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Resumen
Se llevo a cabo este estudio mixto en donde se realizdé un analisis molecular, morfométrico y
distributivo de tres especies de coral (Pocillopora damicornis, Pocillopora verrucosa y
Psammocora stellata) colectadas mediante buceo en el Bajo Santa Martha, Manabi, y El Real,
Santa Elena, para sustentar la identificacion tradicional de corales. Por ello, en este estudio
descriptivo realizado de julio a octubre de 2022, se identificaron morfolégicamente muestras ex
situ. Se extrajo acido desoxirribonucleico (ADN) para identificacion molecular y mediante
microfotografias se identific6 morfométricamente. La distribucion se determind utilizando la
plataforma Barcode of Life Data System (BOLDSystems). Los resultados moleculares no
amplifican especies de coral, pero mediante analisis morfolégico y morfométrico se identifican
tres corales, P. damicornis, P. verrucosa y P. stellata. En la distribucion se determina que P.
damicornis se encuentra en Costa Rica, Australia, Malasia, Estados Unidos e India; P. verrucosa
en Sudafrica, Malasia, Australia, Japon y Sri Lanka; y P. stellata en Costa Rica y Sudafrica. La
morfometria determina que P. damicornis y P. verrucosa presentan una relacion cercana por sus
caracteristicas, mientras P. stellata es la especie ramificada del género, con los septos y la
columella mas grandes. En conclusion, P. damicornis y P. verrucosa pueden considerarse
morfotipos del mismo linaje con caracteristicas morfologicas diferentes por su extensa
distribucion, y P. stellata posee una marcada diferencia morfoldgica por su aislamiento geografico.
Considerando el analisis filogenético, la region gendmica codificante del ARN ribosomal (ARNTF),

es la mas viable.

Palabras clave: corales, analisis molecular, morfometria, P. damicornis, P. verrucosa, P.

stellata
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Abstrac

This mixed research was carried out to perform a molecular, morphometric and distributional
analysis of three reef coral species, Pocillopora damicornis, Pocillopora verrucosa y Psammocora
stellata collected through diving from the waters of Bajo Santa Martha in Manabi and EIl Real in
Santa Elena, to support the traditional coral identification. Hence, some ex-situ samples were
morphologically identified in this descriptive research study conducted from July through October
2022. Deoxyribonucleic acid (DNA) was extracted for molecular identification and was identified
morphometrically identified through microphotographs. Distribution was determined using the
BOLDSystems Platform. The molecular findings do not amplify coral species, but through
morphological and morphometric analyses three reef coral species are identified, P. damicornis,
P. verrucosa y P. stellata. The distribution determines that P. damicornis is found in Costa Rica,
Australia, Malaysia, the United States, and India; P. verrucosa in South Africa, Malaysia,
Australia, Japan, and Sri Lanka; and P. stellata in Costa Rica and South Africa. The morphometric
results show that P. damicornis and P. verrucosa have a close relationship because of their
characteristics, while P. stellata is the branched species of the coral genus with the largest septa
and columella. In conclusion, P. damicornis and P. verrucosa may be viewed as morphotypes of
the same genetic lineage with different morphological characteristics due to their worldwide
distribution, and P. stellata has a marked morphological difference because of geographic
isolation. As per phylogenetic analysis, the genomic region encoding ribosomal RNA (rRNA) is

the most viable.

Keywords: corals, molecular analysis, morphometry, P. damicornis, P. verrucosa, P.

stellata
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1. INTRODUCCION

Los arrecifes de coral se encuentran catalogados como uno de los ecosistemas con mas importancia
en el océano, debido a que sus estructuras crean habitats que albergan una gran cantidad de especies,
convirtiéndolo en un ecosistema muy diverso en el planeta y a la vez uno de los mas amenazados (Paz,
2015; Rodriguez, et al., 2022; Sellares, et al., 2022). A pesar de que las especies de coral son tan diversas,
los arrecifes de coral se caracterizan generalmente por ser regiones no muy extensas, las cuales en
porcentaje corresponden al 0.2% del océano y tan solo al 0.1% de la superficie terrestre (Knowlton &
Jackson, 2008). No obstante, los ecosistemas coralinos son sumamente importantes debido a su alta
productividad en el turismo, la pesca y la industria farmacéutica (Paz, 2015; Lazcano, et al., 2020).

Actualmente, existen alrededor de 6000 especies de corales identificadas tradicionalmente, entre
ellas las especies pertenecientes a la subclase Octocorallia que son los corales blandos o ahermatipicos y la
subclase Hexacoralia que son los corales duros o hermatipicos (Torruco & Gonzalez, 2010; Rodriguez, et
al., 2022). Dentro de la subclase hexacorallia se encuentra el orden Scleractinia, estos son los corales
escleractinios, los cuales tienen la capacidad de formar arrecifes y son el componente principal de los
mismos (Torruco & Gonzélez, 2010; Paz, 2015).

A lo largo del tiempo los corales escleractinios han sido identificados por la morfologia de la
colonia; no obstante, esta identificacion cae en el error de la subjetividad, careciendo de datos numéricos
objetivos (Torruco & Gonzalez, 2010; Shau, et al., 2011; Justel, 2017; Matamoros-Calderon, et al., 2021).
La identificacion morfoldgica se basa en los caracteres que presenta el esqueleto coralino (Paz, 2015; Justel,
2017). Sin embargo, hay que considerar que no todas las estructuras son informativas, sino que dependen
del género analizado (Budd, 1990; Paz, 2015). Tal es el caso de los géneros Psammocora (variables
lineales) y Porites (puntos de referencia) los cuales se diferencian principalmente debido a las micro-
estructuras de sus coralites (Budd, et al., 1994; Stefani, et al., 2007; Forsman, et al., 2015; Paz, 2015; Justel,
2017) y los géneros Pocillopora y Stylophora se diferencian por la forma de la colonia, las caracteristicas
de coralite y la forma y tamafio que poseen sus verrugas y ramificaciones (Budd, 1990; Paz, 2015;

Paz-Garcia, et al., 2015).
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Sin embargo, la morfologia de las colonias de corales posee una gran plasticidad fenotipica, la cual
depende de efectos ambientales, genéticos y la correlacion simultanea de ambos factores (Forsman, et al.,
2015; Justel, 2017), como el género Pocillopora el cual debido a la penetracion de luz, y la direcciéon y
velocidad de las corrientes, presenta una variacion en la forma de las colonias y en sus ramificaciones (Paz,
2015; Reyes-Bonilla, et al., 2017). Por lo tanto, el comportamiento moldeable y la seleccién inapropiada
de caracteres morfoldgicos dan como resultado una identificacion equivoca o poco confiable de los corales
(Paz, 2015; Justel, 2017).

