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Resumen

Los octocorales son organismos coloniales marinos que han sido poco estudiados, en
especial aspectos sobre su coloracion y la relacion con su estructura mineraldgica. Esta
investigacion se centra en la especie Muricea fruticosa Verill, 1869 presente en el Parque
Nacional Isla del Coco, un octocoral no fotosintético, en el cual hay presencia de dos
cromotipos (blanco y blanco con puntas rojas). Este representa una oportunidad Unica para
recolectar informacion sobre el origen de su coloracién y su relaciéon con la estructura
morfoldgica (escleritas) y composicion fisicoquimica.

En este trabajo diversas técnicas de analisis como espectroscopia FT-IR, XRD,
SEM/EDS, indicaron una composicién mineralogica de calcita magnésica para las escleritas,

y no se encontro diferencias en su composicion quimica mineraldgica
entre las muestras pigmentadas y blancas.

La espectroscopia Raman si establecio claras diferencias entre las muestras con color y
sin color. Los analisis realizados muestran la ausencia de pigmento en las escleritas blancas,
y el mismo tipo de pigmento en las amarillas y rojas. Se propone que es un cambio en la
concentracion del pigmento el causante de los distintos colores. Ademas, estos pigmentos no
son superficiales, sino parte integral de la esclerita y se incorpord posiblemente durante su
génesis. A partir de los estudios Raman junto con bases de datos y literatura, se pudo concluir
que el origen de la coloracion del octocoral proviene principalmente de una matriz organica
constituida mayoritariamente por polienos insaturados mas no de carotenoides como se ha

reportado para otros octocorales en la literatura.

Las observaciones con luz polarizada muestran la naturaleza mesocristalina de las
escleritas, mostrando distintos espectros de luz reflejada ante luz polariza perpendicular y
paralelamente al haz incidente, y diferencias también en los espectros de luz reflejada entre
escleritas blancas y rojas. Observaciones con SEM de alta resolucion muestran distintos
anillos concéntricos en su estructura interna, mucho mas pequefios para la esclerita blanca,
que la roja. Esto podria ser un indicio de la asociacion entre color y estructura. Se recomienda
un mayor numero de observaciones entre escleritas de la misma forma, tamafio y color, para

continuar con esta investigacion.



Dedicatoria

A mis padres, por todo el apoyo, esfuerzo,
sacrificios, amor y ensefianzas que me han
brindado en todo este proceso y a lo largo de
mi vida, por impulsarme siempre a dar lo

mejor en cada etapa.



Agradecimientos

Quiero agradecer a todas las personas que directa e indirectamente han estado involucradas

en mi vida universitaria, gracias por todas las ensefianzas en este proceso.

o

A mi directora de tesis, la profe Mavis, por toda su entrega, paciencia, entusiasmo y
dedicacion en este tema y todo el proceso, gracias por todas las ensefianzas.

A mi asesora, Oda, por acoger a una estudiante de quimica en su mundo marino, gracias
por abrirme las puertas a un mundo muy interesante en el que la quimica puede brindar
muchos aportes y en el que disfruté aprender sobre la biologia marina, por la paciencia
y entrega en ensefiarme y explicarme muchos conceptos bioldgicos.

A mi asesor, Roberto, por el tiempo y dedicacion en este proyecto y por la ensefianza y
guia brindada en relacién con la espectroscopia Raman.

A Msc. Paula Calderoén, por el compromiso y ayuda para con el proyecto.

A Bach. Diego Jiménez, por el compromiso y ayuda para con el proyecto.

A LASA, las horas asistente realizadas y el ambiente de comparfierismo, ademas de todas
ensefianzas brindadas fueron de gran impacto para mi vida profesional y académica.

A mi familia, por todo el apoyo y ayudas brindadas.

Vi



Indice general

Acta de 12 SeSION NPOL5-2022 .......cciiiiiieieieieiie et sre s i
RESUIMIEN ...ttt bbb bt bbb s et e et e bbb e bt b e e s e ne e iv
D cTo [ToroT (o] o - RSSO RRRSR v
| =T [T [ 11T 01 o SRR Vi
INAICE GENETAL ..ottt vii
INDICE 08 CUAATOS ..ottt ettt sttt viii
INAICE A8 FIGUIAS ......eoevee ettt sttt iX
N ] (=T=T0 (=] | (SO 1
B [0 ] 1) o= Vo o] o SRR 9
(@] 0] =2 ()0 LSS 11
Capitulo 1. Seccion eXperimental ...........cccccveiiiieiecie s 12
1V 1=1 oo (o] (oo - OSSPSR 12
SECCION EXPEIIMENTAL.......cciiiiiieie et sre e e 12
SECCION INSEFUMENTAL ......viiiiiiieieieie e e sreeneas 14

Capitulo 11. Descripcidn general de la coloracion de las escleritas Muricea fruticosa . 20

Capitulo 111. Composicion quimica y estructural de las escleritas. ..........ccccccecvvvrirnnenn. 25
Composicion quimica de 18S eSCIEIITaS..........ccceiveirereieere s 25
Capitulo 1V. ¢ Qué es el color y como esta distribuido en las esclerita? ........................ 35
Orientacion cristalografica de 1as eSCIEritas..........ocvvveriveieiieiii e 48
Composicion estructural de 1as eSCIeritas..........cocvevviierieiie i 55
Conclusiones Y RECOMENTACIONES .........coiiiiieiirieiiesiieieie et 63
BIDIIOGEATIA. ... 65

Vii



Indice de cuadros

Cuadro I. Nomenclatura de las escleritas obtenidas después del proceso de separacion.... 13

Cuadro I1. Configuracion espacial de los polimorfos de carbonato de calcio presentes en los

OFQANISIMOS MEAITNOS ...ttt ettt ettt st b et b e et e b e b e bt b e ekt bt e bt e be e e e e e b e b et e nbeabeene e 26

Cuadro I11. Andlisis elemental por medio de la técnica EDS de la superficie externa de las
escleritas blancas de la muestra UCR 2996 y de la superficie externa e interna de las escleritas
blancas y rojas de la muestra UCR 3004...........cccoiieiueiieiieie e seesie e 29

Cuadro V. Senales obtenidas en los espectros IR para las muestras UCR 2996 y UCR 3004

Y SUS respectivos reportes en 1a lIEEratura. .........ccooveeieene s 31

Cuadro V. Sefiales obtenidas en los espectros Raman para las escleritas de las muestras UCR
2996 Y UCR 3004, ... .ottt ettt ettt sttt et e et e te et e s teebeesaene e s e eenbeneenneeneans 41

Cuadro VI. Relacion de intensidad entre las sefiales presentes en las escleritas rojas y

amarillas mostradas en 1a Figura 30. .........cooeiieiiiie i 43

viii



Indice de Figuras

Figura 1. Arbol filogenético del filo Cnidaria (Technau & Steele, 2011)..........cccoccvvvvrvnnne 1

Figura 2. Diagrama de un corte transversal de un octocoral (Grasshoff & Bargibant, 2001).

Figura 3. Escleritas embebidas en el tejido de la especie Sinularia polydactyla.(Vielzeuf et
L 0 I RSSO 3

Figura 4. Tipos de escleritas que se encuentran en el género Pacifigorgia. (a) Pacifigorgia

adamsii; (b) y (c) Pacifigorgia curta; (d) Pacifigorgia cairnsi (Vargas et al., 2010)............ 4

Figura 5. Escleritas presentes en la especie Bebryce parastellata (Devictor & Morton, 2010).

Figura 6. Colonias de 2 cromotipos de Muricea fruticosa in-situ ubicada en el monte Everest
en el Parque Nacional Isla del Coco entre 80 a 100 m de profundidad............ccccoeevririrnnnnne 7

Figura 7. Colonia de Muricea fruticosa Verilll. (a). Colonia in-situ en Islas Galapagos,
Ecuador. (b). Colonia in-situ en el monte Everest, Isla del Coco a 95m de profundidad
(Breedy & GUZMAN, 2016). .....c.eieiueeiieieieiiesie ettt 8

Figura 8. (a) Cromotipo blanco con puntas rojas (UCR3004). (b) Cromotipo blanco
(L0822 ) TSR 12

Figura 9. Escleritas fijadas en resina y pulidas de las muestras: UCR 3004 (a, by c) y UCR

2996 (d). (a) resina con escleritas rojas. (b) resina con escleritas amarillas. (c) resina con

escleritas blancas. (d) resina con escleritas blancas. ..........cccccecvviieiievicic e 14
Figura 10. Diagrama de polarizacion de [a lUz............c.ccoeeveiieiicie e 15
Figura 11. Interaccion del haz. (Subramanian & Rodriguez-Saona, 2009) ...........ccccceveene 18

Figura 12. Octocoral Muricea fruticosa cromotipo blanco con puntas rojas (codigo UCR
3004). (a) Ramas apicales de la colonia de la especie de octocoral. (b) Acercamiento de una

rama iNAIVIAUAl el OCLOCOTAL. ........eeeeee e eeeeeeeeennnee 20

Figura 13. Escleritas externas unidas por una matriz organica, especie Muricea fruticosa
(L0 00 OSSP 21



Figura 14. Escleritas del cromotipo blanco con puntas rojas de la especie Muricea fruticosa
(UCR3004) (Cémara profesional lente: Sony FE 90mmf/2.8 Macro G OSS). ........c..cceuee. 21

Figura 15. Escleritas del cromotipo blanco con puntas rojas de la especie Muricea fruticosa
(UCR3004) (MagnificaCion: L0X). .....ccveiueieerieiieseeieseesieesiesseessaestesseesseessesneessaessesnsessesses 22

Figura 16. Escleritas individuales de la especie Muricea fruticosa (UCR3004)
(Magnificacion: 10x). (a) y (b) escleritas tomadas de la seccién roja del octocoral, (c)

escleritas blancas de la seccion blanca del octocoral. ......oooeeeeeeeeee e 23

Figura 17. Escleritas de la especie Muricea fruticosa (UCR2996) (Camara profesional lente:
Sony FE 90mmf/2.8 Macro G OSS). (a) Colonia del octocoral, (b) Rama de la colonia. ... 23

Figura 18. Escleritas individuales de la especie Muricea fruticosa (UCR2996)
(Y Lo T Lo Tod o T 10D TR OSSPSR 24

Figura 19. Imagenes SEM para la ejemplificacion del area de andlisis tanto para (a) las
escleritas fijadas en resina y pulidas (Magnificacion: 150X), como para (b) las escleritas sin
ese tratamiento (Magnificacion: 400X). .......cccviviiiieieerierere e 27

Figura 20. Distribucién de la composicion elemental(wt%) de las escleritas de la muestra
UCR 3004, ...ttt ettt ettt e b et et e st e b e st et e seebe st entebe et et e neareneens 29

Figura 21. Espectro de absorbancia FT-IR para las muestras UCR 2996 y UCR 3004 de la

€SPECIE MUFICEA FIULICOSA. ... ecvveiveeiecie ittt 31

Figura 22. Diafractograma XRD para las escleritas blancas y rojas de la muestra UCR 3004

y escleritas blancas de la muestra UCR 2996, especie Muricea fruticosa. ..........c.ccocvvvnens 32

Figura 23. Comparacién de espectros con la calcita magnésica reportada en la base de datos
(0L ] SRRSO 34

Figura 24. Espectros de reflectancia para las escleritas rojas y las escleritas blancas de la
MUESLIA UCR 3004 ...ttt sttt e e bt e be et esan e e aeesnnas 36

