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Resumen

Los corales son organismos de vida sésil conocidos por conformar arrecifes,
considerados como los ecosistemas mas productivos del planeta. Gracias a la
relacion simbiotica con dinoflagelados de la familia Symbiodiniaceae que mantienen
a lo largo de su ciclo de vida, algunas especies, como Porites panamensis, son
capaces de colonizar ambientes limitantes para el desarrollo, desde sitios donde la
disponibilidad de recursos es nula hasta ambientes extremos como lo son
manantiales y ventilas hidrotermales. Dado que las condiciones imperantes en estos
sistemas son similares a los escenarios de variabilidad y cambio climético
pronosticados (IPPC-NOAA-NASA), resulta relevante determinar los mecanismos
genéticos responsables de la supervivencia coralina. En el presente estudio se
documentan dichos mecanismos en el coral Porites panamensis en las cercanias
de un campo hidrotermal en el Golfo de California. Se determind: I) la variabilidad
en las condiciones fisicoquimicas imperantes en el campo hidrotermal; II) la
identidad genética del holobionte (P. panamensis y Cladocopium sp) en el campo
hidrotermal; y Ill) la respuesta transcriptémica en funcién de la temporada y el aporte
hidrotermal. Se recolectaron muestras de agua (n=8) y tejido (n=40) en Bahia
Concepcion en dos localidades: Punta Bérbara (sitio con afluencia hidrotermal) y el
Requeson (condicién control) en verano (Ago-2017) e invierno (Ene-2018). Andlisis
guimico-proximales fueron realizados a las muestras de agua para determinar
salinidad (UPS), pH (-log[H*]), Acidez (CO3z* mg/L), alcalinidad (CaCOs mg/L),
concentracion de nitritos (NO2 uM) y sulfatos (SO4 mg/L). La transicién temporal se
caracterizé por cambios de temperatura (8.9 = 0.5° C) y disponibilidad de nitritos
(0.6 £ 0.05 NO2 uM). La influencia del aporte hidrotermal resulté en 3 condiciones
semejantes a los prondsticos de cambio climatico: Low (condiciones actuales), Mid
(condiciones en 2050) y High (condiciones en 2100); caracterizados por presentar
mayor temperatura, acidez, salinidad y disponibilidad de nitrdgeno en la columna de

agua. Se realizaron amplificaciones por PCR de las regiones ND1 del hospedero



(P. panamensis mtDNA) y PsbA del simbionte (Cladocopium sp - chiIDNA).
Estimaciones por Maxima Verosimilitud determinaron la presencia de 2 linajes de P.
panamensis (n=24, 5 haplotipos) y 1 de Cladocopium Clado C (n=10). Los productos
de secuenciacion (7.2x10° lecturas) se ensamblaron en un meta-transcriptoma
DeNovo con una extensién del.68x10° transcritos. Durante la transicion temporal
(verano 2017 - invierno 2018) se documentd la regulacion de 12,671 genes
expresados diferencialmente (DEGs). Los cambios de temperatura y eutrofizacién
se relacionan con procesos de desarrollo celular (H1D, PPIA, CNFNB, ATLA, TBB1,
EEF1A, EIF3C), digestion (TRY7 y DUOX2) y metabolismo energético (MLT7,
COX1, NDU4A, ALAD, THIM, 5NT3A). Se presentan los patrones de expresion en
las distintas condiciones del campo hidrotermal: Low (4089 DEGs), Mid (8029
DEGS) y High (4092 DEGS) respecto a la condicion control (Ctrl). En Low se observo
regulacion en la sintesis de proteinas (RL5, UBIQP, RuVvB2, TAF2, MYOF) y
desarrollo embrionario (TBX20, TIEL, 4ET); En Mid regulacion del metabolismo
antioxidante (WECH, SVBP, TWIH, HSP70, TE1l) y transporte de iones (CYBP,
ATPB1, PCR2); y en High regulacion del transporte de lipidos (CRYM, SZT2,
OSBL9, NGP, CO2A1, RUXGO). Se concluye que el holobionte P. panamensis y
Cladocopium sp. presenta atributos que le permiten aclimatarse a distintos

regimenes de estrés.

Palabras clave: Porites panamensis, campo hidrotermal, transcriptémica, cambio

climéatico, aclimatacion.
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Summary

Corals are sessile life organisms known for shaping reefs, considered as most
productive ecosystems on the planet. Thanks to the symbiotic relationship with
dinoflagellates of the Symbiodiniaceae family throughout their life cycle, some
species, such as Porites panamensis, can colonize limiting environments for
development, from sites where the availability of resources is nil to extremes such
springs and hydrothermal vents. Since the prevailing conditions in these systems
are like the predicted scenarios of climate change and variability (IPPC-NOAA-
NASA), it is relevant to determine the genetic mechanisms responsible for coral
survival. In this study, these mechanisms are documented in the Porites panamensis
populations close to hydrothermal activity in the Gulf of California. We determined:
[) the variability in the physicochemical conditions surrounding the P. panamensis
communities in the hydrothermal field; II) Genetic identity of the holobiont (P.
panamensis and Cladocopium sp) in the hydrothermal field; IIl) Transcriptomic
response related to seasonal transition and the hydrothermal activity. Samples of
water (n = 8) and tissue (n = 40) were collected in Bahia Concepcion in two locations:
Punta Béarbara (site with hydrothermal inflow) and El Requesén (control condition) in
summer (Aug-2017) and winter (Jan -2018). Proximal analyses were performed on
water samples to determine salinity (UPS), pH (-log[H*]), Acidity (COs? mg/L),
alkalinity (CaCO3 mg/L), nitrite (NO2 yM) and sulphates (SO4 mg/L) concentrations.
The temporal transition was characterized by changes in temperature (8.9 £ 0.5 ° C)
and nitrite availability (0.6 + 0.05 NO2 uM). The influence of the hydrothermal
contribution resulted in 3 conditions like climate change forecasts: Low (current
conditions), Mid (conditions in 2050) and High (conditions in 2100); characterized by
higher temperature, acidity, salinity and nitrogen availability in the water column.
PCR amplicons of the host ND1 (P. panamensis mtDNA) and symbiont PsbA
(Cladocopium sp-chIDNA) were performed. Estimates by Maximum Likelihood
determined the presence of 2 lineages of P. panamensis (n = 24, 5 haplotypes) and
1 of Cladocopium Clade C (n = 10). The sequencing products (7.2x10° readings)

were assembled into a DeNovo metatranscriptome with an extension of 1.68x10°



\Y
transcripts. Seasonal transition regulated the expression of 12,671 genes (DEGS),
temperature and eutrophication changes were related to cell growth processes
(H1D, PPIA, CNFNB, ATLA, TBB1, EEF1A, EIF3C), digestion (TRY7 and DUOX2)
and energy metabolism (MLT7, COX1, NDU4A, ALAD, THIM, 5NT3A). The
expression patterns in the different hydrothermal field conditions are presented: Low
(4089 DEGSs), Mid (8029 DEGs) and High (4092 DEGSs), each condition with the Citrl
effect depleted. The effect of Low condition regulated the protein synthesis (RL5,
UBIQP, RuVB2, TAF2, MYOF) and embryonic development (TBX20, TIE1, 4ET);
Mid regulation of antioxidant metabolism (WECH, SVBP, TWIH, HSP70, TE1) and
ion transport (CYBP, ATPB1, PCR2); and High regulation of lipid transport (CRYM,
SZT2, OSBL9, NGP, CO2A1, RUXGO). It is concluded that the holobiont P.
panamensis and Cladocopium sp may express attributes that acclimatization to

different stress regimes.

Keywords: Porites panamensis, hydrothermal field, transcriptomics, climate change,
acclimatization.
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se aprecian las capas de tejido (Epidermis y Gastrodermis) y las zooxantelas
alojadas en las células del Hospedero (Modificado de LaJeunesse et al., 2012).
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Figura 8. A) Reconstruccion filogenética por maxima verosimilitud del hospedero P.
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haplotipos presentes en El Requesén; Y C) haplotipos presentes en el campo
hidrotermal.
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Figura 11. Genes expresados diferencialmente en funcién de la transicion temporal
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entre individuos (columnas) y DEGs significativos (filas).
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3 condiciones diferentes (FRD <0.05). A) MA-plot Low_Ctrl, B) MA-plot Mid_Ctrl, C)
MA-plot High_Ctrl y D) Heatmap con ordenamiento jerarquico entre individuos
(columnas) y DEGs significativos (filas).
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1 INTRODUCCION

1.1 Corales escleractinios

Dentro del filo de los cnidarios, los corales pétreos (Anthozoa: Scleractinia) son
organismos de vida sésil que se caracterizan por presentar un esqueleto de
carbonato de calcio (CaCO3s). Su ciclo de vida se encuentra restringido al estado
polipo, principalmente asociados a sustratos rocosos (Veron, 1995).

Anatomicamente estan compuestos por dos capas de tejido: la epidermis en
contacto con la columna de agua y el exoesqueleto, y la gastrodermis donde se
realizan los procesos de digestion. En el caso de los corales zooxantelados, las
células de la gastrodermis albergan comunidades de dinoflagelados simbioticos de

la familia Symbiodiniaceae, mejor conocidos como zooxantelas (Brusca et al., 2016)
(Fig. 1).
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Figura 1. Diagrama de la estructura anatomica de un coral. A la izquierda se
esquematiza un polipo y las comunidades de zooxantelas presentes, a la derecha
se aprecian las capas de tejido (Epidermis y Gastrodermis) y las zooxantelas
alojadas en las células del Hospedero (Modificado de LaJeunesse et al., 2012).

