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RESUMEN

Las zooxantelas son algas dinoflageladas pertenecientes al género Symbiodinium que
mantienen una simbiosis obligatoria con los corales escleractinios. Estas algas son de suma
importancia debido a que proveen de diferentes nutrientes a los corales y les permiten
desarrollar una mayor tasa de calcificacién en un menor tiempo. Existen nueve clados de
zooxantelas con diferentes atributos fisiologicos y ecoldgicos, entre los que estan incluidos
el conferir a los corales una mayor resistencia a caracteristicas ambientales adversas. Para
evaluar la composicion y la diversidad genética de las poblaciones de zooxantelas presentes
en cuatro arrecifes coralinos del Pacifico mexicano después del evento “El Nifio”” 2015-2016,
se obtuvo ADN de zooxantelas de 102 fragmentos del coral Pocillopora verrucosa de cuatro
arrecifes coralinos de Zihuatanejo, Guerrero. Este material se amplifico y secuenci6 para los
marcadores moleculares 28S e ITS2. Los éarboles filogenéticos resultantes de ambos
marcadores mostraron que el 100% de las secuencias de Symbiodinium se agruparon con el
clado D, siendo mas cercanos con los subclados D1.1 y D1.2. A este clado se le ha atribuido
resistencia a temperaturas altas. El analisis de redes de haplotipos y de diversidad genética
mostraron una mayor diversidad con el marcador ITS2 que con el 28S, revelando 28
haplotipos vs. 5 haplotipos, respectivamente. Entre las zooxantelas de los cuatro arrecifes se
encontré un haplotipo ancestral, del que la poblacion de Islote Zacatoso se alejé con mas
pasos mutacionales, mostrando ademas la mayor diversidad genética. Los corales con esa
poblacion de zooxantelas fueron los que sufrieron menos blanqueamiento durante el evento
“El Nifio” 2015-16. De esta manera, se discute la posible relacién de la composicion actual
de zooxantelas con un solo clado de zooxantelas es una respuesta al estrés térmico provocado
por este evento, pudiendo haber existido anteriormente varios clados de zooxantelas. Asi, la
alta diversidad genética de las zooxantelas de Islote Zacatoso podria estar relacionada con su
muestra de resistencia al estrés térmico, contrastando con la poblacion de Playa Las Gatas,
que presento la diversidad genética mas baja en la zona y mostré la mayor mortalidad y
blangueamiento coralino asociada a este fenémeno.

Palabras clave: zooxantelas, Pocillopora verrucosa, 28S, ITS2, diversidad genética
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ABSTRACT

Zooxanthellae are dinoflagellate algae of the genus Symbiodinium which maintain an
obligate symbiosis with scleractinian corals. These algae are of the great importance since
they provide different nutrients to corals, which allow a higher calcification rate in less time.
Currently, nine clades of zooxanthellae have been described, with different physiological and
ecological attributes, such as the ability to confer to their hosts some resistance to adverse
environmental conditions. To assess the composition and genetic diversity of the
zooxanthellae populations present in four coral reefs of the Mexican Pacific after “El Nifio”
event 2015-2016, zooxanthellae DNA was obtained from 102 fragments of Pocillopora
verrucosa coral colonies. DNA was amplified with 28S and ITS2 molecular markers. The
resulting phylogenetic trees of both markers showed that 100% of the zooxanthellae’s
sequences were grouped with clade D, being closer with subtypes D1.1 and D1.2. The
presence of this clade has been related to the ability of host corals to cope with high sea water
temperature. Analysis of haplotype networks and genetic diversity showed a greater diversity
with ITS2 marker than 28S, with 28 haplotypes vs. 5 haplotypes, respectively. Among the
zooxanthellae populations in the four coral reefs, also were found an ancestral haplotype,
which haplotypes from Islote Zacatoso moved away with more mutational steps, showing
the greatest genetic diversity. These zooxanthellae were harbored in corals that suffered less
bleaching during “El Nifio” event of 2015 and 2016. In this way, the possible relationship of
the current composition of zooxanthellae with their response to the thermal stress caused by
this event is discussed: the high genetic diversity of Islote Zacatoso’s zooxanthellae could be
related with their high resistance to thermal stress, contrasting with the population of Playa
Las Gatas which had the lowest genetic diversity in the area and showed the highest incidence
of coral mortality and bleaching.

Keywords: zooxanthellae, Pocillopora verrucosa, 28S, 1TS2, genetic diversity
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1. INTRODUCCION

Los corales escleractinios son uno de los principales constructores de los arrecifes coralinos,
su existencia data desde hace 240 millones de afios (Romano y Palumbi, 1996). Los arrecifes
de coral son ecosistemas con una alta importancia ecologica por ser sitio de alimentacion,
reproduccion y refugio de una gran cantidad de organismos marinos, ademas de generar
bienes y servicios a las poblaciones humanas (Alquezar y Boy, 2007; Sheppard et al., 2010).
Entre los servicios mas importantes figuran la proteccion de la zona costera contra la erosion
y las tormentas, la provision de proteina animal para millones de personas y la derrama
econOdmica proveniente de las distintas actividades recreativas que se realizan en los arrecifes
(Sheppard et al., 2010; de Groot et al., 2012; Cifuentes-Lemus y Cupul-Magafia, 2014). No
obstante, durante las ultimas décadas ha aumentado la pérdida y la degradacion de los
arrecifes coralinos debido a los impactos por fendmenos naturales y por cambios ambientales
inducidos por el hombre (Soong y Chen, 2003; Bikerland, 2015). Documentado una
reduccion en la cobertura de coral ha declinado rapidamente, con cifras de hasta 53% en el
Atlantico Occidental, cerca del 40% en el Indo-Pacifico y cerca del 50% en la Gran Barrera
Arrecifal (Bikerland, 2015). Adicionalmente, los arrecifes estan amenazados por el
incremento de CO2 Yy por el impacto de fendmenos naturales alterados por el cambio climético
(e.g. los eventos El Nifio) (Kleypas et al., 2001; Bikerland, 2015).

El evento EI Nifio, es un fendbmeno que ocurre regularmente en ciclos de entre tres y
ocho afios, y consiste en el aumento anormal de la temperatura superficial del océano en la
zona intertropical del Océano Pacifico (de 1 a 3 °C encima de la temperatura normal) durante
los meses de octubre-enero (Trenberth, 1997). Este fendmeno ha sido relacionado con
mortalidades masivas en corales escleractinios desde la década de 1980 (Kelmo y Attrill,
2013). En los corales escleractinios provoca estrés térmico que puede desequilibrar la
simbiosis que mantienen con ciertas algas dinoflageladas (zooxantelas) que habitan en ellos
(Muller-Parker et al., 2015). Esta ruptura de la simbiosis parece relacionarse con un aumento
en la produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS) por parte de las zooxantelas, que
causan apoptosis en las células del coral. El oxido nitrico (NO), por ejemplo, mata a las
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células del coral e interrumpe la produccion de ATP y NADH. Adicionalmente, causa dafios

en el fotosistema 11 del cloroplasto de las zooxantelas (Weis, 2008; Sheppard et al., 2010).

La expulsion de las zooxantelas de la cavidad gastrovascular del coral, que es una de
las consecuencias de este proceso, deja traslucido el tejido coralino, revelando el esqueleto
blanco de Carbonato de Calcio (CaCOs3) subyacente (Muller-Parker et al., 2015). Este
fendmeno, conocido como blanqueamiento coralino, puede provocar una mortalidad masiva
de las colonias de coral si las condiciones ambientales no regresan a la normalidad y si la
simbiosis no se restablece en periodos de unas pocas semanas (Jones, 2008). Durante este
periodo también se ven severamente comprometidos el crecimiento, la fecundidad y la
calcificacion de los corales (Little et al., 2004; Sheppard et al., 2010). Los estresores mas
conocidos que inducen el blanqueamiento, es la combinacién sinérgica de niveles altos de
temperatura e irradiancia (Rowan et al., 1997). No obstante, hay otras fuentes de estrés que
lo pueden provocar como son la disminucién anormal de la temperatura por periodos de dias
a semanas (evento La Nifia), bajos niveles de irradiancia, la exposicion a la radiacién
ultravioleta, la reduccion de la salinidad, algunas infecciones microbianas y la exposicién a

contaminantes como el cobre y el cianuro (Hoegh-Guldberg, 1999; Hoegh-Guldberg, 2004).

La simbiosis que mantienen con las zooxantelas es vital para la supervivencia de los
corales arrecifales (Rowan et al., 1997; Sheppard et al., 2010; Magalon et al., 2006). Segln
Muscatine y colaboradores (2005), esta asociacion ocurrié en las etapas tempranas del
triasico (240 millones de afios). Gracias a esta asociacion, las zooxantelas pueden encontrarse
en el tejido coralino con densidades de entre 0.5 X 10% a 5 X 108 células cm? (Falkowski y
Dubinsky, 1981; Fitt et al., 2000; Muller-Parker et al., 2015). Ya que las zooxantelas son
capaces de realizar fotosintesis, proveen al coral energia en forma de glicerol y aminoécidos,
permitiéndole alcanzar tasas de calcificacion mayores en un menor tiempo (Muscatine et al.,
2005; Muller-Parker et al., 2015). En algunos corales se ha calculado una provision
energética de entre 78 y 98% por parte de las zooxantelas; que se usa para el mantenimiento,
crecimiento y reproduccion del hospedero (Stambler, 2010). Los corales a su vez confieren
a las zooxantelas proteccion contra la herviboria, les proporcionan CO, como materia prima
para la fotosintesis y les dan un habitat con un régimen de luz favorable (Sheppard et al.,
2010; Cifuentes-Lemus y Cupul-Magaria. 2014).
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Originalmente se conocia una sola especie de zooxantela (Symbiodinium
microadriaticum Freudenthal, 1962) (Freudenthal, 1962) pero estudios morfologicos,
bioquimicos y moleculares han descrito nuevas especies que han sido agrupadas en nueve
grupos filogenéticos mayores o clados (A, B, C, D, E, F, G, He I) (Fig. 1) (Pochon y Gates,
2010; Fabina et al., 2012). Estos grupos estan basados en las secuencias derivadas de
pequefias subunidades ribosomales de ADN nuclear, de genes mitocondriales y
cloroplasticos. Estas subunidades, conocidas como regiones, han sido determinadas usando
marcadores moleculares como el 28S, que es una region util para la identificacion a nivel de
clado, debido a que es una subunidad de ADN ribosomal nuclear altamente conservada (Hirai
et al., 2013). Otra region denominada Espaciador Interno Transcrito (Internal Transcribed
Spacer, ITS2 por sus siglas en inglés), es un buen marcador molecular a nivel de especie
(Coleman, 2003).

