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GLOSARIO

Antioxidante: Cualquier molécula o sustancia en concentraciones menores que
aquellas del sustrato oxidable que remueve los radicales y que tiene el efecto de
retrasar, prevenir o eliminar el dafio oxidativo de una especie reactiva (Halliwell &
Gutteridge, 2007; Forman et al., 2015).

Azooxantelado: Termino utilizada para referirse a organismos que no se
encuentran en simbiosis con el dinoflagelado Symbodinium y obtienen su alimento
del medio (Fabricius & Alderslade, 2001).

Dafo oxidativo: Dafio a nivel molecular que puede ser ocasionado por las
especies reactivas sobre los componentes celulares durante el proceso de estrés
oxidativo (Halliwell & Whiteman, 2004)

Devianza residual: Criterio de bondad de ajuste estadistico utilizado para evaluar
la contribucién de cada una de las variables predictoras durante el proceso de
seleccion y ajuste del modelo lineal generalizado (Zuur et al., 2009; Celis de la
Rosa & Labrada-Martagon, 2014).

Enzima: Proteina catalizadora con dos funciones principales, 1) acelerar y 2)
regular las reacciones quimicas especificas. Las enzimas tienen sustratos y
productos, que pueden ser dos 0 mas dependiendo de su funcion metabdlica (Hill
et al., 2012).

Escleractinios:  Organismos bentdnicos con polipos solitarios o coloniales
pertenecientes al filo Cnidaria, clase Anthozoa, subclase Hexacorallia, orden
Scleractinia, conocidos como corales pétreos o duros. Estos forman estructuras
calcareas y la mayoria de las especies tienen simbiosis con dinoflagelados del
género Symbodinium (Ruppert & Barnes, 1996)

Especies reactivas de oxigeno (ERO): Especies quimicas del oxigeno que son
mas reactivas que el oxigeno en su estado basal de energia. Se consideran ERO
al oxigeno atomico (O) y al ozono (O3) que se genera con la unién del O al O, al

oxigeno singulete (*O,) que se produce con la excitacién de uno de los electrones

Vii



no pareados del O, asi como al radical superoxido (0, ), al peréxido de hidrégeno

(H20,) y al radical hidroxilo (OH) (Hansberg-Torres, 2008).

Estrés oxidativo: Perturbacion en el balance entre prooxidantes y antioxidantes,
a favor de los primeros de tal manera que ocasionan un dafio oxidativo a los
componentes celulares (Sies, 1985,1986; Halliwell & Whiteman, 2004).

Indicadores de estrés oxidativo:  Indicadores que permiten evaluar el efecto de
la disrupcion del balance entre prooxidantes y antioxidantes (Halliwell &
Gutteridge, 2007).

Octocorales: Organismos benténicos del filo Cnidaria, clase Anthozoa y subclase
Octocorallia. En su mayoria forman colonias de pdlipos y cada poélipo se
caracteriza por tener ocho tentaculos pinnados y ocho septos mesentéricos, con la
cavidad gastrovascular dividida en ocho camaras y separadas por ocho tabiques o
sarcoseptos. Esta subclase comprende los corales conocidos como plumas de
mar, coral azul, corales blandos y abanicos de mar o gorgonias (McFadden et al.,
2010)

Prooxidante: Agente reductor que convierte moléculas como el oxigeno a un
radical libre o un ion de algin metal de transicion a un estado mas bajo de

oxidacion (Halliwell & Poulsen 2006; Konigsberg-Fainstein, 2008)

Radical libre: Atomo o grupo de atomos que contienen un electrén no pareado

dentro de su estructura (Miranda, 2008).

Zooxantelado: Termino utilizada para referirse a organismos que se encuentran
en simbiosis con el dinoflagelado Symbodinium y que utilizan el procesos de la
fotosintesis para obtener sus necesidades energéticas, asi como la ingesta de

alimento del medio (Fabricius & Alderslade, 2001).
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RESUMEN
Los eventos de lesiones fungales y blanqueamiento en abanicos de mar
zooxantelados se han asociado con los incrementos de la temperatura promedio
del mar. Sin embargo, aun se desconocen los efectos fisiolégicos de la variacion
estacional de la temperatura en los abanicos de mar azooxantelados. Se evalué la
variacion estacional de los indicadores de estrés oxidativo en colonias de tres
especies de abanicos de mar con distinta distribucion vertical (Leptogorgia rigida <
5 m, Muricea austera 5-20 m y Muricea fruticosa >20 m) recolectadas en Los
Islotes, Punta Lobos y San Rafaelito en la Bahia de La Paz durante septiembre
2013, marzo y mayo 2014. Se analizaron las concentraciones totales del glutation
(GSH-EQ), la actividad de las enzimas antioxidantes superdxido dismutasa (SOD)
y glutation peroxidasa (GPx) y los concentraciones de peroxidacion de lipidos
(TBARS) mediante espectrofotometria. La concentracion de GSH-Eq en las tres
especies de abanicos de mar estuvo por debajo del nivel de deteccion del método
espectrofotométrico. Se observaron diferencias intraespecificas temporal y
espacialmente en la actividad de SOD y GPx para las tres especies de abanicos
de mar. Durante la temporada calida (septiembre 2013) la actividad de SOD fue
menor, mientras que la actividad de GPx fue mayor en L. rigida en San Rafaelito y
en M. austera en Punta Lobos. En la época fria (marzo 2014) se observé una
mayor actividad de SOD en Punta Lobos para las tres especies. Durante la
temporada de transicion fria-calida (mayo 2014) se observé mayor actividad de
SOD y GPx para las especies del género Muricea. Las concentraciones de TBARS
presentaron variacion interespecifica, siendo mayores en M. austera durante la
temporada de marzo 2014 en San Rafaelito. Se concluye que la mayor actividad
de SOD y GPx que se registrd6 durante marzo y mayo 2014 posiblemente esté
asociada a una mayor disponibilidad de alimento e incremento de la temperatura.
No se observaron diferencias interespecificas en los indicadores estrés oxidativo a
lo largo del perfil batimétrico y en las localidades muestreadas; ello sugiere que las
especies analizadas responden de manera similar a los cambios estacionales de
temperatura y salinidad en un ambiente costero caracterizado por encontrarse

completamente mezclado.






ABSTRACT

The massive bleaching events of hermatypic corals and fungal lesions in symbiotic
sea fans have been associated with increasing sea surface temperature. The
physiological effects of seasonal changes in temperature are poorly understood for
non-symbiotic sea fans that are a frequent and abundant taxonomic group at rocky
reefs of La Paz Bay, Baja California Sur, Mexico. The oxidative stress biomarkers
of three sea fan species with distinct bathymetric distribution (Leptogorgia rigida <
5 m, Muricea austera 5-20 m, and Muricea fruticosa > 20 m) sampled in Los
Islotes, Punta Lobos, and San Rafaelito during September 2013, March and May
2014 in La Paz Bay, Baja California Sur, Mexico were evaluated to understand the
seasonal variability. Sea fans total glutathione concentration (GSH-EQ), activity of
antioxidant enzymes superoxide dismutase (SOD) and glutathione peroxidase
(GPx), and lipid peroxidation levels (TBARS) were measured using
spectrophotometric assays. GSH-Eq concentrations of the three octocoral species
were below detection threshold of the spectrophotometric method. The three
species of sea fans showed intraspecific temporal and spatial variability of the
oxidative stress indicators. The SOD activity was lower, although GPx activity was
higher in L. rigida in San Rafaelito and in M. austera in Punta Lobos during the
warm season (September 2013) than in other locations and seasons. The cold
season (March 2014) was characterized by higher activity of SOD in Punta Lobos
for the three sea fan species, while in the other sites the enzymatic activity had low
variability. The cold-to-warm transitional season (May, 2014) was characterized by
higher activity of SOD and GPx for the two species of Muricea. TBARS
concentrations were higher in March 2014 in San Rafaelito suggesting differences
among the three species. It is concluded that the higher activity of SOD and GPx
recorded in May 2014 was likely associated with the increased food availability and
temperature which enhance metabolic activity. The interspecific seasonal and
spatial variability of the oxidative stress biomarkers was similar, given that these
species inhabiting in an environment characterized by well-mixed water column.
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INTRODUCCION

En las Udltimas décadas se han presentado eventos de blanqueamiento
masivo en especies de cnidarios zooxantelados, es decir, que se encuentran en
simbiosis con dinoflagelados del género Symbiodinium. Tal es el caso de los
cnidarios hexacorales como corales pétreos (escleractinios), anemonas
(actinarios) y los octocorales como corales blandos y abanicos de mar. Estos
eventos de blanqueamiento han sido asociados con el incremento en la
temperatura media del agua de mar en latitudes tropicales y subtropicales a
distintas escalas espaciales y temporales (Glynn, 1991, 2001; Wilkinson, 2000,
2002; Downs et al., 2002; Douglas, 2003). En abanicos de mar estas variaciones
térmicas pueden incrementar la vulnerabilidad a lesiones ocasionadas por la
infeccidbn de organismos patogenos (Harvell et al., 2001; Mydlarz et al., 2008;
Toledo-Hernandez et al., 2012). En corales pétreos las variaciones térmicas
estimulan la produccion de especies reactivas de oxigeno (ERO). Un aumento en
la produccion de ERO puede inducir al estrés oxidativo, es decir, el desbalance
entre la produccion de ERO y las defensas antioxidantes, en el organismo (Lesser
2004). El estrés oxidativo puede afectar o inclusive inducir la pérdida total de la
simbiosis entre el cnidario y el simbionte, provocando el fenébmeno conocido como

“blanqueamiento” (Douglas, 2003).

Los indicadores de estrés oxidativo permiten inferir si los organismos se
encuentran en condiciones ambientales favorables o desfavorables y evaluar
temporalmente su respuesta fisiologica cuando son expuestos a condiciones
ambientales cambiantes (temperatura, luz, salinidad, etc.) cambiantes (Downs et
al., 2000; Lesser, 2006). La informacion de la respuesta fisiologica permite
deducir la integridad celular (salud) bajo condiciones ambientales contrastantes
(Downs et al., 2000). En organismos bentonicos marinos se ha investigado el
efecto de la variacion espacial y temporal de la temperatura durante las Ultimas
décadas debido a que éstas afectan multiples procesos fisioldégicos como la

reproduccion, tolerancia térmica, tasa metabdlica, entre otros (Portner, 2002).
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En los arrecifes rocosos del Pacifico mexicano y el Golfo de California
habita una elevada diversidad de macroinvertebrados. A pesar de que los corales
abanicos de mar (familias Gorgoniidae y Plexauridae) son un grupo
numéricamente dominante, la mayoria del conocimiento generado es de indole
taxondmico y pocos ecolégicos, mientras que los estudios biolégicos (ej.
reproduccion, alimentacion y fisiologia) son nulos. Los abanicos de mar tienen una
relevante funcidén ecolégica como formadores de microhabitats de refugio y
alimentacion para pequefias especies de crustaceos, equinodermos, esponjas y
moluscos. También son habitats criticos para el reclutamiento de larvas y juveniles
de peces y macroinvertebrados (Aburto-Oropeza, 2007; Aburto-Oropeza et al.,
2008). En monitoreos ecoldgicos de macroinvertebrados de arrecifes rocosos del
Golfo de California, los abanicos de mar representan el 23% de diversidad de
especies y el 26% de la abundancia. Los géneros mas frecuentes, diversos y
abundantes son Pacifigorgia (34 especies), Leptogorgia (32 especies) y Muricea
(25 especies) (Sanchez-Ortiz, 2004a, b; Hernandez-Gonzéalez, 2014).