Figura 25. Ejemplo de la seccion interna: borde y centro, donde se realizaron los analisis
Raman a las escleritas de las muestras UCR 2996 y UCR 3004. ..........cccovieieieneneneninnnns 37

Figura 26. Espectro Raman de la muestra UCR 2996 correspondientes con las escleritas con

tonalidades blancas. Superficie externe e interna (Borde y Centro).........ccccovevvieiveeiieiinnns 38



Figura 27. Espectro Raman de la muestra UCR3004 correspondientes con las escleritas con

TONAIIAAES DIANCAS. ...t ne e eesesneeennnennnnnnnnnn 39

Figura 28. Espectro Raman de la muestra UCR3004 correspondientes con las escleritas con

TONALIAAAES AMATTHIAS. ..ottt e e ettt e e e e e e e e e eeeeens 40

Figura 29. Espectro Raman de la muestra UCR3004 correspondientes con las escleritas con

LEO] 41T Fo L0 TSy o] - L USSR PRPOTSR 40
Figura 30. Espectro Raman para la muestra UCR3004...........ccccoeveieeieeie e see e 42
Figura 31. Espectro Raman del patron de (a) B-caroteno y (b) Cantaxantina. .................... 44

Figura 32. Mapeo Raman de la parte interna de la esclerita roja de la muestra UCR3004. (a)
El cuadro verde representa el sector de la esclerita donde se realiz6 el mapeo. (b) imagen
obtenida, color verde: alto en pigmento, color rojo: bajo en pigmento, color azul: polimero

O 8 TESINA. .ttt et e e e et e e ettt e e e e e e e et e e e e e e e e e e aaaaan 46

Figura 33. Mapeo Raman de la parte externa de la esclerita roja de la muestra UCR3004. (a)
El cuadro verde representa el sector de la esclerita donde se realiz6 el mapeo. (b) imagen
obtenida, muestra la distribucion del pigmento a nivel externo. (c) espectro Raman del

COMPONENLE PHINCIPALL ...cveiiiiiece ettt re e sre e 46

Figura 34. Micrografia en microscopio invertido para las escleritas de la especie Muricea

fruticosa (a) Escleritas amarillas y (b) Escleritas rojas de la muestra UCR 3004................ 47

Figura 35. Polarizacion de la luz. Disefio de experimento utilizado para el analisis de las

A1) £ OO UP PR PPRTOPPRRTRIN 48
Figura 36. Diagrama de la formacién de un mesocristal (Sturm & Célfen, 2016). ............ 49

Figura 37. Imagen dptica con luz polarizada de la esclerita de la especie Corallium rubrum
(Floguet & Vielzeuf, 2012). ......coiiiiieee e 50

Figura 38. Esclerita roja de la muestra UCR 3004 bajo un microscopio de luz polarizada.51

Figura 39. Gréafico e imagenes de la esclerita roja (UCR 3004) utilizando un haz de luz

polarizado en 3 direcciones (45°, paralelo y perpendicular). .........c.ccoovvviiiiniiiencncneen, 52

Figura 40. Gréaficos e imagenes tomadas al polarizar la luz en las escleritas blancas de la
MUESEIA UCR 3004, ...ttt e et e et be e nbe e sneeebeennees 53

Xi



Figura 41. Imagenes SEM de la estructura superficial de las escleritas blancas de la muestra
UCR 2996. (Magnificacion: B0X). ......c.coereriererieieiieieiesiesie e sie e ssesaeseesee e ssessesnesnessesns 56

Figura 42. Imagenes SEM de la estructura superficial de las escleritas blancas de la muestra
UCR 2996. (Magnificacion: 150-6000X).........ccceiuerueiiieiieriesiesiesieseeseesseeeeseesseeseesseeses 56

Figura 43. Imagenes SEM de la estructura superficial de las escleritas blancas de la muestra
UCR 3004. (MagnificaCion: 60X). ......c.cccueiierieiieieeriesieseesiesreseesteseesrae e eneesae e sseesneesnas 57

Figura 44. Imagenes SEM de la estructura externa de las escleritas blancas de la muestra
UCR 3004. (Magnificacion: 150-1000X).......cccccuieiueiumruereeriesesiessesseseseeseessessessessessessenses 58

Figura 45. Imagenes SEM de la estructura interna de las escleritas blancas de la muestra
UCR 3004. (Magnificacion: 14A0X). ......ccccereririrerieinesieeeesie sttt 58

Figura 46. Imagenes SEM de la estructura superficial de las escleritas rojas de la muestra
UCR 3004. (MagnificaCion: 60X). ........cccueiieieiieieeie e e e seeste e sreesre e e sre e e e 59

Figura 47. Imagenes SEM de la estructura superficial de las escleritas rojas de la muestra
UCR 3004. (Magnificacion: 150-8000X)........ccccurerurirerieeeerieneeesesiesesesieseesesseseesessessesens 60

Figura 48. Parte interna de una esclerita roja (UCR 3004) procesada (Fijada en resina y
pulida). (MagnificaCion: 150X) .......cceieiririieiseieeee et 60

Figura 49. Parte interna de una esclerita roja (UCR 3004) procesada (Fijada en resina y
pulida). (Magnificacion: 400X) .........ccciiiiiiieii e 61

Figura 50. Escleritas recubiertas con oro de la muestra UCR3004. (lzquierda) Escleritas

blancas. (Derecha) ESCIErItas FOJaS. .......covirveiiiiiriiiiiieieee e 62

xii



Antecedentes

Los octocorales son animales marinos invertebrados que pertenecen al filo Cnidaria,
donde se encuentran gran variedad de animales como por ejemplo medusas, anemonas de
mar, corales, entre otros. Siguiendo el arbol filogenético mostrado en la Figura 1, los
octocorales pertenecen a la clase Anthozoa, subclase Octocorallia (EI-Bawab, 2020; Technau
& Steele, 2011).

En Octocorallia se encuentran 3 6rdenes: Helioporacea, Pennantulacea y Alcyonacea,
este ultimo orden cuenta con 3 subdrdenes: Scleraxonia, Calcaxonia y Holaxonia. En el caso
de Holaxonia se caracteriza por carecer de un esqueleto calcareo, sus ramas estan compuestas
de escleritas de calcita y un eje de una sustancia cérnea llamada gorgonina, dentro de este
suborden hay una gran variedad de familias, y es en la familia Plexauridae donde se encuentra
el género Muricea, de interés para este trabajo (Breedy & Cortés, 2014a; Horvath, 2019b).
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Figura 1. Arbol filogenético del filo Cnidaria (Technau & Steele, 2011).

Los octocorales son animales invertebrados coloniales que forman gran variedad de
colonias de colores muy vivos dependiendo de la especie. Estdn formados por numerosos
individuos que se conocen como pélipos, el pdlipo tiene una abertura que actla como boca
y ano, dicha estructura esta rodeada por ocho tentaculos que contienen glandulas urticantes

Ilamadas nematocistos, los cuales se usan para la defensa y la alimentacion, en la Figura 2 se
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observa un diagrama que representa un corte transversal de las partes generales de un
octocoral (Breedy Shadid & Calvo Shadid, 2000).
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Figura 2. Diagrama de un corte transversal de un octocoral (Grasshoff & Bargibant, 2001).

Las colonias en el suborden Holaxonia cuentan con un eje central de un material corneo,
flexible conocido como la gorgonina. Este eje tiene un corddn central con cavidades rellenas
por filamentos organicos que en algunas especies estan mineralizados con ndcleos de
hidroxiapatita (Breedy & Cortés, 2014a). El eje esta rodeado por una matriz organica o
cenénguime, donde se encuentran sistema de tubos que conectan los pdlipos entre si, a la vez
se encuentra rodeado y reforzado por escleritas calcareas embebidas en dicha matriz (Breedy
& Cortés, 2008; Breedy Shadid & Calvo Shadid, 2000).

Las escleritas son elementos esqueléticos calcareos poliformes donde en la subclase
Octocorallia se puede encontrar en su forma de calcita o aragonita, dos de las tres formas
naturales de encontrar dicho mineral, en su estructura también se pueden encontrar mezclas

con magnesio (Carlo et al., 2011; Conci, 2020; Pearson, 2014).

Las escleritas se encuentran en la superficie de las ramas incrustadas a lo largo de la
mesoglea y alrededor de los pélipos individuales de la colonia, como se observa en la Figura
3, donde se tienen diferentes tamafos de escleritas distribuidas por todo el tejido, como en el

caso de la especie Sinularia polydactyla (Vielzeuf et al., 2017). A nivel general la formacion
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inicia dentro de las vacuolas de los escleroblastos y se desarrollan como un agregado de fibras
de carbonato de calcio, en la mayoria de los casos, el carbonato de calcio se presenta en forma
de calcita, la cual se ha formado de la fusion de nanoparticulas de calcita y que a la vez forman

capas con cierta disposicion cristalina (Carlo et al., 2011).

Figura 3. Escleritas embebidas en el tejido de la especie Sinularia polydactyla.(Vielzeuf et
al., 2017)

Dependiendo de donde estén ubicadas y de la especie a la que correspondan van a variar
su forma; segln lo reportado en la literatura se considera que la formacion de las escleritas
es controlada por la matriz organica que se encarga de guiar la biomineralizacion (Joseph et
al., 2014). En general las escleritas se encargan de dar dureza y rigidez al octocoral (Breedy
& Cortés, 2014a; Tentori & van Ofwegen, 2011).

La morfologia y ultraestructura de las escleritas son importantes para su funcionamiento
mecanico, las escleritas superficiales modifican la flexion de las colonias para ayudar a resistir
diversos factores como lo son las fuerzas de arrastre, las diferentes velocidades y direcciones
del agua a las que estan expuestas. Por lo que las propiedades mecanicas deben ajustarse
especificamente a su entorno, otra de las funciones de su estructura es que han sido utilizadas
para la identificacién y clasificacion taxonémica (J. C. Lewis & Wallis, 1991; Sanchez, 2007;
Sethmann et al., 2007).



Al existir una gran variedad de estructuras de escleritas, se han establecido algunos
nombres segun su forma, los nombres mas comunes son cabrestante, espicula, huso, doble
cabeza, plato, varilla, entre otros (Bayer et al., 1983). Algunos de estos ejemplos se observan
en la Figura 4, donde se tienen diferentes tipos de escleritas para el género Pacifigorgia.
Como se menciono anteriormente dependiendo de la especie y la ubicacion geogréafica va a
variar la forma, y la abundancia relativa de los tipos de escleritas que formen la colonia. En
la Figura 4, se muestran dos tipos de escleritas de Pacifigorgia curta: una con forma de huso
(Figura 4.B) y otra con forma de cabrestante (Figura 4.C), un tipo muy comun de esclerita en
este genero son los husos puntiagudos presentes en Pacifigorgia adamsii (Figura 4.A) y
también se encuentran cabrestantes o radiados como en Pacifigorgia cairnsi (Figura 4. D).
En un mismo género como se ve en este ejemplo, la composicion de varios tipos de escleritas,
tamafos y colores en cada especie varia considerablemente, es por esto que a nivel de

identificacion y clasificacion taxonomica son de gran importancia (Vargas et al., 2010).

Figura 4. Tipos de escleritas que se encuentran en el género Pacifigorgia. (a) Pacifigorgia
adamsii; (b) y (c) Pacifigorgia curta; (d) Pacifigorgia cairnsi (Vargas et al., 2010).

