
Ciencias Marinas (2013), 39(1): 113–118

113

C
M

 http://dx.doi.org/10.7773/cm.v39i1.2168
Research Note/Nota de Investigación

INTRODUCTION

Coral ecosystems are under increasing pressure and stress
from human activities and climate change, and are being
threatened worldwide (Veron et al. 2009). An anomalous
increase in temperature has a negative impact on hermatypic
corals and causes bleaching (Brown 1997, Hoegh-Guldberg
1999, Hoegh-Guldberg et al. 2007). Since coral bleaching
has occurred with greater intensity and frequency in recent
years (Kleypas et al. 2001, Hoegh-Guldberg et al. 2007),
efforts have been made to understand the physiological
effects of thermal stress (Van Oppen and Gates 2006, Oliver
and Palumbi 2011) and how they will affect the continuity of
coral communities at the regional level.

INTRODUCCIÓN

Actualmente, la presión y el estrés sobre los ecosistemas
arrecifales se están intensificando por el impacto antropogé-
nico y el cambio climático, los cuales tienen una influencia
en todo el planeta y se espera que produzcan un grave
deterioro de estos ecosistemas (Veron et al. 2009). Entre las
consecuencias de estos cambios, se produce el incremento
anómalo en la temperatura, lo cual genera un impacto
negativo sobre los corales hermatípicos, produciendo el blan-
queamiento (Brown 1997, Hoegh-Guldberg 1999, Hoegh-
Guldberg et al. 2007). Debido a que el blanqueamiento de
corales se ha presentado con mayor intensidad y frecuencia
en los últimos años (Kleypas et al. 2001, Hoegh-Guldberg
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ASBTRACT. Coral communities are under increasing pressure from anomalous increases in sea surface temperature. These events have had
negative effects on reef ecosystems and it is important to get a better understanding of the cellular mechanisms that allow organisms to survive
the stress period before bleaching is evident. To gain insight into the effect of increased temperature on coral communities off the Pacific coast
of central Mexico, we evaluated CuZnSOD (superoxide dismutase) activity in branches of Pocillopora verrucosa by simulating stress
conditions (31 ºC) and non-stress conditions. There was an increase in SOD activity after 18 h of exposing the corals to 31 ºC, while no increase
in activity was observed at 28 ºC. These results were used to quantify the maximum levels of CuZnSOD activity before Symbiodinium were
expelled to prevent cell damage due to oxidative stress. We determined that CuZnSOD can be used as a molecular marker to quantify stress
levels, prior to bleaching, in coral communities of the region.
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RESUMEN. La presión ejercida por condiciones de incrementos anómalos en la temperatura superficial del mar sobre las comunidades
arrecifales cada vez se presenta con mayor intensidad y frecuencia. Dichos eventos han tenido efectos negativos sobre estos ecosistemas, y es
por esto que hay una urgente necesidad de comprender los mecanismos celulares que le permiten al organismo sobrevivir durante el periodo de
estrés antes de que el blanqueamiento sea evidente. Para tener un primer conocimiento del efecto del incremento en la temperatura sobre los
corales del Pacifico central mexicano, se evaluó la actividad de la CuZnSOD en fragmentos de Pocillopora verrucosa sometidos a condiciones
de estrés experimental (31 ºC) y a condiciones sin estrés. Los resultados mostraron un incremento en la actividad de la CuZnSOD desde las
18 h de exposición al estrés (31 ºC), mientras que no se observó un incremento en la actividad a los 28 ºC. Dichos resultados permitieron
evaluar los niveles máximos de actividad de la CuZnSOD que puede mantener el hospedero previo a que expulse al endosimbionte (género
Symbiodinium) como acción de defensa para evitar daños celulares asociados al estrés oxidativo. Con los resultados encontrados se puede
establecer que la CuZnSOD puede ser utilizada como un marcador celular para evaluar los niveles de estrés, previo al blanqueamiento, en las
comunidades coralinas de la región.
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In the last decades, stress-induced cellular responses have
been studied to examine organisms before bleaching
becomes evident and assess the health of coral reefs (Gates
and Edmunds 1999, Downs et al. 2000). Anomalous
increases in temperature cause increased production of oxy-
gen reactive species (ROS) (Fitt et al. 2001, Lesser 2006).
The overproduction of ROS leads to oxidative stress in the
coral because the amount of O2– radicals increases; this
affects the functionality of the cell and, in response, the host
expels its endosymbionts (Downs et al. 2002, Weis 2008).