T. C. LaJeunesse




Las zooxantelas realizan actividad metabdlica de manera similar a otros
organismos fotosintéticos, a diferencia de que una parte de los productos son
traslocados y aprovechados por el hospedero (Muscatine et al., 1984). En
contraparte, el hospedero ofrece un medio rico en moléculas organicas que son
aprovechadas por el simbionte durante los procesos fotosintéticos (Al-Moghrabi et
al., 1996). La facultad de mantener los nutrientes dentro del complejo holobionte
(hospedero - simbionte) independientemente de su disponibilidad en el medio
(Muscatine & Porter, 1977) les ha permitido colonizar la mayoria de los ecosistemas
tropicales marinos (Cowen, 1988; Baker, 2003; LaJeunesse et al., 2018).

Los corales pétreos habitan de manera individual o en aglomeraciones
coloniales, en estructuras que generalmente conforman parches y arrecifes
coralinos. Proliferan en los litorales a largo de la franja ecuatorial, con distribucién
gue se extiende mas alla de los tropicos (45° Ny 40° S) y de la zona eufética (>200m
de profundidad) (Veron, 2016).

El valor de los servicios ecosistémicos aportados por los arrecifes de coral
superan los 3.5x10° $US ha y! (Cesar et al., 2003). Estos ecosistemas fungen como
zonas de reproduccién, crianza y refugio para mas del 50% de la biodiversidad
marina del planeta (Allen, 2008), muchas de ellas de interés para el sector pesquero
y turistico (McClanahan et al., 2015). Otros servicios ecosistémicos aprovechados
por el ser humano son la proteccion de la franja costera, fijacién de carbono y
mantenimiento de las redes troficas (Moberg & Folke, 1999).

A escala global, un estimado del 50% de la cobertura arrecifal coralina se
encuentra en algun estado de degradacion (Pandolfi et al., 2003) y 1/3 de las
especies coralinas se encuentran en riesgo de extincion (Carpenter et al., 2008). De
seguir esta tendencia, se pronostica la desaparicion de los arrecifes coralinos a final
del siglo XXI, producto de los fendmenos del calentamiento global, acidificacion y
eutrofizacion de los océanos (Hoegh-Guldberg et al., 2017).

1.2 Calentamiento global
A partir del siglo XIX y hasta la actualidad, la temperatura media de los

océanos se ha incrementado en 0.3° C respecto a los ultimos 800 millones de afios



(Levitus, 2000). EI componente mas relevante es el incremento en los meses de
verano, cuando los maximos de temperatura se prolongan por periodos que rondan
entre 3 y 12 semanas (Liu et al., 2003). Durante estos periodos, los corales
experimentan la pérdida de tonalidad en el tejido, fendmeno conocido como
blanqueamiento (Glynn, 1991) y ocurre por la pérdida zooxantelas y sus pigmentos
fotosintéticos (Gates et al., 1992).

El estrés térmico detona una serie de cambios en los atributos fisiolégicos del
hospedero y la zooxantelas, entre ellos, la produccién de radicales libres (Adam-Vizi
& Chinopoulus, 2006). Al acumularse, éstos degradan la membrana celular y los
productos de las reacciones metabdlicas circundantes, (Yakovleva et al., 2009),

terminando momentaneamente la relacion simbiotica (Dunn et al., 2009) (Fig. 2).
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Figura 2. Inicio (izquierda) y conclusién (derecha) de un evento de blanqueamiento
en un arrecife coralino (AIMS).



1.3 Acidificacion de los océanos

El término acidificacion hace referencia a la reduccion en el potencial de
Hidrogeno (pH) del agua circundante de los océanos, como consecuencia del
enriquecimiento dioxido de carbono (CO2) en la columna de agua (Doney et al.,
2009). De manera natural el carbono inorganico se encuentra disuelto en forma de
bicarbonato (HCO3 — 90%), carbonato (CO3 — 9%) y CO2 (0.01%) en la columna de
agua. Al incrementar la disponibilidad de COz2, gran parte de este reacciona con el
agua para formar acido carbdnico (H2COs), asocidandose en HCO3z y H* (Millero et
al., 2002).

En condiciones de elevadas concentraciones de CO?, el transporte de iones
requiere de mas energia para mantener el funcionamiento celular. En conjunto a
una menor disponibilidad de COz2, los organismos calcificantes son poco eficientes
para capturar y depositar CaCOs (Portner et al., 2004), reflejAndose en una
disminucién en las tasas de calcificacién (Ries et al., 2014). En el caso de los
corales, las estructuras calcareas circundantes a los sitios de calcificacion son
afectados por una disminucion del COs, resultando en el desarrollo de esqueletos
con menor densidad (Erez et al., 2011; Mollica et al., 2017) (Fig. 3)

Columnade agua |
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Figura 3. Disminucion en la densidad del esqueleto calcareo en condiciones
normales y de acidez. Procesos moleculares implicados en la deposicion de CaCOs
(Izquierda) y cortes transversales de esqueletos en distintas condiciones de acidez
(modificado de Tambutté et al., 2015).



Se ha visto que estimulos como variacion en la irradiancia (Broecker et al.,

1968), eutrofizacion (Diaz-Pulido et al., 2009) e interacciones con otras especies

(Hughes et al., 2007) incrementan la vulnerabilidad del hospedero y simbionte ante

eventos de variabilidad y cambio climatico (Tabla I).

Tabla I. Respuesta de distintas especies de coral a diversos estimulos en el
ambiente. Se indican procesos de sobre-regulacion (1) y sub-regulacion (|) en
diferentes rutas metabdlicas.

Estimulo Hospedero Simbionte Referencia
Variacion en la |Reservas energéticas Fitt et al., 2000
g |Productividad Anthony & Kerswell,

irradiancia

tBlanqueamiento

2007

Eutrofizacién

1Tasas de alimentacién
| Tasas de calcificacion
lIntegridad del tejido

tConcentracion
de pigmentos
tProductividad

Fabricius, 2005
Fabricius, 2011
Weber et al., 2006

Interaccién con
tapetes algales

| Crecimiento del esqueleto
| Sobrevivencia

No reportado

McCook et al, 2001

Sedimentaciéon y
turbidez

tNecrosis

No reportado

Pollock et al., 2014
Nitschke et al.,

2016

Bielmyer et al.,
Contaminacion por | Tasas de calcificacion |Productividad 2010
metales | Crecimiento del esqueleto Negri &

Hoogenboom, 2011




1.4 Ambientes marginales y resiliencia coralina

Se define como marginal aquellos ecosistemas donde la variacion imperante
de las condiciones representa un estrés de manera natural (Tigerstedt, 1994). Las
regiones de transicion latitudinal, localidades con fluctuaciones de temperatura y/o
acidez, y sitios extremofilos son limitantes para el desarrollo de corales
escleractinios (Kleypas et al., 1999).

Las comunidades coralinas en ambientes marginales presentan fenotipos
cercanos a los limites fisiol6gicos, producto de procesos de aclimatacion y/o
adaptacion (Van-Oppen et al.,, 2015). Ademas, se ha documentado que la
configuracion entre ciertas especies de hospedero y simbionte pueden resultar en
holobiontes tolerantes (Berkelmans & Van-Oppen, 2008; Howells et al., 2012). Los
ambientes marginales presentan gran similitud a los prondsticos méas drésticos de
variabilidad climética (IPCC, 2014). Al estudiar las condiciones imperantes y las
comunidades aledafias en estos sistemas, es posible determinar una respuesta
certera de la biota ante los escenarios de cambio climético venideros (Camp et al.,
2018).

P. panamensis es un coral masivo asociado con los simbiontes Symbiodinium
del clado C (LaJeunesse et al.,, 2008). Es una especie endémica del Pacifico
Oriental, se encuentran entre los 0.5 y 30 metros de profundidad, restringida a
rangos de temperatura entre los 18° y 32° C (Norzagaray-Lopez et al., 2014).
Recientemente se ha documentado la presencia del coral P. panamensis en la zona
de descarga de una ventila hidrotermal somera en el Golfo de California, con
cobertura coralina en condiciones de acidez y en sustratos con temperatura que
rebasan los 60° C (Oporto-Guerrero et al.,, 2016). El presente trabajo busca
determinar los mecanismos genéticos que permiten sobrevivir a las comunidades

de P. panamensis a condiciones de alta temperatura y acidez.



2 ANTECEDENTES

2.1 Estrés por aumento en la temperatura

Los primeros eventos de blanqueamiento coralino fueron documentados en el
Pacifico panamefio durante El Nifio Oscilacion del Sur (ENSO) de 1982-83 (Glynn,
1983), con méas del 90% de las comunidades afectadas durante la fase calida
(Glynn, 1985; Glynn, 1990). Posteriormente, reportes constantes de
blanqueamiento en todo el Pacifico tropical sugirieron que esta respuesta es
detonada por el aumento en la temperatura de los océanos, principalmente durante
el verano (Hoegh-Guldberg & Smith,1989; Brown & Suharsono, 1990).

El inicio de un evento de blanqueamiento surge como un incremento anémalo
en la temperatura de la columna de agua, mayor al maximo anual (>0.5° C) y que
puede prolongarse hasta por una temporada completa (3-12 semanas) (Gates,
1990). Durante la anomalia térmica, los corales experimentan un cambio
proporcional al incremento en la temperatura (Tabla Il), el cual concluye en general
con la muerte de las células hospederas (Hoegh-Guldberg, 1999). La mayoria de
los mecanismos fisiolégicos afectados son producto de dafio por estrés oxidativo,
cuando la produccion y liberacion de especies reactivas de oxigeno (ROS) superan
el metabolismo antioxidante, tanto del coral como del simbionte (Weis, 2008).