Existen otros tipos de formas de las escleritas, como por ejemplo las que se muestran en
la Figura 5 para la especie Bebryce parastellata, perteneciente a la familia Plexauride del
suborden Holaxonia; al igual que en el caso anterior se puede apreciar como una misma

especie muestra diferentes morfologias de las escleritas (Devictor & Morton, 2010).



Figura 5. Escleritas presentes en la especie Bebryce parastellata (Devictor & Morton,
2010).

Por otra parte, estos organismos coloniales viven en mares tropicales, subtropicales y
boreales, ademas crecen en pendientes o paredes verticales, por lo que generalmente estan en
forma perpendicular al flujo de la corriente o en el fondo (Breedy Shadid & Calvo Shadid,
2000).

Al ser animales que pertenecen al filo Cnidaria la formacion inicia por medio de la larva
planula, la cual nada y se deposita sobre un sustrato por lo que es comun que se encuentre
sobre las superficies rocosas, arrecifes de coral y sedimentos blandos presentes en las aguas
litorales hasta aguas profundas, a los pocos dias de asentada se da la formacion de la colonia
(Breedy & Cortés, 2014a; EI-Bawab, 2020; Wehrtmann & Cortés, 2009).

La alimentacion para cada especie varia principalmente de sus habilidades fotosintéticas
y ubicacién geogréafica, sin embargo, en general son organismos conocidos como
alimentadores suspensivoros pasivos, es decir, los animales que estan fijados en un sustrato
filtran el alimento que flota libremente en el agua, como por ejemplo, fitoplancton,
zooplancton y materia organica disuelta (Almeidaa et al., 2014; Rakka et al., 2021). Las
colonias dependen de la capacidad de los pélipos para extraer de la columna de agua
nutrientes de manera eficiente; factores como la velocidad del agua y la direccién del

movimiento pueden cambiar rapidamente en respuesta a la accion de las olas, por lo que las



propiedades mecéanicas de las colonias deben ajustarse especificamente a su entorno y asi

obtener los nutrientes respectivos (J. C. Lewis & Wallis, 1991).

Algunas especies de los octocorales tienen asociaciones endosimbidticas con
dinoflagelado llamados zooxantelas, siendo esta la mejor fuente de energia. (Van Oppen et
al.,, 2005). Las zooxantelas a través de la fotosintesis producen sustancias que son
aprovechadas por los organismos, ademas de que le brindan coloracion al espécimen. Sin
embargo, existen otras especies que puede sobrevivir sin simbiosis y se conocen como
organismos azooxantelados, que existen en zonas someras, pero especialmente en
aguas profundas donde no hay penetracion de la luz solar por lo que no hay procesos
fotosintéticos involucrados. Ademas, otras condiciones como la mezcla de agua fria y pH
bajo provoca la ausencia de zooxantelas en los octocorales-(Almeidaa et al., 2014; Cortés,

2019) y probablemente caracteristicas intrinsecas de cada especie.

El género Muricea se clasifica dentro del suborden Holaxonia, orden Alcyonacea en la
familia Plexauride, el cual puede contener al menos una docena de especies que se encuentran
especificamente en el Pacifico oriental, es por esto que se considera un género abundante y
ampliamente distribuido en aguas pocos profundas (8 a 25 m), sin embargo, hay reportes de
algunas especies a grandes profundidades como Muricea midas a 201 m, Muricea fruticosa

Verill a 102 m y Muricea galapagensis a 94 m (Breedy & Guzman, 2016b; Horvath, 2019a).

Los octocorales son comunes en las costas de Costa Rica y sus islas, con un amplio rango
de distribucion y profundidad, algunos de los géneros que mas han sido observados y
recolectados son Muricea, Heterogorgia y Psammogorgia. ElI género Muricea, esta
representado por varias especies, distribuidas desde zonas someras hasta 100 m de
profundidad aproximadamente (Cortés & Blum, 2008; Wehrtmann & Cortés, 2009).

De acuerdo con la morfologia de las colonias y de las escleritas se ha dividido el género
en cuatro grupos: Muricea squarrosa, Muricea fruticosa, Muricea austera, Muricea
plantaginea (Breedy & Guzman, 2016b). En este género se puede encontrar una gran
variedad de especies con colores muy distintos, por ejemplo, la especie Muricea californica,
tiene una colonia color marrén-rojizo, la especie Muricea plantaginea, tiene una colonia con

polipos blancos amarillentos, ademas una misma especie como la Muricea fruticosa, puede



tener distintas variantes dentro de una misma especie, para este trabajo la especie de interés

es conocida como Muricea fruticosa (Horvath, 2019a).

Mas especificamente, la colonia de nuestro interés se encuentra en el Parque Nacional
Isla del Coco. Esta es una de las islas oceanicas del Pacifico Tropical Oriental, ubicada a unos
500 km al sur-suroeste de la costa Pacifica de Costa Rica y a 600 km de la Islas Galapagos,
Ecuador; por lo que actla como un puente de organismos para toda la region, a lo que se
atribuye su alta biodiversidad de organismos marinos (Cortés, 2008, 2019; Wehrtmann &
Cortés, 2009).

La Isla del Coco es el unico punto emergido de la Dorsal de Coco, que se extiende 1200
km entre el punto caliente de las Galapagos y la Peninsula de Osa en el sur de Costa Rica.
Esta isla es la primera zona somera entre el Pacifico Central y el Pacifico Oriental que toca
la Contracorriente Ecuatorial del Norte, esta corriente transporta larvas y juveniles de

organismos marinos. (Cortés, 2008).

Se han observado grandes asentamientos de la especie Muricea fruticosa en los
pinaculos submarinos de la Isla del Coco, como se observa en la Figura 6, especificamente
en el monte submarino Everest, el cual se encuentra a 2-3 km del islote Manuelita con una
profundidad de 180 m; una de las ventajas de este monte es que se encuentra monitoreado
desde hace10 afios y presenta un entorno controlado a factores ambientales como la
temperatura, en este periodo su temperatura promedio esta entre los 14-16°C (Cortés &
Blum, 2008).

Everest en el Parque Nacional Isla del Coco entre 80 a 100 m de profundidad.



Como se observa en la Figura 7, esta colonia cuenta con 3 colores: su base tiene una
coloracion blanca, luego hay una seccion de su rama que es amarilla palida y sus puntas son
rojizas, generalmente su colonia es tupida e irregular ademas de que su cenénquime muestra
la caracteristica de ser delgado. Esta especie se puede observar en aguas claras o turbias y
esta presente en varias localidades, por ejemplo, en Islas Galapagos (Figura 7.a) donde esta
expuesta a corrientes moderadas y ubicada en cuevas, por otra parte, se ha reportado que el
récord méas profundo para la especie es de 102 m en los montes submarinos de la Isla del
Coco (Figura 7.b) (Breedy & Guzman, 2016a).

Una de las caracteristicas de la especie de interés, Muricea fruticosa, es que se le han
realizado andlisis PCR (prueba de reaccion en cadena dela polimerasa) para comprobar la
ausencia de zooxantelas, segun los resultados brindados esta especie no es fotosintética
(Van Oppen et al., 2005). Por lo que pertenece al grupo de organismos que se alimenta por
medio de mecanismos de filtracion de sustratos como fitoplancton y zooplancton que flotan

en el agua (Almeidaa et al., 2014).

Aunque su coloracion es caracteristica en esta colonia no hay estudios sobre los

pigmentos asociados, y su relacion con la estructura mineral y composicion quimica.

Figura 7. Colonia de Muricea fruticosa Verilll. (a). Colonia in-situ en Islas Galapagos,

Ecuador. (b). Colonia in-situ en el monte Everest, Isla del Coco a 95m de profundidad
(Breedy & Guzman, 2016a).



Justificacion

Los octocorales en general son especies longevas, que han ido teniendo diversas
aplicaciones, por ejemplo, ser utilizados como bio-indicadores de estrés ambiental, ademas de
tener importancia ecologica,al ser organismos con gran diversidad de formas y colores
(Abdelmohsen et al., 2017; Breedy & Cortés, 2014b; Kupka et al., 2010). A pesar de que
estos organismos realizan diversas funciones, no han sido estudiados en gran detalle, solo se
han realizado algunas investigaciones generales de su composicion quimica, en la que se han
sefialado la presencia de gran cantidad de metabolitos secundarios, como por ejemplo los
terpenoides (Coll, 1992). La literatura sefiala que los metabolitos secundarios tienen diversas
funciones como alejar depredadores, excluir competencia, actuar como anti-incrustantes y en
funciones reproductivas (Sammarco & Coll, 1992; Slattery et al., 1995).

Por otro lado, una de las caracteristicas mas Ilamativas e intrigantes es la diversidad
de colores que tienen, sin embargo, son pocos los estudios sobre la relacion de color con su
estructura mineral y composicion quimica (Bracco et al., 2016; Kupka et al., 2010; L. Maia
et al., 2011). El enigma de la coloracion se acrecienta en especial cuando esta coloracion
estd asociada a las escleritas en organismos no fotosintéticos, como el caso de la colonia a
estudiar.

A nivel general se han reportado para los corales, que los tonos rojizos, se debe a la
presencia de carotenoides como derivados de B-carotenoides y cantaxantina determinados
por medio de espectroscopia IR y Raman (Kupka et al., 2010).

Especificamente en los octocorales se han reportado algunas investigaciones sobre la
identificacion de pigmentos rojizos, enfocados en diferentes especies por medio de
espectroscopia Raman, asociados a dos pigmentos comunes como lo son los carotenoides y
parrodienos, a los cuales se les ha atribuido maltiples funciones bioldgicas: antioxidantes,
antiinflamatorias, anticancerigenas y cardio protectoras (L. Maia et al., 2011).

La especie Muricea fruticosa de la Isla del Coco, presenta dos cromotipos: uno blanco
y uno blanco con puntas rojas; para ambos, los estudios que explican su coloracion son
escasos Y esto representa una oportunidad Unica para llenar este vacio y su relacién con la
estructura morfoldgica (escleritas) y composicién fisicoquimica.

Se utilizaron diversas técnicas de espectroscopia y difraccion, para intentar generar

relaciones entre el origen del color, su estructura mineraldgica y su composicion quimica, asi



como su distribucion radial dentro de las escleritas. Esto permitié realizar estudios con mas
profundidad sobre estos interesantes organismos y contrastar con investigaciones previas
sobre diferentes pigmentos encontrados en otros corales y octocorales (Borisov et al., 2021;
DeCarlo, 2018; L. Maia et al., 2011; L. F. Maia et al., 2013)

Finalmente, este trabajo, estara dividido por medio capitulos. El capitulo I, consiste en
una descripcion de la seccién experimental basada en la metodologia y técnicas a utilizar, el
capitulo 11, una descripcion general de la coloracion de las escleritas de Muricea fruticosa de

la Isla del Coco.

Por otra parte, los dos Gltimos capitulos abordaran informacion acerca de su composicién
mineraldgica, estructural y posible identificacion del color. De forma que en el capitulo 11l
se abordara la informacion correspondiente a la descripcion de la composicién quimica y
estructural de las escleritas y en el capitulo IV se muestra como esta distribuido el color en

las escleritas y su posible identificacion quimica.
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Objetivos

Objetivo general

Caracterizar el color por medio de un estudio fisicoquimico de las escleritas de dos

cromotipos de la especie Muricea fruticosa presente en la Isla del Coco.

