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Resumen de la tesis que presenta Cesar lvan Jaimes Salinas como requisito parcial para la obtencion
del grado de Maestro en Ciencias en Ecologia Marina.

Respuesta fisiologica de Cladocopium sp. (Symbiodinaceae) mediante la cuantificacion de la
expresion de genes ante cambios ambientales y espaciales

Resumen aprobado por:

Dra. Clara Elizabeth Galindo Sanchez Dr. Manuel Alejandro Delgadillo Nufio
Codirectora de tesis Codirector de tesis

Los arrecifes de coral son ecosistemas que albergan una alta diversidad de especies y contribuyen
significativamente a la productividad marina. Estos ecosistemas dependen de interacciones
simbidticas, especialmente entre corales y dinoflagelados de la familia Symbiodiniaceae, que
proporcionan nutrientes esenciales a los corales a cambio de proteccion. Sin embargo, esta relacion
es susceptible ante factores de estrés y se ve amenazada por el cambio climatico y las actividades
humanas. A pesar de esto, estos organismos han logrado una coadaptacion a condiciones ambientales
cambiantes, y destaca la importancia de la diversidad genética en esta capacidad adaptativa. En
particular, en los arrecifes del Golfo de California, donde la diversidad de corales es menor en
comparacién con otras regiones. Ademas, el drea como Bahia de los Angeles presenta predominancia
de corales del género Porites distinguiéndose por su asentamiento y crecimiento en condiciones
variables a lo largo del afio, debido a las altas latitudes (marginalidad). Todo esto resalta suimportancia
como un laboratorio natural para estudiar las respuestas de esta simbiois ante el cambio global. Este
estudio considerd dos sitios con diferencias ambientales y dos temporadas contrastantes. Se tomaron
muestras de 3 colonias por cada sitio en cada temporada, y se analizé la expresidon génica mediante
gPCR. Los resultados revelan variaciones en la expresion génica del dinoflagelado simbionte
Cladocopium sp. entre las localidades, La Llave y El Rincén, evidenciando las estrategias de
aclimatacion de los simbiontes de cada sitio ante diferentes condiciones ambientales. La mayor
eficiencia metabdlica en La Llave durante la temporda calida sugiere una mejor utilizacién de recursos
en temporadas cdlidas, recurriendo a la autotrofia como principal via nutricional, mientras que la
preferencia por el amonio en temporadas frias en El Rincén y la baja expresion de genes asociados a
procesos fotosintéticos, resalta una eficiente estrategia metabdlica del simbionte en temperaturas
bajas y zonas de poca luz. La comprension de estas respuestas moleculares es crucial para la
conservacion de los arrecifes de coral y su resiliencia frente a los desafios ambientales actuales. Este
trabajo proporciona nuevo conocimiento para comprender la compleja interaccién y fisiologia entre
corales y sus simbiontes.

Palabras clave: Porites panamentsis, El Rincén, La Llave, Bahia de los Angeles, Golfo de California.



Abstract of the thesis presented by Cesar lvan Jaimes Salinas as a partial requirement to obtain the
Master of Science degree in Marine Ecology.

Physiological response of Cladocopium sp. (Symbiodinaceae) through the quantification of gene
expression in response to environmental and spatial changes

Abstract approved by:

Dra. Clara Elizabeth Galindo Sanchez Dr. Manuel Alejandro Delgadillo Nufio
Thesis Co-director Thesis Co-director

Coral reefs are ecosystems that host a high diversity of species and significantly contribute to marine
productivity. These ecosystems depend on symbiotic interactions, especially between corals and
dinoflagellates from the Symbiodiniaceae family, which provide essential nutrients to corals in
exchange for protection. However, this relationship is vulnerable to stress factors and is threatened by
climate change and human activities. Despite this, these organisms have co-adapted to changing
environmental conditions, highlighting the importance of genetic diversity in this adaptive capacity. In
particular, the reefs of the Gulf of California have lower coral diversity compared to other regions.
Furthermore, areas such as Bahia de los Angeles exhibit a predominance of corals from the genus
Porites, which thrive under variable conditions throughout the year due to the high latitudes
(marginality). This highlights the significance of the region as a natural laboratory for studying how this
symbiosis responds to global change. The study examined two sites with environmental differences
and two distinct seasons. Samples were collected from three colonies at each site during each season,
and gene expression was analyzed through gPCR. The results reveal variations in gene expression of
the symbiotic dinoflagellate Cladocopium sp. between the sites, La Llave and El Rincdn, demonstrating
the acclimatization strategies of the symbionts at each site under different environmental conditions.
The higher metabolic efficiency in La Llave during the warm season suggests a better use of resources
in these periods, relying on autotrophy as the main nutritional pathway. In contrast, the preference
for ammonium duringcold seasons at El Rincdn, long with the low expression of genes associated with
photosynthetic processes highlight an efficient metabolic strategy of the symbiont in low temperatures
and low-light environments. Understanding these molecular responses is crucial for the conservation
of coral reefs and their resilience to current environmental challenges. This work provides new insights
into the complex interactions and physiology between corals and their symbionts.

Keywords: Porites panamensis, El Rincén, La Llave, Bahia de los Angeles, Gulf of California
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el carril 15. La electroforesis se realizd a 80 V durante 30 mMin. .....cccecveeeveeeecieeenieenien e 75

Figura 23. Electroforesis en gel de agarosa para confirmaciéon de sintesis de ADNc. El carril 1
corresponde al marcador molecular QuickLoad 100 pb. En los carriles 2-3 se muestran los
amplicones del gen SAM (~101 pb) amplificados a partir del ADNc de las muestrAS. En el carril 4
se muestra el control negativo de la reaccidn de sintesis de ADNc. El carril 5 es el control positivo.
El carril 6 es el control negativo de la reaccion de PCR (NTC). La electroforesis de realizo a 80 V
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Capitulo 1. Introduccidn

Uno de los ecosistemas mas importantes en el planeta Tierra son los arrecifes de coral. En ellos se
encuentra una gran diversidad de especies asociadas tanto microorganismos como macroorganismos
(Stella et al., 2011), y todos contribuyen significativamente a la productividad energética del ecosistema
marino (Brandl et al., 2019). Ademads, son un recurso socioecondémico y turistico importante (Spurgeon,
1992; Spalding et al., 2017). Los principales organismos formadores de arrecifes son los corales
escleractinios (Cnidaria Scleractinia), estos invertebrados son pequefios pdlipos que contienen tentaculos
qgue permiten capturar su alimento y llevarlo a su cavidad géstrica, donde es asimilado (Agostini et al.,
2012; Brown & Bythell, 2005; Goldberg,2002). La mayoria de las especies de corales se encuentran en
interaccion simbidtica con diferentes organismos (bacterias, hongos, virus y cromistas) (Blackall et al.,
2015). Particularmente, un grupo de cromistas unicelulares conocidos como dinoflagelados fotosintéticos,
de la familia Symbiodiniaceae (Laleunesse et al., 2018), los cuales mantienen una asociacion mutualista
con diversas especies de corales (Thrall et al., 2007). En esta simbiosis, que se lleva a cabo dentro de las
células gastrodérmicas del coral (endosimbiosis), el dinoflagelado le provee fotosintetatos (glucosa,
glicerol y otros compuestos orgdnicos), mientras que el coral le ofrece proteccidn y nutrientes inorganicos
(nitrégeno, fosfato y diéxido de carbono) al dinoflagelado (Gordon & Leggat, 2010; Casado Nufiez, 2013;
Fournier, 2013; Yellowlees et al., 2008). Al igual que otras asociaciones simbidticas, esta relacion tiene un
papel fundamental en las caracteristicas biolégicas y ecolégicas del holobionte (Blackall et al, 2015). La
cual se considera antigua, diversos registros fésiles la datan del periodo Tridsico (hace aproximadamente
240 millones de afios), y su evolucion ha permitido la formacién de distintas especies de coral y

ecosistemas coralinos gracias a sus adaptaciones locales (Muscatine et al., 2005).

En condiciones 6ptimas, esta relacion simbidtica mantiene un equilibrio en funciones como la calcificacion
y la fotoautotrofia (Muller-Parker et al., 2015), lo que sugiere que la fisiologia de estos organismos se
encuentra en homeostasis. Sin embargo, esta relacidén es vulnerable a diferentes estresores ambientales,
particularmente a las altas temperaturas y radiacion solar extrema, que pueden provocar una ruptura de
la simbiosis, o blanqueamiento coralino, y desencadenar un desequilibrio fisiolégico en ambos organismos
debido a la limitacién del alimento hacia el coral y la falta de transporte de nutrientes al simbionte
(Wooldridge, 2009; Sully et al., 2019; Al-Hammady et al., 2022; Martinez et al., 2022). En las ultimas
décadas, los ecosistemas de arrecifes de coral han sufrido un gran impacto debido al estrés ambiental
derivado de la actividad antropogénica y el cambio climatico (Baird et al., 2009; De’Ath et al.,2012; Dungan

et al., 2020; Ip et al., 2022; Roberty & Plumier, 2022), provocando un desequilibrio de la simbiosis entre
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corales y dinoflagelados con consecuencias ecoldgicas importantes, como la pérdida de biodiversidad
marina, la disminucién en las tasas de calcificacién y el deterioro del habitat de diversos organismos
asociados a los arrecifes de coral (Hughes et al.,2007; Olguin-Lépez et al., 2018). Todo esto ha generado
una problematica de reciente interés, abordada desde diversos enfoques y disciplinas como la ecologia 'y

la biotecnologia marina (Bellwood et al., 2019).

La importancia socioecondmica y los efectos del cambio climatico en los arrecifes de coral han impulsado
el desarrollo de estudios, enfocados en comprender estos ecosistemas, su aclimatacién y adaptacién
desde una perspectiva molecular y evolutiva, los cuales han reportado la importancia de los organismos
asociados al holobionte coralino (bacterias y simbiontes) para responder a las altas temperaturas. Diversos
estudios realizados para comprender esta problematica han encontrado que algunas especies de corales
y sus simbiontes han desarrollado estrategias adaptativas y de aclimatacién a lo largo de su historia de
vida, lo que les otorga resiliencia ante fendmenos ambientales adversos (Weis, 2010; Drury, 2020; Hidaka,
2016). Los distintos géneros como Symbiodinium, Brevolium, Cladocopium y Durusdinium presentan
diferente tolerancia térmica (Finney et al.,2010; Oppen et al., 2005; Rowan, 2004; Nitschke et al., 2022;
Cardenas-Alvarado et al., 2021), lo que influye en la seleccion del tipo de simbionte por parte de los corales
con los que se asocian (Tong et al., 2017; Turnham et al., 2023; Tan et al., 2020). Ademas, esta tolerancia
térmica puede estar relacionada también con el genotipo de simbionte que alberga el coral (Howells et

al., 2013; Iglesias-Prieto et al., 2004; Oporto-Guerrero et al., 2018; Walther-Mendoza, 2016).

Dado que la diversidad genética de los organismos esta relacionada con su capacidad fisiolégica para
adaptarse a distintios entornos (Booy et al., 2000; Somero, 2010), ciertos estudios en Symbiodiniaceae
como el analisis de la expresion de genes (Chen et al., 2020; Russnak et al., 2021), permiten comprender
las bases genéticas de la aclimatacion fisioldgica en el contexto del cambio climatico (McGinley et al., 2012;
Avila-Magana et al., 2021; Kenkel & Matz,2016). Por lo tanto, es esencial conocer y comprender la funcion
del holobionte coralino en el ecosistema, asi como los procesos de aclimatacidn a diferentes cambios
ambientales, especialmente al estrés térmico, desde una perspectiva molecular y fisiolégica mediante
diferentes técnicas in vitro e in situ (Berkelmans & Van Oppen, 2006; Leggat et al., 2007; Stat et al., 2008;
Camp et al., 2020, Amario et al., 2023). Esta informacion permitird generar conocimiento para afrontar
retos futuros a través de la restauracion y de incrementar la resiliencia de estos organismos ante el

inminente aumento de temperatura que se espera en los proximos afios.



1.1 Antecedentes

1.1.1 Arrecifes de coral en el Pacifico Oriental Tropical

El océano Pacifico contiene diversas regiones que albergan arrecifes coralinos con una gran riqueza de
especies de cnidarios asociados a dinoflagelados simbidticos. Particularmente, las comunidades coralinas
del Pacifico Oriental Tropical (POT) han generado interés por sus caracteristicas biolégicas, asi como la
estructura y composicion de sus especies (Reyes-Bonilla, 2003; Glynn et al., 2017). Esta regidén presenta
una menor cobertura de coral en comparacién con otras regiones del Indo-Pacifico y Pacifico Central
(Maragos et al., 2011; Glynn et al., 2016), debido principalmente a la dinamica fisica y quimica de las masas
de agua en esa region, ademas de eventos interanuales como El Nifio-Osilacion del Sur (Cortés, 1997,
Glynn et al., 2017). Aun asi, los corales pétreos registrados en esta zona son relevantes para la
investigacion, debido precisamente a las condiciones de la region, puesto que son clave para la
biodiversidad en zonas de gran importancia ecoldgica, como lo son: el Golfo de California, el Archipiélago

de Revillagigedo y la costa del Pacifico Tropical mexicano (Reyes-Bonilla, 2003; Reyes-Bonilla et al., 2008).

Entre las zonas arrecifales del POT mas estudiadas en los ultimos afios, se encuentra el Golfo de California,
misma que se caracteriza por tener ecosistemas Unicos con una alta riqueza y diversidad de especies
(Aburto-Oropeza & Balart, 2001; Olivier et al., 2018; Brusca, 2010). Desde principios de la década del 2000,
se registrd la presencia de mas de 41 especies de corales asociados a algas fotosintéticas a lo largo del
Pacifico Oriental, incluyendo el Golfo de California (Glynn & Ault, 2000), en donde los géneros mas
abundantes son Pocillopora y Porites (Glynn & Ault et al., 2000; Cabral-Tena et al., 2013; Lépez-Pérez,
2013). Por ejemplo, una de las especies de coral mas abundantes del POT es Porites panamensis, la cual
es endémica de la region a diferencia de otras especies como Porites lobata y P. evermanni (Boulay et al.,
2013). Ademas, P. panamensis tiene una amplia distribucion que abarca desde el norte del Golfo de
California hasta Colombia (Méndez, 2016; Reyes-Bonilla, 2003; Glynn et al., 2017); y a su vez, uno de los
géneros mas representativos de la poblacidn de dinoflagelados endosimbiontes en esta regidn es
Cladocopium (Baker et al.,2017; Laleunesse et al., 2008; Walther-Mendoza et al., 2016; Wham et al., 2017).
Diversos estudios sobre la capacidad de adaptacidn de este género de endosimbiontes, demuestran que
tiende a asociarse con géneros de corales especificos como Porites (Putnam et al., 2019). Se ha descrito
que P. panamensis mantiene una asociacion principalmente con dinoflagelados endosimbiontes del
género Cladocopium (Martinez-Mercado et al., en revisidn); Paz-Garcia et al., 2008; Baker et al., 2017).

