen
en la célula) se han convertido en herramientas Utiles para la investigacion fisioldgica, proporcionando una
vision completa de los cambios moleculares que ocurren cuando los organismos experimentan estrés
ambiental (Evans y Hofmann, 2012). La cuantificacién en la expresidon de genes mediante la reaccién en
cadena de la polimerasa cuantitativa o en tiempo real (QPCR por sus siglas en inglés), nos permite
identificar y cuantificar genes especificos y su nivel de expresion en un organismo en diferentes

condiciones ambientales (Roth, 2002).

La qPCR permite la cuantificacién sensitiva, especifica y reproducible de acidos nucleicos al combinar la
amplificacion y la deteccidn de estos en un solo paso. Dicho proceso se lleva a cabo mediante la correlacion
del producto de la PCR en cada uno de los ciclos con la intensidad de una sefal fluorescente (Arya et al.,
2005). Debido a lo anterior, se ha convertido en una de las pruebas de deteccién rapida y confiable para

medir la expresion de genes (Kuang et al., 2018).

La informacion obtenida de la cuantificacién de genes es relevante para el estudio y monitoreo de la
respuesta fisioldgica de los seres vivos ante diversos estimulos (Heid et al., 1996) ya que, la modulacion
del mecanismo de expresidn de genes ha resultado ser una de las piezas centrales en la adaptacién celular
ante los cambios ambientales a corto y largo plazo (Lopez-Maury et al., 2009). De esta forma, los niveles
de expresidn de genes y proteinas son pardmetros potencialmente Utiles para comprender qué procesos
celulares se ven afectados durante los eventos de estrés ambiental. De tal forma que los genes y
macromoléculas identificados, podrian funcionar como biomarcadores moleculares para evaluar el estado
fisiolégico de los organismos (Downs et al., 2005). Y finalmente puede ser empleada para comprender
diversos procesos ecoldgicos desde interacciones intra e interespecificas, hasta los mecanismos de
tolerancia y aclimatacion fisiolégica, asi como la deteccidon de enfermedades en especies comercialmente

importantes (Place et al., 2008).

1.4 Analisis de la respuesta al estrés térmico en corales azooxantelados.

La mayoria de los estudios realizados en la caracterizacién de la actividad metabdlica y de expresidn de

genes ante el aumento de la TSM se han realizado en corales formadores de arrecifes (zooxantelados) que
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generalmente habitan aguas tropicales, sin embargo, recientemente ha surgido el interés por estudiar las
poblaciones y comunidades de corales que habitan en aguas templadas o frias, debido a que en regiones
como el Atlantico y Pacifico Norte, aunque no forman grandes estructuras arrecifales, representan un
papel ecoldgico andlogo a los arrecifes someros tropicales, convirtiéndose en un componente clave para

la biodiversidad en estas regiones (Reyes-Bonilla y Cruz-Pifién 2000).

Dentro del grupo de corales de aguas frias o templadas podemos encontrar a los corales ahermatipicos o
azooxantelados, los cuales se caracterizan por no presentar asociacidn simbidtica estricta con las
microalgas denominadas zooxantelas (Stanley, 1988; Reyes-Bonilla y Cruz-Pifidn 2000). Debido a que los
resultados de los efectos de cambios ambientales sobre los corales formadores de arrecifes es un tema
complejo por la estrecha relacién existente entre el metabolismo del coral con su simbionte; los corales
azooxantelados son considerados como buen modelo biolégico de estudio pues presentan la ventaja de
gue al carecer de zooxantelas, los efectos de los cambios ambientales y las condiciones de estrés pueden
ser mejor discernidos evitando efectos confusos provenientes de procesos simbidticos y de la fotosintesis
(Movilla et al., 2016). Ademads, dentro de estudios moleculares se evita la confusién de caracteres

homdlogos del huésped y el simbionte (Mayfield et al., 2011).

Existen pocos trabajos en los que se caracteriza la respuesta a cambios ambientales en corales
azooxantelados. Referente a la evaluacidn de la actividad metabdlica en condiciones de estrés térmico, se
puede considerar el trabajo de Movilla et al. (2016), en el cual se evalud el efecto de la reduccién del pHy
el aumento de la temperatura en el agua sobre la tasa de calcificacion, la microdensidad y posidad del
esqueleto, asi como el contenido bioquimico en los tejidos (materia organica, lipidos y proteinas) de los
corales azooxantelados Astroides calycularis y Leptopsammia pruvoti. En este estudio se observd que para
A. calycularis no se observaron diferencias en los parametros evaluados, mientras que L. pruvoti si
presento una reduccidn significativa tanto en lo tasa de calcificacion y el contenido bioquimico de su tejido,

posiblemente como efecto de las condiciones de estrés al que fue sometido.

Mientras que para la caracterizacion de la expresidn de genes en corales azooxantelados, Franzelliti et al.,
(2018) comparan la expresién de Hsp70 in situ y los perfiles de expresidén después de una exposicion a
estrés térmico entre varias especies de coral (Astroides calycularis, Balanophyllia europaea, Caryophyllia
inornata, Cladocora caespitosa, y Leptopsammia pruvotiestas) que presentan diferentes modos de
crecimiento (solitario y colonial) y estrategias troficas (zooxantelado y azooxantelato); los autores
observaron que los niveles de Hsp70 in situ fueron mas altos en las especies de corales zooxantelados en

comparacién con los corales azooxantelados. Ademas, después de ser sometidos al periodo experimental
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de estrés térmico, se observo variacion entre los valores de expresién de Hsp70 con respecto a las formas
de crecimiento (colonial y solitarios) y la expresion en corales zooxantelados continuaba siendo mayor en

comparacion a la expresion de los corales azooxantelados.

1.4.1 Balanophyllia elegans

El coral solitario B. elegans forma parte de la comunidad de corales de aguas templadas del Pacifico Norte,
es una especie de coral escleractinio solitario y azooxantelado, es decir, que presenta un pélipo Unico y
carece de microalgas simbidticas fotosintéticas. Presenta un tipo de alimentacion heterétrofa
consumiendo zooplancton o materia orgdnica disuelta o particulada; aunque puede sobrevivir durante
meses sin alimentarse (Crook et al., 2013). B. elegans construye un exoesqueleto de carbonato de calcio y

su crecimiento maximo llega a presentar un didmetro promedio de 10 mm (Bruno, 1996).