Objetivos especificos

1. Determinar el origen de la coloracion en las escleritas de dos cromotipos de la
especie M.fruticosa presente en la Isla del Coco.

2. Estudiar la composicion quimicay mineraldgica de las escleritas de M. fruticosa tanto

coloreadas como no coloreadas.
3. Estudiar la relacion entre la presencia o ausencia de color en las escleritas de M.

fruticosa con su composicion quimica y mineralogica.
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Capitulo I. Seccidon experimental

Metodologia
Seccion experimental
A. Seleccion de muestra

Para el desarrollo de este trabajo se utilizé dos variantes de la especie Muricea
fruticosa, ambas muestras estan depositadas en el Museo de Zoologia de la Escuela

de Biologia de la Universidad de Costa Rica.

Las dos variantes de la especie Muricea fruticosa se encuentran catalogadas en
el Museo de Zoologia con los siguientes codigos: UCR 3004, el cual tiene la

caracteristica de ser un cromotipo blanco con puntas rojas (Figura 8(a)) y UCR 2996,

cromotipo completamente blanco, como se observa en la Figura 8(b).

Figura 8. (a) Cromotipo blanco con puntas rojas (UCR3004). (b) Cromotipo blanco
(UCR2996).

La recolecta de estos organismos se realiz6 en ambos casos por la Dra. Odalisca
Breedy en el submarino DeepSee. La muestra UCR 2996, fue recolectada el 23 de
octubre del 2015 en el Pinaculo Everest, Isla del Coco a 81,5m de profundidad y esta
fue preservada en etanol. La UCR 3004 fue recolectada el 23 de octubre del 2013 en
el Pinaculo Everest, Isla del Coco a 78,2m de profundidad y esta fue preservada en

etanol.

B. Proceso de separacion de las escleritas
Se selecciond una seccion (rama) de las muestras UCR 2996 y UCR 3004. En el

caso de la muestra UCR 3004 se dividio la rama en los 3 colores presentes (blanco,
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amarillo y rojo), para obtener las escleritas dichas muestras recibieron el mismo

tratamiento que la muestra UCR 2996, el cual se describe a continuacion.

Se tomo la seccidn de interés de la muestra y se colocé en un vial con peroxido
de hidrogeno al 50% con el fin de disolver la materia organica encargada de mantener
unidas las escleritas, se dejo reposar aproximadamente una semana o hasta que se
disolviera la materia orgéanica presente encargada de contener las escleritas y se
obtuviera completamente un polvo compuesto por escleritas. Posteriormente se
realizaron 5 lavados con agua destilada y se dejo secar las escleritas de cada muestra

en la estufa a 60°C por 12 horas.

Una vez secas las escleritas, se realizd la separacidn segun su coloracién de forma
manual utilizando un estereoscopio. Por lo que a lo largo del trabajo se van a tener

cuatro muestras, descritas en el cuadro I:

Cuadro 1. Nomenclatura de las escleritas obtenidas después del proceso de separacion.

Especie | Cromotipo | Codigo* Descripcion Nomenclatura en el documento
Muricea | Cromotipo | UCR 2996 | Escleritas con Esclerita blanca (UCR 2996)
fruticosa | blanco coloracion blancas
Cromotipo | UCR 3004 | Escleritas con Esclerita roja (UCR 3004)
blanco con coloracién rojiza
puntas rojas Escleritas con Esclerita amarilla (UCR 3004)
coloracion amarilla
Escleritas con Esclerita blanca (UCR 3004)
coloracion blanca

* Museo de Zoologia de la Escuela de Biologia, Universidad de Costa Rica.

C. Proceso de fijacion de las escleritas

Una vez que se obtuvo las escleritas, se realiz6 a temperatura ambiente una
mezcla de resina epoxica (Marca: Allied, Lot: 11301-EM-CAC) y endurecedor
(Marca: Allied, Lot: 30067-EM/JG) en una proporcién de 2:1.5, respectivamente.
Esta mezcla se homogenizd por 5 minutos y se dejé reposar por otros 5 minutos,
posteriormente se vertio en un molde de silicén, se coloco cada una de las muestras

en moldes separados dejandolo secar por 24h.

Proceso de lijado y pulido
Cada una de las muestras fijadas en resina se les realizé un proceso de lijado y

pulido donde se utilizé primero una lija numero 1000 y luego una 1500, se lijo de
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forma manual en presencia de agua y en una misma direccion, despues se les aplico
un pulidor de diamante en una direccion como formando un nimero 8. El resultado
final se muestra en la Figura 9 para las muestras correspondientes con ambos
cromotipo: UCR 3004: donde (a) contiene las escleritas rojas, (b) contiene las
escleritas amarillas y (c) contiene las escleritas blanca, UCR 2996 (d) contiene las

escleritas blanca.

Figura 9. Escleritas fijadas en resina y pulidas de las muestras: UCR 3004 ((a) resina con

escleritas rojas, (b) resina con escleritas amarillas, (c) resina con escleritas blancas) y UCR

2996 ((d) resina con escleritas blancas).

Seccién instrumental
1. Microscopia de luz éptica

Es unatécnica de microscopia que utiliza un haz de fotones y un sistema de lentes
para ampliar la imagen de muestras pequefias, la muestra se ilumina por medio de una
fuente de luz y se observa con un lente objetivo de una magnificacion adecuada a la
muestra que se desea analizar (Di Gianfrancesco, 2017). En esta misma técnica se

tienen variantes como:

a. Microscopia éptica con luz polarizada

La principal caracteristica en esta técnica es que se utilizan lentes polarizadores,
los cuales tienen la funcién de orientar el paso del haz de luz en una direccion
determinada como se muestra en la Figura 10. Esta técnica es utilizada para obtener
informacidn relacionada con el acomodo cristalino y analizar el orden molecular en

sistemas heterogéneos. Algunos compuestos inorganicos cuentan con un alto grado
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de orientacidn cristalina por lo que el haz de luz puede atravesar la muestra en un
solo plano vibratorio, siendo de ayuda como complemento para la identificacion de
sustancias cristalinas (Carlton, 2011; Oldenbourg, 2013).

[
LY #
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-
Fuente de luz / Polarizadore en un Muestra
Detector plano determinado

Figura 10. Diagrama de polarizacion de la luz.

b. Espectrofotdmetro UV-Vis acoplado a un microscopio éptico

Esta técnica afiade un valor significativo a los microscopios opticos, ya que no lo
limita a la observacion, sino que de una forma no invasiva expande sus capacidades
como medir absorbancia, reflectancia o transmitancia de una muestra (Orlando-
Guerrero et al., 2019).

c. Microscopia éptica invertida

El microscopio de luz invertida es similar al microscopio tradicional, sin
embargo, la luz proviene desde arriba de la platina y el objetivo se encuentra debajo
de ella. Es una técnica muy utilizada para el andlisis de tejidos vivos ya que la
muestra se ve a través de lentes objetivos colocados debajo de la plataforma de la
muestra (Hauch & Ratner, 2013).

Condiciones utilizadas en los analisis:

En este trabajo para el analisis de la estructura y distribucién del color se utilizo
el microscopio de luz 6ptica marca: Nikon, modelo: Eclipse LV100ND para la toma
de imagenes Opticas, en el cual se utilizé principalmente los lentes de 5x, 10x y 20x.
A la vez se utilizo las técnicas de luz polarizada en 3 direcciones (45°, 90° y paralelo
al polarizador) y se acopl6 un aditamento para obtener espectros UV-Vis marca:
CRAIC para la aplicacion de la técnica UV-Vis, ademas antes de tomar los espectros

UV-Vis se realiza un ajuste de blancos con un blanco de BaSO4, con el fin de corregir
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las mediciones y asegurar la reflectancia total, este equipo esta ubicado en el Centro

de Investigaciones en Ciencias e Ingenieria de Materiales (CICIMA).

También se utilizdé el microscopio invertido marca: Olympus, modelo: 1X51,
ubicado en el Centro de Investigaciones en Estructuras microscéopicas (CIEMIC); se

utilizo principalmente los lentes de 5x, 10x y 20x y sin presencia de filtros.

Se analizo tanto las escleritas pulidas y fijadas en resina, como las escleritas
enteras sin previo tratamiento fijado en resinas y pulido, ademas al ser técnicas no
invasivas no sé requirié de una preparacion previa de las muestras, para ambos
analisis solamente se coloco la muestra de interés en el portamuestra correspondiente

y se analizé.

Microscopia electrénica de barrido (SEM /EDS)

Un microscopio electrénico de barrido (SEM) es un microscopio que produce
imagenes de una muestra escaneandola con un haz de electrones en lugar de un haz
de fotones como se utiliza en las técnicas anteriores. De forma que los electrones
interacttian con los atomos de la muestra, produciendo varias sefiales que pueden ser
detectados para que brinden informacion sobre la topografia de la superficie de la
muestra (Di Gianfrancesco, 2017).

Esta técnica se puede complementar con el anélisis de energia dispersada de
rayos x (EDS), es un método de microanalisis elemental ampliamente aplicado capaz
de identificar y cualificar todos los elementos de la tabla periddica excepto H, He y
Li (Newbury & Ritchie, 2013).

Condiciones utilizadas en los andlisis:

A las muestras que estan pulidas y fijadas en resina se les realizé un analisis EDS
a tres escleritas de cada color, se analizo por triplicado tanto el borde como el centro
de cada una para obtener un promedio de la composicion elemental y ademas analizar
si hay diferencias en el borde y centro de la esclerita.

Para este analisis EDS se utilizo el microscopio electronico (HITACHI S-3700N)
con un detector EDS (IXRF Systems), que se encuentra en el CIEMIC, por otra parte,
no fue necesario realizarle ningun recubrimiento a la muestra ya que se trabajé a bajo

vacio.
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3. Fotografia con cAmara profesional
Para obtener una vision a escala macro de las colonias del octocoral y de sus
escleritas se utilizé una cAmara profesional.

Condiciones utilizadas en los analisis:

Las fotografias se tomaron con una camara profesional marca: Sony, modelo:
a7RIII, con un lente: Sony FE 90mmf/2.8 Macro G OSS.

4. Raman
La espectroscopia Raman es una técnica no invasiva que es utilizada para obtener
informacidn acerca de la estructura y propiedades de la molécula por medio de sus
modos vibracionales ya que proporciona un espectro caracteristico de las vibraciones
especificas de una molécula actuando como una “huella” y permitiendo que se pueda

utilizar esta técnica para la identificacion de moléculas (I. Lewis & Edwards, 2001).
Condiciones utilizadas en los analisis:

El equipo Raman modelo WITec Alpha 300R Raman microprobe system,
ubicado en el CICIMA, permitio realizar dos tipos de analisis: el primero consistié en
estudiar la composicién quimica de las escleritas tanto las escleritas pulidas como las
no pulidas, ademéas en esta misma linea de analisis se analizaron patrones de -
caroteno, cantaxantina y bixina, con el fin de realizar comparaciones entre los
patrones y las muestras del octocoral. El segundo anélisis es un mapeo que brinda
informacion acerca de la distribucion y homogeneidad del color dentro de la esclerita

y en la superficie, este segundo andlisis se realizd sobre la muestra de escleritas rojas.

