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1. Resumen

El cambio climatico, atribuido principalmente a la actividad humana, ha desencadenado
alteraciones en la dindmica del clima, resultando en una mayor frecuencia de eventos de
temperaturas extremas que afectan de manera notable a los ecosistemas marinos en todo el
mundo. Frente a este cambio, los estudios sobre la composicion lipidica de los organismos
marinos han ganado protagonismo como herramienta fundamental para comprender tanto las
alteraciones actuales como las futuras en dichos ecosistemas. El objetivo principal del presente
estudio ha sido evaluar los efectos de un evento de subida de la temperatura (heatwave) en la
composicion de lipido total (LT) y 4cidos grasos (AG) de colonias del coral Oculina sp. Los
resultados obtenidos no mostraron diferencias significativas en el contenido de LT. Sin
embargo, si se registraron diferencias en el contenido de cenizas y de ciertos acidos grasos
(AG), destacando variaciones en AG de gran relevancia fisiolégica como el acido
eicosapentaenoico (EPA, 20:5n-3) y el dcido docosahexaenoico (DHA, 22:6n-3) que pueden
tener importantes consecuencias tanto en el propio organismo como en toda la cadena trofica

marina.

Palabras clave: Oculina sp., Acidos grasos, Aumento de la temperatura

1. Abstract

Climate change, mainly attributed to human activity, has caused alterations in climate
dynamics, resulting in a higher frequency of extreme temperature events that significantly
affect marine ecosystems worldwide. In the face of this change, studies on the lipid
composition of marine organisms have gained prominence as a fundamental tool for
understanding actual and future alterations in these ecosystems. The main objective of the
present study was of evaluate the effects of a heatwave event on the total lipid (TL) content
and fatty acid (FA) composition of colonies of the coral Oculina sp. The results obtained
showed no significant differences in LT content. However, there were differences in ash
content and certain fatty acids (FA), highlighting variations in FA of great physiological
relevance such as eicosapentaenoic acid (EPA, 20:5n-3) and docosahexaenoic acid (DHA,
22:6n-3), which can have important consequences in the organism and in the entire marine

food chain.
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2. Introduccion

El clima ha experimentado fluctuaciones significativas que han tenido un impacto directo
en la especiacion y la distribucion de los organismos. Sin embargo, a partir del siglo XX, las
alteraciones en las condiciones climaticas han adquirido mayor frecuencia y gravedad. Durante
miles de afios previos a la revolucion industrial, las concentraciones atmosféricas de didoxido
de carbono (CO2) oscilaban entre 200 y 280 partes por millén (ppm), pero desde esta
revolucion, las concentraciones de CO; han aumentado hasta 387 ppm debido principalmente

a las actividades industriales y agricolas (Feely et al., 2009; Sabine et al., 2004).

Estas altas concentraciones de CO; son atenuadas hasta cierto punto gracias a la
capacidad que tienen los océanos para actuar como sumideros de este gas, absorbiendo
practicamente un tercio de las emisiones antropogénicas de dioxido de carbono (Sabine &
Feely, 2007). Dicho proceso es conocido como acidificacion ocednica "OA” (del inglés Ocean
Acidification) (Gattuso & Hansson, 2011). E1 CO; presente en la atmosfera reacciona con el
agua del mar formando acido carbonico (H2CO3), disociandose posteriormente en hidrogeno
(H") y bicarbonato (HCOs3"). A su vez, gran parte del hidrogeno formado reacciona con el
carbonato célcico (CaCO3) presente en el medio, produciendo mas iones bicarbonato. Todo
esto conlleva a una disminucion de las concentraciones de CO3* y una disminucion del pH

debido al aumento de iones hidrogeno (1) (Doney et al., 2009).
(1) €0, (atmos) 2 CO, (aq) + H,0 2 H,CO0; 2 H* + HCO;~ 2 2H* + C03*~

Desde la etapa preindustrial se ha producido un descenso de 0,1 unidades de pH a nivel
global, y se estima que para finales de siglo haya una disminucion de 0,3-0,4 unidades mas
(Orr et al., 2005). Las altas concentraciones de CO: en la atmosfera también han provocado
que los océanos sean capaces de captar el calor atmosférico, produciendo un aumento de la
temperatura en la capa superficial conocida como "SST" (del inglés Sea Surface Temperature)
(Masson-Delmotte et al., 2021). Desde el afio 1872 hasta aproximadamente el afio 2010 se ha
observado un aumento de SST de aproximadamente 0,59°C en todo el océano (Roemmich et
al., 2012). Este acontecimiento ha provocado que numerosos investigadores se centren en la
toma de datos para asi obtener modelos de concentraciones de gases invernadero emitidos en
el futuro o "RCPs’ (del inglés Representative Concentration Pathways). A partir de los datos
recogidos se establecen cuatro escenarios descritos en el informe del Grupo Intergubernamental

de Expertos sobre Cambio Climatico (IPCC). Por ejemplo, para 2100 el escenario mas leve



(RCP2.6) prevé un aumento de 1°C de la SST, mientras que el escenario mas severo (RCP8.5)

prevé hasta un aumento de mas de 3°C (Figura 1) (Collins et al., 2013).
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Figura 1. Modelo extraido de IPCC 2013 sobre la prediccion de la temperatura anual media en los océanos para
2081-2100 bajo los escenarios RCP2.6 (izquierda), RCP4.5 (centro) y RCP8.5 (derecha).

Bajo estas nuevas condiciones cada vez mas frecuentes, se han observado cambios en
areas de distribucion, fenologia y genética de las especies (Parmesan, 2006). Entre los
organismos mas vulnerables a estos cambios se encuentran los arrecifes de coral debido a su
alta sensibilidad térmica (Veron, 1995). Sin embargo, aunque son bastante sensibles a los
cambios de temperatura, se han registrado especies invasoras de corales en distintas partes del

mundo (Figueira et al., 2004).

En noviembre de 2016 se registra por primera vez en las Islas Canarias la presencia del
género Oculina, concretamente en el puerto de Las Palmas de Gran Canaria (Brito et al., 2017).
Este género fue descrito por primera vez en 1908 en la costa sureste de América del Norte,
donde se clasifico como una nueva variedad (variedad patagonica) de Oculina mississippiensis,
una especie fosil de América del norte (De Angelis, 1908). Hasta hace un par de décadas, su
distribucion se habia centrado en América y Africa Occidental (Gravier, 1909), pero en 1966
se citd por primera vez en aguas del Mar Mediterraneo, concretamente en el puerto de Savona,
Italia. A partir de entonces se han ido reportando nuevos avistamientos a lo largo de todo el
Mediterrdneo debido muy probablemente al intenso trafico maritimo intramediterraneo,
llegando a establecer poblaciones estables en Espafa, Grecia e Israel (Schwindt et al., 2014;
Zibrowius, 1992). En la actualidad, la presencia de este género se ha expandido hasta el puerto
de Santa Cruz de Tenerife. Este fendmeno probablemente se debe al intenso trafico de
plataformas petroliferas que caracteriza a este puerto, asi como al de Gran Canaria.
Deduciendo, por tanto, que la introduccion ha ocurrido mediante barcos mercantes, dado que
en Canarias solo se encuentra en los dos puertos principales (Brito et al., 2017; Lopez et al.,

2019).



La rapida expansion que ha tenido Oculina sp. se debe principalmente a los ventajosos
métodos de dispersion que presenta. Su reproduccion puede ser tanto asexual mediante la
expulsion de polipos, como sexual mediante la liberacion de gonadas cuando las colonias son
pequenias. Ademas, presentan la capacidad de crecer y reproducirse ante unas amplias

variaciones de temperatura, salinidad, radiacion ultravioleta y turbidez (Serrano et al., 2013).