B. elegans habita en substratos rocosos de aguas templadas a lo largo de la costa oeste de América del
Norte, distribuyéndose desde el sur de Alaska hasta las costas de Baja California. B. elegans habita en las
zonas intermareal y submareal hasta aproximadamente 300 m o 500 m de profundidad (Crook et al.,
2013), las mayores abundancias suelen encontrarse entre los 12 y 20 m de profundidad comenzando a

descender considerablemente a partir de los 25 m (Hellberg, 1994).

Para este organismo de estudio (B. elegans), son escasos los estudios que caractericen sus patrones de
respuesta desde una perspectiva molecular ante los cambios ambientales. Griffiths et al. (2019)
compararon la respuesta fisioldgica y transcriptémica de dos poblaciones de B. elegans recolectados de
ambientes que presentaban diferentes condiciones de pH provocadas por eventos de surgencia. Los
investigadores observaron que los corales que experimentan eventos de surgencia constantes
mantuvieron la misma tasa de respiracién, contenido de proteinas y lipidos al ser sometidos a ambientes
con pH reducido. En contraste, los corales prevenientes del sitio con pocos eventos de surgencia redujeron
las tasas de respiracién, el contenido de proteinas y lipidos; lo que sugiere que han agotado sus reservas

de energia como consecuencia del estrés provocado la reduccién del pH.

Ademas, Griffiths et al. (2019) observaron que los corales provenientes del sitio con eventos frecuentes
de surgencia presentaron una regulacién positiva de los genes que participan en la unién de iones de calcio

y el transporte de iones, muy probablemente relacionados con la homeostasis y el mantenimiento del pH
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durante el proceso de calcificacion. Mientras que, los corales recolectados en sitios con escasos eventos

de surgencia regularon genes de respuesta al estrés por exposicién a valores de pH bajos.

Los estudios fisioldgicos y moleculares en los organismos son una herramienta Util para determinar si
actualmente las especies viven cerca de sus limites de tolerancia ante las variaciones ambientales,
determinar mediante qué tipo de respuestas establecen esos limites y como difieren en sus capacidades

de aclimatacién y para modificar su tolerancia (Somero, 2010).

Con base en lo anterior, si consideramos el metabolismo y estado fisioldgicos de los organismos desde una
perspectiva molecular, los resultados obtenidos son considerados como informacion valiosa y util para
vincular la fisiologia del organismo con las condiciones climaticas a gran escala (Kenkel et al., 2014). Por
ello, la capacidad de perfilar los patrones de expresion del ARN en diferentes condiciones ambientales nos
permitird ampliar el entendimiento de diversos procesos ecolégicos por medio de la identificacion de los
mecanismos de tolerancia y aclimatacion fisioldgica antes posibles escenarios de cambio climatico (Place

et al., 2008).

De acuerdo con lo anterior, el objetivo de este estudio es cuantificar y contrastar, por medio del indice
ARN/ADN vy la expresion de Hsp70, la actividad metabdlica de Balanophyllia elegans durante las
temporadas de verano e invierno en distintas profundidades con la finalidad de obtener una primera

aproximacioén del comportamiento fisioldgico de este organismo bajo condiciones naturales.

1.5 Justificacion

Las comunidades de corales que habitan en aguas templadas o frias como en las regiones del Océano
Atlantico y Pacifico Norte, representan un papel ecoldgico andlogo a los arrecifes someros tropicales, lo
que los convierte en componente clave para la biodiversidad en estas regiones. Actualmente, estas
comunidades de corales de aguas templadas se encuentran en riesgo por el aumento de la temperatura
superficial del mar provocando una alta mortalidad para las comunidades coralinas debido a eventos de

estrés térmico.

Es importante entonces, caracterizar los patrones de respuesta fisiolégica en comunidades coralinas con

caracteristicas similares a B. elegans con el objetivo de ampliar el entendimiento de los procesos
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ecolégicos de estas comunidades desde una perspectiva de tolerancia y aclimatacién fisioldgica ante

posibles escenarios de cambio climatico.

1.6 Hipotesis

En los ecosistemas marinos, el efecto de la radiacién solar y el aumento de la TSM por efecto del cambio
climdtico provocan que las capas superficiales de agua presenten una mayor temperatura en comparacion
con las capas mas profundas. De acuerdo con lo anterior, los corales que se encuentren en zonas de menor

profundidad podrian estar experimentando eventos constantes de estrés térmico.

Si consideramos que los perfiles de expresién del ARN representan una medida aproximada de la actividad

metabdlica de los organismos, suponemos que:

e Los valores de la concentracion de ARN total y la relacion ARN/ADN seran mayores en los
individuos que habitan en sitios poco profundos (3m), en comparacién con valores de ARN total y
la relacion ARN/ADN en los individuos recolectados a profundidades mayores (6, 9y 12 m).

e Los valores de la concentracion de ARN total y la relacion ARN/ADN seran mayores en los
individuos recolectados durante la temporada de verano, en comparacién con los niveles de

expresion de los individuos recolectados en invierno.

Lo anterior solo nos arrojaria una aproximacién del estado metabdlico de los corales, por ello, evaluar la
expresion de Hsp70 nos permitiria identificar si se trata de una respuesta al estrés térmico, en este caso

suponemaos que:

e Los niveles de expresiéon del gen Hsp70 en B. elegans seran mayores a profundidades menores
(3m) en comparacidn con los niveles de expresion a una profundidad mayor (6, 9y 12m)
e Los niveles de expresidn del gen Hsp70 en B. elegans seran mayores en la temporada de verano,

en comparacion con los niveles de expresidén en la temporada de invierno.
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1.7 Objetivos

1.7.1 Objetivo general

Caracterizar la actividad metabdlica del coral solitario Balanophyllia elegans de cuatro profundidades
diferentes en condiciones naturales mediante la relacion ARN/ADN vy la cuantificaciéon del gen Hsp70

durante las temporadas de verano e invierno en la Bahia de Todos Santos, Baja California, México.

1.7.2. Objetivos especificos

e Cuantificar la concentracion total de acidos nucleicos (ARN y ADN) y obtener la relacion ARN/ADN
en los individuos del coral solitario, Balanophyllia elegans, recolectados a 3, 6, 9 y 12 metros de
profundidad en condiciones naturales.

e Determinar si existen diferencias entre la concentracién total de acido ribonucleico (ARN) y la
relacion ARN/ADN entre las diferentes profundidadesy entre las temporadas de verano e invierno.

e Cuantificar la expresion relativa del gen Hsp70 en los corales solitarios, Balanophyllia elegans,
recolectados bajo condiciones naturales a 3, 6, 9 y 12 metros de profundidad.

e Determinar si existen diferencias entre los niveles de expresion del gen Hsp70 en los corales de
Balanophyllia elegans entre las diferentes profundidades y entre las temporadas de verano e

invierno.
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Capitulo 2. Materiales y Métodos

2.1 Area de estudio

Campo Kennedy (Bahia Todos Santos)

Campo Kennedy es una localidad dentro de la peninsula de Punta Banda (31° 42' 30" Ny 116° 41' 30" O),

la cual forma parte de la Bahia Todos Santos en Baja California, México (Figura 1).

