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Resumen.

El presente estudio prueba la hipdtesis de que dos especies dominantes de corales hermatipicos
(Pocillopora verrucosa y Pavona gigantea) se distribuyen verticalmente debido a las capacidades
fotoaclimatorias de sus simbiontes especificos. Los patrones de zonacidn vertical en estas
comunidades coralinas del Pacifico Oriental Tropical han sido explicados en base a presiones de
seleccion por depredacion selectiva por peces, La hipdtesis se pusc a prueba demostrando que
ambas especies de corales poseian dos enfidades simbidticas genéticamente distintas, con
adaptaciones particulares para explotar la luz y con un alto grado de especificidad con su
hospedero. Fara la identificacion se utilizaron comparaciones de secuencias, electroforesis
desnaturalizante (DGGE) y polimorfismo de fragmentos de restriccion (RFLP) de tres marcadroes,
genéticos, el gen 5.8S, la region ITS2, y la subunidad pequefna ribosomal (SSUrRNA). El
desempefio fotofisiclégico de los simbiontes in hospite {Qm) de cada especie de coral fue evaluado
mediante las emisicnes de fliorescencia de la clorofila a. Los parametros utilizados de esta sefial
fueron la eficiencia de separacién de carga real en el fotosistema dos {(Fv/fm) medida a medio dia
relativa al la eficiencia de separacion de carga potencial medida al atardecer (AF/m’). Se
realizaron experimentos de transplantacidn reciproca de 5 individuos de cada especie al opuesto
de su rango de distribucién con el fin de evaluar el gradc de especificidad mediante anélisis
genéticos y capacidad fotoaclimatoria de sus simbiontes. Los resultados de RFLP de SSUrRNA
para distinguir la afinidad filetica, muestran que los simbiontes de Focillopora verrucosa pertenecen
al filotipo (clade} D, y los de Pavona gigantea al filotipo C. Analisis de DGGE de ITS2 y filogenia de
fragmentos completos del gen 58S demuesiran la existencia de dos posibles especies de
dinoflagelados simbidticos con un parentesco filogenético distante. Los datos de Q,, muestran que
ambos taxa aprovechan diferencialmente la luz. Adicionalmete en situaciones de astrés metabdlico
provocado por el cambio en la cantidad de flujo de fotones, ambos dinoflagelados demostraron una
pobre capacidad de aclimatacién y un alto grado de especificidad con su hospedero. Tomado
juntos los resultados demuestran que la zonacidn vertical de P. verrucosa y F. gigantea, puede ser
explicada por la presencia de simbiontes con diferentes capacidades de explotar la luz. lo cual

refleja una verdadera diversificacion del nicho en un ecosistema arrecifal



Efecto de la diversidad de simbiontes especificos en el patrdn

de zonacién vertical de corales hermatipicos

|. Introduccion

Los arrecifes coralinos son uno de los ecosistemas marinos mas biodiversos y que llegan a formar
estructuras geologicas vivientes de gran escala. Esta estructura cementada en carbonato de calcio
ofrece refugio y alimento para mdltiples especies de crganismos de casi todos los fila reconocidos
en la actualidad, convirtiendo a estos ecosistemas en complejas redes tréficas en medio de un
océano somero, cligotréfico y con estrechoes intervalos anuales de temperatura, caracieristicos de
las regiones tropicales (Yonge, 1973; Goreau sf al, 1979; Falkowski &t a/, 1984; Veron, 1995)
Estos ecosistemas son utiizados ademas para una amplia gama de actividades humanas que van
desde las puramente recreativas, hasta aquellas donde comunidades basan su economia en la
explotacion de los recurscs a nivel artesanal e industrial (Roberts y Polunin, 1993). Los corales
hermatipicos, los principales constructores del arrecife, son eorganismos modulares con crecimento
indeterminado que pueden llegar a alcanzar tallas de hasta 10 m de diametro y edades de cientos
de afios (Veron, 1995). Dentro de su tejido viven dinoflagelados fotosintéticos del género
Symbiodinium, conocidos cominmente como “zooxantelas” los cuales pueden llegar a alcanzar
densidades de varios millones de individuos por centimetro cuadrade de tejido animal Esta
simbiosis surgid aproximadamente hace 220 m.a., de manera que las asociaciones que
observamos hoy dia han desarrollado un alto grado de especificidad e integracion ecolégica vy
nutricional por pare de ambas entidades, para formar unha sola unidad funcio
holosimbionte, el cual posee la ventaja selectiva de los dos componentes (Trench, 1992; Igiesias-
Prieto y Trench, 1094, 1997a).

En esta asociacion, el animal le ofrece al dinoflagelado refugic contra la depredacion al
mantenerse creciende dentro del tejido, el cual se encuentra sobre un esqueleto rigido calcareo.
Se ha hipotetizado que este limitado espacio para el desarrollo de los simbiontes favorecié la
aparicién de adaptaciones hacia un hospedero en particular, debido a la presion de seleccion de
competencia por espacio (Rowan, 1998). El simbionte ademds, aprovecha los desechos
metabodlicos del hospedero en forma de amonio y bidxido de carbono para la construccion de sus
proteinas y la reduccién del carbono inorganico para la produccién de biomasa via fotosintesis {
Falkowski et al., 1984). Por otro lado, el simbionte al ser un crganismo fotosintético, le brinda al
hospedero carbono organico principaimente en forma de glicerol, el cual es sustrato respirable para
el animal . Este aporte cubre en la mayoria de los casos mas del 100% de los requerimientos
metabdlicos basales del hospedero (Muscatine y Porter, 1977; Muscatine, 1980, Porter et af,
18984) La fotosintesis del alga ademas de contribuir a la produccion neta en el arrecife, esta



asociada con altas tasas de depositacion de carbonato de calcio, favoreciendo at crecimiento de la
matriz arrecifal (Goreau, 1963). De hecho, seria dificil concebir a los arrecifes coralinos tal como
los conocemos en la actualidad, si no fuera gracias a la simbiosis de estos dinoflagelados con los
corales escleractineos (Stanley y Stewart, 1998). Esta ventaja que tiene un holosimbionte de
combinar la heterotrofia con la autotrofia, se refleja en el éxito de este grupc a lo largo de la
historia evolutiva, dominando en los mares calidos y someros del planeta.

Esta simbiosis ecolégicamente obligada limita la distribucién de los corales hermatipicos a
la zona eufética, debido a la importancia del metabolismo del alga en la calcificacién y nutricion de
la asociacién intacta. En este espacio los integrantes de una comunidad arrecifal se ven sujetos a
diferentes gradientes amhientales Entre estos, la luz, la energia del clegje, v la cantidad de
zooplancton tienen un efecto sobre la fisiologia de esfos organismos, ia cual puede ser
representada tedricamenta como una gausiana, en donde el pico sefiala las condiciones 6ptimas
ambientales para algln proceso fisiologico en particular. Los extremos de la distribucion
representan los limites de tolerancia del organismo ante dicho factor ambiental (Levins, 1968) A
escalas evolutivas dicha representacion del desempefio de una especie coralina en funcidn a un
factor ambiental, que en este caso se encuentra asociado a la profundidad, puede crear
asociaciones predecibles a lo largo de dicho gradiente, convirtiendo el paisaje arrecifal en zonas de
dominancia de ciertas especies (comunmente denominada zonacian) adaptadas a las variaciones
ambientales a las que se encueniran sujetas (igiesias Prieio y Trench, 1884, 158873, L)

Este fendmeno ecolégico de zonacion ha sido explicado con base en procesos bicldgicos
come capacidad potencial de crecimiento, hahilidad competitiva, v depredacién selectiva En este
caso 5& ha documentado gue las especies ramificadas en general poseen una tasa de crecimiento
mas elevada con respecto a aquellas de crecimientc masivo y tienden a desarrollarse
preferentemente en las partes superiores del arrecife, de igual forma, algunas especies son mas
agresivas que otras, generande dominancia en ambos casos (Huston, 1985). Wellington (1982) por
su parte, encontré que los patrones de zonacion de dos especies dominantes en una comunidad
coralina tipica del Pacifico Oriental Tropical podrian ser explicados por la distribucion vertical
diferencial de peces , ya que la presencia o ausencia de estos significa el desarrollo preferente de
una especie de coral.

En la actualidad se reconoce la existencia de varias especies del género Symbiodinium
formalmente descritas con base en anaiisis cariotipicos, bioquimicos, y de micrografia electronica,
(Trench y Blank, 1987, Banaszak ef al., 1993). Algunas de estas especies simbisticas mantenidas
en cultivo, demostraron poseer atributos fotoaclimatorios especie-especificos consistentes con la
ubicacion ecologica del hospedero del cual fueron aislados (Iglesias-Prieto y Trench, 1994; Iglesia-
Prieto y Trench, 1997a). Este hallazgo en conjuncién con [a premisa de que estas asociaciones
simbiéticas tienden a la especificidad (Trench, 1993), di¢ las bases para postular la hipétesis de
gue la distribucion vertical del hospedero estaria limitada por la capacidad fotoactimatoria de sus
simbiontes.



En el presente estudio se probé esta hipdtesis utilizando dos especies de corales
hermatipicos dominantes con una zonacién bien marcada en el Pacifico Oriental Tropical. Para tal
efecto se emplearon formas eficaces de identificacion de las algas simbidticas de los aislamientos
en fresco sin necesidad del cultive. Se emplearon ademas métodos no invasivos para determinar
las capacidades foioaclimatorias (a lo largo de la entera distribucidén de cada especie de coral) del
simbicnte in hospite. Y por Ultimo s& comprobd [a especificidad (ya que en ausencia de ésta el alga
simplemente “escogerd” al hospedero que se encuentre dentro de sus requerimientos luminicos),

de las asaciaciones por medio de transplantes.

|.I Antecedentes.

En la actuzalidad se reconoce que el género Symbiodinium es monofilético y que posee una
diversidad comparada a la de dinoflagelados de vida libre pertenecientes a diferentes ordenes
Estos hallazgos fueron hechos a partir del analisis de secuencias de los genes altamente
conservados que codifican para la subunidad grande y pequefia de RNA ribosomal (Sogin et al,
1986) (SSUrRNA, y LSUrRNA, respectivamente). Adicionalmente con el empleo de polimorfismo
de longitud de fragmentos de restriccion (RFLP *) se les pudo agrupar en tres grandes clados o
filotipos, A, B, y C (Rowan y Powers, 1991a, 1991b). Estas categorias no taxonémicas agrupan a
organismos dentro del género Symbiodinium filogenéticamente relacionados entre si (Rowan y
Fowers, 1991a; 1991b, 1982, Rowan y Knowlton, 1995; Trench, 1997; Laleunesse, 2001). Esta
herramienta a pesar de haber abierto un campo importante en el estudio de la diversidad
taxonémica del género, no es capaz de diferenciar entre algunas de las especies formalmente
descritas, eniendiendo por esto, que dentro de cada clade podian albergarse varias especies, cada
una con una historia ecolégica distinta. En respuesta a esta baja resolucién se emplearon regiones
espaciadoras intergenes (ITS *) las cuales se caracterizan por ser sitios altamente variables. Los
ITS se localizan entre los genes SSUrRNA y LSUrRNA, y estan centralmente divididos por el gen
5.85 (Coleman et af, 1994), y han demostrado tener cierta similitud entre especies relacionadas, lo
cual ayuda a su aliniamiento y comparacion en analisis filogenéticos (Coleman ef al, 1994).

Estas regiones no cedificantes han sido utilizadas para resolver problemas de identificacion
a nivel especie en dinoflagelados del género Alexandrium, y algas verdes volvocales (Adachi et af
1996, Coleman et al, 1994). Para Symbiodinium, se encontrd que ias regiones ITS pueden ser un
buen marcador interespecifico para evaluar la diversidad de este género por comparacion de
secuencias (Hunter et al, 1997), o mediante los patrones de bandeo que son secuencia-
especificos, cuando son amplificadas por reaccién en cadena de polimeraza (PCR *) (Saiki ef af
1988) con uno de los extremos sujetc a una pinza rica en guanina y citocina, posteriormente
separadas por electroforésis en gradiente desnaturalizante (DGGE *) (LaJeunesse y Trench, 2000;
LaJeunesse, 2001). Ei empleo de este marcader ha tenido éxito en distinguir entre las especies

formalmente descritas, e incluso ha sido utilizado coma marcador cercano a nivel especie en

* Por sus siglas en inglés.