Oculina sp. se clasifica como un coral escleractinio, que se caracteriza por presentar un
esqueleto calcéareo solido llamado coenosteum recubriendo los tejidos vivos (Figura 2 A-B)
(Daly et al., 2006). Estos tejidos estdn completamente inmersos en el coenosteum, de forma
que el borde superior de sus septos apenas sobrepasa esta estructura. En cuanto a su estructura
interna, la boca del pdlipo suele presentar un color amarillo-naranja y tiene una forma de
hendidura transversal, mientras que los tentaculos suelen presentar un color azul grisaceo,
presentando ademés numerosos puntos blancos que corresponden a concentraciones de
nematocistos. Todos los tejidos estan rellenos de simbiontes del grupo dinozooxanthellae, estas
zooxantelas son las responsables de la coloracion rojo-parda que presenta finalmente la colonia

(Figura 2.C-D) (Zibrowius, 1980).

Figura 2. Oculina sp. (A) Muestra de una colonia del mediterraneo donde se puede observar la variabilidad de
las hendiduras (Zibrowius, 1980). (B) Esqueleto calcareo de una colonia. (C) Colonia de Las Alcaravaneras (Las
Palmas de Gran Canaria). (D) Mayor detalle de una colonia de Las Alcaravaneras (Brito et al., 2017).

Las zooxantelas aportan hasta el 95% de sus productos fotosintéticos (glucosa,
aminoacidos, lipidos) al huésped, siendo por tanto cruciales para el crecimiento del coral
(Muscatine et al., 1981). Sin embargo, esta simbiosis se puede ver afectada por variables
ambientales, donde un aumento de la temperatura del mar podria causar la inhibicion de la

calcificacion del coral (Marshall & Clode, 2004).



Aungque por lo general Oculina sp. presenta zooxantelas, se trata de un coral zooxantelado
facultativo, ante situaciones de estrés puede romper la relacion simbidtica y sobrevivir sin
zooxantelas hasta que las condiciones vuelvan a ser Optimas. Esta falta de dependencia permite
que sean madas selectivos en sus asociaciones, siendo la asociacion méas comun con
Symbiodinium tipo B2. Estudios fisioldgicos sugieren que el tipo B2 es capaz de soportar una
amplia gama de temperaturas, siendo incluso resistente a la exposicion a corto plazo a

temperaturas elevadas, ofreciéndole una gran ventaja frente a otras especies (Leydet, 2016).

No obstante, aunque tengan la capacidad de prescindir de las zooxantelas ante situaciones
de estrés, siguen presentando vulnerabilidad a la subida de temperatura. Durante las ultimas
décadas, ha aumentado la prevalencia y la gravedad de los brotes de enfermedades en los
corales. Aunque se desconoce la mayoria de patdogenos responsables de estas enfermedades, se
han identificado varios agentes pertenecientes a la familia Vibrionaceae (Kushmaro et al.,
1996; Mills et al., 2013). Este patdogeno penetra en el coral y se multiplica, produce una toxina
que se une a las membranas de las zooxantelas formando un canal que permite que el amoniaco
pase rapidamente, destruyendo asi el gradiente de pH a través de la membrana y bloqueando la
fotosintesis del coral, provocando finalmente su blanqueamiento. Esta toxina se produce en
niveles mucho mas altos a 28°C que a 16°C, aumentando por tanto las probabilidades de

blanqueamiento a altas temperaturas (Banin et al., 2000, 2001).

Desde inicios de la década de 1980 los fendmenos de blanqueamiento han aumentado en
extension y frecuencia. Uno de los ejemplos mds claros es el blanqueamiento masivo que hubo
después de El Niflo en 1998, donde las temperaturas superficiales estuvieron mas de 0,9°C por
encima de lo normal en el mes mas céalido (Goreau et al., 2000). En Canarias, las aguas llevan
mas de un afio sufriendo una ola de calor. Asi, en el afio 2023 los termdémetros marcaron una
temperatura minima de 19,4°C y casi 27°C de maxima, lo que supone dos grados por encima

del valor maximo observado en afios anteriores.

Conociendo los problemas a los que se enfrentan estos ecosistemas marinos, surge la
necesidad de estudiar como serd su desarrollo bajo estas condiciones. Han sido ya varias las
investigaciones que han estudiado las tasas de crecimiento y calcificacion bajo estos nuevos
escenarios (Cohen et al., 2017). Sin embargo, aunque hay una amplia variedad de metodologia
para estudiar el crecimiento y desarrollo de los corales, el estudio de su fisiologia y mas
precisamente de su perfil lipidico, es quizas uno de los que menos protagonismo ha tenido hasta

la fecha.



Los lipidos representan hasta el 40% de la biomasa seca del coral. Participan en gran
parte de los procesos bioquimicos y fisiologicos, permitiendo conocer el estado nutricional y
de salud del organismo a partir de cambios en la composicion de estas moléculas (Imbs et al.,
2010). También permiten conocer otras caracteristicas como gastos energéticos o estrategias
reproductivas (Imbs et al., 2021). La composicion lipidica de los corales, como organismos
politroficos, dependen de diversos factores como, las diferentes fuentes de alimento (dieta
exogena y zooxantelas), las cuales influyen significativamente en su contenido lipidico,
ademas, de las condiciones ambientales como la exposicion a la luz, la salinidad y/o la
temperatura. Diversos estudios, relatan que el estrés térmico aumenta el proceso de
peroxidacion lipidica, donde los acidos grasos poliinsaturados (PUFA, del inglés
Polyunsaturated Fatty Acids), que contienen dos o mas insaturaciones, son los objetivos
principales los &cidos grasos saturados (SFA, del inglés Saturated Fatty Acids), sin dobles
enlaces o insaturaciones en su cadena hidrocarbonada, parecen ser resistentes (Lesser, 1997,
Wada et al., 1994). Los PUFA estan estrechamente relacionados con la estructura de la
membrana celular, asi como con su proteccion frente a ataques oxidativos, siendo ademas los
responsables en gran parte de su fluidez (Tocher, 2003). Como resultado, las proporciones de
PUFA en el total de acidos grasos (AG) de los corales estresados deben ser bajas para preservar
la integridad de la membrana huésped frente al aumento de las temperaturas. A su vez, la
presencia de PUFA de la serie omega-3 (n-3 PUFA) estd asociada con una mejora en la
estabilidad de las membranas celulares ante variaciones en la temperatura del agua de mar (Hall

et al., 2000).

La exposicion a altas temperaturas induce el deterioro de la maquinaria fotosintética de
los simbiontes (Jones et al., 1998; Warner et al., 1999). Los contenidos de lipidos y de AG en
los corales estan directamente relacionados con la fotosintesis (Oku et al., 2003) por lo que, la
pérdida de la funcidn fotosintética inducida térmicamente en el simbionte podria afectar al
metabolismo de los AG, provocando cambios en su perfil y reduciendo la produccién lipidica
(Diaz-Almeyda et al., 2011; Yamashiro et al., 2005). Ademas, existen PUFA especificos en los
corales duros, en particular 18:3n-6 y 18:4n-3, que son biomarcadores de zooxantelas,
pudiendo establecer por tanto una relacion entre el estrés térmico que sufre el organismo y la
cantidad existente de estos AG (Imbs et al., 2010). En el caso de Oculina sp., a pesar de que su
distribucion abarca amplios rangos de temperatura, resulta de gran dificultad encontrar estudios
sobre su perfil lipidico, ya que la mayoria de investigaciones se han centrado en la relacion

simbidtica o los patdgenos a los que se enfrenta.



3. Objetivos

El objetivo del presente estudio es determinar el efecto de una ola de calor (aumento de
la temperatura del agua por un determinado periodo de tiempo) en el perfil de AG de colonias
de Oculina sp. Con ello, se intentard determinar la relacion existente entre la temperatura y el
perfil lipidico de este coral para asi completar la escasa informacioén existente sobre su
composicion lipidica. Este enfoque también permitira comprender mejor la respuesta
fisiologica de estos organismos al cambio climatico y evaluar su capacidad de adaptacion,
proporcionando valiosa informacion para el desarrollo de estrategias de conservacion y manejo

de estos ecosistemas marinos.