The enzyme superoxide dismutase (SOD) plays a primary
role in the defense against oxidative stress (Zelko et al.
2002). Three isoforms of the antioxidant SOD have been
characterized, but CuZnSOD activity has only been observed
in the host (Richier et al. 2003, Furla et al. 2005). Thus, by
assessing the changes in the levels of CuZnSOD activity, a
correlation can be established between the activity of this
enzyme and the host’s ability to tolerate oxidative stress
caused by endosymbiotic dinoflagellates (Symbiodinium)
in response to an increase in temperature. Under stress,
corals expel their endosymbionts to prevent cell damage and
bleaching occurs. The findings will contribute to understand
the effects of anomalous increases in sea surface temperature
(e.g., El Niño/Southern Oscillation) and the long-term effect
of climate change on coral communities in the Mexican
Pacific.

MATERIAL AND METHODS

Thermal stress experiment

Fragments of the coral Pocillopora verrucosa were
collected off Redonda Island in the Marietas National Park
(20º4035–20º4145 N, 105º3330–105º3810 W), on the
Pacific coast of central Mexico. The samples were trans-
ported to the laboratory and placed in six tanks. They were
allowed to acclimate for 10 days at 27 ºC and then exposed to
thermal stress. The experimental design consisted of two
treatments, in triplicate, one at 28 ºC (non-stressful tempera-
ture) and the other at 31 ºC (temperature associated with
bleaching). The temperature was increased gradually during
6 and 8 h, respectively. The experiment lasted 198 h, until
bleaching occurred.

During the acclimation and experimental periods, temper-
ature, salinity, and dissolved oxygen were recorded hourly.
Dissolved oxygen (mg L–1) was measured using a multipa-
rameter meter (YSI 85). A thermograph (HOBO Water Temp
Pro) was placed in each tank to record water temperature
every 15 min.

Conditions in the tanks were kept constant during the
experiment. In the 28 ºC treatment, temperature ranged from
27.74 to 28.52 ºC (mean ± standard error of 28.33 ± 0.04 ºC),
salinity was 35.18 ± 0.16, and dissolved oxygen, 5.88 ± 0.07
mg L–1. In the 31 ºC treatment, temperature ranged from 30.6
to 31.02 ºC, salinity was 35.24 ± 0.21, and dissolved oxygen,
5.78 ± 0.08 mg L–1.

et al. 2007), se han generado grandes esfuerzos para
comprender las consecuencias fisiológicas ante las condicio-
nes de estrés térmico (Van Oppen y Gates 2006, Oliver y
Palumbi 2011) y cómo éstas afectarán la permanencia de las
comunidades coralinas a nivel regional.

En las últimas décadas se han estudiado las respuestas
celulares que se desencadenan por efecto de estrés para
evaluar al organismo antes de que sea evidente el blanquea-
miento (Gates y Edmunds 1999, Downs et al. 2000) y poder
evaluar el estado de salud de las poblaciones. Ante incremen-
tos anómalos en la temperatura, se produce una mayor canti-
dad de especies reactivas de oxígeno (ROS, por sus siglas en
inglés) (Fitt et al. 2001, Lesser 2006). Esta sobreproducción
de ROS genera estrés oxidativo en el coral al incrementar la
cantidad de radicales O2–; esto compromete la funcionalidad
de la célula y, como respuesta, el hospedero expulsa al endo-
simbionte (Downs et al. 2002, Weis 2008).

Se conoce que la superóxido dismutasa (SOD) forma
parte de la primera respuesta de defensa enzimática por estrés
oxidativo (Zelko et al. 2002). Se han caracterizado tres iso-
formas del antioxidante SOD; sin embargo, se ha encontrado
que la CuZnSOD tiene actividad exclusivamente en el hospe-
dero (Richier et al. 2003, Furla et al. 2005). Por lo tanto, la
evaluación de los cambios en los niveles de actividad de la
CuZnSOD permitirán establecer una correlación entre la acti-
vidad de esta enzima y la capacidad de tolerancia del hospe-
dero ante el estrés oxidativo causado por el endosimbionte
(género Symbiodinium) en respuesta a un incremento en la
temperatura. El estrés oxidativo se manifiesta con las expul-
sión del endosimbionte y se visualiza con el blanqueamiento
del tejido del coral. Estos resultados permitirán generar
aproximaciones celulares del efecto que tienen los eventos de
incrementos anómalos en la temperatura superficial del mar,
como el fenómeno El Niño/Oscilación del Sur (ENOS), y del
efecto a largo plazo del cambio climático en las comunidades
coralinas del Pacífico mexicano.