Con excepcion de los clados E, F e I, la mayoria se encuentran en los corales
escleractinios (Rowan y Powers, 1992; Santos et al., 2002; Pochon y Gates, 2010). Cada
clado tiene numerosos subclados, los cuales, contienen diferentes atributos fisiologicos y
ecoldgicos, ademas de que son distintas entidades genéticas y funcionales (LaJeunesse, 2002;
Rodriguez-Lanetty et al., 2004; Sampayo et al., 2008). Un estudio reciente de LaJeunesse y
colaboradores (2018) propuso que los clados de Symbiodinium son equivalentes a los géneros
en la familia Symbiodiniaceae, sugiriendo la existencia de 7 géneros (Symbiodinium,
Breviolum, Cladocopium, Durusdinium, Effrenium, Fugacium y Gerakladium). La
diversificacion de esta familia ocurrié en la mitad del Mesozoico, hace aproximadamente
160 millones de afios, con una tasa de evolucion de 2.08 x 107 sustituciones por sitio por
millones de afios. Este momento corresponde con la radiacion adaptativa de los analogos de
los corales modernos de aguas someras durante el Periodo Jurésico y conecta el surgimiento
de estos dinoflagelados simbidticos con la aparicion y el éxito evolutivo de los corales

formadores de arrecifes.
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Fig. 1. Inferencia de la filogenia de clados de Symbiodinium spp. usando rADN. Tomado de Stat et al.,
(2006)

En los corales escleractinios, muchas de las colonias hospederas poseen un solo clado
de zooxantelas del género Symbiodinium, pero algunas especies de corales pueden hospedar
multiples clados en una sola colonia (holobiosis), lo que les permite adaptarse al ambiente
local 0 a los microhabitats presentes (Little et al., 2004; Thornhill et al., 2006b; Lewis et al.,
2019). Esto es posible, gracias a que algunos de estos clados de zooxantelas presentan
diferencias en su fotofisiologia, su resistencia térmica y su susceptibilidad a las enfermedades
del hospedero (Stat et al., 2009; Silverstein et al., 2014). A partir de esto han surgido varias
hipotesis, como Adaptative Bleaching Hypothesis (ABH), donde se postula que los
hospederos pueden repoblarse por zooxantelas mejor adaptadas después de un
blangqueamiento (Buddemeier y Fautin, 1993; Baker, 2001). Hipotéticamente, este cambio de
zooxantelas adaptadas al ambiente local puede optimizar la fisiologia de la holobiosis
(Buddemeier y Fautin, 1993).

Los clados de zooxantelas pertenecientes al clado C, por ejemplo, tienden a dominar
en condiciones estables “normales”, los del clado B prevalecen en aguas frias y el clado D

tienden a dominar en ambientes con alta sedimentacién (Fabricius et al., 2004; Berkelmans
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y van Oppen, 2006). En cuanto a la resistencia térmica, los clados D y C han mostrado ser
mas tolerantes a altas temperaturas (Baker et al., 2004; Rowan, 2004). En algunos casos la
fisiologia de la zooxantela puede determinar la susceptibilidad de algunos corales al estrés
térmico y brindar resistencia al blanqueamiento (Walther-Mendoza et al., 2016). Esta
informacion tiene un alto potencial para asegurar el éxito de las iniciativas de restauracion
arrecifal en sitios afectados por fendmenos naturales como los eventos El Nifio (Rinkevich,
2005; Nava y Figueroa-Camacho, 2017), pues éstas medidas deben buscar la supervivencia

de los corales adn si los impactos siguen ocurriendo.

Durante el evento El Nifio 2015-2016 hubo un aumento en la temperatura del agua
en los arrecifes coralinos de Zihuatanejo, provocando la expulsion de zooxantelas de los
corales hospederos. Haciendo un anélisis de las condiciones previas de estos arrecifes, el
estado de conservacion de los arrecifes no mostré una correlacion con su respuesta al
blangueamiento coralino. Antes del evento El Nifio, Islote Zacatoso y Playa Riscalillo eran
los arrecifes en mejor estado de conservacion y eran los menos afectados por impactos
antropogénicos, mientras que los corales de Caleta de Chon mantenian un buen estado de
salud a pesar de sufrir por una alta sedimentacién. Por otro lado, Playa Las Gatas era un
arrecife deteriorado debido al constante impacto antropogénico (Hernandez-Ramirez, 2006;
Nava et al., 2013; Ruiz-Cervantes, 2016; Nava et al., 2018). Durante del evento de El Nifio
los corales de Playa Las Gatas y Playa Riscalillo fueron los que sufrieron la mayor incidencia
de blanqueamiento y mortalidad coralina, mientras que los corales de Islote Zacatoso y Caleta
de Chon no parecieron ser afectados por esas mismas condiciones ambientales (Garibay-
Valladolid, 2018; Nava et al., 2018). Estos cambios en los arrecifes sugieren la presencia de
otros factores no considerados previamente, como lo es la simbiosis entre los corales y sus
zooxantelas. De esta manera, para comprobar que las zooxantelas fueron las responsables de
las diferentes respuestas de las poblaciones de corales ante el evento El Nifio 2015-2016, este
estudio procedié a caracterizar genéticamente las zooxantelas hospedadas en el coral
Pocillopora verrucosa de Zihuatanejo, por ser uno de las principales especies constructoras
de arrecifes en el Pacifico mexicano (Carriquiry y Reyes-Bonilla, 1997; Glynn y Leyte-
Morales, 1997; Carriquiry et al., 2001; Reyes-Bonilla, 2003) mediante los marcadores
moleculares 28S e ITS2.
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2. ANTECEDENTES

Pocillopora es el género de corales mas abundante en el Pacifico tropical mexicano y es uno
de los principales constructores de arrecifes de franja (Carriquiry y Reyes-Bonilla, 1997,
Glynny Leyte-Morales, 1997; Carriquiry et al., 2001; Reyes-Bonilla, 2003). Nuestra especie
de estudio, Pocillopora verrucosa, es una de las especies dominantes y abundantes para esta
zona, encontrdndose en aguas someras a una profundidad de 0 hasta 25 m y en un rango de
temperatura de 22 a 32° C. Hasta el momento se considera que su modo reproductivo
dominante es el asexual, debido a que no se ha observado la produccion de planulas (Veron,
2000).

Los arrecifes del Pacifico mexicano han sufrido eventos masivos de blanqueamiento
y mortalidad coralina causado por la exposicion a elevadas temperaturas, siendo el género
Pocillopora el mas sensible, pero a su vez presenta un alto potencial de recuperacion (Reyes-
Bonilla et al., 2002). Durante el evento El Nifio 1987-88, Reyes-Bonilla (1993) report6 un
10% de mortalidad total y blanqueamiento en las poblaciones de Pocillopora spp. en arrecifes
de Cabo Pulmo causado por temperaturas de 29°C o mas. Después, durante EI Nifio 1997-
1998 las temperaturas superficiales excedieron los 29°C alcanzando 32°C causando
blangueamiento coralino en corales desde 0 a 30 m de profundidad; resultando en una
mortalidad coralina de 60% para Oaxaca, un 20% para las Islas de Revillagigedo y el Golfo
de California y un 96% para Nayarit, donde, grandes estructuras de pociloporidos murieron
(Carriquiry et al., 2001; Reyes-Bonilla, 2003).

2.1. Simbiosis coral-zooxantela

Un factor determinante para la supervivencia de los corales es la relacion simbidtica que
mantienen con las zooxantelas, las cuales les confieren ventajas como una tasa de
calcificacion alta y autotrofia (Muller-Parker et al., 2015). En este sentido, Gatusso y
colaboradores (2000) comprobaron que la tasa de calcificacion.es mas rapida en los corales
que tienen simbiontes zooxantelados. Manicina areolata, por ejemplo, es un coral

zooxantelado que incorpord “°Ca 6.5 veces mas rapido en la luz que en la oscuridad y 16.5
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veces mas rapido en la luz cuando las zooxantelas estuvieron presentes que cuando estuvieron
ausentes (Furla et al., 2000). También se ha comprobado que esta relacion simbiotica provee
al hospedero de energia y compuestos esenciales como aminoacidos, azlcares, hidratos de
carbono y péptidos (Hoegh-Guldberg, 1999). Muscatine y colaboradores (2005) observaron
que las zooxantelas asimilan el N orgénico del agua del mar, lo sintetizan y lo liberan para la

formacion de la matriz organica del esqueleto del coral.

Por otro lado, se ha comprobado que la exposicion de los corales a la variaciéon de
ciertos pardmetros ambientales (e.g. irradiancia, luz ultravioleta y altas temperaturas) puede
alterar esta simbiosis, ocasionando una reduccién en la densidad de zooxantelas y/o en la
concentracion de pigmentos por célula (Hoegh-Guldberg y Smith, 1989; Jones, 1997; Fitt et
al., 2000; Sunagawa et al., 2008). Por lo tanto, los cambios en la proporcion zooxantela
/biomasa en los corales puede convertirse en un indicador de estrés en los arrecifes coralinos
(Muller-Parker et al., 2015). En un estudio relacionado, Maldonado-Bernabé (2017) colectd
muestras de corales pocilopéridos de localidades con diferente nivel de exposicion al impacto
antropogénico y estudio la proporcion ocupada por zooxantelas en cortes histoldgicos
extraidos de estas muestras. Comparativamente, la proporcion fue mayor en los arrecifes

coralinos con menor perturbacién antropogénica.

La diversidad y las relaciones evolutivas de las zooxantelas han sido exploradas en
una amplia variedad de hospederos. Entre los primeros estudios se mostrd que en las
zooxantelas provenientes de diferentes hospederos existian diferencias enzimaticas,
morfologicas y cromosomicas (Blank y Trench, 1985). Asi, se empez6 a indagar en la
diversidad de Symbiodinium spp., pero hubo varios factores que limitaron este estudio como:
la falta de caracteristicas morfologicas distinguibles, el estudiar a zooxantelas que solo
crecian in vitro y el impedimento de no observar un tipo de reproduccion sexual (Rowan y
Powers, 1992; LaJeunesse, 2001). Por ello, se opté acudir al estudio de estas algas
dinoflageladas mediante herramientas moleculares. Los primeros estudios usaron aloenzimas
y polimorfismos de longitud de fragmentos de restriccion (Restriction Fragment Length
Polymorphism, RFLP, por sus siglas en inglés) para diferenciar entre los diferentes linajes

de zooxantelas (Rowan y Powers, 1991). Después, la filogenia molecular del género
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Symbiodinium se estudi6é predominantemente por medio del ADN nuclear que codifica para
el ARN ribosomal mediante las regiones 5.8S, 18S y 28S y mediante los Espaciadores
Internos Transcritos ITS1 e ITS2 (Baker, 2003; Coffroth y Santos, 2005). En otros estudios
se han usado las secuencias del ADN cloroplastico (23S ADNr) y del ADN mitocondrial para
la identificacion de miembros del género Symbiodinium spp. (Santos et al., 2003;
Takabayashi et al., 2004). Recientemente, los microsatélites se han usado para explorar la
diversidad de especies del género Symbiodinium en poblaciones del coral Pocillopora
meandrina, mostrando que la estructura genética de sus simbiontes depende de la distancia
geogréfica y de las corrientes oceanicas, y no de su hospedero (Magalén et al., 2006).
Ademas, se ha corroborado que ciertas técnicas como Denaturing Gradient Gel
Electrophoresis (DGGE), no son efectivas para describir la diversidad de simbiontes

zooxantelados presentes en los arrecifes coralinos (Appril y Gates, 2007).

2.2. Factores que intervienen en la simbiosis coral-zooxantela

Algunos de estos estudios moleculares se han enfocado en la especificidad de la relacion
simbidtica de los corales y las zooxantelas, tomando en cuenta diferentes factores y/o

caracteristicas que pueden intervenir en esta relacion y que a continuacion se describen.

2.2.1. Modo de reproduccién
El modo de reproduccion de cada especie de coral se ha relacionado con la diversidad de

especies de las zooxantelas. Walther-Mendoza y colaboradores (2016), por ejemplo,
encontraron una mayor diversidad de especies de Symbiodinium en el género Porites, seguido
de Pavona y de Pocillopora. En Porites, de reproduccion sexual, la fertilizacion es interna 'y
la transmision de las zooxantelas es vertical, esto es, directamente de la madre (Glynn et al.,
1994). No obstante, una vez que las larvas del coral se incorporan a la vida libre, pueden
incorporar otros simbiontes del ambiente, promoviendo la diversificacion del holobionte
(Loh et al.,, 2001). En el género Pocillopora, que se reproduce principalmente por
fragmentacion, la variacion de los clados de zooxantelas fue minima a lo largo del tiempo
(Walther-Mendoza et al., 2016). Pavona, es un género con especies hermafroditas. Ya que

su estrategia de reproduccion es por fertilizacion externa, la transmision de los simbiontes a
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la descendencia es horizontal, esto es, por adquisicién del ambiente circundante (Carpizo-
ltuarte et al., 2011).