4. Material y métodos

4.1 Disefo experimental

El presente estudio se realiz6 en el marco del proyecto ThinkInAzul (financiado por la
Unioén Europea, Programa de Recuperacion y Resiliencia (Next Generation EU) y el Gobierno
de Canarias (Consejeria de Economia, Conocimiento y Empleo)), estando encuadrado dentro
de un experimento mas amplio, donde se han realizado estudios ecofisiologicos y de
metabarcoding de zooxantelas, cuyos resultados seran incluidos en el Trabajo de Fin de Grado

de Xavi Alonso Bonfill (Universidad de Barcelona).

Para poder llevar a cabo este estudio fue necesaria la recoleccion de varias colonias de
Oculina sp. Los ejemplares fueron recogidos por la Dra. Adriana Rodriguez (investigadora del
Grupo de Investigacion BIOECOMAC, Biodiversidad, Ecologia Marina y Conservacion de la
ULL) y su equipo de trabajo, el dia 18 de enero de 2024 en el puerto de Santa Cruz de Tenerife
(28° 27" 37"N, 16° 14’ 47"0). Dicha recoleccion se realizé en un mismo punto, a la misma
profundidad y orientacion, con el objetivo de minimizar las variaciones entre las colonias
recolectadas. Ademas, se registraron los datos de temperatura para mantener esas condiciones
durante el posterior periodo de aclimatacion de los ejemplares experimentales. Los individuos
recolectados fueron trasladados al Laboratorio Himedo del Departamento de Biologia Animal,
Edafologia y Geologia de la Universidad de La Laguna. Una vez examinadas las colonias
recogidas, se seleccionaron nueve, las cuales fueron fragmentadas en trozos mas pequefios. Un
fragmento de cada colonia (n=9) se conservé a -80°C hasta su posterior andlisis lipidico

(Muestra Inicial — TO). Los demés fragmentos fueron fijados a FRAGS para colonias


https://portalciencia.ull.es/grupos/35875/detalle

debidamente numerados y colocados en un total de nueve acuarios (6 fragmentos de una misma
colonia por acuario), donde en cada grupo de tres acuarios se aplico un tratamiento diferente.
De esta forma, habia tres tratamientos con tres replicas (n=3): Temperatura control 20°C
(acuarios 1, 2 y 3); Temperatura alta 26°C (acuarios 4, 5 y 6) y Temperatura muy alta 28°C
(acuarios 7, 8 y 9).

Una vez distribuidos los FRAGS en los acuarios, se inici6 el periodo de aclimatacion
de 7 dias (del 18 al 24 enero), en los cuales todos los acuarios se encontraban a una temperatura
de 20°C. Posteriormente, se inici6 la rampa de temperatura, donde se subid la temperatura
gradualmente durante 8 dias (24 de enero a 1 de febrero) hasta llegar a 26° (tratamiento de
temperatura alta; n=3) y 28° (tratamiento de temperatura muy alta; n=3). Una vez alcanzadas
las temperaturas pretendidas, estas se mantuvieron durante 19 dias (1 a 19 de febrero).
Trascurridos los 19 dias, se retir6 un FRAG de cada acuario (n=3 por tratamiento) y el
fragmento de Oculina sp. correspondiente se conservd a -80°C para su posterior analisis
(Muestras T1; n=3). A continuacidn, se inici6 el proceso de bajada de temperatura, el cual se
llevé a cabo gradualmente durante 10 dias (19 a 29 de febrero) hasta llegar a alcanzar la
temperatura inicial de 20°C, momento en el cual se retiré otro FRAG de cada acuario (n=3 por

tratamiento) que correspondia con las muestras finales (T2) del experimento.
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Figura 3. Ilustracion grafica de las rampas de temperatura del presente experimento



Durante el experimento, las colonias fueron alimentadas tres veces por semana con una
mezcla de fitoplancton y zooplancton seco triturado, cuyo el perfil de AG se puede ver en la

tabla 1.

Tabla 1. Contenido lipidico (% DW) y perfil de acidos grasos (% del total de acidos
grasos) del alimento de Oculina sp.

Acido graso

LT 5,14+0,19
14:0 423 +0,02
15:0 4,29 + 0,04
16:0 23,78 £ 0,16
17:0 4,35+0,08
18:0 10,19 £ 0,13
19:0 0,62 + 0,01
20:0 0,68 £ 0,00
22:0 0,54 + 0,00
24:0 0,29 + 0,01
> SFA 48,97 £ 0,45
16:1n-9 0,30+ 0,01
16:1n-7 6,16 + 0,06
16:1n-5 0,13+0,19
17:1n-7 4,65+ 0,05
18:1n-9 12,50 £ 0,15
18:1n-7 6,89 + 0,08
18:1n-5 0,31+ 0,00
20:1n-9 0,63 = 0,00
20:1n-7 1,33+ 0,10
> MUFA 32,9+ 0,69
16:4n-1 1,33+ 0,02
16:2n-4 0,47 + 0,01
18:2n-6 (LA) 6,69+ 0,17
20:2n-6 0,14+ 0,20
20:4n-6 (ARA) 0,67 + 0,04
n-6 PUFA 7,50+ 0,41
)
18:3n-3 (ALA) 0,46 + 0,01
18:4n-3 0,40 + 0,03
20:5n-3 (EPA) 3,48 £ 0,24
22:6n-3 (DHA) 1,06 £ 0,13
n-3 PUFA 5,39 £0,40
)
> PUFA 14,69 + 0,90
Desconocido 3,43 +0,01

Los resultados se presentan como media + desviacion estandar (n=2). SFA, acidos grasos
saturados; MUFA, acidos grasos monoinsaturados; PUFA, 4cidos grasos poliinsaturados;
n-6, serie Omega-6; n-3, seric Omega-3.



4.2 Extraccion lipidica

Todas las determinaciones analiticas del presente estudio fueron llevadas a cabo en los
laboratorios del grupo de investigacion NUTRAHLIPIDS (Fisiologia de los lipidos y sus
derivados en la nutricion animal y humana).

Debido al esqueleto calcareo solido que recubre el pdlipo del género Oculina sp., se
propusieron dos métodos de extraccion lipidica, ambos basados en la metodologia de Folch et
al. (1957), descrita en Christie (2003).

- Método 1: en este procedimiento, el fragmento de coral (polipos + estructura de
carbonato célcico) previamente limpio raspando la parte inferior del mismo con un objecto
afilado para eliminar la presencia de otros organismos, fue molido en un mortero hasta obtener
trozos muy pequefios, con aspecto arenoso (ver Figura 4). Se pes6 1 g de muestra triturada en
un tubo de ensayo esmerilado (Tubo 1) al cual se afiadié 10 ml de cloroformo:metanol
(CL:MET, 2:1 v/v) y se homogeneiz6 en un homogeneizador (Virtishear homogenizer, Virtis
Company, NY, USA). El solvente se vertié a un nuevo tubo esmerilado (Tubo 2) a través de
un filtro (Filter-Lab, Barcelona, Espafia) previamente lavado con 1 ml de CL:MET, para
eliminar la parte solida de la muestra. Se afiadi6 2,5 ml de cloruro potésico (KCl) al 0,88%
(p/v) y se agito fuertemente en vortex, de forma que el CL:MET pudiera extraer las sustancias
liposolubles y el KCl aumentara la tension superficial entre las fases a separar, arrastrando a la
fraccion acuosa, parte del metanol y la materia hidrosoluble. Posteriormente, se centrifugo6 a
1500 rpm durante 5 minutos a 4°C y se recuper? la fase inferior (fase organica que contiene el
extracto lipidico) con una pipeta Pasteur pasandola a un tercer tubo (Tubo 3). A continuacion,
se evaporo6 el solvente organico bajo atmosfera de nitrogeno. Una vez totalmente evaporado el
solvente, el extracto fue trasvasado a un vial previamente pesado mediante 1 ml de CL:MET
(de tres lavados), evaporando una vez mas el solvente bajo atmosfera de nitrogeno, hasta que
solo quedara el extracto de lipido. Una vez evaporado, se mantuvo el vial en un desecador, en
vacio y en oscuridad durante 12 horas. Pasado este tiempo, se peso el vial, y por diferencia de
pesada se calcul6 el valor de lipido total de cada muestra. Finalmente, el extracto de lipido (LT,
lipido total) se resuspendié en CL:MET (2:1, v/v) a una concentracién de 10 mg/ml con 0,01%
de butilhidroxitolueno (BHT) como antioxidante, y se guard6 en atmosfera de nitrégeno a -
20°C hasta su posterior analisis.