La distribucion biogeografica de los arrecifes coralinos (scleractinios)
comprende las zonas tropicales, donde las condiciones son propicias para su
desarrollo (Buddemeier et al., 2004). La mayor diversidad y abundancia de
especies de scleractinios ocurre en la regién del Indo-Pacifico y con menor
magnitud en el Atlantico, donde el mar Caribe es la region mas diversa y
abundantes (Veron, 1995). Sin embargo, los abanicos de mar no comparten esta
distribucion biogeogréfica restringida latitudinal ni vertical debido a que éstos se
distribuyen desde el Artico hasta el Antartico habitando desde la zona intermareal
hasta estratos abisales (Alderslade, 1984). Los abanicos de mar del Caribe y la
Gran Barrera de Arrecifes (Australia) presentan simbiosis con el dinoflagelado
Symbodinium, mientras que los que se encuentran en el Pacifico Oriental
(incluyendo México) son azooxantelados (van Oppen et al., 2005). La condicion de
no tener zooxantelas podria representar una adaptacion al ambiente imperante en

el Pacifico Oriental y a lo largo del estrato batimétrico.
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Existen cuatro reportes acerca del efecto de las variaciones térmicas a
distinta escala de tiempo (ej. escala estacional) en los procesos fisioldgicos de los
abanicos de mar azooxantelados (Mydlarz & Jacobs, 2006; Torrents et al., 2008;
Previati et al., 2010; Teixeira et al., 2013). En el presente estudio se evaluaron los
indicadores de estrés oxidativo (peroxidaciéon de lipidos (TBARS), actividad de las
enzimas antioxidantes superoxido dismutasa (SOD) y glutation peroxidasa (GPx),
asi como la concentracion total del glutation (GSH-EQ)) en tres especies de
abanicos de mar que habitan distintos estratos de profundidad en la region litoral
de la Bahia de La Paz y que presumiblemente se encuentran bajo distintas
condiciones térmicas a lo largo del afo. Esta informacion permitird deducir las
respuestas ecofisioldgicas de los abanicos de mar en la Bahia de La Paz ante
cambios asociados a las variaciones climaticas estacionales que posiblemente

puedan ser re-interpretadas a otras escalas de tiempo y espacio.
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ANTECEDENTES

Toxicidad del oxigeno

El incremento de la concentraciéon de oxigeno en la atmésfera durante
periodos geoldgicos ha modificado la diversidad y estructura de las comunidades
en los habitats terrestres y marinos. Durante estos periodos los organismos
evolucionaron distintas rutas metabdlicas y respuestas a variaciones en la
concentracion de oxigeno en el ambiente (Lesser, 2004). El oxigeno se ha
considerado como una molécula inocua ya que comprende aproximadamente el
21% de los gases presente en la atmésfera, siendo el segundo elemento mas
abundante después del nitrégeno (78%). El océano contiene aproximadamente
34% de oxigeno disuelto debido a que es mas soluble en el agua que el nitrégeno.
Su solubilidad depende de la temperatura. En general, a mayor temperatura
menor solubilidad del oxigeno y viceversa (Lesser, 2011). En las células, el
oxigeno participa en la cadena de transporte de electrones que ocurre en las
mitocondrias haciendo de éste un elemento vital en organismos aerobicos
(Halliwell, 2006). A pesar de las altas concentraciones de oxigeno en la atmdosfera
y el océano, asi como su baja reactividad en condiciones ambientales, el oxigeno
es un elemento téxico para los organismos con metabolismo aerobio (Hansberg-
Torres, 2008).

La toxicidad del oxigeno radica en su contribucién a la formacién de las
especies reactivas de oxigeno (ERO), moléculas mas reactivas que el oxigeno en
su estado basal de energia (Hansberg-Torres, 2008). Las ERO pueden ser
generadas por una amplia variedad de sistemas quimicos y biolégicos (Halliwell,
2005). El radical superdxido (0,7), el peroxido de hidrogeno (H20.) y el radical

hidroxilo (OH) son algunas de las ERO que pueden tener efectos nocivos en los

organismos aerobicos. Estas ERO pueden afectar la estructura y la funcién de los
lipidos, proteinas y nucleotidos (Lesser, 1996, 2004). Sies (1985, 1986) definio al
estrés oxidativo como una perturbacion en el balance entre prooxidantes y
antioxidantes, a favor de los primeros, de tal manera que se puede ocasionar un

dafio oxidativo (Halliwell & Whiteman, 2004). Los concentraciones y efectos de las
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ERO son controlados por una compleja cadena de defensas antioxidantes, las
cuales contribuyen a evitar o minimizar el dafio oxidativo a las moléculas (Halliwell,
2005; Lesser, 2006).

Antioxidantes

Los antioxidantes son sustancias o moléculas que adn en concentraciones
mas bajas que el sustrato metabolizan las ERO vy tienen el efecto de retrasar,
prevenir o eliminar el dafio oxidativo de una molécula en especifico (Halliwell &
Gutteridge, 2007; Forman et al.,, 2015). Aunque la clasificacion de los
antioxidantes depende de los marcos de referencia que se tomen en cuenta
(Boveris et al., 2008), una de las formas mas generales de categorizar a los

antioxidantes es en antioxidantes no enzimaticos y antioxidantes enzimaticos.

Antioxidantes no enzimaticos. Los mecanismos antioxidantes no enzimaticos
incluyen compuestos de bajo peso molecular que son adquiridos a través de la
alimentacion o de una fuente enddgena. Entre ellos se encuentran el acido
ascorbico o vitamina C, glutatiéon reducido (GSH), carotenoides y a-tocoferol. Estos
antioxidantes funcionan como fuentes reductoras de las ERO y contribuyen a
metabolizar algunos radicales libres (Halliwell & Gutteridge, 2007). Por ejemplo, el
GSH es un tripéptido que actia como cosustrato para la glutation S-transferasa
(GST) y como donador de electrones para la glutation peroxidasa (GPx); estas
enzimas participan en la cadena de reacciones de detoxificacion de las ERO
(Asada & Takahashi, 1987; Halliwell & Gutteridge, 2007; Halliwell, 2006; Lesser,
2006).

Antioxidantes enziméticos. Algunas de las enzimas que tienen funcion
antioxidante incluyen la catalasa, la superoxido dismutasa (SOD), la glutatién
reductasa (GR), GPx, GST, glutaredoxina, trioredoxina y trioredoxina reductasa
(Hermes-Lima & Zenteno- Savin, 2002). La SOD cataliza la dismutacion del 0,7~ a
H,O,, el cual a su vez es convertido a H,O por la catalasa o el GPx (Halliwell,
2006; Gémez-Quiroz & Cuevas-Bahena, 2008). Existen cuatro formas de SOD,

con diferente estructura y organizacion dentro la célula; la diferencia mas relevante
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entre estas cuatro moléculas es el tipo de enlace metélico, cobre y zinc (Cu, Zn-
SOD), manganeso (Mn-SOD) y hierro (Fe-SOD) (Hermes-Lima, 2004). La enzima
GPx es una selenoproteina ampliamente presente en los tejidos animales, que
requiere de GSH para reducir el H,O, en H,O y oxidar el GSH a glutation oxidado
(GSSG), esta reaccion ocurre simultdneamente (Hermes-Lima, 2004; Konigsberg,
2008). La GPx se ha detectado en tejido de mamiferos en cuatro formas: GPx
clasica o citosolica (cGPx), GPx gastrointestinal (GPx-Gl), GPx plasmética (pGPx)
y GPx de fosfolipidos (PHGPx) (Cardenas et al., 2008). La actividad de GPx y
GST es requerida para prevenir dafios a células expuestas a factores ambientales
y biolégicos desfavorables que inducen al estrés oxidativo (Asada & Takahashi,
1987; Halliwell & Gutteridge, 2007; Lesser, 2006).

Los organismos marinos, ademas de su distribucion biogeogréafica y las
adaptaciones morfolégicas y fisiolégicas resultantes de su distribucion
biogeografica y filogenia, se encuentran expuestos a una gran variedad de
factores ambientales que varian a distintas escalas espaciales y temporales. Estas
variaciones pueden influir en la capacidad de adaptaciéon de los organismos
mediante efectos en diversas rutas metabolicas, algunas de las cuales pueden

afectar la produccién de ERO y/o la respuesta antioxidante (Lesser, 2005).

Estrés oxidativo en macroinvertebrados marinos

En invertebrados marinos la produccién de ERO se lleva a cabo mediante
multiples mecanismos que involucran estrategias de defensa y respuesta a la
variacion de las condiciones ambientales. En moluscos bivalvos la produccion de
ERO aumenta en respuesta a la exposicidon a xenobidticos, algunos contaminantes
y cambios en la temperatura ambiental (Mitchelmore et al., 1998; Abele et al.,
2002). Las esponjas experimentan condiciones de hiperoxia, esto es, exposicion a
altas concentraciones de oxigeno, derivadas de la fotosintesis de las
cianobacterias con las cuales tienen una relacion simbiética (Lesser, 2006). Los
corales pétreos que estan en simbiosis con el dinoflagelado Symbodinium también
experimentan el procesos de hiperoxia (Lesser, 2006). Las anemonas y corales

pétreos presentan una mayor capacidad antioxidante cuando habitan aguas
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someras, posiblemente como una respuesta adaptativa asociada a los cambios
temporales de la temperatura y luz a los que estan expuestos (Middlebrook et al.,
2008).

La producciéon de amoebocitos y peroxidasas forman parte del sistema
inmune de los abanicos de mar ante la infeccidon por agentes patdogenos (Couch et
al., 2008; Mydlarz & Harvell, 2007; Reed et al., 2010). La variacién estacional o
interanual de la temperatura del agua de mar se ha asociado a una mayor
susceptibilidad a enfermedades en abanicos de mar, especialmente lesiones
provocadas por el hongo Aspergillus sydowii (Harvell et al., 2001; Mydlarz et al.,
2008; Toledo—Hernandez et al., 2012). Los estudios relacionados con la infeccién
por microorganismos patégenos en abanicos de mar contribuyen al conocimiento
de la respuesta metabdlica de estos organismos ante potenciales incrementos de
la temperatura media del agua de mar asociados a la variabilidad climatica. Por
ejemplo, Gorgonia ventalina muestra inflamacion localizada e incremento en la
concentracion de amoebocitos en respuesta a la infeccion por patégenos cuando
estan expuestas a condiciones térmicas estresantes (>31.5C) (Mydlarz et al.,
2008). La presencia de amoebocitos en zonas de lesiones de la colonia y la
posterior actividad fagocitica resulta en una respuesta inflamatoria, que es parte
del sistema de defensa de estos invertebrados coloniales (Ellner et al., 2007;
Olano & Bigger, 2000). Esto puede comprometer la sobrevivencia de organismos
infectados durante eventos climaticos estresantes (Mydlarz et al., 2008). El
aumento en la actividad de las peroxidasas y el consecuente estimulo en la
produccion de ERO es una de las primeras respuestas de los abanicos de mar a
infecciones por hongos patdgenos, como Aspergillus sydowii (Mydlarz & Harvell,
2007).

Al igual que los scleractinios, los abanicos de mar zooxantelados también
estan expuestos al fenomeno de blanqueamiento, causados por incrementos
anomalos de temperatura, debido a la susceptibilidad de los clados simbiontes y a
la presencia de ciertos patdgenos oportunistas (Fabricius, 1999, Harvell et al.,
2001; Goulet et al., 2008). Sin embargo, a diferencia de los scleractinios, ain no
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se ha relacionado estos eventos en octocorales con el estrés oxidativo como

precursor del blanqueamiento.

El abanico de mar azooxantelado Leptogorgia chilensis tiende a producir
ERO cuando es expuesto a lesiones fisicas que aumentan la vulnerabilidad a una
posterior infeccion por patdégenos (Mydlarz & Jacobs, 2006). En colonias someras
(~10-12 m) del coral rojo Corallium rubrum del Mediterraneo expuestas a
condiciones de estrés térmico (exposicion larga a 24C y exposicion corta a 25C)
registraron desarrollo retardado de necrosis de la conoenquima, alta actividad de
los pdlipos y altas tasas de calcificacibn en comparacion con colonias de aguas
profundas (>40 m) bajo los mismos tratamientos, estos resultados sugieren que
las colonias mas someras muestran una mayor termotolerancia que las que se
encuentran en aguas mas profundas (Torrents et al., 2008). En colonias de
octocorales azooxantelados de Paramuricea clavata, Eunicella cavolinii vy
Corallium rubrum se observé que al incrementarse la temperatura de 18C a 20C
el consumo de oxigeno y la actividad de los polipos aumenta; sin embargo,
conforme la temperatura sigue aumentando (25C) el consumo de oxigeno y
actividad de los pélipos disminuye sugiriendo una reduccién del metabolismo a
mayor temperatura (Previati et al., 2010). En la pluma de mar no simbidtica
Veretillum cynomorium de la zona intermareal de Portugal, se detectdé mayor
actividad de las enzimas GST y catalasa, asi como la presencia de proteinas de
choque térmico HSC70/HSP70, como indicadores de preparacion metabdlica a
eventos de emersion e inmersion a los cuales estd expuesta esta especie de
manera natural en la zona intermareal (Teixeira et al., 2013). Este ultimo estudio
es el unico reporte conocido hasta ahora sobre el uso de indicadores de estrés
oxidativo en abanicos de mar azooxantelados bajo condiciones de

hipoxia/hiperoxia.

Abanicos de mar del Golfo de California.

El programa de investigacion para la conservacion de la fauna arrecifal
(PFA- UABCS) en coordinacion con la Instituto de Oceanografia Scripps (SIO) de
la Universidad de California San Diego (UCSD) y el Centro para la Biodiversidad

21



Marina y La Conservacion A.C. (CMBC) cuentan con una base de datos de
monitoreos ecoldgicos cuantitativos de riqueza, abundancia y tallas de
macroinvertebrados y peces (Promonitor) obtenidos desde 1998 a la fecha

disponible en Data Mares (http://datamares.ucsd.edu/eng/projects/promonitor/). La

base de datos de Promonitor contiene informacion de especies de abanicos de

mar que habitan los arrecifes rocosos del Golfo de California.