Esta especie de coral ha demostrado una notable resistencia a condiciones ambientales extremas, como
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las que se encuentran en sistemas hidrotermales superficiales, gracias a la alta plasticidad genética tanto

del coral anfitrion como de sus simbiontes zooxantelas (Oporto-Guerrero et al., 2018).

Diversos mecanismos que los corales emplean para mitigar el estrés térmico incluyen la asociacién con
endosimbiontes tolerantes al calor, la aclimatacidon y los procesos de adaptacion, lo que resalta la
diversidad fisioldgica de los organismos simbidticos, como los corales escleractinidos, que responden de
manera distinta al estrés térmico (Carballo-Bolafios et al., 2020). Por ejemplo, en el Pacifico Tropical
Nororiental, se identificaron simbiontes de los géneros Pocillopora y Pavona, cuyas asociaciones son
estables y adaptables, permitiendo que estos corales prosperen en condiciones variables (Martinez-
Castillo et al., 2022). Pocillopora grandis tiene la capacidad de asociarse con Durusdinium glynnii y
Cladocopium latusorum, dos simbiontes que, aunque diferentes, muestran fenotipos similares en cuanto
a crecimiento esquelético del coral (Turnham et al., 2023). En particular, la asociaciéon con D. glynnii,
adaptado a condiciones térmicas extremas, podria convertirse en un modelo para la aclimatacion en el
futuro (Turnham et al., 2023). Por otro lado, el holobionte Pocillopora emplea una estrategia de
aclimatacidn térmica en tres niveles: especificidad anfitrién-fotosimbionte, plasticidad transcriptémica del
anfitrion y asociaciones fotosimbidticas diferenciales bajo condiciones de calentamiento extremo, lo que
le permite enfrentar y adaptarse a los desafios del cambio climatico. (Carballo-Bolafios et al., 2020;

Armstrong et al., 2023; Juarez et al., 2024).

La informacién de estos estudios, han apoyado a formular estrategias de conservacidn, restauracién y
planes de manejo (Van Hooidonk et al., 2013; Beger et al., 2014; Gil-Agudelo et al., 2020; Saavedra-Sotelo
et al., 2011). Las cuales han cobrado relevancia ante el aumento de temperatura en los océanos, que ha
amenazado los arrecifes en los Ultimos afios (Avila-Magaia et al., 2021). Sin embargo, la interaccion a nivel
molecular de los distintos ensamblajes de corales y sus dinoflagelados endosimbiontes en el Pacifico
mexicano, incluyendo a P. panamensis, ha sido poco estudiada (Reyes et al., 1999; Laleunesse et al., 2008),
particularmente con relacidn a su capacidad de aclimatacion fisioldgica y las respuestas transcriptomicas

derivadas de cambios ambientales y su resistencia a estos (Berkelmans & van Oppen,2006).

1.1.2 Comunidades coralinas y su adaptacién en Bahia de los Angeles

Una de las regiones de mayor importancia ecoldgica en el Golfo de California es Bahia de los Angeles (BLA),

donde las condiciones meteorolégicas y oceanograficas tienen una alta variabilidad estacional. A lo largo

del afio, la temperatura superficial del mar presenta una oscilacién significativa: con variaciones desde 11
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°C eninvierno y hasta 35 °C en verano (Danemann et al., 2008). Ademas, se registran bajos valores de pH,
que oscilan alrededor de 8.1 en los primeros 100 metros de profundidad (Alvarez-Borrego, 2010;
Norzagaray-Lopez et al.,, 2015). Aunque algunos estudios han descrito blanqueamiento de corales a
temperaturas superiores a 30 °Cy después de eventos como el ENSO en zonas del Golfo de California y el
Pacifico mexicano y central (Reyes-Bonilla, 2003; Alvarado et al., 2020; Barraza, 2023; Glynn, 1988), en
BLA, aun no se han registrado eventos de blanqueamiento masivo. Aunque, en BLA la temperatura
aumentoé en promedio 1.28 °C desde 1977 hasta 2016 (Ramos, 2019). Los corales persisten en esta zona a
pesar de esta situacién. Lo que es un indicio que los sistemas coralinos en esta bahia presentan una

adaptacion local (Ramos, 2019).

Porites panamensis es un coral caracteristico de BLA, y es uno de los mds abundantes en comparacién con
otras especies en esta region (Reyes-Bonilla et al., 2008; Saavedra-Sotelo, 2013). Este coral realiza una
simbiosis mutualista con dinoflagelados de la familia Symbiodinaceae (Laleunesse et al., 2008). Su
comunidad coralina en la zona se destaca por su adaptacién a temperaturas variables (que van desde los
14 °C a los 30 °C), a la baja penetracion de luz en algunas zonas (-9 m aproximadamente), asi como a un
alto contenido de fosfatos (1.8 umol L) y nitratos (9.9 umol L) que podrian asociarse a sus caracteristicas
morfologicas vy fisioldgicas (Cabello-Pasini et al., 2003; Halfar et al., 2005). Estas caracteristicas pueden
también verse reflejadas a nivel molecular en el simbionte que alberga, el cual pertenece al género
Cladocopium (Paz-Garcia et al., 2008), sin embargo, atin hay pocos estudios en esta zona sobre la respuesta

fisioldgica a nivel molecular de este simbionte.

La adaptabilidad es un reflejo de la variabilidad genética de organismos como los corales y sus simbiontes
(Parkinson & Baums, 2014; Csaszar et al., 2010; Baskett et al., 2009). En el caso de BLA, factores como la
actividad antropogénica, la biogeografia, la distancia geografica, la direccion de las corrientes y las
diferencias en las condiciones ambientales (por ejemplo, temperatura, marea, condiciones eutrdficas por
zonas de afloramiento) pueden ayudar a generar la subdivision genética (diferentes grupos dentro de una
misma especie). Esto se ha observado en el Golfo de California en poblaciones de Porites panamensis y el
simbionte Cladocopium sp., lo que sugiere una estrecha relacion entre el coral y la identidad del simbionte

con el que se asocia (Paz-Garcia et al., 2008).

El primer estudio de genotipificacidn realizado en BLA en simbiontes, mostrd la variabilidad de genotipos
entre los endosimbiontes Cladocopium sp. de corales que residen en tres diferentes sitios dentro de la
bahia (El Rincén, Coronado y La Llave) durante las temporadas fria y calida del 2022. Los resultados

indicaron que, El Rincén presentd un genotipo distinto en comparacién con los otros dos sitios, que
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mostraron genotipos similares (Martinez Mercado et al., en revisién). Estos resultados sugieren una
capacidad de adaptacidn local y resalta las diferencias oceanograficas y ambientales presentes entre los
sitios dentro de la bahia. Sin embargo, se necesitan mas estudios para comprender los mecanismos de

adaptacion de Cladocopium sp. en BLA.

1.1.3 Genes y vias involucrados en la aclimatacién y la respuesta fisioldégica en

endosimbiontes Symbiodiniaceae

Los endosimbiontes poseen diversas estrategias fisioldgicas cuando estan bajo estrés (Al-Hammady et al.,
2022; Hoadley et al., 2016; Jiang et al., 2021). Gracias al estudio molecular de las respuestas fisioldgicas,
se puede obtener informacién acerca de los genes y las proteinas que codifican, asi como las vias
metabdlicas en las que participan (Ganot et al., 2011; Weber et al., 2012; Gonzalez-Pech et al., 2017).
Existen genes constitutivos o “housekeeping” los cuales, presumiblemente, no alteran su expresion
independientemente del tipo de estrés. Estos genes codifican para proteinas con funciones esenciales en
la célula, por ejemplo los genes ACT1 (actina) y Tub (tubulina) estan involucrados en la formacién del
citoesqueleto, Cyc (ciclofilina) y RPS4 (proteina ribosomal S4) en la sintesis de proteinas; el gen GAPDH
(Glicerol-3-fosfato deshidrogenasa) tiene una funcién importante en la glucdlisis y el gen PCNA (antigeno
nuclear de proliferacidn celular) tiene funciones en la replicacidn y reparacion del ADN (Stirzenbaum &
Kille, 2001; Rosic et al., 2011; Bellantuono et al., 2019; Maor-Landaw et al., 2020). Por otra parte, existen
genes cuya variacion en la expresion permite identificar una respuesta fisiolédgica que esta ocurriendo bajo
condiciones de estrés o debido a cambios ambientales (Yuyama et al., 2022; Lin et al., 2019). Algunos
estudios han identificado varios de estos genes, por ejemplo, bajo estrés térmico el dinoflagelado
Cladocopium sp. aumenta la expresion de gen psbA (proteina D1 del fotosistema Il) para reparar el dafio
en el fotosistema (McGinley et al., 2012). También se ha visto el aumento de expresidon del gen CYP450
(enzimas citocromo P450), como proteccion a las especies reactivas de oxigeno (Rosic et al., 2010). En ese
mismo género se observo el aumento en la expresion del gen que codifica para la proteina HSP70 (proteina
de choque térmico 70) ante un incremento de temperatura (Leggat et al., 2011). Bajo estrés térmico y
aumento de CO; se observé una baja expresion de pgpase, este gen codifica para fosfatasa de glicerol-3-
fosfato la cual tiene una funcién importante en la glucdlisis y la produccién de energia (Putnam et al.,
2013). Finalmente, otro trabajo destaca la importancia de la expresion del gen apx1 (ascorbato peroxidasa

1) ante el dafo oxidativo en Symbiodinium sp. (Krueger et al., 2015).
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En organismos fotosintéticos (clorofitas, rodofitas, cianobacterias) se han estudiado particularmente las
vias de transporte de nitrégeno y fotosintesis debido a su regulacion ante el estrés y los cambios
ambientales (Barati et al., 2019; Biswal et al., 2011; Demetriou et al., 2007; Neelam & Subramanyam, 2013;
Lachmann et al., 2019). El estudio de dinoflagelados endosimbiontes de la familia Symbiodiniaceae in
hospite e in vitro ha ayudado a comprender su respuesta fisioldgica ante estrés ambiental (Jiang et al.,
2021; Poquita-Du et al., 2020; Camp et al., 2020; Hoadley et al., 2019). Uno de los mecanismos conocidos
ante la exposicidn a temperatura elevada y alta irradiancia es la reparacién del fotosistema Il, mediada por
la expresidn del gen psbA y la sintesis de la proteina D1. Este proceso se ha observado en géneros como
Symbiodinium, Cladocopium, Brevolium y Durusdinium (Hill et al., 2011; Supasri et al., 2021; Warner et al.,
1999; Lin et al., 2019; Raymond, 2021). Sin embargo, esta respuesta depende del umbral de tolerancia de
cada género; si este umbral es superado, los fotosistemas pueden verse dafiados y se alteran las funciones
enzimaticas en las vias fotosintéticas (Lesser, 1996; Lilley et al., 2010; Karim et al., 2015; Warner et al.,
1996; Takahashi et al., 2009; Warner & Suggett, 2016). Por otra parte, el transporte de nitrégeno en
endosimbiontes es conocido ampliamente; se sabe que el consumo de nitréogeno en el simbionte depende
en su mayoria del nitrégeno que le proporciona el coral (Allemand et al., 1998; Davy et al., 2012; Lin et al.,
2015). En Symbiodiniaceae, las familias de genes que codifican transportadores de nitrogeno denominadas
AMT y NRT son las principales involucradas en la incorporacién de nitrégeno molecular al simbionte (Van
Den Heuvel, 2012; Sproles et al., 2018; Dagenais-Bellefeuille & Morse, 2013). Cuando el simbionte est3
bajo condiciones ambientales variables se sabe que estos transportadores y las vias asociadas se ven
alteradas, por ejemplo, altas concentraciones de nitrégeno pueden ocasionar susceptibilidad a estrés
térmico en Symbiodinaceae (Wiedenmann et al.,, 2013; Wooldridge, 2013). Si bien es cierto que la
expresion de dichos transportadores es regulada por la disponibilidad de los nutrientes y la temperatura
ambiental (Pang et al., 2021), parece ser que la respuesta fisiolégica varia entre géneros y entre simbiontes
cultivados e in hospite, como Durusdinium sp. y Brevolium sp. (Bellantuonoet al., 2019; Sproles et al.,
2020). Sin embargo, aun es escaso el conocimiento sobre la regulacion a nivel molecular de esta via en

endosimbiontes Symbiodiniaceae bajo condiciones naturales variables o estresantes.

Este estudio tiene como objetivo comprender la respuesta fisioldgica de Cladocopium sp. ante condiciones
ambientales variables, evaluando su comportamiento entre dos sitios y dos temporadas en Bahia de los
Angeles. Para ello, se utilizardn genes como marcadores bioldgicos, a través de técnicas como qPCR que
ayudan a comprender estos procesos a nivel molecular (Rosic et al, 2011). En particular, se examinara la
variacion de la expresion de genes asociados a vias metabdlicas clave como fotosintesis y transporte de
nitrégeno. Los resultados contribuirdn a una mejor comprensién de la respuesta fisiolégica de este

endosimbionte en las comunidades coralinas de Bahia de los Angeles.



1.2 Justificacion

La evaluacién del potencial de adaptacion y aclimatacidn de la familia de endosimbiontes Symbiodinaceae
en respuesta a cambios ambientales especificos: variaciones en la temperatura, luz o cantidad de
nutrientes, adoptando un enfoque integrativo que considere la plasticidad fenotipica y los patrones de
expresién génica es fundamental para comprender la capacidad de resiliencia de la simbiosis coral-
Symbiodinaceae ante el cambio climatico global en su contexto ecoldgico. El estudio de la capacidad de
aclimatacion fisiolégica de dinoflagelados endosimbiontes Cladocopium sp. asociados al coral Porites
panamensis en regiones altamente variables, como lo es BLA, permitird comprender la simbiosis de
Symbiodiniaceae en otros corales, y aportard conocimiento acerca del establecimiento y mantenimiento

de esta asociacion simbidtica.

BLA es un sitio con condiciones variantes a lo largo de afio, que se considerarian desfavorables para el
crecimiento coralino. Sin embargo, se han descrito poblaciones de P. panamensis que habitan en diversos
sitios en la Bahia, principalmente en el sitio extensamente estudiado “La Llave”, en donde se ha registrado
una alta tasa de reclutamiento y estabilidad del microbioma coralino. En contraste con el sitio recién
descrito y menos estudiado “El Rincon”, el cual presenta una mayor atenuacion de luz, turbidez y material
organico disuelto. Las marcadas diferencias ambientales entre ambos sitios asi como las diferencias en la
morfologia del coral y el genotipo de los simbiontes, indican una adaptacién local dentro de la Bahia. Por
lo que se sugiere que los simbiontes de cada sitio presenten una respuesta fisoldgica distinta entre las

temporadas tan marcadas que existen en BLA.