2.2.2. Etapaen el ciclo de vida del coral
Otro factor importante que influye en el tipo de simbionte presente en el coral, es la etapa del

ciclo de vida en la que se encuentre. Un ejemplo es la especie Acropora tenuis de la Gran
Barrera Arrecifal, que presentd en su estadio juvenil una alternancia de simbiontes. En el
primer mes (juvenil) se encontraron los clados D y C (subclado C1). Posteriormente, a los
cinco meses (juvenil) el clado D domind sobre el C, y, en los adultos (+37 meses) domind el
subtipo C1. Esto sugiere una seleccion activa del hospedero para maximizar la efectividad
del simbionte en concordancia con los requerimientos fisioldgicos de los corales juveniles y
adultos. Los corales juveniles, por ejemplo, crecen mas rapido cuando estan asociados con
Symbiodinium C1 (Little et al., 2004).

2.2.3. Factores ambientales

2.2.3.1.  Irradiancia
Los corales en zonas costeras con una alta irradiancia, por ejemplo, hospedan simbiontes de

los clados C y D, debido a que tienen una mayor resistencia y adaptabilidad a estas
condiciones (Tong et al., 2018). El grado de irradiancia a su vez influye en la preferencia
batimétrica de las zooxantelas. En el Pacifico, por ejemplo, se ha corroborado que el clado D
es el simbionte tipico de Pocillopora verrucosa en aguas someras expuestas a una mayor
irradiancia. En Pavona gigantea, por el contrario, se encontro el clado C, simbionte tipico de
aguas mas profundas (lglesias-Prieto et al., 2004). Por otro lado, el clado C tiene una amplia
distribucion en corales del género Pavona y Pocillopora separadas por un amplio intervalo
latitudinal a lo largo del Pacifico Oriental, Central y Occidental, cuyas condiciones
ambientales (irradiancia y temperatura) y factores biéticos modulan la especificidad del alga
asociada (Iglesias-Prieto et al., 2004; LaJeunesse et al., 2003; LaJeunesse et al., 2005). Por
lo tanto, podria asumirse que las presiones a nivel local y regional podrian influir

significativamente en la relacion coral-zooxantelas.
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2.2.3.2.  Temperatura superficial del océano
Para tratar de responder a la interrogante sobre qué pasara con los corales y la relacion

simbiodtica que mantienen con las zooxantelas frente al aumento de las temperaturas del
océano se han realizado estudios experimentales. Rowan (2004) trabajé con especies de
corales del género Pocillopora que albergaban zooxantelas del clado C y D, sometiéndolas a
diferentes temperaturas. Sus resultados mostraron que a temperaturas elevadas (32.5°C) el
clado C sufrié una fotoinhibicién cronica que resulté en dafios en el fotosistema Il (PSII),
resultando en una disminucion en la fotosintesis neta maxima (Pmax""). Ademas, en altas
temperaturas, la relacion Pmax™ con la respiracion (R) decrecié en un 31% haciendo que los
hospederos fueran menos autotrofos que los corales con clado D, cuyas zooxantelas sufrieron
muy pocos dafios, mostrando una fotoinhibicion dinamica y reversible del PSII
(fotoproteccion). Silverstein et al. (2017) observaron patrones similares de resistencia de los
subclados C3 y D1 de Montastraea cavernosa al someterse a temperaturas elevadas (35°
maxima) y a bajas temperaturas (15°C minima). A 33°C, ambos subclados de zooxantelas
experimentaron el mismo grado de dafio al PSII, aunque los corales con el subtipo C3
perdieron el 98.8% de sus simbiontes, mientras que los que hospedaron al subtipo D1 no
sufrieron blanqueamiento. A 15°C, los corales con el subtipo D1 sufrieron mas dafios que los
corales con el subtipo C3, pero no se blanquearon, mientras que los corales con el subtipo
C3 perdieron al 94% de sus simbiontes. Esta respuesta evidencia que el clado D puede
conferir una alta resistencia térmica a los corales hospederos. Por otro lado, los estudios
exclusivos de los simbiontes han mostrado respuestas diferentes, como el trabajo de
Chakravarti y van Oppen (2018), en el que al someter a varios subclados de Symbiodinium
(A3c, D1, F1, G3) a diferentes temperaturas (27°C, 30°C, 31°C, 33°C y 34°C), los subclados
F1y G3 mostraron la mayor tolerancia térmica. Estos resultados muestran la importancia de

analizar la contribucion del hospedero bajo condiciones de estrés.

2.2.4. Blanqueamiento coralino
El blanqueamiento coralino también influye en la interaccion coral-zooxantela, pues las

colonias de coral pueden mostrar cambios en la dominancia de los clados de zooxantelas
presentes, después de episodios de blanqueamiento. Por ejemplo, en los corales Montastraea

annularis y M. faveolata en el Océano Atlantico, este fendmeno favorecio una dominancia
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de un clado que se adapta mejor bajo condiciones de blanqueamiento, el clado A sobre los
clados B y C (Rowan et al., 1997). En corales del género Pocillopora en Panam4, y en
Acropora millepora en la Gran Barrera Arrecifal, el evento “El Nifio” 1997-98 favorecio la
dominancia del clado D sobre el clado C (Baker et al., 2004; Berkelmans y van Oppen, 2004).
Otra respuesta que ha sido documentada es la de mantener el mismo clado de zooxantelas
antes y después del blanqueamiento (estabilidad en la simbiosis). Tal es el caso documentado
por Stat y colaboradores (2009) en la Gran Barrera Arrecifal, en donde, durante el evento de
El Nifio del afio 2002, de las 7 especies de corales que se blanquearon, todas recobraron sus

simbiontes originales, los cuales pertenecian a los clados C y D.

Es importante mencionar que a causa de los factores que intervienen en los corales y
zooxantelas, atn es complicado predecir los efectos resultantes del blanqueamiento sobre la
composicion de las zooxantelas en los hospederos. En el Caribe, por ejemplo, después de un
episodio de blanqueamiento causado por el evento “El Nino” 1997-1998, hubo respuestas
distintas en 6 de las especies de corales estudiadas (Acropora palmata, A. cervicornis,
Siderastrea siderea, Montastraea faveolata, M. annularis y M. franksi). Mientras que la
mayoria de las colonias de las primeras 4 especies mostraron muy poco cambio en la
asociacion de sus simbiontes, M. annularis y M. franksi mostraron cambios importantes en

sus asociaciones, resultando en una dominancia del clado D (Thornhill et al., 2006b).
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3. HIPOTESIS

a variabilidad en los patrones de blanqueamiento ha sido relacionada con la
presencia de los distintos clados de Symbiodinium spp. que residen en los corales
hospederos (Sampayo et al., 2008). Por lo tanto, la respuesta diferencial al estrés
térmico durante el evento El Nifio 2015-2016 entre los corales de los distintos arrecifes

coralinos de Guerrero, fue causada por la presencia de distintos clados de zooxantelas.
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4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo general

e Caracterizar genéticamente las poblaciones de zooxantelas de los arrecifes coralinos
de Zihuatanejo, Guerrero que tuvieron una respuesta diferencial ante el evento El
Nifio 2015-2016.

4.2. Objetivos especificos
e Identificar los clados de las poblaciones de zooxantelas simbiontes de los corales de

la especie Pocillopora verrucosa de los arrecifes de Zihuatanejo, Guerrero mediante

el uso de los marcadores ITS2 y 28S.

e Determinar la diversidad y la estructura genética de las poblaciones de zooxantelas

presentes en los arrecifes de Zihuatanejo, Guerrero.
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5. CARACTERISTICAS DEL AREA DE ESTUDIO

Zihuatanejo, Guerrero se localiza en la porcion noroeste del litoral del estado de Guerrero, la
cual se encuentra dentro del litoral del Pacifico Tropical Mexicano (Lankford, 1974). El
clima que predomina es calido sub-humedo (AW" o (w) i), presentando lluvias abundantes
en verano (mayo-agosto) y escasas lluvias invernales (diciembre-enero) (Garcia, 1981). Las
temperaturas maximas se presentan durante junio y agosto (meses de canicula) mientras que
las temperaturas minimas se registran en los meses de febrero y marzo. La temperatura media
es de 26.3°C (Urbano, 2004). El régimen pluvial es tipo torrencial con una precipitacion

media anual entre 800 a 1500 mm (Hernandez-Ramirez, 2006).

5.1. Caracteristicas fisiograficas

En la franja costera de Guerrero hay contacto entre la Placa de Cocos y la Placa Americana.
Por ello esta es una costa de colision por movimientos diastroficos, con fallas (Weinborn,
1977). Esta zona corresponde a un litoral rocoso con acantilados encontrdndose también
playas arenosas en las bahias. La plataforma continental es angosta de relieve suave y desde
la costa presenta una amplitud de 10 km en promedio y con una pendiente que oscila entre
0°15" y 1°54" y bordea la costa de Guerrero a lo largo de 420 km (Lankford, 1974; Medina-
Rosas, 2000). La zona costera de Zihuatanejo se caracteriza por tener fondos rocosos en gran
proporcién (Medina-Rosas, 2000), especialmente en la porcidn superior hacia el noroeste,
donde predominan los afloramientos rocosos y se intercalan distintos tipos de playas
(Candelaria, 1985; Lopez-Gomez, 1993). Por otra parte, en la mitad inferior sureste
predominan los fondos arenosos (80%) y en menor magnitud fondos rocosos. No obstante,
existen arrecifes coralinos a una profundidad no mayor de 10 m (Carriquiry y Reyes-Bonilla,
1997; Candelaria, 1985; Lépez-Gdmez, 1993). La costa de Guerrero se encuentra dentro de
la Vertiente Hidrologica Occidental, donde la desembocadura del Rio Balsas, situado a 60
km al noroeste de la Isla Ixtapa, es una fuente importante que aporta sedimentos hacia los
arrecifes de laregion e influye en la salinidad local (Baqueiro, 1979; Salcedo-Martinez et al.,
1988). A la vez, la Bahia de Zihuatanejo recibe la descarga de pequefios arroyos que forman

esteros en su parte alta. Al sur, el Rio Petatlan es el aporte de agua dulce mas cercano; al
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norte, el Rio Ixtapa desemboca frente al sector norte de la Isla (Salcedo- Martinez et al.,
1988).