La disminucion en las tasas de fotosintesis bruta, resiliencia de los
fotosistemas y productividad primaria refleja que el dafio oxidativo afecta 3 procesos
fisiolégicos principalmente: 1) la captacion de energia luminica por las antenas
intrinsecas del tilacoide (Warner & Suggett, 2016), 1) la produccién y regulacién de
carbono inorganico disuelto (DIC) en el ciclo de Calvin-Benson (Oakley et al., 2014),
y lll) reacciones que mantienen en equilibrio los ciclos el nitrégeno y fosforo dentro
del holobionte (Ezzat et al., 2016).

Tanto el hospedero como el simbionte son capaces de producir moléculas
antioxidantes ante exposiciones prolongadas de estrés térmico (Hawkins et al.,
2015; Krueger et al., 2015). No obstante, la produccién crénica de ROS y el

consecuente dafio por per-oxidacion a las membranas del simbiosoma pueden



resultar en la pérdida del simbionte, o en la perdida conjunta con la célula del
hospedero (Weis, 2008; Paxton et al., 2013).
Tabla Il. Regulacion fenotipica en multiples condiciones de estrés térmico.

Especie (s) Origen del Atributo afectado Referencia
atributo

Siderastrea radians Densidad

Agaricia agaricites & Hospedero Warner et al., 1996
zooxantelas

Acropora lamark

Acropora intermedia Hospedero Reservas lipidicas Kenneth et al., 2007

Aiptasia sp. Hospedero Grosor del ectodérmo  Dunn et al., 2012

Aiptasia sp. Hospedero Grosor del endodérmo  Dunn et al., 2012

Symbiodinium sp. Simbionte Fotosinteses bruta Jones et al., 1998

Symbiodinium Simbionte Productividad Lesser et al., 1996

bermudense

Symbiodinium Simbionte Estrés oxidativo SOD Lesser et al., 1996

bermudense

Monastrea annularis Simbionte Integ_ndad gel Warner et al., 1999
fotosistema

Acropora digitifera

Pavona decussata, Simbionte Resiliencia Takashi et al., 2004

Stylophora pistillata

Pocillopora damicornis

2.2 Estrés por acidez

Junto a un aumento de la temperatura superficial, se ha visto un incremento

en la concentracion atmosférica de CO2 (Doney et al., 2009). Los océanos absorben

parte del CO2atmosférico y lo convierten en acido carbénico, el cual es deshidratado

en H* en iones HCO:. La columna de agua al acidificarse por el aporte de H*, inhibe

la precipitacion de carbonato de calcio y, por ende, en la formacion de estructuras

calcareas en los organismos marinos (Fabricius et al., 2011). Durante la

esqueletogénesis, los corales acentian particulas amorfas de carbonato de calcio

en los centros de calcificacion (sitios iniciales de la calcificacion) (Von Euw et al.,

2017; Mass et al.,, 2017). Una vez gque contactan con el esqueleto comienzan a



cristalizarse (De Yoreo et al., 2015), modificando la extension y densidad del
esqueleto.
2.3 Mdbdulos transcriptomicos detonados por estimulos ambientales

Los sistemas vivos responden a su entorno modificando su metabolismo,
perfilandose hacia el mantenimiento homeostatico. Durante la expresion génica en
los procesos de homeostasis y aclimatacion, un conjunto de genes es “sobre” y
“sub” regulados de manera coordinada ante un estimulo particular, a manera de
redes o médulos (Civelek & Lusis, 2014).

Mediante esta aproximacion, se ha documentado el patron de respuestas
génicas ante condiciones de estrés en corales, que generalmente finalizan en
blanqueamiento. Los principales procesos que se ven modificados son: A)
elementos del sistema inmune, B) uso de metabolismo lipido-base, C) sintesis de
metaloproteinasas, D) procesos de calcificacion, E) Actividad transcripcional, F)
Produccion de proteinas en estado nativo, G) actividad motora en los microtibulos,
H) Oxido-reduccion y I) Receptores de membrana tipo G. (Kenkel & Matz, 2017;
Rose et al., 2015; Ruiz-Jones & Palumbi, 2017; Thomas & Palumbi, 2017; Wright et
al., 2015).

La presente propuesta busca comprender los procesos moleculares que
permiten la supervivencia del coral Porites panamensis en la cercania del campo
hidrotermal. Para ello, se busca caracterizar el transcriptoma del coral P.
panamensis y de su simbionte al centro del Golfo de California, y determinar los
mecanismos que son detonados ante el estimulo que la ventila hidrotermal

representa.



3 JUSTIFICACION
El Golfo de California es una region limitante para el desarrollo coralino.

Presenta condiciones de estrés como fluctuaciones de temperatura, baja
disponibilidad de carbonatos y periodos de eutrofizacion a lo largo de la transicion
Invierno-Verano.

P. panamensis es una especie dominante en las comunidades coralinas del
Golfo de California (Glynn et al., 2016). Su capacidad de aclimatacion ante
condiciones de estrés, le permite habitar en ambientes limitantes para el desarrollo
(Oporto-Guerrero et al., 2018; Lenz & Edmunds, 2017).

Determinar los mecanismos regulatorios involucrados en la supervivencia
coralina permitird un manejo de los arrecifes coralinos en @mbitos de conservacion

y aprovechamiento antes los escenarios de cambio climéatico a finales de siglo.
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4 HIPOTESIS
En ambientes marginales, los corales zooxantelados experimentan procesos

regulatorios (hospedero — simbionte) ante fendmenos de variabilidad climatica.
Dicha capacidad permite el desarrollo de comunidades coralinas en condiciones
limitantes para el desarrollo, como lo son ventilas hidrotermales. Dado que las
comunidades de P. panamensis contiguas al campo hidrotermal se encuentran en
condiciones de alta temperatura, eutrofizacion y acidez, se espera la expresion de
mecanismos de regulacion homeostatica (e.g. metabolismo energético, sistema

inmune y desarrollo).
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5 OBJETIVOS

5.1 Objetivo general

Determinar la respuesta transcriptomica del coral Porites panamensis en las
cercanias de un campo hidrotermal en la region central del Golfo de California.
5.2 Objetivos Particulares

I) Determinar las caracteristicas de la columna de agua en el campo
hidrotermal

II) Determinar el linaje genético de las comunidades coralinas de P.
panamensis y Cladocopium (hospedero y simbionte) adyacentes al campo
hidrotermal.

[Il) Determinar la respuesta transcriptomica del holobionte en respuesta al
cambio temporal

IV) Determinar los mecanismos moleculares del holobionte en respuesta al

aporte hidrotermal.
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6 MATERIALES Y METODOS

6.1 Area de estudio

El 4rea de estudio se encuentra en Bahia Concepcion en la franja occidental
del centro del Golfo de California. La region se caracteriza por presentar una
marcada estacionalidad con temperaturas maximas de verano de 34° C y minimas
de invierno de 18° C.

Se visitaron dos sitios dentro de la bahia: |) Punta Barbara (26° 42’ 05” N, 111°
51" 50” O) con un régimen hidrotermal de caracter sédicas-cloruradas rico en Si,
Ca*?, Sr*?, Li*?y K* (Leal-Acosta & Prol-Ledesma, 2016); Y Il) El Requesoén (26° 38’
30” N, 111° 49 48” W), sitio 8 km al sur (Fig. 4). Se realizaron dos recolectas en
cada sitio, durante los meses de septiembre en 2016 (VERANO) y enero 2017
(INVIERNO).

27°04

26°56’

26°49

26°42

Punta Barbara

El Requesén

26°34

112°11° 111°56° 111°41° 111°27’

Figura 4. Area de estudio en Bahia Concepcion (punto verde). Ubicacion de Punta
Barbara (punto rojo) donde se encuentra el campo hidrotermal y EI Requesén
(Punto azul) como localidad control.
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Durante las visitas se trazaron transectos con una extension de 50 metros de
largo hasta 10 metros de profundidad. Se obtuvieron medidas de temperatura del
sedimento y la columna de agua adyacente a las comunidades coralinas.

Se determinaron 4 condiciones virtualmente similares a los prondsticos
climaticos detallados en la seccion 2.1. Se colectaron fragmentos de colonias de
Porites panamensis, los cuales se fijaron inmediatamente en RNA-later© (Ambion,
Merck).

Se colectaron muestras de agua en cada punto/tratamiento del transecto y se
resguardaron a -20° C hasta su posterior analisis (Fig. 5). Con ellas se realizaron
mediciones de salinidad, pH, acidez, alcalinidad, concentracion de nitritos y
concentracion sulfatos (N=8) (Anexo 2). Los analisis de agua se realizaron en el
Laboratorio de Andlisis quimico proximal de agua del CIBNOR.

6.2 Caracterizacion del campo hidrotermal

Todos los estadisticos se realizaron por medio del software R-project v3.6.2
(R-core Team, 2013).

Los datos obtenidos a partir de los analisis de agua fueron estandarizados en
logaritmo base 10 (log10). Posteriormente, fueron transformados a una matriz de
similitud por distancias Euclidianas y de Mahalanobis, con el fin de obtener la mayor
variacion posible y determinar el grado de redundancia entre las variables.