1.3 Hipétesis

Dadas las condiciones contrastantes de atenuacidn luminica y turbidez entre los sitios de La Llave (menor
atenuacién; Kd490= 0.8 m™) y El Rincdn (mayor turbidez; Chl-a= 25 mg m3, POC= 1000 mg m?3), ademas
de la diferencia de temperatura entre temporadas calidas (29 °C-31 °C) y frias (16 °C-18 °C) en Bahia de los

Angeles, se espera que:

- Los niveles de expresion relativa de los genes de interés asociados a la fotosintesis, asi como al
transporte de nitrédgeno seran: 1) mayores en los simbiontes de La Llave durante la temporada
calida, caracterizada por una menor atenuacion luminica, en comparacion con la temporada fria,

2) menores en El Rincén durante la temporada calida que durante la temporada fria, debido a la
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turbidez del sitio y a una mayor atenuacién luminica y 3) los simbiontes de La Llave, presentaran
estrategias distintas de aclimatacién mediante una mayor expresion relativa de los genes de
interés asociados a los procesos de fotosintesis y el transporte de nitrégeno, en comparacién con
simbiontes de El Rincdn, debido a las diferencias de atenuacién, turbidez y concentracién de

carbono orgdnico particulado (POC).

1.4 Objetivos

1.4.1 Objetivo general

Evaluar la expresion relativa de genes de Cladocopium sp. en respuesta a los cambios de irradiancia,
temperatura, turbidez, y las caracteristicas oceanograficas y ambientales de sitios con distintas
ubicaciones dentro de la Bahia de los Angeles, Baja California, y determinar su relacién con la aclimatacién

fisioldgica ante la variabilidad espacial y estacional.

1.4.2 Objetivos especificos

- Determinar las diferencias en la expresion relativa de genes de Cladocopium sp. entre los sitios El

Rincény La Llave.

- Determinar las diferencias de expresion relativa de genes de Cladocopium sp. entre la temporada fria

y la temporada calida en El Rincén y La Llave.

- Evaluar la relacién entre los niveles de expresion relativa y las caracteristicas ambientales y

oceanograficas de cada sitio.
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Capitulo 2. Metodologia

2.1 Area de estudio

2.1.1 Golfo de California

El Golfo de California es una regién en Pacifico mexicano de mas de mil kilémetros de longitud y entre
cuarenta a doscientos kildbmetros de ancho. La circulacién y la composicion de las aguas son influenciadas
por el clima y los procesos ocednicos de la region. Generalmente las surgencias y los vientos inducen la
mezcla vertical a lo largo del golfo, lo que da como resultado una alta productividad biolégica (Vazquez-
Figueroa et al., 2009; SEMARNAT & CONANP, 2014). Por su ubicacién geografica, contiene una diversidad
Unica de ecosistemas y tiene enorme importancia en la industria pesqueray turistica (Arizpe, 2004; Gémez,
2007; Salomén-Aguilar et al., 2009; Cisneros-Montemayor et al., 2020). Ambientalmente, se caracteriza
por contener grandes cantidades de sedimentos que se mantienen en suspensién regularmente por
fuertes interacciones de las corrientes marinas. Dichos sedimentos son ricos en nutrientes, carbono
inorganico disuelto y elementos traza (Lluch-Cota et al., 2007; Espinosa-Carredn & Escobedo-Urias, 2017;

Jara-Marini et al., 2008; Jara-Marini et al., 2012; Valladolid-Garnica et al., 2023; Young, 2016).

La estacionalidad es generalmente bien marcada, asi como su dindmica fisica, los vientos débiles del
sureste viajan durante el verano y los mas fuertes del noroeste durante el invierno (Lluch-Cota et al., 2007,
Lluch-Cota et al., 2010). En la superficie, las condiciones fisicoquimicas estan dominadas en gran medida
por el viento y la dindmica oceanica a lo largo del afio (Pardo Rueda et al., 2009; Hernandez-Ayén et al.,
2013; Bustos-Serrano & Castro-Valdez, 2006). Las temperaturas ambientales mas altas se encuentran al
norte y sur del golfo durante el verano, mientras que las mas bajas se encuentran en la mitad de la parte
norte y alrededor de las grandes islas durante invierno (Lluch-Cota et al., 2007; Halfar et al., 2004; Galland

et al., 2019; Soto-Mardones et al., 1999).

El Golfo de California se divide en sur, central y norte. Dentro de esta division se encuentran regiones de
importancia oceanografica: en la parte norte se encuentra la regién de las Grandes Islas, con tres bahias

importantes: Bahia de las Animas, Bahia San Rafael y Bahia de los Angeles (Danemann & Ezcurra, 2008).
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Esta ultima estad situada en la costa oriental de Baja California frente a la isla Angel de la Guarda

(Buenrostro et al., 1991).

2.1.2 Bahia de los Angeles

Bahia de los Angeles (BLA) esta situada dentro del Golfo de California y se ubica a los 29° 00’ N y 113°0.
Esta zona tiene un clima arido y variable, alta evaporacidn y vientos cambiantes a lo largo del afo
(Buenrostro et al., 1991). Las temporadas de lluvia mayormente son en verano e invierno. La temperatura
estd marcada por temporadas, y se han registrado hasta 35 °C en temporada calida, y julio y agosto son
los meses mas célidos; en temporada fria se ha registrado hasta 11 °C, y son enero y febrero los meses
mas frios. La media anual es de 22 °C (Cavazos, 2008; Hidalgo Gonzalez et al., 1997; SEMARNAT & CONANP,
2014). Las masas de agua superficiales son ocupadas generalmente por las corrientes que entran desde el
sur del golfo, llegan al Canal de Ballenas, donde finalmente se descargan hacia BLA, lo que mantiene
condiciones biogeoquimicas cambiantes a lo largo del afio en esta zona (Martinez-Fuentes et al., 2022;
Lavaniegos, 2012). Los procesos oceanograficos controlan principalmente la productividad primaria en
BLA; con un aumento de biomasa por la influencia de los vientos y las surgencias en invierno (Martinez-
Fuentes et al., 2022; Hernandez-Nava & Alvarez-Borrego, 2013; Lavaniegos, 2012). El sur de BLA presenta
una mayor productividad 6-36 mgC m hy alto contenido de nitratos NO, (5.5-17.1 uM). En comparacién
con la entrada de la bahia cerca de la regidn de las grandes islas, donde se ha reportado una productividad
de 1.7-8.2 mgC m™ h* (Alvarez-Borrego, 2010). Finalmente, en BLA se han obtenido valores de pH de
alrededor de 8.1 dismunuyendo a 7.9 para los primeros 100 m de profundidad. Ademas, la salinidad es

constante durante el afio (35.2-38.2) (Danemann & Ezcurra, 2008; Halfar et al., 2005).

2.1.3 Sitios de muestreo

Se realizaron cuatro muestreos: dos en 2022, uno en temporada fria (Marzo) en La LLave y otro en la
misma temporada (Diciembre) en El Rincon. De igual forma en 2023 se realizaron 2 muestreos en
temporada cdlida, uno en La Llave y el otro en El Rincén, ambos en Agosto. Se recolectaron fragmentos de
colonias de Porites panamensis en cada muestreo en estos sitios diferentes de BLA: La Llave (28°59°57.1"
N 113°31°11.1"" W), que se localiza en la zona este de la isla La Llave, y esta protegido de corrientes por

un grupo de islas. El segundo sitio es El Rincén (28°91°49"" N 113°47°37"" W), situado al sur de BLA, en la
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zona adentrada de la bahia, donde no esta protegido por islas, ademas que se encuentra mas cerca de la

costa continental (Figura 1).

N
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Isla la Llave La Llave
La Llave
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0 0,05 01 . A
s Km Bahia de Los Angeles
®
El Rincon
El Rincon
US.A
® BLA
México
0 1 2 4 0 1 2 4 6
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Figura 1. Bahia de los Angeles (BLA). Ubicado en el mar de Cortés a lo largo de la costa de la peninsula de Baja
California, México en el municipio de San Quintin. Los recuadros de la izquierda representan la ubicacién geografica
de los sitios de muestreo (La Llave y El Rincén).

Los fragmentos de colonias de P. panamensis fueron tomados de colonias incrustadas en rocas volcanicas
mediante buceo SCUBA. Las colonias fueron tomadas a una profundidad de entre 3 a 5 metros. Se
seleccionaron las colonias que no presentaran sefales de blanqueamiento o enfermedad. Se tomaron
fragmentos de la parte exterior de las colonias con un tamafio aproximado de 5 cm cada uno con cincel y
martillo. Los fragmentos se enjuagaron con agua ultrapura y se colocaron inmediatamente en tubos
plasticos estériles de fondo cénico de 50 mL con NAP buffer, el cual contiene: EDTA 0.019 M, citrato de
sodio 0.018 M, sulfato de amonio 3.8 M, ajustando el pH a 5.2 usando H,SO, . Se mantuvieron a 4 °C hasta
su transporte al CICESE, donde se mantuvieron en el laboratorio de Gendmica Funcional a -20 °C hasta su

analisis.
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2.1.4 Variables ambientales

Con el fin de representar la variabilidad ambiental de cada sitio (La Llave y El Rincdn) y su dinamica
estacional, en los meses y aflos de muestreo se obtuvieron las variables ambientales de temperatura de la
superficie del mar (SST), clorofila a (Chl-a), el indice de atenuacion de la luz (Kd490) y el carbono organico
particulado (POC) a través de datos satelitales wusando la plataforma  Giovanni

(http://giovanni.gsfc.nasa.gov). Los datos satelitales contemplan la serie de tiempo de los afios 2022 y

2023, a partir de promedios semanales con una resolucién espacial de 4 Km. Mediante la plataforma
RStudio se comprobaron los supuestos de normalidad (Prueba Shapiro-Wilk) y homogeneidad de varianzas
(Prueba de Bartlett). Una vez corroborados los supuestos, se analizaron mediante estadistica no
paramétrica (Kruskal Wallis) y posteriormente se realizd una prueba post hoc KWmc con ajuste de
Bonferroni para encontrar diferencias entre las variables por sitios y temporadas e identificar las

diferencias entre los grupos con una significancia estadistica de p < 0.05.

2.2 Analisis de expresion de genes asociados a fotosintesis y asimilacion de

nitrogeno

2.2.1 Busqueda y disefio de cebadores

Mediante una extensa revisién bibliografica se seleccionaron los genes de interés (genes blanco) y se
obtuvieron las secuencias de cebadores a partir de la literatura consultada (Rosic et al., 2011; Pang et al.,
2022; McGinley et al., 2012; Mayfield et al., 2014). Se obtuvo un par de cebadores para cada gen, uno en
direccidn sentido o forward (Fwd, por sus siglas en inglés) y otro en direccién reversa o reverse (Rev, por
sus siglas en inglés). La seleccidon se enfocd en dos rutas principales: 1) genes de fotosintesis, rbcL
(RuBisCO), psbA (proteina D1) y psaA (proteina Al)) y 2) genes del transporte de nitrogeno, AMT2
(transportador de amonio 2) y NRT2 (transportador de nitrato 2). Para la seleccidon de los genes de
referencia también se considerd la bibliografia consultada (Rosic et al., 2011) y se seleccionaron dos pares
de cebadores (Fwd y Rev) de los genes Cyc (ciclofilina) y SAM (S-adenosil metionina). Finalmente, se disefid
un tercer par de cebadores (Fwd y Rev), a partir de la secuencia del gen Tub (tubulina) obtenida a partir
del transcriptoma de Cladocopium sp. aislado a partir de muestras de Porites panamensis de BLA y

confirmado mediante secuencias homdlogas en NCBI.
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Para comprobar la ausencia de ADN gendmico en todas las muestras de ARN total extraido del holobionte

después del tratamiento con la enzima DNAsa mediante una PCR punto final se utilizaron los cebadores

SYM-VAR (Tabla 1) de la regién del espaciador interno transcrito 2 del ADN nuclear ribosomal (ADNr)

(Hume et al., 2018), los cuales fueron especificos para la familia Symbiodinaceae. En la Tabla 1 se muestran

las secuencias de los oligonucledtidos con sus caracteristicas (longitud y Ta).

Tabla 1. Cebadores seleccionados para los ensayos de expresion mediante gPCR y PCR punto final.

Tamaio de
Nombre Cebadores (5°-3°) Ta(°C) Referencia
amplicén (pb)

Fw: ATGTGCCAGGGTGGAGACTT
Cyc (Cyclophilin) Rv: CCTGTGTGCTTCAGGGTGAA >8 Rosic, 2011

SAM (S-adenosyl Fw: GCCTACATTTGCCGACAGATG
101 59 Rosic, 2011

methionine synthetase) Rv: AATGGCTTGGCAACACCAAT

Tub (Tubulin alpha Fw: CGCGCTTTTCAAGCTTTCCT
141 62 Este estudio

chain) Rv: CGGCATCTGACCATCAGGTT

rbcl (ribulosa-1,5-
Fw: CAGTGAACGTGGAGGACATGT
bisfosfato 126 61
Rv: AGTAGCACGCCTCACCGAAA
carboxilasa/oxigenasa)

psbA (Chlorophyll a Fw: TGCAGAAACTGCAGGAGATATTAGCC

214 53
apoprotein B1) Rv: TACTCCAAGGGCAGTGAACC
psaA (Chlorophyll a Fw: AAGAATTGGGAACAGCAGAT
150 48
Apoprotein Al) Rv: TCACAGGGATAAGTAAAACCAA
NRT2 (Nitrate Fw: AGAATGATGATACCAATCCCAC
115 56
Transporter 2) Rv: CAAACACAGTCCGCCAG
AMT2 (Ammonium Fw: GTCCATGGGAATCGTGACT
177 57
Transporter 2) Rv: AAGGCAGCGAACACCAA
SYM_VAR (Internal Fw: GAATTGCAGAACTCCGTGAACC
420 56
Transcribed Spacer 2) Rv:CGGGTTCWCTTGTYTGACTTCATGC

Mayfield.,
2014

McGinley,
2012

McGinley,
2012

Pang et al.,
2022

Pang et al.,

2022

Hume et al.,

2018

Para cada par de cebadores, se analizaron y se evaluaron in silico. Se corroboré que

caracteristicas optimas para su amplificacién mediante PCR en tiempo real incluyendo:

cumplieran las

la longitud del

fragmento (pb), la temperatura de fusion (Tm°) y el porcentaje de guaninas y citocinas (%G/C), mediante
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dos plataformas OligoAnalyzer™Tool de IDT (Integrated DNA Technologies)

(https://www.idtdna.com/site/Account/AccountSetup?returnurl=/calc/analyzer) y PrimerBlast de NCBI

(National Center of Biotechnology Information) (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/).

Adicionalmente, se analizé las probabilidad de formacién de estructuras secundarias como horquillas por
autocomplementacién, homodimeros y heterodimeros, usando como referencia los rangos establecidos
para los valores de AG y AH. Los valores de la formacidn de horquillas (AH) y homodimeros (AG) fueron
menores a -3.5 Kcal mol™ y los valores de la formacion de heterodimeros fue menor de -9 Kcal mol™ (Tabla
4 Anexos). Finalmente, mediante la herramienta BLAST en el portal del NCBI

(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) se analizaron secuencias homdlogas que permitieron corroborar

la identidad y porcentaje de similitud de los genes seleccionados. Las secuencias de los cebadores

seleccionados y disefiados se sintetizaron en la empresa T4oligo (Irapuato, Guanajuato).