La Bahia Todos Santos, establece comunicacién con el Océano Pacifico y se le considera como una bahia
pequefia con superficie ~230 km? (Espinosa-Carredn et al., 2001) de pendiente suave y con profundidades

de hasta 50 m (Larrafiaga, 2013).

La zona donde se ubica la bahia, abarca una zona de transicidon biogeografica entre las aguas templadas
de la Corriente de California y las aguas subtropicales del sur por lo que muchas especies encuentran sus
limites de distribucidon norte o sur en esta regién (Beas-Luna y Ladah, 2013); sin embargo, existe una
primordial influencia de la Corriente de California, por lo que se caracteriza por presentar agua con baja
temperatura (12 a 22 °C), baja salinidad (33.3 a 33.7 ups), una alta concentracién de oxigeno disuelto Y
valores de densidad entre los 24.5 y 25.5 kg/m3 (Lynn y Simpson 1987; Larrafiaga, 2013). Ademas, es una
zona altamente productiva durante primavera y verano debido a la presencia de surgencias intensas

(Ladah y Zertuche , 2004).

2.2 Trabajo de campo

En total, se recolectaron 33 individuos de B. elegans durante dos muestreos correspondientes a las
temporadas de invierno (15 individuos) y verano (18 individuos) del afio 2018 en cada profundidad (3, 6,
9 y 12 m). Cada individuo fue preservado por separado en 1mL de TRIzol™ Reagent (Ambion) y se

transportaron al laboratorio donde fueron congelados a -80°C hasta su procesamiento.

Ademas, se registré la temperatura del agua in situ en cada profundidad en la cual se recolectaron los

individuos de B. elegans utilizando un termégrafo (HOBO® data logger).
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Para tener muestras control en condiciones de temperatura conocidas y poder hacer comparaciones
entre la relacion ARN/ADN vy la expresidn del gen Hsp70, se mantuvieron organismos vivos en laboratorio
en condiciones constantes de temperatura (17°C), alimentados tres veces a la semana con alimento vivo

(Artemia salina) y recambios completos de agua una vez por semana.

116°12.150'0 116'11.280'0 116°0.110'0 116°38.810'0

Bahia A Ensenada

Todos Santos

31°13.590°N

Bahia
Todos Santos

ll,,r‘9 o
7 da
Pun
£ 3 E2ng,
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Kennedy

3171.250'N

o 750 1500 m

Figura 1. Ubicacién de campo Kennedy dentro de la Bahia Todos Santos, Baja California, México.

2.3 Trabajo de laboratorio

Para obtener la relacion ARN/ADN y estimar los niveles de expresion del gen hsp70 se realizé la
estandarizacién de un protocolo, el cual contemplé desde la extraccion de los acidos nucleicos (ARN y

ADN) hasta la cuantificacidn de la expresion de genes por medio de PCR cuantitativo en tiempo real (QPCR).
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2.3.1 Extraccion de acidos nucleicos

ARN

La extraccién del ARN se realizd a partir de 25 a 30 mg de tejido homogeneizado por medio de pistilos de
plastico en 500uL de TRIzol™ Reagent (Ambion) y se siguio el protocolo de extraccion de acuerdo con las

recomendaciones del fabricante con las siguientes modificaciones:

e Durante la precipitacion del ARN con isopropanol, se incubaron las muestras a -20°C durante toda
la noche.

e Ellavado del pellet de ARN precipitado se realizé por triplicado.

El ARN obtenido se resuspendié en 50 L agua estéril libre de nucleasas, se cuantificd la concentraciéon
obtenida utilizando un espectrofotometro NanoDrop (Thermo Scientific®) y la calidad se evalué mediante

de electroforesis en gel de agarosa al 1.5%.

ADN

La extraccion del ADN se realizé a partir de la interfase fenol-cloroformo obtenida de la extraccién del arn
de acuerdo con el protocolo de extraccion del fabricante. EI ADN obtenido se resuspendié en 100 uL agua
estéril libre de nucleasas y se cuantificé la concentraciéon obtenida utilizando un espectrofotdmetro

NanoDrop (Thermo Scientific®).

2.3.2 Cuantificacion total de acidos nucleicos

A partir de la concentracidon de los acidos nucleicos extraidos (ARN y ADN) medida mediante el
espectrofotdmetro NanoDrop™, se determind la concentracion total de ARN y ADN. Para ello, se utilizé la

siguiente ecuacion:

pg(totales)

ARN 6 ADN (total) = peso(mg)

(1)
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Dénde:

ug (totales) = concentracidn de acidos nucleicos en pg/uL obtenidos en la cuantificacién multiplicado por

el volumen en pl en el que fueron resuspendidos
peso (mg) = peso inicial del tejido utilizado

Posteriormente, para el calculo de la relacion ARN/ADN de cada muestra, se utilizé la siguiente ecuacidn

utilizando los valores de ARN y ADN total obtenidos anteriormente:

Hg
ARN _ ARNy

ADN ~ ADNE4
mg

(2)

2.3.3 Purificacion del ARN y obtencion de ADNc

Para eliminar cualquier resto de ADN gendmico, el ARN obtenido se purificd por medio de un tratamiento
con DNAasa | (RNase Free, Ambion) y fue almacenado a -80°C. Para corroborar que el tratamiento con
DNasa fue efectivo se realizd un PCR punto final con los primers del gen 18s y se verifico por medio de
electroforesis en gel 2%. Posteriormente, utilizando 600ng de ARN tratado con la DNasa, se llevé a cabo la
sintesis de ADNc con el kit de retrotranscripciéon High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied

Biosstems, Life Tecnologies CA), siguiendo el protocolo recomendado por el fabricante.

2.3.5 Cuantificacidon de la expresion génica

A partir de esta técnica de cuantificacidn de genes, existen dos métodos para analizar los datos obtenidos,
la cuantificacién absoluta y la cuantificacidn relativa. Para fines de este estudio se utilizé la cuantificacién
relativa, método en la cual se describen los cambios de la expresidn del gen blanco con relacién a uno o

varios genes de referencia (Livak y Schmittgen, 2001).
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Obtencion de los genes de referencia y el gen blanco

Para la cuantificacion de la expresidn relativa de Hsp70, se seleccioné como gen de referencia el gen
ribosomal 18S. Este gen es comunmente utilizado para la normalizacién de los datos de expresidon del gen
blanco ya que al estar relacionado con funciones celulares basicas como la sintesis de proteinas se espera
se exprese de manera constitutiva y estable en diferentes condiciones fisioldgicas. Ademas, hasta el
momento, para B. elegans es el Unico gen secuenciado parcialmente que puede ser utilizado para este tipo

de ensayos.