Se realiz6 un analisis de variancia multivariado permutacional (PERMANOVA,
per. = 999, método = Mahalanobis) con la paqueteria Vegan_2.5 para identificar
diferencias entre sitios, temporadas y condiciones. Las agrupaciones mas probables
se calcularon por el particionamiento alrededor de medoides (PAM) (k = 3, 45% sqrt,
método = euclidiano) con la paqueteria cluster_v2.1 (Borcard et al., 2018)

Finalmente, se determino el porcentaje de variacion del sistema atribuido a
cada variable por el método del analisis de componentes principales (PCA) por

medio de la paqueteria stats v3.6.2.
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Figura 5. Similitud entre los prondsticos de cambio climatico a finales de siglo y las
condiciones presentes en el campo hidrotermal de Punta Béarbara. A) Prondsticos
de cambio climatico y el efecto en especies de coral constructoras de arrecife
(modificado de Hoegh-Guldberg et al.,, 2007); B) recolecta de muestras en las
condiciones ambientes en el campo hidrotermal que coinciden con A (CA = Low,
AdCB = Mid, y AsC = High) y el sitio control (Ctrl).
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6.3 Determinacion de linajes (hospedero y simbionte)

Las muestras de tejido fueron homogeneizadas por medio de disrupcion
mecanica. Se utiliz6 el kit DNeasy Blood & Tissue® (QIAGEN) para extraer y purificar
el ADN gendmico. Posteriormente, se determinoé la calidad y cantidad del ADN por
medio de espectrofotometria NanoDrop® (Thermo Fisher Scientific) y electroforesis
en agarosa.

Para identificar el linaje del hospedero se realiz6 una reaccion en cadena de
la polimerasa (PCR) de la region ND-1 (F: CAGGTAACAAAATTGGAGGT, R:
AGAGCCAACACACAATAGAA,; Paz-Garcia et al., 2016) del ADN mitocondrial, la
cual codifica para la NADH-ubiquinona oxidorreductasa cadena 1. Cada reaccion
de PCR se llevo a cabo en un volumen de 15 pl con 50 ng de ADN, 0.4 mM de cada
primer, 2 mM MgClI, 0.3 mM dNTPs, buffer (10 mM Tris-HCI, pH 8.3, 50 mM KCI), 1
unidad de Taq polimerasa (Thermo Fisher Scientific).

La reaccidon en cadena de la polimerasa (PCR) se realiz6 con las siguientes
condiciones: con una desnaturalizacion inicial de 94° C por 5 min, seguido por 30
ciclos de 95°, 54° y 72° C por periodos de 30, 30 y 75 segundos, respectivamente.
Finalmente se realiz6 el proceso de extension a 72° C por un periodo de 10 minutos.

Para identificar el linaje del dinoflagelado simbidtico se amplifico parcialmente
el mini circulo Psba del ADN del cloroplasto, el cual codifica para las proteinas
antena del fotosistema Il (F: GCATGAAAGAAATGCA, R: CACAACTTCCC; Moore
et al., 2003)

Cada reaccion se llevé a cabo en un volumen de 15 pl con 10 ng de ADN, 20
pmol de cada primer, 40 ug de BSA, 150 mM MgCl, 0.1 mM dNTPs, buffer, 1 unidad
de Tag Polimerasa (Thermo Fisher Scientific). La PCR comenzé con una
desnaturalizacion a 94° C por 2 min, seguido por 30 ciclos de 94°, 55°y 72° C por
periodos de 10, 30 y 120 segundos, respectivamente. Finalmente se realizd el
proceso de extension a 72° C por un periodo de 10 minutos.

Se revisé la calidad de cada cromatograma (trazas) del material de
secuenciacion con Chromas V10.6° (Technelysium). Se descartaron las trazas de
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baja calidad y aquellas en los extremos de los amplicones que incluyeran restos de
primer.

Se utilizaron 24 secuencias del Hospedero (ND1) conjunto a 6 genomas
mitocondriales de otras especies del género Porites para el proceso de alineamiento
con MEGAX V10.0.5 (Kumar et al., 2018) (N=30): P. panamensis (KJ546638.1), P.
sverdrupi (KU956960), P. porites (NC_008166.1), P. lutea (NC_029695.1), P. lobata
(NC_030186 y KU572435.1).

Respecto al simbionte, se alinearon 10 productos de PCR conjunto a 34
secuencias del marcador PsbA provenientes de distintos linajes de endosimbiontes
Cladocopium (clado C) (N=44): C1, C31c, C27,C3hyCle

Se estimo el modelo evolutivo éptimo para cada alineamiento (hospedero y
simbionte) con JModelTest (Posada, 2008). Finalmente, se realizaron filogramas
por el método de maxima verosimilitud en MEGA y PAUP
6.4 Respuestatranscriptomica
6.4.1 Preparacioén de librerias

Las muestras de tejido se homogeneizaron por medio de disrupcion mecénica,
y se utilizé el kit RNeasy MiniKit® (QIAGEN) para la extraccion y purificacién del RNA
total. Posteriormente, se determiné la calidad y cantidad del ARN por medio de
espectrofotometria (A260/A280 y 260/230) NanoDrop® (Thermofisher Scientific) y
electroforesis en agarosa.

La separacion del ARN mensajero (ARNm) se realizé por medio del kitE7490
de aislamiento magnético para mRNA® (NEB). Posteriormente, se llevé a cabo la
sintesis de librerias de ADN complementario por medio de la reaccion en cadena
de la polimerasa con transcriptasa reversa (RT-PCR) con el kit E7770 para la
preparacion de librerias de lllumina Ultra-11° (NEB).

Las librerias se amplificaron conjunto al adaptador universal de lllumina e
indices duales (i5 - i7) del kitE6440° (NEB). En total se prepararon 40 librerias (1
libreria/ individuo) con indices Unicos para ser secuenciadas en conjunto.

Se determiné la integridad de las librerias por medio de electroforesis en
bioanalyzer 2000° (Agilent) y fluorometria Qubit3® (NVITROGEN). Las librerias
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fueron secuenciadas en 3 lineas en la plataforma Hiseq-4000° (lllumina) 150PE
(secuencias pareadas forward-reverse) en los laboratorios de NOVOGENE
California.

6.4.2 Analisis bioinformético

Una vez obtenidos los productos de secuenciacion se descartaron secuencias
no deseadas de adaptador, baja calidad (Q>30, Longitud>80pb), residuos de la
maduracion (PolyAAA & PolyTTT) con el software TrimGalore v0.6.2 (modalidad
pareadas) (Krueger, 2015). posteriormente se comprobd la calidad con FastQC
V0.11.7 (Andrews, 2010).

Una vez concluido el proceso de limpieza, se seleccionaron librerias con la
mejor calidad de cada tratamiento y se procedid a realizar un ensamble De Novo
con Trinity v2.6.6 (Grabherr et al., 2013). Se determind la calidad del ensamble por
medio TrinityStats (Hass et al., 2014) y su extension por medio de BUSCO
(Waterhouse et al., 2017).

Se realiz6 un indice del transcriptoma y cuantificacion (Bootstrap = 100) por el
método de pseudo alineamiento con Kallisto V 0.46.2. (Bray et al., 2016). Para el
analisis de genes expresados diferencialmente (DE) se utilizd la paqueteria de
DESeg2 v3.1 (Love et al., 2014) considerando el efecto de la temporada (verano-
invierno) y las condiciones (Ctrl, Low, Mid y High).

El analisis de expresion diferencial se realiz6 utilizando dos esquemas de
normalizacion: estabilizacion de varianza (Huber et al., 2003) y regularizacion
logaritmica (Love et al.,, 2014). Las isoformas que no tuviesen un patron de
expresion consistente (FDR <0.05) o menores a 3 escalas logaritmicas base 2 (LFC)
fueron depuradas de los resultados.

Se obtuvo informacion sobre: los transcritos (BLASTx - Swiss-Prot), proteinas
(BLASTp - Swiss-Prot), dominio de proteinas (HMMER - Pfam), péptidos sefal
(TMHMM - transcriptoma de referencia), RNA ribosomal (RNAMMER -
transcriptoma de referencia). La informacion recopilada fue anotada con Trinotate a
una base de datos SQlite (Bryant et al., 2017).
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7 RESULTADOS

7.1 Caracterizacion del campo hidrotermal

El andlisis de particionamiento alrededor de medoides describié el 90% de la
variacion en el sistema. Se observo un patron de separacion en funcién del sitio y
temporada (Fig. 6A). Diferencias significativas resultaron de la transicion temporal
(R?=0.15, P < 0.01), el sitio (R? = 0.13, P < 0.01), la interaccién sitio * temporada
(R?=0.15, P <0.05) y entre las condiciones Low * Mid * High (R? = 0.15, P < 0.01).

Se obtuvieron 3 componentes principales que explicaron el 98% la variacion
de las condiciones ambientales en el area de estudio (Fig. 6A), asociada a la
concentracion de nitritos (52%), acidez (28%) y temperatura (10%) (Fig. 6B).

La transicion temporal se caracterizO por un patron de incremento en la
concentracion de NO2z y en la temperatura en la columna de agua (Fig. 7).

La concentracion de nitritos promedio en invierno fue de 1.2 uM comparada
con el verano donde los valores en el campo hidrotermal y el sitio control
ascendieron a 1.6 uM de manera generalizada (Fig.7A)

La diferencia en la temperatura entre temporadas fue de 8.18° C, 20.83°C en
invierno y 29.01° C en verano (W = 0, P<0.01). En el campo hidrotermal las
condiciones Low y Mid experimentaron un incremento de 7° C, mientras que en la
condicion High el incremento en funcién de la temporada fue de 4° C (Fig. 7C)

El aporte hidrotermal influencié las condiciones Mid y High aumentando
significativamente la temperatura, carbonatos (acidez) y NO:2 (Fig. 7B). La salinidad
y la disponibilidad de sulfatos experimentaron un patrén de incremento similar,
aunque no resultd significativo. En contra parte, el pH y la alcalinidad
experimentaron un patron de descenso en el sistema, el cual no resulté significativo
(Anexo 1).
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Figura 6. A) Particionamiento Alrededor de Medoides con 3 agrupaciones, los colores
representan la temporada (invierno-verano) y la letra la condicién de la muestra (Ctrl,
Low, Mid y High); B) Gréafico de cargas (loadings) del sistema de Componentes
Principales por variable, el color del eigenvector representa el porcentaje de contribucién
al sistema de componentes.
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7.2

7.2.1 Hospedero

Identidad genética

Los individuos P panamensis en bahia Concepcion pertenecieron a un mismo

complejo poblacional, compuesto por 5 haplotipos (I-V).