5.2. Caracteristicas oceanograficas

La circulacion oceanica cambia estacional e interanualmente, debido a que en la region
convergen la Corriente de California (fria, baja salinidad y alto contenido de oxigeno) que
fluye en direccion sur y se mantiene de noviembre a abril. Entre febrero y abril se intensifica
y es desviada al oeste antes de los 20°N para conformar el principal aporte de la
Contracorriente Norecuatorial. Esta se forma de nuevo de mayo a julio y junto con la
Corriente Costera de Costa Rica fluyen hacia el noroeste. Esta Ultima transporta aguas de
origen tropical, caracterizadas por sus temperaturas superficiales elevadas, alta salinidad y
escasa concentracion de oxigeno (Hubbs y Roden, 1964; Wyrtki, 1965; Fiedler, 1992). En
septiembre no hay un claro patron de circulacion, pero se mantiene en flujo ascendente. A
partir de octubre comienza un movimiento descendente, el cual puede estar relacionado con
circulaciones locales (Wyrtki, 1965). En la época de lluvias los vientos predominantes son
del sureste y durante la época de la sequia predominan los del noroeste (Ahumada-Martinez
etal., 2015). Esto provoca un cambio en la temporada de octubre a marzo (Briones y Lozano,
1977). En cuanto a la temperatura superficial, los valores minimos oscilan entre 20 y 24.4°C
en primavera y los valores maximos oscilan entre 30 y 32°C en verano. La salinidad varia
entre 32 y 36 UPS a lo largo del afio (Tovar y Sanchez, 1974; Baqueiro, 1979; Briones y
Lozano, 1977; Salcedo-Martinez et al., 1988; Fiedler, 1992). En las costas de Guerrero, la
termoclina se extiende hasta los 60 m de profundidad aproximadamente (Salcedo-Martinez
et al., 1988; Fiedler, 1992; Hernandez-Ramirez, 2006). Las mareas son de tipo mixto
semidiurno y el intervalo medio de las mareas es de alrededor de 50 cm (Mendoza-Gonzélez
y Mateo-Cid, 1998), alcanzando un méaximo de 60 cm de amplitud con la marea de sicigias
(Salcedo-Martinez et al, 1988). La accidon del oleaje varia dependiendo de la configuracion
del litoral y de la época del afio: la direccion sigue una tendencia general sur-norte, durante
época de lluvias y en la época de huracanes se incrementa su intensidad (Garcia-Martinez,
2009).
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5.3. Arrecifes Coralinos

5.3.1. Islote Zacatoso
El arrecife de Islote Zacatoso (17° 39' 13.2" N y 101° 37' 13.3" W) se ubica en la costa oeste

del islote (Fig. 2). Esta estructura presenta un buen estado de conservacion y una alta
cobertura coralina, de hasta 67% (Nava et al., 2013). El arrecife forma una estructura
tridimensional con macizos y canales distintos al contorno del fondo. El arrecife termina en
una plataforma arenosa donde se encuentran colonias aisladas de coral, mientras que el
extremo mas somero termina donde toca la pared de piedra del islote (Salcedo-Martinez et
al., 1988; Reyes-Bonilla, 2003; Zamorano y Leyte-Morales, 2009). La comunidad coralina
estd constituida por colonias ramificadas del género Pocillopora, corales incrustantes del
género Pavona y colonias masivas del género Porites (LOpez-Pérez et al., 2012). Nava y
colaboradores (2013) reportaron que los principales elementos que cubren el sustrato del
arrecife son los corales vivos, las rocas, la arena, las algas calcéreas, las algas foliosas y las
algas filamentosas. En este arrecife se han registrado los niveles de sedimentacion mas bajos
de la zona, con un promedio de 0.524 + 0.396 kg m dia!, una visibilidad mayor a 9.67 +
2.44 m, una temperatura promedio de 29.20 + 1.64 °C y es el segundo arrecife con mayores
niveles de irradiancia con 9037.9 + 4520.40 lux (Chavez-Fuentes, 2016; Garibay-Valladolid,
2018; Nava et al., 2018; Alvarado-Rodriguez et al., 2019). También presenta niveles altos
de N (9.5%o), el cual es un indicador de contaminacion por aguas residuales. Esto podria ser
atribuible a su proximidad con el complejo turistico de Ixtapa, el cual soporta altas densidades
de poblacion (Nava et al., 2013).

5.3.2. Playa Las Gatas
Playa Las Gatas (17°37'16.8"N y 101°33'08.5"” W) se localiza dentro de la bahia de

Zihuatanejo (Fig. 2). En linea recta y de extremo a extremo tiene una longitud de 350 m
(Lopez-Gomez, 1993). El sustrato que predomina es el rocoso, con una complejidad
topografica alta, ya que cuenta con macizos de roca que van desde fragmentos de 20 cm hasta
cantos rodados de 2 m de didmetro (Urbano, 2004). En esta localidad se encuentra una
comunidad de corales escleractinios dominada por especies del género Pocillopora (Garcia-
Martinez, 2009), que desde hace algunas décadas ha sufrido un intenso impacto
antropogénico que ha reducido la cobertura de coral a menos del 8% (Nava et al.,

2013). Navay colaboradores (2013) reportaron que es un arrecife poco conservado y los altos
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niveles de exposicidn a los impactos antropogeénicos se ven reflejados en la alta concentracion
de clorofila (1.0 mg m?3) y niveles altos de ®N (9.5%0). Aunque el sitio presenta una
sedimentacion de 0.687 + 0.741 kg m™ dia™, considerada como relativamente baja y una
temperatura promedio de 28.98 + 1.79 °C, la contaminacion por aguas residuales es
preocupante debido a la proximidad al puerto de Zihuatanejo (Nava et al., 2013; Chavez-
Fuentes, 2016; Garibay-Valladolid, 2018; Nava et al., 2018; Alvarado-Rodriguez et al.,
2019). Aunque la transparencia del agua es baja (6.71 £ 0.90 m) la irradiancia alcanza niveles
de 10010.71 + 4385.47 lux (Chavez-Fuentes, 2016; Garibay-Valladolid, 2018; Nava et al.,
2018; Alvarado-Rodriguez et al., 2019).

5.3.3. Caleta de Chon
El arrecife de Caleta de Chon (17° 36’ 52.8"N y 101° 33’ 16.3"W) se extiende sobre

estructuras rocosas desde los 2 m de profundidad hasta los 10 m, finalizando en un plano
rocoso. El arrecife de este sitio tiene una estructura bordeante y se localiza en una ensenada,
la cual se ve afectada por la erosion costera provocada por la deforestacion, y por précticas
de buceo y snorkel no reguladas (Nava y Ramirez-Herrera, 2012; Nava et al., 2013). Con
niveles de hasta 1.8 + 1.97 kg m dia?, el sitio presenta la mayor tasa de sedimentacion del
area de estudio y la segunda transparencia mas baja, con 8.76 + 2.43m. Los niveles de
temperatura e irradiancia son los mas bajos (28.21 + 2.03 °C y 8716.11 + 5532.10 lux,
respectivamente (Ruiz-Cervantes, 2016; Garibay-Valladolid, 2018; Nava et al., 2018). Sélo
se puede acceder a este arrecife por medio de embarcaciones pequefias o caminando por una
vereda entre Playa Las Gatas y Caleta de Chon (Garcia-Martinez, 2009). La estructura cuenta
con un 51.4% de cobertura de coral vivo, representada por las especies de Pocillopora
meandrina, P. inflata, P. eydouxi, P. effusus, P. damicornis, P. capitata, P. panamensis, P.
verrucosa, Pavona clavus, Pavona gigantea y Porites lobata. De estas, P. verrucosa es el
principal componente de la estructura (Vazquez-Delfin, 2008; Lopez-Pérez et al., 2012; Nava
y Ramirez-Herrera, 2012; Nava et al., 2013).

5.3.4. Playa Riscalillo
El arrecife de Playa Riscalillo (17°37'0.7"N y 101° 31’ 3.5"W) se localiza a 4 km de la bahia

de Zihuatanejo en una playa abierta con un fondo rocoso que permite el crecimiento coralino

desde los 2 m de profundidad. Presenta una alta sedimentacion e irradiancia con 1.276 +
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0.559 kg m? dia™ y 9877.82 + 967.26 lux, respectivamente. Es el segundo arrecife con los
registros mas altos de transparencia y temperatura (9.62 + 2.10 m y 29.82 + 1.20 °C,
respectivamente, Nava et al., 2013; Garibay-Valladolid, 2018; Nava et al., 2018). No
presenta sefiales de dafio fisico y hasta el afio 2015 se consideraba una de las formaciones
arrecifales mas importantes de la region, por su gran extension y cobertura coralina
(Herndndez-Ramirez, 2006). Este arrecife esta constituido principalmente por corales
ramificados del género Pocillopora, corales incrustantes del género Pavona y corales

masivos del género Porites (Lopez-Pérez et al., 2012).

101°3719" O 101°33'46" O 10 ’39'14' (o]

17°35'40"

Fig. 2. Localizacion del &rea de estudio a) Islote Zacatoso, b) Playa Las Gatas, ¢) Caleta de Chon y d) Playa
Riscalillo.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1. Trabajo de campo

Las muestras de Pocillopora verrucosa fueron colectadas en los cuatro arrecifes coralinos
(Playa Las Gatas, Caleta de Chon, Islote Zacatoso y Playa Riscalillo) de Zihuatanejo,
Guerrero durante el mes de enero de 2018 y junio de 2019. En cada arrecife cada afio se
hicieron incursiones con equipo de buceo autonomo a profundidades de entre 4 y 12 m para
recolectar 50 fragmentos de ~2 cm de largo usando unas pinzas de metal (5 fragmentos de
10 colonias). Una vez recolectados, se guardaron en frascos de pléastico de 15 mL con etanol
al 70% y se almacenaron en un ultracongelador a una temperatura de -70°C, hasta que fueron

procesados en el laboratorio.

6.2. Trabajo de laboratorio
6.2.1. Extraccion

Para la extraccion de ADN se usaron 109 fragmentos de coral (Tabla S1), el resto se guardd
para posteriores estudios. Se utilizé el kit Genomic DNA Mini Kit de PureLink® (invitrogen)
siguiendo el siguiente protocolo: se colocd una submuestra de coral de 1 cm® en un tubo
Eppendorf con 180 puL de Digestion Buffer y 20 pL de Proteinasa K. El lisado se incub¢ a
55°C por 1 hora, seguido de una centrifugacién a 13,000 revoluciones por minuto (rpm) por
3 min. El sobrenadante se transfirié a un nuevo tubo Eppendorf para adicionarle 20 uL de
RNasa. Se agit6 e incubo por 2 min a temperatura ambiente. Se agregaron 200 uL. de buffer
Lysis/Binding, 200 pL de etanol y se agit6 por 5 s. Después se afiadio el lisado a una columna
con tubo de colecta, se centrifugd por 1 min a 10,000 rpm a temperatura ambiente y se cambio
el tubo de colecta. Posteriormente se agreg6 500 plL del Wash Buffer 1 al lisado, se centrifugo
a 10,000 rpm por 1 min a temperatura ambiente, se descarto el tubo de colecta por uno nuevo
y se agregd 500 uL de Wash Buffer 2. Se centrifugd a 13,000 rpm por 3 min a temperatura
ambiente y se cambi¢ el tubo de colecta. Finalmente, se afiadieron 50 pL de Elution Buffer,
se incubd durante 1 min a temperatura ambiente y se centrifugo a 13,000 rpm por 1 min. El
ADN se guardo a -20°C.