Los primers del gen 18S (Tabla 1) fueron disefiados por medio del programa en linea Primer3 versidn (0.4.0)
a partir de la secuencia parcial del gen ribosomal 18S de B. elegans registrada en el Gen Bank (U52973.1).
Mientras que los primers del gen Hsp70 (Tabla 1) se obtuvieron a partir de los primers disefiados y

reportados por Franzelliti et al. (2018).

Por medio de ensayos de PCR punto final con ambos primers (18S y Hsp70), se estandarizé la temperatura
y concentracion éptimas de amplificacion y se corrobord que la sintesis de ADNc fuera correcta. Se
establecié un gradiente de temperatura de 58°C a 66°C de acuerdo con las condiciones de amplificacion
(Tabla 1) en un termociclador Verity Thermal Cycler (Applied Biosystems, Life Tecnologies C.A). La
temperatura de alineamiento (60°C para Hsp70 y 62°C para 18S) y concentracion adecuadas (100nM para

cada par de primers), fueron elegidas por medio de electroforesis en gel de agarosa al 2%.

Tabla 1. Parametros de los primers utilizados en los ensayos de expresion génica

Primer Secuencia Tamaio del amplicén Tm °C
18sL CGTCGTGCTGGGGATAGATC 106 60.04
18sR TGTGTACAAAGGGCAGGGAC 59.89

hsp70F CTTTCCTTCCGAGATAGTCTTCAG 107 62

hsp70R TCGCGTACAGGTTGGTAAAG 62
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Ensayos de expresion

Se utilizé el ADNc obtenido de la retotranscripcidn para realizar ensayos de expresion de genes por medio
gPCR. Cada reaccién contenia un volumen final de 20 pL que contenian 6.3 puL de SYBr Green PCR master
Mix, 0.2 uL de cada primer, 8.3 uL de agua y 5 uL (100ng) de ADNCc. Los ensayos se llevaron a cabo en las
siguientes condiciones: Desnaturalizacion inicial de 95°C durante 10 minutos, 40 ciclos de 95°C durante 15
segundos y un minuto a 60°C para hsp70y 62°C para 18S con una curva de disociacion de 95°C durante 15

segundos, 60°C por un minuto y finalmente 95°C durante 15 segundos.

Finalmente, a partir del método 27227 propuesto por Livak y Schmittgen en 2001, usando la expresion de
18S como gen de referencia y los datos de expresidn de los organismos control (Ctrl) para la normalizacion
de los datos de expresidon del gen blanco Hsp70. Es pertinente resaltar que, por la variacién observada en
los datos de expresion, estos fueron tratados de dos formas; por lo que obtuvimos por una parte una serie

de resultados relativos y resultados comparables estadisticamente.

2.4 Analisis estadisticos

Para los datos obtenidos a partir de la relacion ARN/ADN, se comprobaron los supuestos de normalidad
(Prueba Shapiro-Wilk) y homogeneidad de varianzas (Prueba de Bartlett). De acuerdo con los resultados,
se realizé la prueba no paramétrica Kruskal-Wallis para determinar si existian diferencias significativas

entre profundidades y temporadas de muestreo.

Mientras que los datos obtenidos de la cuantificacion relativa de la expresidén de Hsp70 a partir del método
2788 fyeron transformados a Logio para obtener que los datos cumplieran con los supuestos de
normalidad y homocedasticidad de varianzas para realizar un ANOVA de una via con la finalidad de

determinar si existian diferencias significativas entre profundidades y temporadas de muestreo.

Todos los analisis estadisticos se realizaron mediante la plataforma RStudio (version 1.2.5019© 2009-

2019).
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Capitulo 3. Resultados

3.1 Relacion ARN/ADN

La concentracion de ARN total (ug/pL) fue mayor en los organismos recolectados en verano en
comparacién con los organismos recolectados en invierno y con los que se mantuvieron en condiciones de
laboratorio (Tabla 2). En cada temporada, al comparar entre profundidades, no se observd un patrén
definido en las concentraciones de ARN (Figura 2). Durante el invierno, la mayor concentracion de ARN se
registrd a los tres metros de profundidad con 0.49+0.12 pg/ulL, mientras que, durante el verano, la mayor

concentracidon mayor se registré a los 9 metros con 1.40%0.40 pg/ulL (Tabla 2).

La prueba estadistica no paramétrica Kruskal-Wallis mostré diferencias estadisticamente significativas
entre temporadas de muestreo (x* = 21.102, df = 2, p< 0.001) pero no entre profundidades (x*> = 0.087,
df = 2, p= 0.95). Siendo las concentraciones de ARN de verano diferentes de las de invierno (p<0.001) y de

las muestras control (p= 0.004).

Con respecto a la relacion ARN/ADN, los valores promedio obtenidos en la temporada de verano fueron
mayores en comparacién con los valores en invierno y similares al valor promedio de los organismos en
condiciones de laboratorio (Tabla 2). Al comparar entre profundidades de cada temporada, durante el
invierno se observé que el valor de la relacién ARN/ADN incrementa conforme la profundidad aumenté
(Figura 3). Durante el verano, no se observé un patrdén claro de comportamiento entre profundidades, el
valor mayor de la relacion ARN/ADN (2.24+0.69) fue encontrado a los seis metros de profundidad (Tabla

2).

A partir de la prueba no paramétrica Kruskal-Wallis se observaron diferencias estadisticamente
significativas entre temporadas de muestreo (x> = 18.91, df = 2, p< 0.001) pero no entre profundidades (x?
=0.72, df = 2, p= 0.95). Siendo la relacién ARN/ADN de la temporada de invierno diferente de la relacién

obtenida en el verano (p<0.001) y de la relacion de los organismos control (p<0.02).
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Tabla 2. Concentracion promedio (+ DE) de ARN pg/uL y de la relacion ARN/ADN de cada profundidad para las
temporadas de invierno(n=5), verano (n=6) y los organismos control (n=4).