Los haplotipos I, Il y V estuvieron presentes en ambas localidades: | (n = 4) de

manera homogénea, Il (n = 7) predominante en las condiciones Low y High del

campo hidrotermal, y V (n = 9) dominante en el campo hidrotermal y el Requesén

(Fig. 8A).

Dos haplotipos resultaron poco abundantes, Il (n = 1) con incidencia Unica en

el Requeson (Fig. 8B) y IV (n = 1) en la condicion High del campo hidrotermal (Fig.

8C). Signos de politomia en la resolucion filogenética impidieron determinar la

relacion de dos individuos provenientes del campo hidrotermal (569 y 568).
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Figura 8. A) Reconstruccion filogenética por maxima verosimilitud del hospedero P.
panamensis en funcion de la region ND1-ADNmt con valores de soporte por
Bootstrap, el color de cada ramificacion refleja la composicién por haplotipos; B)
haplotipos presentes en El Requesén; Y C) haplotipos presentes en el campo

hidrotermal.
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7.2.2 Simbionte

El analisis por maxima verosimilitud demostro la consistencia de un unico

haplotipo de Cladocopium en las comunidades analizadas de P. panamensis de
Bahia Concepcion (Fig. 9).
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Figura 9. Reconstruccion filogenética por maxima verosimilitud del simbionte
Cladocopium, en funcién de la regién del mini circulo PsbA"" (Modelo F81 + G). En

cada nodo se muestra el valor de soporte por Bootstrap. ElI Color de cada
ramificacion refleja la composicion por haplotipos.



7.3 RespuestatranscriptOmica

La secuenciacion resulté en 2,200 millones de lecturas (X = 30.4x108 r/libreria).
El ensamble DeNovo en Trinity consisti6 en >1.68x10° transcritos (Nt50 = 416) y
1.41x10° unigenes (Ng50 = 353).

Se identifico la presencia del 98% de los ortdlogos universales de metazoarios
en el transcriptoma, de 978 ortdlogos 779 resultaron completos, 178 fragmentados
y 21 ausentes.

Las interacciones mas relevantes resultaron en funcién de la temporada
(verano-invierno) y las condiciones presentes en el campo hidrotermal (Low, Mid y
High) respecto al control (Ctrl) (Fig. 10).
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Figura 10. Genes expresados diferencialmente (DEGSs) entre la temporada (invierno
y verano) y las condiciones del campo hidrotermal. En azul se representa el nimero
DEGs sobre-expresados y de rojo los sub-expresados.
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7.3.1 Expresion en funcion de latemporada

Se documentd la expresion diferencial de 12,725 genes (DEGSs), 7143 sobre-
expresados y 5582 sub-expresados (LFC > 3, LFC < -3) durante la transicion verano
2017 a invierno 2018 (Fig. 11). Se recopil6 la anotacion funcional del 68.47% de las
secuencias con las bases de datos de GenBank, Uniprot, Kegg, GO y eggnog.

Se sobre-expresaron 733 DEGs relacionados con procesos moleculares de la
membrana citoplasmatica, 718 al citoplasma, 701 del nucleo, 446 del citosol, 332
de la mitocondria, 132 de los microtibulos y 110 de los ribosomas. Los genes con
mayor sobre-regulacion fueron PR40A, H1D, TRY7, MLT-7, PPIA, CNFNB, ATLAL,
TBB1, GDS1A, COX1.

En contra parte, 655 DEGs fueron sub-regulados en procesos de la membrana
citoplasmatica, 523 del citoplasma, 267 del nucleo, 219 del citosol, 110 ribosomales,
66 de la mitocondria y 41 de la actividad ribosomal. Los genes mas sub-regulados
fueron NDUA4, ALAD, THIM, RS12, DDX24, DUOX2, EFMT4, EIF3C, 5NT3A y
GBRGA4. (tabla 3).

Los procesos moleculares afectados en funcién de la transicion temporal
verano-invierno fueron: sintesis de porfobilinogeno, uniéon del complejo de la
proteasoma, la interaccion con iones de iones de zinc y calcio, actividad de la acetil-
CoA, sintesis ribosomal, sintesis de ATP, maduracion del ARN, actividad oxidativa
y sintesis de perdoxido (NADPH), actividad de diversas metiltransferasas y actividad

de canales ionicos activados por glicina.
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Figura 11. Genes expresados diferencialmente en funcién de la transicion temporal
verano-invierno. A) Grafico de dispersion (MA-plot) donde los puntos rojos
representan los DEGs con un FRD <0.05. B) Heatmap con ordenamiento jerarquico
entre individuos (columnas) y DEGs significativos (filas).
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Tabla lll. Genes expresados diferencialmente en funcion de la transicion temporal.
EM = Expresion media, LFC = Cambio en escala logaritmica base 2, LFCSE = Error
estandar del LFC, STAT = estadistico de Wald, P val. = valor P del estadistico de
Wald, P adj. = P valor ajustado de Benjamini-Hochberg (FDR).

ID DEL TRANSCRITO EM LFC LFCSE P.ADJ.
Pre-mRNA-processing factor 40 homolog A PR40A 463.31 21.20 1.98 6.31E-23
Histone H1-delta H1D 414.86 20.89 1.87 6.68E-25
Trypsin-7 TRY7 186.73 20.57 1.74 4.53E-28
Peroxidase MLT-7 171.53 20.09 2.06 4.22E-19
Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase PPIA 148.73 19.71 1.72 2.09E-26
Cornifelin homolog B CNFNB 142.96 19.70 2.04 1.40E-18
Atlastin-1 ATLA1 197.30 19.53 1.76 1.36E-24
Tubulin beta-1 chain TBB1 12.02 19.49 5.14 5.88E-03
Rapl GTPase-GDP dissociation stimulator 1-A GDS1A 168.61 19.47 1.77 2.78E-24
Cytochrome c oxidase subunit 1 COX1 2632.07 19.47 2.38 2.86E-13
Cytochrome ¢ oxidase subunit NDUFA4 NDUA4 79.05 -24.88 2.90 1.30E-14
Delta-aminolevulinic acid dehydratase ALAD 5.17 -22.91 5.16 6.50E-04
3-ketoacyl-CoA thiolase THIM 23.36 -22.91 5.15 6.40E-04
40S ribosomal protein RS12 87.18 -22.68 1.97 1.10E-26
Dual oxidase 2 DUOX2 54.60 -22.22 4.60 1.40E-04
1A lysine methyltransferase 4 EEF1A 11.10 -22.21 2.93 2.50E-11
Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit C EIF3C 7.65 -21.47 3.66 9.60E-07
Cytosolic 5'-nucleotidase 3A 5NT3A 105.59 -21.15 3.33 6.10E-08
Glycine receptor subunit beta GBRG4 11.17 -20.59 5.17 3.20E-03

Mitochondrial coenzyme A transporter SLC25A42 7.13 -20.27 5.14 3.65E-03




Expresion log2 Expresion log2

Expresion log2

7.3.2 Expresion en funcion del aporte hidrotermal

Se documentd la expresion diferencial entre las 3 condiciones en el campo
hidrotermal: Low (poco influenciado), Mid (medianamente influenciado) y High
(altamente influenciado) respecto a la condicion control (El Requeson), resultando
en 4089, 8029, 4092 DEGs, respectivamente (Fig. 11). Posterior al proceso de

anotacion funcional, se recopil6 informacion del 33% de los DEGs.

A
101

Control
Low
Mid
High
20

15

110

Lecturas normalizadas

1e00 1e+02 1e+04

Media normalizada

Figura 12. Genes expresados diferencialmente en funcion del aporte hidrotermal en
3 condiciones diferentes (FRD <0.05). A) MA-plot Low_Citrl, B) MA-plot Mid_Citrl, C)
MA-plot High_Ctrl y D) Heatmap con ordenamiento jerarquico entre individuos
(columnas) y DEGs significativos (filas).
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Tabla IV. Genes expresados diferencialmente en la condicibn Low en el campo
hidrotermal. EM = Expresion media, LFC = Cambio en escala logaritmica base 2,
LFCSE = Error estandar del LFC, STAT = estadistico de Wald, P val. = valor P del
estadistico de Wald, P adj. = P valor ajustado de Benjamini-Hochberg (FDR).