- Método 2: este procedimiento se disefi6 para simplificar el proceso de extraccion de
los lipidos, en base a la alta capacidad del cloroformo como solvente organico. Una vez limpios

los fragmentos de Oculina sp. de la posible contaminacion por otros organismos en la parte
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posterior, se trocearon los mismos de manera que los trozos se pudieron introducir en los tubos
de ensayo esmerilados usados para el proceso de extraccion lipidica (Figura 4). Se peso
aproximadamente 1 g de muestra a la cual se afiadieron 8 ml de CL:MET (v/v 2:1) y se dejo
durante 24 horas en nevera. Al dia siguiente se sac6 el tubo de la nevera y se trasvaso el solvente
a un nuevo tubo esmerilado (Tubo 2) a través de un filtro previamente lavado con CL:MET
para eliminar impurezas. Posteriormente, se anadi6 2 ml de CL:MET (v/v 2:1) al tubo inicial,
se agitd fuertemente y se trasvaso al Tubo 2. Una vez obtenido todo el filtrado, se continu6 de

igual manera que en el proceso anteriormente descrito.

Figura 4. Comparativas del aspectos de las muestras con ambos métodos de
extraccion lipidica. Método 1 (derecha) y Método 2 (izquierda).

Se calcul6 el porcentaje de lipido obtenido por ambos métodos, para comparar su

eficacia. Para determinar el porcentaje de lipido en peso fresco se uso la siguiente formula:

Lipido total (mg) > « 100

% Lipido peso fresco =
masa peso fresco muestra

En ambos métodos se obtuvo un porcentaje lipidico similar, por lo que se optd por

utilizar el Método 2 en las siguientes muestras, de cara a optimizar el trabajo de laboratorio.

4.3 Determinacion de humedad y ceniza

Para la determinacién del contenido de humedad y ceniza total de las colonias de
Oculina sp., se pesaron cerca de 3 mg de muestra en un crisol de porcelana, para determinar su
porcentaje de humedad. Para ello, se determiné el peso del crisol junto con la muestra el cual

se introdujo durante 24 horas en una estufa a 100°C. Transcurrido este tiempo, se peso
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nuevamente el crisol con la muestra seca y por diferencia de pesadas se determind el porcentaje

de humedad:

(peso crisol + muestra fresca) — (peso crisol + muestra seca)
%Humedad = - - x 100
(peso crisol + muestra) — (peso crisol)

A partir de este porcentaje se obtiene el porcentaje de lipidos en peso seco, que permite
medir la cantidad de lipido en las muestras tras eliminar el contenido de agua.
lipido peso fresco

% Lipido peso seco = 100 — humedad x 100

Para determinar el contenido total de minerales, se introdujo seguidamente el crisol con
la muestra seca en el horno MUFLA (J.P. SELECTA, Barcelona, Espana), a 200°C durante 1
hora. Luego, la temperatura se increment6 a 300°C durante 45 minutos, seguido de otro
aumento a 400°C durante 30 minutos. Finalmente, se elevd a 450°C durante 24 horas. Pasado
este tiempo, las muestras se retiraron del horno y se dejaron en un desecador hasta que
alcanzaran la temperatura ambiente, procediendo a tomar su peso para determinar asi el

contenido de ceniza mediante la siguiente ecuacion:

(peso crisol + cenizas) — (peso crisol)

% Ceniza en peso fresco =
peso f (peso muestra fresca)

(peso crisol + cenizas) — (peso crisol)

% Ceniza en peso seco =
(peso muestra seca)

En este estudio, el extracto lipidico fue obtenido de la masa total de la colonia (esqueleto
calcareo + polipos + zooxantelas), debido a la dificultad de retirar los pdlipos de su estructura,
antes de iniciar el procedimiento de extraccion de los lipidos. Por ello y para normalizar los
datos, se ha tenido en cuenta el valor de materia inorgénica existente en cada muestra,
determinando el porcentaje de lipido de los polipos aplicando las siguientes ecuaciones:

(masa peso fresco muestra )x(100—% ceniza en peso fresco)
100

1* = Masa peso fresco del pblipo =

Lipido total (mg)

2* 2 % Lipido pélipo peso fresco = ( ) X 100

masa peso fresco del pdlipo

% lipido peso fresco
100—humedad

x 100

3> % Lipido péblipo peso seco =
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4.4 Determinacion del perfil de acidos grasos

Posteriormente a la extraccion, se realiz6 el proceso de transmetilacion de los lipidos.
Este proceso consiste en la rotura de los enlaces éster entre los esqueletos hidrocarbonados y
los AG, produciendo acidos grasos libres (AGL) que posteriormente se unen a un grupo metilo
(-CH3), obteniéndose asi ésteres metilicos de acidos grasos (FAMEs, del inglés Fatty Acid
Methyl Esters) que les confiere la propiedad de ser volatiles, y asi poder ser identificados y
cuantificados por cromatografia de gases. De cada muestra se transmetilé 1 mg de extracto
lipidico, al cual se le afiadi6 5% de estandar interno (19:0). Se evapord el solvente bajo
atmosfera de nitrogeno y se anadi6 1 ml de tolueno y 2 ml de acido sulfurico al 1% en metanol
(v/v) al extracto seco. Los tubos se mantuvieron durante 16 horas a 50°C en una manta
calefactora, con atmosfera de nitrogeno y en oscuridad. Trascurrido ese tiempo, se retiraron las
muestras de la manta y se dejaron enfriar. Seguidamente, se les afiadié 2 ml de bicarbonato
potasico (KHCO3) al 2% (p/v) y 5 ml de hexano:éter (1:1 v/v) (con BHT al 0,01%), se agitd en
el vortex y se centrifugaron a 1500 rpm durante 5 minutos a 4°C obteniéndose finalmente dos
fases. Se transfirio la fase superior, donde se encontraban los FAMEs a un segundo tubo y se
afiadieron 5 ml de hexano:éter 1:1 (v/v) (sin BHT) al primer tubo. Se volvio a agitar y
centrifugar, y a transvasar una vez mas la fase superior al tubo 2. De esta manera se recuperan
los FAMEs que pudieran haberse quedado sin transvasar en el primer lavado. Se evaporo el
solvente del tubo 2 (las dos fases superiores) con nitrégeno y una vez seco el extracto, se llevo
a cabo una cromatografia en capa fina (TLC, del inglés Thin Layer Chromatography) para la
purificacion de los FAMEs. Para ello, se emplearon placas de TLC de gel de silice de 20 cm x
20 cm x 0,25 cm (Macherey-Nagel, Diiren, Alemania) las cuales se marcaron previamente con
sus correspondientes margenes y zonas de carga de muestra. Ademads, en cada placa se cargd
50 pl de estandar externo de FAME para asi poder determinar su posicion en las muestras. Las
placas se desarrollaron en una cubeta que contenia hexano/éter/acido acético (90:10:1 v/v).
Una vez que el solvente llegd a la marca situada a 1 cm del borde superior, se retiraron las
placas de la cubeta y se secaron bajo campana extractora. A continuacion, se pulverizaron con
iodina (1% iodo en cloroformo) las zonas donde se encontraba el estandar externo, protegiendo
la zona de las muestras con una placa de vidrio. Ademas, también se pulverizaron las manchas
de BHT para utilizarlas como limite al rascar la silice. Una vez localizadas las zonas donde se
encontraban los ésteres metilicos de cada muestra, se raspo la silice de dicha zona recogiéndola
y vertiéndola a un nuevo tubo esmerilado. A estos tubos se les afiadié hexano:éter (2 ml con