ARN (pg/pL) ARN/ADN
Invierno ‘ Verano ‘ Control Invierno ‘ Verano ‘ Control
Profundidad 0.51+0.10 1.65+1.28
3m 0.49+0.12 1.26%0.68 0.20+0.16 1.69%0.88
6m 0.41+0.11 1.34+0.64 0.41+0.32 2.24%0.69
9m 0.42+0.07 1.40%0.40 0.56£0.40 1.86%x1.01
12m 1.31+0.51 1.12+0.68
2.57 r25
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Figura 2. Concentracion (ug/pL) promedio de ARN total (+EE) de Balanophyllia elegans de la muestra control (Ctrl) y
de las diferentes profundidades (3, 6, 9 y 12 m) durante verano e invierno. El eje de derecha corresponde a la
temperatura (°C) registrada para cada profundidad.
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Figura 3. Relacién ARN/ADN promedio (+EE) de Balanophyllia elegans, en las diferentes profundidades de muestreo
(3, 6, 9 y 12 m) durante verano e invierno. El eje de la derecha corresponde a la temperatura (°C) para cada

profundidad.

3.2 Expresion relativa Hsp70

De acuerdo con los resultados obtenidos, en ambas formas de procesar los datos, se observd que existe

un incremento de la expresién de Hsp70 durante el verano (Figura 4, Figura 6). Con respecto a la

comparacién entre profundidades, los resultados indicaron que para el invierno el valor maximo de

expresion se encontrd a los 9m de profundidad, mientras que para la temporada de verano el valor

maximo de expresion se encontré a los 6m (Figura 5).

Aungque se observa que durante la temporada de verano se presentd una mayor expresion de Hsp70 con

respecto a la temporada de invierno y los organismos control (Tabla 3, Figura 6); por medio de la prueba

estadistica ANOVA (de una via) no se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre

temporadas de muestreo (gl=2 F=2.8, p=0.07) ni entre profundidades (gl=2 F=4.7, p=0.06).
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Figura 4. Factor de cambio obtenida en Balanophyllia elegans de los organismos control (Ctrl) y de los organismos
recolectados durante las temporadas verano e invierno.
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Figura 5. Factor de cambio en Balanophyllia elegans de los organismos control (Ctrl) y los organismos recolectado en
las diferentes profundidades de muestreo (3, 6, 9 y 12 m) durante verano e invierno.
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Tabla3. Valores promedio de expresidn relativa (xDE) obtenidos a partir del método 27227 (Livak y Schmittgen,
2001) de las temporadas de invierno(n=5), verano (n=6) y los organismos control (n=4).

Expresion relativa

100

Profundidad | Invierno Verano Control
3m 1.04+0.87 0.94+1.44 0.53+0.13
6m 0.71+0.52 9.61+7.67 0.59+0.28
9m 2.84+2.57 9.92+3.36
12m 0.75+0.72
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Figura 6. Expresion relativa promedio (£EE) en Balanophyllia elegans de la muestra control (Ctrl) y en las diferentes
profundidades de muestreo 3, 6, 9 y 12 m) durante verano e invierno. El eje de |la derecha representa la temperatura

(°C) para cada profundidad.
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Capitulo 4. Discusion

Caracterizar la condicidn fisioldgica de B. elegans en su entorno natural nos ayudara a comprender el
impacto que las variaciones ambientales tienen sobre sus poblaciones. En este estudio, la manera de
caracterizar la condicidn fisioldgica se realizd a través del uso de bioindicadores, componentes bioquimicos
clave en las rutas metabdlicas asociadas con el estrés fisioldgico (Dahlhoff, 2004), por medio de métodos
como la relacion ARN/ADN vy la cuantificacién de la expresién de genes, en este caso Hsp70. Ambos
métodos, aplicados adecuadamente, han sido utilizados con éxito en diversos estudios ecoldgicos, a partir
de los cuales, se ha determinado la influencia relativa de factores bidticos y abidticos en la distribucion,

abundancia e interaccion de las especies marinas (Dahlhoff, 2004).

Aunque existen diversos factores de variacion ambiental que pueden generar modificaciones en los niveles
de concentracidn del ARN vy, por lo tanto, de los resultados obtenidos por medio de los métodos antes
mencionados, en este trabajo solo tomamos en cuenta el posible efecto de la variacién de la temperatura

del agua con respecto a la profundidad y a la temporada de muestreo en el coral B. elegans.

4.1 indice ARN/ADN

Los resultados obtenidos a partir de la relacion ARN/ADN para caracterizar la actividad metabdlica de B.
elegans en su entorno natural, sugieren que los corales presentan variaciones temporales de la actividad
metabdlica, siendo mayor durante el verano (ARN/ADN= 1.12 a 2.24) y en los organismos control (Ctrl) en

comparacién con la temporada de invierno (ARN/ADN= 0.20 a 0.56).

De acuerdo a lo reportado por Chicharo y Chicharo (2008) este aumento en la actividad metabdlica puede
indicar la presencia de condiciones ambientales favorables durante el verano que mantienen activo y
estable el metabolismo de B. elegans. Ladah y Zertuche (2004) reportaron que el area de estudio durante
las temporadas de primavera y verano es altamente productiva debido a la presencia de surgencias
intensas, este fendmeno podria favorecer el metabolismo de B. elegans debido a que su forma de
alimentacién es completamente heterétrofa por lo que depende de la abundancia de zooplancton o

moléculas organicas disueltas para adquirir nutrientes y energia (Crook et al., 2013).



26
Asociado a un estado metabdlico activo, procesos como el crecimiento, desarrollo y la reproduccion
también se ven favorecidos. Para B. elegans se ha reportado presenta una reproduccion de tipo
gonocodrica, es decir que presenta sexos separados; en los machos la maduracidn de los gametos ocurre
aproximadamente a partir de la mitad de |la temporada de verano y la liberacién de los espermas ocurre
durante el otofio. Mientras que en las hembras se presentan ovocitos maduros todo el aio, la fertilizacion
es interna y la liberacion de las planulas se lleva a cabo durante el otofio hasta principios de invierno
(Fadlallah y Pearse, 1982). Los procesos reproductivos antes mencionados podrian causar incremento en
la en la actividad metabdlica de B. elegans durante el verano y por lo tanto originar variaciones en la

concentracion de ARN en las células.