[F5]

TEIS CON
FALLA DE ORIGEN




estudics sobre estructura comunitaria en un arrecife coraling y patrones biogeograficos de
especificidad en dinoflagelados del género Symbiodinium {LaJeunesse y Trench, 2000,
LaJeunesse, 2001; 2002).

Aunado a esta diversidad genética, se ha enconfrado que aigunos de los representantes de
los distintos clados o filotipos poseen caracteristicas fenotipicas propias. Todos los individuos del
clade A, son capaces de sintetizar aminoacidos parecidos a la micosporina, las cuales son
moléculas que les proveen ventajas adaptativas sobre todo en ambientes con alta incidencia de
radiacion UV, ya gque estas sustancias funcionan como filtros que protegen contra los dafios
inducidos por esta radiacién de alta energia (Banaszak et al.,, 2000). Por otro lado, estudios de
desempefio fotosintético realizados in vitro sobre tres especies de dinoflagelados simbiontas (cada
una de distinto filotipo) mantenidos en cultivo, demostraron que las capacidades fotoaclimatorias
eran especie-especificas, y que dichas respuestas correspondian a la ubicacion ecoldgica del
hospedero (Iglesias-Prigto y Trench 1984) Estos hallazgos sin embargo no son capaces de
mostrar una tendencia foloaclimatoria dentro de un filctipo, debido a gque la caracterizacion
fisioldgica, asl como la taxonomia de este grupo, son actualmente escasas como para hacer una
generalizacion.

Debido a la importancia de la fotosintesis del simbionte en el mantenimienio del
holosimbionte, recientemente se han empleado técnicas de fluorescencia de la clorcfila 2 de estos
organismos in hospife como una medida no invasiva de monitoreo de parametros relacionados con
la fotasintesis y vias de disipacion de la energia de excitacién de estos productares primarios. Esto
datos han ayudado & comprender mejor los fendmenos como el blangueamiento de coral,
fotoproteccion, fotoinhibicion (Brown ef ai,, 1999, Jones y Hoegh-Guldberg, 2001). La energia del
fotén es transferida a 1a molécula de clorcfila, la cual transfiere esta excitacitn hacia el centro de
reaccion donde se resliza la separacién de carga, la hidrélisis del agua, y el subsecuente
transpore de electrones. Sin embargo no siempre la energia de excitacion es utilizada para hacer
fotoquimica, ya que cuando la cantidad de fotones absorbidos sobrepasan la capacidad de las
reacciones de oxido-reduccidn en el centro de reaccidn, esta excitacion se regresa a las antenas y
es emitida en forma de fluorescencia, la cual puede ser detectada A travéz de esta sefial es
posible cuantificar la eficiencia de los procesos fotoquimicos y no fotoguimicos, los cuales estan
relacionados con fotoproteccion (evitan €l dafo oxidativo en el aparato fotosintético) a costa de una
disminucién en la eficiencia de los procesos fotoquimicos (Long et al, 1894) Esia disminucion
puede atribuirse ademas, a dafios producidos por el exceso de fotones en el aparato fotosintético
(Kyie ef al., 1984; Prasil et af., 1992).

Como ejemplo se incluyen datos de fluorometria de dos especies de corales simbitticos
{Porites astreoides, A3, y Diploria sirigosa, B1 ) (Fig 1a y 1b, respectivamente) colectadas en ia
laguna arrecifal de Pto. Morelos, Quintana Roo. En ambas gréficas se observa que los simbiontes
de estos corales presentan una oscilacion diurna en Ja capacidad de separacién de carga
{representado por el cociente Fv/Fm) (Fig 1a, b circulos obscuros). En las primeras horas dgi dia



cuando todos los centros de reaccién se encuentran abiertos y las proteinas dafiadas un dia
anterior han sido reparadas, la cosecha cuantica es alta. Sin embargo conforme avanzamos a lo
largo de la mafiana y la cantidad de luz aumenta (Fig. 1a, b, cruces) (photosyntetically active
radiation, PAR, 400-700 nm), se comienzan a inducir los mecanismos fotoprotectores (Fig. 1a, b,
triangulos) representados en estas graficas como el coeficiente de desactivacion no fotoquimica
{nonphotochemical quenching, NPQ), resultando en una disminucion en la cosecha cuantica Sin
embargo las capacidades fotoprotectoras de cada “tipo” de simbionte son distintas Las microalgas
de Diploria strigosa, (Fig. 1b) poseen mecanismos de disipacién del exceso de excitacion menos
eficientes comparados con las microalgas de Porites astreiodes, (Fig. 1a). Estas diferencias en las
capacidades fotosintéticas y fotoprotectoras de cada tipo de alga se magnifican cuando la cantidad
de PAR es maxima, préximo al cenit solar, en donde la cosecha cuantica es minima, con respecto
a los valores del amanecer o el atardecer (no se muestran datos). Estas claras diferencias en las
capacidades fotosintéticas de estos dos corales ayudan a introducirnos en el concepto denominado
presién maxima sobre el fotosistema dos, 0 Q, (Fig. 1a, b, circulos claros) el cual fue utilizado en
este estudio como una medida del desemperio fisioldgico del simbionte (lglesias-Prieto et al,
2002). Qn representa la medida de la amplitud de la oscilacién de la cosecha cuantica (producto de
los mecanismos de fotoproteccién y fotodafo) medida a medio dia (AF/Fm'), relativa al valor
maximo de cosecha cuantica al amanecer o al atardecer (Fv/Fm), es decir, Qmp = 1-[{AF/FM' 2 mesic
gia) / (FQ/Fm)] (Iglesias-Prieto ef af, 2002}. Este valor de desempefio fisioiégico va de cero a uno.
En los extremos, la traslocacion de productios de |z folpsintesis hacia el hospedero es deficiente
pudiendo poner en peligro la asociacion si esto se mantiane por largos periodes de tiempo. De esa
forma en ef caso especiico de los corales utilizades para ejemplificar este fenémeno, Dipicria
strigosa experimenta casi tres veces mas presion a una misma intensidad luminosa (1400 p mol
cuanta m? s") que Porites astreoides (Fig. ib y 1a, respectivamente). D. strigosa tiende a
predominar en las zonas mas profundas alrededor de los 10 m, mientras que F. astreoides es mas
abundante en la zona de la rompiente donde la cantidad de luz incidente es mayor (Jordan, 1980),
Con respecto a los patrones de especificidad, gracias al emplec de RFLP de SSrRNA
Baker y Rowan (1997) encuentran que la mayoria de los corales hermatipicos del Pacifico oriental
tropical poseen simbiontes del filotipo C, y sus contrapartes del Caribe poseen A, B, o C, por
colonia. Este patron se repite con frecuencia indicando alta especificidad, entendiendo por ésta que
las combinaciones hospedero-alga no son aleatorias, {Trench, 1988, 1993, 1997). Esto se ha
explicado con base en el tipo de simbicsis, ya que en los sistemas cerrados, esta especificidad
esta garantizada, mientras que en los sistemas abiertos se han propuesto dos mecanismos que la
favorecen Uno de ellos esta relacionado con el desarrollo de mecanismos moleculares de
reconocimiento, en donde ciertos ligandos de la pared celular de las microalgas reaccionan
especificamente con receptores en las membranas animales (Trench, 1988; 1992). Otra propuesta
indica que la especificidad es el resultado de las habilidades diferenciales de sobrevivencia de



diferentes "tipos” de simbiontes en un hospedero (Rahat, y Reich, 1988). Por otro lado Rowan y
Knowlton (1985), y Rowan ef al, (1997) documentaron la existencia de asociaciones polimdérficas,
en donde existe una combinacién de varios fitctipos en proporciones variables Este polimorfismo
ha sido interpretado como una ausencia de especificidad suponiendo que las asociaciones son
promiscuas, en respuesta a variaciones ambientales (Baker, 2001). Sin embargo, la suposicién de
especificidad no implica que la asociacion microalga-invertebrado sea uno a uno

Dado los antecedentes de la existencia de una alta diversidad taxondmica dentro del
género Symbiodinium, y 1a forma eficaz de evaluarla, aunado a las respuestas fisiologicas especie-
especlificas in vitro, asociadas con la distribucion del hospedero que ahora pueden evaluarse in
hospite, se decidié probar la hipotesis de que los corales hermatipicos, como holosimbiotes, se
distribuyen espacialmente en el gradiente vertical con base en sus capacidades particulares para
explotar la luz Con este propésito se escogid una comunidad coralina simple ubicada en el sur del
golfo de California Esta comunidad posee caracteristicas de zonacion vertical de dos especies
dominantes (Focillopora verrucosa, y Pavona gigantea) bien definida, que ademas se cumple
también para la mayoria de {as comunidades coralinas del Pacifico Oriental Tropical, (Cortés y
Muriflo, 1985; Glynn y Leyte Morales, 1997, Carriquiry y Reyes-Bonilla, 1997, Reyes-Bonilla y
Lopez-Perez, 1998 Beitran-Ramirez, 1999), lo que lo convierte en sitio ideal para probar esta

hipotesis,

1.2 Objetivo general.

Explorar la posibilidad de que la distribucién espacial vertical de dos especies de corales
hermatipicos dominantes en el Pacifico OCriental Tropical esté en funcién de las habilidades

fotosintéticas de sus endosimbiontes especificos.

1.2.10bjetivos particulares.

1.- Demostrar que ambas especies de corales albergan das entidades simbiéticas genéticamente
distintas.

2.- Demostrar que estas entidades genéticamente distintas, poseen adaptaciones particulares que
les permitieran explotar diferencialmente el campo luminico al que se encuentran sujetas.

3.- Demostrar que estas asociaciones son especificas independientemente de ias condiciones

ambientales prevalentes.
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Figura 1. Comparacion de distintos parametros fotofisioldgicos dependientes de la luz medidos
sobre los dinoflagelados simbiontes de dos especies de corales hermatipicos colectados en la
laguna arrecifal de Pto. Morelos, Quintana Roo a) Porites asfreoides, Filotipo A3, b) Diploria
strigosa, Filotipo B1. Las cruces, (eje 'y secundario) representan la cantidad de luz
{photosyntetically active radiation, PAR, 400-700 nm) , los friangulos representan la desactivacion
no fotoquimica, o NPQ, los circulos claros representan la presién sobre el fotosistema dos 0 Qn, v
los circulos obscuros representan la capacidad de separacién de carga o cosecha cuéntica en el
fotosistema dos.
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Il. Metodologia

11.1 Descripcion del area de estudio.

Se estudio una comunidad coralina de ia isia la Gaviota, localizada dentro de la bahia de la
Paz B. C. S, México (24° 17" N, 110° 20" W). Ei promedio anual de temperatura medido en ia
superficie es de 24 3°C, con un intervalo anual entre los meses de verano e invierno de 17°C
(COADS, 1996). La region sur del Golfo de California se caracteriza por la escasa nubosidad la
mayor parte del afio.

La comunidad coralina esta compuesta por siete especies hermatipicas ubicadas en cuatro
generos {Beltrdn-Ramirez, 1999). Este manchdn coralino se encuentra asentado sobre una franja
rocosa que se extiende de la linea de marea unos 20-25 m hacia el mar, con una pendiente
aproximada de 66° encontrando después fonde arenoso, donde ocasionalmente se puede
encontrar pequefias colonias de Psammocora steflata La especie ramificada dominante es
Pocillopora verrucosa, Ya cual se distribuye del nivel medio de marea hasta aproximadamente los 6
m de profundidad llegando a formar grandes colonias de aproximadamente 5 m de diametro y 2-3
m de alto. De los 6 a los 15 m de profundidad tiende a predominar la especie masiva FPavona
gigantea, y distribuido indistintamente respecto a la profundidad, se encuentran colonias de forma
incrustante de Forites panamensis (Beltran-Ramirez, 1989). Después de los 15 m de profundidad
la cobertura coralina es sumamente escasa debido al aito coeficiente de extincion de [a luz en el
agua ¥ Ja presencia de una termoclina somera.