0,01% BHT y 8 ml sin BHT) y se centrifugaron a 1500 rpm durante 5 minutos a 4°C. Se
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obtuvieron dos fases, de las cuales se recuperd la fase superior en un nuevo tubo que contenia
los FAMEs. El contenido de este nuevo tubo se evapord bajo atmosfera de nitrégeno y se
resuspendié con 900 pl de hexano, transfiriéndose a viales para ser almacenados en nevera

hasta la realizacion de la cromatografia de gases.

Finalmente, la determinacion del perfil de dcidos grasos de cada muestra se llevé a cabo
mediante un cromatdgrafo de gases (Thermo Scientific TRACE-GC Ultra, Milén, Italia) con
inyeccion en columna y detector de ionizacion de llama (FID), en una columna de silice fundida
y empleando helio como gas portador. Los resultados obtenidos en estas cromatografias se
identificaron con ayuda de un patron (aceite de pescado) y un multiestdndar comercial con

composicion y tiempos de retencion conocidos.

4.5 Analisis estadistico

Los datos de contenido lipidico, ceniza y humedad, asi como del perfil de dcidos grasos
de las colonias de Oculina sp. se reflejan como media + desviacion estandar. Los andlisis
estadisticos fueron realizados con el software IBM® SPSS Statistics version 29.0 para
Windows. Previamente a las comparaciones estadisticas, se comprobo6 la distribucion normal
de los datos mediante el test de Shapiro-Wilk y la homogeneidad de las varianzas mediante el
test de Levene. Los datos que no cumpliesen los supuestos de normalidad y homocedasticidad
se transformaron a través de la raiz cuadrada del arcoseno, la inversa o bien por el logaritmo
en base 10. Se evalu6 el efecto de la temperatura y/o el tiempo de exposicion sobre la
composicion proximal y lipidica de las colonias mediante una ANOVA de 2 vias, donde el
factor “temperatura’ y ‘tiempo” fueron tratados como factores fijos. En el caso del factor
‘temperatura” se fijaron tres niveles de variacion, nivel 20°C (Temperatura control) vs nivel
26°C (Temperatura alta) vs nivel 28°C (Temperatura muy alta). Mientras que en el factor
‘tiempo” se fijaron dos niveles, 19 dias de tratamiento (muestras T1, n=3) vs 29 dias de
tratamiento (19 dias de heatwave + 10 dias de recuperacion progresiva; muestras T2, n=3). Se
efectuaron comparaciones por parejas con ajuste de Bonferroni. El nivel de significacion se

fij6 en p<0,05.
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5. Resultados y Discusion
5.1 Perfil lipidico de Oculina sp. recogida del medio natural

Debido a la escasa informacion existente en cuanto a la composicién bioquimica de
Oculina sp., la primera parte de este trabajo se centrd en caracterizar el contenido lipidico, de
humedad y cenizas (Tabla 2), asi como el perfil de AG de los ejemplares capturados del medio

natural (Tablas 3).

Tabla 2. Contenido lipidico, de humedad y cenizas (% del peso total) de ejemplares de Oculina sp.

Lipido peso fresco (colonia) 0,22+0,11
Lipido peso seco (colonia) 0,27 +0,14
Humedad (colonia) 19,58 £5,35
Ceniza peso fresco (colonia) 76,60 + 5,24
Ceniza peso seco (colonia) 95,25+1,76
Lipido peso seco (polipos)* 6,76 £ 4,44

Los resultados se presentan como media + desviacion estandar (n=9). *, valor normalizado al
poélipo y zooxantelas, no a la colonia.

Como se menciond anteriormente, la Oculina sp. se clasifica como un coral
escleractinio, que se caracteriza por presentar un esqueleto calcareo sélido con un contenido
lipidico reducido. La ratio entre polipos y su esqueleto varia segiin el tamafio de la colonia
(Imbs & Dembitsky, 2023). Esta variacion puede ser un problema en la determinacion del
contenido lipidico de la colonia. Por ello, y de cara a normalizar los datos obtenidos, se ha
tenido en cuenta el valor de materia inorganica existente en cada muestra, para poder
determinar el LT considerando exclusivamente la biomasa de polipos + zooxantelas.
Observando los datos de ceniza obtenidos en este estudio, verificamos que la estructura
inorganica, representa mas del 75% de la composicion de la colonia, correspondiendo el 25%
restante a los organismos propiamente dichos (Tabla 2). Ademas, el peso seco de los pdlipos
corresponde a aproximadamente un 5% del peso de la colonia. En base a lo anterior, los datos
de LT en peso seco de los pdlipos fueron obtenidos teniendo en cuenta ambas consideraciones
para poder establecer su valor en la biomasa de polipos + zooxantelas (fraccion de la colonia

donde estan acumulados los lipidos).

En el presente estudio, el contenido lipidico en peso seco de la Oculina sp. recolectada
del medio natural fue de 6,76%. El contenido lipidico de los corales puede diferir enormemente

dependiendo no solo de la especie estudiada, sino también por diferentes factores como etapa
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del ciclo de desarrollo en el que se encuentre, época del afo, profundidad del hébitat,
exposicion a la luz, temperatura del agua, alimento, etc. (ver Imbs & Dembitsky, 2023). Sin
embargo, como se ha mencionado anteriormente, los individuos recolectados estaban
expuestos a condiciones ambientales similares, por lo que la alta variabilidad entre colonias

(Tabla 2) no puede atribuirse al factor ambiental.

Los tejidos de Oculina sp. estan rellenos de simbiontes del grupo dinozooxanthellae,
que aportan hasta el 95% de sus productos fotosintéticos (incluidos los lipidos) al huésped
(Muscatine et al., 1981). En este sentido, el perfil lipidico de estos organismos, deriva tanto del
tejido de los polipos (huéspedes) como de las zooxantelas (simbionte). Debido a la metodologia
aplicada para la extraccion de los lipidos, en este estudio no fue posible diferenciar el perfil del
tejido de los polipos, del perfil de las zooxantelas. Seria interesante para estudios futuros, poder
separar la biomasa de zooxantelas de las de los pdlipos para poder caracterizarlas lipidicamente

de forma independiente.
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Tabla 3. Perfil de acidos grasos (% del total de acidos grasos) de Oculina sp.