Para realizar estos analisis no fue necesario una preparacion previa de las
muestras, solo se colocaron en el portamuestra correspondiente, se realiz6 la

calibracion respectiva del equipo y su posterior medicion.
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5. Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR)

Es una técnica utilizada para la identificacion de grupos funcionales y como
complemento para la identificacion de estructuras moleculares. La espectroscopia
infrarroja es una técnica de analisis para obtener informacion acerca de los procesos
de absorcion y emision sobre las moléculas, esta técnica cuenta con tres regiones:
cercana, mediay lejana. La seccion de mayor utilidad es la region media que va desde
4000 a 650 cm™, posteriormente la region lejana que se utiliza para el estudio de
compuestos organometalicos e inorganicos, dicha seccion va de 650 a los 200 cm™,
por ltimo, la region cercana entre los 12500 y 4000 cm’?, se utiliza para una
identificacion méas cuantitativa (Aparicio Marenco et al., 2012). En la espectroscopia
infrarroja comunmente se puede trabajar con varias técnicas como lo son reflectancia,

transmision y ATR, esta Gltima es la que se utiliz6 en esta investigacion.

La técnica de reflectancia total atenuada (ATR, por sus siglas en inglés) es una
de las técnicas mas utilizadas ya que se puede analizar muestras solidas y liquidas,
ademas a diferencia de la técnica de transmision, en ATR el paso de la luz es

independiente del grosor de la muestra.

Como se observa en la Figura 11, esta técnica funciona midiendo las
interacciones de un rayo IR reflejado internamente, es decir, cuando el rayo entra en
contacto con la muestra y un cristal 6pticamente denso a un cierto angulo se crea una
onda evanescente, en las regiones del espectro IR donde la muestra absorbe energia
la onda evanescente se atenda por lo que el rayo atenuado regresa al cristal y luego
sale por el extremo opuesto del cristal y se dirige al detector, donde este registra el
haz de infrarrojo atenuado como una sefial de interferograma que resulta en un

espectro (Miller et al., 2014; Subramanian & Rodriguez-Saona, 2009).

Sample

) /

Source Detactor

Figura 11. Interaccion del haz. (Subramanian & Rodriguez-Saona, 2009)
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Condiciones utilizadas en los andlisis:

Las muestras de las escleritas analizadas no recibieron ningin tratamiento de
fijacion en resina ni de pulido y fueron analizadas bajo la técnica de FTIR-ATR. Se
tomoO un grupo de escleritas de su respectivo color y se morterizd con el fin de
homogenizar la muestra, una vez la muestra homogenizada se realizo la medicion. Se

utilizé un equipo PerkinElmer- Frontier, ubicado en el CICIMA.

Difraccion de rayos X (XDR)

Es una técnica no destructiva que se utiliza para el andlisis cualitativo y
cuantitativo de fases cristalinas, ya que es un método eficaz para determinar la
composicion de fases de materiales amorfos y cristalinos desconocidos.

La dispersion de los rayos X al interactuar con los atomos de los cristales produce
un patron de difraccion que proporciona informacion sobre la estructura. Estos datos
estan representados en una libreria de patrones de difraccion de polvo de rayos X
monofésicos para los tres valores D mé&s intensos, en forma de tablas de
espaciamientos interplanar (D) e intensidades relativas (1/10). Algunas de las muestras
que se pueden analizar por esta técnica son: metales, aleaciones, minerales,
compuestos inorganicos y organicos, polimeros, materiales amorfos, liquidos, gases
y las moléculas de proteinas y &cidos nucleicos (Rahman et al., 2013; Smodej et al.,
2015).

Condiciones utilizadas en los analisis:

Las muestras analizadas con esta técnica fueron Unicamente las escleritas que no
recibieron ningun tratamiento de fijacién en resina ni pulido. Se tomé un grupo de
escleritas de su respectivo color y se morterizo con el fin de homogenizar la muestra
y realizar el analisis. Se utilizd un equipo marca: Bruker, modelo: D8 Advance Eco,

ubicado en la Escuela de Quimica.

Procesamiento de datos:
Todos los datos obtenidos de las técnicas a utilizar se van a procesar y graficar por

medio del programa Origin Pro-9.0
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Capitulo I1. Descripcion general de la coloracion de las escleritas
Muricea fruticosa

La coloracion en la especie Muricea fruticosa depende de sus variantes, en este trabajo
como se menciono se va a estudiar dos variantes: el cromotipo blanco con puntas rojas y el

cromotipo completamente blanco.

En la Figura 12, se muestra el cromotipo blanco con puntas rojas caracteristico de esta
especie, si se observa la seccion (a) de la imagen se muestra que cada una de las ramas de la
colonia presenta un patrén de color, sus bases son blancas, posteriormente hay una parte
ligeramente amarilla palida y por altimo sus puntas son rojas. Sin embargo, si se observa a
mayor magnificacion y detalle, en la seccién (b) se tiene que la distribucion del color no es
tan homogénea ya que en cada seccion hay tonalidades mezcladas, es decir, en los tonos
blancos y rojos también hay presencia de tonos amarillos, siendo estos como una degradacion

del color entre ambos tonos.

(2)
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Figura 12. Octocoral Muricea fruticosa cromotipo blanco con puntas rojas (codigo UCR

. o
o8

3004). (a) Ramas apicales de la colonia de la especie de octocoral. (b) Acercamiento de una

rama individual del octocoral.

En la imagen anterior y en la Figura 13, se observa que las escleritas no solo se
encuentran en la parte interna como se menciona en la literatura, sino que también estan

ubicadas en la parte externa de la colonia. Conforme se va dando el crecimiento del

20



organismo, se da un acomodo de las escleritas externas de forma que se unen por medio de
la matriz proteica de colageno conocida como mesoglea, esta matriz junto con las escleritas
son las que conforman el cenénquime. Ademas, se muestra como el color del organismo esta
dado por las escleritas. (Breedy & Cortes, 2008; J. C. Lewis & Wallis, 1991).

Figura 13. Escleritas externas unidas por una matriz organica, especie Muricea fruticosa
(Escleritas rojas, UCR 3004).

Al aplicarle peroxido de hidrégeno a una rama del octocoral, se elimino toda la materia
organica que permite la union de las escleritas y se logrd obtener las escleritas (proceso de
extraccion explicado en la seccion experimental del capitulo ). Como se observa la Figura
14, a escala macro un grupo al azar de escleritas del organismo UCR 3004, muestra una
diversidad de colores, tamarfios y formas de escleritas. El ejemplo mas evidente es con las
escleritas de tonos rojizos donde en el extremo izquierdo de la imagen se observan dos

escleritas mas grandes en comparacion con las escleritas rojas del lado derecho de la imagen.

. | ~ v

- T .

Figura 14. Escleritas del cromotipo blanco con puntas rojas de la especie Muricea fruticosa
(UCR3004) (Camara profesional lente: Sony FE 90mmf/2.8 Macro G OSS).
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Para ver a mayor detalle de la coloracion de las escleritas se utiliz6 un microscopio
Optico; en la Figura anterior las escleritas de tono rojizo que fueron tomadas a escala macro
con una camara profesional (lente: Sony FE 90mmf/2.8 Macro G OSS), presentaron una
coloracion homogenea en cada esclerita, sin embargo, al verlas a mayor detalle (10x) se
puede observar que esta regularidad a una mayor magnificacion desaparece, como se observa

en la Figura 15, el color no se encuentra distribuido homogéneamente en la esclerita.

Figura 15. Escleritas del cromotipo blanco con puntas rojas de la especie Muricea fruticosa
(UCR3004) (Magnificacion: 10x).

Después de analizar de forma aleatoria diferentes escleritas de esta especie tanto de
coloracion amarilla- rojiza como blancas, se obtuvo que independientemente del color, la
esclerita no es homogénea en su color en si misma ni entre distintas escleritas, como se
ejemplifica en la Figura 16 (a) y (b). Para el caso de las escleritas blancas, como la que se
muestra en la Figura 16 (c) no se observo ni a escala macro ni micro la presencia de ninguna

coloracion.
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Figura 16. Escleritas individuales de la especie Muricea fruticosa (UCR3004)
(Magnificacion: 10x). (a) y (b) escleritas tomadas de la seccion roja del octocoral, (c)

escleritas blancas de la seccion blanca del octocoral.

Al realizar los mismos analisis para la variante del cromotipo blanco (UCR 2996), en la
Figura 17 (a) se observo a escala macro que la colonia tiene una coloracion blanca
homogénea y en la seccidn (b) de dicha imagen, se muestra que las escleritas, al igual que en
la variante anterior, estan situadas en la parte externa de la colonia, ademas al ver las
escleritas de forma individual no presentan coloracion (Figura 17) en su estructura similar a

las escleritas anteriores (Figura 16).

Figura 17. Escleritas de la especie Muricea fruticosa (UCR2996) (Camara profesional
lente: Sony FE 90mm{f/2.8 Macro G OSS). (a) Colonia del octocoral, (b) Rama de la

colonia.
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Figura 18. Escleritas individuales de la especie Muricea fruticosa (UCR2996)

(Magnificacion: 10x).

La coloracidn para esta especie de interés esta dada por las escleritas, las cuales no solo
estan ubicadas a lo interno de la colonia, sino que también brindan soporte estructural a nivel
externo, como se observé en las imagenes anteriores. A la vez se puede concluir que la
especie Muricea fruticosa no cuenta con una coloracién homogénea, tanto en su estructura
macroscopica, es decir, al observar la rama / colonia completa, como a nivel individual de

las escleritas.

Para el caso de la muestra UCR 3004 se observan zonas en la esclerita con una mayor
intensidad de color, en tonalidades amarillas y rojizas, estas tendencias se observan de forma
aleatoria en todo el espécimen. Ademas, no se encontrd una relacion entre color y forma de

la esclerita. Las distintas formas pueden ser rojas, amarillas o incoloras.
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Capitulo I1l. Composicién quimica y estructural de las
escleritas.

Composicién quimica de las escleritas
Las escleritas estdn compuestas principalmente de carbonato de calcio, este mineral es

uno de los mas ampliamente utilizados por organismos marinos. Al igual que otros minerales,
el carbonato de calcio forma diferentes estructuras polimorfas; en la naturaleza se encuentran
en forma de: calcita, aragonita y vaterita; las primeras dos son las formas mas abundantes y

las mas comunes reportadas en la subclase Octocorallia (Conci, 2020).

Dependiendo de la estructura de carbonato de calcio va a favorecerse mas un filo de los
invertebrados marinos que otros, por ejemplo, el filo Tunicata es mas afin a las estructuras
de vaterita, sin embargo, otros filos como Porifera, Cnidaria, Mollusca y Anthropoda son

mas afines a los polimorfos de calcita y aragonita (Conci, 2020).

El carbonato de calcio (CaCOs3) esta compuesto por aniones de carbonato (COs%) que
presentan enlaces covalentes entre sus atomos de carbono y oxigeno (C-O), los cuales
mantienen una configuracion trigonal plana, ya que su estructura contiene un atomo de
carbono rodeado de un triangulo equilatero de tres oxigenos y a la vez esta unido por medio
de interacciones electrostaticas al ion calcio (Ca?*). Este mineral cristaliza en forma de capas
alternas de iones de carbonato unidos por capas de cationes de calcio, donde los iones de
calcio van a coordinar con diferentes configuraciones sus celdas unidad de acuerdo con el

polimorfo formado (Dufresne et al., 2018; Ulian et al., 2021).