Alun se desconocen muchas de las especies de abanicos de mar que
habitan en el Pacifico mexicano, los estudios de taxonomia de estos organismos
aun estan en proceso de investigacion para conocer la diversidad especifica de
este grupo (Hernandez-Gonzalez, 2014). La identificacion especifica en algunos
especimenes es dificil debido a una elevada diversidad de morfotipos y el poco
exito con el uso de marcadores moleculares (ADN mitocondrial y ADN nuclear
ribosomal) que han sido poco resolutivos para la identificacion de especies a nivel
molecular (Sanchez et al., 2003; Gamero-Huayhua, 2014, Hernandez-Gonzalez,
2014). Lo anterior ha limitado los estudios biolégicos y ecoldgicos de las especies

de octocorales en el Golfo de California.

Las especies de abanicos de mar azooxantelados de los arrecifes rocosos
de la Bahia de La Paz, presentan un patrén de abundancia y distribucion vertical
diferencial presumiblemente en respuesta a las condiciones ambientales y
oceanograficas, entre las cuales posiblemente la temperatura, la luz, la velocidad y
direccion de las corrientes marinas sean las que presenten mayor influencia
(Sanchez-Ortiz, 2004a, b). Dentro de las especies de abanicos de mar mas
abundantes en arrecifes los rocosos en la Bahia de La Paz, Leptogorgia rigida
tiende a distribuirse y presentar sus mayores densidades en zonas someras (0-5
m), Muricea austera en zonas intermedias (1-25 m) y Muricea fruticosa tiende a
predominar en regiones de relativamente mayor profundidad (20-50 m) (Sanchez-
Ortiz, 20044, b; 2010).

L. rigida es una especie de afinidad biogeografica tropical que tiende a distribuirse
en aguas superficiales célidas, registrandose en su limite biogeogréafico norte

hasta el centro del Golfo de California y con mayores densidades poblacionales en
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la region suroeste del Golfo. M. austera y M. fruticosa son especies de afinidad
subtropical y su distribucibn muestra sus mayores densidades en la parte norte y
centro del Golfo de California, siendo la frecuencia de aparicion de ambas
especies ocasional o rara en la region suroeste de la peninsula (Fig. 1) (Gamero-
Huayhua, 2014). Cada especie presumiblemente habita bajo distintas condiciones
ambientales debido a que tienen intervalos de distribucion vertical y biogeografica
distintos; por lo tanto, es posible que estas especies tengan diferente respuesta

metabdlica ante los cambios estacionales de temperatura.
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JUSTIFICACION

Los abanicos de mar son uno de los grupos de macroinvertebrados bentonicos de
arrecifes rocosos mas frecuentes y abundantes en la costa peninsular del Golfo de
California. Hasta ahora, la mayor parte de los reportes realizados en abanicos de
mar se han enfocado en aspectos de taxonomia, distribucion y abundancia; sin
embargo, aun se desconocen aspectos ecofisiologicos ante variaciones
ambientales en sus habitats. Las variaciones de temperatura en escala estacional
y la influencia de procesos de variabilidad climatica en su hébitat pueden
representar considerables retos de aclimatizacion y subsecuentemente
adaptacion. Es relevante investigar las respuestas ecofisiologicas de los abanicos
de mar ante cambios térmicos estacionales que permitan conocer las respuestas
intra- e interespecificas ante distintos escenarios de la variabilidad climética en el

Golfo de California.

HIPOTESIS

La variacion estacional de la temperatura en la zona litoral induce una respuesta
interespecifica diferente en abanicos de mar en términos de los indicadores de
estrés oxidativo. Esto podria influenciar de manera distinta a tres especies de
abanicos de mar (Leptogorgia rigida <5 m, Muricea austera <25 m, Muricea
fruticosa 20-50 m) (variabilidad interespecifica) entre localidades y épocas de
muestreo (variabilidad intraespecifica). La variacion dependera de su distribucion a
lo largo del perfil vertical y afinidad biogeografica en los arrecifes rocosos de la
Bahia de La Paz.
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OBJETIVO GENERAL

Evaluar y comparar la variabilidad interespecifica e intraespecifica de los
indicadores de estrés oxidativo en tres especies de abanicos de mar (Leptogorgia
rigida, Muricea austera y Muricea fruticosa) que presentan distinta distribucion
batimétrica y afinidad biogeografica recolectados en tres habitats costeros de la
Bahia de La Paz, Baja California Sur, México durante condiciones térmicas

contrastantes a escala estacional (septiembre 2013, marzo y mayo 2014).

Objetivos especificos

1) Cuantificar la actividad de las enzimas antioxidantes superéxido
dismutasa (SOD) y glutation peroxidasa (GPx) y la concentracion total
del glutation (GSH-EQ) en tres especies de abanicos de mar (L. rigida,
M. austera, M. fruticosa) con distinta distribucion batimétrica y bajo
condiciones térmicas contrastantes a escala estacional en tres
localidades de la Bahia de La Paz con habitat rocoso.

2) Evaluar el dafio oxidativo a lipidos mediante la cuantificacién de las
concentraciones de sustancias reactivas al acido tiobarbitarico (TBARS)
en tres especies de abanicos de mar (L. rigida, M. austera y M. fruticosa)
con distinta distribucibn batimétrica bajo condiciones térmicas
contrastantes a escala estacional.

3) Identificar posibles relaciones de los indicadores de estrés oxidativo
analizados en las tres especies de abanicos de mar en funcion de la
temperatura, profundidad y salinidad por época de muestreo y localidad

en la Bahia de La Paz.
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AREA DE ESTUDIO

La Bahia de La Paz es la bahia de mayor dimension en el Golfo de
California y se localiza en la parte sur occidental del Golfo. La Bahia de La Paz se
encuentra separada del Golfo de California por una barrera natural formada por
tres grandes islas, la Isla Espiritu Santo y la Isla La Partida, fuera de la Bahia se
encuentra la Isla San José localizada al noroeste de la Bahia (Obeso-Nieblas et
al., 2004). Las aguas del Golfo de California entran en la Bahia principalmente a
travées de tres canales, la Boca Norte la cual es una comunicacion ancha y
profunda (~350 m), el Canal de San José estrecho y poco profundo (entre Isla
Espiritu Santo y La Partida), y el Canal de San Lorenzo (entre Isla Espiritu Santo y

Playa el Tecolote) con corrientes dinamicas y somero (~10 m) (Fig. 2).

La estacionalidad de las condiciones ambientales del Golfo de California se
clasifica en dos épocas con distintas condiciones hidrograficas, una época célida
(ulio a octubre) y una época fria (noviembre a mayo) con dos periodos de
transicién uno frio a céalido en junio y uno de calido a frio en noviembre (Valdez-
Holguin et al., 1999; Hidalgo-Gonzéalez & Alvarez-Borrego 2001). El primer estudio
definié el criterio de temperatura superficial del mar >24C como indicativo de la
época célida, mientras que la temperatura promedio <24<T indica las condiciones
frias de mezcla intensa y el inicio de los eventos de surgencia en la costa este del

Golfo de California.

Durante los meses de noviembre a mayo los vientos provenientes del
noroeste soplan por la mafana y después cambian a vientos del sur por la tarde.
Durante el resto del afio los vientos predominantes son de sureste y del suroeste
(Obeso-Nieblas et al., 20014). Las condiciones oceanogréaficas en la Bahia de La
Paz han sido caracterizadas a escala estacional como de estratificacion durante el
verano (mayo-septiembre) y de mezcla durante otofio-invierno (noviembre-abril)
(Jiménez-lllescas et al., 1994). La estratificacion de la temperatura y salinidad para
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época de primavera y verano dentro y fuera de la Bahia de La Paz se deben a los
vientos deébiles predominantes y la radiacion solar propias de dichas épocas
(Guevara-Guillen, 2011). En contraste, durante la época de invierno no se detecta
una capa de mezcla definida y se presentan condiciones de estratificacion;
ademas se presentan fenOmenos de surgencias continentales, asi como la
presencia de Agua del Golfo de California (AGC) y Agua Subsuperficial
Subtropical (AsSsT), durante la época de invierno (Guevara-Guillen, 2011). Las
condiciones hidrogréficas en la Bahia de La Paz presentan un retraso respecto a
las condiciones presentes en el Sur del Golfo de California asi como valores altos
de productividad en las temporadas de invierno-primavera (época fria y transicion)

y bajos durante el verano (época calida) (Reyes-Salinas et al., 2003).

Las caracteristicas geomorfoldgicas de la Bahia de La Paz incluyen
alternancias entre zonas litorales con playas arenosas con dunas, formaciones
rocosas y areas con mangles, asi como planicies costeras reducidas con playas
amplias y la formacién de la Laguna de La Paz delimitada al norte por una barra
arenosa con manglar llamada el Mogote. Los arrecifes que se presentan dentro
del Golfo de California son del tipo rocoso caracteristicos en la Bahia de La Paz.
Estos sitios tienen la funcion de formar habitats para diversas especies de
macroinvertebrados y peces arrecifales. La linea de costa y los ambientes
costeros en el litoral de la Bahia de La Paz presentan una activa dindmica, ya que
estos ambientes muestran modificaciones naturales y antropogénicas. La
geomorfologia costera y la batimetria tiene una zona rocosa con elevados

acantilados y plataforma continental sumamente estrecha (Velasco-Garcia, 2009).
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Figura 2. Localizacion de los sitios de muestreo (circulo rojo) para las tres
especies de abanicos de mar en la Bahia de La Paz. (Los Islotes, Punta Lobos
y San Rafaelito). Se muestran las isobatas de 30, 100 y 200 m
(http://topex.ucsd.edu/cgi-bin/get_data.cgi).
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MATERIALES Y METODOS

Coleccion de abanicos de mar y registro de condicio nes
ambientales
Las tres localidades de muestreo se ubicaron en la Bahia de La Paz en Los
Islotes (24°35’ 34.8"N y 110°23’ 54.74” O), Pun ta Lobos (24°29' 10.8"N y 110°
17 47.5” O) y San Rafaelito (24°17’ 6.2” Ny 110°20’ 58.1” O) (Fig. 2). En cada
sitio de muestreo se registré el perfil vertical de la temperatura y salinidad
mediante lances de un medidor de conductividad, temperatura y presion (CTD

SeaBird 19A) a una profundidad méxima de 50 m (cerca del fondo).

Mediante buceos con equipo autonomo (SCUBA) se obtuvieron fragmentos
de aproximadamente 3 cm? de tres distintas colonias para cada una de las
especies (L. rigida, M. austera y M. fruticosa) en cada una de las localidades (Los
Islotes, Punta Lobos y San Rafaelito) y profundidades seleccionadas. Estos
muestreos se llevaron a cabo durante septiembre 2013, marzo y mayo 2014. Cada
colonia se marco con etiquetas plastificadas para su identificacion y recolecta en
posteriores muestreos con la finalidad de obtener las muestras de las mismas
colonias. Los fragmentos de cada especie se obtuvieron de la parte distal de la
colonia. Se asume que la posicion del fragmento muestreado no afecta los
indicadores de estrés oxidativo debido a que los abanicos de mar son formas
clonales modulares, es decir, son producto de la reproduccion asexual de sus
polipos. Esto implica que los polipos tienen la misma informacion genética en la
colonia entera y se espera que tengan una respuesta fisiologica similar al del resto

de la colonia ante cambios térmicos estacionales.

Las muestras recolectadas fueron colocadas en bolsa Ziploc® de 50 x 40
cm con cierre hermético llenadas con agua in situ a la profundidad de recoleccién
y transportadas a la superficie. Una vez en superficie cada fragmento fue
traspasado a crioviales y congelado inmediatamente en un contenedor con
nitrégeno liquido a bordo de la embarcacion. Posteriormente, las muestras fueron

preservadas en ultracongelacion a -80C hasta su an alisis en el laboratorio de
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Estrés Oxidativo del CIBNOR de La Paz, Baja California, Sur. Se recolecto6 un total
de 27 fragmentos de colonias por temporada y 80 muestras en total para las tres

especies de abanicos de mar.

Remocion de polipos

Para eliminar los organismos epibiontes de los fragmentos de las colonias,
se mantuvieron sumergidos durante una hora en 25 mL de solucién
homogenizadora de fosfatos (50 mM, pH 7.5) y enjuagados una vez mas en la
misma solucion, previo a la remocién mecanica de los pélipos. La extraccion de
polipos de L. rigida y M. fruticosa se llevé a cabo por la técnica modificada de
maceracion en frio (Richier et al., 2008); el tejido extraido fue pesado y
resuspendido en 1 mL de solucidn para homogenizar. El extracto fue preservado a
-80C para su posterior analisis. Debido a que los pdlipos de M. austera eran mas
grandes que los de las otras dos especies la extraccion de pdlipos se llevo a cabo
por el método de WaterPik™ que consiste en la extraccion de los pdlipos con aire
a presion (Johannes & Wieb, 1970). El tejido obtenido fue pesado y resuspendido
en 1 mL de solucion para homogenizar. El extracto fue preservado a -80<C para su

posterior analisis.