2.2.2 Extraccién de ARN

La extraccién de ARN se realizd a partir de fragmentos de coral de ~1 cm?, los cuales fueron pesados en
una balanza analitica (Adventurer Pro, OHAUS, New Jersey, USA). Se analizaron tres colonias distintas por
sitio y temporada, de cada colonia se obtuvieron tres réplicas biolégicas. Se emplearon entre 400-500 mg
de cada muestra bioldgica compuesta del tejido del coral, células simbiontes, moco y esqueleto. La
muestra fue macerada en un mortero estéril presionando con un pistilo suavemente hasta formar una
plasta homogénea. La plasta se transfirié a un tubo nuevo de 1.5 pL, manteniéndolo en hielo a 4 °C para
evitar la degradacion del material nucleico. Para remover el exceso de NAP buffer, la muestra se lavé con
1 mL de H,0 libre de nucleasas (Promega, Wisconsin, USA) mediante agitacién suave (invirtiendo el tubo)
y se centrifugd a 14,000 x g por 5 min a 4 °C (Centrifuga 5424R, Eppendorf, Hamburgo, Alemania). Se
desecho el sobrenadante y se agregé 1 mL de Tri Reagent (Sigma-Aldrich, Misuri, USA), y 1 uL de HCI 6 M.
La mezcla se homogeneizé con un pistilo hasta obtener un color turbio. Posteriormente, el lisado se
centrifugé a 14,000 x g por 5 min a 4 °C. El sobrenadante se transfirié a un tubo nuevo de 1.5 mL, y se
incubd a temperatura ambiente (21 °C) por 5 min. Se afiadieron 300 uL de cloroformo (99.9%, Sigma-
Aldrich, Misuri, USA), se agité suavemente y se incubd a temperatura ambiente (21 °C) por 5 min. Se
centrifugd a 14,000 x g por 15 min a 4 °C. Se recuperd la fase acuosa, se agregd 1 V de etanol al 100%
(99.7%, Fermont, Monterrey, México), se agitd suavemente y se dejé precipitando 1 h a -80 °C. El
precipitado se centrifugd a 14,000 x g por 15 min a 4 °C y se retird el sobrenadante. Posteriormente se
hicieron dos lavados con 1 mL de etanol al 75% (99.7%, Fermont, Monterrey, México), y se centrifugé cada

vez a 14,000 x g por 5 min a 4 °C. El pellet se secé a temperatura ambiente (21 °C) por 10 min. Las pastillas


https://www.idtdna.com/site/Account/AccountSetup?returnurl=/calc/analyzer
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
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se resuspendieron en 40 pL de H,O libre de nucleasas. La integridad del RNA se analizé por medio de
electroforesis en gel de agarosa al 1.3%, utilizando buffer de carga 6X con Gel-Red como colorante
(BIOTIUM, Fremont, CA). La concentracion del RNA total fue determinada por medio de un

espectrofotdmetro por absorbancia a 260 nm (Nanodrop 2000, Thermo Scientific™, Massachusetts, USA).

La extraccion de ARN total del holobionte utilizando el protocolo descrito resulté en una calidad 6ptima
de ARN para los analisis posteriores. Por el procesamiento de la muestra no se lograron apreciar las bandas
ribosomales en algunas muestras, sin embargo, todas las muestras se pudieron trabajar para sintetizar
ADNCc (Figuras 20 y 21 ANEXOS). La cuantificacién del material genético permitié obtener una cantidad
O6ptima de ARN de Cladocopium sp., el simbionte asociado, dado que el ARN de este ultimo forma parte

del ARN total extraido del holobionte.

2.2.3 Purificacién de ARN (Tratamiento con DNAsa)

El ARN total extraido se purificé mediante un tratamiento con DNAsa (Promega, Wisconsin, USA) para
eliminar la contaminacién por ADN gendmico (ADNg). En tubos de 1.5 mL se realizé una mezcla que
contenia lo siguiente: para cada reaccidn de limpieza se utilizaron 5 pg de RNA, se agregd 1 U de RQ1l
DNAsa (Promega, Wisconsin, USA) por cada 1 pug de ARN (5 pL), 1X (5 pL) de RQ1 Buffer 10x y agua libre
de nucleasas (Promega, Wisconsin, USA) para un volumen de reaccion de 50 uL. La mezcla se incubé a 37
°C por 30 min. Posteriormente, se centrifugd brevemente por 3 s en una microcentrifuga (USA Scientific,
Florida, USA) para recuperar el condensado y se colocé en hielo inmediatamente. Se agregé 1 pL de RQ1
DNase STOP solution (Promega, Wisconsin, USA) por cada pg de ARN utilizado, para inactivar la DNAsa. La
mezcla se incubd a 65 °C por 10 min, se centrifugd por 3 s para recuperar el condensado y se colocd en
hielo. Se agregaron 1/10 de volumen de acetato de sodio 3M pH 5.2, 3 volimenes de etanol absoluto y se
agitaron suavemente. El ARN purificado se precipité a -80 °C por 1 hr. Posteriormente, se centrifugé a 13,
000 x g por 10 min a 4 °Cy se descarto el sobrenadante. Se realizé un lavado con 200 plL de etanol al 75%,
se agité cuidadosamente y se dejo en hielo por 5 min. Después se centrifugd a 7,500 x g por 10 mina 4 °C
y se descarté el sobrenadante. Finalmente, el pellet se secé a temperatura ambiente (21 °C) por 10 miny
se resuspendié en H,0 libre de nucleasas en una relacién 1:2. La integridad del ARN se analizé por medio
de electroforesis en gel de agarosa al 1.2%, utilizando buffer de carga 6X con Gel-Red (BIOTIUM, Fremont,
CA) como colorante. La concentracidon del ARN total fue determinada con un espectrofotémetro por
absorbancia a 260 nm. Se realizé una PCR punto final para verificar que se hubiera eliminado el ADN

gendmico; se utilizé el termociclador C1000 Touch Thermal Cycler (Bio-Rad, Hércules, CA, USA). La correcta
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eliminacion del ADNg, se verificd mediante la no amplificacién en las muestras de RNA usando una PCR
punto final con las siguientes condiciones de reaccién: 0.25 U de Go Taq polimeras (Promega), 1X de Buffer
de reaccién, 3 mM de MgCl,, 0.2 uM de cebadores SYM-VAR, forward y reverse respectivamente (Tabla 1),
H,0 libre de nucleasas y 1 uL de RNA como templado en un volumen final de reacciéon de 10 uL. Como
control positivo se usé ADN total extraido de Porites Panamensis y como control negativo se utilizé agua.
El programa de amplificacidn consistio en: 2 min a 95 °C, seguido por 30 ciclos de 1 mina 95 °C, 30 s a 56
°C, 40 s a 72 °C, y una extension final de 5 min a 72 °C. El producto de amplificacidén se corroboré en un

gel de agarosa al 1.3% (Figura ANEXO 22).

2.2.4 Sintesis de ADN complementario (ADNc)

A partir de las muestras purificadas, se tomaron 2 ug de ARN total del holobionte para cada reaccién de
sintesis; estos se mezclaron con 0.5 pg de cebadores aleatorios (hexameros con secuencias aleatorias) por
cada pg de RNA (2 plL) y agua libre de nucleasas para obtener un volumen de reaccién de 14 pL.
Posteriormente, se incubaron a 70 °C por 5 min, se colocaron en hielo y se centrifugaron para colectar el
condensado. Se prepard una segunda mezcla con 8 pL (1X) de Improm Il 5x Rx Buffer (Promega, Wisconsin,
USA), 6.4 puL (6 mM) de MgCl; (25 mM), 0.5 mM (2 pL) de dNTP Mix 10 mM, 40 U (1.0 pL) de ARNsin
recombinante, 2 uL de Improm Il Transcriptasa reversa y H,O libre de nucleasas para un volumen final de
26 uL para cada reaccion. Esta Ultima mezcla se agregd a los 14 uL de la primera reaccién correspondiente
de cada muestra problema para obtener un volumen final de 40 pL. Las reacciones de 40 uL se mezclaron
mediante pipeteo y se incubaron a 25 °C por 5 min, posteriormente a 42 °C por 1 h y finalmente a 70 °C
por 15 min. Las reacciones fueron centrifugadas para recolectar el condensado, puestas inmediatamente
en hielo y almacenadas a -80 °C hasta su analisis. Del total de muestras, se seleccionaron varias al azar,
procurando tomar al menos una muestra de cada temporada y sitio para verificar la correcta sintesis de
ADNCc. Se realizaron varias PCR punto final con el ADNc previamente sintetizado con las siguientes
cantidades para cada reaccidn: 0.25 U de Go Taq polimera (Promega), 1X de Buffer de reaccién, 3 mM de
MgCl;, 0.2 uM de primers para SAM, forward y reverse, y H;0 libre de nucleasas y 1 plL de la muestra de
ADNc como templado en un volumen final de reaccién de 10 plL. Como control positivo se utilizé un ADNc
sintetizado y enriquecido (con aumento en la abundancia de transcritos para una alta representacion en
la muestra) a partir de ARN total del holobionte. El programa de amplificacidn consistié en: 2 min a 95 °C,

seguido por 30 ciclosde 1 mina95°C,30sa 60 °Cy 30sa 72 °C,y una extension final de 5 mina 72 °C.
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2.2.5 Amplificacion de los fragmentos de interés mediante PCR en punto final

Una vez verificada la sintesis de ADNc, se evaluaron los cebadores que se seleccionaron y mandaron a
sintetizar previamente, corroborando el amplicén para cada gen. Para amplificar los fragmentos se utilizé

ADNCc del holobionte, diluido 1:5.

Las reacciones de PCR para un volumen final de reaccion de 20 pL por muestra consistieron de: 4 uL (1X)
de Buffer GoTaq 5x (Promega, Wisconsin, USA), 2.4 uL de MgCl; (3 mM), 0.4 pL (0.2 mM) de dNTP Mix 10
mM, 0.4 uL (0.2 uM) de cada cebador forward y reverse, agua libre de nucleasas y finalmente 3 uL de
templado. El programa de amplificacién consistié en: 2 min a 95 °C, seguido por 30 ciclos de 30 s a 95 °C,
30sa55°C-62 °C (latemperatura de alineamiento utilizada para cada gen se muestra en la Tabla 1), 30
s a 72 °Cy una extensién final de 72 °C por 1 min. El tiempo de extension en la reaccion de amplificacion,
se ajusto de acuerdo al tamafio del amplicon esperado, a razon de 1 min de extensidn por cada 1000 pb,
ademas de considerar la temperatura optima de la enzima Go Taqg Flexi DNA polimerasa (Madison,
Wisconsin, USA), que va de 68-72 °C, siendo la temperatura de 72 °C la mas eficiente. Las reacciones se
llevaron a cabo en el termociclador C100 Touch Thermal Cycler (Hércules, CA, USA). Los productos de
amplificacidn se corroboraron en un gel de agarosa al 2% como se ejemplifica en la Figura 23 ANEXOS.

Todos los oligonucledtidos amplificaron el fragmento deseado.

2.3 Cuantificacion de la expresion génica

2.3.1 Curvas estandar

Para establecer las mejores condiciones de amplificacion y determinar la especificidad de cada gen blanco
y de referencia, se generd una curva estandar por cada gen. Para realizar estas curvas estandar se preparé
un pool de cDNA que representa todas las muestras problema, este pool se utilizé como templado para
preparar las diluciones. A partir de este templado, se hicieron 5 diluciones seriadas con un factor de
dilucion 1:5 (0.2). Cada reaccién contenia 5 plL de Master Mix Evagreen (2x) (Tabla 3 ANEXOS), 0.2 uM del
cada oligo (forward y reverse) y 1.6 L de en H,0 ultrapura libre de nucleasas y 3 uL del templado para un
volumen final de 10 pL. Cada reaccion se realizo por triplicado. El disefio de placa para las curvas estandar
se puede observar en la Figura 2. La mezcla de amplificacion se homogenizd y se agregaron los 7 pL de la

mezcla de amplificacién a cada pocillo en una placa estéril para gPCR. Posteriormente se agregaron los 3



19

uL de templado (pool de ADNCc). El disefio de la placa para las curvas estandar se puede observar en la

Figura 2.
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Figura 2. Disefio de placa para curvas estandar. Se pueden observar las cinco diluciones seriadas por triplicado y el
control negativo (NTC); este control no tiene templado.
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Figura 3. Ejemplo de una curva estandar de amplificacion. En el eje X se encuentran los nimeros de ciclos de la qPCR
y en el eje Y la fluorescencia emitida (RFU). Las flechas azules sefialan las fases de amplificacién, asi como el umbral
predeterminado. En circulos verdes se muestra la interseccién del umbral con la fase exponencial de las curvas,

donde se obtiene el dato de Cq final.

Tedricamente, una reaccién de qPCR puede alcanzar hasta un 100% de eficiencia, lo que significa que en
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cada ciclo la cantidad de producto sera duplicada. Esto ocurre solamente durante la fase exponencial de
amplificacidn. Los valores Cq obtenidos para cada dilucién son los puntos de intercepcién entre un umbral
predeterminado y la fase exponencial de la curva de amplificacion (Figura 3). Para obtener los valores de
eficiencia de amplificacién, los valores de Cq fueron graficados contra el logaritmo de la concentracién vy
se ajusto una regresion lineal cuya pendiente esta relacionada con la eficiencia de la reaccion. La pendiente

de esta linea y la eficiencia de amplificacion se determinan usando la siguiente ecuacién:

-1 (1)
slope)

E=10(

Donde E es la eficiencia de la reaccién y slope se refiere al valor de la pendiente. Una pendiente entre -3.6
y —3.1 corresponde a una eficiencia entre 90% a 110% (Fraga et al, 2008). En la Figura 4 se ejemplifica lo

mencionado.

Standard Curve

Log Starting Quantity

O Standard
X Unknown

—— SYBR E=108.8% R"2=0.995 Slope=-3.127 y-int=39.838

Figura 4. Curva estandar o grafica de regresion lineal. En el eje X se encuentra el logaritmo de la cantidad inicial de
templado y en el eje Y los valores de Cq. Los circulos verdes representan los valores de Cq de los triplicados de cada
dilucién, ajustados a la recta de regresion lineal trazada. En el recuadro inferior se muestran los valores obtenidos
del modelo de regresidn lineal. Las flechas azules sefialan el valor de eficiencia (E) y la pendiente (slope) de la recta
para ese conjunto de datos.