Para identificar de mejor manera las especies de corales, basandose solamente en su morfometria,
hay que considerar entre muchas otras cosas, la anatomia del coral y las diferentes formas coloniales que
este presenta (Paz, 2015; Paz-Garcia, et al., 2015; Zhao, et al., 2021). El esqueleto del coral presenta una
anatomia, la cual consta del coralite que basicamente es la estructura en la cual el poplipo se asienta y se
retrae, el polipo es un animal vivo que construye capas de carbonato de calcio, estas hacen que el coralite
se endure y crezca mas a medida que el pélipo también lo hace (Budd, et al., 2010; Justel, 2017).

El coralite, segun la especie de coral de la que se trate, presenta variaciones, sin embargo segln
Zhao, et al. (2021), entre las estructuras externas principales del coralite se encuentran: columella
(estructura axial donde se asienta la boca), pared (estructura que encierra un coralite), septos (particiones
verticales dispuestas radialmente, las cuales van desde la columela hasta la pared de cada coralite), costas
(extensiones del septo mas alla de la pared, existen corales en los cuales las paredes de cada coralite se
unen, por lo tanto no presentan costa), coenosteum o peritheca (espacio entre coralites, no todas las especies
lo presentan) (figura 1A), septocostas (extremo del coralite en donde el septo continta hata convertirse en
costa) y el calice que mas que una estructura es la superficie de un coralite limitada por la pared (figura

1B).
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Figura 1
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Representacion gréafica de las estructuras del coralite. A) Coralite con pared definida, B) Coralite

con coenosteum. Modificado de: Conservation Diver, (2015).
A Pared

Costa

Coenosteum

Septocostas I I

Costa

Coralite

mas meridionales del Pacifico Este Tropical (Reina, 2015).

En

cuanto a la distribucién en Ecuador, al no encontrarse en una zona de afloramiento y al estar expuesto
recurrentemente a eventos severos como el fenémeno de El Nifio, no presenta arrecifes coralinos muy
dessarrollados. Sin embargo, a lo largo de la costa continental y en las Islas Galapagos, se encuentran

comunidades coralinas discontinuas y parches arrecifales, los cuales formas los asentamientos coralinos

Segln el estudio de Marin (2021) en Ecuador los parches de coral se encuentran distribuidos

principalmente en las Islas Galdpagos (San Cristobal y Santa Cruz), Santa Elena (Reserva Faunistica
Costera Puntilla de Santa Elena, El Pelado y Anconcito), Manabi (Parque Nacional Machalilla) y

Esmeraldas (Reserva San Francisco de Galera), siendo la familia Pocilloporidae la mas abundante con 25%
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de frecuencia y con 7 especies, entre ellas P. damicornis y la familia Psammocoridae presentd un 7,1% de
frencuencia y 2 especies, entre ellas P. stellata.

En Ecuador la identificacion de corales se ha hecho de una forma tradicional basandose solamente
en lamorfologia. Es asi que en el estudio de Reina (2015) se identificaron un total de 13 especies de corales,
7 octocorales y 6 hexacorales, en la zona submareal de la punta de Anconcito de la Reserva de Produccion
Faunistica Costera Puntilla de Santa Elena, estas especies fueron identificadas a partir de caracteristicas
morfoldgicas; sin embargo, en las recomendaciones del estudio se menciona que realizar estudios genéticos
de las especies serviria para corroborar los registros e identificar especies que la morfologia tradicional no
pudo lograr.

Debido a los diferentes inconvenientes que presenta la identificacion tradicional y que han sido
contextualizados anteriormente en este documento, han surgido varias opciones para una correcta
identificacion de corales, como lo es la identificacion molecular, la cual se basa en la implementacion de
marcadores moleculares genéticos (Servis et al., 2020).

Con ayuda de la identificacion molecular se ha logrado identificar con éxito varios géneros de coral
como lIsopora, Pavona, Acropora, Pocillopora, Porites y Montipora (Hsu et al., 2014). Con respecto a las
especies, las mas analizadas han sido I. palifera, I. cuneatay P.evermanni (Hsu et al., 2014; Justel, 2017).

Cabe destacar, que no todos los marcadores moleculares son igual de efectivos en todos los géneros
y segun lo que se conoce actualmente, la region ITS sirve para la identificacion de corales, aunque no se
recomienda su uso para identificar al género Acropora (Justel, 2017). Finalmente, con respecto al gen COI
se sugiere que no se trabaje solo sino en conjunto con ITS (Justel, 2017; Daza, 2018).

Sin embargo, en Ecuador no se ha realizado ninguna investigacion enfocada en definir
molecularmente especies de corales existentes, por lo que la diversidad de estos organismos en las costas
ecuatorianas aln no se conoce completamente y la presencia de las especies ya descritas no es del todo
certera (Reina, 2015). Hay que recalcar, que una vez conocidas las especies, determinar la distribucion de
estas es un factor clave, ya que si se desea realizar en el futuro planes de repoblacion de corales, sera

necesario conocer la distribucion de los organismos para no alterar el ecosistema (Paz, 2015; Reina, 2015;
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Zhao, et al., 2021). Por lo tanto, la presente investigacién tuvo como objetivo establecer la presencia de tres
especies de corales en Manabi y Santa Elena, mediante analisis molecular y morfométrico con el fin de

definir la distribucion de estos organismos.