La formacidn de uno de los polimorfos de carbonato de calcio esta relacionada con varios
factores, entre ellos, la variacion de condiciones ambientales como temperatura, pH y/o
concentraciones de cationes mas pequefios que el ion calcio (Ca?") como lo es el ion magnesio
(Mg?"). Estos diversos factores van a interaccionar con la estructura, por lo que van a
propiciar la formacion de una estructura cristalina u otra'y con ello va a variar sus propiedades
fisicoquimicas, asi como de estabilidad y solubilidad en el océano (Chu et al., 2013; Kawano
et al., 2016). La aragonita es un polimorfo de alta presion y la calcita es una estructura que
termodinamicamente es estable a temperatura ambiente, sin embargo, si en los ecosistemas
marinos la relacion entre Mg?* / Ca?* es mayor a 1,5y el pH > 8,2 propicia la formacion de

una aragonita metaestable (Conci et al., 2021; Németh et al., 2018).
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Como se observa en el Cuadro I, el carbonato de calcio tiene una celda unidad que
depende de su polimorfo, por ejemplo, la calcita tiene un sistema cristalino con forma
romboédrica donde su centro de simetria es controlado por las orientaciones de dos iones de
carbonato, mientras que la celda unidad de la aragonita es ortorrémbica, este es un polimorfo
comdn en la naturaleza pero presenta inestabilidad ante procesos geoldgicos como la

diagénesis por lo que rara vez es conservada en ejemplares como las rocas.

Por otra parte la fase menos conocida es la varita, que presenta una celda unidad con
estructura hexagonal que forma cristales micrométricos y metaestables presentes
especialmente en agua dulces y manantiales (Al Omari et al., 2016; Borisov et al., 2021;
Borromeo et al., 2017; Skinner & Ehrlich, 2014). La simetria con la que cuenta cada
estructura le va a brindar ciertas caracteristicas, por ejemplo, entre mas rigida son las

posiciones atomicas en la estructura cristalina, mas estable resulta (Borisov et al., 2021).

Cuadro I1. Configuracion espacial de los polimorfos de carbonato de calcio presentes

en los organismos marinos (Al Omari et al., 2016; Borisov et al., 2021; Conci, 2020).

Polimorfo Calcita Aragonita Vaterita
Celda unidad Romboédrica Ortorrombica Hexagonal
Grupo espacial R3c Pmcn C2/c-
Diagrama de la estructura — ¢ coeo

La calcificacion en Octocorallia es un proceso bioldgicamente controlado, en general,
este mecanismo se divide en dos procesos: la regulacién del ion (calcio) en la célula junto
con la concentracién disponible en los sitios de calcificacion y la segregacion de la matriz
organica que ha sido de gran interés dado que se ha demostrado en otros organismos que esta
matriz organica regula la precipitacién in vitro de diferentes polimorfos de carbonato de
calcio (Conci et al., 2021).

Parte del carbonato se puede obtener por medio directo del dioxido de carbono (CO,)
producido en la glicolisis o bien puede ser absorbido del CO o bicarbonato presente en el

agua producto de la acidificacion de los océanos, como se muestra en las ecuaciones [1] a la
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[3]. Por otro lado, la mayor parte de calcio que utiliza el organismo para la formacion de la
esclerita, lo toma directamente del ambiente y lo transporta por medio de la célula axial
epitelial, ademas algunos reportes en la literatura sugieren que la formacion de la esclerita
acttia como un mecanismo para reducir los iones de calcio (Ca?*) en la célula y asi reducir la

toxicidad de calcio en los tejidos (Hopley, 2011; Pearson, 2014; Rahman et al., 2011).
CO, + H,0 2 H,CO5; [1]
H,CO; = HCO;™ + H™ [2]
HCO;~ = C05* + H* [3]
Ca?* + C05°™ = CaCo; [3]

Con el fin de verificar la composicion quimica de las escleritas de las dos variantes de la
especie Muricea fruticosa que se estan estudiando en este trabajo, se les realiz6 una serie de

analisis con diversas técnicas como: EDS-SEM, IR, Raman y XDR.

(a) Esclerita pulida y fijada en resina (b) Esclerita sin pulir m fijar

Borde interno
-
.."'.u".
®, ¢

c%im

Figura 19. Imagenes SEM para la ejemplificacion del area de analisis tanto para (a) las
escleritas fijadas en resina y pulidas (Magnificacion: 150X), como para (b) las escleritas sin

ese tratamiento (Magnificacion: 400X).

En el Cuadro Ill, se muestra un analisis elemental utilizando la técnica de SEM-EDS,
para determinar los principales elementos que estan presentes en las escleritas de la especie
de interes. Este andlisis se realizo sobre las escleritas rojas y blancas de la muestra UCR 3004
tanto para las escleritas que fueron pulidas y fijadas en resina (como se muestra en la Figura

19(a)) como para escleritas sin tratamiento previo (Figura 19(b)), también se realizé para las
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escleritas blancas de la muestra UCR 2996 en el area de la esclerita sin tratamiento previo de

fijado y pulido.

El objetivo de este estudio para las muestras pulidas y fijadas fue analizar la composicion
elemental de forma interna, por lo que se analiz6 en dos secciones distintas, es decir, en los
bordes y en el centro interno de cada esclerita, en cada seccidn se realizo la medicion por
triplicado y se report6 el promedio, posteriormente se compar6 con los datos de las escleritas

sin tratamiento previo también en el borde y centro externo de las escleritas.

Con respecto a los resultados obtenidos los principales elementos encontrados fueron
Oxigeno (0O), Calcio (Ca), Carbono (C), Magnesio (Mg), los cuales eran elementos esperados
debido a la composicion comun de las escleritas reportada en la literatura (Conci et al., 2021),
por otra parte, en porcentajes menores a 0.2wt% se encontrd elementos como Sodio (Na),
Aluminio (Al), Azufre (S) y estroncio (Sr), sin embargo, estos elementos no fueron tomados
en cuenta para la investigacion debido a su nula relacion con la muestra y baja concentracion,

que cae dentro de la incertidumbre del equipo.

En la Figura 20, se observa que las concentraciones mas altas se deben al carbono,
oxigeno y calcio, los cuales estan relacionados a la estructura esperada de carbonato de
calcio. El magnesio, a pesar de estar en pequefias concentraciones con respecto a los
elementos anteriores también presenta un papel importante, ya que dependiendo de las
condiciones ambientales puede interaccionar con diversos factores, los cuales van a inducir
la formacion de una estructura u otra del polimorfo de carbonato de calcio, como se
menciono.

La presencia de magnesio en los octocorales también ha servido como marcador de
temperaturas en el mar, por lo que ha permitido realizar la reconstruccion de las condiciones
del paleoclima, ya que la incorporacion de magnesio a las estructuras respectivas del
organismo aumenta con respecto al aumento de la temperatura; a nivel estructural la
presencia de este elemento también le ha servido al organismo para reforzar los ejes ya que
le brinda mayor estabilidad y rigidez a la estructura cristalina (Conci et al., 2021; Lin &
Singer, 2009).

Por otra parte, en el Cuadro Ill se muestran valores de concentracion elemental (wt%)

similares entre los bordes y centros para las escleritas analizadas independientemente si es
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una esclerita fijada y pulida (superficie interna) como si es una esclerita sin pulir ni fijar
(superficie externa), también es independiente del color de la esclerita. En cuanto a la
relacion de Mg/Ca entre las escleritas, como se indico, los valores de dicha relacion son
similares entre cada esclerita, ademas ninguna presenta una relacion de radio de Mg?*/Ca?*
mayor a 1,5 en un ambiente de pH basico que propicie la formacion de aragonita segun lo
reportado en la literatura (Hopley, 2011; Ries, 2010; Tanaka et al., 2019).
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Esclerita roja Esclerita blanca Esclerita blanca
UCE 3004 UCR 3004 UCE 2996

8C w0 wCa mMg
Figura 20. Distribucion de la composicion elemental(wt%) de las escleritas de la muestra
UCR 3004.

Cuadro I11. Analisis elemental por medio de la técnica EDS de la superficie externa de las
escleritas blancas de la muestra UCR 2996 y de la superficie externa e interna de las escleritas
blancas y rojas de la muestra UCR 3004.

Composicion elemental (Wt%) | Carbono | Oxigeno | Calcio | Magnesio | Mg/Ca
(®) (O) (Ca) (Mg)

Centro Externo 39.0 35.5 23.9 1.3 0.05
Escleritaroja | Centro Interno 19.2 48.1 28.5 2.8 0.10
UCR 3004 Borde Externo 43.3 32.2 23.0 1.1 0.05
Bode Interno 24.4 455 26.1 2.6 0.10
Centro Externo 34.9 36.4 27.0 15 0.06
Esclerita blanca | Centro Interno 18.7 45.6 29.6 2.9 0.10
UCR 3004 Borde Externo 40.8 34.0 23.7 1.3 0.05
Bode Interno 23.3 46.7 25.9 2.6 0.10
Esclerita blanca | Centro Externo 31.8 36.1 30.3 1.4 0.05
UCR 2996 Borde Externo 34.9 34.7 28.6 15 0.05
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En la Figura 21 se muestra el espectro IR obtenido para los dos cromotipos en estudio
(UCR 2996 y UCR 3004), de forma general, tanto para las tres muestras del cromotipo blanco
con puntas rojas (UCR 3004) como para la muestra UCR2996, una vez normalizados los
datos obtenidos se obtuvo un espectro con picos he intensidades similares, sin embargo, al
ser por la técnica de ATR no se puede brindar una comparacién sobre el aumento o
disminucion de componentes, en general la mayoria de las sefiales se encuentran reportadas

en la zona de infrarrojo medio entre 2000 a 500 cm™.

En el Cuadro 1V, se muestran los valores para los picos de mayor predominancia de
cada una de las muestras y su respectiva comparacion con los diferentes valores reportados
en la literatura para cada uno de los picos, coincidiendo entre si. Para todas las muestras,
como se observa en la Figura 21, la banda de absorcion méas ancha es la que se reporta
aproximadamente a los 1400cm™, esta banda corresponde a la vibracion (vs) de estiramiento
asimétrico junto con la banda cercana a 871 cm™, que corresponde a una vibracion (v2) de
flexion fuera de plano, ambas bandas son caracteristicas del anion de carbonato (CO3z?)
(Fleet, 2009).

En la literatura se reportan de 700 a 745cm, sefiales caracteristicas segtn el polimorfo
de carbonato de calcio, para la calcita en dicha region se presenta un pico alrededor de los
713cmt, mientras que para la aragonita también se presenta un pico a 713cm, sin embargo,
debe de estar acomparfiado por uno a 700cm™, y por Gltimo para la vaterita el pico se presenta
cercano a los 745cm™. (Loste et al., 2003; Stanienda-Pilecki, 2019; Stanienda, 2016; Vagenas
et al., 2003). Como se puede apreciar en el grafico de la Figura 21 solo se presenta un pico
alrededor de los 714cm™, el cual corresponde a la fase calcita.

Otra banda caracteristica del carbonato de calcio es la que se presenta aproximadamente
alos 1087cm™, cuando esta sefial se presenta en la fase calcita de forma débil, como lo es en
este caso segun se aprecia en el grafico, sefiala que la calcita presenta una estructura cristalina
defectuosa, esta sefial se aprecia en todas muestras. Por otra parte, en la zona de 2000 a
2600cm™, la literatura sefiala que estos picos se pueden atribuir a la presencia de calcita
magnésica, para todas las muestras en estudio se aprecian sefiales en dicha zona (Stanienda-
Pilecki, 2018, 2019).
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Figura 21. Espectro de absorbancia FT-IR para las muestras UCR 2996 y UCR 3004 de la

especie Muricea fruticosa.
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Cuadro V. Sefales obtenidas en los espectros IR para las muestras UCR 2996 y UCR 3004

Yy Sus respectivos reportes en la literatura.