Por otro lado, si asociamos los resultados obtenidos de la relacion ARN/ADN con la variacidon de la
temperatura, se observé que, existe un incremento de la actividad metabdlica en B. elegans durante la
temporada en la cual se registraron temperaturas elevadas. La temperatura registrada a lo largo del perfil
de profundidad durante el verano es ~ 2 a 3°C mayor en comparacion con el invierno. Este resultado
presenta un comportamiento inverso al reportado por Buckley y Szmant (2004) y Hinrichs et al. (2013) en
Orbicella annularis, Acropora digitifera y Acropora spicifera; en estas especies de coral el aumento de la
temperatura del agua provoca un efecto negativo en la asociacion simbidtica entre el coral y las
zooxantelas lo que influye en la disminucién de la energia aportada por el proceso de fotosintesis al
metabolismo del coral. Sin embargo, B. elegans al ser un coral azooxantelado, suponemos su energia no
se ve comprometida durante las primeras etapas de estrés térmico, por lo tanto, es capaz de activar una
respuesta para contrarrestar los efectos del originados por estrés térmico, lo cual se ve reflejado en el

aumento de la concentracion de ARN y por lo tanto de los valores de la relacién ARN/ADN.

De acuerdo a lo anterior, durante el verano, el aumento de la actividad metabdlica en B. elegans podria
ser ocasionada por la activacién de la respuesta celular al estrés térmico, en la cual se sintetizan las HSP
necesarias para evitar y reparar el dafio celular; dicho proceso contribuye a la modificacion de la
concentracién de ARN en los organismos, debido a que el ARNm que codifica dichas proteinas, se produce
tipicamente en cantidades elevadas después de la exposicién al estrés (Mayfield, 2012). Este aumento de
la actividad metabdlica en temperaturas elevadas concuerda con lo reportado por Harithsa et al. (2005)
en colonias de Porites lutea y Acropora Formosa parcialmente blanqueadas, en las cuales se observaron
valores altos de la relacién ARN/ADN en comparacidn con colonias sanas, concluyendo que el incremento

del ARN en los tejidos es reflejo de la sintesis de proteinas de estrés.
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Respecto a los bajos valores de la relacion ARN/ADN obtenidos en invierno, este resultado puede ser
efecto de la reduccidn de las tasas de algunos procesos metabdlicos debido a la disminucién de la

temperatura para esta temporada (Hinrichs et al., 2013).

A lo largo del perfil de profundidad evaluado (3 a 12m), los valores de la relacién ARN/ADN en B. elegans
no presentan una clara asociacidon con la disminucidon de la temperatura en las capas de agua mas
profundas. Para otros corales escleractinios se ha reportado una correlacion negativa de la relacion
ARN/ADN con la profundidad, por ejemplo en Porites astreoides se registrd una relacion ARN/ADN mayor
a 4.0 en los organismos recolectados a 3 m de profundidad, mientras que los corales recolectados entre
los 10y 20 m el valor de la relacién ARN/ADN fue menor a 4.0 (Buckley y Szmant, 2004). De manera similar,
Bak y Meesters (2000) y Meesters et al. (2002) observaron que en corales habitando en un gradiente de
profundidad de 0 a 20m, se observaron valores de la relacién ARN/ADN > 0.60 a profundidades mayores

y de ARN/ADN = 1.00 a menor profundidad.

En los estudios anteriores (Buckley y Szmant, 2004; Bak y Meesters, 2000 y Meesters et al.2002), los
resultados obtenidos fueron asociados a la disminucidon de la incidencia de la luz en las capas mas
profundas de agua, lo que ejerce un efecto negativo en el metabolismo de los corales al afectar el proceso
de fotosintesis de Symbiodinium. Sin embargo, en corales azooxantelados como B. elegans, la intensidad
luminica puede no ser tan importante, ya que su forma de alimentacion es heterétrofa, por lo que, de
existir una variacion de la actividad metabdlica con respecto a la profundidad, ésta podria estar
determinada por otros factores, por ejemplo, la variacion de la disponibilidad de alimento y nutrientes,

variaciones en el pH, salinidad y oxigeno disuelto.

La ausencia de diferencias significativas entre los valores de la relacion ARN/ADN han sido asociados a
fendmenos de aclimatacion y adaptacién a las condiciones ambientales. La tolerancia adquirida en los
corales a las condiciones constantemente variables permitiéo que no existiera un efecto negativo en su
actividad metabdlica, como fue reportado por Meester et al. (2002) en colonias del género Porites

habitando en sitios que presentaban periodos constantes de alta turbidez.

Desafortunadamente, hasta ahora no existen estudios en los cuales se evalué la relacion ARN/ADN en
corales azooxantelados con los cuales hacer comparaciones. Pero los resultados obtenidos para B. elegans
sugieren que, dentro del rango de profundidad evaluado, las caracteristicas ambientales, en este caso la

variacion observada de la temperatura no es suficiente para ocasionar algun efecto significativo en la
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actividad metabdlica de B. elegans; o de manera similar a los corales del género Porites se esté observando

corales tolerantes a la variacidn de la temperatura a lo largo del perfil de profundidad evaluado.

Finalmente, aunque se ha demostrado que los valores de la relacion ARN/ADN muestran de manera
cuantitativa la condiciéon metabdlica de los organismos, hay que tener cuidado al interpretar los resultados
obtenidos, ya que existen multiples fuentes de variacidon que se deben tomar en cuenta al momento de
analizar los resultados obtenidos entre especies y condiciones ambientales, principalmente durante la
recoleccidn de los organismos, la obtencidn y almacenamiento del ARN, y los procesos ontogénicos de los

organismos en los que se evalla (Esteves et al., 2000; Foley et al., 2016)

4.2 Expresion relativa de Hsp70

Los resultados obtenidos a partir de la cuantificacidn relativa de Hsp70 en B. elegans sugieren que durante
la temporada de verano se presentd un posible efecto sobre el incremento de su expresion, en
comparacién con la expresién del gen en los organismos control y durante el invierno. Respecto a la
variacion observada en el perfil de profundidad, se observd una mayor expresion de Hsp70 a los seis y
nueve metros de profundidad y no a los tres metros como se esperaba. A partir de estos resultados, es
dificil asegurar que se presenta una variacién real en B. elegans debido a que a no se obtuvieron diferencias

significativas entre temporadas ni entre profundidades.

Se ha observado que aumentos graduales de la temperatura superficial del agua provocan alteraciones
significativas en el rendimiento metabdlico de varios invertebrados marinos, especificamente para corales,
solo es necesario el incremento de un grado centigrado por encima de la media maxima de verano para
someter a los organismos a un evento de estrés térmico (Leggat et al., 2011; Kithnhold et al., 2019). Dado
lo anterior, es posible que durante el verano B. elegans experimente estrés térmico, ya que, en esta esta
temporada se registré un aumento de temperatura de ~2 a 3°C con respecto a las temperaturas registradas

durante el invierno (Figura 6).