Ei conjunto de las caracteristicas mencionadas a continuacidn hizo gue ssta comunidad
coralina fuera escogida para probar la hipétesis; {i}) En esta isla el patron de zonacién vertical de
estas dos especies dominantes (F.verrucosa, y P gigantea) se cumple también para |a mayoria de
las comunidades coralinas del Pacifico Qriental Tropical, (i} la escasa diversidad de esta
comunidad en comparacion con sus similares del Indo Pacifico y el Caribe, ayuda a simplificar la
comprensién de Ios‘ resultados, {iii) el rango de distribucidn se encuentra compactado en los
primeros 15 m lp que favorecid la colecta de datos por esfuerzo de muestreo, (iv) por ias
caracteristicas de ubicacién de fa comunidad (alineada hacia el sur) durante todo el dia se
encuentra iluminada, es decir no se proyecta sombra alguna sobre ella, aunado con las
caracteristicas atmosféricas de escasa nubosidad de la zona, estos dos ultimos aspectos fueron
claves para la toma de datos fisiclogicos en los simbiontes in situ.

1.2 TRABAJO DE CAMPO.

El trabajo de campo consistid en |a colecta de fragmentos de coral de dos especies
(Pociflopora verrucosa y PFavona gigantea) para determinar diferencias genéticas de sus
simbicntes, simultdneamente se muestrearon parametros fotofisiologicos in situ de ambas especies



a lo largo de su distribucion vertical. Las mediciones fotofisiologicas se hicieron empieando
técnicas no invasivas sobre el holosimbionte (ver seccién 11 2.3). Se realizaron también
transplantes reciprocos de ambas especies al opuesto de su distribucion con el fin de probar el
grado de especificidad de la asociacién y respuesta fisiolégica frente a situaciones de estrés por
cambios en la cantidad de luz incidente.

Se realizaron varias visitas a la localidad desde septiembre de 1998 hasta julio de 2001. En
las primeras se realizarcn transplantes experimentales y toma de datos de fluorometria. Para julio
de 2000 ya se tenian datos sobre sobrevivencia diferencial de ambas especies frente al
transplante, y se habia optimizado la toma de datos de flucrometria de manera que se procedio al
inicio formal del experimento con la colecta de fragmentos, refocacion de algunos de estos, y toma

masiva de datos fisioldgicos de la asociacion intacta, como se detalla a continuacion.

I1.2.1 Colecta y preservacion de las muestras.

Se colectaron 13 fragmentos de coral con cincel y martillo de la parte expuesta
directamente al sol de cada especie (P. verrucosa, y P. giganiea) a lo largo de todo el gradiente de
distribucién vertical de cada una de ellas Estos fueron transportados al laboratorio incluidos en un
buffer salino de preservacion (20% de DMSQ; 0.25M de EDTA; saturado con NaCl) (Seutin et al.,
1991) con los datos de la fecha, especie, y profundidad de colecta. Algunas de estas muestras
fueron a su vez fragmentadas para ser transportadas en un poco de agua de mar a 4°C y
congeladas inmediatamente a —70°C cuando llegaron al laboratorio, esto con el fin de evitar al
maximo la interferencia del preservador en los analisis de pigmentos y proteinas de los
dinoflageladas simbiontes. Este mismo procedimiento se realizé un afo después con los corales

transplantados.

11.2.2 Experimento a largo plazo de transplantes reciprocos de corales al opuesto

de su distribucion.

Previo al inicio del experimento (septiembre de 1898) se realizaron transplantes de ambas
especies de coral (tres de cada una) de 10 a 3 m para P. gigantea, y de 3 a 10 m para P. verrucosa
con el fin de observar la viabilidad de los mismos, asi como monitorear el estado fisiologico de los
simbiontes por fluorometria. Una vez observado que los individuos de la especie Pociflopora
verrucosa no eran viables después de seis meses, se decidid no realizar los transplantes con esta
especie. De los transplantes hechos con Pavona gigantea s6lo una colonia sobrevivio. Esta colonia
permanecié por espacio de 22 meses fuera de su habitat antes de ser colectada para los analisis
geneticos De esta manera se decidio iniciar el experimento con & fragmentos de F. giganiea, cada
uno de diferente colonia, los cuales se movieron de 10 a 3 m (julioc de 2000). El criterio para
escoger a estos fragmentos fue que la ubicacidn de los mismos en la colonia fuera normal a la

superificie Cada fragmento fue adherido por la parte de abajo con cemento para construccién a
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una roca plana localizada a 3 m de profundidad libre de sombra todo el dia. Después de un afio se
colectaron fragmentos de los tres transplantes sobrevivientes (ver métodos de colecta) para

evaluar |a identidad filetica de sus simbiontes.

H.2.3 Medicion del desempefio fotofisioldgico de los simbiontes por fluorometria.

Se determind el desempenao fisildgico del simbicnte in hospite a partir de la medicidn de la
presion maxima de fotones sobre el PSIl de los simbiontes de coral {variante de la descrita por
Maxwell et af., (1995) donde la presion de exitacian en el fotosistema dos (PSI *) se calculd como
la unidad menos el coeficiente de desactivacién fotoquimica). Para calcularlo se tomaron lecturas
in sity de emisiones de fluorescencia del PSIl de los simbiontes de ambas especies de corales (P.
gigantea, P. verrucosa) con un fluorémetro sumergible de amplitud modulada (Diving-PAM Walz
Effeltrich, Alemania). Los dates fueron tomados escogiendo |as zonas del coral pigmentadas y que
estuvieran normalas a la superficie para eviter el efecto del auto-ensombrecimiento. Los muestreos
se realizaron durante varios dias despejados entre septiembre de 1998, vy julio de 2000 a todo lo
largo de los rangos de distribucion de ambas especies de corales (0.5 a 14 m) cubriendo un area
aproximada de 1200 m?.

En un principio {datos de septiembre de 1998, marzo v junic de 1999) se hicieron pruebas
antes del registro masivo de datos en julio de 2000 Estas consistieron en dejar relajar en la
cbscuridad (por un minuto} el aparato fotosintético antes de |a toma de datos Esto se lograba
insertando la fibra optica del Diving-PAM en el centro de un disco apaco de PVC que estaba sujeto
a la colonia. Sin embargo pruebas hechas posteriormente sin previa relajacidn en la obscuridad
dieron resultados similares, lo cual aumentd el niimero de aobservaciones,

Se registrd ademés la profundidad & cada disparc del flusrémetro con un sensor acoplade
a éste con una resolucién de + 0 1 m. Con el fin de determinar el coeficiente de extincién vertical de
luz y ubicar la termoclina, al final del muestreo, se realizd un transecto vertical desde las paries
mas profundas donde habia corales hasta la superficie tomando datos de PAR con un sensor
plano corregido por coseno y sensor de temperatura cada 0.5 m, ambos sensores acoplados al
Diving-PAM.

Para el célculo del desempeno fotofisicldgico de los simbiontes, los datos de fluorometria
se registraron a dos distintas horas del dia A medio dia, durante 30 minutos antes y después del
cenit solar, con el fin de aprovechar al maximeo fa ventana de luz directa. De esta medicion se
abtuvo la capacidad real de separacion de carga en el PSil respecto a la cantidad de fotones
incidentes (AF/Fy 2 meaio gia ) L8 segunda medicidn se realizé cercano el anochecer (cuando la
mayor parte de los centros de reaccion se encuentran abiertos) De esta se obtuvo la capacidad
potencial de separacion de carga en el P8Il (F./F,,) Los valores de Fv/Fm (promedio + desviacién
estandar) para P. verrucosa fueron 0.59 + 0.066 n =61y para P gigantea fueron 0.629+ 0047 n=

* Por sus siglas en inglés.
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39. Los dos cocientes se sustituyeron en la siguiente férmula para obtener el valor de Q, para cada

tipo de alga de las dos especies de holosimbiontes (Iglesias-Prieto, ef al., 2002):
Q= 1-[(AF/F 1y a medio aia) / {(Fu/F )l

Donde:
Q= Presian méaxima sobre el fotosistema Il (unidades relativas).
AFIF oy & medio gia = Capacidad real de separacién de carga en el PSU respecte a la cantidad de
fotones incidentes mediada en el cenit solar, y esta se calcula a partir de la siguiente formuia:
AFfFn= (Fo- F)/Fm
Donde:
F.. = Fluorescencia maxima en muestras aclimatadas a la luz ambiente.
F.= Fluorescencia sostenida de la clorofila en muestras aclimatadas a la luz ambiente.
F./Fw= Capacidad potencial de separacién de carga en el PSI tomada al atardecer, calculadz a
partir de:
F.= Fu-Fo. Fluorescencia variable en muestras aclimatadas a la obscuridad {adimencional).
Fnw= Rendimiento maximo de fluorescencia de la clorcfila en muestras aclimatadas a la obscuridad.
F= Rendimiento minimo de la fluorescencia de la clorofila en muestras aclimatadas a la
obscuridad.
Para la obtencion de Fo, el coral se expuso a pulsos débiles de luz roja (<1 p mol cuanta m™ s,
Para la obtencion de F, el coral recibié un pulso saturante de luz blanca (>3000 p mol cuanta m™
sh.

Dado qgue los simbiotes se desarrollan en un espacic confinado su tasa de reproduccion es
muy baja en comparacidn con otros organismos fotosinteticos de vida libre (Muscatine st af., 1889)
En los organismos de vida libre 1a tasa de reproduccion va a depender de la cantidad de carbono
fjlado por fotosintesis menos los costos de mantenimiento propios. En los dinoflagelados
simbiontes este carbono utilizade para crear nueva biomasa es traslocado hacia el hospedero el
cual a su vez lo ocupa como sustrato respirable. De esta manera la cantidad de fotosintetatos
traslocados hacia el hospedero va a depender de [a cantidad de carbono fijado menos los costos
de mantenimiento propios del simbionte

El valor de desempefic empleado en este trabajo va de cero a uno, en los extremos el
organismo se encuentra en estres metabdlico, por un lado, con valores cercanos a uno es tal la
presion de excitacion que se ejerce sobre el PSI que el superavit de carbono gue anteriormente
era traslocado al hosperdero ahora es ocupado para los costos de mantenimiento propios que
incluyen sintesis de nove de proteinas dafiadas y mecanismos de fotoproteccion. Por otro lado,
cuando la presidn méaxima es cercana a cero, implica que la cantidad de luz que recibe el aparato
fotosintético es insuficiente para fijar carbono requerido para los costos de mantenimientos propios,

de modo que no existe una fraslocacion de fotosisntetatos hacia el hospedero. En ambos casos
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extremos la asociacion tiende a colapsarse dada la dependencia nutricional de! hospedero hacla
estos folosintetatos traslocadoes.
A los datos de presién por profundidad para cada especie de coral se le aplict un andlisis

de regresion lineal teniendo a la profundidad e irradiancia como variables independientes.

1.3 TRABAJO DE LABORATORIO.

El trabajo de laboraterio consistid en el analisis de pigmentos y de las posibles diferencias
a nivel genélico asi como la comprobacion del grado de especificidad en los transplantes que
ayudaran a comprender de manera mas integrativa las diferencias encontradas en el desempefio

fotofisiolégico, medido como Q.

11.3.1 Aislamiento y preservacion de los simbiontes.

Para el aislamiento de los simbiontes cada fragmento de colonia se limpié de epibiontes y
se lavo ligeramente con agua deicnizada para eliminar el mucus, y preservador (en algunas
pruebas hechas con organismos vivos esto favorecié la descarga de los nematocistos) El tejido del
hospedero se separd del esqueleto calcareo por chorros a presion de una solucion de agua de mar
filtrada {0.8 um)} con 5 mM EDTA El tejido animal y simbiontes se filtraron con una gasa esteril
para tratar de eliminar los fragmentos mas grandes de esqueleto y de tejido animal. Esta mezcia se
pasd por un homogenizador celular (Pyrex No. 7727-15) y las microalgas fueron separados por
centrifugacion (3500 r p.m. por 5 min.) La pastilla celular se resuspendié en una mezcla del mismo
buffer de extraccion de simbiontes con [a adicién de Triton X-100 a una concentracion final de
0 01%, esto con el fin de tratar de disolver las membranas celulares del hospedero. Esta mezcla se
agitc vigorosamente por vértex durante 2 min y vuelto a centrifugar (3000 rp.m. por 5§ min). La
pastilla se resuspendio en el buffer de extraccion de simbicntes y se agitd para eliminar el exceso
de Triton X-100. Este proceso se repitié una vez mas para terminar de lavar ias células. El pelet
celular se resuspendio en 3 vollimenes de buffer saling de preservacian (20% DMSO, 0.25M EDTA
y NaCl saturado) y se mantuvo a temperatura ambiente con poca luz, mientras que para las
muestras de coral que solo habian sido congeladas, el procedimiento de extraccién de simbiontes
fue el mismo con la variante final que las células se resuspendieron en 3 volimenes de buffer de
extraccién de simbiontes y se mantuvieron a —=70°C para su pesterior utilizacion.