2.3.2 Ensayo de gqPCR para genes de referencia y genes blanco

Para determinar el nivel de expresidn génica tanto de los genes de referencia como de los genes blanco

por medio de gPCR, se utilizaron las condiciones de reaccién conforme a los resultados de la curva de
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estandarizacién de cada gen. Se utilizé el ADNc sintetizado para cada una de las muestras como templado
en una dilucién 1:5. Para cada reaccién se utilizaron los siguientes componentes y volimenes: 5 uL de
Master Mix EvaGreen 2x (Tabla 3 ANEXQS), 0.2 uL de cebador forward 10 um, 0.2 pL de cebador reverse
10 um, 1.6 pL de H,0 ultrapura libre de nucleasas y 3 pL de templado (ADNc sintetizado). Como control
negativo se utilizd H,0 libre de nucleasas. Cada muestra biolégica se realizd por triplicado para confirmar
su repetibilidad y confianza en los resultados. Los ensayos de gPCR se llevaron a cabo el termociclador
CFX96 Real Time System (Hercules, CA, USA). Las condiciones de amplificacion se ajustaron para cada gen.
Se comenzé con una desnaturalizacidn inicial de 2 min a 95 °C seguidos de 40 ciclos de desnaturalizacidn
a 95 °C por 30 s, de alineamiento a 55-62 °C (dependiendo de la To° de cada par de cebadores) por 30 sy
de extension a 72 °C por 20 s. Por ultimo, se realizd6 una curva de disociacidon de 65 °C a 95 °C con un
incremento de temperatura de 0.5 °C cada 0.05 s. A partir de las curvas de disociacion se revisé que la
amplificacion de los genes mostrara un producto Unico y especifico visualizado como un solo pico, como

se ejemplifica en la Figura 5.
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Figura 5. Curva de disociacidn. La curva muestra la relacidn de la desnaturalizacidn de un producto de PCR en funcidn
de la temperatura (eje x) y la fluorescencia con la que se detecta (eje y), donde se obtiene una temperatura Unica de
fusion para un producto especifico que se muestra en forma de pico en la curva. Como se observa la presencia de un
Unico pico en las curvas de reaccién indica la presencia de un solo producto especifico en la qPCR realizada.

2.3.3 Analisis de estabilidad de genes de referencia o housekeeping

El andlisis de estabilidad en la expresion de los genes de referencia seleccionados es esencial para
normalizar e interpretar los datos de forma dptima. Huggett et al., (2005) sugieren usar mas de un gen de
referencia, ya que utilizar un solo gen podria aumentar la posibilidad de sesgos en los resultados finales.

Este andlisis se basa en los valores Cq obtenidos de todas las muestras conforme a lo descrito en la seccién
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2.3.2. Se evalud la estabilidad del nivel de expresidén de tres genes de referencia: Tubulin alfa Chain (Tub),
S-adenosyl methionine synthetase (SAM) vy Cyclophilin (Cyc) con el programa RefFinder
(https://www.ciidirsinaloa.com.mx), el cual contiene softwares especificos para el analisis de genes de
referencia como Genorm (Vandesompele et al., 2002), Normfinder (Andersen et al., 2004) y Bestkeeper
(Pfaffl, 2004). Utilizando los valores de Cq obtenidos en los ensayos de qPCR finales, este programa realizo
una comparacién entre los algoritmos Genorm, NormFinder y BestKeeper para determinar cual de los
genes de referencia era el mas estable, segin el método empleado por cada uno de los algoritmos. El
analisis mostrod la media geométrica calculada con los valores de Cqg. De esta forma, se obtienen los genes
de referencia con la expresion mas estable, los cuales fueron éptimos para normalizar los datos de
expresion relativa de los genes blanco e interpretar los datos de expresién mediante la aproximacién

seleccionada.

2.3.4 Obtencidn de |la expresién relativa

La expresidn relativa se obtuvo mediante los Cq obtenidos en los ensayos finales de los genes blanco, asi
como de los genes de referencia mas estables y el valor de la eficiencia (E) obtenida en la curva estandar
para cada gen. El valor de eficiencia funciona como un factor de correccion en el método de cuantificacion
seleccionado. El método utilizado fue el descrito por Hellemans et al. (2007), en el cual se utilizan dos

genes de referencia para normalizar la expresion mediante las siguientes ecuaciones:

RQ — (1 + E)(Cq mean—Cq)

R
Expresion relativa = — 2
presi va = S 2

Donde, RQ es la cantidad relativa del gen de interes, E es el valor de eficiencia de la curva estandar y NF es
el factor de normalizacion, el cual se obtiene mediante la media geométrica de las cantidades relativas de

los genes de referencia seleccionados, como los mas estables.

2.4 Analisis estadisticos

A partir de los datos obtenidos de expresion relativa se eliminaron los datos atipicos u “outliers”. Después,
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los datos fueron transformados a logaritmo base 2 debido al sesgo que puede existir en los datos de
expresidn en una escala lineal. Los datos de expresién transformados en logaritmo se vuelven simétricos,
lo que permite una respuesta 6ptima y precisa usando estadistica paramétrica (Kennedy & Oswald,
2011). Con ayuda de la plataforma RStudio se comprobaron los supuestos de normalidad (Prueba Shapiro-
Wilk) y homogeneidad de varianzas (Prueba de Bartlett). Una vez corroborado los supuestos se realizé un
analisis de varianza (ANOVA) de dos vias para encontrar diferencias entre sitios y temporadas. Finalmente,
para identificar las diferencias significativas entre los grupos se realizé una prueba post hoc Fisher (LSD)
con una significancia estadistica de p < 0.05. Los resultados de expresion se graficaron mediante un grafico
de cajas para comparar y ver las diferencias por temporadas en cada sitio y por sitio para cada temporada.
Los graficos de cajas ayudan a representar la distribucidon del conjunto de datos, asi como los valores
maximos y minimos mediante una barra en sus extremos, lo que permite expresar visualmente cdmo se
comportan los datos en cada grupo. Los genes se graficaron individualmente para visualizar de mejor

forma cdmo su expresién se comporta entre temporadas y sitios.
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Capitulo 3. Resultados

3.1 Caracterizacion ambiental

3.1.1 Temperatura de la superficie del mar

Tomando en cuenta las temporadas contrastantes a lo largo del afio en BLA (célida y fria), se realizé una
linea de tiempo de la temperatura superficial del mar (SST) de los afios 2022 y 2023, en las cuales se
observé la variacion de temperatura entre la temporada céalida (Junio-Noviembre) y la temporada fria
(Diciembre-Mayo) (Figura 6). Se encontraron diferencias significativas mediante la prueba Kruskal-Wallis
de los valores promedio de SST entre temporadas de los afios 2022 y 2023 (p < 0.05). Se observa un
comportamiento similar de la temperatura a lo largo de los afios entre sitios. El promedio semanal de SST
en cada sitio para los dias de muestreo en temporada cdlida (TC) fueron: La Llave: 29 °Cy El Rincdn: 31 °C

y en la temporada fria: La Llave: 16 °Cy El Rincén: 18 °C, de acuerdo con los datos satelitales recopilados.

Chi-squared dF p-value
Sitio 0.93353 1 0.3339
Temporada 1231 1 2.2e-16
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Figura 6. Datos satelitales de la temperatura superficial del mar semanales durante 2022 y 2023 en La Llave (rojo) y
El Rincon (azul). Las barras de error representan +1 DE. Con circulos verdes se indican los meses de muestreo para La
Llave. Con circulos amarillos, los meses de muestreo para El Rincon. En la parte superior se encuentra los resultados
del Kruskal-Wallis.
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3.1.2 Clorofila a

Los datos satelitales de la concentracion de clorofila a (Chl-a) en BLA, mostraron una tendencia diferente
de la SST entre ambos sitios durante los afios 2022 y 2023. Las graficas mostraron una mayor concentracion
significativa (p < 0.05) de Chl-a en El Rincdn durante la mayor parte de ambos afios en comparacion con
La Llave, mediante la prueba Kruskal-Wallis (Figura 7). Sin embargo, se observé un comportamiento similar
entre las temporadas cdlidas y frias en ambos sitios, ya que, en la temporada calida la concentraciéon de
Chl-a disminuyd en La Llave y El Rincén: 1 mg m=3, en comparacién con la temporada fria, en el cual la
concentracién aumentd en ambos sitios. Sin embargo, El Rincén presentd una mayor concentracion: 25
mg m~=3en comparacién con La Llave: 9 mg m?3. Los andlisis estadisticos mostraron diferencias significativas

entre los promedios anuales entre temporadas (p < 0.05), de acuerdo con los datos satelitales recopilados.

Chi-squared dF p-value
Sitio 4.7854 1 0.0287
Temporada 24.564 1 7.187e-07
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Figura 7. Datos satelitales de la concentracién de clorofila a semanales durante 2022 y 2023 en La Llave (rojo) y El
Rincon (azul). Las barras de error representan =1 DE. Con circulos verdes se indican los meses de muestreo para La
Llave. Con circulos amarillos, los meses de muestreo para El Rincon. En la parte superior se encuentra los resultados
del Kruskal-Wallis.

3.1.3 indice de atenuacién de la luz

La siguiente variable considerada fue el indice de atenuacién de luz (Kd490), el cual indica una mayor

atenuacidn entre mayor sea el indice, es decir, una menor penetracion de la luz en la superficie oceanica.
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Los datos satelitales del indice Kd490 mostraron diferencias significativas (p < 0.05) entre temporadas y
sitios mediante la prueba Kruskal-Wallis, donde La Llave muestra un menor indice Kd490 durante la mayor
parte de ambos afios en comparacion con El Rincdn (Figura 8), especificamente en la temporada fria, en
donde La Llave presentd un indice de 0.8 m™, en comparacién de El Rincdn que presentd un mayor indice
en esta temporada: 3 m™. Aunque, curiosamente se comportaron similar a lo largo de las temporadas en
ambos anos. Por otro lado, aunque, se observd un comportamiento similar al de la Chl-a, durante la
temporada célida entre ambos sitios, en el cual se observa una disminucidn del indice en ambos: 0.1 m™

aproximadamente. El mes de noviembre del 2022 contiene el mayor indice de atenuacién registrado, con

un valor de 6 m?, de acuerdo con los datos satelitales recopilados.

Chi-squared dF p-value
Sitio 3.1894 1 0.04412
Temporada 24.427 1 7.72e-07
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Figura 8. Datos satelitales del indice de atenuacién de luz (Kd490) semanales durante 2022 y 2023 en La Llave (rojo)
y El Rincdn (azul). Las barras de error representan +1 DE. Con circulos verdes se indican los meses de muestreo para
La Llave. Con circulos amarillos, los meses de muestreo para El Rincon. En la parte superior se encuentra los
resultados del Kruskal-Wallis.

3.1.4 Carbono organico particulado

La ultima variable ambiental analizada fue el carbono organico particulado (POC). De la misma manera
como se observa con las variables anteriores, mediante la prueba Kruskal-Wallis se encontré una

diferencia significativa (p < 0.05) entre temporada cdlida y fria en los afios considerados. Ambos sitos, La
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Llave y El Rincdn muestran valores bajos en la temporada calida, los cuales son de aproximadamente 230
mg m3y 240 mg m™ respectivamente en el mes de muestreo de ambos sitios para esta temporada. Por
otra parte, durante la temporada fria en ambos sitios presentan valores altos: La Llave: 480 mg m3, El
Rincdn: 1000 mg m=3en los meses de muestreo en esta temporada. Entre sitios se encontraron diferencias
significativas (p < 0.05) en los datos anuales promediados, aunque comparten la misma tendencia a lo
largo del tiempo. Como se puede observar en la Figura 9, en la mayor parte de 2022 y 2023, el POC fue

mayor en el Rincdn que en La Llave, especialmente en la temporada fria.

Chi-squared dF p-value
Sitio 10.568 1 0.001151
Temporada 24.099 1 9.152e-07
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Figura 9. Datos satelitales del carbono organico particulado (POC) semanales durante 2022 y 2023 en La Llave (rojo)
y El Rincdn (azul). Las barras de error representan +1 DE. Con circulos verdes se indican los meses de muestreo para
La Llave. Con circulos amarillos, los meses de muestreo para El Rincon. En la parte superior se encuentra los
resultados del Kruskal-Wallis.

3.2 Obtencidn de las curvas estandar y eficiencia de reaccion

La eficiencia de reaccion para cada gen, obtenidas mediante las curvas estandar (Figura 18 ANEXOS ), asi

como la temperatura ideal de alineamiento para amplificar cada gen se muestran en la Tabla 2.
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Tabla 2. Datos obtenidos a partir de las curvas estandar para genes de referencia y blanco.

Gen Tipo Ta (°C) Eficiencia
Cyc referencia 60 102.5
SAM referencia 60 101.5
Tub referencia 62 107
rbcl blanco 60 106.4
psbA blanco 60 108.8
psaA blanco 55 103.6
NRT2 blanco 58 104.1
AMT2 blanco 61 99.1

3.3 Analisis de estabilidad de los genes de referencia

En la Figura 10 se muestra el andlisis de estabilidad, en la cual se observa que el gen SAM tiene la expresion

mas estable (1.18), seguido por el gen Tub (1.14) y, por ultimo, el menos estable, el gen Cyc (3). Los genes

de referencia seleccionados fueron SAM y Tub, con base en los resultados obtenidos del analisis de

estabilidad.
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Figura 10. Andlisis de estabilidad en RefFinder. Se observa el andlisis de estabilidad de los genes de referencia
contemplados en este estudio. Segun la media geométrica ponderada de los distintos algoritmos utilizados, se
observa que el gen SAM es el mas estable.

3.4 Expresion relativa de genes blanco

La expresion relativa fue calculada con la aproximacion descrita por Hellemans et al. (2007), misma que
usa dos genes de referencia para normalizar los datos y el valor de eficiencia de la curva estandar de cada
gen como método de correccidn de los mismos. Los genes de referencia mas estables utilizados para la

normalizacién fueron SAM y Tub.

3.4.1 Genes de fotosintesis

3.4.1.1 Genrbcl

El primer gen analizado es el rbcl, mismo que codifica para la proteina ribulosa-1,5-bifosfato
carboxilasa/oxigenasa (RuBisCO), la cual participa en el Ciclo de Calvin-Benson, donde su principal funcion

es fijar el carbono inorganico en forma de CO, que obtiene para generar energia.
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dF SS MS F p-value
Sitio 1 1.990 1.9899 2.944 0.100
Temporada 1 2.260 2.2604 3.344 0.081
Interaccién 1 0.028 0.0277 0.041 0.841
1 ..
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Figura 11. Expresion relativa del gen rbclL. En el eje X se observan las temporadas, la temporada calida (C) y la
temporada fria (F). En el eje Y se observa el valor de expresion relativa transformado a Log2. Los sitios se representan
en colores diferentes: El Rincon (R) en morado y La Llave (Ll) en verde. En la parte superior se encuentran los
resultados del ANOVA.

La expresion de rbcl no mostro diferencias significativas entre temporadas (C: calida, F: fria) en ambos
sitios. Los niveles de expresién entre temporadas para el sitio de La Llave y El Rincdn se pueden observar

en la Figura 11.

Por otro lado, los niveles de expresién del gen rbcl entre sitios tampoco mostraron diferencias

significativas (Figura 11).