% Acidos grasos

14:0 1,62 +0,89
15:0 0,08+0,13
16:0 16,07 + 2,88
17:0 0,62 £0,25
18:0 8,83 + 1,00
20:0 0,99 +0,18
> SFA 28,46 + 2,64
16:1n-5 1,60 + 0,68
18:1n-9 6,36 £ 1,82
18:1n-7 2,40 £ 0,56
20:1n-11 1,90 + 0,66
20:1n-9 1,54+ 0,30
20:1n-7 1,88 0,33
> MUFA 18,66 + 2,68
18:2n-6 (LA) 2,72 +£0,31
18:3n-6 0,84 +0,58
20:2n-6 1,06 = 0,39
20:3n-6 1,42+ 0,93
20:4n-6 (ARA) 8,33 +£1,22
22:4n-6 591 +1,34
> n-6 PUFA 20,28 +2.,43
18:3n-3 (ALA) 0,37 £0,20
18:4n-3 3,83+£1,29
20:5n-3 (EPA) 4,50+ 1,25
22:5n-3 9,28 £2,07
22:6n-3 (DHA) 3,12+0,61
>n-3 PUFA 21,83 +3,46
> n-3 LC-PUFA 17,63 +2,59
> PUFA 42,79 + 3,92
n-3/n-6 1,10£0,17
ARA/EPA 2,19+ 1,07
DHA/EPA 0,83 +0,41
16:0 DMA 1,51 +0,49
18:0 DMA 5,46 £1,36
> DMA 6,97 +1,12
> Desconocidos 3,07+ 1,26

Los resultados se presentan como media + desviacion estandar (n=9).
SFA, 4cidos grasos saturados; MUFA, 4acidos grasos
monoinsaturados; PUFA, &cidos grasos poliinsaturados (3 o mas
dobles enlaces); n-6, seric Omega-6; n-3, seric Omega-3; LC-PUFA,
acidos grasos polinsaturados de cadena larga (20 o més atomos de
carbono y 3 o mas dobles enlaces); DMA, dimetilacetales.
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Segtin se refleja en la Tabla 3, en las colonias recolectadas del medio natural, los PUFAs
representan mas del 40% del total de AG, destacando entre los AG de la serie omega-3, el acido
docosapentaenoico (DPA, 22:5n-3), representando el 9,28% del total, seguido del acido
eicosapentaenoico (EPA, 20:5n-3), el acido estearidonico (SDA, 18:4n-3) y el acido
docosahexaenoico (DHA, 22:6n-3) (4,50, 3,83 y 3,12%, respectivamente). En cuanto a los
omega-6 PUFA, destacan el 4cido araquidonico (ARA, 20:4n-6) y el acido adrénico (22:4n-6)
con valores medios de 8,33% y 5,91% del total de AG, respectivamente. Entre los SFA, resalta
la elevada proporcion de acido palmitico (16:0), siendo el AG mas abundante en esta especie
con un 16,07% del total de AG, y el acido estedrico (18:0) con un 8,83%. Los resultados
obtenidos son consistentes con investigaciones previas en la familia Oculinidae (Imbs &
Dembitsky, 2023). Estos estudios han destacado la predominancia del 16:0, asi como de los
AG 18:4n-3, ARA, EPA, DPA y DHA, de los cuales se ha registrado un alto porcentaje en
nuestros resultados. Sin embargo, al estudiar un coral simbionte, es importante considerar que,
ademds de sus propios lipidos tisulares, también presenta lipidos caracteristicos de las

zooxantelas, que representan aproximadamente el 19% de los lipidos totales de la colonia.

5.2 Efecto de la temperatura en el contenido lipidico, ceniza y humedad de
Oculina sp.

En la figura 5 se presenta el contenido lipidico de las colonias de Oculina sp. sometidas
a diferentes temperaturas, después de “eliminada” la fraccion inorganica de las muestras, es
decir, con los datos normalizados. Aunque no se observo un efecto significativo de la
temperatura en el contenido lipidico de las colonias, si es evidente una tendencia de
acumulacion de lipido después del periodo de exposicion a temperaturas superiores al control
(26°C o 28°C; T1), seguido de una bajada, una vez alcanzada de nuevo la temperatura inicial
de 20°C (final de la ola de calor; T2). La mayoria de los estudios previos relacionados con el
efecto de la temperatura en el contenido lipidico de diferentes especies de coral, indican que el
estrés térmico tiende a producir una disminucién del mismo, resultado de la disminucién del
numero y capacidad fotosintética de las zooxantelas, fuente principal de nutrientes de los
corales zooxantelados (Imbs & Dembitsky, 2023). Sin embargo, hay que recordar que Oculina
sp. es un coral zooxantelado facultativo, capaz de sobrevivir sin zooxantelas ante situaciones
de estrés. Siendo capaz, ademads, de soportar una amplia gama de temperaturas e incluso resistir
a la exposicion a corto plazo a temperaturas elevadas (Leydet, 2016). Por otro lado, en el

presente estudio, las colonias de Oculina sp. fueron alimentadas con una mezcla de zooplancton
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triturado, aportandoles asi una fuente de nutrientes con un contenido lipidico de ~5%, lo que

podria contribuir a la preservacion del contenido lipidico de las colonias.
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Figura 5. Contenido lipidico (% DW) de pdlipos + zooxantelas (datos normalizados) de Oculina sp. sometidos

a diferentes temperaturas. Los resultados se presentan como media + desviacion estandar (n=3).

Por el contrario, la fraccion inorganica (contenido mineral) de las colonias de Oculina
sp. se vio influenciada por el factor tiempo (Figura 6), observandose una disminucién de la
misma en el periodo T2 (p<0,05). Esta disminucion puede atribuirse a la posible pérdida de
zooxantelas, sin las cuales, los corales pierden su capacidad de calcificacion, debilitando asi su

esqueleto calcareo (Muscatine et al., 1981).

* * *
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Figura 6. Contenido de humedad y ceniza de las colonias de Oculina sp. sometidas a diferentes temperaturas y
tiempos. Los resultados se presentan en porcentaje del peso total (%) y se presentan como media + desviacion

estandar (n=3). *, indica diferencias significativas en el factor tiempo.
g p

Sin embargo, esta disminucion del esqueleto fue también detectada cuando la temperatura se
mantuvo constante (tratamiento control 20°C), por lo que otro factor podria estar afectando a

esta menor capacidad de calcificacion. En este sentido, una menor disponibilidad de carbonato
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calcico en los acuarios en comparacion con su entorno natural, puede haber provocado que el
organismo haya ido perdiendo el esqueleto calcareo desde su introduccion en los tanques

experimentales.

5.3 Efecto de la temperatura en el perfil de acidos grasos de Oculina sp.

Incrementos excesivos de temperatura podrian provocar un aumento en la fluidez de las
membranas de las células, pudiendo dar lugar a la ruptura celular. Ante esta amenaza, las
células se adaptan cambiando las proporciones de AG saturados e insaturados en sus
membranas para mantener un nivel 6ptimo de fluidez (Arts & Kohler, 2009; Guschina &
Harwood, 2006). Nuestro analisis estadistico puso de manifiesto el efecto significativo del
factor “temperatura’ y el factor ‘tiempo” en las proporciones de ciertos AG de Oculina sp., sin
embargo, no mostrd interacciéon de ambos factores (Tabla 4). El aumento de temperatura dio
lugar a un incremento del total de AG saturados (£ SFA), especialmente debido 16:0, 18:0 y
araquidico (20:0) (p<0,05; Tabla 4). Este incremento probablemente dio lugar a un aumento de
la rigidez de la membrana, evidenciando que las propiedades fisico-quimicas de las membranas
celulares en esta especie pueden ser alteradas ante un aumento de la temperatura ambiental.
Esta capacidad adaptativa qued6 confirmada con el factor tiempo, ya que hubo una disminucion
significativa del 14:0 y 16:0 (p<0,05) cuando se recuper6 la temperatura ambiental habitual.
Por otro lado, se observod la tendencia inversa en AG monoinsaturados como el acido oleico
(18:1n-9) y del acido gadoleico (20:1n-7), que disminuyeron con el aumento de la temperatura
(p<0,05). A pesar de que la temperatura no afectd significativamente al total de PUFA,
determinados AG de cadena larga de la serie omega-3 como el EPA y el DHA mostraron una
clara tendencia a ser mas bajos a mayor temperatura (3,11, 2,34y 2,47%,y 5,21, 4,28 y 4,48%,
respectivamente). En la vuelta a la temperatura inicial, se produjo un aumento significativo de
18:3n-4, 20:2n-6, 22:4n-6 y EPA, y un descenso significativo de DHA entre T1 y T2. Como
consecuencia de lo anterior, hay una tendencia desfavorable desde el punto de vista fisiologico
a reducir la relacion n-3/n-6 tanto con el incremento de la temperatura como con el tiempo