22



23

2. METODOLOGIA
2.1. Area de estudio

El estudio se llevo a cabo en las provincias Manabi y Santa Elena, zona litoral del Ecuador (tabla

1).
Tabla 1
Sitios de muestreo y muestras de corales analizadas en la zona litoral del Ecuador. M = muestras
para andlisis molecular, m = muestras para analisis morfométrico. En paréntesis se encuentra el
namero de muestras que se analizaron.
Sitios Nivel de profundidad Coordenadas (S - Especimenes Tipo de
W) (Género) analisis
Bajo de Santa Somero (3,7 m) 0°35°05.5”’S Psammocora M (1), m (5)
Martha 80°27°26.3”W
El Real Medio (8 m) 02°24°23.2”’S Pocillopora M (2), m (10)
80°50710.6"'W

En Manabi, puntualmente el Bajo de Santa Martha ubicado a 5 km al noroeste de Bahia de Caraquez, con
las coordenadas 0°35°05.5”’S 80°27°26.3”"W. El lugar esta compuesto por zonas rocosas, arenosas y placas
de piedra grandes, la longitud exacta de la expansion de los bajos no se conoce actualmente; cuya
profundidad esta entre los 0 y 9 m (Andino, 2015). La zona pertenece a la nueva Reserva Marina Puerto
Cabuyal — Punta San Clemente declarada como zona protegida en noviembre de 2021, debido a la
diversidad de ecosistemas que presenta, entre ellos las formaciones coralinas que albergan a varias especies
(MAATE, 2021). Mientras que en la provincia de Santa Elena, se escogi6é la zona de la comuna El Real,
parroquia Chanduy, ubicada a 10 km al sureste del Puerto de Anconcito cuyas coordenadas fueron

02°24°23.2”°S 80°50710.6""W (figura 2).
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Figura 2

Mapa de las zonas muesteadas. en las provincias de Manabi y Santa Elena.
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La zona colinda con la Reserva de Produccion Faunistica Marino Costera Santa Elena
(REMACOPSE), compartiendo varias caracteristicas con esta, entre ellas la presencia de un fondo rocoso-
arenoso, con presencia de arrecifes rocosos sobre los cuales se han formado parches de corales, tanto
hermatipicos como ahermatipicos, dando paso a la formacion de arrecifes rocosos-coralinos, en donde
existe una gran diversidad de organismos, constituyendo un ambiente dindmico con alto interés bioldgico
(Reina, 2015; MAATE, 2020). Estos arrecifes, con caracteristicas tipicas de los arrecifes del Pacifico,
poseen tamafios relativamente reducidos y geograficamente se encuentran aislados entre si (Barreiro &
Garcia, 2022).

2.2.Trabajo de campo

Debido a que ambos sitios donde se realizaron los muestreos, presentaron zonas mixtas entre arena,

rocas y placas de piedra, se realiz6 previamente un buceo exploratorio inicial con un recorrido de 50 m con

la finalidad de identificar los parches de coral existentes, de acuerdo con la metodologia de Proafio (2011)
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y Andino (2015). Una vez identificados los sitios con presencia de corales, se procedié a tomar las muestras
y fotos de los organismos.

2.2.1. Recoleccion de especimenes de coral

Para el andlisis morfolégico y morfométrico, mediante buceo, se recolectaron fragmentos de
aproximadamente 5 cm de largo de las colonias adheridas al sustrato y las colonias que se encontraban
sueltas (vida libre) se tomaron en su totalidad. Los fragmentos recolectados se colocaron dentro de un bolso
de malla durante el buceo y una vez se llegd a la superficie los fragmentos se lavaron con agua dulce y se
dejaron secar al sol.

Para el andlisis molecular se recolecté un fragmento de aproximadamente 2 cm del centro de la
colonia de cada coral analizado (3 especimenes) y se fijaron con alcohol al 96% (Le6n-Pech et al., 2015).

Se tomaron los datos del sitio de recoleccion y se colocaron en el formato tomado del “Protocolo
para el monitoreo ecoldgico de formaciones coralinas” tales como: Sitio, fecha, hora, profundidad,
visibilidad y coordenadas (latitud y longitud) (SINAC, 2016).

2.3.Trabajo de laboratorio

Una vez realizado el trabajo de campo se procedié a analizar las muestras en el laboratorio de la

Pontificia Universidad Catélica del Ecuador Sede Manabi Campus Bahia de Cardquez y en el

laboratorio de la Plataforma Cientifica de Microscopia Electrénica del Instituto Nacional de

Investigacién en Salud Publica (INSPI) Dr. Leopoldo Izquieta Pérez.

2.3.1. Identificacién morfoldgica de las tres especies de coral

Los especimenes fueron identificados ex situ y con ayuda de fotografias in situ tomadas durante los
buceos. Para la identificacion se tomaron como referencia las descripciones taxonémicas de la morfologia
del esqueleto coralino de Veron, 2000; Ketchum & Reyes-Bonilla, 2001; Nui, et al., 2007; Stefani, 2007,

Shau, et al., 2011.
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2.3.2. Microscopia electrénica

Las fotos de los corales usadas en los analisis morfométricos fueron tomadas con ayuda del
Microscopio Electrénico de Barrido JEO JSM-1T500. Los especimenes ingresados al microscopio fueron
deshidratados completamente. EI proceso consistid, inmediatamente después de que se recolectaron del
mar, se limpiaron a presion con agua dulce y se secaron al sol durante dos semanas. Se realiz6 una limpieza
extra, introduciéndolos en gluteraldehido al 3% durante 5 minutos y se realizaron movimientos leves al
frasco donde se encontraban, una vez pasado el tiempo las muestras se dejaron secar al sol durante 3 dias
(Amano & Diaz, 2015).

El montaje consistid en colocar un trozo de muestra seca de aproximadamente 1 cm sobre una base
de metal y adherirla a esta con ayuda de un pedazo de cinta de carbdn doble adhesiva. Una vez montada la
muestra esta fue colocada en el Evaporador al Vacio donde se someti6 al proceso de recubrimiento con oro
por 20 segundos, este proceso fue repetido de 3 a 5 veces hasta cubrir por completo la muestra. Finalmente,
la muestra ya recubierta se introdujo en el Microscopio Electrénico de Barrido JEO JSM-IT500 y se
realizaron las fotos para el anélisis morfométrico (Amano & Diaz, 2015).

2.4.Morfometria Pocillopora

Se analizaron 28 caracteres cualitativos y morfométricos del esqueleto coralino de 10 especimenes
de coral como se muestra en la tabla 4 (Cantera, et al., 1988). Cada especie de coral identificada
anteriormente segun la morfologia, fue considerada como una OTU (Unidad Taxonémica Operacional), se
analizaron 5 especimenes por cada OTU y los caracteres de los ejemplares de cada especie se codificaron
de dos maneras: 1.0 (caracter presente) y 0.0 (caracter ausente). Las mediciones se realizaron en las fotos
de los fragmentos recolectados con ayuda del programa ImageJ.