Maria Angeles Cérdenas Alvarado



Caracterizacion molecular de las poblaciones de zooxantelas de los corales arrecifales de la Costa UMSNH
de Guerrero 2020

6.2.2. Amplificacién y secuenciacion del ADN

Como marcadores moleculares se utilizaron las regiones del ITS2 y el 28S, los cuales fueron
amplificados por Reaccion en Cadena de la Polimerasa (Polymerase Chain Reaction, PCR,
por sus siglas en inglés) utilizando los primers disefiados por Appril y colaboradores (2007)
y Tong y colaboradores (2018). Los primers para la region 28S fueron 28S forward (GCC
GAC CCG CTG AAT TCA AGC ATAT) y 28Sreverse (TGT GGC AYG TGA CGC GCA
AGC TAA), y para la region ITS2 fueron ITSIntfor2” (5S’GAATTGCAGA ACTCCGTG-3’)
e “ITS2CLAMP” (5°CGCCCGCCGCGCCCCGCGCC CGTCCCGCCG cceeecaecece
GGGATCCATATGCT-TAAGTTCAGCGGGT-3’). Las amplificaciones se realizaron en un
volumen de reaccion de 24 pL conteniendo 12 plL de PCR Master Mix ,5.6 uL de H20, 1.2
puL de BSA (Albumina de Suero Bovino), 0.6 puL del primer forward, 0.6 pL del primer
reverse y 4uL de ADN. La mezcla se incubd en un termociclador (Applied Biosystems
Veriti™ 96) a 94 °C por 5 min seguido de 30 ciclos (desnaturalizacion a 94 °C por 30 s;
alineamiento a 53 °C por 1 min y extension a 72 °C por 2 min) con una extension final a
72°C por 10 min. El producto de PCR se visualizé por electroforesis en un gel de agarosa al
1% con 0.7 uL de SyBR Safe a un voltaje constante de 100 V durante 30 min. De los 102
fragmentos se logré amplificar 99 con el marcador ITS2 (24 fragmentos de Islote Zacatoso,
24 de Playa Las Gatas, 25 de Caleta de Chon y 26 de Playa Riscalillo) y 102 con el marcador
28S (26 fragmentos de Islote Zacatoso, 24 en Playa Las Gatas, 26 en Caleta de Chon y 26 en
Playa Riscalillo). Una vez amplificados, los fragmentos de ADN se mandaron a secuenciar
usando el primer forward a Macrogen USA Corp. Las secuencias resultantes fueron editadas
y alineadas con los programas bioinformaticos BioEdit v. 7.0.5.3 (Hall, 1999) y MEGA v.
10.0.5 (Kumar et al., 2018). La funcién de Phase del programa DnaSP v. 6 (Rozas et al.,

2017) se uso para la separacion de haplotipos ante la presencia de heterocigotos.

6.2.3. Andlisis de datos
Se construyeron dos arboles filogenéticos con las secuencias obtenidas con los marcadores

moleculares 28S e ITS2 de las zooxantelas de nuestra area de estudio. Se usé el marcador
molecular 28S por ser una region util para la identificacion a nivel de clado debido a que es
una subunidad de ADN ribosomal nuclear altamente conservada (Hirai et al., 2013). La
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region ITS2 es un buen marcador molecular a nivel de especie (Coleman, 2003), por lo cual
se uso para identificar los diferentes subclados del clado D. Se optd por esta opcion porque
al ser un marcador mas variable no se logro recuperar la topologia a nivel de clados. El primer
arbol incluyo las secuencias de este estudio del marcador 28S (Tabla S1) y las secuencias de
los diferentes clados de zooxantelas de Symbiodinium obtenidas de GenBank
correspondientes al marcador 28S (A, B, C, D, E, F y G) (Tabla S2), para determinar con
qué clado(s) se agrupan las secuencias de las poblaciones de zooxantelas de los corales de
Zihuatanejo, Guerrero. El dinoflagelado Gymnodinium beii (AF060900) fue incluido en el
analisis como grupo externo. EI segundo arbol incluyé las secuencias de este estudio del
marcador 1TS2 (Tabla S1) y las secuencias de los subclados del clado D obtenidas de
GenBank correspondientes al marcador ITS2 (Tabla S3). En este arbol se incluyd la
secuencia del dinoflagelado Gymnodinium limneticum (KR362895) como grupo externo. Las
asignaciones de clado de Symbiodinium y los nimeros de acceso de GenBank de todas las
secuencias de nuestro analisis se incluyen en Tabla S2 y S3. Asi, para la reconstruccion
filogenética de los arboles se usé el método de inferencia Bayesiana con el programa
MrBayes, v. 3.2.6 (Ronquist et al., 2012) usando los modelos de evolucion TIM1+I+G y
TVM+G obtenidos con JModelTest (Posada, 2008). Cuatro cadenas simultaneas de Markov
fueron corridas por 5,000,000 de generaciones con arboles muestreados cada 100
generaciones. El arbol consenso se visualizé y editdé con el programa FigTree v. 1.4.4
(Rambaut, 2009).

Posteriormente, se estimaron los niveles de diversidad genética intrapoblacional de
las zooxantelas (por cada uno de los arrecifes coralinos), calculando la diversidad haplotipica
(h) y la diversidad nucleotidica () con el programa DnaSP v. 6 (Rozas et al., 2017). Se
infirieron las relaciones entre los diferentes haplotipos de las secuencias de Symbiodinium
spp. mediante una red de haplotipos calculada mediante parsimonia estadistica usando el
método de Templeton, Crandall y Sing (1992) con el software POpART v. 4.8.4 (Clement et
al., 2002). El analisis de varianza molecular (AMOVA) (Excoffier et al., 1992) se utilizo
para determinar como la variacion genética estuvo distribuida entre las poblaciones de las
zooxantelas agrupadas por arrecifes coralinos, usando el programa Arlequin v. 3.5.2.2
(Excoffier y Lischer, 2010).
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7. RESULTADOS

7.1. Arbol filogenético

7.1.1. 28S
Con el marcador 28S se obtuvieron 102 secuencias de ADN. La longitud del alineamiento

fue de 419 pares de bases. La topologia del arbol obtenido fue congruente con la del arbol
donde se reconstruyeron las relaciones de los clados de zooxantelas (Stat et al., 2006). Los
resultados mostraron que el 100% de las secuencias obtenidas en los cuatro arrecifes
coralinos formaron un grupo monofilético dentro del clado D, soportado con probabilidad
posterior de 1 (Fig. 3). Este clado fue hermano de los clados G, F, H, C y B, y su relacion
filogenética fue soportado con una probabilidad posterior de 0.99. La relacion filogenética
de los clados G, F, H y B fue soportada con una probabilidad de 0.6, los cuales a su vez se
dividieron en dos grupos: en el primero se encontrd el clado G con 0.78 de probabilidad
posterior, mientras que el segundo grupo se volvio a dividir en dos grupos soportados por
una probabilidad posterior de 1, uno contuvo las secuencias del clado B y el otro grupo las

secuencias de los clados C,Hy F.

7.1.2. ITS2
Con el marcador ITS2 se consiguieron 99 secuencias de ADN. La longitud del alineamiento

del marcador ITS2 fue de 268 pares de bases. Los resultados mostraron que el 100% de las
secuencias de Symbiodinium obtenidas de los cuatro arrecifes coralinos se agruparon entre
si. Este grupo fue hermano del grupo que contuvo los subclados D1.1 y D1.2 provenientes
de secuencias de referencia de Micronesia y Japdn, respectivamente; su relacién filogenética
fue soportada por una probabilidad posterior de 0.82 (Fig. 4). Después tenemos la presencia
de una politomia donde estan varios grupos, en uno de estos grupos se encuentra las
secuencias pertenecientes al clado D de zooxantelas de Japdn y Hong Kong y a una secuencia
al subtipo D15 de Corea, soportando su relacion filogenética con una probabilidad posterior
de 0.85. Los otros grupos con un soporte de probabilidad posterior de 0.93 y 0.9 pertenecieron
al subclado D1.9 y al clado D provenientes de Singapur, respectivamente. Otros subclados
como D1, D1a, D4, D1.8, D1.10, D1.11, D1.12, D1.6 y D1.3 son parte de esta politomia sin

formar grupo alguno.
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7.2. Relaciones entre haplotipos

7.2.1.28S
La red de haplotipos de parsimonia estadistica elaborada con las secuencias obtenidas con

marcador molecular 28S de los muestreos de 2018 y 2019 mostré una sola red con 5
haplotipos (Fig. 5). El haplotipo ancestral y el mas comun fue el I, el cual se encontro presente
en el 91% de los fragmentos de coral de los cuatro arrecifes, colectados durante ambos afios.
Cuatro haplotipos (I1, 11, IV y V) se separaron del haplotipo | por un paso mutacional. Los
haplotipos Il y 111 correspondieron a muestras de zooxantelas colectadas durante el afio 2018;
el haplotipo Il se encontré en Islote Zacatoso y Caleta de Chon, mientras que el 111 solamente
se encontrd en Playa Riscalillo. Los haplotipos IV y V se obtuvieron de muestras colectadas
durante afio 2019. El haplotipo IV se encontr6 en las muestras de zooxantelas de los cuatro
arrecifes coralinos, mientras que el V solo estuvo presente en Playa Las Gatas.

7.2.2.1TS2
La red de haplotipos de parsimonia estadistica elaborada con las secuencias obtenidas con

marcador molecular ITS2 de los muestreos de 2018 y 2019 mostré una sola red con 28
haplotipos; 17 haplotipos distintos se registraron durante el afio 2018 y 11 mas se sumaron
durante el 2019 (Fig. 6). El haplotipo ancestral y el mas comun fue el VI, el cual estuvo
presente en el 78.8% de los fragmentos de coral colectados en los cuatro arrecifes coralinos
durante ambos afios. Los haplotipos que se separaron del haplotipo ancestral con menos pasos
mutacionales fueron los haplotipos VII, VIII, IX, X, X1, XII, X, XX y XXI provenientes
de muestras colectadas en los cuatro arrecifes durante el afio 2018 y 2019. Los haplotipos
mas lejanos al ancestral pertenecieron al Islote de Zacatoso, los colectados durante el 2018
fueron XXXII, XXXII, XXXI, XXX, XVII, XVIII y XIX, mientras que, los siguientes
haplotipos XXIX, XXV, XXVI1'y XXVI fueron colectados en 2019. Los haplotipos XXI1I,
XXIV y XXV fueron colectados en el afio 2019 en Playa Riscalillo, estos fueron haplotipos

intermedios entre el haplotipo ancestral y algunos de los haplotipos més lejanos.
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Fig. 5. Red de haplotipos construida con el programa PopART usando el marcador molecular 28S para los afios
2018 y 2019. Las lineas transversales representan pasos mutacionales. Z=lslote Zacatoso, LG=Playa Las Gatas,

CC= Caleta de Chon y R o M= Playa Riscalillo.
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7.3. Diversidad genética

7.3.1. 28S
La diversidad haplotipica (h) registrada en ambos afios de muestreo varié entre 0.11 y 0.14

en los cuatro arrecifes coralinos, observandose 3 haplotipos diferentes en cada arrecife
(Tabla 1a). La diversidad nucleotidica (w) varié entre 0.00034 y 0.00044 en todas las
localidades indicando pocas mutaciones entre haplotipos. Durante el muestreo del afio 2018
la diversidad haplotipica fue de 0.00 y 0.13; no obstante, los mayores valores los presentaron
Islote Zacatoso, Caleta de Chon y Playa Riscalillo al presentar 2 haplotipos, seguidos de
Playa Las Gatas con solo un haplotipo (Tabla 1b). Durante el afio 2019 la diversidad
haplotipica fue un poco mayor en comparacion al afio anterior; sin embargo, el arrecife que
presentd una mayor diversidad fue Las Gatas (h = 0.23) con 3 haplotipos, seguido de Caleta
de Chon (h = 0.15), Islote Zacatoso (h = 0.09) y Playa Riscalillo (h = 0.08) con solo 2
haplotipos (Tabla 1c).

El AMOVA no mostr6 que la diferenciacién genética fuera significativa entre los arrecifes
coralinos para los afios 2018 y 2019 (p= 0.55, Tabla 2a). De la misma manera, las
comparaciones pareadas de Fsr entre los arrecifes coralinos tampoco mostraron diferencias
significativas (Tabla 3a). EI AMOVA realizado con las secuencias del afio 2018 tampoco
mostrd una variacion significativa entre los arrecifes (p=0.22, Tabla 2b), al igual que las
comparaciones pareadas de Fsr Tabla 3b). EI AMOVA, y las comparaciones pareadas de
Fsr realizados con las secuencias del afio 2019 tampoco mostraron diferencias significativas
(Tablas 2c y 3c).