(Simopoulos, 2011).
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Tabla 4. Perfil de 4cidos grasos (% del total de acidos grasos) de Oculina sp. sometida a 3 temperaturas ambientales diferentes durante 2 tiempos

20°C 26°C 28°C ANOVA 2 vias
Temperatura
T1 T2 T1 T2 T1 T2
14:0 1,39+0,30 0,92 +0,03 1,48 £ 0,06 1,09 +£ 0,22 1,44 +£ 0,56 1,12+ 0,30
15:0 nd 0,35+0,03 0,09+0,16 0,16 +£0,28 nd 0,29 + 0,26
16:0 16,31 +1,51 16,13+0,90 1926+1,42 17,26+0,69 20,94+128 1842+1,26 b,a,a
17:0 0,59+0,06 0,85+0,01 0,53+0,20 0,85+0,22 0,51+£0,11 0,79 £ 0,10
18:0 7,31 +£0,22 8,06 + 0,66 8,71+0,54 8,73+0,69 10,56+0,71 9,97 +0,81 c,b,a
20:0 0,72+0,08 0,85+0,09 0,93 +0,10 1,14 £0,10 1,28 £0,25 1,44 £ 0,28 b,b,a
22:0 nd nd 0,20+0,17 0,13+0,22 0,28+0,25 0,40 + 0,06 b,ab,a
24:0 nd nd 0,13 +0,23 0,13+0,22 0,21+0,18 0,12+0,21
> SFA 26,32+1,56 27,15+1,22 31,32+1,22 29,49+0,67 3522+1,98 32,56+2,07 c,b,a
16:1n-9 0,91 +0,45 0,79+ 0,18 1,02+0,06 0,88 +0,25 0,93+0,40 0,83 +0,30
16:1n-5 2,65+£0,05 2,21+0,13 2,32+0,12 1,71 £0,13 2,19 +£0,68 1,93 + 0,40
17:1n-7 0,38+0,06 0,55+0,05 0,14 £ 0,25 0,54+0,16 0,14 +0,25 0,32 +0,28
18:1n-9 7,55+0,98 7,66 +1,06 8,37 £1,34 6,60 +0,28 5,94 +1,05 6,10+ 1,02 a,ab,b
18:1n-7 3,05+0,67 3,49+0,55 2,69+0,16 2,90+0,31 2,44+ 0,31 2,99 + 0,45
20:1n-11 2,69+ 0,74 1,94+0,59 230+0,54 2,17+0,20 2,05+0,77 1,83 £ 0,29
20:1n-9 1,29 + 0,35 1,70+ 0,29 1,02 +0,13 1,23 +£0,15 0,90 +0,18 1,25+0,28
20:1n-7 2,39+0,36  3,04=+0,03 1,65+0,11 2,39 £0,21 1,37+0,40 2,20+ 0,53 a,b,b
22:1n-9 0,29+0,27 0,38+0,10 0,39+0,07 0,48+0,07 041+0,11 0,47 +0,11
> MUFA 21,49+2,38 2240+1,97 20,01+1,01 18,89+0,97 1638+3,71 18,15+2,95 a,ab,b
16:2n-4 0,43+0,11 0,33 + 0,08 0,52 +0,01 0,33+ 0,03 0,36 +0,14 0,56=+0,49
18:3n-4 0,36 +0,10 0,68 +0,02 0,34+0,12 0,62+0,15 0,28 + 0,08 0,42+ 0,16
18:2n-6 2,09 £ 0,64 1,95+ 0,17 2,25+ 0,53 2,61+£096 231+1,24 2,33+0,87
18:3n-6 2,27 +0,84 1,00+ 0,24 242 +0,21 1,69+0,35 2,49+0,44 1,43 £ 0,30
20:2n-6 0,95+0,15 1,40 £ 0,27 0,96 +0,18 1,30+ 0,04 0,94 £0,05 1,32 £ 0,20
20:3n-6 1,63 +£0,65 1,21 £0,22 1,80+ 0,76 1,55+0,70  2,57+1,93 1,91 £1,21
20:4n-6 (ARA) 7,92+1,33 8,39+ 1,59 8,05 +0,78 9,39+1,19 7,59+0,54 8,16 0,41
22:4n-6 5,56 £ 0,78 6,28+ 0,93 4,74 £ 0,53 598+0,33 4,41+0,93 5,01 £0,08
> n-6 PUFA 20,41+3,93 2022+2,84 20,22+1,80 22,52+1,78 20,32+041 20,16+1,33
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Tabla 4. Perfil de acidos grasos (% del total de acidos grasos) de Oculina sp. sometida a 3 temperaturas ambientales diferentes durante 2 tiempos (continuacién)

20°C 26°C 28°C ANOVA 2 vias
Temperatura Tiempo Interact
T1 T2 T1 T2 T1 T2

18:3n-3 0,29 +0,12 0,46+0,25 0,61+0,28 043+0,01 0,28+0,11 0,41 +0,36

18:4n-3 3,88+1,19 2,88+0,94 4,15+0,25 3,75+0,22 4,00+1,24  3,45+0,62

20:4n-3 0,29 £ 0,04 nd 0,31+0,10 0,26+0,11 043+0,17 0,45+0,01

20:5n-3 (EPA) 3,11+0,38 3,63+£0,24  2,34+0,05 2,89 40,45 247+£098  3,39+0,61 *
21:5n-3 0,38 +£0,22 0,34+0,07 0,52+0,11 044+0,22 0,56+0,31 0,42 + 0,24

22:5n-3 9,51+2,53 939+1,82 8,52+036 8,66+1,01 9,13+£3,67 §,88+2,04

22:6n-3 (DHA) 5,21 +0,22 332+0,41 428+0,72 293+0,16 4,48+0,76 3,04 +0,67 *

> n-3 PUFA 22,67+2,63 20,02+221 20,73+1,16 19,36+1,40 21,35+4,51 20,04+2,83

> n-3LC-PUFA  1827+2.83 16,59+181 1580+1,10 1497+133 1697+5,64 15,84+3,5I

> PUFA 43,88+ 1,87 41,26 +1,51 41,81 +1,30 42,83+2,85 42,31+4,01 41,18+3,03

n-3/n-6 1,14 £0,35 1,00+0,24 1,03+0,14 0,85+ 0,04 1,04+0,23  097+0,14

ARA/EPA 2,57+0,54 230+0,30 344+032 334+0,89 343+138 2,48+0,58

DHA/EPA 1,70 £ 0,27 0,92+0,13 1,83+0,29 1,03+0,21 1,92+043  0,89+0,05 *
16:0 DMA 1,47+ 0,38 1,63 +£0,41 1,L10+0,11 1,39+0,11 0,73+0,25  0,95+0,20 a,ab,b