Indicadores de estrés oxidativo

Para los andlisis de SOD, GPx, TBARS y proteinas totales se tomaron
alicuotas de 100 pL del extracto de cada muestra. Para cuantificar la
concentracion de GSH-Eq se tomaron alicuotas de 50 pL. Los extractos fueron
homogenizados con un homogenizador (Polytron, Suiza) en solucion
amortiguadora de fosfatos (50 mM, pH 7.5; EDTA 50 mM, PMSF 1 mM). Los
homogenizados se centrifugaron (Sorvall, Alemania) a 1008 g durante 15 minutos

a 4. Se desecho el precipitado y solo se utilizd el sobrenadante.

Superoxido dismutasa (EC 1.15.1.1)

El sistema xantina/xantina oxidasa fue utilizado como fuente constante de O,"
gue, en contacto con el nitroazul de tetrazolio (NBT), reduce y forma un producto

llamado formazan. Este producto se detectd con un espectrofotometro (Beckman
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Coulter, EUA) a 560 nm. La SOD inhibe la reducciéon del NBT. Las muestras se
analizaron por triplicado con la finalidad de medir la actividad total de la SOD. Una
unidad (U) de actividad de SOD es la cantidad de enzima necesaria para inhibir el
50% de la reaccién del O, con el NBT. Los resultados fueron expresados en U
SOD mg™ proteina (Suzuki, 2000).

Glutation peroxidasa (EC 1.11.1.9)

Para determinar la actividad de GPx, se midi6 el decremento continuo de las
concentraciones del dinucleétido de nicotinamina y adenina fosforilado reducido
(NADPH) al mantener constantes los niveles de GSH-Eq siguiendo el método de
Flohé & Glnzler (1984). La actividad de la enzima GPx se midi6 cada 3 segundos
durante 40 segundos con un espectrofotometro (Beckman Coulter, EUA). El
consumo basal de NADPH (0.25 mM) se determind utilizando un blanco con
solucion amortiguadora de fosfatos (50 mM) que contenia azida de sodio (2 mM),
GSH-Eq (5 mM), GR (1.5 U mL™) y la muestra. Una unidad de actividad de GPx se
define como la cantidad de enzima que oxida 1 yM de NADPH por minuto. Los

resultados fueron expresados en U GPx mg™ de proteina.

Glutation Total

El glutation total (GSH-Eq) de las muestras de abanicos de mar fue analizado
utilizando el método descrito por Tietze (1969) y Griffith (1980) con modificaciones
(Hermes-Lima & Storey 1993; Ramos-Vasconcelos & Hermes-Lima 2003). La tasa
de reduccion del acido 5,5 v-ditiobis 2 nitrobenzoico (DTNB) por GSH fue
monitoreada a 412 nm en un espectrofotometro (Jenway, Reino Unido) y
comparada con aquella del estdndar de la curva de GSH. Los resultados fueron

expresados como nmol GSH-Eq mg proteina™.

Peroxidacion de lipidos

Las concentraciones de peroxidacion de lipidos fueron estimados mediante el
contenido de sustancias reactivas al acido tiobarbitirico (TBARS) (Persky et al.,
2000). Los hidroperoxidos y aldehidos lipidicos, productos resultantes de la

peroxidacion de lipidos de la membrana celular, reaccionan con el acido
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tiobarbitirico (TBA) para formar malondialdehido (MDA) que se detecta
espectrofotométricamente a 532-535 nm. Las muestras se incubaron con agitacion
por 15 minutos a 37 (Polyscience, SH 20L, EUA), p osteriormente se colocaron
en un bafio de hielo. Para detener la reaccion se adicion6 acido tricloroacético
(TCA) al 20% y TBA al 1%, las muestras se agitaron y se colocaron en bafio maria
(Precision, EUA) a 90T con agitacion durante 10 minutos. Posteriormente, se
colocaron en un bafo con hielo y se centrifugaron a 2124 g durante 10 minutos a
4. La absorbancia del sobrenadante fue registrada en un espectrofotometro
(Beckman Coulter, EUA) a 532 nm. La concentracion de TBARS se calculo
usando los coeficientes obtenidos de la regresion lineal de la curva estandar
realizada con la solucién de 1,1,3,3-tetratoxipropano (TEP) 10 pmol mL™ y los

resultados se expresaron en nmol de TBARS mg* proteina.

Proteinas totales

La concentracion de proteinas en los sobrenadantes se determiné mediante
el método de Bradford (1976) (Bio Rad©) adaptado a microplaca (Thermo

Scientific, Holanda). Los resultados fueron expresados en mg proteina mL™.
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ANALISIS ESTADISTICO

Se realiz6 un andlisis exploratorio de los datos mediante pruebas de
normalidad (Kolmogorov-Smirnov) y homogeneidad de varianzas (Bartlett y
Levene) para definir si éstos tenian o no una distribuciéon normal (Zar, 1999). Los
datos de los indicadores de estrés oxidativo de las tres especies de abanicos de
mar no cumplieron los supuestos de normalidad y homogeneidad de varianza, por
lo que todos los analisis posteriores se realizaron utilizando pruebas estadisticas
no paramétricas. Las comparaciones de las medianas de los indicadores de estrés
oxidativo entre especies y sitios de muestreo por temporada (variabilidad
interespecifica e intraespecifica) se realizaron con la prueba de Kruskal-Wallis,
con un limite de confianza al 95%. Para esta prueba los indicadores de estrés
oxidativo de cada especie por localidad y temporada se consideraron como
variables dependientes; mientras que la temporada y la localidad fueron
analizadas como variables independientes. Este andlisis estadistico se realizd con
el programa R version 3.1.2. (R Core Team, 2014). Originalmente, se pretendia
analizar los datos transformando las variables numéricas a logaritmo natural y
utilizando un ordenamiento de Analisis de Correspondencias Canonicas (CCA)
con el programa PCOrd (ver.6). Debido al tamafio de la matriz (28x3), al tener solo
tres especies, tres indicadores de estrés oxidativo (variables numéricas) y tres
variables categoricas, no se cumplid con el nimero minimo de variables (> 3
variables numéricas) que se requerian para este modelo estadistico multivariado
(Bruce McCune, Oregon State University, comunicacion personal) y, por ende, los

resultados obtenidos no fueron estadisticamente robustos.

La relacion de los indicadores de estrés oxidativo en funcion de las
variables ambientales fue evaluada mediante modelos de regresion lineal
generalizada (GLM, por sus siglas en inglés). Estos modelos permiten evaluar el
efecto de las variables que no siguen una distribucion de frecuencia normal. Los
GML tienen en su estructura tres propiedades estadisticas, 1) la estructura del
error que permite aplicar diferentes distribuciones de probabilidad sin las

necesidad de transformar los datos, 2) la funcidn lineal predictiva que corresponde
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a la suma lineal de los efectos de cada una de las variables predictoras sobre la
variable de respuesta y 3) la funcion de enlace que es la que relaciona los valores
medios estimados con la funcion lineal predictiva. Los GLM pueden utilizar
variables categoricas (en este caso, temporada y localidad) para identificar el
efecto sobre las variables de respuesta (Crawley, 2007; Zuur et al., 2009; Celis de
la Rosa & Labrada-Martagén, 2014).

Para los GLM, se tomd en cuenta la inclusién de las variables de respuesta
o dependientes (indicadores de estrés oxidativo) con las variables predictoras o
independientes (variables ambientales). Después de realizar el andlisis con
diferentes distribuciones de probabilidad y funciones de enlace, se decidié utilizar
la distribucion de probabilidad del error gamma empleada para variables
cuantitativas continuas y la funciébn de enlace inverso (canonica) (Zuur et al.,
2009). Para evaluar el ajuste del GLM se tomaron los valores minimos de
devianza residual; mientras mas pequefio sea este valor mejor sera el ajuste del
GLM (Celis de la Rosa & Labrada-Martagon, 2014). Se estimaron modelos para
cada indicador (SOD, GPx y TBARS) considerando las dos variables categoricas
temporada y localidad utilizando el programa R version 3.1.2 (R Core Team,
2014).
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RESULTADOS

Condiciones ambientales: Temperatura y salinidad

La profundidad, temperatura y salinidad promedio registrada en Los Islotes,
Punta Lobos y San Rafaelito donde se recolectaron las muestras de las tres
especies de abanicos de mar durante septiembre 2013, marzo y mayo 2014 se
resumen en la Tabla 1. Los perfiles verticales de temperatura para las tres zonas y
temporadas de colecta se presentan en la figura 3. Durante septiembre 2013 (final
de la época calida) predominaron temperaturas >28C en los tres sitios de
muestreo, Los Islotes 29.3TC, Punta Lobos 29C y Sa n Rafaelito 28.1TC. La
temperatura fue ligeramente mayor en los estratos correspondientes a la zona de
distribucion de L. rigida y M. austera que a la de M. fruticosa. En la figura 3 se
aprecia que la columna estuvo célida y mezclada hasta los 25 m de profundidad
(con un gradiente vertical <1.2C) en Los Islotes y San Rafaelito, pero en Punta
Lobos se presentd una termoclina de aproximadamente 3T a los 28 m de
profundidad. Durante marzo 2014 se registraron temperaturas <23°C, siendo la
zona de distribucion de M. fruticosa y M. austera donde se encontraron las
temperaturas relativamente mas frias (< 22C) en co mparacion con el estrato de
los 0 a 5 m donde se distribuye L. rigida (26C). En mayo 2014 la columna de
agua estuvo mezclada (sin termoclina) pero la temperatura incremento
aproximadamente 2.5 para Los Islotes y Punta Lobo s con respecto al muestreo
de marzo 2014. En San Rafaelito, el incremento de temperatura entre marzo y
mayo 2014 fue de 4T para el estrato en donde se distribuyo L. rigida (Fig. 3,
Tabla 1).

La salinidad promedio en Los Islotes durante septiembre 2013 fue de 34.7
UPS, en marzo y mayo 2014 la salinidad promedio se incremento a 35.39 UPS. En
Punta Lobos la salinidad promedio durante septiembre 2013 fue de 34.56, durante
marzo 2014 fue de 35.1 UPS, y en mayo 2014 de 35.33 UPS; la salinidad
incrementod de septiembre 2013 a marzo 2014, con poca la variacion entre marzo

a mayo 2014 (Tabla 1). En San Rafaelito, la salinidad promedio durante
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septiembre 2013 fue de 35.04, mientras que para marzo 2014 fue de 35.24 UPS y

para mayo 2014 de 35.62 UPS (Tabla 1). Durante septiembre 2013 se presento

mayor salinidad en San Rafaelito que en Los Islotes y Punta Lobos (Tabla 1). San

Rafaelito fue el sitio menos profundo, donde la temperatura no vario en la columna

de agua durante septiembre 2013 (Tabla 1).

Tabla 1. Registros de profundidad (P), temperatura (T) y salinidad (S) promedio en
Los Islotes, Punta Lobos y San Rafaelito, localidades de colecta de tres especies
de abanicos de mar Leptogorgia rigida, Muricea austera y Muricea fruticosa,
durante septiembre 2013, marzo y mayo 2014.

Variable
Sitio Especies Temperatura Profundidad Salinidad
(T) (m) (UPS)
sep mar may sep mar may sSep mar may
L.rigida (3) 293 221 249 5 5 5 345 35 354
Los  M.austera .57 517 244 20 20 20 347 351 354
Islotes  (3)
('\g')fr”t'cosa 28 215 241 29 219 301 348 351 353
L. rigida (3) 20 226 247 15 5 5 343 35 353
Punta ~ M.austera 4, 513 9547 15 15 15 345 351 353
Lobos (3)
('\g')fr“t'cosa 267 202 23 269 25 25 345 351 353
L.rigida(3) 281 223 261 5 5 5 35 352 358
San ~ M.austera .9, 515 547 15 15 15 35 352 355
Rafaelito  (3)
M.fruticosa o9 515 24 20 20 20 35 352 354

3)

sep= septiembre 2013, mar= marzo 2014, may= mayo 2014
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Figura 3. Perfiles verticales de temperatura en Los Islotes (LI, linea gris),
Punta Lobos (PL, gris oscura) y San Rafaelito (SR, negra punteada)
localidades de colecta de tres especies de abanicos de mar Leptogorgia
rigida, Muricea austera y Muricea fruticosa, durante septiembre 2013,
marzo y mayo 2014.
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Indicadores de estrés oxidativo

En las 80 muestras obtenidas de las tres especies de abanicos de mar en
septiembre 2013, marzo y mayo 2014 y en las tres localidades de estudio, se
analizaron los indicadores de estrés oxidativo (actividad de GPx y SOD,

concentracion de GSH-Eq y concentraciones de TBARS).