11.3.2 Determinacién de cantidad de clorofila & por célula.

Se determiné la cantidad de clorofila a de las algas simbidticas normalizada por célula a lo
largo del gradiente vertical de distribucién de las muestras de sus respectivos hospederos
siguiendo la metodologia de lglesias-Prieto et al, (1992} Al concentrado celular congelado a —
70°C se le tomd 100 ul para determinar cantidad de pigmento y 10 ul para hacer los conteos

celulares, previo a tomar las submuestras se homogeneizé por vortex cada tubo por espacio de 40
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seg. Para los conteos, el volimen celular se resuspendié en 100 plL de agua destilada y se
agitaron por vortex por 1 min, se tomé 1 ul para hacer los conteos celulares en un
hematocitometro por triplicado Para la determinacion de pigmentos, las céluias se lavaron con
agua deionizada, se resuspendieron en 1 mi de acetona 100% fria a 4°C, y se agitaron por vériex
aproximadamente 1 min,, hecho esto se centrifugd a 8000 r.p.m. por 10 seq. y el sobrenadante se
recuperd A la pastilla celular se le agregd 50 pL de DMSO y se agitd por vortex, después se le
agregé el sobrenadante de la centrifugacién anterior (acetona + pigmentos), y esta mezcla se dejé
reposar toda la noche en tubos cubierios de la luz 2 —20°C. Las lecturas de espectrofotometria se
realizaron en un AMINCO DW-2C, y la cantidad de clorofila a [Chla a] = mg*L”, fue determinada
con base en la formula (Jeffrey y Humprey, 1875)
[Chla a] = (11.43* (Abs 663 - Abs750)) — ( 0.64* (Abs 630 — Abs 750))

Cada valor de concentracion de clorofila fue dividido entre el nGmero total de células con el fin de
obtener la cantidad normalizada de pigmento por célula Estos datos ya normalizados se

correlacionaron contra la profundidad de cada muestra.

11.3.3 Taxonomia molecular (aislamiento del DNA total; amplificacién por PCR de
los marcadores SSUrRNA, ITS, e ITS2; RFLP de SSUrRNA; DGGE de 1732, y

P B = o} 1 B~ ﬁ;ﬂﬁ dA : Oc\
€ Seluencias G 0.0ygj .

La extraccién de DNA se hizo siguiendo el método descrito por Rowan y Powers (19913,
1992) con algunas modificaciones. De cada preparacion de simhiontes preservados en DMSO se
realizaron extracciones de DNA total a partir de fractura con nitrégeno Hiquido de aproximadamente
100 pL de concentrado celular el cual fue previamente lavado dos veces con agua deionizada para
evitar la interferencia del preservador. Ef pelet de células lavadas se resuspendi¢ en 100-150 ul de
DNAB [0.4 M NaCl, 50 mM EDTA pH 8 0] y se homogenizé por pipeteo. Las células se virtieron
gota por gota en un mortero previamente enfriado con nitrégeno liquido para ser pulverizadas. El
polvo resultante se resuspendio en 400 pl de DNAB con SDS al 1% e incubado a 65°C por una
hora. Posteriormente se incubd a 37-40°C con la adicién de Proteinasa K (Sigma) a una
concentracién final de [0.5 mg*ml'1] por 6 horas en constante agitacion (150-200 r.p.m.), concluido
este paso se incubo a 85°C por una hora con la adicidn de NaCl a una concentracion final de 0.8
M, 20ug de tRNA (el cual funcionaba como acarreador de DNA), v 1% de CTAB (Aldrich Co)
invirtiendo los tubos tres o cuatro veces durante el proceso. La extraccion de los &cidos nucleicos
se hizo agregando igual volimen de muestra y solventes organicos con una mezcla de
fenol.cloroformo:alcohol isoamilico (25 24:1). Esta mezcla se agité a 250 r.p m. por 15 min. y al
término se centrifugd a 10000 r.p m. por 10 min. Del paso anterior sélo se tomé la parte acuosa
con puntas de orificio amplio y vuelta a reextraer lo cual ayudd a la correcta desproteinizacion. La

fase acuosa se transfirié a un tubo nuevo con igual voliimen de cloroformo para eliminar las trazas
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de fenol y se reextrajo por agitacién y centrifugacion descritas anteriormente. La fase no organica
se transfifid a otro tubo con 2 volimenes de etanol 100% y 0.1 volimenes de 3 M de acetato de
sodio. Esta mezcla se dejaba toda la noche a —20°C y posteriormente se centrifugd a 10000 rp.m.
por 15 min y el sobrenadante se desechd. La pastilla de DNA resultante se lavo con 600 ul de
etanol al 70% (10000 r.p m. por 2 min ). Una vez lavado se resuspendio en 50 o 100 ul de TE pH
8.0 (10 mM TrisCl pH 8.0, 1 mM EDTA pH 8.0) precalentado a 65°C para facilitar la disolucion del
DNA. Esta mezcla se dejé disolver por lo menos una hora, después de lo cual se utilizaba para
amplificacién por PCR o mantenido a —20°C para su posterior uso. _

El DNA total se evalud por electroforésis en geles de agarosa al 1% con una concentracion
final de bromure de etidio de [0 5 pg/mi], a un volfaje constante de 70 V., y dependiendo del peso
(preferentemente se seleccionaba material de alto pese molecular) y estructura de la banda (se
buscaba material que no estuviese degradado) la extraccion fue elegida para amplificar por PCR
las regiones del genoma de interés de los simbiontes. Un segundo criterio que se utilizd para
conocer la concentracion de DNA de una muestra, fue a partir de espectrofotometria, mediante |a
técnica descrita por Maniatis et al., {1989), en la cual se leia una dilucién de 1-1000 (DNA : blanco)
a 260, y 280 nm Conociendo que 1.0 de densidad optica (D.0.) es aproximadamente igual a 50
ug*mi" de DNA de doble hebra, se obtuvo Ja concentracién de la lectura de absarbancia a 260 nm
y la pureza con la razén de Abs 260/ Abs 280.

En el presente estudio se utilizaron tres marcadores genéticos (SSUrRNA, 583, e ITS2)
para diferenciar a los grupos de simbiontes.

En el caso de la amplificacion de 1835 (SSUrRNA) para evitar ia contaminacion de DNA del
hospedero se utilizaron primers internos que hibridizaban en regiones altamente conservadas entre
dos simbigntes, esto gracias a que esta molécula posee dominos variables conservados
entre taxa filogenéticamente relacionados (Sogin ef al, 1986)

El gen SSUrRNA fue amplificado por PCR siguiendo los siguientes criterios:
aproximadamente de 100 a 200 ng de DNA total se afadieran a una mezcla fria a 4°C
conteniendo: 200 pM de DNTP’s; 2.5 mM de MgCl;; 0.4 pM del primer SS32-B (5-AGCACTGCGT
CAGTCCGAATAATTCACCGG-37), 0.68 uM de una mezcla equimolar de dos primers SS5Z-B1,
(5°-GCAGTTATAATTTATTTGATGGTCACTGCTAC-37), vy S852-B2 (5 -GCAGTTATAGTTTATTT
GATGGTTGCTGCTAC-37), (Rowan y Powers, 1991a); 20 mM Tris-HCI {pH 8.4), 80 mM KCI, 1.5a
3 unidades de Tag DNA polimeraza recombinante (GibcoBRL Life Tecnologies), y el resto de agua
estéril deionizada, para un volttmen total por tubo de 25 6 50 pl de reaccion. Esta mezcla se
incubé en el termociclador {Perkin Elmer 2400) bajo el siguiente perfit "touchdown™ (Don ef af,
1991) de amplificacion con el fin de asegurar especificidad: empezando coh una incubacion a 95°C
por 330 min., sequido por 18 ciclos [desnaturalizacion a 94.0°C por 0:40 seg; alineamiento a
57.0°C por 0:50 seq; y polimerizacion a 72.0°C por 1:30 min ] con una disminucién de 0 5°C cada
ciclo en la temperatura de alineamiento, y 19 ciclos {desnaturalizacion a 94.0°C por 040 seg,
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alineamiento a 57.0°C por 0:50 seg; y pelimerizacién a 72.0°C por 1:30 min.] donde se mantuvo
constante la temperatura de alineamiento. Por Ultimo, un perfodo de 10 min a 72°C para asegurar
la extension final de todos los fragmentos. Posterior a esto se tomd una muestra del producte de
amplificacion (5 pL) y se evalué por electroforesis en geles de agarosa al 1% tefiidos con bromuro
de etidic y dependiendo de la calidad de la amplificacion (alta concentracion y/o presencia de
bandas extra), y correspondencia con el tamafio (~1635 pares de bases), el amplicdn se purifico
del gel (CONCERT gel purification systern) segun el protocolo del fabricante, o directamente se
digirié con endonucleasas para obtener la identidad filética del simbionte, como se describe
posteriormente.

Para la amplificacién de las regiones ITS junto con el gen 5.8S por PCR se siguieron los
siguientes criterios aproximadamente de 100 a 200 ng de DNA tota! se afiadieron a una mezcla
fria a 4°C conteniendo: 200 uM de DNTP's, 25 mM de MgCl,; 0.4 puM del primer ITSA (5'-
GGGATCCGTTTCCGTAGGTGAACCTGC-3"), 0.4 uM del primer ITSB, (5-GGGATCCATATG
CTTAAGTTCAGCGGGT-3'), (Coleman et af,, 1994 ), 20 mM Tris-HCI (pH 8.4), 50 mM KCI, 1.5a 3
unidades de Tag DNA polimeraza recombinante (GibcoBRL Life Tecnologies), y el resto de agua
estéril deionizada para un volimen total por tubo de 25 & 50 pL de reaccién. Esta mezcla se incubd
en el termociclador {Perkin Eimer 2400) bajo el siguiente perfit un periodo previo de incubacion a
95.0°C por 3 30 min., seguido de 35 ciclos con temperatura de desnaturalizacion de 94°C por 40
seqg.; alineamiento de los primers a 50°C por 1:.00 min. y polimerizacion a 72°C por 2 min. Al
termino de estos 35 ciclos se dejd incubar la reaccion por 10 min. a 72°C para asegurar la
extension final de todos los fragmentos El amplicon se svalud por elecroforésis en agarosa ai
1.0%, esperando productos de ~ 650 pares de bases. En todos los casos fue necesario purificar la
banda de interés del gel (CONCERT gel purification system) segiin el protocolo del fabricante.

Para la amplificacién de la regién interna espaciadora Il (ITS2) por PCR se siguieron los
siguientes criterios: aproximadamente de 100 a 200 ng de DNA tofal se afiadieron a una mezcla
fria @ 4°C conteniendo: 200 uM de DNTP’s; 2.5 mM de MgCl,; 0.4 uM del primer ITSint-for2 (5°-
GAATTGCAGAACTCCGTG-37), 0.4 uM del primer iITS2CLAMP (5-CGCCCGCCGCGCCCCGLG
CCCGTCCCGCCGCCCCCGCCCGGGATCCATATCGCTTAAGTTCAGCGGGT-37), (Sheffield et al,,
1989), 20 mM Tris-HCI {pH 84), 50 mM KCi, 1.5 a 3 unidades de Taq DNA polimeraza
recombinante (GibcoBRL Life Tecnologies) y el resto de agua estéril deionizada para un volimen

total por tubo de 25 o 50ul. de reaccién. Esta mezcla se incubd en el termociclador (Perkin Elmer
2400) bajo el siguiente perfil "touchdown” de amplificacién con el fin de asegurar especificidad (Don
et al, 1991): empezando con una incubacidn a 95°C por 3:30 min., seguido por 20 ciclos
[desnaturalizacién a 94.0°C por 0 45 seg; alineamiento a 60 0°C por 0:40 seg.; y polimerizacién a
72.0°C por 0:30 seg ] con una disminucién de 0.5°C cada ciclo en la temperatura de alineamiento,
y 15 ciclos [desnaturalizacion a 94 0°C por 0:45 seg.; alineamientoc a 50.0°C por 0.40 seg; y
polimerizacién a 72.0°C por 0:30 seg.] donde se mantuvo constante la temperatura de
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alineamiento. Por tltimo, un periodo de 10 min. & 72°C para asegurar la extensién final de todos
jos fragmentos El producto se evalud por electroforésis de agarosa al 1.3% tefidos con bromuro
de stidio, esperando observar una banda (a 340 nm) de ~ 330-360 pares de bases. Para esia
region no hubo necesidad de purificacion del fragmento, y en su lugar se obtuvo suficiente
concentracion de DNA amplificado para ser separado por electroforésis en un gradiente
desnaturalizante (DGGE) con el fin de identificar la posicién a nivel de subclade de los simbiontes.