A partir de los datos obtenidos se realiz6 un analisis de coeficientes de similitud o Simple Matching
Coefficiente (SMC) propuesto por Cantera, et al. (1988).

a+d

MC =—————
SMC a+b+c+d
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Donde:

a = NUmero de caracteres presentes en ambas OTU (P. damicornis y P. verrucosa).

b = Numero de caracteres presentes en P. damicornis y P. verrucosa.

¢ = NUmero de caracteres ausentes en P. damicornis y P. verrucosa.

d = NUmero de caracteres ausentes en ambas OTU (P. damicornis y P. verrucosa).

27

Esto nos permitiran conocer la asociacién de las OTU vy el nivel de relacion que existe entre ellas.

2.5.Morfometria Psammocora

Se midieron 16 variables lineales, 8 variables del coralite y 8 variables de la rama, (tabla 2) de 5

especimenes de Psammocora stellata (Stefani, et al., 2007).

Tabla 2

Lista de variables lineales medidas en Psammocora stellata. VC: Variable del coralite. VR:

Variable de la rama (Stefani, et al., 2007).

Nombre Descripcion Tipo de variable
m1l Diametro del célice VC
m2 Diametro de la fosa VC
m3 Didmetro de la columella VC
m4 Ancho maximo de septos petaloides que llegan a la fosa VvC
m5 Longitud méaxima de septos petaloides que llegan a la fosa VvC
m6 Ancho maximo de septos no petaloides VvC
m7 Ancho maximo de septos petaloides cerrados VvC
m8 Longitud maxima de septos petaloides cerrados VvC
m9 Altura total de la rama VR
m10 Altura de la porcion distal de la rama VR
mll Distancia minima entre las porciones distales de la rama VR
m12 Ancho méaximo de la parte basal de la rama VR
m13 Ancho minimo de la parte basal de la rama perpdendicular a m12 VR
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m14 Ancho maximo de la porcién distal de la rama VR
m15 Ancho méximo de la porcion distal de la rama perpdendicular a m14 VR
m16 Ancho minimo de la porcién distal de la rama perpdendicular a m14 VR

Las variables del coralite (VC) se midieron en las fotos de los fragmentos recolectados con ayuda
del programa ImageJ (figura 3A) y las variables de la rama (VR) se midieron directamente del fragmento
recolectado con ayuda de un calibrador Truper (figura 3B).

Figura 3

Representacion gréfica de las variables lineales medidas en Psammocora stellata. A) Variables

del coralite. B) Variables de la rama.

2.6.Analisis molecular

2.6.1. Extraccion de ADN

La extraccion de ADN se realiz6 siguiendo las instrucciones del Kit Fast DNA™ SPIN Kit for Soil.
Se colocaron 50mg de muestra en un tubo de 1.5 mL con 3 perlas de vidrio, estériles junto con 500uL de
buffer de extraccién y 2uL de B-mercaptoetanol y se agitd la muestra vigorosamente usando BeadBeater a
velocidad méaxima, 2 veces. Una vez que el tejido quedo pulverizado, se incub6 en bafio Maria a 60°C por
30 minutos y se mezcld invirtiendo cada 10 minutos. Seguido a estos se afiadieron 500uL de cloroformo
congelado, se homogeniz6 en Vortex por 30 segundos y se dejo reposar unos minutos Se continué con
centrifugacion a 14,500 xg por 5 a 10 minutos y se colocaron aproximadamente 400uL del sobrenadante
en un nuevo tubo estéril de 1.5 mL, junto con 400uL de etanol absoluto frio, 150uL de Acetato de sodio

3M y 300uL de etanol 70% filtrado, con el fin de precipitar el ADN. Se dejo reposar a -20°C toda la noche,
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se centrifugd a 14,500 xg por 15 minutos y se elimind el sobrenadante. Se realizaron 2 lavados con etanol
70%, usar aprox 200uL y se descartd el etanol por inversion. Se secaron los pellets durante 20 minutos en
la cdmara de flujo laminar. Pasado el tiempo se re suspendid el pellet de ADN con 25uL de agua DEPC, se
afiadio 1L de RNAsa y se incubd 30 minutos a 37°C. Finalmente, se almacenaron las muestras a -20°C
hasta su posterior uso.

2.6.2. Medicion de ADN

La medicion de ADN se realiz6 con ayuda del espectofotémetro NanoDrop. Se coloco 1 pL de
muestra de ADN con ayuda de una micropipeta y las mediciones se obtuvieron en el programa del
NanoDrop para la computadora.

2.6.3. PCR

El ADN se amplificé mediante una PCR utilizando los cebadores ITS1 e ITS4. La PCR se llevé a
cabo en un termociclador MultiGene Mini 24 con las condiciones de amplificacion detalladas en la tabla 3.
Los tiempos y temperaturas de la PCR consistieron en 45 segundos a 94°C para desnaturalizar el ADN, 30
segundos a 54°C para acoplar los cebadores y el ADN diana y 90 segundos a 72°C para la extension. La
extension final fue de 30 ciclos por10 minutos a 72°C. Los resultados de la PCR se visualizaron mediante
electroforesis.

Tabla 3

Condiciones para la reaccion de las muestras de coral.

Componentes Concentracion para una muestra (ul)
DreamTaq Green DNA Polimerasa 12,5
Forward ITS15-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3° 1
Reverse ITS45-TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC-3° 1
H-0 8,5
ADN 2
Final 25
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2.6.4. Visualizacion del ADN
El ADN se visualizé en un gel de agarosa 1% en TBE 1X con 2 pL de bromuro de etidio. Se
cargaron 2 pL de los productos de la PCR y 2 uL del marcador molecular (ABM 100pb plus opti DNA
marker). Los pardmetros para la electroforesis fueron 90V por 35 minutos. Finalmente, la visualizacion se
realizé con ayuda de un transluminador UV (WiseUv® - WUV-L10).
2.7.Distribucion
Una vez identificadas las tres especies de coral, se realiz6 una revision en la pagina

http://v3.boldsystems.org/index.php/TaxBrowser_Home, con el fin de definir su distribucién espacial.