34.1.2 GenpsbA

El gen psbA, que codifica para la proteina D1, forma parte esencial del fotosistema Il (PSll), el cual estd
localizado en la membrana tilacoide de los cloroplastos. Esta proteina cumple diversas funciones, siendo
dos de las mas importantes la produccién de plastoquinona, un transportador clave de electrones en la
cadena de transporte de electrones durante la fotosintesis, y su participacion en la captura de fotones

para los procesos autétrofos.
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La expresion del gen psbA mostro diferencias significativas (p < 0.05) entre temporadas para el sitio de La
Llave, con una expresién significativamente mayor en la temporada calida en comparacion con la

temporada fria (Figura 12).

Por otro lado, los niveles de expresién del gen psbA entre sitios mostraron diferencias significativas (p <
0.05). Para la temporada calida, La Llave presentd una mayor expresiéon en comparacion con El Rincon.

Durante la temporada fria no se presentaron diferencias significativas entre ambos sitios (Figura 12).

dF SS MS F p-value
Sitio 1 11.92 11.91 3.977 0.0615
Temporada 1 10.18 10.176 3,396 0.0819
Interaccion 1 16.87 16.875 5.631 0.0290*
* %
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Figura 12. Expresion relativa del gen psbA. En el eje X se observan las temporadas, la temporada calida (C) y la
temporada fria (F). En el eje Y se observa el valor de expresion relativa transformado a Log2. Los sitios se representan
en colores diferentes: El Rincon (R) en morado y La Llave (LI) en verde. Los asteriscos negros representan diferencias
significativas entre sitios y los azules entre temporadas (**p < 0.05; LSD de Fisher). En la parte superior se encuentran
los resultados del ANOVA.

3.4.1.3 Gen psaA

Otro de los genes analizados que tiene funciones en vias asociadas a la fotosintesis y en el transporte de
electrones es el psaA. Este gen codifica para la proteina principal del fotosistema | (PSl). El gen psaA, igual
que el gen psbA, es importante en la cadena de electrones que finalmente logra producir moléculas

principales, como ATP y NADPH, vitales para el metabolismo del simbionte.
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Los resultados de expresion del gen psaA no mostraron diferencias significativas entre temporadas de
cada sitio como se observa en la Figura 13. Sin embargo, la expresion del gen psaA en La Llave fue mayor
en la temporada cdlida, a comparacién de la temporada fria. Por otro lado, El Rincén no presentd una

diferencia de expresion significativa entre temporadas.

Por otra parte, la comparacién entre sitios mostré diferencias significativas (p < 0.05) entre La Llave y el
Rincdn, donde La Llave presenté una mayor expresion en comparacién con El Rincédn en temporada calida.

De igual forma, en temporada fria no hubo diferencias significativas en esta temporada entre los sitios.

dF SS MS F p-value
Sitio 1 42.11 42.11 13.084 0.00184*
Temporada 1 4.89 4.89 1.521 0.23254
Interaccién 1 9.22 9.22 2.864 0.10691
* ¥
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Figura 13. Expresion relativa del gen psaA. En el eje X se observan las temporadas, la temporada calida (C) y la
temporada fria (F). En el eje Y se observa el valor de expresion relativa transformado a Log2. Los sitios se representan
en colores diferentes: El Rincon (R) en morado y La Llave (LI) en verde. Los asteriscos representan diferencias
significativas entre sitios (**p < 0.05; LSD de Fisher). En la parte superior se encuentran los resultados del ANOVA.

3.4.2 Genes de transporte de nitrégeno

3.4.2.1 Gen NRT2

Otra de las vias importantes para el simbionte es la asimilacién del nitrégeno, en la cual participa uno de
los genes evaluados conocido como NRT2. Este gen codifica para la proteina “Nitrate Transporter 2”, que

es una proteina de membrana encargada de transportar el nitrogeno al interior de la célula en su forma
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nitrato (NOs). Este gen es importante, ya que el nitrato se utiliza en diversas vias, una de las mas

importantes es la produccién de aminoacidos.

La expresidn del gen NRT2 no mostré diferencias significativas entre temporadas en cada sitio (Figura 14).
Por otro lado, la comparacién entre sitios mostré diferencias significativas (p < 0.05) en ambas
temporadas: La Llave presentd una mayor expresion, tanto en temporada cédlida como en temporada fria

en comparacion con El Rincén (Figura 14).

dF SS MS F p-value
Sitio 1 40.32 40.32 11.816 0.0024*
Temporada 1 1.12 1.12 0.328 0.5729
Interaccion 1 0.21 0.21 0.061 0.8078
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Figura 14. Expresion relativa del gen NRT2. En el eje X se observan las temporadas, la temporada calida (C) y la
temporada fria (F). En el eje Y se observa el valor de expresion relativa transformado a Log2. Los sitios se representan
en colores diferentes: El Rincon (R) en morado y La Llave (LI) en verde. Los asteriscos representan diferencias
significativas entre sitios (**p < 0.05; LSD de Fisher). En la parte superior se encuentran los resultados del ANOVA.

3.4.2.2 Gen AMT2

El gen AMT2 codifica para la proteina “Ammonium Transporter 2”, involucrada en la via de transporte de
nitrégeno, ya que transloca nitrégeno al interior del simbionte en su forma NH;* 0 amonio, y se encuentra
en la membrana celular. El amonio es un nutriente importante, utilizado en la produccién de aminoacidos

para la célula.
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La expresion relativa del gen AMT2 entre temporadas de cada sitio presentd niveles de expresion
diferentes. En El Rincdn se encontraron diferencias significativas entre ambas temporadas (p < 0.05); en la
temporada fria la expresiéon fue mayor. Por otro lado, en La Llave no se observaron diferencias

significativas entre temporadas (Figura 15).

La comparacion entre sitios mostré que en la temporada célida hubo diferencias significativas (p < 0.05)
entre los sitios, y se observé que La Llave presenta una mayor expresion. Por otra parte, en la temporada

fria, los sitios no mostraron diferencias significativas (Figura 15).

dF SS MS F p-value
Sitio 1 0.142 0.142 0.246 0.6247
Temporada 1 1.725 1.725 2.989 0.0979
Interaccion 1 4.111 4.111 7.121 0.0140*
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Figura 15. Expresion relativa del gen AMT2. En el eje X se observan las temporadas, la temporada célida (C) y la
temporada fria (F). En el eje Y se observa el valor de expresion relativa transformado a Log2. Los sitios se representan
en colores diferentes: El Rincdn (R) en morado y La Llave (LI) en verde. Los asteriscos azules representan diferencias

significativas entre temporadas y los negros entre sitios (**p < 0.05; LSD de Fisher). En la parte superior se encuentran
los resultados del ANOVA.
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Capitulo 4. Discusion

Porites panamensis es un coral escleractinio que se asocia generalmente con simbiontes del género
Cladocopium (Turnham et al., 2021), su extensa distribucion latitudinal a lo largo del Pacifico Oriental
Tropical (Glynn et al., 2017) ha despertado el interés sobre su plasticidad fenotipica y la de sus simbiontes.
Una de las aproximaciones para entender esta plasticidad es mediante estudios fisioldgicos y de expresion
génica tanto del coral como de sus simbiontes (Kenkel & Matz, 2016). Por ejemplo, los trabajos de
Martinez-Mercado et al., en revisién y Trejo-Estrada et al., 2025 realizados con las mismas colonias de P.
panamensis de este trabajo, destacan las diferencias ambientales entre tres sitios de Bahia de los Angeles
(Coronado, La Llave y El Rincdn), donde el Rincdn tiene un mayor indice de atenuacion de luz y
concentracién de clorofila a (biomasa), en temporada fria, lo que coincide con lo obtenido en este estudio
para ambas variables (Figura 7 y Figura 8). Ademas, Trejo-Estrada et al., 2025 decriben que la diferencia
de aclimatacion de las colonias de coral P. panamensis en La LLave se vid reflejada en marcadores
fisiolégicos relacionados al simbionte como su densidad dentro del coral y la cantidad de clorofila a
producida por la célula. En temporadas frias hay una mayor densidad de simbiontes que en temporadas
calidas. Ademas, sugieren que en temporada calida hay una mayor concentracién de clorofila a, producida
por el simbionte. Los estudios anteriores sugieren una aclimatacion local distinta entre los simbiontes de

El Rincén y La Llave, y una respuesta fisioldgica mediada por las condiciones ambientales estacionales.

4.1 Expresion de genes de las proteinas fotosintéticas

Partiendo de los trabajos de Martinez-Mercado et al., en revisidon y Trejo-Estrada et al., 2025, el presente
estudio es el primer trabajo de expresidon génica en el simbionte Cladocopium sp. asociado a P.
panamensis, que investiga la forma en la cual los simbiontes responden a través de la aclimatacidn a los
ambientes locales en BLA. Ademas, los resultados concuerdan con lo reportado por Martinez-Mercado et
al., en revisién, ya que el analisis individual de los genes Cladocopium sp. entre temporadas (fria y calida)
y sitios (La Llave y El Rincdn) mostré diferencias significativas entre todos lo genes analizados, con
excepcion de rbcL. Cabe recordar que los genes seleccionados pertenecen a dos vias metabdlicas clave de
Cladocopium sp.: fotosintesis y transporte de nitrogeno. Entre los genes de fotosintesis esta el gen rbclL,
que codifica para la proteina ribulosa-1,5-bifosfato carboxilasa/oxigenasa (RuBisCO), la cual participa en
el Ciclo de Calvin-Benson, donde su principal funcion es fijar el carbono inorganico (CO,), el cual es usado
para generar compuestos organicos (Hauser et al., 2015). El gen psbA codifica para la proteina D1 que

forma parte esencial del fotosistema Il (PSIl), que se localiza en la membrana tilacoide de los cloroplastos.
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Esta proteina tiene diversas funciones, como la produccién de plastoquinona, un transportador crucial de
electrones dentro de la cadena transportadora de electrones durante la fotosintesis y la captura de fotones
para procesos autétrofos (Edelman & Mattoo, 2008; Havaux, 2020). El gen psaA codifica para la proteina
Al, la cual es la principal del fotosistema | (PSl). Esta proteina, al igual que la D1, es importante en la cadena
de transporte de electrones en el proceso de fotosintesis que finalmente produce moléculas principales

como ATP y NADPH (Tian & Chen, 2024; Wardhan et al., 2017), vitales para el metabolismo del simbionte.

Como se observd en la Figura 12, la expresién del gen psbA fue significativamente mayor en La Llave que
en El Rincdn en temporada calida; ademas, la expresién génica en La Llave mostré diferencias significativas
entre temporadas, y fue durante la temporada cdlida cuando el gen psbA presentd una mayor expresion.
Nuestros resultados indicaron que hay una mayor cantidad de luz disponible para el simbionte en La Llave
anualmente (Figura 8), por lo que, un mayor nimero de fotones podrian ser captados por la proteina D1.
Esto se traduce en un mayor requerimiento de esta proteinay, por lo tanto, una mayor expresion del gen
que la codifica. Ademas, a medida que la radiacion UV irradia a la proteina D1, esta se va degradando
constantemente (Chaturvedi & Shyam, 2000; Kettunen et al., 1997), lo que desencadena un proceso de
autorreparacion de dicha proteina del fotosistema Il a través de un aumento en la expresidén del gen psbA
ante este dafio luminico (McGinley et al., 2012; Mulo et al., 2012). Ambos procesos, captacion de fotones
y autorreparacion por parte de la proteina D1, serian significativamente mayores en los simbiontes de La
Llave en comparacién con El Rincén, debido a las diferencias de atenuacion de la luz por efecto de una

menor y mayor turbidez del agua, respectivamente.

El proceso de degradacion y autoreparacion de la proteina D1 incrementa cuando se presenta estrés
térmico (McGinley et al., 2012), ademads altas concentraciones de nitrdgeno pueden aumentar la
susceptibildiad al estrés térmico, donde en El Rincén puede existir una alta concentracion de este nutriente
(Figura 9) (Wiedenmann et al.,, 2013; Wooldridge, 2013). Experimentos in vitro con cultivos de
Cladocopium sp. sugieren que, al aumentar la temperatura, en condiciones de luz controlada, la expresion
de psbA, incrementa hasta llegar a los 32 °C. Pasando este umbral de temperatura, la expresion del gen
disminuye (McGinley et al., 2012), e incluso se inhibe su expresién como se ha observado en el género
Symbiodinium sp. (Schrameyer et al., 2016), este proceso se conoce como fotoinhibicion (Hennige et al.,
2012). La temperatura mas alta registrada en temporada célida en BLA fue de aproximadamente 31 °C
(Figura 6) para El Rincdn, lo que sugiere que los niveles bajos de expresion de psbA en Cladocopium sp. se
derivaron de la temperatura, mostrando posiblemente fotoinhibicién por estrés térmico (Mulo et al.,
2012), ademas de la cantidad de nitrédgeno pudo ser factor para su suceptibilidad ante este estrés. Aunque,

alolargo del afio, el Rincon tiene mayor indice de atenuacion (Figura 8), en el mes de muestreo se presento
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el mismo indice entre los sitios. Esto indica que la cantidad de luz (fotones) e intensidad de radiacidon UV
fueron otros factores que influyeron directamente en la expresién del gen psbA. Por otro lado, en la
temporada fria la temperatura disminuyo a 16 °C en La Llave y 18 °C en El Rincdn (Figura 6). Ademas, la
penetracidon de luz se vié limitada debido al aumento de nutrientes, productividad primaria, materia
organica (Figura 7 y 9) y de biomasa en BLA (Martinez-Fuentes et al., 2022). Estas condiciones podrian
disminuir significativamente la expresién del gen psbA, sobre todo en El Rincdn, que es un sitio con mayor
turbidez a lo largo del afio (Martinez-Fuentes et al., 2022), por lo que el simbionte no requeriria una
constante expresion del gen psbA en El Rincdn, en comparacién con La Llave. Ademas, en corales como
Montipora digitata se observd in vitro una disminucién de la eficiencia fotosintética de sus simbiontes a

temperaturas menores a 20 °C (Saxby et al., 2003).

La expresion del gen psaA, confirma lo anterior, pues su expresién fue similar a lo observado en la
expresion del gen psbA entre los sitios estudiados en BLA (Figura 12). En La Llave, su expresion fue mayor
en comparaciéon con El Rincén para ambas temporadas. Dadas las caracteristicas de La Llave, es posible
gue haya una constante reparacion de la proteina Al que codifica este gen como sucede con el gen psbA
(McGinley et al., 2013). Como lo muestran algunos estudios, estos genes tienden a tener respuestas
similares ante las mismas condiciones irradiancia e incluso en condiciones de estrés térmico (McGinley et
al., 2012; Bellantuono et al., 2019; Danilova et al., 2018; Yang et al., 2024). Sin embargo, la expresion del
gen psaA no mostré diferencias significativas entre temporadas (Figura 13). Para El Rincon, mostré una
expresion ligeramente menor en la temporada célida a comparacién de la temporada fria, similar a lo
observado con el gen psbA. Ademas, el gen psaA no tuvo diferencias significativas entre temporadas en
La Llave, lo que sugiere que Cladocopium sp. podria tener mecanismos alternos para mantener la funcion
del fotosistema |, ya que el dafio fotosintético se acumula en su mayoria en el fotosistema Il por absorber
fotones de mas alta energia (Vasilikiotis & Melis, 1994; Kato et al., 2003; Yordanov & Velikova, 2000; Aro
et al., 1993; Larkum, 2003, lvanov et al., 2017), por lo que su la expresion del gen psaA seria mas estable
durante los cambios de temperatura (Figura 6), penetracién de luz (Figura 8) y radiacion UV, entre las

temporadas cdlida y fria en BLA.