En otros corales azooxantelados, también se ha observado la expresion de Hsp70 asociado a un
incremento de la temperatura, por ejemplo, Franzellitti et al. (2018) reportaron que, en condiciones
naturales (in situ) los corales Astroides calycularis, Caryophyllia inornata, y Leptopsammia pruvoti

(azooxantelados solitarios y coloniales) presentaron la expresion de Hsp70. Y que, después de someter a
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estos organismos a periodos de estrés térmico, observaron que las especies C. inornata y A. calycularis
mostraban una alta expresién de Hsp70 durante las cero y dos horas de ser sometidos al estrés térmico y
aun después del periodo de recuperacion (24 h), presentando valores de expresion absolutade 2.5a3y 3
a 3.5 veces mas expresion, respectivamente, en comparacién con los organismos control aclimatados en
condiciones de laboratorio; mientras que para L. pruvoti se observé un ligero incremento en la expresion

a las 2h de exposicién al estrés de alrededor 1 a 1.5 mds expresién con respecto al control.

Franzellitti et al., (2018) también contrastaron la expresion de los corales azooxantelados con la expresion
de corales zooxantelados, Cladocora caespitosa y Balanophyllia elegans, los cuales mostraron una
expresion de Hsp70 in situ mas alta que los azooxantelaos, sugiriendo que la simbiosis con Symbiodinum
posiblemente hace mas susceptibles a los corales a los efectos del estrés térmico en ambas condiciones,

in situ y de laboratorio.

La expresion de Hsp70 ante el estrés térmico, es considerada como una respuesta inmediata ( Parsell y
Lindquist, 1993) que incluso presenta patrones diarios de variacion como mecanismo de proteccién al
estrés celular producido por los incrementos de luz y temperatura a lo largo del dia (Seveso et al., 2018).
Entonces, es posible que el incremento de la expresién de Hsp70 observada en B. elegans corresponda
simplemente a la variacién diaria de la temperatura, como lo reportado por Seveso et al., (2018) en
Echinopora lamellosa, Acropora tenuis y Porites lobata. Debemos considerar que las mediciones de
temperatura in situ registradas en este estudio corresponden al momento en el que los corales fueron
recolectados en campo, no tenemos un registro de la variacion de temperatura en ambas temporadas de
muestreo ni de la variacion a lo largo del dia; por lo que carecemos de informacién para concluir que

realmente durante toda la temporada de verano B. elegans experimenta estrés térmico.

Con respecto al perfil de profundidad evaluado, la expresion de Hsp70 en B. elegans no muestra una clara
asociacion con la variacién de la temperatura entre las capas superficiales y profundas de agua. Los valores
de expresién mas altos se observaron a los seis y nueve metros de profundidad y no a los tres metros como

se esperaba.

Los niveles bajos de expresidn pueden ser resultado del efecto del periodo de exposicion al estrés térmico.
De acuerdo con Theodorakis et al. (1999) en los organismos que estdn sometidos continuamente a
condiciones estresantes, la vida media del ARNm disminuye y se degrada con mayor facilidad. Aunque se
ha demostrado que el ARNm de Hsp70 es mds estable en condiciones estresantes como estrategia para

mantener una mayor concentracidon de proteinas traducidas (Mayfield et al., 2011), el aumento en la
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degradaciéon de ARNm de Hsp70 también contribuye a limitar la expresion de este gen para evitar el posible
efecto citotdxico por la elevada concentracién de estas proteinas (Theodorakis et al., 1999). De acuerdo
con lo anterior, es posible que, en las poblaciones de B. elegans a los tres metros de profundidad se
encuentren bajo constante condiciones de estrés térmico y la expresion de Hsp70 disminuya después de

un prolongado tiempo de exposicién por la degradacion del ARNm.

Por otro lado, la baja expresidon de Hsp70 también podria ser resultado de la aclimatacion de los corales a
condiciones contantes de estrés térmico, es decir, ampliaron su rango de tolerancia. Poli et al. (2017)
reportaron que, aunque la expresién de Hsp70 en Pocillopora verrucosa es mayor en los corales
recolectados a los 3 m en comparacidn con los corales de 12 m, al someter a los corales a estrés térmico
observaron que los corales recolectados a 3 m mostraron perfiles de expresién sin cambios o con
regulacidon negativa (= 1 mas expresion), mientras que los corales que se recolectaron a los 12m mostraron

sobreexpresiones (2 a 2.5 veces mas expresion) aproximadamente a partir del tercer dia de exposicién.

De acuerdo con lo anterior, la poblacion de B. elegans que habita a los tres metros de profundidad muestra
una potencial plasticidad fenotipica con respecto a los cambios de temperatura. Poli et al., (2017) sugieren
que, en los entornos con constantes variaciones de los pardmetros ambientales, dentro de los limites de
las ventanas de tolerancia fisioldgica de las especies, el aumento en la constancia con la que se emplea
una respuesta de estrés en los organismos proporciona una mayor resistencia a las especies ante factores

ambientales estresantes mas agudos.

Es posible que en el sitio de muestreo a los tres metros de profundidad, los corales estén expuestos a
constantes fluctuaciones de temperatura ocasionadas por el cambio de la incidencia luminica o cambios
de marea que inducen un proceso de aclimatacidon o adaptacién al estrés térmico (Palumbi, 2011).
Mientras que los corales que se encuentran en el rango de seis a nueve metros de profundidad son
sensibles al aumento de la temperatura durante el verano desencadenando una mayor expresion de

Hsp70.

Diferentes respuestas tanto fisioldgica como transcriptomica entre poblaciones B. elegans ante una
condicién de estrés también ha sido observada por Griffiths et al., (2019), quienes reportan que en
condiciones experimentales de pH bajo, los corales que habitaban un sitio con pocos eventos de surgencia
mostraron cambios fisioldgicos y mayor cantidad de genes expresados mientras que los corales que

habitaban en sitios con frecuentes eventos de surgencia no mostraron cambios fisioldgicos y la cantidad



31

de genes expresado fue menor. Sugiriendo que estas poblaciones pueden no ser igualmente tolerantes a

condiciones de bajo pH.

La poca o nula expresién de Hsp70 como resultado de procesos de aclimatacidon y adaptacién, se ha
observado en corales como Acropora hyacinthus (Barshis et al., 2013) y Pocillopora damicornis (Brener-
Raffalli et al., 2018), en los cuales se observd que en las poblaciones provenientes de hdbitats con
variaciones constantes de temperatura los genes de Hsp70 exhibian una expresion reducida después de
someter a los corales a estrés térmico, concluyendo que posiblemente los corales presentaban altos

niveles basales de Hsp70 en sus células.