La identificacidn de los simbiontes a nivel clado se hizo mediante el andlisis de
polimorfismo de longitud de fragmentos de restriccion (RFLP). En este caso se tomd
aproximadamente 500 ng del amplicon del gen 18S (SSUrRNA) y se digiri6 a 65°C con
aproximadamente 2 ul (20 unidades) de la endonucleasa Tag? (Gibco BRL Life Tecnologies ) por
espacio de 6 h. Los fragmentos resultantes se separaron por electroforésis en geles de agarosa
15% tefiidos con bromuro de etidin, junto con un control de pesos moleculares y digestiones de
arganismos a los cuales ya se tiene identificado su patrén de bandeo por literatura. Hecho esto, se
fotografié ef patrén de bandas para ser comparadas con los resultados de la bibliografia existente
(Rowan y Powers 1991a; Rowan y Knowlton, 1995, Baker y Rowan, 1897).

Para la identificacion a nivel subclade (presumiblemente a nivel especie, sensu
Laldeunesse, 2001) se empled la téchica de separacidn de productos de PCR de ITS2 por
electroforésis en un gradiente desnaturalizante (DGGE). Esta técnica se basa en la migracién
diferencial de una molécula de ONA parciaimenie desnaiuratizada por temperatura y agentes
guimicos, y es capaz de distinguir un par de diferencia entre fragmentos que se presumen iguales
{Myers ef al., 19865). Este criteric ha side uvtilizado con anterioridad para diferenciar taxa que se
presumen estrechamente relacionados a niveles de variacidn intergendmica en loci parélogos
{Buckler ef al., 1997). En este caso, aproximadamente 20 pl de reaccién de PCR fueron cargades
en cada pozo junto con buffer de cargado de Ficol al 2% (Ficol-400 2%, 10 mM Tris HCI, pH 7.8, 1
mM EDTA, 1% de azul de bromofenol} en un gel de 8% de acrilamida con un gradiente
desnaturalizante del 40 al 75%, el 100% consistia de 7 M de urea, v 40% de formamida. Las
electroforésis transcurrieron por espacio de 11 a2 14 horas a 90 V con temperatura constante de
80°C. Al término de la prueba, el gel era teflido en una solucién de 1X TAE y 5-10 ug/ml de
bromuro de etidic por espacio de 15 min , al término se elimind el exceso con lavados en agua
deionizada y el gel era obsetvado bajo luz UV y fotografiado.

El andlisis filogenético fue hecho a partir de secuencias de la region completa dei gen 588
de 17 dinoflagelados {Tabla 1), cuatro de los cuales pertenecen al presente estudio.

Para la obtencién de las secuencias, los productos de PCR de la region entera ITS fueron
purificados y directamente secuenciados por el método dideoxy (Sanger et al,, 1977) tanto para la
cadena normal como para la complementaria en un equipo ABI Prism Big Dye Terminator Cycle
Sequencing Ready Reaction Kit (PE Applied Biosystems).
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Tabla 1. Base de reconocimiento de (as secuencias y del filotipo al que pertenecen los simbicntes

actualmente aislados y clave asignada para comparar las secuencias del gen 5.85. N. A = no aplica.

Clave de

Hospedero Simbionte Filotipo Referencia

acceso

Phylum Cnidaria

Clase Scyphozoa
AF333505 Al
AF333509 Ad

(LaJeunesse, 2001)
(LaJeunesse, 2001)

Cassiopea xamachana Symbiodinium microadniaticuim

Linuche unguiculata Gymnodinium linucheae

Clase Zoanthidea

Zoanthus sociatus Symbiodinium pilosum AF333506 A2 {LaJeunesse, 2001)
Anthoplettra elegantissima Symbiodinium californium AF334659 E {LaJeunesse, 2001)
Anthopleura elegantissima Symbiodinium muscatinei AF333510 B4 (LaJeunesse, 2001}
Clase Escleractinia
Pocillopora verrucosa. Symbiodinium sp. AF411415 D1 Presente estudio
{1.5m}
Pocillopora verrucosa Symbiodinium sp. AF411415 D1 Presente estudio
{(3.5m)
Pavona gigantea {7m} Symbiodinium sp AF411414 C Presente estudio
Pavona gigantea (7. 58m)  Symbiodinium sp. AF411413 c Presente estudio
Montastrea annufaris Symbiodinium sp. AF334660 D1 {LaJeunesse, 2001)
Meandrina meandrities Symbiodinium sp. AF333518 F {LaJeunesse, 2001)
Porites porites Symbiodinium sp. AF180129 c (Hunter ef af., 1997)
Forites lobata Symbiodinium sp. AF180127 c (Hunter ef al., 1997)
Pocillopora damicomis Symbiodinium sp. AF180124 B (Hunter ef al., 1997)
Heliofungia actiniformis Symbiodinium sp C (Takabayashi et af,

AFD38914

1998)

Montipora verrucosa Symbiodinium kawagufif AF333517 F (Ladeunesse, 2001)

Vida fibre Gymnodinium sp. AF201747 NA  (Bailie ef af., 2000}

Las secuencias obtenidas en este estudio v las de otros organismos simbicticos fueron alineadas
utiizando CLUSTAL W 1.4 (http /iwww ebiac.uk/clustalw/), siguiendo todos los atributos por
omisién {Thompson et al, 1994). Para las comparaciones filogenéticas se utilizé sdlo la region
entera de! gen 5.85 cuyos limites fueron determinados por inspeccion ocular del alineamiento
(Todd C. LaJeunesse, University of Georgia com pers). Estas comparaciones se hicieran con el
paguete computacional MEGA 2.1 (http://www.megascftware net/) (Kumar et al, 2001) con el
método de Kimura dos-parametros para el calculo de las distancias enire secuencias y "neighbor-
joining’ (Saitou y Nei, 1987 ) para la construccion del arbol filogenético, utilizando 500 réplicas de

remuestreo para el soporte relativo en cada ramificacion {(Felsenstein, 1985).
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Ill. Resultados.

Il.1 Taxonomia molecular.
1.1 Comparacién del tamafio de los marcadores genélicos uiilizados para

diferenciar a los simbiontes.

Las reacciones de PCR de SSUrRNA de los simbiontes de P. verrucosa y P. gigantea
produjergn amplicones de aproximadamente 1.6 kb aunque en algunos casos se produjo una
banda extra sélo en las amplificaciones de las algas de P. verrucosa (de aproximadamente 600 pb
la cual ha sido descrita antes por Rowan y Powers (1991a) perc que no interferia con Ia reaccion
de RFLP (Fig. 2a, carril 4). Los amplicones de la region entera de ITS de los dinoflagelados
simbiontes mostrd consistencia en el tamafio (aprox. 630 pb) para ambas especies de hospederos
(Fig. 2b), en este caso no se observé amplificacién de productos de otro tamaiio. El tercer
marcador utilizado para diferenciar a los simbiontes fue la regidn ITS-2 la cual segin los productos
de PCR fueron de aproximadamente 340 pb (Fig 2c). Los tamafios de los tres marcadores
utilizados fueron constantes tante interespecificamente como intraespecificamente a lo largo de la
distribucidn vertical del hospedero. Las tres figuras muestran resultados tipicos (n = 28).

cr

Figura 2, Tamafio aparente de los tres marcadores genéticos (a) SSUrRNA, (b) ITS, y (c) ITS-2
amplificados por PCR. a) SSUrRNA de Symbiodinium sp (P. gigantea)de 7, y 10 m (carriles 1y 2),
y (P. verrucosa) de 3, y 6 m (carriles 3 y 4); b) ITS de Symbiodinium sp. {P. gigantea) de 7 y 10 m
(carriles 1 y 2), y (P verrucosa) de 3, y 6 m (carriles 3 y 4); ¢) 1TS-2 de Symbiodinium sp. (P.
gigantea) de 7 y 10 m (carriles 1y 2), y (P. verrucosa) de 3y 6 m (carriles 3 y 4).
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Hl.1.2 Andlisis de RFLP de SSUrRNA de los dinoflagelados simbiontes.

Los patrones de digestion con Tag 1 de la regién SSUrRNA de los simbiontes de los 30
corales hermatipicos {incluyendo los transplantes) analizados mostraron tres genotipos distintos
Los simbiontes de P. gigantea presentaron un solo patrén de bandeo (09 + 07 kb)
correspondiente al filotipo C (Fig. 3a, carril 3, Fig. 3b, carriles 6, 7). Este mismo patrén se conservd
en los transplantes que permanecieron por espacio de un afio fuera de su rango original de
distribucion lo gue confirma la alta especificidad de la asociacion (Fig. 3b, carriles 3-5). En el caso
de los simbiontes de P. verrucosa presentaron dos patrones de bandeo (07 + 0.7 + 02,y 09 +
0.7+ 0.6 + 0.3 kb) caracteristicos del recientemente descrito filotipo D (Fig. 3a, carriles 4, 5 y Fig.
3b carriles 8, 9) Este polimorfismo no presenid una tendencia clara respecto a la profundidad,
siendo el patrén de bandeo de los carriles 4 (Fig. 3a) y 9 (Fig. 3b) predominante en la maycria de
las muestras (n = 13). El caso del patrdn de bandeo del carril 10 (Fig. 3b) es producto de la
digestién de un amplicdn clonado en bacterias demostrando la posibilidad de la existencia de mas

de una forma de este gen por individuo.

Figura 3. Analisis de polimorfismo de longitud de fragmentos de restriccion (RFLP) de SSUrRNA
con Tag 1 de dinoflagelados simbiontes. a) Resultados tipicos, n = 26. Carriles: 1, 2) Estandares
con patron de bandeo conocido por literatura, S kawaguti (M. verrucosa). Filotipo C; vy
Symbiodinium sp. (M. annularis). Filotipo D1 respectivamente, 3) Symbiodinium sp. (P. gigantea) 5
m Filotipo C; 4, 5) Symbiodinium sp (P. verrucosa) 3 y 6 m, respectivamente. Filotipo D. b)
Comparacion de los transplantes y sin transplantar. Carriles: 1, 2) Estandares con patrén de
bandeo conocido por literatura, S. kawagutii (M. verrucosa). Filotipo C; y Symbiodinium sp. (M.
annufaris) Filotipo D1, respectivamente; 3- §) Symbiodinium sp. (P. gigantea) Transplantes de 10
a 3 m, después de un afio Filotipo C; 6, 7} Symbiodinium sp. {P. gigantea) creciendoa 15y 9 m,
respectivamente Filotipo C, 8, 9) Symbiodinium sp. (P. verrucosa) creciendo a 1 y 6 m,
respectivamente Filotipo D, 10) Symbiodinium sp. (P. verrucosa) creciende a 3 m. Filotipo D
Clonada.
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i1.1.3 Analisis de DGGE de ITS-2 de los dinoflagelados simbiontes.

La prueba de electroforésis DGGE del la regién ITS2 se ha utilizado para evaluar la
identidad genética de los simbiontes a un nivel de resolucién proximo al de especie, y para detectar
posibles poblaciones polimérficas (LaJeunesse y Trench, 2000, LaJeunesse, 2001). Los simbiontes
de ambas especies de corales presentaron diferentes patrones de bandeo. Las algas de P
verrucosa exhibieron dos bandas principales (Fig 4a, carril 1) que migraron mas en comparacion
con la firma dejada por las algas de P giganfea que consistié en cinco bandas principales (Fig 4a,
carril 3) con menor longitud de migracidon y menor espacio entre ellas Dichas firmas al ser
comparadas ¢on un patrdn de bandeo conocido corresponden a las subclades descritas con
anterioridad como D1 y C (no descrito), respectivamente. (Fig 4a, carril 2). Este mismo patrén de
bandeoc se conservo en todo el gradiente de distribucién vertical de cada especie de hospedero
(Fig. 4b carriles 1 - 7 y 9 - 14 para P. verrucosa, y P. gigantea respectivamente), salvo algunas
bandas extra no asociadas con la profundidad, en los individuos de P. verrucosa (Fig. 4b, carriles 3
- 5). Estas variaciones son consideradas como narmales dentro de una poblacién, o podrian
deberse a conformaciones secundarias del amplicén. Un transplante de P. gigantea de 10 a 3 m
que sobrevivié por 2 afios conservé la firma caracteristica de aquellos individuos sin transplantar
(Fig. 4b, carril 9).