2.8.Anélisis de datos
El anélisis de la morfometria se realiz6 mediante estadistica descriptiva (promedio y desviacién
estandar) para Psammocora y mediante el coeficiente de similitud (SMC) para Pocillopora. Finalmente,
para el analisis de distribucion se realizo6 filogenia mediante alineacion Clustalo y mediante el programa

MEGA.
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3. RESULTADOS
3.1.Analisis molecular

De las tres muestras de coral analizadas: Pocillopora damicornis, Pocillopora verrucosa y
Psammaocora stellata, solamente se logré obtener ADN gendmico de la muestra de Psammocora stellata
con una concentracion de 269 ng/pL (figura 4).

El ADN obtenido fue utilizado en el proceso de preparacién de librerias de los amplicones COl e
ITS. Sin embargo, no se obtuvieron resultados al realizar la PCR (reaccidn en cadena de la polimerasa) con
los primers TEPCOIF/TEPCOIR e ITS1/ITS4 (figura 5).

Figura 4

Gel de agarosa al 1% cargado con tres muestras de ADN de coral.

MM: Marcador de peso molecular ABM 100pb plus opti DNA marker.

Pocillopora damicornis
Psammocora stellata
Pocillopora verrucosa
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Figura 5

Resultado de la electroforesis con los amplicones obtenidos con los primers TEPCOIF/TEPCOIR

e ITS1/ITS4. MM: Marcador de peso molecular ABM 100pb plus opti DNA marker.

Psammocora stellata (COI)
Psammocora stellata (ITS)

P
=

3.2.Distribucién de especies
3.2.1. Pocillopora damicornis

Se reporta la recoleccion de 31 especimenes de Pocillopora damicornis en 5 paises: Costa Rica (18
especimenes), Australia (6 especimenes), Malasia (4 especimenes), Estados Unidos (2 especimenes) e India

(1 especimen) (figura 6). Seguln la descripcién molecular se ha descrito 9 clados (figura 7).
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Figura 6

Mapa en donde se sefialan los lugares de recoleccion de Pocillopora damicornis.

Figura7

Arbol filogenético de las secuencias de la region del gen COI de Pocillopora damicornis tomadas

de BoldSystems.

GBCI11191-09|Pocillopara_damicarnis|[COFSP|EU400213
GBCI588315/Pocillopara_damicar nis|[COMSP|KF 452867
GBCIT805-19|Fodillopars_dsmicornis|COFSP|EF528202
GBMTG1143-16|Pocillopors_damicamis [COFSPINC_009797
SCLO18-22|Pecillopora_damicomis COI-5PJONS70552
SCLO25-22|Pocillopora_damicornis [COI-5PJONS70552

SCLOE8-22|Pocillopora_damicornis [COI-SPJONST70550
L GBMNES245-21|Pocillopors_damicornis |COH5P|MZ7 729009
I GBMNES24€-21|Pocillopors_damicornis [CO5P|MZ7 79008

SCLOES-22|Pocillopora_damicornis [COI-5PJONS70551
L GBSP4£88-12|Pocillopora_damicornis [COI-5PHQ420828

GBMTG1149-18/Pocillopars_dsmicarnis|CY TBINC_009757

GBMTG1148-18|Pocillopara_damicornis [ND3|NC_009797

GBMTG1148-18|P ccillopora_damicornis [ND5-0NC_009757
GBMTG1149-18|Pocillopors_damicornis|[ND1|NC_009797

_| GBMTG1148 16|Pocillopora_damicornis|CONNC _009797

GBMTG1148- 16|Pocillopora_damicornis |[COXIIINC _009797
GBMTG1148-18{Pocillopora_damicornis ND2JNC_009797

I GBMTG1148-18|P ccillopora_damicornis [ND4|NC_009797
GBMTG1148-18|P ocillopora_damicornis IND4LINC_009797

4‘— GBMTG1149-18JF ccillopora_damicornis [NDSINC_009797

—_—
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3.2.2. Pocillopora verrucosa

Se reporta la recoleccion de 17 especimenes de Pocillopora verucosa en 5 paises: Sudafrica (10
especimenes), Malasia (3 especimenes), Australia (2 especimenes), Japon (1 especimen) y Sri Lanka (1
especimen) (figura 8). En cuanto a la filogenia a nivel molecular se ha descrito 3 clados (figura 9).

Figura 8

Mapa en donde se sefialan los lugares de recoleccion de Pocillopora verrucosa

Figura 9
Arbol filogenético de las secuencias de la region del gen COI de Pocillopora verrucosa tomadas
de BoldSystems.

SCL027-22|Pocillopors_verrucosa|COI-SPIONS70555
—: SCLO22-22)Pocillopora_verrucos a|COI-5P[ONS 70554
GBCI7055-17|P ocillopora_verrucos a|COF5P|KR401095
GBCH172-09|P ocillopora_verrucos s|COFSP|AB441230

3.2.3. Psammocora stellata
Se reporta la recoleccién de 10 especimenes de Psammocora stellata en 2 paises: Costa Rica (9
especimenes) y Sudéafrica (1 especimen) (figura 10). Segun la descripcion molecular se ha descrito 19

clados (figura 11).
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Figura 10

Mapa en donde se sefialan los lugares de recoleccion de Psammocora stellata.
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Figura 11

36

Arbol filogenético de las secuencias de la region del gen COI del género Psammocora tomadas de

BoldSystems.

GBCI923508|Ps ammocora_digitata|COI-5P|AM494855
GBCI1936-08|Ps ammocora_digitata|COI-5P|AM494854
GBCI934-08|Ps ammocora_digitata|COI-5P|AM494856
GBCI933-08|Ps ammocora_digitata|COI-5P|AM494857
GBCI1240-09Psammocors_slbopicta|COSP|FM8E5871
GBCI1237-09Psammocora_haimeana|COI-5P FM8E5874
GBCI236-09Psammocora_digitata|COl5P|FM8E85875
GBCN234-09Psammocora_digitats|CO-5P|FM8E5877

GBCI1235-09Psammocora_digitats|COI- 5P|FM865876
GBMNC22284-20|Ps ammocora_haimiana|COI-5PMNE90330
_| SIMP203-19|Ps ammocora|COI-5P
|— GBCI1238-09{Ps ammocora_digitata|COI-5P FM8E5872
— GBCI942-08|Ps ammocora_contigua|COl 5P|AM454848
L—— GBCI11239-09Ps ammocora_albopictalCOI-5P FM885872
GBCI941-08|Ps ammocora_contigus|COI-5P |AM494843
4'7 GBCI943-08|Ps ammocora_contigua|COI-5P JAM484847