MATERIALES Y MÉTODOS

Experimento de estrés térmico

Los fragmentos del coral Pocillopora verrucosa fueron
recolectados en la isla Redonda en el Parque Nacional
Islas Marietas (20º4035 y 20º4145 N, 105º3330 y
105º3810 O) en el Pacifico central mexicano. Las muestras
fueron transportadas al laboratorio y colocadas en 6 acuarios,
donde fueron aclimatadas durante 10 días a una temperatura
de 27 ºC. Posteriormente, los fragmentos fueron expuestos a
condiciones de estrés térmico experimental. El diseño experi-
mental consistió en dos tratamientos con tres repeticiones a
28 ºC (temperatura registrada como no estresante) y a 31 ºC
(temperatura registrada como disparadora de blanquea-
miento). El aumento de la temperatura se realizó de manera
gradual durante 6 y 8 h, respectivamente. El experimento
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Quantification of CuZnSOD activity

The activity of CuZnSOD was determined using the
Bioxytech SOD-525 kit (Oxis International, Inc.). To obtain
tissue, samples preserved in RNAlater were macerated in
2.0 mL of a 0.9% NaCl solution.Then, 250 L of the homo-
genate were transferred to a clean tube and 400 L of an
ethanol:chloroform solution (6.25:37.50, v/v) were added.
The sample was mixed using a vortex mixer and centrifuged
at 3000 g for 5 min at 4 ºC. After 3–5 min, the upper liquid
part was transferred to a clean 2.0-mL tube. As this process
deactivates Mn- and Fe-SOD, just the activity of CuZnSOD
can be evaluated.

The extract was treated using the Bioxytech SOD-525 kit
according to the manufacturer’s instructions, and absorbance
at 525 nm was measured using a Bio-Rad SmartSpec 3000
spectrophotometer. Four readings were made to standardize
the blank following the manufacturer’s instructions and
the samples were read in duplicate. Enzyme activity was
expressed in units per milliliter (U mL–1 ± standard error).

Statistical analyses were performed using Sigma Plot
v.11.0 for Windows. Since data did not meet the assumption
of normality, the Kruskal-Wallis test (one-way analysis of
variance by ranks) was used to determine the effect of tem-
perature and time of exposure to thermal stress on CuZnSOD
activity. Dunn’s test (α = 0.05) was used for a posteriori
comparisons.

RESULTS

Differences in the levels of CuZnSOD activity were
found throughout the experiment (Kruskal-Wallis H =
163.08, P ˂ 0.001). These differences were determined by
both the increase in temperature (Dunn’s test, P < 0.05) and
the time of exposure to thermal stress (Dunn’s test, P < 0.05).
The organisms in the 28 ºC treatment did not show signifi-
cant changes in CuZnSOD activity. However, in the corals
exposed to 31 ºC, CuZnSOD activity initially decreased from
0.311 ± 0.16 U mL–1 (0 h) to 0.144 ± 0.02 U mL–1 at 18 h, but
then increased steadily until reaching 2.16 ± 0.08 U mL–1 at
198 h, which is nearly 10 times higher than the minimum
value recorded (fig. 1).

DISCUSSION

Our findings show that an increase in temperature pro-
duced an increase in CuZnSOD activity and caused thermal
stress leading to bleaching of the P. verrucosa fragments. By
quantifying CuZnSOD activity, one of the initial oxidative
stress responses is being evaluated, since CuZnSOD is one of
the first proteins synthesized (Pal Yu 1994, Furla et al. 2005).
Moreover, its synthesis triggers the production of antioxi-
dants that will continue the reactions to eliminate ROS from
the organism (cascade effect) (Logan et al. 1996). Since
CuZnSOD activity only occurs in animals (Pal Yu 1994,

duró 198 h, tiempo en el cual se observó que había iniciado el
blanqueamiento.

Durante el periodo de aclimatación y el de experimenta-
ción, se tomaron registros de temperatura, salinidad y
oxígeno disuelto cada hora. El oxígeno disuelto (mg L–1) se
midió con una sonda multiparamétrica (YSI 85). Indepen-
dientemente, en cada acuario se colocó un termógrafo
(HOBO Water Temp Pro) que registraba la temperatura del
agua cada 15 min.