ID DEL TRANSCRITO EM LFC LFCSE P.ADJ.
T-box transcription factor TBX20 125.49  20.35 2.60 2.5E-11
Pre-mRNA-processing factor 40 homolog A PR40A 463.31 19.76 2.13 2.5E-16
Trypsin-7 TRY7 186.73  19.67 1.86 2.3E-21
Cornifelin homolog B CNFNB 142,96  19.42 2.19 8.5E-15
60S ribosomal protein L5 RL5 235.41  19.29 2.30 3.6E-13
Polyubiquitin UBIQP 106.01 19.23 2.43 1.3E-11
Cytochrome ¢ oxidase subunit 1 COX1 83.91 19.19 1.88 8.1E-20
Peroxidase mit-7 MLT7 17153 19.18 2.21 3.3E-14
RuvB-like 2 163.82 19.12 2.01 4.1E-17
Transcription initiation factor TFIID subunit 2 TAF2 32.22 19.04 3.61 1.5E-04
Methionine aminopeptidase 2 MAP2 3.23 -30.00 4.54 9.9E-08
Proton-coupled amino acid transporter 1 S36A1 4.09 -29.96 4.74 5.4E-07
Tyrosine-protein kinase receptor TIE1 6.69 -29.94 5.66 1.4E-04
Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase PPIA 11.14 -29.92 5.66 1.4E-04
Eukaryotic translation initiation factor 4E transporter 4ET 2.11 -29.91 5.66 1.4E-04
DNA topoisomerase 1 TOP1 6.03 -29.88 5.66 1.4E-04
Cell death specification protein 2 CES2 3.79 -29.84 5.66 1.5E-04
Myoferlin MYOF 3.63 -29.68 5.66 1.7E-04
Pepsin A PEPA 15.97 -29.41 5.62 1.8E-04

La expresion diferencial de la zona no influenciada respecto al sitio control
resulté en la sobre-expresiéon de 2099 y la sub-expresion de 1990 DEGs. La funcién
de 363 genes tuvo una relacion directa con la actividad del nacleo (2067, 157 ), 123
de la mitocondria (967, 27]), 554 del citoplasma (2857, 269 ), 440 de la membrana
plasmatica (2117, 229]), 327 del citosol (1357, 192]), 258 ribosomales (1267,
132|) y 53 de los microtubulos (407, 13]).

Los genes con mayor variacion fueron TBX20, PR40A, TRY7, CNFNB, RL5,
UBIQP, COX1, MLT7, TAF2, MAP2, S36A1, TIE1, PPIA, DUOX2, 4ET, TOP1 y
CES2 (Tabla 4).
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La expresion génica en funcion de la condicion no influenciada resulto en la
variacion de la actividad estructural ribosomal, ubiquitinacion de proteinas, enlace
con iones metélicos como cofactores, peroxidacion, transporte activo de membrana,
transcripcion del ADN, sintesis de ATP, comunicacion del ndcleo, compresion de
las cromatinas, transporte de fosfolipidos.

Tabla V. Genes expresados diferencialmente en la condicion Mid en el campo
hidrotermal. EM = Expresion media, LFC = Cambio en escala logaritmica base 2,
LFCSE = Error estandar del LFC, STAT = estadistico de Wald, P val. = valor P del
estadistico de Wald, P adj. = P valor ajustado de Benjamini-Hochberg (FDR).

ID DEL TRANSCRITO EM LFC LFCSE P.ADJ.
DnaJd homolog subfamily C member 8 DNJC8 38.70 21.24 3.80 7.2E-06
3'-5' RNA helicase YTHDC2 225.64 19.70 1.98 3.2E-19
WECH 124.63  19.57 5.38 1.5E-02
Trypsin-7 TRY7 186.73  19.55 1.96 2.5E-19
Pre-mRNA-processing factor 40 homolog A PR40A 463.31 19.36 2.25 2.5E-14
Small vasohibin-binding protein SVBP 156.57 19.34 3.57 1.6E-05
Cytochrome ¢ oxidase subunit NDUFA4 89.57 19.15 5.95 4.5E-02
Twinkle homolog protein, chloroplastic TWIH 21.15 19.12 5.95 4.6E-02
Septin-7 SEPT7 87.69 19.11 3.04 1.7E-07
Calcyclin-binding protein CYBP 84.73 19.10 1.94 8.9E-19
Vesicle-fusing ATPase 1 S23A2 58.75  -30.00 3.71 1.2E-12
Protein PLANT CADMIUM RESISTANCE 2 PCR2 40.60 -30.00 3.79 4.8E-12
Sodium/potassium-transporting ATPase subunit beta-1 ATPB1 15.59  -29.97 5.99 1.1E-04
Heat shock protein 70 HS74L 9.03 -29.97 3.74 2.2E-12
Katanin p60 ATPase-containing subunit A1 KTNA1 3.07 -29.93 6.00 1.1E-04
Protein terminal earl TE1 13.03  -29.93 6.03 1.3E-04
HBS1L 5.37 -29.91 4.09 3.1E-10
Dynein regulatory complex protein 10 DRC10 4.49 -29.90 4.43 1.1E-08
Xylose isomerase XYLA 7.27 -29.88 6.00 1.2E-04
Ras-related protein RAC1 6.02 -29.87 6.03 1.3E-04

La expresion diferencial entre la zona medianamente influenciada del campo
hidrotermal respecto al sitio control resulté en la sobre-expresion de 2230 genes y

la sub-expresién de 5622. 610 DEGs estuvieron relacionados con la actividad del

nucleo (2297, 381]), 228 de la mitocondria (1027, 126]), 1067 del citoplasma
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(3107, 757]), 976 de la membrana plasmatica (2417, 688]), 448 del citosol (1667,

282]), 323 ribosomales (1177, 206]) y 60 de los microtubulos (307, 30]).

Los genes con mayor variacion fueron DNJC8, YTHDC2, WECH, TRY7,
PR40A, SVBP, NDUFA4, TWIH, SEPT7, CYBP, S23A2, PCR2, ATPB1 y HS74L
(Tabla 5).

La respuesta transcriptdmica en Mid resulto en la variacion en el plegamiento
de proteinas, plegamiento del ARN, unién de iones (zinc, calcio y magnesio) como
cofactor, diferenciacion celular, plegamiento en regiones ricas en prolina, actividad
de GTPasas y ATPasas, plegamiento de tubulinas, regulacion enziméatica,
plegamiento de microtibulos y en la actividad de peptidasas tipo cistineo.

La expresion diferencial entre la zona altamente influenciada del campo
hidrotermal respecto al sitio control resulto en la sobre-expresién de 2436 genes y
la sub-expresion de 1656. 348 DEGs estuvieron relacionados con la actividad del

nucleo (2437, 105]), 119 de la mitocondria (947, 25]), 400 del citoplasma (2557,
145]), 437 de la membrana plasmética (2607, 177]), 281 del citosol (2007, 81]),

216 ribosomales (1637, 53|) y 51 de los microtibulos (397, 12]).

Los genes con mayor variacion fueron TYB12, OXCT2A, RS14, PK3CD,
HIG1A, HSP7C, IF5A1, OSBL9, NGB, PCR2, UVB31, CO2A1, RK2, RS15, CRYM,
ACTS, C10, RUXG, MICU1, SZT2 (Tabla 6).

La respuesta transcriptémica en funcion de la condicion altamente influenciada
resultd en la variacion en el plegamiento de mondémeros de actina, actividad
transferasa del acetil CoA, plegamiento y mantenimiento de la estructura ribosomal,
procesos de oxido reduccién, plegamiento hormonal, actividad hidrolitica,
plegamiento del RNA, actividad metiltransferasa de acidos grasos, transporte de
membrana de iones de calcio, plegamiento de proteinas desnaturalizadas y

actividad de endopeptidasas tipo aspartico.
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Tabla VI. Genes expresados diferencialmente en la condicion High en el campo
hidrotermal. EM = Expresion media, LFC = Cambio en escala logaritmica base 2,
LFCSE = Error estandar del LFC, STAT = estadistico de Wald, P val. = valor P del
estadistico de Wald, P adj. = P valor ajustado de Benjamini-Hochberg (FDR).

ID DEL TRANSCRITO EM. LFC LFCSE P.ADJ.
Thymosin beta-12 TYB12 4599  25.68 5.23 8.1E-04

Succinyl-CoA:3-ketoacid coenzyme A transferase 2A OXxct2a  39.64  24.59 5.59 6.9E-03

40S ribosomal protein RS14 6.77 24.47 5.59 7.5E-03

Phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate 3-kinase catalytic subunit
delta isoform PK3CD

5.41 24.02 5.59 1.0E-02

HIG1 domain family member 1A HIG1A 26.85 23.79 5.59 1.2E-02
Heat shock cognate 71 HSP7C 7.79 23.50 5.59 1.4E-02
Eukaryotic translation initiation factor 5A-1 IF5A1 16.84 23.44 5.59 1.5E-02
Oxysterol-binding protein-related protein 9 OSBL9 4.10 23.43 5.59 1.5E-02
Neuroglobin NGB 4498  23.29 5.59 1.6E-02
Protein PLANT CADMIUM RESISTANCE 2 PCR2 70.25  23.09 3.55 1.8E-07
UV-B-induced protein UVB31 22.38 -29.98 5.62 1.1E-04
Collagen alpha-1(ll) chain CO2A1 4.14 -29.97 4.92 2.1E-06
50S ribosomal protein L2 RK2 23.18 -29.92 3.30 2.0E-15
40S ribosomal protein S15 RS15 12.82 -29.91 5.61 1.2E-04
Ketimine reductase mu-crystallin CRYM 8.75  -29.90 5.66 1.4E-04
Actin, alpha skeletal muscle ACTS 12.20 -29.89 5.61 1.2E-04
Protein C10 851 -29.86 5.66 1.5E-04
Small nuclear ribonucleoprotein G RUXG 13.28 -29.82 5.62 1.3E-04
Calcium uptake protein 1 MICU1 8.85 -29.78 5.63 1.4E-04

KICSTOR complex protein SZT2 5.91 -29.31 5.63 2.0E-04




8 DISCUSION

8.1 Caracterizacion del campo hidrotermal

El GC es un sistema influenciado por la entrada de masas de agua tropicales,
ricas en nutrientes al sur y con altas tasas de evaporacion en el norte (Lavin &
Marinone, 2003).