Superoxido dismutasa (SOD) . Los resultados de la actividad de SOD en tres
especies de abanicos de mar recolectados en Los Islotes, Punta Lobos y San
Rafaelito en septiembre 2013, marzo y mayo 2014 se presentan en la Figura 4. La
actividad enzimatica de SOD en L. rigida en Los Islotes fue significativamente
mayor en mayo 2014 que en septiembre 2013 (p=0.038). En contraste en Punta
Lobos la actividad de SOD fue mayor en marzo 2014 aunque no significativamente
distinto (NS, p=0.193). En M. austera no se observaron diferencias
estadisticamente significativas en la actividad de SOD entre muestreos y
localidades; en San Rafaelito, la actividad de SOD tendid a ser mayor en mayo
2014 (NS, p=0.732). La actividad de SOD en M. fruticosa fue significativamente
mayor en mayo 2014 que en septiembre 2013 y marzo 2014 (p=0.009). En las tres
especies de abanicos de mar se observé una tendencia de menor actividad de
SOD en septiembre 2013 que en mayo 2014 en Los Islotes y San Rafaelito,
diferencia que fue estadisticamente significativa solo para L. rigida (Fig. 4). No se
observaron diferencias interespecificas a nivel espacial ni temporal en la actividad

de SOD para ninguna de las tres especies analizadas en el presente estudio.
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Figura 4. Actividad de la enzima superoxido dismutasa (SOD) en tres especies de
abanicos de mar Leptogorgia rigida, Muricea austera y Muricea fruticosa recolectadas
en Los Islotes (LI), Punta Lobos (PL) y San Rafaelito (SR) en septiembre 2013, marzo
y mayo 2014. Los datos se presentan como la mediana y percentiles (25%, 75%). Los
subindices representan las diferencias intraespecificas entre temporadas (p< 0.05).

Glutation Peroxidasa (GPx). Los resultados de la actividad de GPx en tres
especies de abanicos de mar recolectadas en Los Islotes, Punta Lobos y San
Rafaelito en septiembre 2013, marzo y mayo 2014 se presentan en la figura 5. En
septiembre 2013 en Punta Lobos y San Rafaelito, L. rigida presenté mayor
actividad de GPx en comparacion con marzo y mayo 2014; sin embargo, las
diferencias no fueron estadisticamente significativas (NS, p=0.301, p=0.099). En L.
rigida y M. austera no se observaron diferencias significativas en la actividad de
GPx entre localidades. Se observaron diferencias intraespecificas estacionalmente
en la actividad de GPx para M. austera, mientras que para M. fruticosa se
observaron diferencias estacional y espacialmente. En Punta Lobos, fue menor la
actividad de GPx en las colonias de M. austera muestreadas en marzo 2014 que
aguellas muestreadas en septiembre 2013 (p=0.038). En San Rafaelito, la
actividad de GPx en M. fruticosa fue menor en marzo 2014 que en mayo 2014
(p=0.043). Entre localidades la actividad de GPx en marzo para M. fruticosa fue
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mayor en Los Islotes que en San Rafaelito (p= 0.039), siendo este sitio donde se
registr0 la menor actividad. Aunque en septiembre 2013 fue cuando se
presentaron las condiciones mas calidas, la actividad de GPx en M. austera fue
significativamente mayor en Punta Lobos con respecto a marzo 2014 (p=0.038).
En contraste, en L. rigida la actividad de GPx fue menor en mayo 2014 que en las
otras temporadas de colecta en los tres sitios muestreados (Fig. 5). No se
observaron diferencias interespecificas en la actividad de GPx para organismos

recolectados en la misma localidad y época del afio.
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Figura 5. Actividad de la enzima glutation peroxidasa (GPx) en tres especies de
abanicos de mar Leptogorgia rigida, Muricea austera y Muricea fruticosa
recolectadas en Los Islotes (LI), Punta Lobos (PL) y San Rafaelito (SR) en
septiembre 2013, marzo y mayo 2014. Los datos se presentan como la mediana y
percentiles (25%, 75%). Los subindices representan las diferencias intraespecificas
entre localidades (A, B) y temporadas (a, b) (p< 0.05).

Glutation total (GSH-Eq). Las concentraciones de GSH-Eq se encontraron por
debajo del limite de deteccion de la técnica espectrofotométrica, tanto para las
muestras de colonias congeladas en nitrégeno liquido como para las muestras de

colonias analizadas en fresco.
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Peroxidacion de lipidos (TBARS) . Los resultados de las concentraciones de
TBARS en las tres especies de abanicos de mar recolectados en Los Islotes,
Punta Lobos y San Rafaelito en septiembre 2013, marzo y mayo 2014 se
presentan en la figura 6. En Los Islotes se observaron mayores concentraciones
de TBARS en mayo 2014 con respecto a septiembre 2013 para L. rigida
(p=0.038). Comparando las localidades (diferencias intraespecificas), se
registraron las concentraciones mas altas de TBARS de L. rigida en San Rafaelito
durante la temporada de septiembre 2013 con respecto a Los Islotes (p= 0.027).
En M. austera los mayores niveles de TBARS se observaron en San Rafaelito
durante mayo 2014, aunque la diferencia no fue estadisticamente significativa
(p=0.8371). En los tres sitios y las tres temporadas de muestreo la especie con
menores concentraciones de TBARS fue L. rigida (p=4.93 ) con respecto a las
otras dos especies. Entre especies (diferencias interespecificas), las
concentraciones de TBARS de M. austera en San Rafaelito fueron mayores en

marzo 2014 con respecto a M. fruticosa (p=0.038).
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Figura 6. Variacion de las concentraciones de peroxidacion de lipidos (TBARS) en tres
especies de abanicos de mar (a) Leptogorgia rigida, (b) Muricea austera y (c) Muricea
fruticosa recolectadas en Los Islotes (LI), Punta Lobos (PL) y San Rafaelito (SR) en
septiembre 2013, marzo y mayo 2014. Los datos se presentan como la mediana y percentiles
(25%, 75%). Los subindices representan las diferencias intraespecificas entre localidades (q,
B) y temporadas (a, b), y diferencias interespecificas (A, B) (p< 0.05).

45



Modelos lineales generalizados (GLM)

Con la finalidad de conocer cuales variables ambientales tuvieron mayor
correlacion con la variabilidad de los indicadores de estrés oxidativo de los
abanicos de mar se realizaron siete GLM, tres modelos para L. rigida y M. austera,
mientras que para M. fruticosa solo se realiz6 uno. Para TBARS se afadieron las
actividades de las enzimas antioxidantes como variables independientes junto con
las variables ambientales en los sitios y temporadas de colecta para cada especie

de abanicos de mar.

Leptogorgia rigida. Los resultados obtenidos de los GLM minimos ajustados para
L. rigida considerando las variables significativas para cada uno de los indicadores

de estrés oxidativo se presentan en la Tabla 2.

Tabla 2. Modelos minimos ajustados para los indicadores de estrés oxidativo de
Leptogorgia rigida de la Bahia de La Paz. T= Temperatura, P= Profundidad, GPx=
Glutation peroxidasa, SOD= Superoxido dismutasa, TBARS= peroxidaciéon de
lipidos.

Mediana Mediana

Indicador Temporada Modelo observada calculada
marzo GPx = e~*36%022T 1.66 1.72
GPx mayo GPx = e~385+0:22T 1.36 1.53
septiembre GPx = e~598+022T 1.88 2.13
marzo SOD = 0970.035+0.01T 152.54 120.47
SOD mayo SOD = ¢088-0.035+0.01T 180.07 565.89
septiembre SOD = ¢083-0.035+0.01T 58.17 32.67
TBARS
marzo — el6.2+0.0ZGPx+O.14P—O.67 S+03T 5.47 5.12
TBARS
TBARS mayo — e15.59+0.02GPx+0.14—P—0.67 S+03T 5.72 5.21
TBARS
Septiembre — e14—.17+0.026Px+0.14—P—0.67 S§+0.3T 2.78 3.67
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El GLM ajustado para la actividad de la enzima GPx en L. rigida (devianza
residual=7.87) explicé 27.44% de la varianza, la actividad de esta enzima estuvo
correlacionada de forma positiva con la temperatura y varié significativamente
entre las tres temporadas de muestreo (Tabla 3). EI GLM minimo ajustado para la
actividad de la enzima SOD en L. rigida (devianza residual=19.48) explico el
56.38% de la varianza. La actividad de SOD estuvo correlacionada positivamente
con la temperatura, de manera negativa con la salinidad, y vario significativamente
entre temporadas (Tabla 3).Para la concentracion de TBARS el GLM minimo
ajustado para L. rigida (devianza residual=5.33) explicé el 72.9% de la variabilidad
de los datos. Las concentraciones de TBARS estuvieron correlacionadas
positivamente con la actividad de la GPx, profundidad y temperatura v,
negativamente con la salinidad. La concentracion de TBARS varid entre las

temporadas de muestreo (Tabla 3).

La variable ambiental que se correlacioné positivamente en los tres
modelos de los indicadores de estrés oxidativo de L. rigida fue la temperatura,
particularmente con aquella registrada en septiembre 2013 y mayo 2014 (Tabla 1).
En todos los GLM la variacion de la actividad de las enzimas antioxidantes y las

concentraciones de TBARS se correlacioné con la temporada de muestreo.
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Tabla 3. Coeficientes (a y b) de los Modelos Lineales Generalizados (GLM) para
las variables dependientes, actividad de glutation peroxidasa (GPx), actividad de
superoxido dismutasa (SOD) y niveles de peroxidacion de lipidos (TBARS) con
una distribucion del error gamma (funcién de enlace inversa) para la especie
Leptogorgia rigida. May= mayo 2014, Sep= septiembre 2013, GPx= Glutation
peroxidasa.

Coeficiente no Intervalos de confianza

estandarizado (95%) para b
Error
Modelo Variable b estandar t p Inferior Superior
Glutation Intercepto -4.361 2.018 -2.160 0.041 -8.465 -0.475
peroxidasa Temperatura 0.221 0.090 2.453 0.022 0.047 0.405
U GPx mg” Temporada
[May] -0.516 0.285 -1.809 0.083 -1.082 0.045
] Temporada
proteina [Sept] -1.616 0.571 -2.827 0.009 -2.760 -0.495
Superoxido Intercepto 0.900 0.280 3.213 0.004 0.423 1.527
dismutasa  Salinidad -0.032 0.009 -3.286 0.003  -0.054 -0.015
U SOD mg* Temperatura 0.010 0.003 3.354 0.002 0.005 0.018
i Temporada
proteina [May] -0.024 0.006 -3.490 0.002 -0.039 -0.012
Temporada
[Sept] -0.073 0.021  -3.460 0.002 -0.121 -0.037
Peroxidacion Intercepto 16.201 5.36344 3.021 0.006 5.994 27.238
de lipidos  GPx 0.024 0.011 2.110 0.047 0.004 0.051
nmol TBARS Profundidad 0.141 0.052 2.683 0.014 0.043 0.251
mgproteina Salinidad -0.669 0.180 -3.715 0.001 -1.052 -0.341
Temperatura 0.304 0.072 4,222 <0.001 0.176 0.459
Temporada
[May] -0.612 0.181 -3.377 0.002 -0.996 -0.278
Temporada
[Sept] -2.033 0.446 -4.554 <0.001 -2.995 -1.242
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Muricea austera. Los modelos minimos ajustados para los indicadores de estrés
oxidativo con las variables significativas para M. austera se presentan en la Tabla
4.

Tabla 4. Modelos minimos ajustados para los indicadores de estrés oxidativo en

Muricea austera de la Bahia de La Paz. S= Salinidad, T= Temperatura, GPx=
Glutatiéon peroxidasa, SOD= Superoxido dismutasa, TBARS= peroxidacion de lipidos.