18:0 DMA 4,46 = 0,25 509+0,11 4,01+0,40 5,19+0,21 3,94+0,61 5,39+0,34

> DMA 5,93 +2,00 6,72+291 511+0,51 6,58+0,84 4,67+0,29 6,34+0,73

> Desconocidos 2,37+0,82 2,50+1,14  1,78+096 222+0,68 1,41+0,88 1,72 £ 0,98

Los resultados se presentan como media + desviacion estandar (n=9). Las letras (a,b,c) indican diferencias significativas en el factor temperatura (p<0,05); *, indica diferencias
significativas en el factor tiempo (p<0,05). SFA, acidos grasos saturados; MUFA, acidos grasos monoinsaturados; PUFA, acidos grasos poliinsaturados (3 o mas dobles enlaces);
n-6, serie Omega-6; n-3, seric Omega-3; LC-PUFA, acidos grasos polinsaturados de cadena larga (20 o mas atomos de carbono y 3 o mas dobles enlaces); DMA: dimetilacetales.
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Es importante destacar las variaciones en los acidos grasos poliinsaturados de cadena
larga de la serie omega-3 (n-3 LC-PUFA) ya que participan de manera critica en funciones
fisioldgicas como la reproduccion, el crecimiento y la funcion neuroldgica (Arts et al., 2001;
Arts & Kohler, 2009; Brenna et al., 2009; Parrish, 2013; Simopoulos, 2011). En concreto, el
DHA y el EPA son sintetizados principalmente por el fitoplancton y consumidos por otros
organismos acuaticos situados en eslabones superiores de la cadena alimentaria (Hixson et al.,
2015; Kainz et al., 2004). Sin embargo, el fitoplancton, al igual que la mayoria de los
organismos marinos, se adaptan a los cambios de temperatura modificando la estructura de sus
membranas (D’ Amico et al., 2006), disminuyendo los acidos grasos insaturados como el DHA
y EPA ante incrementos de temperatura. Este hecho representa una gran amenaza debido al
aumento actual de la temperatura del océano y la prevista para el futuro, que provocara una
disminucion de la produccion global de n-3 LC-PUFA en la cadena trofica marina (Lands,
2009; Hixson & Arts, 2016). La disminucion de los niveles de DHA entre T1 y T2 puede que
no sean debidos exclusivamente a la variacion de la temperatura, ya que también disminuye en
el tratamiento control, en el que la temperatura permanece constante (20°C T1-T2). Por tanto,
es posible pensar que otros factores como la dieta pudieran estar influyendo en estas
variaciones. Sin embargo, esta hipodtesis necesita de estudios mas detallados ya que los
ejemplares recogidos del medio natural, mostraron valores de DHA inferiores a los que
presentaron posteriormente los del tratamiento control a lo largo del experimento (3,12 vs. 5,21
y 3,32%) y, ademas, porque la dieta suministrada aport6 escasos niveles de DHA (1,06% del
total de AG; Tabla 2).

Otro de los factores a tener en cuenta para justificar las variaciones en las proporciones
de DHA puede ser que Oculina sp. sea capaz de biosintetizarlo de forma endogena, y que su
capacidad de sintesis se vea afectada a lo largo del experimento. Un estudio reciente realizado
con invertebrados marinos, destaca la presencia de enzimas desaturasas de extremo metilico en
cnidarios, sugiriendo por tanto que parte del contenido en n-3 LC-PUFA podria ser
biosintetizado de novo (Monroig et al., 2022). Para la formacion de DHA, existe una ruta
directa por desaturacion del 22:5n-3 mediante una A4 desaturasa. A su vez, la A4 desaturasa
seria capaz de formar 22:5n-6 mediante la desaturacion de 22:4n-6. Sin embargo, en el perfil
de Oculina sp. encontramos altos valores de 22:4n-6 pero no se ha detectado 22:5n-6, lo que
apoyaria la preferencia de esta enzima por la serie n-3 como ha sido descrito previamente para

otras especies (Tocher, 2003). Seria interesante, por tanto, llevar a cabo investigaciones
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adicionales para clarificar el factor o factores que pueden estar influenciando en las variaciones

de DHA de Oculina sp.

Hay que resaltar las altas cantidades de ARA (7,5 - 9,4% del total de AG), y de DPA,
(8,5 - 9,5%) encontradas en los individuos salvajes. EI ARA destaca en la regulacion de
procesos de inflamacion y en la produccion y viabilidad de células reproductivas en vertebrados
(Zhaolai et al., 2015). Sin embargo, el DPA es un n-3 LC-PUFA que no ha tenido tanto
protagonismo en las investigaciones lipidicas como EPA y DHA. Los escasos estudios
realizados han evidenciado su funcionalidad bioldgica tnica y diferente frente al EPA o DHA.
Resaltar su papel en el control de la respuesta de cicatrizacion de heridas de los vasos
sanguineos o como potente factor antiaterogénico (Kaur et al., 2011). Ademads, muestra un
notable efecto inhibidor sobre la angiogénesis debido a la supresion de la expresion de ciertos
genes. Dado su destacado papel en vertebrados, cabe la posibilidad de que dicho AG cumpla

una funcidn relevante también en invertebrados.

Es importante destacar que el 18:4n-3, considerado AG indicador de zooxantelas (Imbs
et al., 2010), tiende a disminuir a lo largo del ensayo, independientemente del tratamiento
experimental. Esto respalda la hipotesis planteada anteriormente con respecto a la proporcion
de ceniza de los ejemplares experimentales, sugiriendo que haya podido producirse una pérdida
progresiva de zooxantelas, que pudiera haber sido causada por otros factores ambientales

distintos de la temperatura como la salinidad o la intensidad luminica entre otros.
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6. Conclusiones

1. Las colonias de Oculina sp. recolectadas del medio natural, presentaron una fraccion
inorganica que representd mas del 75% del peso de la colonia. La fraccion lipidica, supuso
en torno al 6% en peso seco de los pélipos, estando caracterizada por el alto contenido en

acido palmitico (16:0), acido docosapentaenoico (22:5n-3) y 4cido araquidonico (20:4n-6).

2. La fraccion inorgénica de la colonia disminuyo6 a lo largo del experimento. Esta reduccion
parece no depender directamente de la temperatura de cultivo, sino que puede estar asociada
a una pérdida progresiva de zooxantelas y/o a una menor disponibilidad de carbonato

calcico en los acuarios en comparacion con el medio natural.

3. El aumento del contenido de SFAs en Oculina sp. ante el aumento de temperatura, seguido
del aumento de MUFAs una vez restablecidas las condiciones iniciales de temperatura
(20°C), evidencian la alta capacidad de adaptacion de la membrana celular de esta especie

bajo condiciones de estrés térmico.

4. La disminucion de los niveles de DHA en T1 a 26°C y 28°C con respecto a los valores del
tratamiento control (20°C) y al final del experimento independientemente de la temperatura
de cultivo, confirman la esperada reduccion de la produccion de este importante acido graso

en la cadena trofica marina como consecuencia del calentamiento global.

5. Para proximos estudios se recomienda el registro de otros pardmetros ambientales del agua
como el pH, para valorar su posible influencia en la pérdida de carbonato célcico de las
colonias. Igualmente, se recomienda afiadir tres puntos mas de muestreo, uno después del
periodo de aclimatacion, otro justo después de la subida de temperatura y otro, al menos

una semana después de la bajada de temperatura a su valor inicial.

6. Conclusions

1. The colonies of Oculina sp. collected from the natural environment, presented an inorganic
fraction that represented more than 75% of the colony weight. The lipid fraction accounted
for about 6% of the dry weight of the polyps, being characterized by a high content of
palmitic acid (16:0), docosapentaenoic acid (22:5n-3) and arachidonic acid (20:4n-6).

2. The inorganic fraction of the colony decreased throughout the experiment. This reduction

does not seem not to be directly dependent on the culture temperature, but to be associated
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with a progressive loss of zooxanthellae and/or a lower availability of calcium carbonate
in the aquaria compared to the natural environment.

The increase of SFAs content in Oculina sp. upon temperature increase, followed by the
increase of MUFAs once the initial temperature conditions (20°C) were restored,
evidences the high adaptive capacity of the cell membrane of this species under thermal
stress conditions.

The decrease in DHA levels in T1 at 26°C and 28°C with respect to the values of the control
treatment (20°C) and at the end of the experiment regardless of the culture temperature,
confirm the expected reduction in the production of this important fatty acid in the marine
trophic chain as a consequence of global warming.

For future studies, it is recommended to record other water environmental parameters such
as pH, to evaluate their possible influence on the loss of calcium carbonate from the
colonies. It is also recommended to add three more sampling points, one after the
acclimatization period, another just after the temperature rise and another at least one week

after the temperature drop to its initial value.
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