GBCIS38-08|Ps ammooora_niers traszi|CO- 5P|AM494852

GBCH 148-09/Psammocora_contigua|COLSP|AB441209

GBCN223-09|Psammocora_niers tras 2i|COI-5P FM8E58 78

GBCI927-08|Ps ammocors_profundacells|COI-SP|AM494853

GECI928-08|Ps ammocora_nierstras zilC OLSPAM494851
GBCI940-08|Ps ammocora_contigus|COFSP]AM454850
GBCN232-03|Psammocara_profundacells|CO5P|FM885879

GBCI944-08|Ps ammocora_explanulata|C OFSPIAME94848

| IGBCI91 1-08|Ps ammocora_explanulsta|COLSPAM4S4879
GBCI94508|Ps ammocors_explanulata|C OLSP|AME94845

—_
0.005

3.3.Caracterizacién morfolégica

A partir de la caracterizacion morfoldgica se identificaron 3 especies de coral P. damicornis, P.

verrucosay P. stellata.

3.3.1. Pocillopora damicornis

Esta especie presenta una forma hemisférica y muy ramificada, las ramas poseen formas

columnares y son delgadas, y las colonias disponen de escasas verrugas las cuales dan lugar a

subramificaciones (figura 12A). Posee un color café claro con zonas que tienden a volverse amarillas. Todo

el esqueleto, sin excepcion, esta lleno de orificios de tamafos diferentes, estos orificios son sus coralites,

los cuales se encuentran sumergidos en la superficie de la colonia (figura 12B).
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Como parte de la estructura del coralite de los ejemplares analizados, los septos son rudimentarios
0 ausentes y se encuentran bordeados por una pared definida, con ausencia de costa, y en cuanto a la
columella, se encuentra ausente o poco desarrollada, presentando una estructura rudimentaria con espinas
(figura 12C). Finalmente, el coenosteum dependiendo del lugar de la colonia, se encuentra presente o
ausente y esta cubierto con abundantes denticulos (figura 12D).

Figura 12

Pocillopora damicornis. A) Colonia con ramificaciones y subramificaciones, B) Morfologia del

exoesqueleto, C) Estruscturas del coralite, D) Coenosteum presente y ausente en una sola colonia.

3.3.2. Pocillopora verrucosa

Las colonias se componen de ramas redondeadas o ligeramente ovaladas, las cuales se orginanan a

partir de una base submasiva y poseen formas erguidas y uniformes, evidentemente muy distintas a las
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verrugas y las subramificaciones las cuales poseen tamafios irregulares, las verrugas a pesar de presentar
orientaciéon y tamano irregular, siempre se encuentran bien definidas con un aspecto liso y redondeado,
cubriendo toda la estructura aunque en los apices suelen volverse mas pequefias (figura 13A).

Los coralites se encuentran dispuestos debajo de la superficie de toda la colonia densa y
uniformemente, aungue no en forma de hileras, no presentan costas y poseen una pared definida (figura
13B). Los septos y la columella se encuentran bien desarrollados; sin embargo, conforme los coralites se
acerquen mas al apice los septos y la columella son menos desarrolados, cuando la columella esta presente
suele tener forma redonda definida o planada lateralmente (figura 13C y D). El coenosteum se encuentra

cubierto de espinas que rodean a los coralites (figura 13E).
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Figura 13

Pocillopora verrucosa. A) Colonia con ramificaciones, subramificaciones y verrugas, B)
Morfologia del exoesqueleto, C) Coralite de cerca del apice de la colonia con septos poco
desarrollados, D) Coralite del apice de la colonia con septos casi ausentes, E) Coenosteum

cubierto de espinas.
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3.3.3. Psammocora stellata

Las colonias pueden ser ramificadas o submasivas, con una base inscrustante y los extremos de las
ramas son redondeados (figura 14A). Presenta un color gris-marrén. Sus coralites son someros, no presentan
un tamafio uniforme, se distribuyen en toda la colonia, presentan septocostas y una pared sinapticotecal que
rodea los célices y que no es visible a menos de que se eleve ligeramente de la superficie de la colonia,
pueden formarse series cortas de calices a lo largo de la direccion de crecimiento de la rama (figura 14B).

El coralite presenta 7 a 10 septos, de los cuales 3 0 4 poseen forma petaloide, los septos no
petaloides se bifurcan y fusionan los septos petaloides que los rodean, formando una malla compacta con
espacios interseptales reducidos, los septos petaloides que alcanzan la columella tienen 0.2 a 0.3 mm de
ancho y 0.7 a 1 mm de largo, y los septos no petaloides tienen 0.1 a 0.2 mm de ancho (figura 14B, 14C).
La columella posee un diametro de 0.3 a 0.4 mm, la cual se compone de estructuras redondas (5-7) del

mismo tamafio (figura 14D).
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Figura 14

Psammocora stellata. A) Colonia con ramificaciones, B) Morfologia del exoesqueleto, C)

Estruscturas del coralite, D) Coralite con columella presente.

3.4.Anélisis morfométrico
La codificacién de los caracteres cualitativos y morfométricos de Pocillopora damicornis y P.
verrucosa se muestran en la tabla 4. En cuanto a los caracteres cualitativos, ambas especies presentaron
subramificaciones, ramificaciones abundantes y verrugas redondeadas. No obstante, P. damicornis presento
ramificaciones dicotémicas y P. verrucosa presentdé ramificaciones espatuladas con muchas verrugas,
region apical aplanada y con verrugas. Finalmente, los caracteres morfométricos mostraron los mismos
rangos para las dos especies, promedio de la ramificacion fue de 5 a 10 cm, la amplitud maxima regién

apical fue de 11 a 25 cm, la altura promedio de verruga fue de 1.1 a 2.5 cmy el diametro promedio de
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verruga fue de 1.1 a 2.0 cm, el Unico caracter diferente fue el didmetro promedio del célice, siendo de 0.4

a 0.5 cm para P. damicornis y de 0.51 a 0.7 cm para P. verrucosa.

Tabla 4

Lista de los caracteres cualitativos y morfométricos del esqueleto coralino implementados en el

analisis de taxonomia numérica. OTU: Pocillopora damicornis y Pocillopora verrucosa.