Las condiciones de los acuarios se mantuvieron constan-
tes durante el experimento. En el tratamiento a 28 ºC la
temperatura se mantuvo en un intervalo de 27.74 a 28.52 ºC
con una media (± devisación estandár) de 28.33 ± 0.04 ºC; la
media de la salinidad fue 35.18 ± 0.16 y la del oxígeno
disuelto, 5.88 ± 0.07 mg L–1. En el tratamiento a 31 ºC
la temperatura varió entre 30.6 y 31.02 ºC; la media de la
salinidad fue de 35.24 ± 0.21 y la del oxígeno disuelto, 5.78 ±
0.08 mg L–1.

Cuantificación de la CuZnSOD

La actividad de la CuZnSOD se determinó utilizando el
kit SOD-525 de Bioxytech (Oxis International, Inc.). Para la
obtención del tejido, las muestras preservadas en RNAlater
fueron maceradas con 2.0 mL de una solución de NaCl al
0.9%. Posteriormente, se tomaron 250 L del homogenei-
zado obtenido y se transfirieron a un tubo limpio, añadién-
dole 400 L de una solución de etanol: cloroformo
(6.25:37.50 v/v). La muestra se agitó con un mezclador tipo
vortex y se centrifugó a 3000 g durante 5 min a 4 ºC. Se
esperaron de 3 a 5 min, y la fase acuosa superior se transfirió
a un tubo nuevo de 2.0 mL. Este procedimiento inactiva a la
Mn- y Fe-SOD, por lo que permite evaluar exclusivamente la
actividad de la CuZnSOD.

El extracto fue tratado con el kit SOD-525 de Bioxytech
de acuerdo con las instrucciones del proveedor, y se deter-
minó la absorbancia a 525 nm en un espectofotómetro Bio-
Rad SmartSpec 3000. Se realizaron cuatro lecturas para
estandarizar el blanco de acuerdo con las instrucciones del
proveedor y se leyeron por duplicado las muestras del experi-
mento. Finalmente, la actividad de la enzima fue expresada
en unidades por mililitro (U mL–1 ± error estándar).

Los análisis estadísticos fueron calculados utilizando el
programa Sigma Plot v.11.0 para Windows. Se elaboró un
análisis de Kruskal-Wallis (análisis de varianza de una vía
por rangos, ya que no existió normalidad en los datos) para
determinar el efecto de la temperatura y el tiempo de exposi-
ción al estrés térmico en la actividad de la CuZnSOD; se
utilizó la prueba de Dunn (α = 0.05) para comparaciones
a posteriori.

RESULTADOS

Los resultados mostraron que existieron diferencias en
los niveles de actividad de la CuZnSOD a lo largo del



Ciencias Marinas, Vol. 39, No. 1, 2013

116

Logan et al. 1996, Zelko et al. 2002, Furla et al. 2005), the
changes or increases in the levels of CuZnSOD activity are
the host’s response.

The increase in enzyme activity observed in the 31 ºC
treatment is the host’s response triggered by the symbiont’s
stress response to increased temperature. An increase in tem-
perature causes increased cellular metabolism (Hochachka
and Somero 2002) and, as a result, greater ROS production.
Since ROS affect cell structure and function, the organism
activates antioxidant defense mechanisms to prevent cell
damage (Lesser 2006). This is achieved by generating antiox-
idants such as SOD (Pal Yu 1994, Logan et al. 1996) that are
broken down until non-toxic metabolites are obtained (Girotti
1998).

Our results for P. verrucosa concur with those obtained
for other coral species (Downs et al. 2000, Yakovleva et al.
2004, Vidal-Dupiol et al. 2009). However, in Pocillopora
capitata from the Mexican Pacific, Flores-Ramírez and
Liñán-Cabello (2007) did not observe an increase in SOD
activity due to thermal stress induced at a temperature of
32 ºC. The difference between the latter and our study can be
attributed to the fact that the time of response can vary among
species and even colonies from the same region (Yakovleva
et al. 2004).