Sefiales vs (cm™?) v2 (cm?) vi (cm?) vz (cm?) vi+vs (cm?)
Literatura* 713 872 1087 1415 1797
Identificacion | Caracteristico | Caracteristico | Caracteristico | Caracteristico | Caracteristico
de sefales* de calcita | de carbonato | de  calcita, | de carbonato | de calcita
cuando el pico cuando la como la suma
es simple y en sefial es débil devi+wvs
ausencia de
pico a 700
UCR 2996a 714,303 871,557 1084,262 1406,278 1798,647
UCR 3004b 714,303 871,558 1084,262 1401,880 1799,080
UCR 3004a 715,330 872,714 1085,393 1409,323 1798,647
UCR 3004r 715,330 871,459 1085,393 1401,617 1798,912

* Literatura consultada (Fleet, 2009; Loste et al., 2003; Stanienda-Pilecki, 2019; Stanienda, 2016; Vagenas et

al., 2003)
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Otra de las técnicas utilizadas para confirmar la identidad de la estructura de la esclerita,
es la difraccion de rayos-X (XRD), este andlisis se realizd sobre las escleritas que no han
pasado por ningun proceso de fijado ni pulido, por lo que solamente se seleccion6 un grupo

de escleritas de interés y se morterizaron para la medicion.

Como se muestra en la Figura 22 se graficaron los datos correspondientes para las
escleritas blancas de la muestra UCR 2996 y para las escleritas blancas y rojas de la muestra
UCR 3004, al sobreponer un espectro con otro se puede apreciar que los espectros coinciden
entre si, por lo que la estructura inorganica que podemos obtener con esta técnica se muestra
que es la misma para todas, por otra parte, las sefiales obtenidas coinciden con la calcita
magnésica reportada en publicaciones de autores como Nash y Rahman (Nash et al., 2013;
Rahman et al., 2013).

30 Escleritas Rojas (UCR 3004)
Escleritas Blancas (UCR 2996)
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Figura 22. Diafractograma XRD para las escleritas blancas y rojas de la muestra UCR

3004 y escleritas blancas de la muestra UCR 2996, especie Muricea fruticosa.
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Una vez obtenidos los difractogramas de las muestras analizadas se compar0 los
resultados con la base de datos de difraccion; de dicha comparacion se obtuvo que los picos
no coincidian propiamente con las sefiales de calcita y aragonita, ya que mostraba sefiales
que no correspondian, sin embargo, al compararlo con la fase calcita magneésica se obtuvo
un espectro donde coincidian todas las sefiales, como se muestra en la Figura 23, para la
muestra de las escleritas rojas (UCR 3004), asi mismo las muestras de escleritas blancas
(UCR 3004 y UCR 2996), presentaron las mismas sefiales.

La calcita magnésica es un mineral caracteristico especialmente en el area geoldgica en
el estudio de las rocas calizas (Stanienda-Pilecki, 2018). Sin embargo, a nivel marino se ha
reportado que el agua contiene altas concentraciones de Mg?* en relacion con las
concentraciones de Ca?*, por lo que durante la cristalizacion in vivo en presencia de Mg?* se
produce una modificacion de la morfologia del carbonato de calcio alterando asi las distintas
fases de este mineral, por ejemplo, Mg?* inhibe el crecimiento de la calcita (Lin & Singer,
2009; Rahman et al., 2011; Tanaka et al., 2019). Algunos de los organismo marinos que se
conoce que contienen calcita magnésica son los foraminiferos, equinodermos, corales rojos,

gusanos calcareos, entre otros (Floquet & Vielzeuf, 2012; Long et al., 2014).

La espectroscopia Raman, es otra de las técnicas utilizadas para la identificacion de
compuestos, ya que dichos espectros son como una huella especifica que sirvio para
complementar los resultados obtenidos con el FTIR-ATR y el XRD. Por medio de esta
técnica se confirmd la misma estructura mineraldgica de calcita magnésica obtenida
anteriormente, debido a que en los espectros Raman (mostrados en el siguiente capitulo, en
las Figuras 26 a la 30) se reportd un pico caracteristico a 1080-1090cm, correspondiente al
estiramiento simétrico del enlace simple C-C de la estructura de carbonato, a la vez todas las
muestras presentaron una sefial simple por encima de los 710cm™ indicativo de calcita
(Comeau et al., 2019; DeCarlo, 2018; Oliveira et al., 2013). Por lo tanto, todas las muestras

UCR 3004 y UCR 2996, cuentan con una estructura mineraldgica de calcita magnésica.
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Figura 23. Comparacién de espectros con la calcita magnésica reportada en la base de datos de XRD.
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Capitulo 1V. ¢Qué es el color y como esta distribuido en las
esclerita?

Como se ha visto a lo largo del trabajo la coloracién del octocoral estd dada por las
escleritas, ya que estas se encuentran distribuidas a lo interno y externo de la colonia. Al igual
que se reporta en la literatura y como se pudo observar en el capitulo anterior, la estructura
de carbonato de calcio no es la que brinda la coloracién, sino que dentro de la estructura se
encuentra un pigmento que da la coloracion, cuando se da el proceso de acrecion las diversas

particulas de carbonato de calcio incorporan el pigmento respectivo (L. Maia et al., 2011).

Los pigmentos organicos estan compuestos de cadenas de carbonos conjugadas que son
los responsables de dar el color rojizo, amarillo o naranja a octocorales y a diversos
organismos, sin embargo, la estructura exacta de estos compuestos organicos esta todavia en
discusidn, algunos estudios sugieren que esta coloracion se debe a carotenoides o parrodienos
(Furst et al., 2016; L. Maia et al., 2011; Maoka et al., 2011).

Este tipo de pigmentos, en el caso de los octocorales que tienen zooxantelas puede ser
tomado de procesos fotosintéticos, pero para aquellos que no realizan procesos fotosintéticos
como es el caso de la especie en estudio, pueden capturar el pigmento de la dieta. En general
los animales absorben los carotenoides por medio de su alimentacion y los transforman en
otras sustancias que logran incorporar a sus tejidos por medio de las células gastrodermales
que se encargan de su distribucién (Bracco et al., 2016; L. F. Maia et al., 2013; Maoka et al.,
2011).

Para determinar como esta distribuido el color y aproximar la identidad del pigmento de
la especie Muricea fruticosa se le realizaron distintos analisis, entre ellos espectroscopia
visible para comprobar que el color que refleja corresponda con la longitud de onda en el
espectro visible, por otro lado se utilizo la espectroscopia Raman para aproximar la identidad
del compuesto asi como un mapeo de la superficie externa y la seccién interna, por lo que se

puede obtener informacion sobre la distribucion del pigmento en la esclerita.

Las escleritas blancas de las muestras UCR 2996 y UCR 3004, no muestran ninguna
coloracion, caso contrario para las escleritas con coloracion rojiza de la muestra UCR 3004.

Por lo que se realizd un espectro de reflectancia para confirmar si las regiones del espectro
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visible en la que se refleja coinciden con el color que se observa. En la Figura 24, se observa
un espectro de reflectancia en el cual las escleritas blancas de la muestra UCR 3004 refleja
completamente el haz de luz, sin absorber una longitud de onda especifica. Con respecto a
las escleritas rojas de la muestra UCR 3004, se muestra una reflectancia en las longitudes de

onda entre los 600-700nm, siendo esta la zona de los tonos rojizos del espectro visible.

Escleritas Rojas (UCR 3004)

120
Escleritas Blancas (UCR 3004)

100

80

60

40

Reflectancia (%)

20

450 500 550 600 650 700
Longitud de onda (nm)

Figura 24. Espectros de reflectancia para las escleritas rojas y las escleritas blancas de la
muestra UCR 3004.

Para cada una de las muestras se realiz6 una medicién Raman de las escleritas en dos
areas superficiales: externa e interna. Para la parte externa se utilizé una esclerita sin pulir ni
fijar en resina, con el fin de considerar la capa externa de la estructura, por otra parte, para
poder observar el interior de las escleritas, estas fueron fijadas y pulidas y se midié el interior
tanto el borde como el centro de cada una de las muestras como se muestra en la Figura 25,
esto con el fin de observar si hay diferencias entre la superficie externa e interna de la esclerita

y entre el borde y centro de la parte interna.
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Figura 25. Ejemplo de la seccion interna: borde y centro, donde se realizaron los analisis
Raman a las escleritas de las muestras UCR 2996 y UCR 3004.

En la Figura 26, se observan los espectros Raman obtenidos para la muestra UCR 2996,
tanto de la superficie externa como interna (borde y centro), y en el cuadro V se muestran las
sefiales obtenidas de cada espectro. Los espectros muestran similitud en varias sefiales, entre
ellas las caracteristicas del carbonato de calcio, como lo son las sefiales a 1091 cm, la cual
esta relacionada a un modo vibracional (v1) reportado como un estiramiento simétrico del
enlace simple C-C, confirmando la presencia del ion carbonato (COs%) presente en todas las
muestras. Por otra parte, para determinar de qué polimorfo se trata, se debe observar en la
region a 710 cm™. Si la sefial se muestra por debajo de este valor y ademas tiene presencia
de un pico doble junto con una sefial a 700cm™ es caracteristico de la aragonita, sin embargo,
en todos los espectros encontrados esa sefial esta por encima de los 710 cm™, y es un pico
simple, por lo que es indicativo de presencia de calcita, lo que coincide con lo obtenido por
difraccion de rayos X.

Entre las diferencias que se pueden observar entre las superficies externas e internas, se
encuentra que hay 4 picos presentes en la superficie externa que no se encuentran en la
superficie interna, estos son a (157, 1017, 1436 y 1753) cm™*. Mientras que en la superficie
interna tanto del borde como del centro hay una sefial a 1460 cm™ que no se observa en la

superficie externa de esta muestra.
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Figura 26. Espectro Raman de la muestra UCR 2996 correspondientes con las escleritas

con tonalidades blancas. Superficie externe e interna (Borde y Centro).

Con respecto al cromotipo blanco con puntas rojas (UCR 3004) como se ha mencionado
anteriormente esta divido en tres grupos de escleritas segun su coloracion: blanca, amarillay
rojas. En las Figuras 27-29, se muestra los graficos correspondientes a las superficies externas

e internas (borde y centro) de cada esclerita.

Los gréaficos mostrados en la Figura 27 y los datos presentados en el Cuadro V,
presentan una tendencia similar a las escleritas blancas de la muestra UCR 2996, ya que en
la parte superficial las sefiales mas intensas se encuentran en la zona de 157 a 1091 cm™, pero
al realizar la comparacion con la parte interna se observa que ciertas sefiales relacionadas al
carbonato de calcio como lo son las cercanas a 716 cm™ y 1017 cm* cambian de intensidad
disminuyendo a lo interno de la esclerita. Por otra parte, al comparar los espectros de la
seccion interna, se obtiene que presentan sefiales practicamente idénticas entre el borde y el

centro.
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Figura 27. Espectro Raman de la muestra UCR3004 correspondientes con las escleritas

con tonalidades blancas.