El tercer gen involucrado en las vias fotosintéticas y metabdlicas de Cladocopium sp., es rbcL, el cual
codifica para la proteina RuBisCO, misma que cataliza la primera etapa del ciclo de Calvin-Benson, que
consiste en la fijacion del CO,. Este paso es crucial para la sintesis de azlcares y otros compuestos organicos
(Prywes et al., 2023). Se sabe que la expresion de rbcl puede ser sobreregulada en parte por la cantidad
de luz y temperatura (Mayfield et al., 2014; Chong et al., 2017) y en cultivos de Symbiodinium sp., se ha

observado incluso su sobreexpresidon en condiciones de estrés térmico (Gierz et al., 2017). A pesar de que
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no se encontraron diferencias significativas en la expresion de rbcl entre sitios, los datos muestran una
tendencia consistente hacia una mayor expresién en La Llave durante ambas temporadas (Figura 11). Este
resultado podria deberse a que La Llave en temporada cdlida recibe mas luz dado su menor indice de
atenuacién (Martinez-Mercado et al., en revisién), lo que favorece a los simbiontes y podria promover una
mayor expresion de rbclL. Por otro lado, El Rincdn es una zona mds turbia con una menor penetracion de
luz (Figura 8), lo que podria haber reducido las condiciones necesarias para una mayor expresion de este
gen, aungue no se observd una diferencia estadisticamente significativa. Estos resultados sugieren que,
aunque las condiciones ambientales entre los sitios varian, estos factores, temperatura y luz no fueron

suficientes para generar diferencias importantes en la expresidn de rbcl en este estudio.

Los resultados al contrastar entre temporadas, por otro lado, muestran un comportamiento contrario al
que se esperaria. En la temporada calida, por la regulacion de luz y temperatura, se esperaria que dichas
variables incidieran en la expresién de rbcL, aumentdndola (Mayfield et al., 2014; Chong et al., 2017). Sin
embargo, la temporada fria fue la que mostré una mayor expresién en ambos sitios (Figura 11). Esto puede
deberse a tres factores principales: en primer lugar, se ha observado que la expresién de rbcl en plantas
y en algunas algas se mantiene estable, incluso en periodos de obscuridad (Shiina et al., 1998; Singh et al.,
2001). Este fendmeno ha sido relacionado con la regulacion post-transcripcional de rbcl mediante enzimas
como MRL1, la cual mantiene estable a la proteina RuBisCO, a pesar de la fotoinhibicion de los
fotosistemas Il y | (Johnson et al., 2010). Ademas, existen regiones conservadas de la subunidad pequefia
de la RuBisCO que permite la estabilidad de la proteina bajo factores ambientales estresantes, mejorando
su capacidad de estabilidad térmica (Du et al., 2000), por lo que las ligeras diferencias de expresion entre
ambas temporadas pueden ser causadas por los diferentes factores de transcripcién involucrados en la
expresion de los genes psbA, psaA y rbcl, presentdndose en este Ultimo mecanismos de regulacion
distintos (Saibo et al., 2009; Sage & Kubien, 2007). El segundo factor puede ser derivado a la cantidad de
CO; disponible en cada temporada; dado que el simbionte no estd expuesto al carbono inorganico
ambiental, el coral puede limitar la cantidad de CO, que recibe el simbionte (Tansik et al.,2017;
Wooldridge, 2010; Allemand, et al., 1998). Se ha observado que, durante la temporada fria, hay un mayor
aporte de Carbono Inorganico Disuelto (DIC, por sus siglas en inglés) asociado a la presencia de corrientes
ricas en nutrientes que llegan desde el Canal de Ballenas, ademds de la mezcla vertical por surgencias que
hay en esta temporada (Martinez-Fuentes et al., 2022; Hernandez-Ayédn et al., 2013; Liu et al., 2010). El
DIC incluye compuestos como &acido carbdnico (H,COs), bicarbonato (HCOs™) y carbonato (COs?), el
simbionte recibe el CO; a través del HCOs™ adquirido por el coral; este es catalizado por la anhidrasa
carbénica, la cual libera una molécula de CO,;, misma que es fijada por la RuBisCO (Zoccola et al., 2015; Ros

et al., 2020). La mayor expresion del gen rbcl en El Rincon podria estar relacionada con la disminucion de
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luz y/o el aumento en la disponibilidad de DIC en temporada fria (invierno). Esto podria sugerir que los
simbiontes mantienen o mejoran su capacidad fotosintética como una estrategia para llevar a cabo una

fotosintesis 6ptima en sitios ricos en DIC (Roberty et al., 2020), como BLA.

Los patrones de expresion de los genes psbA, psaA y rbcl podrian indicar que los simbiontes Cladocopium
sp., tienen una regulacidn de la capacidad y los requerimientos fotosintéticos mediada por la respuesta
fisioldgica del holobionte al ambiente de cada sitio y que las diferencias ambientales entre La Llave y El
Rincdn son observables a través de esta respuesta de aclimatacidn diferencial de los simbiontes in hospite,
donde la actividad fotosintética pudiera ser mayor en La Llave y menor en El Rincdn debido principalmente

a la diferencia de la irradiancia entre cada sitio.

4.2 Expresion de genes de los transportadores de nitrégeno

Otra ruta metabdlica, que ha sido poco estudiada en comparacién con la fosintesis en los simbiontes, pero
que esta estrechamente vinculada a su actividad fotosintética y que es esencial para la sintesis de
aminodcidos y otros compuestos nitrogenados, es la asimilacidon del nitrégeno inorganico en dos de sus
formas moleculares: nitrato (NOs3’) y amonio (NH4*) (DiRoberts et al., 2021) (Stevenne, 2024). Por una
parte, el coral provee y en parte limita la cantidad de nitrégeno que le proporciona al simbionte (Pang et
al., 2021; DiRoberts et al., 2021). En cambio, en el holobionte, los simbiontes son la principal fuente de
asimilacidon de NHs* (Grover et al., 2002; Pernice et al., 2012) y sélo ellos poseen la maquinaria enzimatica
para asimilar el NOs™ (Dagenais-Bellefeuille & Morse 2013; Sanz-Luque et al., 2015). Entre los genes de
asimilacidn de nitrégeno que se han confirmado en el genoma de Symbiodiniaceae (Sproles et al. 2018),
se encuentran aquellos que codifican para ciertas proteinas de membrana conocidas como transportador
2 de nitrato (NRT2) y transportador 2 de amonio (AMT2), los cuales permiten el transporte de nitrégeno
del exterior (compartimentos del coral) al interior del simbionte en sus formas NOs™ y NH/,

respectivamente.

Los resultados mostraron que la expresion de NRT2 entre temporadas no presentd diferencias
significativas en ninguno de los sitios, lo que sugiere que la expresidon se mantiene constante entre
temporadas (Figura 14). En la temporada calida la expresién fue mayor en ambos sitios, con una diferencia
minima. Estos resultados son contrarios a lo observado con relacion al Carbono Oranico Partoculado (POC,
por sus siglas en inglés) y clorofila a, que es un proxy de la biomasa fitoplancténica (Vereshchaka et al.,
2022). Ya que, en temporada fria, estas variables fueron mayores en BLA (Figuras 7 y 9), derivado de las

corrientes que proveen nutrientes disueltos, enriqueciendo la bahia en esta temporada (Martinez-Fuentes
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et al,, 2022). A pesar de que en este estudio se esperaba observar una mayor expresiéon de NRT2, tal como
mencionan Sanz-Luque et al. (2015), donde describen que la abundancia de la proteina NRT2 podria
reflejar la cantidad de nitrato absorbido, lo cual podria indicar los niveles de nitrato presentes en el
entorno exterior del holobionte. Sin embargo, la abundancia de nitrégeno disponible para el simbionte
depende del coral, ya que, el simbionte no tiene acceso al nitrégeno del ambiente, el coral se lo
proporciona mediante los desechos metabdlicos al consumir materia organica como POC (Muscatine &
Porter, 1977). Entre mas alimento disponible en el ambiente, el coral recurre a una mayor alimentacion
heterotrofica (Houlbréeque & Ferrier-Pages, 2009), lo que podria incrementar la disponibilidad de
nutrientes para el simbonte (Martinez et al., 2022). Tomando en cuenta lo anterior, se esperaria un mayor
aporte de nitrédgeno del coral al simbionte en temporada fria, tanto en La Llave como en El Rincén, debido
a que en esta temporada los sitios son ricos en POC y nutrientes inorganicos (Figura 9) (Martinez-Fuentes
et al., 2022; Hidalgo-Gonzélez et al.,1997; Millan-Nufiez & Yentsch, 2000), lo que se traduciria en una
mayor expresion de NRT2 para transportar el nitrégeno. Sin embargo, no se observaron diferencias
significativas entre temporadas en ambos sitios, lo que indica que la alimentacion heterotréfica del coral
y la cantidad de nitrégeno que este le provee a los simbiontes no influyd en la expresion de NRT2 en ambas
temporadas. De igual forma, la temperatura tampoco condicioné la expresion de NRT2, ya que, como se
observa en al Figura 14, su expresién no mostré diferencias entre temporadas, pese a que entre los sitios

se observé una diferencia significativa de temperatura entre temporadas (Figura 6).

Por otra parte, si se encontraron diferencias significativas entre los sitios, tanto en la temporada cdlida
como en la temporada fria (Figura 14). En ambas temporadas, Cladocopium sp. presentd una expresion
significativamente mayor en La Llave en comparacion con El Rincén, lo que podria deberse a los
requerimientos fisiolégicos de los simbiontes de La Llave debido a la alta actividad de los fotosistemas en
este sitio. Los simbiontes necesitan mantener una relacién de C:N equilibrada en lugares donde hay mayor
disponibilidad de luz como La Llave, para regular y optimizar dichos nutrientes en el holobionte, ya que en
dicha estequiometria, el coral esta limitado para obtener nitrégeno molecular, por lo que el carbono se
encuentra en mayor proporcién dentro del simbionte, esta relacién estequiométrica varia dependiendo
del tipo de coral que alberga al simbionte y sus requerimientos fisiolégicos (Dubinsky & Jokiel,
1994;Blanckaert et al., 2020). Por otro lado, El Rincon presenta una menor expresiéon del gen NRT2, lo que
podria deberse a la preferencia del simbionte por otros compuestos nitrogenados como el amonio, ya que
en este sitio, hay una mayor concentracion de materia organica (Figura 9) y de nutrientes inorganicos
(Martinez-Fuentes et al., 2022; Hidalgo-Gonzalez et al.,1997). Energéticamente, es mas costoso asimilar
nitratos que asimilar amonio, tanto para el coral como para los simbiontes (Radecker et al., 2015). Ademas,

la disponibilidad de amonio puede inhibir la asimilacion de nitratos (Domotor & D'Elia, 1984), lo que
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explicaria la baja expresién de NRT2 en El Rincdn, donde el simbionte asimilaria preferentemente amonio
derivado del metabolismo del coral, evitando el gasto energético que implica reducir los nitratos a nitritos
para producir principalmente 6xido nitrico (NO) en este sitio (Rottier et al., 2020), donde la actividad

fotosintética podria no ser suficiente para mantener los requerimientos metabdlicos del holobionte.

El amonio (NH.*) es transportado al interior de la célula simbionte mediante una proteina de membrana
conocida como transportador 2 de amonio (AMT2). Este es un nutriente que podria competir con la
asimilacion de nitrato y ocasionar variaciones en la expresién de los transportadores de nitrégeno
(Radecker et al., 2015; Pernice et al 2012). Al contrario de la expresidn de NRT2, la expresién del gen AMT2
mostré diferencias significativas entre temporadas para El Rincén (Figura 15), y fue la temporada fria en
la cual hubo una expresidn significativamente mayor. La expresion de este transportador se relaciona con
la cantidad de materia organica disponible para el coral en temporada fria en este sitio (Figura 9), tal como
han descrito otros autores (Sproles, 2017; Radecker et al., 2015; Pernice et al 2012). Cladocopium sp.
puede sobreexpresar el gen AMT2 en condiciones variantes de nitrégeno (Sproles, 2017), como sucede en
El Rincdn, puesto que es mas facil de asimilar y transportar desde el coral al simbionte (Radecker et al.,
2015; Pernice et al 2012). Ademas, como se menciond anteriormente, la nutricién autotrofa del coral
puede verse limitada debido al bajo indice de irradiancia y alta turbidez en El Rincdn, especialmente en
temporada fria, por lo que el coral recurre a la nutricién heterdtrofa. Lo que se traduce en una mayor
disponibilidad de amonio de los desechos metabdlicos (Muscatine & Porter, 1977), que el simbionte puede
transportar al interior de la célula expresando mayor AMT2. Adicionalmente, esta mayor expresion de
AMT2 en temporada fria coincide con lo observado por Fan et al. (2020), quienes describen que en algas
verdes el gen AMT2 puede desempeiiar un papel mas importante a temperaturas bajas. Sin embargo, los
organismos de La Llave no presentaron diferencias entre temporadas, lo que sugiere que tanto la
temperatura como la cantidad de POC no son variables que influyan directamente en la expresion de

AMT2 en este lugar.

Por otro lado, la comparacién entre sitios mostré diferencias significativas entre La Llave y El Rincén en
temporada calida. Los simbiontes de La Llave mostraron una mayor expresion de AMT2 en comparacién
con los de El Rincdn. Segun lo observado por Martinez-Mercado et al. (en revision) y Trejo-Estrada et al.
(2025), la densidad de simbiontes es menor en temporada calida para ambos sitios, por lo que una menor
cantidad de simbiontes en las colonias puede permitir que se exprese AMT2 para capturar mas amonio a
manera de compensacion (Krueger et al., 2020). Sin embargo, el coral limita el suministro de nitrégeno al
simbionte, para controlar la densidad simbidtica y evitar su proliferacién descontrolada (Radecker et al.,

2015; Yellowlees et al., 2008; Muscatine et al., 1989). Por lo que un menor suministro de amonio (y
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nitratos) a los simbiontes de La Llave, por parte del coral, podria ocasionar un mayor requerimiento y por
ende una mayor expresién de los transportadores de nitrégeno del simbionte. Por otro lado, el simbionte
asimila la cantidad de amonio necesaria segln sus requerimientos fisioldgicos (Pernice et al., 2012). Lo
gue sugiere que en la temporada calida los simbiontes estdn metabdlicamente mas activos, como se
observa en las vias fotosintéticas, derivado de la alta irradiancia en La Llave. Esto significaria que los
simbiontes requieren mayor cantidad de nitrégeno para compensar los requerimientos de vias como el
ciclo Glutamato sintasa, Glutamato oxoglutarato aminotransferasa (GS/GOGAT) y el ciclo de Krebs (Pernice
et al., 2012). De igual forma el coral necesitaria mas nitrégeno para mantener la tasa de calsificacidn en

temperaturas calidas (Béraud et al., 2013).