Caracteres

Caracteres

OoTuU

Pocillopora damicornis

Paocillopora verrucosa

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

Subramificaciones

Ramificaciones abundantes
Ramificaciones dicotémicas
Ramificaciones espatuladas
Ramificaciones capitadas
Ramificaciones con muchas verrugas
Regidn apical aplanada

Verrugas en la regién apical

Verrugas elongadas

Verrugas redondeadas

Columnela desarrollada

Septas desarrolladas

Septa directriz

Diametro promedio ramificacion 5-10
Diametro promedio ramificacion 11-20
Didmetro promedio ramificacion 21-35
Amplitud méxima region apical 4-10
Amplitud méxima region apical 11-25
Amplitud méxima region apical 26-80

Altura promedio de verruga 1.1-2.5

1

1

1

1
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21. Altura promedio de verruga 2.6-3.5 0 0
22. Altura promedio de verruga 3.6-5.5 0 0
23. Diametro promedio de verruga 1.1-2.0 1 1
24. Diametro promedio de verruga 2.1-3.0 0 0
25. Diametro promedio de verruga3.1-4.0 0 0
26. Diametro promedio del célice 0.4-0.5 1 0
27. Diametro promedio del célice 0.51-0.7 0 1
28. Diametro promedio del célice 0.71-0.8 0 0

El andlisis de coeficientes de similitud SMC que se obtuvo fue de 0.75. Es decir P. verrucosa y P.
damicornis mostraron un nivel de similitud de 0.75.

En el caso de la especie Psammocora stellata las dimensiones establecidas se muestran en la tabla
5. En cuanto a las variables del coralite (VC) los valores de la desviacion estandar fueron menores a 1,
presentando poca dispersion en sus datos, a diferencia de las variables de la rama (VR) que presentaron
valores mayores a 1, es decir una mayor dispersion en las medidas, a excepcién del ancho maximo de la
parte basal de la rama, el ancho minimo de la parte basal de la rama perpdendicular a m12 y el ancho
minimo de la porcion distal de la rama perpendicular a m14.

Tabla 5

Medidas en Psammocora stellata segun Stefani, et al., 2007.

Promedio Desviacion estandar
Didmetro del calice 1,742 0,70
Didmetro de la fosa 0,175 0,02
Didmetro de la columella 0,425 0,06
Ancho maximo de septos petaloides que llegan a la fosa 0,358 0,05
Longitud maxima de septos petaloides que llegan a la fosa 0853 014
Ancho maximo de septos no petaloides 0,245 0,05
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Ancho maximo de septos petaloides cerrados

Longitud maxima de septos petaloides cerrados

Altura total de la rama

Altura de la porcidn distal de la rama

Distancia minima entre las porciones distales de la rama

Ancho maximo de la parte basal de la rama

Ancho minimo de la parte basal de la rama perpdendicular a m12
Ancho maximo de la porcién distal de la rama

Ancho méaximo de la porcién distal de la rama perpdendicular a m14

Ancho minimo de la porcidn distal de la rama perpendicular a m14

0,231

0,415
22,051

12,195

4,001
6,785
5,048
13,382
8,040

3,458

0,07

0,19
2,16

1,53

2,06
0,78
0,66
3,72
1,65

0,65
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4. DISCUSION

La identificacion de los corales a nivel de especie resulta complicada debido a la poca cantidad de
caractéres diagnosticos y a la variabilidad que posee su morfologia esquelética. Esta problematica con los
corales puede conllevar consigo un obstaculo en la comprension de su evolucién y biodiversidad (Forsman
etal., 2009). Sin embargo, todos estos inconvenientes han hecho que la identificacién molecular surja como
una opcién viable para la delimitacion correcta de las especies de coral (Paz, 2015; Justel, 2017).

La informacion del ADN mitocondrial es una herramienta de gran importancia para los anélisis
filogenéticos enfocados a nivel de especie. Entre los marcadores moleculares mas usados de la region
mitocondrial se encuentra el gen codificante de la enzima citocromo ¢ oxidasa o citocromo oxidasa | (COIl)
(Justel, 2017). Este gen posee un aproximado de 894 pb y se utiliza comunmente en la rama de la filogenia
molecular (Justel, 2017). Sin embargo, posee un nivel bajo de poliformismo y presenta limitaciones como
herramienta Util para la delimitacion de especies de corales, aunque al combinarlo y compararlo en un
enfoque de marcador multiple puede llegar a ser muy informativo (Forsman et al., 2009).

Una de las mejores opciones para el andlisis filogenético es la region gendmica codificante del
ARN ribosomal (ARNTr), ya que es universal y posee regiones variables y conservadas (Keshavmurthy et
al., 2012). En el caso de las células eucariotas, la regién genémica que codifica al 5.8S se encuentran dos
regiones no codificantes conocidas como espaciadores internos transcritos 1y 2 (ITS 1y 2) (Justel, 2017).
Laregion ITS se considera un marcador molecular eficiente, siendo utilizado con éxito en gran variedad de
organismos, entre ellos plantas, hongos y corales (Forsman et al., 2009; Keshavmurthy et al, 2012; Paz,
2015; Justel, 2017). En nuestros analisis moleculares los resultados de secuenciacién no permitieron ser
concluyentes para la identificacion a nivel de especie, posiblemente por la contaminacién debido a la
presencia de microrganismos como hongos y bacterias adheridos a los corales.

Esto nos permite establecer que la implementacion de marcadores moleculares para la
identificacion de corales es una forma de asegurar la veracidad de las identificaciones morfoldgicas
tradicionales pero es necesario mantener la pureza del material genética de la especie objetivo, ademas de

considerar que antes de llevar a cabo esta técnica, es importante seleccionar un marcador molecular apto
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para la especie que se decida analizar y definir primers especificos para la region con el fin de obtener una
extraccion de ADN correcta. Asi, Benzoni, et al. (2007), evalué una porcion del gen 5.8S, la region
completa ITS2 y una porcién del gen 28S usando un primer disefiado especifico para el género
Psammocora, con el fin de evitar la amplificacion del ADN de zooxantelas, logrando identificar 7 especies
de Psammocora, entre ellas P. explanulata, P. contigua, P. digitata, P. nierstraszi, P. profundacella, P.
stellata y P. superficialis.