1 23 4 5 6 7 8 9 1011 12 13 14

Figura 4. Comparacién de los perfiles de DGGE de la regién ITS-2 de las algas simbiontes de

ambas especies de corales. a) Identificacion de la fima de cada subclade. Carriles: 1)
Symbiodinium sp. (P. verrucosa) colectado de 7 m, subclade D1; 2) marcador hecho con una
mezcla de cantidades iguales de producto de PCR de algas pertenecientes a las subclades C1, A3,
D1, y BT, 3) Symbiodinium sp. (P. gigantea) transplante de 10 a 3 m después de 22 meses,
subclade € no descrita Se marcan con flechas las bandas que caracterizan a cada subclade. b)
Reconstruccion del la zonacion vertical de ambas especies. Carriles. 1-7) Symbiodinium sp. (P
verrucosa) colectado de 1.0, 1.5, 2.0, 3.0, 3.0, 3.6, y 7.0 m de profundidad respectivamente. 8)
marcador como en la Fig. 4a; 8) Symbiodinium sp. (P gigantea) transplante de 10 a 3 m: 10-14)
Symbiodinium sp. (P. gigantea) colectado de 7.0, 70, 7.5, 80 y 12 m de profundidad
respectivamente. (iglesias-Prieto et af, 2002)
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11.1.4 Posicion filética de los simbiontes a partir del gen 5.85.

El gen 5.85 mostro tener un tamafio aproximado de 160 + 4 nucledtidos. Estas diferencias
de tamano son consistentes entre secuencias de organismos emparentados (Fig 5). De hecho el
ordenamiento de los taxa fue hecho posterior al analisis filogenético para maximizar las diferencias
y similitudes existentes entre filotipos distintos.

El alineamiento mostré que existen posibles zonas informativas dentro de estas secuencias
las cuales ayudan a identificar las afinidades entre filotipos cercanamente emparentados como es
el caso de los filotipos E y D en la posicién 100, y los filotipos C y F a la aitura del nucledtido 112,
Por otro lado existieron zonas de la secuencia que solo mostraron similitudes entre los organismos
gue pertenecen a un filotipo y carecen de similitud con otros como es el caso de los taxa
pertenecientes al filotipo D a la altura de los nucledtidos 91, 144, y 1567-164. Para los simbiontes de
P. gigantea y H. actiniformis en 1os nucledtidos 158 y 159 comparten similitud. Por 0ltimo, a la
altura del nucledtido 5, ios individuos pertenecientes al filotipo A comparten esta posicion.

En la reconstruccién filogenética hecha a partir del gen 5.8S8 de los dinoflagelados
simbiontes (Fig. 6) se observa una clara distincion de los filotipos descritos recientemente
(Ladeunesse, 2001). En el encontramos al filotipa A como grupo ancestral a los demas Los
simbiontes de P verrucosa se agruparon fuertemente con sus similares de M. annularis en el
filotipo D recientemente descrito. Como grupe hermano se encuentra S. californium perteneciente
al filotipo E. Los simbiontes de P. gigantea se agrupan con sus similares dentro dei filotipo C que
en este arbol aparece como el mas diverso,

La topologia det arbol filogenético basada en el método de Neighbor-Joining” y verificado
por remuestren para evaluar el soporte relativo de cada ramificacion, muestra congruencia con la
informacién obtenida de otros marcadores ribosomales como son el SSUTRNA y LSUrRNA (Rowan
y Powers, 1991a; Baker y Rowan 1997). Sin embarge como en el caso de los marcadores
ribosomales altamente conservados no son capaces de evidenciar diferencias entre taxa
estrechamente emparentados como es el caso de los perienecientes al filotipo A en donde
encontramos tres especies descritas, pero que este marcador no alcanza a detectar.
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Figura 5. Alineamiento de las secuencias del gen 5.85 de los diferentes dinoflagetados simbiontes. Sitios
idénticos = . ; sitios ambiguos = N; inserciones = -, En negritas los organismos investigados en este estudio.
La longitud del fragmento se encuentra sobre la primera secuencia Al final de cada linea se marca el filotipo
del simbionte. Los recuadros representan los sitios informativos.
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Figura 6. Reconstruccion filogenética de dinoflagelados simbiontes, hecha a partir de secuencias
del gen 5.85 El método de distancias empleado fue el de Kimura 2-parametros, y el algoritmo para
la construccion del arbol fue el de "Neighbor-joining” con 500 réplicas de remuestreo para validar el
soporte de cada ramificacién. El ndmero de sitios comparados fue de 148, y se ignoraron sitios
ambiguos. Los nombres en negritas corresponden a los organismaos tratados en este estudio. Los
nimeros arriba de cada ramificacién son las consistencias de remuestreo (bootstrap) gue soporta
cada ramificacién. (iglesias-Prieto et al., 2002)
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I1.2 Fotofisiologia.
I11.2.1 Analisis de los datos de Q,, con muestras relajadas en la obscuridad.

Los datos de Q,, con un minuto de adaptacién a la cbscuridad, tomados in sifu de los
dinoflagelados de ambas especies de holosimbiontes, muestran una tendencia lineal negativa
respecto a la profundidad (Fig. 7). El modelo de regresion aplicado a cada grupo de datos fue
significativo (? = 0.673, P = 0014, y I* = 0.901, P = 0003 para P. verrucosa y P. gigantea,
respectivamente). De igual forma el punto de ordenada al origen entre ambos modelos resultd
significativamente distinto (0.273 + 0.040 y 0638 = 0.085 para P verrucosa y P. giganiea
respectivamente), indicativo de que |la respuesta de los simbiontes de cada especie de coral es
distinta frente a variaciones de luz de orden exponencial (eje de abscisas secundaric)
dependientes de la profundidad Esta diferencia implica que las algas de P. gigantea se
encontrarian, segun la prediccion del modelo, en un constante estrés metabdlico en profundidades
someras, mientras que sus similares en P. verrucosa no. La intercepcion de las lineas de regresion
con el eje de la profundidad corresponden con el limite de distribhcién vertical de cada especie de
coral.

Los simbiontes de las colonias P. verrucosa creciendo a 2.0 m experimentaron valores de
G similares a los observados en las algas de las colonias de P. gigantea desarrofiandose a 8.0 m,
Este resultado se vuelve ain mas dramatico al comparar la cantidad de luz incidente para ambas
especies existiendo una diferencia de hasta 50% de irradiancia. Esto mismo sucede comparando
los datos de @, de ambas especies a 4 y 11 m aunque dado el caracier exponencial de extincién

de la iuz, la diferencia entre ambos es menor (30%) que en la comparacion anterior.
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Figura 7. Efecto de la profundidad en Qm (medida con un minute de adaptacion en la obscuridad)
de los simbiontes de dos corales hermatipicos. Los circulos obscuros representan a P. verrucosa,
los circulos claros representan a P. gigantea, y la llnea punteada corresponde a la irradiancia
relativa en base a un Ky de 0.20 m™. Los datos fueron colectados entre octubre de 1998 y junio de
1999 la temperatura del agua en el lugar de muestreo fue de 22.3 + 2.0 °C. (iglesias-Pristo et al., 2002)
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111.2.2 Analisis de los datos de Q, con muestras sin relajar en la obscuridad.

La medicion de Q. sin relajacidon en la obscuridad permitié un aumento considerable en el
numerc de observaciones sin gue existiera cambio en la tendencia ya gque el comportamiento
general de los datos fue muy similar a aguellos donde existia una relajacion previa de un minuto
antes de la toma de la lectura de AF/FmM'; medio aia- L8 Tespuesta de Q,, de los simbiontes de ambas
especies de coral mostré una variacion lineal negativa respecto a la profundidad (= 0673, P<
00001, n=98y * = 0,786, P<0.0001, n = 155, para P. verrucosa y P. gigantea, respectivamente)
(Fig. 8) Los algas de P gigantes desarrollan mas presion a lo largo de todo el gradiente de
irradiancia dependiente de la profundidad (Fig. 8 circulos claros) en comparacion a sus similares en
P. verrucosa (Fig. 8 circulos obscuros) Los transplantes de 10 a 3 m de P gigantea después de 24
h (Fig. 8, rombos) desarrollaron valores significativamente diferentes (0.47 £ 0 025, n = &) de los
registrados por sus similares en P verrucosa creciendo naturaimente bajo ese régimen de luz
(0.318 £ 0.024, n = 18). Por otro lado, algunas colonias de P. verrucosa que se desprendieron
naturalmente (Fig. 8, cuadros) exhibieron valores significativamente mas bajos (0.041 £ 0034 n =
7) que los desarroliados por las colonias de P. gigantea creciendo bajo la misma cantidad de luz
{0.219 £ 0.022, n = 13). En ambos casos de los individuos muestreados fuera de su rango normal
de crecimiento, los valores de Qm cayeron dentro de las predicciones de los ajustes lineales
hechos a partir de los datos de los organismos sin transplantar demostrando una baja capacidad
de aclimatacién.

Qm (relativo)

Profundidad (m)

Figura 8. Efecto de la profundidad en Qm (medida sin un minuto de adaptacién en la obscuridad) de
los simbiontes de dos corales hermatipicos. Los circulos obscuros representan a P verrucosa (n =
98), los circulos claros representan a P. gigantea (n = 155), los cuadros representan colonias de P.
verrucosa naturalmente desprendidas (n = 7), vy los rombos representan colonias de P. gigantea
transplantadas (n = 5). Los datos fueron tomados en julio de 2000 con una temperatura del agua de
278+20°CyunKs=0.16m"
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[11.2.3 Analisis de los datos de presiéon sobre PSI de transplantes reciprocos de

ambas especies coralinas.

Los primeros transplantes reciprocos hechos en septiembre de 1998 mostraron al cabo de
24 horas de exposicién al nuevo régimen de luz, cambios en los niveles de Qr en los simbiontes de
ambas especies. (Fig 9). Por un lado las algas de las colonias de P. giganfea movidas de 10 a 3 m
elevaron considerablemente la cantidad de presién sobre el PSII {(0.627 £ 0 021, n = 3) pudiendo
experimentar fotoinhibicidn (Fig. 9 circulos claros) Los simbiontes de los individuos de F. verrucosa
trasladados de 3 a 10 m mostraron niveles de Qn muy bajos (0.016 + 0.005, n = 3) indicativo de
gue la cantidad de luz que percibieron fue insuficiente para saturar su aparato folosinieético

Después de seis meses (marzo de 1999), de las tres colonias de P. gigantea sélo se
encontré una sobreviviente, sus simbiontes preseniaron una disminucion en las lecturas de Qp
respecto a los desarrollados 24 h después de su reubicacion, este comportamiento se atribuyo
presumiblemente por aclimatacién Los tres transplantes de P verrucosa habian muerto. En junio
de 1999 los datos de Qn del transplante sobreviviente de P. gigantea exhibieron una ligera
disminucidn respecto a los obienidos cuatro meses antes. Estos datos de Qn generados por los
transplantes después de nueve meses, responden claramente segln lo predicho por el ajuste de
regresion que describe el comportamiento de Qn en las algas de los corales sin transplantar, es
decir que experimentan presiones 3 veces mayores que sus similares en P. verrucosa creciendo
naturalmente a esta profundidad, demostrando asf que la capacidad fotoaclimatoria a alta luz de
estos simbiontes es muy pobre.
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Figura 9. Efecta del cambio de cantidad de iuz en el desempefio fisioldgico de los simbiontes de
los corales fransplantados. Los circulos obscuros representan a P. verrucosa, y los circulos claros
representan a P. gigantfea. (iglesias-Prieto ef af, 2002}
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11.2.4 Analisis del comportamiento de los pigmentos fotosintéticos intracelulares

respecto a la profundidad.