7.3.2.1TS2
La diversidad haplotipica para ambos afios vario entre 0.16 y 0.61 en los cuatro arrecifes

coralinos (Tabla 1d). El arrecife con mayor diversidad haplotipica fue Islote Zacatoso,
albergando hasta 17 haplotipos, le siguié Caleta de Chon con 7, Playa Riscalillo con 5 y Playa
Las Gatas con 3 haplotipos. La diversidad nucleotidica fue entre 0.00107 y 0.02784
indicando varias mutaciones entre haplotipos. Durante el afio 2018, la diversidad haplotipica
fue entre 0.15 y 0.59, los mayores valores los presentaron Islote Zacatoso y Caleta de Chon,
con 10y 7 haplotipos, respectivamente, seguidos por Playa Riscalillo y Playa Las Gatas, con
2 haplotipos (Tabla 1e). En las muestras del afio 2019 la diversidad haplotipica fue un poco

menor en comparacion con el afio anterior; sin embargo, el arrecife que presentd una mayor
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diversidad también fue el de Islote Zacatoso (h= 0.64) con 8 haplotipos, seguido por Playa
Riscalillo (h= 0.60), Playa Las Gatas (h=0.15) y Caleta de Chon (h= 0.00) cuyas muestras
albergaron un solo haplotipo (Tabla 1f).

El AMOVA realizado con las muestras de ambos afios mostré diferencias entre
arrecifes coralinos (p= 0.0002). La mayor variacion fue explicada por las diferencias entre
las colonias de todos los arrecifes (92.80%) (Tabla 2d). De igual forma, las comparaciones
pareadas de Fsr entre los arrecifes coralinos si mostraron diferencias significativas, siendo
Islote Zacatoso el arrecife mas diferenciado, al compararlo con Caleta de Chon (Fsr=0.110,
p=0.0004) y Playa Las Gatas (Fsr=0.106, p=0.0005) (Tabla 3d). Para el afio 2018, el
AMOVA también mostro diferencias significativas entre las muestras (Fsr=0.101, p<0.001)
y la mayor variacion fue explicada entre las colonias de todos los arrecifes (89.87%) (Tabla
2e). Asi mismo, las comparaciones pareadas de Fsr entre los arrecifes también fueron
significativas: Zacatoso fue el arrecife mas diferenciado al compararlo con Playa Riscalillo
(Fst=0.129, p=0.001) y Playa Las Gatas (Fsr=0.128, p= 0.001) (Tabla 3e). En el afio 2019,
el AMOVA también mostrd diferencias significativas (Fst=0.162, p<0.001) y al igual que
para el afio anterior, la mayor diferencia fue explicada entre las colonias de todos los arrecifes
(83.71%) (Tabla 2f). Las comparaciones pareadas de Fsr entre los arrecifes coralinos fueron
significativas y mostraron que Playa Riscalillo fue el arrecife mas diferenciado, al compararlo
con Caleta de Chon (Fsr=0.255, p=0.004) y Playa Las Gatas (Fsr=0.231, p=0.002). El
segundo arrecife mas diferenciado fue Islote Zacatoso, al compararlo con Caleta de Chon
(Fst=0.193, p=0.0004) y Playa Las Gatas (Fsr=0.181, p=0.0008) (Tabla 3f).
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Tabla 1. Numero de cada haplotipo encontrado, diversidad haplotipica y diversidad nucleotidica para cada arrecife
coralino para el marcador 28S a) 2018 y 2019, b) 2018 y c) 2019) e ITS2 d) 2018-2019, e) 2018 y f) 2019). El nimero de

fragmentos en los que esta presente cada haplotipo se presenta entre paréntesis.

Localidad Haplotipo No. de haplotipos Diversidad Diversidad
haplotipica (h) nucleotidica ()
28S
a) 2018-2019
Islote Zacatoso 1(47), N(2), IV(2) 3 0.11 0.00034
Playa Las Gatas 1(45), IV(2), V(2) 3 0.12 0.00036
Caleta de Chon 1(48),11 (2), IV(2) 3 0.14 0.00044
Playa Riscalillo 1(49), 1(2), V(1) 3 0.11 0.00034
b) 2018
Islote Zacatoso 1(26), 11 (2) 2 0.13 0.0004
Playa Las Gatas 1(24) 1 0.00 0.0000
Caleta de Chon 1(26), 11(2) 2 0.13 0.0004
Playa Riscalillo 1(26), 111(2) 2 0.13 0.0004
¢) 2019
Islote Zacatoso 1(21), IV(2) 2 0.09 0.00024
Playa Las Gatas 1(21), IV(1), V (2) 3 0.23 0.00065
Caleta de Chon 122), IV(2) 2 0.16 0.00043
Playa Riscalillo 1(23) , IV(1) 2 0.08 0.00022
ITS2
d) 2018-2019
Islote Zacatoso VI(30), XI1(2), XVI(D), 17 0.61 0.02784
XVII(L), XVII(L),
XIX(L), XX(2), XXI(2),
XXI(L), XXVI(L),
XXVII(L), XXVII(L),
XXIX(L)XXX(L),
XXXI(L), XXXI(L),
XXXII1(1)
Playa Las Gatas VI(44), V1I(2), IX(2) 3 0.15 0.00107
Caleta de Chon VI(42), X(2), XI(1), 7 0.29 0.00355
XII(1), X111(2), XIV(1),
XV(1)
Playa Riscalillo VI(42), VIII (2), 5 0.34 0.00666
XXII(1), XXIV(2),
XXV(5)

e) 2018
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Islote Zacatoso VI1(20), XI11(2), 10 0.59 0.03357

XVI(1), XVII(1),
XVII(L), XIX(L),
XXX(1), XXXI(1),
XXXII(L), XXX111(1)
Playa Las Gatas VI(22), VII(2) 2 0.15 0.00069
Caleta de Chon VI(18), X(2), XI(1), 7 0.52 0.00654
XII(L), XI1(2), XIV(1),
XV(1)
Playa Riscalillo Vi(24), VNI (2) 2 0.26 0.00119
f) 2019
Islote Zacatoso VI(13), XX(2), XXI(1), 8 0.64 0.02248
XXII(L), XXVI(1),
XXVII(1),XXVII(1),
XXIX(1)
Playa Las Gatas VI1(22), 1X(2), 2 0.15 0.00122
Caleta de Chon VI1(24) 1 0.00 0.0000
Playa Riscalillo VI(15), XXHI(L), 7 0.60 0.01141

XXIV(1+1),
XXV(2+3), M7NE-2
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Tabla 2. Resultados de analisis de varianza molecular (AMOVA) de los arrecifes coralinos de Zihuatanejo, Guerrero
(Islote Zacatoso, Playa Las Gatas, Caleta de Chon y Playa Riscalillo) por arrecifes para los afios a) 2018-2019, b) 2018 y

¢) 2019 con el marcador 28S y con el marcador molecular ITS2 d) 2018-2019, e) 2018 y f) 2019.

df Suma de Componentes de Porcentaje de Indice de fijacion
cuadrados varianza variacion
28S
2)2018-2019
Entre arrecifes 3 1.006 -0.00332 0.00 F«=-0.000
Entre las colonias 198 99.598 0.50302 100 p=0.55
Total 201 100.604 0.49970
b) 2018
Entre arrecifes 3 0.243 0.00102 1.87 F«-0.018
Entre las colonias 104 5571 0.05357 98.13 p=0.22
Total 107 5.815 0.05459
c) 2019
Entre arrecifes 3 0.154 -0.00091 0.00 Fsr=0.012
Entre las colonias 90 6.358 0.07264 100 p=0.76
Total 93 6.691 0.07173
1TS2
d)2018-2019
Entre arrecifes 3 52.801 0.28216 7.20 *Fsr=- 0.000
Entre las colonias 194 705.906 3.63869 92.80 p=0.0002
Total 197 758.707 3.92085
e) 2018
Entre arrecifes 3 23.671 0.22331 10.13 *Fsr=0.101
Entre las colonias 102 202.008 1.98047 89.87 p<0.001
Total 105 225.679 2.20378
) 2019
Entre arrecifes 3 18.398 0.21828 16.29 *Fgr=0.162
Entre las colonias 88 98.700 1.12159 83.71 p<0.001
Total 91 117.098 1.33987

*Valores significativos en p<0.05
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Tabla 3. Comparaciones pareadas de Fst entre los arrecifes coralinos de Zihuatanejo, Guerrero (Islote Zacatoso, Playa
Las Gatas, Caleta de Chon y Playa Riscalillo con el marcador molecular 28S a )2018 y 2019, b )2018 y ¢) 2019 y con el
marcador molecular ITS2.

Islote Zacatoso Playa Riscalillo ‘ Playa Las Gatas ‘ Caleta de Chon
28S
a) 2018-2019
Islote Zacatoso 0.00000
Playa Riscalillo -0.014 0.000
Playa Las Gatas 0.002 0.004 0.000
Caleta de Chon -0.014 -0.010 -0.012 0.000
b) 2018
Islote Zacatoso 0.0000
Playa Riscalillo 0.037 0.000
Playa Las Gatas 0.029 0.029 0.000
Caleta de Chon -0.037 0.037 0.029 0.000
¢) 2019
Islote Zacatoso 0.000
Playa Riscalillo -0.045 0.000
Playa Las Gatas -0.002 0.0009 0.000
Caleta de Chon -0.033 -0.028 0.001 0.000
1TS2
Caleta de Chon Playa Las Gatas Playa Riscalillo Islote Zacatoso
d)2018-2019
Caleta de Chon 0.0000
Playa Las Gatas *0.029 0.000
Playa Riscalillo *0.089 *0.058 0.000
Islote Zacatoso *0.110 *0.106 0.022 0.000
€) 2018
Caleta de Chon 0.000
Playa Las Gatas *0.107 0.000
Playa Riscalillo *0.101 0.036 0.0000
Islote Zacatoso *0.057 *0.128 *0.129 0.000
f) 2019
Caleta de Chon 0.000
Playa Las Gatas 0.043 0.0000
Playa Riscalillo *0.255 *0.231 0.000
Islote Zacatoso *0.193 *0.181 0.057 0.000

*Valores significativos en p<0.05

Maria Angeles Cérdenas Alvarado



Caracterizacion molecular de las poblaciones de zooxantelas de los corales arrecifales de la Costa UMSNH
de Guerrero 2020

8. DISCUSION

El presente estudio intenta caracterizar la composicion actual de zooxantelas en los corales
arrecifales de Zihuatanejo. Durante el periodo de mayor temperatura asociado al evento El
Nifio 2015-16, se documentaron diferentes respuestas en los corales de los arrecifes coralinos
de esta zona (Nava et al., 2018). En su momento, esta respuesta no mostrd una relacion con
el estado de conservacion previo de los arrecifes coralinos. Antes de El Nifio 2015-16, los
arrecifes de Islote Zacatoso, Playa Riscalillo y Playa Manzanillo eran los arrecifes mejor
conservados en la zona, con la cobertura de coral vivo més alta y las mejores condiciones
ambientales. El arrecife de Caleta de Chon mantenia un buen estado de conservacion, aunque
se encontraba impactado por los mayores niveles de sedimentacion y el de Playa Las Gatas
mantenia la cobertura de corales vivos méas baja, debido al constante impacto antropogénico
detectado en una baja transparencia y en una alta y constante concentracién de clorofila en
el agua (Nava et al., 2013). Durante EI Nifio de 2015-16, los corales de Playa Riscalillo, de
Playa Manzanillo y de Playa Las Gatas sufrieron el mayor blanqueamiento y mortalidad
coralina, mientras que los corales de Islote Zacatoso y de Caleta de Chon sufrieron el menor
blangueamiento coralino, manteniendo la misma cobertura de corales vivos al final del
evento. En los arrecifes de Playa Riscalillo, de Playa Manzanillo y de Playa Las Gatas, la
cobertura de coral blanqueado alcanzé un 28.7%, 9.6% y 31.9% respectivamente, durante El
Nifio, teniendo una reduccion de la cobertura de coral vivo hasta un 0.48%. Por el contrario,
en los arrecifes de Islote Zacatoso y de Caleta de Chon, la cobertura de coral blanqueado no
superd el 0.26%, durante el mismo fendmeno, manteniendo ademas una alta cobertura de

coral vivo de 52.2% y 58.1%, respectivamente (Nava et al., 2018).