Por lo que se sugiere que la expresion de AMT2 en temporada calida se vio influenciada por la densidad
simbidtica, asi como la expresion del gen NRT2, donde mantienen un metabolismo mas activo en esta
regiéon en comparacion con El Rincén, ademds, Cladocopium sp necesita una éptima relacion C:N ante la
demanda energética en La Llave. A pesar de que la expresién de AMT2 podria depender de la luz segin lo
observado en algas fotosintéticas por Ermilova et al. (2010), esta también dependeria de la cantidad de
amonio disponible. Lo observado en el Rincdn muestra una aclimatacion en temporada fria, donde al ser
rica en nutrientes y contar con un mayor indice de atenuacidn de luz, el holobionte recurre a su nutricidon
heterdtrofa, regulada por la disponibilidad alimento en el ambiente. Sin embargo, aln es poco estudiada
la asimilacién y transporte de nitrégeno y amonio in hospite en simbiontes como Cladocopium sp. y los

procesos fisioldgicos implicados en la simbiosis coral-Symbiodinaceae.

4.3 Vias de fotosintesis y asimilacion de nitrégeno en respuesta a los factores

ambientales

En general, la exploracién de la respuesta fisioldgica mediante la expresidn de los genes estudiados en
este trabajo puede darnos una interpretacién de los requerimientos fisiolégicos de los simbiontes in
hospite entre los sitios estudiados y sus temporadas. Como se muestra en las Figuras 16 y 17, nos
enfocamos en dos vias principales: fotosintesis, en la que participan los genes psbA, psaA y rbcL (Figura

16) y transporte de nitrégeno, en la que se ven involucrados los genes NRT2 y AMT2 (Figura 17).

La Llave presentd una mayor expresion en los genes psbA y psaA, ademas de los genes NRT2 y AMT2 en
temporada cdlida en comparacion con lo observado en El Rincén. Lo anterior sugiere una mayor eficiencia

metabdlica de los simbiontes (Yellowlees et al., 2008) de la Llave, en dicha temporada. Las diferentes
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capacidades fotosintéticas entre los endosimbionte de cada sitio se pueden ver afectadas por la cantidad
de luz que reciben, donde La Llave presenta un menor indice de atenuacién de luz (Martinez-Mercado et
al., en revision), ademas de la temperatura y nutrientes que llega a cada sitio, donde La Llave presenté una
mayor expresion relativa de psbA y psaA. El gen psbA es el que cuenta con una mayor expresion en
temporada cdlida, ya que este gen, perteneciente al fotosistema I, esta involucrado en la sintesis de la
proteina D1, la cual es mas susceptible a estrés térmico y la alta irradiancia (Hoogenboom et al., 2012).
Estos resultados coinciden con otros trabajos que describen la sobreexpresién de este gen en sitios con
altas condiciones de luz y temperatura (Hill et al., 2011; Supasri et al., 2021; Warner et al., 1999; Lin et al.,
2019; Raymond, 2021). Sin embargo, diversos trabajos coinciden que arriba de 30 °C, Cladocopium sp.
entra en un estrés térmico que afecta principalmente las proteinas D1 y Al de los fotosistemas
(Bellantuono et al., 2019; Lilley et al.,2010), pudiendo desencadenar un proceso de fotoinhibicion térmico

(Mulo et al., 2012).

El gen rbcL, no presentd diferencias de expresion relativa entre los sitios y las temporadas de BLA. La
estabilidad de expresion del gen rbcl en Cladocopium sp. en el rango de temperaturas de BLA, sugiere que
este endosimbionte es capaz de aprovechar y fijar el CO, a temperaturas variables (desde 16 °C hasta 31
°C), lo que indica que la produccién de azucares no se ve alterada (Figura 16)., lo que podria estar pasando
en El Rincén con los genes psbA (Figura 12) y psaA (Figura 13). Ademas, en este trabajo el nivel de
expresion del gen rbcl presentd estabilidad ante las diferentes condiciones y sitios, que, como lo describe
Chong et al. (2017), puede ser utilizado como un gen de referencia o “housekeeping”. Aunque, esto podria
depender de la tolerancia térmica especifica de los endosimbiontes de la familia Symbiodinacea, ya que
suele variar entre géneros e incluso entre especies (McGinley et al., 2012; Parkinson et al., 2016; Salas et

al., 2017; Pochon et al.,2014).

La ruta de asimilacién de nitrégeno en Cladocopium sp. es crucial para el correcto funcionamiento del
holobionte (Radecker et al., 2015), ya que es aprovechada por el coral para el suminsitro y limitacién del
nitrégeno a los simbiontes, lo que regula la densidad de células de Cladocopoium sp. que alberga
(DiRoberts et al., 2021). Por lo tanto, tiene una gran importancia ecoldgica en el ciclo de nitrégeno. La
Llave y El Rincdn presentan diferencias en la expresidn de los genes AMT2 y NRT2, lo que indica el uso de
diferentes estrategias fisioldgicas para el funcionamiento de las vias principales asociadas al nitrégeno

(Figura 17).

Como se mencioné anteriormente, en general, los endosimbiontes de La Llave presentaron mayor

expresion, de los genes NRT2 y AMT2 especialmente en temporada cdlida. Los niveles de expresidon de
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ambos genes estan relacionados con la necesidad de satisfacer los requerimientos energéticos debido a
que las altas temperaturas demandan un mayor gasto energético. Ademas la asimilacion de nitrégeno en
forma de amonio desempefia un papel importante en la capacidad de tolerancia térmica del holobionte,
al aumentar la capacidad fotosintética y hacerla mas eficiente (Roberty et al., 2020; Béraud et al., 2013).
Durante la temporada fria, la expresidn del gen NRT2 fue mayor en La Llave mientras que, de manera
interesante, la expresion del gen AMT2 fue mayor en El Rincén (Figuras 18 y 19). Se sabe que El Rincdn,
sobre todo en temporada fria, es rico en nutrientes, POC y biomasa, lo que deriva en la alta turbidez
observada en el sitio y la poca penetracion de la luz (Martinez-Fuentes et al., 2022; Trejo-Estrada et al.,

2025).

TF TC
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Figura 16. Via fotosintética en Cladocopium sp. in hospite. Mecanismo de la respuesta fisioldgica en la via
fotosintética entre temporadas (TF: temporada fria, TC: Temporada calida) y sitios (R: Rincén, LL: Llave).

En ausencia de estrés térmico, los simbiontes Cladocopium sp. tienden a translocar grandes cantidades de
nitrogeno asimilado al coral en comparacién con otros géneros endosimbiontes (Ezzat et al., 2017; Baker
et al., 2013). Debido a las bajas cantidades de luz que reciben los endosimbiontes en El Rincén, y por lo
tanto, las bajas tasas de fotosintesis en la temporada fria, el coral podria recurrir a la nutricidon heterétrofa
como fuente de nutrientes a través del nitrégeno inorgdnico disuelto y el POC capturado del ambiente. En

esta situacion, es preferible para Cladocopium sp. expresar una mayor cantidad del gen AMT2, ya que se
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ha descrito en diversos estudios que los simbiontes prefieren asimilar amonio antes que nitratos, puesto
gue su asimilacién no requiere un paso extra de reduccién por la nitrato reductasa como con los nitratos
(DiRoberts et al., 2021; Stevenne, 2024), e incluso pudiendo inhibir la expresién del gen NRT2 (Li et al.,
2021; Avila Magana, 2020). El metabolismo del nitrdgeno es vital para la nutricion del coral Porites
panamensis, en el cual las estrategias de asimilacién de este nutriente podrian definir su respuesta
fisioldgica y aclimatacion local. Ademas, la capacidad especifica de Cladocopium sp. para fijar carbono y
de translocar nitratos al coral, podria en parte explicar la preferencia de P. panamensis a asociarse con

este género de simbiontes en BLA (Ezzat et al., 2015; Pernice et al., 2012; Ezzat et al., 2017).
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TE TC TF  TC Factores de Glutamato Glutamato
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t AMT2 t"m Sintesis de aa
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Figura 17.Via de asimilacion de nitrégeno en Cladocopium sp. in hospite. Mecanismo de la respuesta fisioldgica en la
via fotosintética entre temporadas (TF: temporada fria, TC: Temporada calida) y sitios (R: Rincdn, LL: Llave).
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Capitulo 5. Conclusiones

En conclusidn, los resultados de este estudio indican que las diferencias en la expresion de genes
fotosintéticos y de asimilacién de nitrogeno de Cladocopium sp. entre La Llave y El Rincdn estdn asociados
a los cambios estacionales y sugieren diferentes estrategias fisiolégicas de los simbiontes. La mayor
eficiencia metabdlica observada en La Llave sugiere un mejor aprovechamiento de los recursos
disponibles, especialmente en temporadas calidas, mientras que la alta expresidon del gen AMT2 en El
Rincdn, a pesar de la alta disponibilidad de POC, indica la preferencia del simbionte por el amonio. Estas
dinamicas resaltan la compleja interrelacién entre los corales y sus simbiontes, y cdmo la variabilidad en
la disponibilidad de nutrientes puede influir en sus estrategias de asimilacién y, en ultima instancia, en la

salud del holobionte.

Los resultados de expresion de estos genes coinciden con lo reportado en otros trabajos realizados en BLA,
en cuanto a la diversidad genética de Cladocopium sp.(Martinez-Mercado et al., en revision); y la respuesta
fisiolégica de P. panamensis (Trejo-Estrada et al., 2025). Ademas, contribuyen a comprender cémo el
modelo simbiético Porites panamensis-Cladocopium sp. es exitoso en esta regidn con una gran variabilidad
estacional y diferencias en la dindmica ocednica entre los sitios estudiados. Las estrategias fisioldgicas
estudiadas se suman a los diversos mecanismos de aclimatacidon de este y otros modelos simbidticos
cndiario-Symbiodiniaceae. Por lo que el estudio de estos mecanismos es crucial para la conservacion y

manejo de los ecosistemas coralinos ante los cambios ambientales actuales.
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Anexos
Tabla 3. Concentraciones y volumenes para preparar el Master mix Evagreen 2x.
Componente 1 master mix [Final]
Go Taq Flexi Buffer Colorless (5x) 400 pl 2X
MgCl2 (25 mM) 200 ul 5mM
dNTP (10 mM) 40 pl 0.4 mM
Go Tag Flexi DNA polimerasa (5u/ul) 12 ul 0.06 u/ ul
Evagreen (20x) 100 ul 2x
H20 libre de nucleasas 248 ul -
Volumen total 1000 pl
Tabla 4. Analisis in silico de estructuras secundarias para cada cebador.
Gen Cebador N° de AH maxima  Numero AG maxima Numero de AG maxima de
hairpins de hairpins de de dimeros heterodimeros  heterodimeros
(kcal/mol) dimeros (kcal/mol) (kcal/mol)
Fw:
ATGTGCC
AGGGTG 2 -21.2 11 -38.62
GAGACT
Cyc T 16 -38.62
Rv:
CCTGTGT
GCTTCAG 1 -34.3 6 -37.98
GGTGAA
Fw:
GCCTACA
TTTGCCG 1 -33.6 10 -40.67
ACAGAT
SAM G 17 -40.67
Rv:
AATGGC
TTGGCA 1 -29.1 12 -40.26
ACACCA
AT
Fw:
CGCGCTT
TTCAAGC 2 -31.8 11 -42.87
Tub frrect 12 -42.87
Rv:
CGGCAT
CTGACCA 3 -15.2 11 -39.27
TCAGGTT
Fw:
CAGTGA
ACGTGG 1 -25.1 10 -37.57
rbcl  AGGACA 15 -40.37
TGT
Rv:

AGTAGC 1 -21.5 1 -40.37



psbA

psaA

NRT2

AMT

ACGCCTC
ACCGAA
A
Fw:
TGCAGA
AACTGC
AGGAGA
TATTAGC
C

Rv:
TACTCCA
AGGGCA
GTGAAC
C
Fw:
AAGAAT
TGGGAA
CAGCAG
AT
Rv:
TCACAG
GGATAA
GTAAAA
CCAA
Fw:
AGAATG
ATGATAC
CAATCCC
AC
Rv:
CAAACA
CAGTCC
GCCAG
Fw:
GTCCATG
GGAATC
GTGACT
Rv:
AAGGCA
GCGAAC
ACCAA

-35.1

-23

-15.9

-23.8

-25.6

-25.3

-20.4

16

12

12

12

10

-48.14
19
-38.1
-36.73
12
-38.56
-38.35
17
-33.39
-35.5
12
-35.18

-48.14

-38.56

-38.35

-35.5
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lineal de cada curva estandar realizada para cada gen respectivamente.
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74

4

Figura 20. Electroforesis en gel de agarosa para la visualizacion de ARN total extraido del holobionte de muestras de
El Rincén. El carril 1 corresponde al marcador molecular QuickLoad de 1 Kb. Los carriles 2-4 muestran los ARN
extraidos de P. panamensis de la temporada fria del 2022, mientras que los carriles 5-7 corresponden a las muestras
de la temporada calida del 2023. La flechas azules sefalan las bandas de ARN de alto y bajo peso molecular del
holobionte. La electroforesis se realizé a 80 V durante 30 min.

Figura 21. Electroforesis en gel de agarosa para la visualizacion de ARN total extraido del holobionte de muestras de
La Llave. El carril 1 corresponde al marcador molecular QuickLoad de 1 Kb. Los carriles 2-4 muestran los ARN extraidos
de P. panamensis de la temporada fria del 2022, mientras que los carriles 5-7 corresponden a las muestras de la
temporada calida del 2023. La flechas azules sefialan las bandas de ARN de alto y bajo peso molecular del holobionte.
La electroforesis se realizé a 80 V durante 30 min.
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Figura 22. Electroforesis en gel de agarosa para verificar el tratamiento con DNAsa del ARN total del holobionte. El
carril 1 corresponde al marcador molecular QuickLoad 100 pb. Los carriles 2-13 corresponden a un conjunto
representativo de las muestras tratadas con DNAsa. En el carril 14 se muestra el control positivo con amplificacion
del ITS (~420 pb) y el control negativo (NTC) en el carril 15. La electroforesis se realizé a 80 V durante 30 min.

Figura 23. Electroforesis en gel de agarosa para confirmacidn de sintesis de ADNc. El carril 1 corresponde al marcador
molecular QuickLoad 100 pb. En los carriles 2-3 se muestran los amplicones del gen SAM (~101 pb) amplificados a
partir del ADNc de las muestras. En el carril 4 se muestra el control negativo de la reaccion de sintesis de ADNc. El
carril 5 es el control positivo. El carril 6 es el control negativo de la reaccién de PCR (NTC). La electroforesis se realizé
a 80V durante 30 min.