Coral communities in the Mexican Pacific are at the
northern limit of their distribution (Glynn and Ault 2000).
Thus, they can present regional differences in thermo-
tolerance and response time due to local acclimation to sub-
optimal conditions for their development (Feder 1999, Olvier
and Palumbi 2011) and their life history in general (Somero
2005, Middlebrook et al. 2008). Although annual tempera-
ture changes may not cause increased synthesis of SOD, as

experimento (H de Kruskal-Wallis = 163.08, P ˂ 0.001).
Estas diferencias estuvieron determinadas por tanto el incre-
mento en la temperatura (prueba de Dunn, P ˂ 0.05) como
por el tiempo de estrés térmico (prueba de Dunn, P ˂ 0.05).
Los organismos en el tratamiento a 28 ºC no presentaron
cambios significativos en la actividad del antioxidante, mien-
tras que los corales expuestos a 31 ºC presentaron un decre-
mento de 0.311 ± 0.16 U mL–1 en la evaluación inicial a
0.144 ± 0.02 U mL–1 a las 18 h; sin embargo, a partir de la
siguiente evaluación, se detectó un incremento continúo que
alcanzó un máximo de 2.16 ± 0.08 U mL–1 a las 198 h, que es
equivalente a casi 10 veces más el valor mínimo detectado
(fig. 1).

DISCUSIÓN

Los resultados evidencian que el incremento en la tempe-
ratura produjo un incremento en la actividad de la CuZnSOD
y generó un estrés térmico que culminó en el blanqueamiento
de los fragmentos de P. verrucosa. Al cuantificar la actividad
de la CuZnSOD, se está evaluando uno de los eventos inicia-
les de respuesta del estrés oxidativo ya que la CuZnSOD es
una de las primeras proteínas sintetizadas (Pal Yu 1994, Furla
et al. 2005). Además, su síntesis genera como efecto cascada
la producción de antioxidantes que seguirán las reacciones
para eliminar otros ROS del organismo (Logan et al. 1996).
Debido a que la CuZnSOD presenta actividad solamente en
animales (Pal Yu 1994, Logan et al. 1996, Zelko et al. 2002,
Furla et al. 2005), los cambios o aumentos en los niveles de
la CuZnSOD son respuesta del hospedero.

Sin embargo, cabe señalar que el aumento en la actividad
de la enzima registrado para el tratamiento a 31 ºC es una
respuesta del hospedero como consecuencia de la respuesta
de estrés del simbionte ante el incremento en la temperatura.
El incremento en la temperatura provoca un incremento
metabólico a nivel celular (Hochachka y Somero 2002) y,
como consecuencia, una mayor producción de ROS. Debido
a que las ROS comprometen la estructura y función celular,
el organismo activa mecanismos de defensa mediante agentes
antioxidantes para prevenir el daño en sus células (Lesser
2006). Esto se logra con la generación de antioxidantes como
la SOD (Pal Yu 1994, Logan et al. 1996), rompiéndolos hasta
obtener metabolitos no tóxicos para el organismo (Girotti
1998).

Los resultados obtenidos para P. verrucosa en el presente
estudio concuerdan con resultados obtenidos para otras espe-
cies de coral (Downs et al. 2000, Yakovleva et al. 2004,
Vidal-Dupiol et al. 2009). Sin embargo, estudios previos
sobre Pocillopora capitata, distribuida en el Pacífico mexi-
cano, no mostraron un aumento en la actividad de la SOD por
estrés térmico inducido a una temperatura de 32 ºC (Flores-
Ramírez y Liñán-Cabello 2007). Las diferencias entre este
último y el presente estudio pueden deberse a que el tiempo
de respuesta puede cambiar entre especies e incluso en colo-
nias de la misma región (Yakovleva et al. 2004).

0 6 18 24 48 72 96 120 166 198

0.0

0.5

1.0

1.5

2.0

2.5
31°C

Exposure to thermal stress (h)

28°C

Figure 1. Enzymatic activity of CuZnSOD in fragments of
Pocillopora verrucosa exposed to thermal stress conditions. Bars
represent the standard error of the mean. 
Figura 1. Actividad de la enzima CuZnSOD en fragmentos de
Pocillopora verrucosa sometida a condiciones de estrés térmico.
Las barras representan el error estándar de la media.
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has been recorded in regions near our study area (Liñán-
Cabello et al. 2009), it is important to consider that other con-
ditions, such as light intensity, in combination with thermal
anomalies may induce SOD production (Downs et al. 2002,
Saxby et al. 2003, Richier et al. 2008).

Rodríguez-Troncoso et al. (2010a, 2010b) used total lipid
content and symbiont density as physiological markers to
assess thermal stress in Pocillopora colonies from the central
Mexican Pacific. The present study, however, examines ther-
mal stress at the cellular level. We determined that CuZnSOD
can be used as a complimentary biomarker in order to have,
at both the physiological and cellular levels, tools to assess
coral health and response under suboptimal temperature con-
ditions before bleaching becomes evident.
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