Esta respuesta sugirié un factor distinto a las condiciones ambientales locales como
responsable de la respuesta de blanqueamiento y mortalidad coralina en la zona. Siguiendo
esta linea, se postula que es posible que la presencia de distintos clados de zooxantelas haya
generado diferentes respuestas entre las poblaciones de corales de la zona. Esto es, que El
Nifio 2015-16 provocara la disminucion de la abundancia - o alin la desaparicion - de algunos
clados de zooxantelas, promoviendo la dominancia del clado mas resistente al estrés térmico,

el clado D. La presencia de este clado se ha observado en comunidades de corales de latitudes
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ecuatoriales calidas y en ambientes turbios (Rowan, 2004; LalJeunesse et al., 2010a;
Silverstein et al., 2011). Especificamente, este clado suele ser dominante en poblaciones de
Pocillopora verrucosa del Pacifico mexicano, que se encuentran en Bahia La Paz, Punta
Galeras, Isla Espiritu Santo, Isla La Gaviota y Punta Arena en el Golfo de California
(Iglesias-Prieto et al., 2004; LaJeunesse et al., 2007; LaJeunesse et al., 2008), en Bahia
Banderas, Jalisco (Rodriguez-Troncoso et al., 2014) y en Mazunte, Ixtacahuite, La Mina, La

Tijera, Bahia San Agustin y La Entrega, en Oaxaca (Walther-Mendoza et al., 2016).

De esta manera, la dominancia de las zooxantelas del clado D en los corales de
Zihuatanejo parece predecible, pues se encuentran en profundidades menores a 14 metros y
suelen estar sujetos a niveles altos de sedimentacion (Nava y Ramirez-Herrera, 2012; Nava
et al., 2013). Especificamente, en el género Pocillopora el subtipo D1 ha sido dominante en
aguas frias (LaJeunesse et al., 2010b). En estos casos excepcionales, algunas poblaciones de
simbiontes del clado D parecen haberse adaptado fisiolégicamente a condiciones extremas
de temperatura (10-33°C) y altos niveles de irradiancia (390 pmol photons m?2 s?),
encontrdndose en héabitats marginales, como es el caso de los simbiontes de Orbicella
crispata en el noroeste del Océano Pacifico (LaJeunesse et al., 2014; Baker et al., 2004;
Silverstein et al., 2017; Abrego et al., 2012). Esto muestra que ademas el clado D esta
conformado por una variedad de especies que tienen requerimientos de temperatura

contrastantes.

Los arboles filogenéticos resultantes de ambos marcadores mostraron que el 100% de
las secuencias de Symbiodinium obtenidas de los cuatro arrecifes coralinos se agruparon con
el clado D. El hecho de que los arrecifes coralinos de Zihuatanejo alberguen zooxantelas del
clado D, y que éstas dominen la poblacién de simbiontes en el &rea de estudio, sugeriria que
los corales tienen una foto-fisiologia mas resistente al estrés térmico causado por altas
temperaturas, tal como se ha sugerido previamente (Glynn et al., 2001; Toller, 2001; Baker
et al., 2004; Rowan, 2004; Berkelmans y van Oppen, 2006; Abrego et al., 2008; Stat et al.,
2009). Ademas del clado D, en distintas localidades del Pacifico Oriental, las zooxantelas del
clado C también son las simbiontes dominantes de Pocillopora spp. (Glynn et al., 2001;
LaJeunesse et al., 2008; LaJeunesse et al., 2010a; LaJeunesse et al., 2010b). Entre estos

casos, la dominancia del clado D sobre el clado C en Bahia Banderas, en Jalisco y en el Golfo
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de Tehuantepec, en Oaxaca (centro y sur del Pacifico de México); se ha explicado por eventos
selectivos de extincidn de clados no resistentes al estrés térmico, ocurridos en 1997-98. Estos
eventos, estan relacionados con El Nifio-Oscilacion del Sur (EI Nifio-Southern Oscillation,

ENSO, por sus siglas en inglés, LaJeunesse et al., 2010b).

En Zihuatanejo han ocurrido eventos de blanqueamiento en los corales, lo cual podria
significar una seleccién de simbiontes como la mencionada anteriormente. Durante 1992, un
evento EI Nifio se asocié con cambios en la composicion de la poblacion de poliquetos
cercanos a nuestra area de estudio (Rodriguez-Valencia, 2004). Aunque no se realizd un
estudio de sus efectos sobre los corales de la regidn, la anomalia de temperatura del agua
superficial del mar fue de hasta 2°C, la cual es una condicién desencadenante para el
blanqueamiento coralino. Cercano a ese afio, si hay menciones de un blanqueamiento
coralino. No obstante, este episodio podria estar relacionado con causas no naturales. Segun
Drouet-Cruz (2020), la puesta en funcionamiento de la Central Termoeléctrica Plutarco Elias
Calles (CETEPEC) de Petacalco en el afio de 1993, ubicada aproximadamente a 70
kilometros al noroeste de Zihuatanejo, pudo causar uno de los primeros blanqueamientos
coralinos en tiempos modernos, tal como estd asentado en la memoria histérica de los
pescadores de Zihuatanejo. Actualmente, esta planta descarga al mar aguas con temperaturas
de entre 36.5 y 39.2 °C (CFE, 2004). Este impacto ha motivado intensas controversias entre
la poblacion local debido a las afectaciones a sus actividades de pesca y al medio marino
(Toledo y Bozada, 2002; De la Lanza-Espino et al., 2017). Tomando en cuenta la cercania
de estos eventos, ambos factores pudieron haber sido los responsables del blanqueamiento

coralino, y de un proceso de seleccion de los simbiontes de nuestra zona de estudio.

Aunque ain no se cuenta con un analisis de la composicion de simbiontes previos al
evento El Nifio 2015-16 en los corales arrecifales Guerrero, los eventos anteriores a este
estudio podrian relacionarse. La composicion actual pudo ser el resultado de una eliminacién
selectiva de simbiontes, asociada a los eventos recientes de blanqueamiento coralino. En
algunos arrecifes del Indo Pacifico, por ejemplo, las especies del género Pocillopora que
hospedaron zooxantelas del clado D (43%) no fueron afectadas y las colonias que albergaron

el clado C se blanguearon severamente, resultando en una dominancia posterior del clado D
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en el aflo 2001 (63%) (Baker et al., 2004). En el Caribe, en Montastraea annularis y en M.
franksi el mismo fendbmeno promovi6 un cambio en sus asociaciones, resultando también en
una posterior dominancia del clado D (Thornhill et al., 2006b). Se ha sugerido que el clado
D esté restringido biogeograficamente por la especie del hospedero o por la severidad del
evento estrés-térmico, por lo que no es abundante en todas partes (Stat et al., 2009). Los
arrecifes de Zihuatanejo se encuentran en el Pacifico Oriental Tropical, donde ha ocurrido
periddicamente el fendmeno natural EI Nifio (Fiedler, 2002). Es probable que este fendmeno
este favoreciendo la dominancia del clado D a través de eventos de blanqueamiento coralino
repetidos (Baker, 2004; Fabricius et al., 2004; van Oppen et al., 2005).

Por otro lado, los corales asociados a un clado de zooxantelas como el clado D pueden
exhibir una simbiosis estable a pesar de pasar por episodios periddicos de estrés térmico
(Goulet, 2006; Thornhill et al., 2006a). En algunos arrecifes de Panama y de Ecuador, en el
Pacifico Oriental, algunas poblaciones de corales del género Pocillopora que hospedaron el
clado D mostraron una gran resistencia al blanqueamiento coralino durante el evento EIl Nifio
1997-98 (Glynn et al., 2001). En el estudio de Stat y colaboradores (2009), 10 especies de
corales de la Gran Barrera Arrecifal hospedaron los mismos clados de simbionte antes y
después del evento de estrés térmico en el 2002 (C y D), a pesar de que algunas colonias
sufrieron blanqueamiento. Estos resultados explican parcialmente el alto grado de estabilidad
en las comunidades de simbiontes de algunos corales, y son consistentes con otros estudios
gue muestran una falta de cambio en poblaciones de simbiontes en corales (Rowan, 2004;
LaJeunesse et al., 2005; Thornhill et al., 2006a). En este sentido, se podria sugerir que, al no
presentar blanqueamiento coralino, los corales Pocillopora verrucosa en Islote Zacatoso y
Caleta de Chon pudieron en realidad mantener sus simbiontes originales. Estos simbiontes
pudieron transferirse a los corales afectados por blanqueamiento durante su proceso de
recuperacion. En ausencia de estrés ambiental, la comunidad de simbiontes también sigue un
proceso dindmico, aunque este es mas lento (Thornhill et al., 2006b). En Taiwan, en el coral
Isopora palifera se comprobd un cambio natural de simbiontes del subclado termo-tolerante
D1la al subclado termo-sensible C3 despues de haber cambiado en respuesta a las variaciones
de la temperatura de la superficie del mar (SST’s, Sea Surface Temperatures) (Hsu et al.,
2012).
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En este sentido, el mecanismo de adquisicién del simbionte por parte del hospedero,
es un factor que puede influir en los aspectos especificos de la biologia de la simbiosis. Este
mecanismo, a su vez, va a depender de la estrategia reproductiva del coral hospedero
(Richmond y Hunter, 1990; Rodriguez-Lanetty, 2001). La adquisicion de los simbiontes
después del asentamiento larval desde el ambiente circundante (transmision horizontal), crea
la posibilidad de nuevas combinaciones hospedero-simbionte en cada generacion. La
adquisicion de los simbiontes desde la colonia parental (transmision vertical) por otro lado,
es mas especifica (Richmond y Hunter, 1990). De esa manera, Thornhill y colaboradores
(2006a) reportaron que las comunidades de Symbiodinium (Clados A, B y C) fueron estables
durante varios afios en corales cuya transmision de simbiontes era vertical, a pesar de pasar
por un evento de estrés térmico. Estos corales que mantuvieron una simbiosis estable con un
solo tipo de Symbiodinium a través de una gran variedad de condiciones ambientales deberian
de ser capaces de enfrentar estos cambios a través de la aclimatacion. No obstante, Stat y
colaboradores (2009) también observaron esta estabilidad en una comunidad de simbiontes

de corales con transmision horizontal que pasaron por un evento de estrés térmico.

El coral Pocillopora verrucosa es una especie hermafrodita (presenta gbnadas de
ambos sexos dentro del mismo pdlipo) que se reproduce de forma sexual mediante la
participacién de gametos masculinos y femeninos, aunque también presenta reproduccion
asexual por fragmentacion (Aranceta-Garza et al., 2012). De esta manera, ambas formas de
adquisicion de la simbiosis podrian haber ocurrido en las poblaciones de corales de
Zihuatanejo que se recuperaron después del evento “El Nifio” 2015-2016. Sin embargo, se
ha documentado que los corales pocilopdridos presentan una estrategia de transmision
vertical, que frecuentemente resulta en una diversidad de simbiontes mas baja en

comparacion a la transmision horizontal (LaJeunesse et al., 2004; Magalén et al., 2007).