En verano, la capa de mezcla en la superficie experimenta una estratificacion
resultando en una disminucion en la productividad primaria y, por consiguiente, el
enriguecimiento de compuestos nitrogenados (White et al., 2007). En invierno, la
productividad primaria se ve favorecida por la incidencia del viento conjunto a la
disponibilidad de nutrientes (Parés-Sierra et al., 2003).

El patrén anterior se documenté en Bahia Concepcidén durante la transicion
temporal, donde todas las condiciones locales (Ctrl, Low, Mid y High)
experimentaron cambios significativos en la temperatura y concentracion de nitritos
(Fig. 7).

Estas caracteristicas definen al GC como una zona de transicion latitudinal,
con procesos oceanograficos a micro escala dominantes e influenciados por
cambios temporales (Lluch-Cota, 2000).

En el campo hidrotermal, las descargas hidrotermales influenciaron
permanentemente las condiciones locales (Anexo 1). Patrones con altas
temperatura, acidez (en funcién del pH, carbonatos y bicarbonatos) y eutrofizacion
se mantuvieron estables a lo largo de la transicion temporal.

El aporte hidrotermal da indicios tener origen metedrico con procesos de
mezcla por geotermia (Villanueva-Estrada et al., 2012; Leal-Acosta & Prol-Ledesma,
2016). Su influencia impacta negativamente las comunidades adyacentes, limitando
el desarrollo coralino (Thiermann et al., 1997; Zeppilli & Danovaro, 2009; Schander
et al., 2010; Kan-Chan et al., 2016).

Las condiciones observadas en el campo hidrotermal son similares a las
predicciones de cambio climatico para finales de siglo en funcién de la temperatura,
acidez y eutrofizacion (Dahms et al., 2018). El parametro mas variable en el campo

hidrotermal fue la temperatura, observandose un patron de incremento en las
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condiciones Low, Mid y High (Fig. 7C). El patrén anterior concuerda con los modelos
de trayectoria de calentamiento global, en los que se espera un incremento de
temperatura de 1.5° C para el 2050 y de 2.0° en 2100 respecto a la temperatura
actual (IPCC, 2018). El estado del pH en el campo hidrotermal presentd un patron
inverso al de temperatura en verano (Anexo 4). En las condiciones Ctrl y Low se
observo un pH de 8.05, el cual descendio drasticamente a 7.9 en las zonas con
mayor afluencia hidrotermal (Mid y High), patrén similar a la prognosis a escala
global entre 2050 y 2100 (Bernie et al., 2010)

Para los corales escleratinios, estos ambientes son definidos como marginales
por limitar el desarrollo coralino (Glynn & Ault, 1999). La presencia de comunidades
coralinas en la proximidad del campo hidrotermal es posible que se deba a la
disponibilidad de los iones carbonato y bicarbonato (Anexos), componentes
esenciales para la precipitacion del esqueleto coralino (Silbiger et al., 2017).

En los corales zooxantelados, esta resistencia es atribuible a la configuracién
hospedero-simbionte a condiciones locales (Howells et al., 2016). En condiciones
marginales se ha documentado la presencia de linajes resistentes a los estresores

ambientales (Barshis et al., 2010).
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8.2 Identidad genética

P. panamensis presenta 3 metapoblaciones en el pacifico mexicano: 2 en la
region centro-sur y una al noroeste (Paz-Garcia et al., 2012). Dentro del CG, existe
una segregacion latitudinal con multiples poblaciones, siendo la region central la
mas diversa (Paz-Garcia et al., 2009)

La presencia de multiples haplotipos en Bahia concepcion (Fig. 8A) podria
deberse a que es una zona de transicion, con variedad de regimenes
oceanogréficos locales que favorecen la supervivencia de cada haplotipo de manera
independiente (Saavedra-Sotelo et al., 2013).

La presencia de haplotipos dominantes o exclusivos entre el sitio control y el
campo hidrotermal (Fig. 8) dan indicio de diferentes grados de resiliencia entre las
poblaciones de P. panamensis, particularmente ante el estimulo del campo
hidrotermal.

En el GC se ha documentado la presencia de 3 linajes de endosimbiontes en
los corales P. panamensis, con segregaciéon en funcion de la profundidad e
intensidad luminica (LaJeunesse et al., 2008). Cada linaje se compone de multiples
grupos o tipos filogenéticos con altos niveles de endemismos a escala local
(Méndez-Méndez, 2016). Esto explicaria la presencia de un haplotipo presente en

toda la comunidad adyacente al campo hidrotermal (Fig. 9).
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8.3 Respuestatranscriptomica
8.3.1 Respuestaen funcion de la variacién temporal

La transicién temporal se caracterizd por cambios temperatura y concentracion
de nitrdgeno. Los mas drasticos ocurrieron en las condiciones Ctrl y Low, con
diferencias de 10° C y 0.6 N-NO2 puM entre verano e invierno. Consecuentemente,
P. panamensis tuvo una respuesta transcriptomica que involucré la regulacion de
12,671 DEGs (Fig. 7B).

Los procesos con mayor actividad regulatoria se registraron en el metabolismo
energético (MLT-7, PPIA, GDS1A, COX1, NDUA4, ALAD, THIM, SLC25A42),
desarrollo celular (PR40A, ATLA, TBB1, EIF3C, RS21, CNFNB, GBRG4), expresion
génica (H1D, EEF1A, RS12, 5NT3A, EIF3C) y digestion (TRY7, DUOX2).

La fuente de energia principal del holobionte en verano provino del sistema de
fosforilacién oxidativa (OXPHOS). La sobre-expresion de COX1y MLT7 dan indicios
de procesos de respiracion celular y el equilibrio del estado redox (Stonyte, et al.,
2018). La subunidad 1 del citocromo c oxidasa (COX1) es el principal constituyente
del complejo IV del sistema OXPHOS, se encarga de catalizar la reduccion del
oxigeno en moléculas de agua. El incremento en la actividad del sistema OXPHOS
conlleva a la liberacion especies reactivas de oxigeno (ROS) y nitrogeno (NOS)
(Belhadj-Slimen et al., 2014). Las Peroxidasas (MLT7) son responsables de
catalizar reacciones de oxido-reduccion de las especies reactivas en peroxido de
hidrogeno en moléculas de agua y oxigeno (Siegbahn et al., 2014). Los eventos de
saturacion del sistema OXPHOS generalmente se reportan en condiciones de
estrés térmico. Este patrén parece ser una respuesta evolutiva en corales de
ambientes templados (Maor-Landaw et al., 2017). Sin embargo, la respuesta
transcriptomica de P. panamensis difirid por la sub-regulacion de otras rutas del
metabolismo energético, entre ellas la sintesis de Acetil-CoA (THIM) y el transporte
de esta en multiples fases del ciclo de Krebs (SLC25A42). Es posible que la
traslocacion de compuestos de alta energia por parte del simbionte influyese en el
metabolismo del holobionte, inclusive cambios entre el metabolismo autotrofo y
heterétrofo (NDUFA4) (Anthony & Fabricius, 2000; Balsa et al., 2012).
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Los procesos de desarrollo celular se caracterizan por el incremento en la
sintesis de proteinas. multiples genes relacionados con la sintesis proteica
experimentaron sub-regulacion, entre ellos EFMY4, EIF3, 5NT3A. El deficit de
ciertos productos energéticos durante la polarizacion de la membrana mitocondrial
puede reducir la maduracién del mRNA por la 5'-nucleotidasa citosolica 32 (5NT3A)
(Monecke et al., 2014; Amici et al., 2005) y la interaccion con factores de iniciacion
(EIF3C) (Masutani et al., 2007) durante los procesos de traduccion (Lee et al., 2015;
Lee et al., 2016).

La sobre-regulacion en el empaquetamiento del material genético (H1D) y
crecimiento celular (XH1D, ATLAL1 y TBB1) da indicio de procesos reproductivos en
el hospedero (Meiosis) y el simbionte (Mitosis y Meiosis) (Levin et al., 2016). Se
documento la sobre-regulacion de proteinas de soporte como atlastinas (ATLAL) y
tubulinas (TBB1) (Oakley, 2000). P. panamensis es una especie gonocarica con
patrones reproductivos asociados a la temporada calida (Carpizo-ltuarte et al.,
2011), entre ellos el desarrollo de células sexuales, desarrollo embriolégico por
parte del hospedero y clonas del simbionte (Santiago-Valentin, 2019).

Por otra parte, el enriguecimiento de nitrdgeno conlleva a condiciones de
hipoxia y eutrofizacion (Fig. 7C). La presencia de agentes patdgenos y particulas de
alimento representa para el holobionte una fuente de energia por metabolismo
autotrofo del hospedero (Anthony et al., 2000). La regulacion en la produccion de
enzimas de digestivas (TRYP7 y PPIA) y produccién de metabolitos secundarios
(DUOX2 y ALAD) se relacionan con el reconocimiento y catabolismo peptidico por
heterotrofia (Ottl et al., 2000). Los corales escleractinios realizan la digestiéon en
cavidades especializadas del endodermo (Raz-Bahat et al., 2017). La accién
hidrolitica de las tripsinas (TRYP) se relaciona con procesos de excrecion (Babonis
et al., 2019) y digestion peptidica en células gastricas (Barrett et al., 2012). La
actividad de las peptidil-prolil isomerasas, responsables del plegamiento peptidico
en condiciones de apoptosis dan indicios de procesos de ruptura celular en el

hospedero. En eventos de simbiofagia (Downs et al., 2009) el hospedero es incapaz
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de reconocer las células de las zooxantelas y, por lo tanto, comienza procesos de
apoptosis y digestion dirigida al simbiosoma (Mohamed et al., 2016).
8.3.2 Respuesta en funcion del aporte hidrotermal

El campo hidrotermal presentd temperaturas mas elevadas respecto al
requeson, variando de 0.2°C a 6° C entre las distintas condiciones (Low, Mid y High)
(Fig. 7). La condicion mas alejada de la afluencia hidrotermal (Low) present6 aguas
mas alcalinas (10 mg/L CaCO3); Mientras que Mid y High, condiciones con mayor
proximidad a las zonas de descarga presentaron mayor temperatura y salinidad, pH
acido y mayor disponibilidad de carbonatos y bicarbonatos (Anexo Ill).