La elevada concentracion basal de Hsp70 en las células, es producto de un alto nivel de expresiéon
constitutiva, es decir, que presenta niveles de expresién constante en todas las células como mecanismo
primario de tolerancia térmica a altas temperaturas. La expresion constitutiva de ARNm es un mecanismo
de defensa comun en organismos intermareales que habitan zonas que presentan condiciones de estrés
térmico constante. Este mecanismo les permite traducir rdpidamente grandes cantidades de las proteinas
necesarias en respuesta a los rapidos y constantes cambios de temperatura (Mayfield et al., 2011; Clark
et al., 2018). Por lo tanto, las especies mas tolerantes al aumento de la temperatura tienen niveles
constitutivos mas altos de Hsp70, caracteristica que les permite estar mejor preparadas para enfrentar

eventos de estrés térmico agudos (Tomanek, 2014).

En este estudio, al comparar los resultados obtenidos de la cuantificacion relativa de la expresién de Hsp70
para B. elegans con los obtenidos a través de la relacion ARN/ADN, se observd que ambos presentan un
comportamiento similar, se presenta poca expresidn/actividad metabdlica a los tres metros e incrementan
conforme la profundidad aumenta alcanzando valores maximos a los seis y nueve metros de profundidad;
siendo durante el verano donde se observa una mayor actividad metabdlica y expresion de Hsp70 en
comparacién al invierno. Sin embargo, no podemos atribuirle dichas variaciones Unicamente a la
temperatura, pues aunque comunmente la expresién de Hsp70 se ha asociado como primera respuesta
para evitar dafio celular por estrés térmico (Kregel 2002), hay que considerar que la expresion de este gen
puede ser desencadenada por otros factores de estrés, como por ejemplo, las variaciones en el pH,
salinidad, condiciones de anoxia, radiacion UV, altas concentraciones de metales pesados, toxinas y otros

contaminantes (Dahlhoff, 2004).

A partir de los resultados obtenidos en este trabajo, es aconsejable que en préximos estudios in situ se

lleve a cabo el monitoreo de las variaciones tanto temporal como diaria de la temperatura del agua,
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ademas de considerar otros pardmetros ambientales, con la finalidad de poder caracterizar las condiciones
ambientales en las que B. elegans habita y poder identificar posibles factores de variacién que ocasionen

el aumento o reduccién de la actividad metabdlica, asi como en la activacidn de respuestas al estrés.

Ademas, seria importante considerar realizar experimentos de estrés térmico con la finalidad de definir
los limites de tolerancia térmica de las poblaciones B. elegans que habitan a lo largo del perfil de
profundidad evaluado. Ya que la temperatura a la cual los organismos comienzan a presentar una
respuesta celular ante el estrés varia con respecto a cada organismo y a las caracteristicas espaciales y
temporales del sitio en el que habita el organismo o poblacién (Parssel y Lindquist, 1993; Halpin et al.,

2002).

También, considerando que la expresion de Hp70 es unas de las primeras respuestas ante el estrés térmico
y que, en periodos prolongados de exposicidon al estrés la concentracion tanto de los genes como de las
proteinas Hsp70 en los organismos disminuye y comienzan a aparecer severos dafios en procesos y
estructuras celulares (Poli et al. 2017). Seria recomendable evaluar los patrones de expresiéon de otros
genes cuya expresion se vea afectada por efecto de estrés térmico, lo cual nos permitird tener una mayor
evidencia que respalden que los corales efectivamente se encuentren en condiciones estrés térmico

durante el periodo de muestreo.

Se ha observado en otros corales escleractinios que genes relacionados con la produccién de proteinas de
shock térmico como Hsp90, Hsp60, Hsp16 también muestran un aumento en su expresion durante eventos
de estrés térmico. Genes relacionados a procesos metabdlicos como aquellos involucrados en la
calcificacién como transportadores de calcio y bicarbonatos (Cacnals, SLC26), a la regulacion en la
transducciéon de la sefial de calcio en la célula (Calmodulina CaM) muestran una regulacién negativa
después de un evento de estrés térmico y un aumento en la expresién de genes de estrés oxidativo como

superoxido dismutasa (SoD, MnSoD) o glutation peroxidasa (Gpx1) (Louis et al., 2017).

Finalmente, el trabajo de investigacidn realizado en esta tesis forma parte de las primeras aproximaciones
del estado fisioldgico de B. elegans en condiciones naturales las cuales aportan nueva informacion en el
campo de estudio de los corales azooxantelados del Pacifico mexicano. La informacidn obtenida, nos
permite establecer un punto de partida para definir si el gen Hsp70 funciona como un marcador molecular
de estrés ambiental o plasticidad fisioldgica en este coral y en corales con caracteristicas similares. Lo cual
contribuye a formular nuevas preguntas de investigacion y predicciones de las respuestas fisioldgicas de

los corales azooxantelados ante escenarios de cambio climatico.
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Capitulo 5. Conclusiones

Relacién ARN/ADN

Existe una variacidn temporal de la actividad metabdlica en B. elegans. Durante el verano se observa una
actividad metabdlica significativamente mayor a la observada en la temporada de invierno. Este aumento
de la actividad metabdlica observado puede estar asociado con el incremento de la temperatura del agua
durante el verano, indicando que los corales posiblemente estén generando una respuesta contra el estrés

térmico.

Aungue es posible asociar una mayor actividad metabdlica con el incremento de la temperatura, debemos
de considerar la posibilidad de que, durante el verano se presentan condiciones ambientales que

favorezcan procesos metabdlicos como la reproduccién, el crecimiento y el desarrollo en los corales.

La profundidad no resultd ser un factor determinante que ocasione cambios en la relacion ARN/ADN vya
gue, en ambas temporadas, no se observa una variacién evidente o un patrén definido de los valores

obtenidos a lo largo del perfil de profundidad.

Expresion de Hsp70

Aparentemente, la expresién de Hsp70 en B. elegans es mayor durante el verano lo cual respalda los
resultados obtenidos a partir de la relacion ARN/ADN. Durante el verano los corales podrian estar

experimentando estrés térmico.

Con respecto a la profundidad, la mayor expresién de Hsp70 en B. elegans se observo en profundidades
mayores y no a los 3m como se esperaba. Es posible que los corales que habitan en los tres metros de
profundidad presenten un rango tolerancia mas amplio por encontrarse en una zona que presenta
constantes fluctuaciones de temperatura, mientras que, los corales a mayor profundidad (6 y 9m) son mas
sensibles a la variaciéon de temperatura por encontrarse en una zona mdas homogénea en cuanto a las

variaciones de temperatura.
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