No obstante, Stefani, et al. (2007), para el analisis molecularmente al género Psammocora, usé otra
region del gen B-tubulina, utilizando los primers BtubF y BtubR, dando como resultado la identificacion de
3 especies de Psammocora: P. obtusangula, P. contigua y P. stellata, sin embargo, no todos los
especimenes pudieron ser secuenciados debido a que presentaron bandas con mayor 0 menor peso
molecular caracteristico de una impureza en la calidad del ADN. En cuanto al género Pocillopora,
inicialmente, se secuencio6 el genoma mitocondrial de Pocillopora eydouxi y Pocillopora damicornis, y se
establecio que dos regiones mitocondriales brindan informacion importante para distinguir las
morfoespecies a partir del marco abierto de lectura (siglas en ingles ORF/Open Reading Frame) y region
de control (CR/Control Region) (Flot & Tillier, 2007).

En general, la correcta identificacion de especies ayuda a establecer analisis mas avanzados, como
determinar si especimenes distintos son parte de un solo linaje basandose en datos filogenéticos de varios
genes en distintos individuos del género. Esto permite establecer la distribucién en distintas localidades,
logrando explicar las variantes morfolégicas en cada sitio (Paz, 2015).

En los casos donde la identificacion molecular no ha resultado posible, debido a los costos elevados
y los inconvenientes presentados durante la ejecucién de los protocolos de andlisis molecular, la
identificacion basada en andlisis morfométricos se ha llevado a cabo como alternativa en diferentes
especies, entre ellas los corales. En el estudio de Stefani, et al. (2007) se identifican especies ramificadas
del género Psammocora, basandose en diferentes analisis, entre ellos el morfométrico que sirve para
delimitar una especie. Asi, con el afan de distinguir y agrupar grupos taxonémicos, se ha usado la similitud

total (De Luna, 2020). Una opcion de agrupacion es el coeficiente de similitud (SMC), esta es una medida
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estadistica que sirve para correlacionar la similitud que existe entre muestras que presenten datos binarios
(Crisci & Lopez, 2018; Verma & Kumar, 2019). Se define como la relacién entre el nimero total de los
atributos coincidentes con el nimero total de los atributos presentes (Crisci & Lopez, 2018; Aubert-Carrefio
etal., 2021).

La interpretacion de los resultados del SMC son simples; sin embargo, es importante que los
caracteres sean binarios y significativos para obtener datos correctos (Crisci & Lopez, 2018). El valor del
SMC siempre estara entre 0 y 1, y mientras mas alto sea este, mayor sera la similitud entre la muestra de
los datos (Crisci & Lopez, 2018; Verma & Kumar, 2019). Esto nos permite delimitar a las especies coralinas
basandose en su morfometria (Cantera, et al., 1988). En nuestros resultados el indice de SMC es de 0.75,
esto nos permite establecer la presencia de dos especies distintas en el estudio, no obstante estudio realizado
por Paz (2015), se menciona que Pocillopora damicornis y Pocillopora verrucosa presentan una mayor
similitud en sus caracteres morfoldgicos en condiciones de alta corriente, asi observaciones realizadas por
Pinzon, et al. (2013) advierten que en algunas zonas del Indo-Pacifico P. verrucosa puede presentar
colonias con las caracteristicas de P. damicornis. Por lo tanto, debido a la plasticidad fenotipica que posee
el género Pocillopora, su identificacion basada solamente en caracteres morfologicos puede ser errénea.
Ante esto, es importante considerar la distribucion de los organismos al momento de realizar delimitaciones
de especies, ya que la distribucion juega un papel clave en su morfologia. Tal es el caso de Psammocora
stellata, la cual presenta grandes diferencias con el resto de especies ramificadas del género Psammocora,
debido a que Psammocora contigua y Psammocora obtusangula presentan una distribucién superpuesta,
dando como resultado el aislamiento de P. stellata y su marcada diferencia morfoldgica, demostrando que
la distribucién geogréfica es el principal factor delimitante de la especie (Stefani, et al., 2007).

Por lo tanto, el aislamiento geogréfico junto con las amplias distribuciones de ciertos organismos
interfieren en la morfologia de estos, ya que al estar expuestos a la heterogeneidad ambiental, y con el fin
de hacer frente a los cambios ambientales y aumentar su tasa de supervivencia, se adaptan al ambiente
modificando sus caracteristicas y generando plasticidad fenotipica especifica, ya que depende del genoma

del organismo y las presiones ambientales a las que esté expuesto (Paz, 2015).
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5. CONCLUSIONES

- Laregion gendmica codificante del ARN ribosomal (ARNr) es una gran opcion para los anélisis
filogenéticos de corales. En Psammocora se recomienda el uso de una porcién del gen 5.8S, la
region completa ITS2, una porcion del gen 28S, y con respecto a Pocillopora la region ITS2, junto
con las regiones ORF (Open Reading Frame) y CR (Control Region). Con respecto a los primers
de ITS la mejor opcidn es que sean especificos y se implementen secuencias de Symbiodinium.

- ElI SMC mostré que Pocillopora damicornis y P. verrucosa presentan una relacion muy cercana
debido a sus caracteristicas morfométricas y debido a que ambas presentan una distribucion muy
extensa a lo largo del Indo-Pacifico y al antecedente de su morfologia plastica, no se puede
descartar la opcion de que sean morfotipos de un solo linaje con caracteristicas morfolégicas
diferentes.

- Los analisis morfométricos realizados en las especies ramificadas de Psammocora, indican que
Psammocora stellata es la especie que presenta los septos y la columella mas grande a comparacion
de P. contigua y P. obtusangula, y debibo a que su distribucion se encuentra limitada, recae en el

aislamiento geografico, dando como resultado una marcada diferencia morfoldgica en esta especie.
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6. RECOMENDACIONES

- Con el fin de evidenciar los diferentes tipos de variacion morfolégica que pueden presentar las
especies de la region, seria importante al momento de realizar este tipo de estudios trabajar con
varias morfoespecies de una zona especifica a fin de compararlas y determinar los morfotipos de
la zona.

- Considerando que la region ITS se utiliza también para la identificacion de hongos y plantas, es
importante que al momento de escoger la muestra para la extraccion de ADN, esta no sea de la
superficie del coral, ya que es mas propensa a contaminacion, que pueden interferir en los
resultados de la identificacion molecular.

- Psammocora stellata ha sido la Unica especie del género reportada en la zona; por lo tanto, seria
importante explorar las zonas aledafias en busca de méas ejemplares del género y analizar su
morfometria con la finalidad de determinar si P. stellata presenta aislamiento geogréfico en la

region.
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