La tendencia de la concentracidn de clorofila a intracelular de las algas fue lineal positiva
respecto a la profundidad de ubicacion del hospedero (Fig. 10} (*=0.9391, P<0.0001,n=7,y =
0.4041, P = 0.0012, n = 8, para P verrucosa y P. giganlea respectivamente), sin embargo el
intercepto en el eje de la variable dependiente no fue significativo para ambos grupos de datos
(00113 + 0.128 y -0.0883 = 00387 para P. gigantea y F. verrucosa, respectivamente) Las
pendientes de ambos modelos de regresion fueron distintas, lo cual indica que el efecto de ia
profundidad en la concentracién intracelular de pigmentos es mucho mas dramatico en las algas de
P verrucosa, quizd debide a la morfologla ramificada del hospedero que provoca un
autoensembrecimiento hacia el centro de la colania. Por el contrario, la pendiente del ajuste de F.
gigantea es mucho mas suave lo que indica que responde menos drasticamente al cambio de
profundidad debido tal vez a gue su morfologia de tipo masive en forma de domo no resulta en la
formacion de un gradiente luminose intracolonial.
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Figura 10, Efecto de la profundidad en la concentracidn de clorofiia a intracelular de los
simbiontes de dos especies de corales hermatipicos. Los circulos cbscuros representan a P
verrucosa, y 10s circulos claros representan a P. gigantea.
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IV Discusion

Los corales hermatipicos poseen una simbiosis ecoldgicamente obligada con
dinoflagelados del género Symbiodiniurn. Este hecho los limita a desarrollarse solo en la zona
eufética de los mares tropicales del planeta. En este limitado espacio ocurre un fendomeno
ecologico conocido como zonacion vertical, el cual se entiende como la dominancia sucesiva de
una o un grupo de especies dentrc de un rango especifico de profundidad. Estos patrones de
distribucién de las especies han sido explicados con base en la distribucién de los recursos, las
tasas de crecimiento potencial, patrones de disturbio, competencia, y depredacion selectiva
(Connell, 1978; Wellington, 1982; Huston, 1985; Jackson, 1991). En el presente estudio se explican
los patrones de zonacion de dos especies dominantes del Pacifico Oriental Tropical con base en
los atributos fotoaclimatorios de sus endosimbiotes especificos. Este hallazgo puesto en un
contexto giobal, demuestra que la diversificacion del nicho a través del eje de diversificacion “luz”
pedria ser una importante fuerza gque promoviera la disminucion de los procesos competitivos para
otras comunidades coralinas mas complejas (e.g. Indopacifico, Caribe) dando por resultado el
mantenimiento de la alta diversidad caracteristica de los ecosisternas arrecifales.

Para poder probar gue dicho patrén de distribucion diferencial es explicado por ia
presencia de dos taxa simbidticos adaptados a dos ambientes luminicos, se tuvieron que cumplir
tres requisitos. El primero fue demastrar que ambas especies de corales aibergan dos entidades
simbidticas genéticamente distintas. El segundo fue demostrar que estas entidades genéticamente
distintas, poseen adaptaciones particulares que les permiten explotar diferencialmente el campo
luminico al que se encuentran sujetos. Y el tercero fue demostrar que estas asociaciones son
especificas. Estos tres requisitos seran discutidos a continuacion en el marco de los resultados
obtenidos. Por litime se abordaran los alcances y repercusiones de los hallazgos de este trabajo
en el pensamiento ecolégico de los ecosistemas arrecifales.

Para cumplir con el primer objetivo se optd por la utilizacién de taxonomia molecular. El
desarrollo actual de técnicas de identificacion utilizando marcadores genéticos para distinguir entre
organismos del género Symbiodinium, las hace herramientas ideales para estudios ecologicos. Las
caracteristicas morfolégicas de la fase cocoide in hospite de estos dinoflagelados no permiten su
identificacién utilizando microscopia de luz. Para la descripcion formal es necesario técnicas de
cultivo unialgal (esto bajo el supuesto de tener éxito, ya que muchos intentos na los son) seguidas
de microscopia electrdnica en conjuncién con estudios de comporiamiento, bioguimicos vy
cariotipicos (Trench y Blank, 1987; Banaszak et af, 1883), lo cual estaba fuera de los objetivos de
este estudio.

Por otro lado el empleo de técnicas de identificacion de organismos con base en su
genotipo evita el problema de la plasticidad fenotipica la cual puede estar afectada por distintos
factores ambientales (Adachi ef a/., 1296).
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En este estudio se comparé el tamario de tres regiones del genoma de los simbiontes
SSUrRNA, la region entera del TS y el ITS2 En el primer caso se obtuvieron productos de PCR de
SSUTRNA, (Fig. 2a) cuyos tamafios corresponden a lo reportado para ofros dinoflagelados
simbidticos (=1600 pb) (Rowan y Powers, 1991a, 1992; McNally et al., 1994). Para la regién entera
de ITS y el ITS-2 la electroforésis no detecta diferencias de tamafo (Fig. 2b y 2¢) entre las algas de
ambas especies, sin embargo el andlisis de las secuencias muestra que el tamafio es
interespecificamente distinto. Estas variaciones son consistentes con los hallazgos hechos por
LaJeunesse (2001) para otros dinoflagelados simbidticos

Los analisis de RFLP de SSUrRNA demostraron que los simbiontes de ambas especies de
corales pertenecen a filotipos totaimente distintos. Las algas de P. verrucosa estan incluidas en el
filotipo D recientemente descrito (Fig 3a, carriles 4, 5) {Baker, 1999; LaJeunesse, 2001), mientras
que los simbiontes de P. gigantea, mostraron un patrén de bandeo caracteristico del filotipo C (Fig.
3a, carril 3). Baker y Rowan (1997} encontraron que todas sus muestras aisladas de los corales
hermatipicos del Pacifico QOriental Tropical pertenecian a la clade C lo cual concuerda con lo
reportado en este estudio para . gigantea.

El patrén de digestion de uno de los productos de PCR de SSUrRNA clonado en un
sistema bacteriano, demuestra que P. verrucosa podria ser polimérfica, es decir la presencia de
mas de un genotipo de alga en un hospedero como lo han reportado para otras especies de
corales del caribe (Rowan y Knowiton, 1995; Rowan et al., 1987) y para P meandrina en el
Pacifico (Rowan y Powers, 1991b). En este caso el caracter polimérfico de estos corales podria
otorgarle una ventaja adaptativa en ambientes luminicos cambiantes sobre todo en las partes
superficiales, debido a la concentracién de la luz por las olas generando “flashes” de hasta 4000 -
mol cuanta m™ s (Levins, 1968, Rowan et al, 1997; Rowan, 1998). Otra posibilidad es que los
simbiontes tengan mas de un tipo de copia de esta molécula par ¢célula (Fig. 3b, carril 10) (Rowan y
Powers, 1991a). El poder distinguir entre estas dos posibilidades requiere del cuitivo de estos
organismos a partir de una sola célula para su posterior caracterizacion genética.

Dado que la SSUrRNA posee una tasa de cambio muy lenta, (Sogin ef al, 1986) dos
simbiontes que posean el mismo RFLP pueden no ser la misma alga (Rowan y Knowlton, 1995).
Estas subestimacién de la diversidad tiene consecuencias en las interpretaciones ecolégicas, ya
que cada filotipo puede potencialmente incluir varias especies, cada una de las cuales posee una
historia ecoldgica diferente y atributos fisiologicos propios (Iglesias-Prieto y Trench 1997a)

Recientemente las regiones {TS de los genes ribosomales han demostrado ser buenos
marcadores para comparar entre especies de fitoflagelados incluyendo a los simbiontes de corales
hermatipicos {Coleman e/ al., 1994, Adachi ef al., 1996, Hunter et al, 1997, LaJeunesse y Trench,
2000, Ladeunesse, 2001, Van Oppen et al., 2001, LaJeuneése, 2002), permitiendo comprender
mejor las respuestas a los factores ambientales de los organismos a niveles de especie o muy

préximo a éste. De esta manera los andlisis de los productos de PCR de |ITS2 separados por
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DGGE demuestran que para este marcador altamente variable (Coleman et al., 1894, Adachi et a/.,
1998) los simbiontes de ambas especies de corales son distintos. Los patrones de bandeo
obtenidos de los simbiontes de P. verucosa comparadas con las firmas de individuos
caracterizados con base en analisis de sus secuencias (Lajeunesse, 2001; 2002) demuestran gue
sus algas pertenecen a la subclade D1 y las de P. gigantea son de una subclade C aln no descrita
(Fig. 4a, carriles 1y 3, respectivamente). En una reconstruccion del gradiente de distribucion hecha
a partir de las "firmas” de cada tipo de alga (Fig 4b) se observa que conservan su identidad filética
con algunas variaciones (Fig. 4b carriles 3 y 5). En los individuos de P. verrucosa estas variaciones
padrian ser el resultado de 1) la presencia de mas de una poblacién de algas por hospedero, lo
cual podria estar justificado en ambientes heterogéneos. Cabe aclarar que este polimorfismo no se
relaciona con la profundidad, y que esta variacidon no es correlativa con la observada en SSUrRNA
debido a que ambos marcadores estan sujetos a diferentes presiones de seleccidn, 2) artefactos
fisicoguimicos como la ocurrencia de mas de una conformaciéon secundaria del DNA que altera los
patrones de migracién de amplicones con identicas secuencias (LaJeunesse, 2002). 3) la
presencia de mas de una copia del fragmento o pseudogenes en la serie de repeticiones de los
genes ribosomales que pueden estar localizados en diferentes cromosemas, aunado a gue por ser
sitios no codificantes no son afectados por 1a seleccidn purificadora (Kimura, 1983; Buckler et af,,
1897). 4) Ofra posibilidad seria por la contaminacion de DNA del hospedero, sin embargo en este
caso los producios secuenciades fueron comparados por alineamiento en ¢
“BLAST” y la homologia con algin coral fue nuia.

E! alineamiento de las secuencias del gen 5.85 (Fig. 5) revelan consistencia en tamafios
entre individuos filogenéticamente relacionados, tal como lo reporta LaJeunesse (2001), ademas
de la alta conservacion en secuencia debido al papel de este gen en el ensambiado de proteinas.
Respecto a la reconstruccion filogenética hecha a partir de las secuencias del gen 5.88 (Fig. 6) se
demuestra que los taxa simbidticos bajo estudio estan distantemente relacionados. Por otro lado la
topologia del arbol respecto a la distribucién de los taxa corresponde con otras reconstrucciones
hechas a partir de otros marcadores altamente conservados como SSUrRNA y LSUrRNA (Rowan y
Powers, 1891b; McNally et al., 1994, Baker y Rowan, 1997).

Las diferencias encontradas por los analisis de RFLP de SSUrRNA, DGGE de 1TS-2, y
comparacion de secuencias del gen 585 demuestran que para tres marcadores geneticos con
tazas de evolucion distintas, estas dos algas son distintas, v lejahamente emparentadas.

El segundo objetivo fue demostrar que poseian adaptaciones particulares para explotar el
campo luminico, ya que podia darse el caso de gue por convergencia evolutiva dos taxa tuvieran
capacidades fotoadaptativas similares. En este sentido Chang et al., (1983), e Iglesias-Prieto y
Trench (1994, 1997a) proponen con base en trabajos realizados in vitro sobre las capacidades
fotosintéticas de los simbiontes, que éstos responden especie-especifico a diferentes intensidades
fuminosas. A partir de estos hallazgos proponen que [a estratificacion vertical del holosimbionte

puede ser resultado de estas capacidades diferenciales para explotar un campo luminico en



particular, Esta hipotesis no habia podide ser probada en las asociaciones intactas hasta la
definicion de Q. (Iglesias-Prieto et al, 2002) ia cual se basa en las capacidades fotosintéticas
propias de cada alga medidas in hospife .

Los primeros muestreos en septiembre de 1998 (Fig. 7) revelaron que los simbiontes de F.
verrucosa, y P. gigantea presentan valores similares de Q, a profundidades distintas asociadas-a
un campo luminica que se extingue exponencialmente respecto a la profundidad Los resuitados de
julio de 2000 (Fig. 8), con un nimerc de muestreos mucho mayor, presentan una tendencia similar
que los obtenidos con previa relajacion en la obscuridad, es decir una respuesta fisiologica similar
a diferentes niveles de iluminacion, lo que implica que la luz es explotada de diferente forma por
estos taxa simbidticos.

Por ofro lado, la disminucion de la eficiencia cuantica efectiva (AF/F,) a medio dia en &l
aparato fotosintético de los simbiontes (lo que provoca altos valores de Q) es el producto de
mecanismos de fotoproteccion que evitan el dafio oxidativo (Brown, ef af, 1999, Lesser ef al,
2000; Jones y Hoegh-Guldberg, 2001; Gorbunov et al, 2001; Lesser y Gorbunov 2001}, y de
fotodano en estructuras protéicas en el aparato fotosintético de estos dinoflagelados {(Falkowski y
Raven, 1997). La eficiencia cuantica recupera niveles maximos al atardecer cuando la mayoria de
los centros de reaccion estan abiertos y las proteinas dafiadas fueron sintetizadas de novo.