Mediana Mediana

Indicador Temporada Modelo observada calculada
marzo GPx = ¢*6-46-1.015-048T 1.61 2.02
GPx mayo GPx = ¢*7:83-1.015-048T 2.65 3.13
septiembre GPx = ¢*%171015-048T 4,95 4.58
SOD SOD =0.213 -0.005 S 207.75 238.16
TBARS TBARS = 0.059 — 0.000021 SOD 24.27 29.84

El GLM realizado para la actividad de GPx (devianza residual=3.29) en M.
austera explicé 87.7% de la varianza. La actividad de esta enzima se correlacion6
negativamente con la salinidad y la temperatura. La actividad de GPx vario entre
las temporadas de muestreo (Tabla 4). EI GLM para la actividad de SOD en M.
austera (devianza residual=16.8) explico el 22.22% de la varianza; la actividad de
la SOD se correlacioné significativa y negativamente con la salinidad (Tabla 5). El
GLM para la concentracion de TBARS en M. austera (devianza residual=13.5)
representd el 24% de la varianza explicada. La concentracion de TBARS se
correlacion6 negativamente con la actividad de la enzima SOD. En M. austera la
actividad de la enzima GPx fue el Unico indicador de estrés oxidativo que, de

acuerdo a los GLM, tuvo variacion significativa entre temporadas de muestreo.
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Tabla 5. Coeficientes (a y b) de los modelos lineales generalizados (GLM) para las
variables dependientes, actividad de glutation peroxidasa (GPx), actividad de
superoxido dismutasa (SOD) y concentraciones de peroxidacion de lipidos
(TBARS) con una distribucion de error gamma (funcion de enlace inversa) para
Muricea austera. May= mayo 2014, Sept= septiembre 2013, PL= Punta Lobos,
SR=San Rafaelito, SOD= Superoxido dismutasa.

Intervalos de

Coeficiente no ]
confianza (95%)

estandarizado

para b
Error Superio
Modelo Variable b estandar t p Inferior r
Glutatidn Intercepto 46.461 6.878 6.755 <0.001 33.953 60.979
peroxidasa
o -1.013 0.153 -6.583 <0.001 -1.335 -0.729
Salinidad
UGPxmg' Temperatura -0.476 0.081 -5.814 <0.001 -0.649 -0.327
proteina Temporada
1.369 0.308 4444 <0.001 0.809 2.020
[May]
Temporada
2.640 0.535 4935 <0.001 1.662 3.765
[Sept]
Superoéxido
_ 0.213 0.0745 2.864 0.008 0.074 0.366
dismutasa Intercepto
U SOD mg™
] o -0.005 0.002 -2.823 0.009 -0.0102 -0.002
proteina Salinidad
Peroxidacion Intercepto 0.059 0.012 6.602 <0.001 0.038 0.086
o -2.13e’ 06 -4.03e" -6.99¢
de lipidos SOD o5 9.66e -2.208  0.037 o5 o7
Localidad
nmol TBARS L -0.023 0.013 -1.747 0.094 -0.053 0.0012
L i Localidad
mg™ proteina [SR] -0.020 0.014 -1.467 0.155 -0.050 0.005
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Muricea fruticosa. Los GLM minimos ajustados para los indicadores de estrés
oxidativo con las variables significativas en M. fruticosa son presentados en la
Tabla 6.

Tabla 6. Modelos minimos ajustados para cada uno de los indicadores de estrés
oxidativo para Muricea fruticosa de la Bahia de La Paz. P= Profundidad, S=
Salinidad, T= Temperatura, LI= Los Islotes, PL= Punta Lobos, SR= San Rafaelito.

Mediana  Mediana

Indicador  Localidad Temporada Modelo observada calculada
marzo SOD = g*97+0.001P+0.015 382.04 350.67
LI mayo SOD = *99+0.001P+0.015 274.62 571.99
Superdxido septiembre ~ SOD = ¢*94+0.001P+0.015 29.11 51.87
dismutasa marzo SOD = *97+0.001P+0.015 98.51 140.76
PL mayo SOD = ¢*99+0.001P+0.015 297.08 255.91
U SOD mg septiembre ~ SOD = ¢*94+0.001P+0.01S 20.69 16.30
proteina™ marzo SOD = ¢*99+0.001P+0.015 384.01 914.15
SR mayo SOD = 501+0.001P+0.015 839.62 925.32

septiembre ~ SOD = ¢*96+0.001P+0.01S 493.12 471.29

El GLM realizado para la actividad de la enzima GPx (devianza residual=
3.9) explicé el 80% de la varianzade los datos de M. fruticosa. El coeficiente no fue
significativo (p=0.27) por lo que los resultados no se presentan en las tablas 6 y 7,
sin embargo, las variables ambientales fueron significativas en el modelo minimo
ajustado. Los resultados sugieren que la actividad de GPx en M. fruticosa se
correlaciono positivamente con la temperatura (p<0.05) y profundidad (p<0.05) v,
negativamente con la salinidad (p<0.05). La actividad de GPx en M. fruticosa vario

significativamente entre localidades (p<0.05) y temporadas (p<0.05).

El GLM para la actividad de SOD (devianza residual=10.91) en M. fruticosa
explicd el 70% de la varianza de los datos. Los resultados sugieren que la
actividad de esta enzima estuvo correlacionada significativa y positivamente con la

profundidad, mientras que con la salinidad la correlacién fue significativamente
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negativa. La actividad de SOD en M. fruticosa mostro variaciones significativas
entre temporadas y localidades (Tabla 7). La mayor actividad de SOD se presento

en esta especie en mayo 2014.

Tabla 7. Coeficientes (a y b) del modelo lineales generalizados (GLM) para la
variable dependiente actividad de superéxido dismutasa (SOD) con una
distribucion del error gamma (funcién de enlace inversa) para Muricea fruticosa.
May= mayo 2014, Sep= septiembre 2013, PL=Punta Lobos, SR= San Rafaelito.

Intervalos de

Coeficiente no confianza (95%) para
estandarizado b
Error
Modelo Variable b estandar t p Inferior Superior
Intercepto 4.968 1.558 3.188 0.004 2.402 8.557
Superoxido Profundidad 0.001 0.0004 3.044 0.006 0.0006 0.002
dismutasa
Salinidad -0.142 0.044 -3.187 0.004 -0.245 -0.068
Temporada [May] 0.023 0.008 2.971 0.007 0.010 0.042
U SOD mg Temporada [Sept] -0.026 0.008 -3.147 0.005 -0.045 -0.012
proteina™
Localidad [PL] 0.002 0.001 1.581 0.13 -0.0004 0.006
Localidad [SR] 0.019 0.006 3.027 0.006 0.008 0.034
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DISCUSION

Indicadores de estrés oxidativo

Los reportes de estrés oxidativo en cnidarios han sido particularmente
dirigidos al papel que juegan las ERO en la fisiologia de corales pétreos y su
simbiosis con la zooxantela. El incremento de la temperatura y la exposicién a
radiacion UV son algunas de las principales causas del fendémeno de
“blanqueamiento coralino” en condiciones de campo y de laboratorio (Hoegh-
Guldberg, 1999; Lesser, 2004; Hoegh-Guldberg et al., 2007; Lesser, 2011). Esta
respuesta dependera de la duracion, magnitud del gradiente de estrés térmico,
exposicion e interaccion con otros factores bidticos y abidticos (Downs et al., 2002;
Lesser, 2011). El estrés térmico y luminico puede ocasionar un incremento en la
actividad de los antioxidantes enzimaticos y en la concentracion de los

antioxidantes no enziméaticos (Lesser, 1996; Downs et al., 2002; Douglas, 2003).

En octocorales zooxantelados también se han reportado eventos masivos
de blanqueamiento en los trépicos, asociados a los cambios de temperatura,
registrados durante el evento del nifio en 1998, pero su supervivencia varia entre
las especies (Fabricius & Alderslade, 2001; Cerrano & Bavestro, 2008). Sin
embargo, en algunas especies de octocorales como Phenganax parrini
(Clavulariidae) (Alderslade & McFadden, 2011) y Sarcothelia sp. (Xeniidae)
(McFadden et al., 2006), se ha encontrado un patron diferente a perturbaciones
ocasionadas por cambios de magnitud y duracion en la luz y la temperatura. En
ambas especies se ha observado una migracion del dinoflagelado Symbiodinium
del lumen gastrovascular a los estolones, donde aparentemente permanecen
hasta que las condiciones ambientales retornan a condiciones no estresantes,
esto implica un cese temporal de la interaccion Unicamente en la parte distal
(Parrin et al., 2012). Recientemente se ha propuesto que esta migracion de los
simbiontes no es la causa per se del incremento en la produccion de ERO en

condiciones de incremento de temperatura y radiacion ultravioleta, por lo que no
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representa un riesgo de pérdida o atenuacion de la relacién simbiotica para el
hospedero (Netherton et al., 2014).

En abanicos de mar azooxantelados existen reportes relacionados con el
posible efecto de la temperatura en la respuesta fisiologica. Estos proponen que,
1) las colonias que se distribuyen cerca de la superficie muestran mayor termo-
tolerancia a elevadas temperaturas que las especies de aguas mas profundas de
la misma especie (Torrents et al., 2008), 2) los abanicos de mar azooxantelados
pudieran tener mayor tolerancia al estrés térmico de las condiciones de verano
gue en invierno (Previati et al., 2010), y 3) en la pluma de mar (Veretillum
cynomorium) expuesta a condiciones de hiperoxia por cambios en la altura de la
marea aumenta la actividad de las enzimas GST y catalasa, asi como la
concentracion de proteinas de choque térmico HSC70/HSP70 durante la pleamar
(Teixeira et al., 2013). En el presente estudio en las especies recolectadas en la
misma época de afio y localidad no se observaron diferencias interespecificas
significativas en la actividad de las enzimas antioxidantes (SOD y GPx) debido a
gue la columna de agua permanecié mezclada. Es decir que hubo poca variacion
en la temperatura en el habitat litoral. Debido a que se seleccionaron especies con
distinta distribucion batimétrica y no se encontraron diferencias interespecificas se
rechaza la hipotesis de que pudieran tener diferencias en los indicadores de estrés
oxidativo en funcién de su distinta distribucién vertical. Es posible que este patrén
se encuentre en otras especies de abanicos de mar de esta zona arrecifal (<30

m).

Se ha propuesto que el incremento en la actividad de SOD en anémonas y
corales escleractinios zooxantelados es debido al proceso de fotosintesis bajo
condiciones estresantes de temperatura y radiacion UV (Lesser, 1996; Downs et
al., 2002; Richier et al., 2003; Lesser, 2004). Por ejemplo, en colonias someras de
Montastrea annularis (3 m) se observo mayor actividad de Cu, Zn-SOD y Mn-SOD
cuando la temperatura superficial del mar fue >28C en los meses de mayo a
agosto, este patron sugiere que la actividad de SOD en sus dos isoformas son

componentes significativos de la capacidad antioxidante en la prevencion del
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proceso de blanqueamiento y en la tolerancia térmica de esta especie (Downs et
al., 2002). La tres especies de abanicos de mar estudiadas mostraron diferencias
intraespecificas entre temporadas y localidades. En L. rigida no se observaron
diferencias intraespecificas entre temporadas en Punta Lobos y San Rafaelito. Sin
embargo, la actividad de SOD en L. rigida, M. austera y M. fruticosa fue menor en
septiembre 2013 (28-29C) con respecto a mayo 2014 (24<C).

En invertebrados (corales pétreos, crustdceos y moluscos bivalvos), el
incremento en la actividad de la enzima GPx se relaciona con incrementos de
temperatura, baja salinidad, bajas concentraciones de oxigeno disuelto, variacion
del pH y mayor exposicion a la radiacion UV (Downs et al., 2002; De Zoysa et al.,
2009; Wang et al., 2009; Almeida & Di Mascio, 2011). En colonias del coral
escleractinio Pocillopora capitata distribuidas en el Pacifico Tropical Mexicano, la
actividad de las enzimas glutation S-transferasa (GST), glutation reductasa (GR),
GPx y la produccion de aminoacidos tipo micosporina (MAAS) es mayor cuando
aumenta la temperatura (~25<C) y radiacion UV durante el ciclo estacional (Lifian-
Cabello et al., 2010). En el presente estudio, la actividad de GPx en general tuvo
poca variacién (<5 U GPx mgproteina), excepto en M. austera y M. fruticosa que
tuvieron mayor actividad de GPx en San Rafaelito durante mayo 2014 y en L.
rigida fue ligeramente mayor en septiembre 2013 (NS). Las condiciones de
radiacion UV a las que puede estar expuesta L. rigida (especie somera) podrian
sugerir que esta especie cuenta con un mecanismo de adaptacion para evitar
dafo oxidativo durante las épocas de mayor radiacion (septiembre) (Fig. 4a). Uno
de los factores que puede producir H,O, en los sistemas biologicos es la
interaccion con la radiacién UV por medio de las reacciones fotoquimicas, por lo
cual puede ser producido en préacticamente todo tipo de tejidos (Halliwell &
Gutteridge, 2007). La depuracion del H,O, es catalizada por la accién de las
enzimas peroxidasas, incluyendo catalasa y GPx (Peraza-Reyes, 2008). En
macroalgas se ha observado mayor actividad SOD y GPx en las especies que se
distribuyen en sitios de poca profundidad (~1 m) durante el verano (junio a
noviembre), lo que podria indicar una respuesta ante los cambios propios de la

temporada y de las condiciones intermareales (Tenorio-Rodriguez, 2012). La
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actividad de GPx fue mayor en Los Islotes y Punta Lobos para M. austeray en Los
Islotes para M. fruticosa, esto puede estar relacionado con el limite de distribucion
biogeogréafica, que se encuentra precisamente al suroeste de la peninsula de Baja

California para ambas especies (Gamero-Huayhua, 2014) (Fig. 1).