La presencia de un solo clado de zooxantelas, clado D, no resuelve la interrogante del
porqué algunos arrecifes coralinos tuvieron blanqueamiento coralino y otros no. Segun Avise
(2000), desde la perspectiva de la teoria evolutiva basica, se ha corroborado que a una mayor
diversidad genética en una poblacion hay una mayor capacidad de responder a los cambios
ambientales. Por lo tanto, la diversidad genética encontrada con el marcador ITS2 para cada

arrecife nos puede ayudar a darnos una idea sobre esta interrogante. Las zooxantelas que

Instituto de Investigaciones sobre los Recursos Naturales



Caracterizacion molecular de las poblaciones de zooxantelas de los corales arrecifales de la Costa UMSNH
de Guerrero 2020

mostraron una mayor diversidad genética estuvieron presentes en los corales que no
presentaron blanqueamiento coralino (Islote Zacatoso h=0.61259, n=0.02784 y 17
haplotipos), mientras que las zooxantelas de los corales con blanqueamiento presentaron una
baja diversidad (Playa Las Gatas h=0.15957, n=0.00107 y 3 haplotipos; Playa Riscalillo
h=0.34163, 1=0.00666 y 5 haplotipos). No obstante, para corroborar si la diversidad genética
tiene alguna relacion con la resistencia al blanqueamiento por estrés térmico, es necesario

hacer experimentos manipulando las condiciones ambientales.

De igual forma, en la red de haplotipos, los haplotipos alejados del haplotipo ancestral
con mas pasos mutacionales correspondieron a las zooxantelas de los arrecifes que no
sufrieron blanqueamiento coralino durante el evento “El Nifio” 2015-16. Estos arrecifes
fueron el Islote Zacatoso en primera instancia (XVII, X1X, XXX, XXXI, XXXI1'y XXXIII),
cuyas comparaciones pareadas de Fsr corroboraron que fue el arrecife con mayor
diferenciacion genética en su poblacion de zooxantelas. Esto podria sugerir que los
haplotipos presentes antes del evento EI Nifio 2015-16 fueron conservados y posiblemente,

en ello contribuyd su alta diversidad genética.

Anteriormente, Blancas-Lépez (2009) registr6 que la diversidad genética presente en
el coral P. verrucosa podria contribuir a tener una mayor resistencia y resiliencia al deterioro
en Ixtapa (Zihuatanejo) en comparacion con otras poblaciones de corales en el Pacifico
mexicano. Las poblaciones de estos corales mostraron una mayor diversidad genética
(h=0.772 £ 0.071; ©=0.016 + 0.008; no. de haplotipos=15) y tasas de flujo genético en
direccién sur-norte (tasa de migracion de Ixtapa a Cabo Pulmo e Islas Marias) (Blancas-
Lopez, 2009). Ademas de que se sugiere que la diversidad genética es importante para
contender contra las condiciones ambientales adversas, seria interesante indagar si la
supervivencia de los corales durante el evento El Nifio 2015-2016 podria también ser
atribuida a la resistencia del hospedero (Pocillopora verrucosa), a la tolerancia de la

zooxantela (clado D) o a ambos.

A pesar de la diversidad del género Symbiodinium y de la flexibilidad de algunos
corales para hospedar distintos clados de simbiontes, es usual que un clado especifico de

zooxantela domine en un hospedero o en sitio con caracteristicas ambientales especificas
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(Baker et al., 2004). Considerando esto, la dominancia del clado D de Symbiodinium en los
arrecifes coralinos de Zihuatanejo podria considerarse normal, y mas ain después de un
evento de estrés térmico. La retencion de los clados de simbiontes que son mas resistentes
térmicamente después de un blanqueamiento coralino pueden resultar en el incremento de la
resistencia de los corales ante futuros eventos de estrés térmico (Thornhill et al., 2006b;
Sampayo et al., 2008). Esta informacion tiene un alto potencial en la conservacion de los
arrecifes de coral de cara al cambio climéatico, a través de la restauracion selectiva,

promoviendo el incremento de simbiontes del clado D en las poblaciones de coral.
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9. CONCLUSIONES

El clado D de Symbiodinium spp. fue el Unico presente en los cuatro arrecifes

coralinos de Zihuatanejo, Guerrero durante el afio 2018 y el 2019.

Las zooxantelas con los haplotipos alejados con mas pasos mutacionales del
haplotipo ancestral estuvieron presentes en las poblaciones de coral que sufrieron
menos blanqueamiento durante el evento “El Nifio” 2015-16. Esto podria significar

que los haplotipos que existian antes del evento fueron conservados.

La mayor diversidad genética de Symbiodinium fue encontrada en las colonias de
corales del arrecife de Islote Zacatoso. Esta diversidad genética podria estar

relacionada con su aparente alta resistencia al estrés térmico.
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11. MATERIAL SUPLEMENTARIO

Tabla S1. Cadigos usados en las secuencias de simbiontes del coral Pocillopora verrucosa en los arrecifes coralinos de
Zihuatanejo, Guerrero con los marcadores moleculares 28S e ITS2. Z=lIslote Zacatoso, LG=Playa Las Gata, CC= Caleta
de Chon y R o M= Playa Riscalillo

Pocillopora verrucosa
2018

711, 712, 721, 731, 241, 242, 751, Z52, 261,
771V, 281, 791, 7101, 2102

LG11, LG12, LG21, LG22, LG31, LG41, LG51,
LG61, LG71, LG81, LG91, LG101

CC11, CC21, CC31, CC32, CC41, CC42, CC51,
CC52, CC61, CC71 CC72, CC81, CCI1, C101

R11, R21, R31, R32, R41, R42, R52, R61,
R71, R72, R81, R82, R91, R101

Arrecife
coralino

Pocillopora verrucosa
2019

Z1N, Z2NE, Z3N, Z4N, Z5N, Z6NE, Z7N, Z8N,
Z9N, Z91N, Z10N, Z101N

Islote de Zacatoso

LG1N, LG2N, LG3N, LG4N, LG5N,
LG6N, LG7N, LG8N, LGON, LGI1N,
LG10N, LG101N

Playa Las Gatas

CC1N, CC2N, CC3N, CC4N, CC5N, CC6N,
CC7N, CC8N, CCON, CCI1N, CC10N, CC101IN

Caleta de Chon

M1NE, M2N, M3N, M4NE, M5N, M6NE,
M7NE, M8NE, MON, M91NE, M10N,
M101N

Playa Riscalillo

Maria Angeles Cérdenas Alvarado



Caracterizacion molecular de las poblaciones de zooxantelas de los corales arrecifales de la Costa

de Guerrero

UMSNH
2020

Tabla S2. Informacion de las secuencias de simbiontes (Symbiodinium sp.) incluidos en el analisis filogenético con el

marcador molecular 28S

nr28S
Designacion de No. de acceso en GenBank Fuente
Symbiodinium

Clado A AB778573, AB778574, AB778580, AB778583, AB778585 Yorifuji et al.,2015%
AF427453, AFA27454, AFA27455, AF427456 Santos et al., 2002%°
FM164858 Richter et al., 2008"°
IN558091, JN558092, IN558093, IN558094, IN558096 Pochon et al., 2012
1X845327 No publicado*
KF809729, KF809732, Casado-Amezua et al., 2014*
KR022045, KR022047, KR022048, KR022050, KR022054, KR022056, KR022057, KR022061 Mordret et al., 2016

Clado B AF427457, AF427458, AF427459, AF427460 Santos et al., 2002%°
DQ200690, DQ200692, DQ200693, DQ200702, DQ200706, DQ200709, DQ200711 Klaus et al., 2007"
JIN558055, JN558056, INS58057, IN558059, JN558061, INS58062 Pochon et al., 2012
KC491248, KC491250, KC491252, KC491254, KC491257, KC491260, KC491261 No publicado*

Clado C AB778594, AB778598, AB778615, AB778620, AB778639, AB778640, AB778641, AB778645, | Yorifuji et al., 2015%
AB778662, AB778664, AB778666
AF427463 Santos et al., 2002%°
AJ291515, AJ291516 Pawlowski et al., 20012
AJ308887, AJ308890, AJ308892, AJ311943 Pochon et al., 2001
AJ620935, AJ621128 Pochon et al., 2004
AJ872075 Pochon et al., 2006"
DQ200651, DQ200655, DQ200660, DQ200668, DQ200678, DQ200683, DQ200688 Klaus et al., 2007”
EF371987 No publicado*
FJ851407, FI1851415 Venera-Ponton et al., 2010%
IN558040, JN558041, IN558043, IN558044, IN558046, IN558048 Pochon et al., 2012
KR996268, KR996271, KR996283, KR996284, KR996285 Hume et al., 2016°

Clado D AB248878 No publicado*
AB280700, AB280701 Lien et al., 2007°
AB778690, AB778691, AB778692, AB778695, AB778696, AB778699, AB778700, AB778702, | Yorifuji et al.,, 2015*
AB778703, AB778710, AB778713, AB778715, AB778717, AB778722, AB778723, AB778727,
AB778729, AB778733, AB778736, AB778739, AB778749, AB778753, AB778754, AB778755,
AB778756, AB778757, AB778758, AB778759, AB778761, AB778762, AB778763, AB778764
AF396626, AF396627 Santos et al., 2003**
AY588446 No publicado*
AY903350, AY903351 No publicado*
DQ981497 Goémez-Cabrera et al., 2008°
EF372035, EF372071 No publicado*
GQ984261, GQI84262, GQIBA263, GQIB4264, GQIBE265 No publicado*
IN558075, JN558078, IN558080 Pochon et al., 2012
KF030950 Fard et al., 2014?
KF672733, KF672734 No publicado*
KU842643, KU842645, KU8BA42646, KU842648, KU842652, KU842656, KU842659, KU842660, | No publicado*
KU842667, KU842668, KU8B42674, KU842677, KU842680, KU842682, KU842688, KU842695,
KU842698, KU842699, KU842706, KU842707, KU842709, KU842710, KU842712, KU842717,
KU842719
KX512797, KX512800, KX512802 No publicado*
KY131783, KY131784 Wham et al., 2017%
MG945916 No publicado

Clado E AB546600, AF060899 No publicado*
HF568830, HF568831, HF568832, HF568833, HF568834, HF568835 Jeong et al., 2014°

Clado F AJ291525, AJ291527, AJ291529, AJ291535, Pawlowski et al., 2001*
AJ308895 Pochon et al., 2001"
AJB21135, AJ621136, AJ621145, AJ621146, AJ621147 Pochon et al., 2004
AJ830908, AJ830911, AJ830912, AJ830914, A872076, AI872077 Pochon et al., 2006*
AJ830915, AJ830916, AJ830917, AJ830918, AJ830920, AJ830922, AJ830924, AJ830925, | No publicado*
AJ830926
1Q247043, 10247044 Pochon et al.,, 2014*®
KF740673, KF740685 Jeong et al., 2014°
KF383295, KF383298 Miura et al., 2014°

Clado G AJ291537, AJ291538, AJ291539 Pawlowski et al., 2001*
EF134622, EF134623 Granados et al., 2008*
KC597688, KC597694 Padilla-Gamifio et al., 2012"!
IN558087, JN558088, IN558089, IN558090 Pochon et al., 2012°
LK392377, LK392378 Pochon et al., 2014a"’
1Q247050, Q247051 Pochon et al.,, 20148

Clado H AJ291513, AJ291520 Pawlowski et al., 2001

AJ621129, AJ621131, AJ621148
AJ830904, AJ830905, AJ830906, AJ830907

Pochon et al., 2004%*
No publicado*
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