P. panamensis experimentd una respuesta transcriptomica de 16,033 DEGs
en funcion de las condiciones del campo hidrotermal: 4089 en Low, 7852 en Mid y
4092 en High. Se documento una respuesta generalizada (Low, Mid y High) en el
desarrollo celular y metabolismo energético (PR40A, RL5, UBIQP, TAF2, MAP2,
TIE1, 4ET, TOP1). La plasticidad regulatoria de estos procesos en las distintas
condiciones del campo hidrotermal podria ser reflejo de evolucién adaptativa de P.
panamensis a la variacion interanual de temperatura y nutrientes en el GC (Seccién
8.1, ANEXO I) (DeBiasse & Kelly, 2016; Wall et al., 2017; Bay & Palumbi, 2017).

Las comunidades en Low regularon patrones reproductivos (TBX20, UBIQP,
RuvB y TAF) e inhibieron los de sintesis proteica (MAP2, S36A1, TOP1) y apoptosis
(CES2, MYOF y PEPA). La disponibilidad de derivados del acido carbénico (HCOs
y COs?) favorecen la regulacién simultanea del metabolismo calcificante del
hospedero y fotosintético del simbionte (Tresguerres et al., 2016). En sinergia con
el incremento de temperatura por el aporte hidrotermal (Anexo lll. 1-J), es probable
que tanto el hospedero como el simbionte presenten actividad reproductiva
permanente, como se documentd por la expresion de factores de transcripcion
responsables del desarrollo ontogénico del hospedero (TBX20, TAFS) (Martinez et
al., 1998; Kaufmann et al., 1998; Scholz & Technau, 2003; Sebé-Pedrés & Ruiz-
Trillo, 2017) y recombinacion del material genético tanto del hospedero como del
simbionte (Tsaneva et al., 1993; Jha & Dutta, 2009). El desarrollo desproporcionado

de zooxantelas conjunto a la ubiquitinaciéon (UBIQP) dan indicios de simbiofagia
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(Gates et al., 1992; Dunn et al., 2002), cuando se libera contenido patégeno del
simbiosoma (Jones et al., 2002; Downs et al., 2009; Zinngrebe et al., 2014). La sub-
regulacion en el transporte de aminoécidos (S36A1), sintesis de proteinas (MAP2,
TOP1) y actividad del sistema inmune (CES2, MYOF, PEPA) se pueden atribuir a
al impacto externo hacia el estado acido-base celular (Nakamura et al., 2011). El
éxito de colonizacién de P. panamensis se debe a que puede reproducirse en
condiciones de alta demanda energética a costal del desarrollo ontogénico (Anlauf
et al., 2010).

En la condicion Mid los individuos sobre-regularon la actividad del sistema
inmune, principalmente en los procesos de renaturalizacion de proteinas por
modificaciones postraduccionales por ATPasas (DNJC8) y restructuracion celular
(KTNAL). Esta respuesta parece ser un mecanismo homeostatico ante la saturacion
del sistema OXPHOS en condiciones de alta temperatura (Pinzén et al., 2015). La
sub-regulaciéon de otros genes con funciones postraduccionales (HSPs) o
transportadores de iones (PCR2 y S23A3) podrian explicarse por la alta
disponibilidad de minerales relacionados con el metabolismo calcificante (CO3?
yCaCO?®) en las proximidades del campo hidrotermal. En la condiciéon High, los
corales mostraron signos de hipoxia en el sistema OXPHOS (H1GD1), activacion
del metabolismo de lipidos (OXCT2A y CRYM) y disminucién en el transporte de
iones (MCU, PCR2, SZT2 y MICUL). La hipoxia es producto del metabolismo
heteré6trofo simultaneo del hospedero y simbionte (Hemond & Vollmer, 2015) y se
detona en condiciones de insuficiencia luminica para el simbionte o incremento en
el metabolismo energético (Wicks et al., 2010).

La regulacion del metabolismo energético y actividad reproductiva
predominaron en la respuesta transcriptomica en los regimenes de altas
temperaturas y acidez en el campo hidrotermal. Es posible que el éxito de P.
panamensis como especie dominante en regiones marginales se deba a que puede
aclimatarse y continuar con la actividad reproductiva del holobionte, aun en
condiciones de estrés, inclusive a costa de sub-regular otros procesos de desarrollo

coralino (Norzagaray-Lopez et al., 2015).
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9 CONCLUSIONES

e El campo hidrotermal present6 diferentes condiciones de acidez y alta
temperatura.

e La influencia de la transicion temporal (verano - invierno) influy6 en la
temperatura y disponibilidad de nitrégeno

e Las poblaciones de P. panamensis estuvieron compuestas por 2
linajes y 5 haplotipos. Algunos de los haplotipos fueron dominantes o
exclusivos de alguna localidad.

e Los corales presentaron un solo linaje de endosimbiontes.

e La transicién temporal detond la regulacion de procesos asociados al
metabolismo energético, Meiosis, Mitosis, sintesis de proteinas y digestion
peptidica.

e P. panamensis experimentd sobre-regulacion del desarrollo
ontogénico, mitosis, meiosis y su regulacién en la sintesis proteica en
condiciones minimas de estrés (Low). En condiciones de alta temperatura
(Mid), se observd la sobre-regulacion de mecanismos de modificacion
postraduccionales y sub-regulacion del metabolismo antioxidante. En
condiciones de alta temperatura y acidez (High), los corales expresaron
actividad reproductiva, sin embargo, sub-regulacion de la actividad

antioxidante, metabolismo energético y desarrollo ontogénico.
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11 ANEXOS
Anexo |. Lista de secuencias hospedero (ND1) y simbionte (PsbA) de genbank.
Hospedero Numero de R .
SO eferencia
Simbionte acceso en genbank
Cladocopium A AJB884909.1 Barbrook et al., 2006
Cladocopium C31c JQ043601.1 LaJeunesse & Thornhill, 2011
Cladocopium C31c JQ043604.1 LaJeunesse & Thornhill, 2011
Cladocopium C30 JQ043605.1 LaJeunesse & Thornhill, 2011
Cladocopium C31 JQ043613.1 LaJeunesse & Thornhill, 2011
Cladocopium C3h JQ043627.1 LaJeunesse & Thornhill, 2011
Cladocopium C3h JQ043629.1 LaJeunesse & Thornhill, 2011
Cladocopium C3h JQ043630.1 LaJeunesse & Thornhill, 2011
Cladocopium C3h JQ043631.1 LaJeunesse & Thornhill, 2011
Cladocopium C3 JQ043641.1 LaJeunesse & Thornhill, 2011
Cladocopium C27 JQ043667.1 LaJeunesse & Thornhill, 2011
Cladocopium C27 JQ043669.1 LaJeunesse & Thornhill, 2011
Cladocopium C27 JQ043671.1 LaJeunesse & Thornhill, 2011
Cladocopium C27 JQ043674.1 LaJeunesse & Thornhill, 2011
Cladocopium C27 JQ043676.1 LaJeunesse & Thornhill, 2011
Cladocopium KF572185.1 Thornhill et al., 2014
Cladocopium KF572186.1 Thornhill et al., 2014
Cladocopium KF572187.1 Thornhill et al., 2014
Cladocopium KF572195.1 Thornhill et al., 2014
Cladocopium KF572199.1 Thornhill et al., 2014
Cladocopium KF572202.1 Thornhill et al., 2014
Cladocopium KF572209.1 Thornhill et al., 2014
Cladocopium KF572210.1 Thornhill et al., 2014
Cladocopium KF572211.1 Thornhill et al., 2014
Cladocopium KF572212.1 Thornhill et al., 2014
Cladocopium KF572213.1 Thornhill et al., 2014
Cladocopium KF572215.1 Thornhill et al., 2014
Cladocopium KF572216.1 Thornhill et al., 2014
Cladocopium KF572217.1 Thornhill et al., 2014
Cladocopium KF572218.1 Thornhill et al., 2014
Cladocopium KF572219.1 Thornhill et al., 2014
Cladocopium KF572220.1 Thornhill et al., 2014
Cladocopium KF572221.1 Thornhill et al., 2014
Cladocopium KF572222.1 Thornhill et al., 2014
Porites panamensis KJ546638 Del Rio-Portilla et al., 2016
Porites sverdrupi KU956960 Paz-Garcia et al., 2016
Porites porites. DQ643837.1 Medina et al., 2006
Porites lutea NC 029695.1 Niu et al., 2016
Porites lobata NC 030186.1 Tisthammer et al., 2016
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Anexo Il. Analisis quimico-proximales realizados a las muestras de agua.

AQP Método Referencia
Salinidad Argentometria Herman et al., 1959
pH Conductividad ASTM, 2012
nitritos Colorimetria Shinn, 1941
sulfatos Colorimetria Kitigawa & shibata, 1958
acidez Conductividad Anderson & Robinson, 1946

alcalinidad Conductividad Anderson & Robinson, 1946




Anexo lll. Graficas de barras sobre los parametros ambientales entre temporadas
Invierno) y condiciones (Ctrl, Low, Mid y High).
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Anexo IV. Andlisis de componentes principales de la cuantificacion de lecturas total.
La forma y color de cada punto indican la temporada y condicion del individuo

muestreado.
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