El GSH es un tripéptido con funcion antioxidante presente en bacterias
anaerobias, plantas y animales, ademas de ser un cofactor para la enzima GPx
(Halliwell & Gutteridge, 2007). En anemonas Yy corales escleractinios
zooxantelados las concentraciones de GSH-Eq son relativamente bajas en
comparacion a otros invertebrados (Downs et al., 2001; Lavarias et al., 2011). Por
ejemplo, en la anemona Aiptasia pallida se reportaron concentraciones de GSH-
Eq de 75 pmol pg™’ proteina (después de 72 h de exposicién a 32.2T, + 0.10T)
(Sunagawa et al., 2008). Se sugiere que el estrés térmico desencadena un
incremento en la biosintesis intracelular del GSH en cnidarios zooxantelados como
una respuesta de proteccion al estrés oxidativo previo al blanqueamiento
(Sunagawa et al., 2008). Las concentraciones de GSH-Eq para las tres especies
de abanicos de mar recolectadas en campo y congeladas en nitrogeno liquido del
presente estudio estuvieron por debajo del limite de deteccion con el método
propuesto por Tietze (1969) y Griffith (1980) con modificaciones (Hermes-Lima &
Storey 1993; Ramos-Vasconcelos & Hermes-Lima 2003). Se hicieron pruebas
para comprobar que este método estuviera detectando GSH-Eg en muestras
recién recolectadas de camaron, pescado y abanicos de mar. Con los tejidos de
camaron y pescado se detecto la presencia del GSH-Eq. Sin embargo, aun en los
abanicos de mar frescos, la concentracion del GSH-Eq estuvo por debajo del
limite de deteccion. Por lo tanto, se recomienda en futuros estudios el andlisis de
las muestras de abanicos de mar con la técnica de cromatografia liquida de alta
resolucion (HPLC, pos sus siglas en inglés) utilizada previamente para cuantificar
GSH-Eq en anemonas simbiontes (Farris & Reed, 1987; Sunagawa et al., 2008).

La oxidacion de los &cidos grasos, particularmente los poliinsaturados
(PUFAs, por sus siglas en inglés), por la accién de radicales libres es conocida

como el proceso de peroxidacion de lipidos (Halliwell & Gutteridge, 2007; Zenteno-

56



Savin & Saldafia Balmori, 2008). La deteccion y la cuantificacién de los productos
de este proceso es la evidencia mas frecuentemente utilizada del dafio oxidativo
generado por radicales libres (Gutteridge, 1995). Uno de los métodos mas
utilizados para detectar la peroxidacion de lipidos in vitro es el ensayo con el acido
tiobarbitarico (TBA). Este método mide los productos de descomposicion de los
hidroperéxidos lipidicos, tales como el malondialdehido (MDA) y otros aldehidos
gue son capaces de reaccionar con el TBA, los cuales son conocidos como
sustancias reactivas al acido tiobarbitarico (TBARS, por sus siglas en inglés)
(Buege & Aust, 1978; Zenteno-Savin & Saldafia-Balmori, 2008). En la pluma de
mar (V. cynomorium) los concentraciones de MDA son mayores durante el
proceso de inmersion experimental (simulando condiciones de reoxigenacion
durante la pleamar) posiblemente debido a incrementos en la produccion de ERO;
por el contrario, durante la emersion (condiciones que simulan bajamar) los
concentraciones de MDA permanecen sin Vvariacion y sin incrementos
significativos (Teixeira et al., 2013). En el presente estudio se observé variacion
intraespecifica en L. rigida entre localidades y temporadas. Los concentraciones
de TBARS en L. rigida en mayo 2014 fueron mayores que en septiembre 2013 en
Los Islotes y no diferencias significativas en las otras localidades. Esto sugiere que
la actividad de las enzimas antioxidantes SOD, GPx y posiblemente otros
antioxidantes no considerados en este estudio de L. rigida en Punta Lobos y San
Rafaelito fueron suficientes para evitar dafio a lipidos posiblemente asociado a la
mayor temperatura en septiembre 2013. M. austera tuvo las mayores
concentraciones de TBARS en comparacion con las otras dos especies, para
todos los sitios y temporadas de muestreo. La composicion de PUFAs en
octocorales azooxantelados del orden Alcyonacea varia de un 44 a 87% del total
de lipidos dependiendo de la especie (Imbs et al., 2007, 2009). Debido a que la
obtencion de estos acidos grasos es por la alimentacion de fitoplancton y
zooplancton se ha sugerido que existen variaciones estacionales dependiendo de
la cantidad y calidad del alimento (Dalsgaard et al., 2003). Otro de los factores que
puede influir en variaciones del contenido de los acidos grasos en cnidarios es el

desarrollo gonadico de las especies (Pernet et al., 2002). Es posible que un
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aumento en la disponibilidad de alimento y/o en la tasa metabdlica en marzo y
mayo 2014 influyera en la cantidad de PUFAs en M. austera y, por lo tanto, una
mayor cantidad de los productos méas susceptibles a la peroxidacién de lipidos que
derive en mayor concentracion de TBARS (Fig. 6b).

En la gorgonia Eunicella singularis (octocoral zooxantelado) las tasas
de calcificacion y fotosintesis disminuyeron en respuesta al estrés térmico (26C)
(bajo condiciones experimentales de laboratorio) y las colonias que se
recolectaron en aguas mas someras fueron comparativamente menos tolerantes al
estrés térmico que las recolectadas en aguas mas profundas (Ferrier-Pages et al.,
2009). Bajo el mismo disefio experimental y especie de gorgonia E. singularis
recolectada (35 m) se presentdé menor acumulacién de ubiquitina comparada con
colonias de aguas someras (15 m) sugiriendo una mayor termotolerancia en las
colonias de mayor profundidad después de ser expuestas durante dos semanas a
estrés térmico (26C) (Pey et al., 2011). Sin embargo, con base en la actividad de
las enzimas SOD y GPx asi como los concentraciones de TBARS del presente
estudio se sugiere que L. rigida por su distribucion somera tiene una mayor
tolerancia a cambios estacionales entre la época calida, fria y de transicion. Es
posible que la ausencia de la simbiosis con dinoflagelados Symbiodinium (van
Oppen et al.,, 2005) permita que esta especie sea comparativamente menos
susceptible a los cambios estacionales de las variables ambientales. Esto
concuerda con los resultados de colonias de poblaciones someras (10-12 m) del
coral rojo del Mediterraneo (Corallium rubrum), octocoral azooxantelado, el cual
tiene una una mayor tasa de calcificacion y actividad de los pélipos con necrosis
retrasada sugiriendo una mayor termotolerancia bajo condiciones de estrés
térmico (25C) (Torrents et al.,, 2008). En corales pétreos simbidticos, se puede
encontrar una mayor actividad de SOD, catalasa y ascorbato peroxidasa en
colonias de aguas someras (Shick et al., 1995; Downs et al., 2002; Levy et al.,
2006).
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Relacion espacio-temporal de los indicadores de est rés oxidativo en
funcion de las variables ambientales

Para evaluar los efectos de la temperatura, salinidad y profundidad sobre
los indicadores de estrés oxidativo, en el presente estudio se utilizaron modelos
lineales generalizados (GLM) con los datos obtenidos para cada especie de
abanicos de mar. Esta herramienta estadistica no paramétrica ha sido utilizada
para evaluar las bases de datos ecoldgicos e indicadores fisiolégicos, siendo un
meétodo cuantitativo eficaz en estudios integrales cuando se consideran multiples
factores ambientales que pueden influir en los indicadores fisiologicos (Labrada-
Martagén, 2013).

Los resultados de los GML de L. rigida (especie somera) sugieren que la
actividad de las enzimas antioxidantes varié significativamente entre temporadas
de muestreo. La actividad de las enzimas SOD y GPx se correlaciono
positivamente con la temperatura y negativamente con la salinidad, principalmente
en marzo y mayo 2014. Es posible que el incremento de temperatura superficial
durante la época de transicion (mayo 2014) en Los Islotes induzca un aumento en
la tasa metabdlica, lo cual puede contribuir a la mayor actividad de SOD
observada durante mayo 2014. En invertebrados marinos se ha observado que la
tasa metabodlica es mayor en organismos tropicales y menor en los organismos de
zonas polares, y que esto esté relacionado con la temperatura, la disponibilidad de
alimento y la concentracion de oxigeno disuelto (Portner, 2002; Clarke, 2003;
Abele & Puntarulo, 2004).

Los GLM sugirieron una correlacion negativa de la actividad de la enzima
GPx con la temperatura para M. austera, mientras que en M. fruticosa la actividad
de SOD se correlaciond positivamente con la salinidad y profundidad. Estas
especies se distribuyen a profundidades mayores a 15 m en la zona de muestreo
de este estudio (Bahia de La Paz) y, a escala espacial, se encuentran en el limite
sur de su distribucion biogeogréafica dentro del Golfo de California (Gamero-

Huayhua, 2014). En San Rafaelito, M. fruticosa fue recolectada a los 20 m de

59



profundidad, cerca del limite mas somero conocido para esta especie. El hecho de
gue las colonias estaban cerca de sus limites biogeogréfico y batimétrico pudiera
haber influido en la actividad de SOD y GPx. En la parte de norte del Golfo de
California, donde se encuentran las mayores abundancias de estas dos especies
del género Muricea (Gamero-Huayhua, 2014), las condiciones en la columna de
agua permanecen mezcladas durante el verano hasta los 30 m, mientras que en el
invierno pueden llegar a los 60 m, debido a los procesos de mezcla por marea y
conveccion (Argote et al., 1995). Durante los muestreos realizados en el presente
estudio, la columna de agua permanecio mezclada en las tres localidades y en las
tres temporadas de muestreo, a excepcion de Punta Lobos en septiembre 2013
donde la termoclina se observo a partir de los 28 m; sin embargo, la profundidad
maxima de colecta en este sitio fue 26.3 m (Tabla 1), por lo que las condiciones en
las que se recolectaron las especies fueron de mezcla. La temperatura superficial
en la parte central del Golfo de California varia de los 17.8 a 20.5 T en
condiciones de la época fria (noviembre a mayo) y durante condiciones calidas
(julio a octubre) 26.3TC (Hidalgo-Gonzélez & Alvare z-Borrego, 2001). Las
condiciones de mezcla de la columna de agua, prevalecientes durante los
periodos de muestreo del presente estudio, podrian haber influido en que la
temperatura no presentara una correlacion positiva y significativa con la actividad
de SOD y GPx en M. austera y M. fruticosa. Bajo condiciones de mezcla en el
hébitat litoral (<30 m) es posible que otras especies de abanicos de mar pueden
tener una respuesta similar a la presentada en las tres especies observadas en el

presente estudio.

Se exploraron las posibles relaciones de la concentracion de TBARS con la
actividad de las enzimas antioxidantes en funcion de las variables ambientales
para las tres especies de abanicos de mar analizadas. Para L. rigida las
concentraciones de TBARS se correlacionaron significativa y positivamente con la
actividad de GPx, la profundidad y la temperatura, y negativamente con la
salinidad. Esto podria contribuir a explicar que las concentraciones de TBARS en
septiembre 2013 en San Rafaelito fueron mas altas que en Los Islotes, en donde

la actividad de GPx podria haber contribuido a evitar el dafio oxidativo. Las
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condiciones de la época calida como temperatura, y posiblemente la disponibilidad
de oxigeno y radiacion UV, pueden sugerir un mayor requerimiento de oxigeno,
como se ha observado en otros invertebrados (Portner, 2001) y pueden influir en
los concentraciones de TBARS vy la actividad de GPx observada en L. rigida
durante la temporada de septiembre 2013 en San Rafaelito. Para M. austera los
GLM mostraron que las concentraciones de TBARS estuvieron negativamente
correlacionadas con la actividad de SOD. Para esta especie se reportaron los
valores mas altos de TBARS durante marzo y mayo 2014 en los tres sitios de
muestreo. En Los Islotes y Punta Lobos se observé la menor actividad de SOD
durante las tres temporadas. Ello sugiere que la actividad de SOD en estos sitios

no fue suficiente para evitar el dafio a lipidos durante marzo y mayo 2014.