Aunado a las diferencias medidas in situ, los analisis del contenido de pigmentos por
dinofiagelado simbionte de cada especie de corai demuestra un aumento de la cantidad de
pigmentos respecto a un decremento a la cantidad de luz (Fig. 10). Este es un fendmeno descrito
para simbiontes en cultive {lglesias-Prieto y Trench, 1994}, v otros productores primarios (Prezelin,
1987, Garcia-Mendoza, 2000) y responde a mecanismos fotoaclimatorios. En los dincflagelados
simbidticos el aumento de pigmentos es producto del efecto combinado de dos procesos. Uno es &l
aumerto de la seccién fransversal de la unidad fotosintética y el otro es el incremento en el nimero
de estas unidades (iglesias-Prieto y Trench, 1994). La diferencia en las pendientes de los modelos
de regresién lineal que se obtuvieron, podrian explicarse con base en la morfologia de las colonias,
ya que P. verrucosa al ser una forma altamente ramificada a pesar de que se encuentran viviendo
cercano a la superficie posee un gradiente interno de auto-ensombreciemiento creado por la propia
morfologia, lo que provoca que la pendiente del modelo de regresidn sea mas pronunciada en
comparacion con F. gigantea gue no presenta tal gradiente interno por ser una especie de
crecimiento masivo.

Hasta este momento con las evidencias mostradas, las asociaciones simbidticas podrian
ser productc de dos posibilidades. La primera es, que en ausencia de especificidad los patrones de
distribucién de los corales gobernarian dichas asociaciones, ya que las algas infectarian a aquellos
hospederos que se encontraran dentro de los requerimientos luminicos a los que se encontraran
adaptadas. La segunda implica que, al existir especificidad en dicha asociacion los patrones de
distribucién de los corales serian consecuencia de las habilidades fotoadaptativas de sus
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simbiontes Para poder disﬁnguir entre estas dos posibilidades 'se forzo al rompimiento de dicha
asociacion mediante |a realizacion de transplantes reciprocos de ambas especies al opuesto de
sus rangos de distribucion, esperando por un fado que de existir especificidad no hubiera cambio
en la poblacion de simbiontes. Por otro lade si las asociaciones carecen de especificidad, los
corales experimentarian un recambio su poblacién de microalgas simbioticas como lo propone
Buddemeier y Fautin (1993) y Baker (2001) como mecanismo adaptativo para reducir la mortalidad
en respuesta a un evente adverse crénico.

Los analisis genéticos de alta resolucion (DGGE) demostraron que una colonia de P
gigantea que sobrevivié casi dos afios fuera de su rango de distribucién conservé sus simbiontes
(Fig. 4b carril 9). Tres colonias mas de esta misma especie, que permanecieron por espacio de un
afo fuera de su rango de distribucion, también demostraron haber conservado su poblacion de
simbiontes pertenecientes al filotipo C (Fig. 3b, carriles 3 - 5). Estos hallazgos van en contra de las
conclusiones de Baker (2001) (hechas a partir de experimentos de transplantes reciprocos de 8
especies analizando los patrones de recambio de simbiontes y mortalidad del holosimbionte en
respuesta a una situacion adversa crénica) de que los corales “se blanquean”™ para sobrevivir
permitiendo el repoblamiento de algas mejor adaptadas. Esto ademas pasa por alto toda ia base
de conocimiento sobre ta bioquimica y biclogia celular de la especificidad dando a entender que los
corales son sistemas abiertos capaces de asimilar cualquier alga que en un "momento especifico”
le provea de veniajas selectivas frenie a un factor ambiental adverse, ¢ visic de olra manera, que
las algas son capaces de infectar a cualquier hospedero gue se encuentre dentro de sus limites de
telerancia en pro de maximizar su adecuacion.

Perscnhalmente encuentro probable que mediante un evento gue provogue ef colapso de la
simbiosis puede generar en condiciones muy especiales una nueva combinacién microaiga-
invertebrado con atributos ecolégicos totalmente novedosos, entendiendo por esto que eventos de
tipa blangueamiento pueden ser fuente de especiacion en un arrecife coralino sin embargo no la
consideraria como una fuerza mayor dada la alta especificidad.

Por otfro lado, con respecto a los datos de desempefio fisiclégico, las microalgas de ia
colonia de P. giganfea que sobrevivid dos afos elevaron sus niveles de Qp, casi 40% después de
24 h (septiembre de 1998) Estos nuevos valores sin embargo, quedaron descritos por las
predicciones hechas por el ajuste lineal de Qy, respecto a la profundidad para los holosimbiontes
sin transplantar (Fig. 9). Nueve meses después los niveles seguian siendc bastante altos,
demostrando que la capacidad fotoaclimatoria de este tipo de alga es muy bajo, evidencia de una
especializacion a un ambiente luminico. Este mismo fenomeno se observd en los cinco
transplantes hechos en julic de 2000 (Fig. 8, rombos) después de 24 h de permanecer fuera de su
rango de distribucion normal. Algunas colonias de P. verrucosa desprendidas naturalmente
halladas a 10 m (Fig. 8, cuadros ) revelaron diferencias significativas en los valores de Q,, respecto
a los obtenidos para colonias de P. gigantea muestreadas a la misma profundidad. De igual forma,
los primeros transplantes de P. verrucosa hechos en Septiembre de 1998 (Fig. 7) no sobrevivieron
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debido a que la cantidad de luz capturada al medio dia no es suficiente para saturar el aparato
fotosintético de sus simbiontes (Spencer-Davies, 1991)

El conjunto de evidencias mostradas sustentan la nocion de que |a zonacion vertical en una
comunidad coralina puede ser explicada por las habilidades diferenciales de sus componentes en
la explotacion del recurso luz. Los ecosistermas arrecifales compuestos en su mayoria por corales
hermatipicos se encuentran limitados principaimente a la zona eufética en donde la variable luz
puede cambiar varios ordenes de magnitud en la profundidad {Falkowski y Raven, 1997). Estos
cambios en los niveles de iluminacian, aunado a la tridimencionalidad provocada por la disposicién
de los corales y su forma de crecimiento, han generado adaptaciones que le ctorgan ventajas a un
organismo que por su caracteristica sésil, la mayor parte de su existencia se ve sujeto a tales
presiones de seleccion. Cuando los niveles de integracidn tanto metabdlica como de
reconocimientc entre ambos componentes es alto, a seleccion natural actuard sobre el
holosimbionte y no sobre cada uno de los componentes por separado (lglesias-Prieto y Trench,
1997a).

Los hallazgos hechos en este trabajo tienen implicaciones importantes en la forma de
concebir la distribucién espacial y la diversidad de los corales en los ecosistemas arrecifales. Por
un fado se comprobd que la distribucién vertical de dos especies coralinas dominantes se
encuentra en funcion a la especializacion de cada especie {como holosimbionte) en la explotacidn
de uh recurss comun, en este caso la luz. Ese recurso puede cambiar varios ordenes de magnitud
en la vertical de modo que potencialmente muchas especies de simbiontes podrian utilizar una
zona especifica dentro de este amplio espectro de variacion, y a partir de esta zona, distribuirse en
este gradiente dependiendo de sus capacidades fotoaclimatorias. Si a esto le afiadimos que esta
simbiosis tiende a ser especifica, darfa por resultado la disminucion de la mayoria de los procesos
de exclusion competitiva favareciendo al mantenimiento de la alta diversidad caracteristica de los
arrecifes coralinos.

Histéricamente el papel de la diversificacién del nicho como procese importante en el
mantenimiento de la diversidad fue considerado poco relevante debido a que las habilidades
fotoadaptativas de los simbiontes se ignoraban, ya que se les consideraba como una sola especie
capaz de establecer simbiosis con un amplic range de invertebrados incluyendo a los corales
hermatipicos (Connell, 1978), de manera que la idea de especificidad en la asociacion, y
especializaciéh hacia alguna parte del ambiente luminico, no eran aplicables. En la actualidad se
sabe que los dinoffagelados simbiontes del género Symbiodinium poseen una diversidad
comparada a la de sus representantes de vida libre pertenecientes a diferentes drdenes {(McNally
et al, 1994; Trench, 1997, Laleunesse, 2002). Aunado a esta alta diversidad taxonodmica,
experimentos de variacién en la cantidad de flujo de fotones hechos in vitro sobre algunas especies
descritas formalmente, revelaron la existencia de distintas fotoadaptaciones, (Chang et al., 1983;
iglesias-Prieto y Trench, 1994, 1997a) demostrando una respuesta fisicldgica especie-especifica

gue podria en principic explicar las distribuciones de algunos corales con base en las capacidades
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fotoaclimatorias de sus algas. Ademds se ha dado el caso, con corales del género Moniasiraes,
que por una identificacion erronea del hospedero, lo que se suponia era una sola especie con una
amplia distribucidn vertical, resultaron ser por lo menos tres, cada una con una distribucién espacial
preferente (Weil y Knowlton , 1996). Por ofro lado, existe la posibilidad de holosimbiotes
polimérficos (Rowan y Knowlton, 1995; Rowan ef al, 1897) que son capaces de ajustar sus
poblaciones de simbiontes en relacion a las condiciones de [uz existentes, aunque de la totalidad
de las especies de corales muestreadas en la actualidad, solo el 23% poseen esta caracteristica
(Baker, 1999) de manera gue no podemos consideraria como una generalidad.

En las comunidades coralinas del Pacifico Oriental Tropical los patrones de distribucion de
los corales hermatipicos se habian explicado por las presiones de seleccion de depredacién de
peces sobre los corales (Wellington, 1982). Las evidencias aportadas en este trabajo son
suficientes para explicar este fenomeno ecoldgico, y no son excluyentes de la explicacion por
depredacion de Wellington, (1982), ya que se necesitarian experimentos a largo plazo en donde
una zona que fuera sitio de reclutamiento por larvas de corales se privara de pomacentridos, y
después de varios afios de desarrollo coraline ver si dicha zonacion se cumple, y si asi fuera, no
puede dejarse de lado la importancia que tienen las interacciones biologicas como la depredacion y
competencia, asi como los disturbios y procesos fisicos como el oleaje y de sedimentacion
(Connell, 1978, Huston, 1985; Wellington, 1982; Jordan, 1980) en ecosistemas tan compiejos como
i

El presente estudio confirma gue la medida de Q, es un buen descriptor del desempefio
fisictogico in hospite de los dinoflagelados simbiontes, y de esta manera abre un campo hacia
huevas preguntas de relevancia ecolégica como su variacion geogréfica, temporal, o en respuesta
a eventos de oscilaciones térmicas, esto aunado a que se sabe que a nivel molecular esta presion
de excitacién es capaz de regular la transcripcion de ciertos genes (Maxwell, 1995).

Por Gitimo la zonacion verticat de los corales tiene varias implicaciones en un ecosistema
dominado por estos arganismos. Al conocer que dichos patrones de distribucidn diferencial son el
producto de adaptaciones del organismo a cierta cantidad de luz, es posible hacer predicciones de
abundancia y seleccion de habitat de ciertas especies de corales conaciendo las habilidades
fotcadaptativas de sus simbiontes especificos, por supuesto esto requigre conocer a fondo la
diversidad taxonomica y fotofisiclogica de estos dinoflagelados simbiontes

V. Conclusiones

1.- Los simbiontes de ambas especies de corales poseen fotofisiologias distintas ya que explotan
diferencialmente las variaciones en el campo luminico a que se encuentran sujetos
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2 - Estas asociaciones mutualistas entre estas dos especies de holosimbiotes fueron altamente
especificas sin importar las variaciones ambientales, evaluadas en este trabajo por medio de
transplantes reciprocos gue provocaron situaciones de estrés cronico y que no indujeron a una
nueva simbiosis con una mejor adecuacion.

3.- Se destaca la utilidad de las herramientas moleculares (PCR, RFLP, DGGE) como una forma
rapida y eficaz para evaluar la diversidad taxonémica de los simbiontes sin la necesidad de recurrir
al cultivo de estos para su descripcidn formal

4.~ Las diferencias encontradas por los andlisis ei RFLP de SSUrRNA, DGGE de ITS-2, y
comparacion de secuencias del gen 5.85 demuestran que para tres marcadores genéticos con
tazas de evolucion distintas, estas dos algas son distintas, y lejanamente emparentadas.
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