Los organismos bentdnicos dependen tréficamente del plancton y materia
orgénica particulada suspendida en la columna de agua. La limitacién temporal del
alimento puede afectar los indicadores de estrés oxidativo y su tolerancia posterior
a las condiciones ambientales, o que podria inducir cambios en la composicion de
la comunidad del bentos (Ribes et al., 2003). En épocas en las que la
disponibilidad de alimento es escasa muchos organismos bentonicos disminuyen
sus tasas de alimentacién de semanas a meses; en estos casos, generalmente
también conlleva una disminucion de la tasa metabdlica (estado hipometabdlico)
como una estrategia para mantener las reservas de energia (Clarke, 1983;
Brockington & Clarke, 2001; Almeida & Di Mascio, 2011). La condicion de
inanicion tiene un efecto prooxidante debido a la inadecuada neutralizacion de las
ERO generadas por el metabolismo aerobio y la disminucion de defensas
antioxidantes (Morales et al., 2011). También, la supresion de la sintesis de
proteinas inducida por la falta de alimento necesario para mantener la
homeostasis puede disminuir la actividad de las enzimas directamente
involucradas en la neutralizacion de las ERO y en el reciclamiento de moléculas
antioxidantes como el GSH (Morales et al., 2011). En el molusco bivalvo sésil
Nacella concinna bajo condiciones de inanicién durante un mes disminuyd la
actividad de SOD en la glandula digestiva y la actividad de catalasa en las

branquias (Abele et al.,, 1998). En la Bahia de La Paz existe una época calida
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(junio a septiembre) con temperaturas superficiales generalmente mayores a 23T
cuando la capa de mezcla es estrecha debido a una termoclina poco profunda
(<20 m); bajo estas condiciones la columna de agua se encuentra estratificada, lo
cual propicia que las concentraciones de los nutrientes y la clorofila a sean bajas
(Verdugo-Diaz, 2004). La temperatura en septiembre 2013 fue >28T; en esta
época, la columna de agua permanecid6 mezclada. La baja disponibilidad de
alimento durante la época calida (junio a septiembre) podria ser uno de los
factores que, en conjunto con la temperatura, afectan la actividad de las enzimas
antioxidantes SOD y GPx en las tres especies de abanicos de mar azooxantelados

de los arrecifes rocosos de la Bahia de la Bahia de La Paz.

En el Mar Mediterraneo las maximas temperaturas y la menor disponibilidad
de alimento se presentan durante el verano (julio-octubre); estas condiciones
pueden ocasionar inanicion y consecuentemente, un decaimiento de la actividad
metabdlica en las colonias de tres especies de abanicos de mar no simbioticos
(Eunicella cavolinii, Paramuricea clavata y Corallium rubrum) y simbidticos
(Eunicella singularis) (Rossi et al., 2006; Previati et al., 2010). En la Bahia de La
Paz existen dos épocas estacionales de productividad primaria, una de alta
productividad (entre marzo y agosto) y otra de baja productividad (septiembre-
febrero), dependiendo de la penetracion de luz y de la estratificacion de la
columna de agua que permita la disponibilidad de nutrientes (Cervantes-Duarte et
al., 2005). Ademas, la presencia de un giro ciclénico semipermanente en la
porcion profunda de la Bahia de La Paz ocasiona que las concentraciones de
clorofila a sean mayores en mayo (Coria-Monter et al., 2014). Las condiciones de
la época fria (diciembre-abril) y de transicion (mayo-agosto) propician un intenso
recambio diario de agua por corrientes de marea en la boca principal de la Bahia y
el canal de San Lorenzo favorecido por la influencia de vientos locales que causan
dos picos de biomasa zooplancténica durante febrero y mayo, seguidos de una
disminucion hasta el mes agosto (De Silva-Davila, 1997). Todo lo anterior sugiere
un incremento en el flujo vertical de materia organica y detritus en mayo que

puede relacionarse con el incremento de la actividad de las enzimas antioxidantes,
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particularmente para las especies que se encuentran en los estratos mas

profundos (M. austera y M. fruticosa).

Al suroeste del Golfo de California se ha propuesto una distribucion vertical
marcada por el contraste entre las especies de afinidad tropical-subtropical y
templado-frio (Sdnchez-Ortiz, 2010). Dentro de la zona superficial se sugieren dos
subzonas, una subzona superficial somera (0-50 m) y otra subzona superficial
intermedia (50-200 m), ambas conectadas por la presencia de familias o géneros
ecologicamente y filogenéticamente relacionados, lo cual contrasta con el patrén
encontrado en las zonas profundas (200-400m) donde los grupos son de diferente
grupo filogenético (Sanchez-Ortiz, 2010). Es posible que lo anterior contribuya a
explicar la carencia de diferencias interespecificas en los resultados ya que las
especies estudiadas se localizan en la subzona superficial somera con
caracteristicas oceanograficas similares, por lo cual estarian respondiendo de
manera similar estando filogenéticamente relacionadas. Sin embargo, se requieren
mas estudios de la fisiologia de las especies de abanicos de mar distribuidas en
diferentes zonas batimétricas incluyendo la comparacion entre las especies mas
someras y las mas profundas, asi como entre especies con diferente origen

filogenético.

Este estudio provee un primer precedente de la respuesta fisioldgica de tres
especies de abanicos de mar azooxantelados ante cambios en la temperatura a
escala estacional. En este estudio se descarto la hipétesis originalmente planteada
gue los cambios de temperatura estacional pudieran influir en la variacion de las
enzimas antioxidantes a lo largo del perfil batimétrico. Debido a que prevalecieron
condiciones de mezcla en la columna de agua (<30 m de profundidad) en todas
las épocas y tres sitios de muestreos no se detectaron diferencias interespecificas
significativas. Es posible que las variaciones intraespecificas observadas en el
presente estudio, reflejen las distintas tolerancias térmicas resultado de la filogenia
y distribucién biogeografica y batimétrica para las dos especies del género
Muricea (subtropicales) y L. rigida (tropical y de aguas someras). Se requieren

mas estudios experimentales, en laboratorio y campo, para definir la tolerancia
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térmica, asi como la influencia de los cambios estacionales en la productividad

primaria (como indicador de alimento) en el metabolismo de los abanicos de mar.
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1)

2)

3)

4)

CONCLUSIONES

No se detectaron diferencias interespecificas en la actividad de las enzimas
antioxidantes SOD y GPx de los abanicos de mar L. rigida, M. austera y M.
fruticosa entre las temporadas, sitios y profundidades de muestreo. Ello
sugiere que las tres especies responden de manera semejante a las
mismas condiciones ambientales en los arrecifes rocosos.

La actividad de las enzimas SOD y GPx en L. rigida mostr6é variabilidad
intraespecifica, siendo mayor durante las temporadas célidas (septiembre)
y en M. austera y M. fruticosa durante la época de transicion fria-calida
(mayo) en comparacion con la época fria (marzo). Estas variaciones
posiblemente fueron asociadas con un incremento en la temperatura y
radiacion UV para L. rigida y un incremento en la disponibilidad de alimento
en las especies del género Muricea que puede resultar en una mayor tasa
metabdlica propiciando mayor actividad de las enzimas antioxidantes.

Las tres especies de abanicos de mar azooxantelados recolectados en la
Bahia de La Paz tuvieron concentraciones de GSH-Eq por debajo del nivel
de deteccion del método espectrofotométrico (nmol) confirmando que estas
especies tienen bajas concentraciones de GSH como se ha reportado en
otros cnidarios.

El dafio oxidativo (TBARS) fue significativamente mayor en Muricea austera
gue en Muricea fruticosa y Leptogorgia rigida sugiriendo diferencias
interespecificas con un posible incremento de la tasa metabdlica en la

época de mayor disponibilidad de alimento (marzo y mayo 2014).
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Anexo 1. Valores de mediana y percentiles (25% y 75%) de peroxidaciéon de lipidos (TBARS, nmol TBARS mg™
proteina), actividad de las enzimas glutatién peroxidasa (GPx, U GPx mg™ proteina) y superéxido dismutasa (SOD, U
SOD mg™* proteina) durante la temporada de septiembre 2013 en tres especies de abanicos de mar (Leptogorgia
rigida, Muricea austera y Muricea fruticosa) y en tres localidades de muestreo (Los Islotes, Punta Lobos y San

Rafaelito) de la Bahia de La Paz.

TBARS GPx SOD
Temporada Especie Localidad nmol TBARS U GPx U SOD
mg ™ proteina mg ™ proteina mg ™ proteina
L. rigida LI 0.760+£0.507,1.916 1.690+0.091,1.800 6.640+£2.737,76.530
M. austera LI 4.320+0.399,22.433 5.400+2.966,5.527 214.240+48.741,279.548
M. fruticosa LI 4.600£1.308,24.190 5.070+4.316,5.789 29.110+£11.692,51.105
septiembre L. rigida PL 2.780+2.694,5.487 2.520+1.790,3.569 22.520+8.777,58.168
2013 M. au;tera PL 25.670+21.379,31.627  3.750+3.458,4.343 157.430+91.899,244.659
M. fruticosa PL 2.220+1.341,6.983 1.620+1.066,2.488 20.690+£18.460,29.791
L. rigida SR 12.940+5.913,37.384 4.570+1.884,5.378  437.800x254.735,937.497
M. austera SR 17.010+10.289,85.246  6.700+4.954,7.560 246.630+71.479,323.828
M. fruticosa SR 11.650+ND 3.370xND 493.120+ND

mediana+25%,75% percentil, ND=no hay datos, LI=Los Islotes, PL=Punta Lobos, SR=San Rafaelito
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Anexo 2. Valores de mediana y percentiles (25% y 75%) de peroxidaciéon de lipidos (TBARS, nmol TBARS mg™
proteina), actividad de las enzimas glutatién peroxidasa (GPx, U GPx mg™ proteina) y superéxido dismutasa (SOD, U
SOD mg™ proteina) durante la temporada de marzo 2014 en tres especies de abanicos de mar (Leptogorgia rigida,
Muricea austera y Muricea fruticosa) y en tres localidades de muestreo (Los Islotes, Punta Lobos y San Rafaelito) de la
Bahia de La Paz.

TBARS GPx SOD
Temporada Especie Localidad nmol TBARS U GPx U SOD
mg ™ proteina mg ™ proteina mg ™ proteina

L. rigida LI 4.680+1.597, 5.582 1.520+0.850,2.796 93.760+66.355, 130.565

M. austera LI 17.850+£17.163, 23.761 2.460%1.341, 2.970 59.220+44.392, 76.402

M. fruticosa LI 4.160£2.207, 4.265 3.820+3.174, 4.159 382.040+90.843, 592.389

marzo L. rigida PL 5.120+4.358, 6.290 1.660+1.016, 2.639 205.230+13.831, 235.686
2014 M. augtera PL 26.870£26.499, 29.584 1.430+1.238,2.301  207.750+183.055, 562.932
M. fruticosa PL 3.810+3.568, 4.453 3.010£1.576, 3.213 98.510+38.896, 243.045
L. rigida SR 7.480+£5.472, 13.652 1.670+£0.948, 2.181 156.130£152.538, 511.938
M. austera SR 28.590+13.663, 41.839 1.610+1.530, 1.626  275.830+155.024, 301.732
M. fruticosa SR 6.630+4.179, 13.015 0.770+0.582, 1.490 384.010+237.025, 649.856

mediana+25%,75% percentil, LI=Los Islotes, PL=Punta Lobos, SR=San Rafaelito
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Anexo 3. Valores de mediana y percentiles (25% y 75%) de peroxidacién de lipidos (TBARS, nmol TBARS mg™
proteina), actividad de las enzimas glutatién peroxidasa (GPx, U GPx mg™ proteina) y superéxido dismutasa (SOD, U
SOD mg™* proteina) durante la temporada de mayo 2014 en tres especies de abanicos de mar (Leptogorgia rigida,
Muricea austera y Muricea fruticosa) y en tres localidades de muestreo (Los Islotes, Punta Lobos y San Rafaelito) de la

Bahia de La Paz.

TBARS GPx SOD
Temporada Especie Localidad nmol TBARS U GPx U SOD
mg™ proteina mg™ proteina mg ™ proteina

L. rigida LI 7.670+6.824, 8.510 1.300+0.544, 1.385 833.220+671.928, 1113.829

M. austera LI 24.270+19.144, 36.285  2.440+1.833, 3.678 218.050+172.041, 784.431
M. fruticosa LI 4.470+1.870, 8.942 4.310+2.011, 6.326 274.620+179.489, 1312.321

marzo L. rigida PL 4.020+3.374, 5.866 1.710+1.335, 2.408 135.390+64.266, 180.067
2014 M. austera PL 32.830+15.975, 86.103  2.310+2.202, 2.649 170.250+108.339, 301.238
M. fruticosa PL 0.860+0.764, 6.810 2.310+1.925, 3.763 297.080+102.633, 389.662

L. rigida SR 2.080+1.850, 5.717 1.360+1.205, 1.404 152.630+93.640, 741.840

M. austera SR 46.650+11.627, 89.899 27.360+5.680, 42.541 814.530+28.437, 1300.323
M. fruticosa SR 20.240+16.218, 22.610 15.070+7.773, 24.930 839.620+507.172, 1357.061

mediana+25%,75% percentil, LI=Los Islotes, PL=Punta Lobos, SR=San Rafaelito

81