Tanto los gréficos de las Figuras 26 y 27 como los datos de las sefiales mostrados en el
Cuadro V, muestran tendencias similares entre las escleritas blancas de las muestras UCR
2996 y UCR 3004, por lo tanto, al parecer las muestras blancas de ambos cromotipos son

iguales en cuanto su espectro Raman.

Ahora bien, las muestras amarillas y rojas presentan espectros Raman diferentes, en
general al comparar los espectros de las escleritas blancas con los espectros de las escleritas
con color se observa una tendencia de que en los espectros de las escleritas con color
muestran una disminucion de las sefiales en la zona de 100 cm™ a 2000 cm™y un aumento

de la intensidad y nimero de sefiales en especial por encima de 2000 cm™.

En las Figuras 28 y 29, se muestran los espectros Raman para las escleritas con
coloraciones amarillo y rojo, respectivamente, de igual forma en el Cuadro V, se muestra la

presencia o ausencia de las sefiales para cada esclerita.
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Figura 28. Espectro Raman de la muestra UCR3004 correspondientes con las escleritas

con tonalidades amarillas.
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Figura 29. Espectro Raman de la muestra UCR3004 correspondientes con las escleritas

con tonalidades rojas.
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Cuadro V. Sefales obtenidas en los espectros Raman para las escleritas de las muestras UCR 2996 y UCR 3004.

Escleritas blancas UCR Escleritas blancas UCR Escleritas Amarillas UCR Escleritas rojas UCR
Sl Gl co0s CUL CUL Identificacion de sefiales
(cm?) | S.Ext |S. Int|S. Int|S.Ext |S. Int|S. Int|S.Ext |S. Int|S. Int|S.Ext |S. Int|S. Int
(B) © (B © (B © (B) ©
157 + - - + - - + - - + - - Modo vibratorio traslacional (T) del enlace O-C-O
caracteristico de Mg (CaCQs)
285 + + + + + + + + + + + + Modo vibratorio libracién (L) del enlace O-C-O caracteristico
de Mg (CaCOQ3)
480 + + + + + + + + + + + + No reportado en la literatura consultada
716 + + + + + + + + + + + + Modo vibracion v4 en plano de flexion, caracteristico de la fase
calcita
1017 + - + - - + + + + - - Sefial en esta banda es atribuida a ion bicarbonato (HCO3)
1091 + + + + + + + + + + + + Modo vibracion vi en estiramiento asimétrico, caracteristico de
la fase calcita
1123 - - - - - - + + + + + + Enlace simple (C-C) con modo vibracional vz
1295 - - - - - - + - - + - - Modo vibracidn va, identificado para enlaces CH=CH
1441 + - - - - - - - - - - - Modo vibratorio traslacional (T) del enlace O-C-O
caracteristico de Mg (CaCOz3)
1460 - + + - - - - - - - - - Doble enlace (C=C) como modo de estiramiento (v1)
1508 - - - - - - + + + + + + Doble enlace (C=C) como modo de estiramiento (v1) asignado
a compuestos como polienos
1753 + - - + - - + - - Modo vibracional correspondiente a un enlace doble C=0 de
compuestos como piridina.
2137 - - - - - - + - - + - - No reportado en la literatura consultada
2246 - - - - - - + + + + + + No reportado en la literatura consultada
2426 - - - - - - - + - - Vibracion orgéanica sobretono
2435 + + + + + + + + + + + + No reportado en la literatura consultada
2527 - - - - - - - - - + - - No reportado en la literatura consultada
2626 - - - - - - + + + + + + No reportado en la literatura consultada
2946 + + + + + + - - - - No reportado en la literatura consultada
2975 - - - - - - + + + + - - No reportado en la literatura consultada
3017 - - - - - - + + + + + + No reportado en la literatura consultada
3069 - + + - + + - - - - - - No reportado en la literatura consultada
3353 - - - - - - + - - + - - No reportado en la literatura consultada

Simbologia: (+): Presencia de sefial, (#+): Presencia de sefiales en todas las muestras, (+): Presencia de sefiales en escleritas con pigmento (-): Ausencia de sefial,

S. Ext: Superficie Externa, S. Int (B): Superficie Interna (Borde), S. Int (C): Superficie Interna (Centro)
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En general ambos cromotipos (amarilla y roja) en estudio muestran un patron muy
similar, dado que todas cuentan con sefiales correspondientes a la fase calcita del carbonato
de calcio. Asimismo, los espectros que fueron tomados en la superficie interna de la esclerita
muestran un grafico con menos sefiales y menos ruido en comparacion con los tomados en
la superficie externa, lo cual puede estar asociado a la rugosidad de la muestra, y cristalinidad
de las muestras como se menciond anteriormente. Ademas, las sefiales diferenciadoras que
se pueden atribuir al pigmento se encuentras tanto dentro como en la superficie externa de la
esclerita. Lo que indica que el pigmento no es algo superficial, y se incorporé dentro de la

biogénesis de la esclerita.

Al superponer los gréaficos de la muestra UCR 3004 se obtiene la Figura 30, en la cual,
junto con los datos del Cuadro V, es posible distinguir cuales sefiales pueden ser asociadas
al pigmento, ya que estan ausentes en las escleritas blancas. Ademas, en primera instancia se
puede indicar que el pigmento es el mismo en ambas muestras amarillas y rojas, puesto que

presentan sefiales muy similares.
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Figura 30. Espectro Raman para la muestra UCR3004.
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Al observar en la Figura 30 que la intensidad de sefial es mayor en las muestras rojas, se
realiz6 una normalizacion de los datos utilizando como sefial de referencia la intensidad
brindada por el pico de calcita a 1090 cm™ (el cual esta presente en todas las muestras). Al
realizar dicho célculo (Cuadro V1.) se pudo confirmar que la intensidad de sefial es mayor en
las escleritas rojas por lo que podria considerarse que la concentracion de dicho pigmento es

mayor en las escleritas rojas.

Cuadro VI. Relacién de intensidad entre las sefiales presentes en las escleritas rojas y

amarillas mostradas en la Figura 30.

Esclerita Sefial X y Relacion de
Referencia 1090.928 | 563.871 | intensidad

1 1508.290 | 561.759 0.996

Amarilla 2 2245.953 | 541.164 0.960

3 2626.828 | 550.790 0.977

4 3015.508 | 547.289 0.971

5 3347.156 | 551.578 0.978

Referencia 1090.137 | 526.693

1 1508.290 | 547.867 1.040

Roja 2 2243.911 | 534.595 1.015

3 2624.877 | 544.056 1.033

4 3018.197 | 544.623 1.034

5 3344.557 | 542.605 1.030

Para aproximar la identidad del pigmento, se utilizé la diferencia de sefiales entre las
escleritas con color y las escleritas blancas las cuales son las sefiales que se muestran en las
regiones a (1123, 1508, 2246, 2626 y 3017) cm™, de la Figura 30, a la vez se compar6 con lo
reportado en la literatura y bases de datos del equipo, junto con la comparacion de espectros

Raman realizados experimentalmente a muestras de carotenoides grado patrén.

En la literatura se ha reportado algunas bandas principales, por ejemplo, en la region
cercano a (1501-1520) cm™ se da una sefial correspondiente a un doble enlace (C=C) como
modo de estiramiento (v1), también para la identificacion de pigmentos las bandas en una
zona cercana a (1130-1119) cm™ hace referencia a un enlace simple (C-C) estas sefiales son
asignadas en funcién de dobles enlaces de carbono en las cadenas de polienos insaturados;

otra de las bandas reportadas en la literatura se da a 1010 cm™* derivada de deformaciones de
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grupos metilo presentes en los carotenoides asi como bandas a (1155-1160) cm
correspondientes a carotenoides (Furst et al., 2016; L. Maia et al., 2011; Oliveiraetal., 2013).

Por otra parte, L. Maia et al, 2011, reportaron la identidad de diferentes pigmentos que
provocan la coloracion en distintos octocorales, por ejemplo, para la especie Gorgonia
ventalina se report6 que el pigmento morado se debe a una mezcla de polienos a partir de la
identificacion de aldehidos poliinsaturados no metilados como el pigmento violeta / parpura
(L. Maia et al., 2011).

En otras investigaciones del autor anterior (L. Maia et al., 2013) sugirio para las especies
Phyllogorgia dilatata, Muricea atlantica y Carijoa riisei, la presencia de carotenoides debido
a las bandas a (1540-1520, 1159 y 1005) cmasignadas a los modos vi1(C=C), v» (C-C) y
p3(C-CHs), respectivamente; en esa misma publicacion sefialan que las especies Muricea
flamma, Renillla muelleri y C. braziliens, cuentan con pigmentos que han sido identificados
como polienos conjugados no metilados debido a las bandas a (1500 y 1120) cm™* asignadas
a las vibraciones v(C=C) y v(C-C), respectivamente (L. F. Maia et al., 2013).

Se analiz6 dos patrones de diferentes familias de carotenoides, en la Figura 31 (a) se
observa el espectro Raman para la cantaxantina y en la seccion (b) el espectro para el B-
caroteno, en ambos espectros se pueden observar las bandas caracteristicas para los
carotenoides reportadas en la literatura las cuales aparecen a (1007, 1155y 1513) cm™.
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Figura 31. Espectro Raman del patrén de (a) p-caroteno y (b) Cantaxantina.
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A pesar de que se han reportado la identidad de algunos pigmentos para la coloracion de
diversas especies de octocorales, aln no se ha identificado o aproximado el compuesto que

brinde la coloracion para la especie, Muricea fruticosa.

A partir de lo reportado en diferentes fuentes bibliograficas como en Kupka et al, 2010,
Maia et al, 2011, Bracco et al, 2016, entre otros, y de los espectros de los patrones de
carotenoides, se puede obtener ciertos detalles del pigmento que esta presente en las escleritas
con coloracion rojiza y de la especie en estudio, el primero de ellos, se debe a que al comparar
los espectros de la coloracién rojiza-amarilla contra los espectros de los pigmentos de p-
caroteno y cantaxantina, no hay similitudes entre ellos por lo tanto, el pigmento en estudio
no presenta relacion con estas familias de carotenoides (Bracco et al., 2016; Kupka et al.,
2010; L. Maia et al., 2011).

Para la identificacion de sefiales se tomo ambitos de valores aproximados y se reportaron
en el Cuadro V, se dejo de lado las sefiales correspondientes del carbonato de calcio, se tiene
que hay una sefial a (1122-1124) cm, correspondiente a la interaccion de un enlace simple
(C-C), a la vez se tiene otra sefial comin a (1502-1515) cm™ producida por la vibracion vi
de los dobles enlaces (C=C) de la cadena, en la literatura consulta no se reportaron sefiales
por arriba 2000 cm™, en el articulo reportado por Kupka et al, 2010, se muestran sefiales en
esas zonas, sin embargo, solamente se identifican como sobretonos organicos. Un factor
interesante es que hay ausencia de los picos caracteristicos de los carotenoides los cuales
corresponden a (1155-1160) cm™, por lo que posiblemente la identidad de este compuesto

este relaciona con mezclas de cadenas de polienos y no de carotenoides (Kupka et al., 2010).

Para observar la distribucion del color se realiz6 un mapeo por espectroscopia Raman de
la parte interna y externa de la esclerita con tonos rojizos, como se observa en la Figura 32,
en la seccion (a) el cuadro verde sefiala la parte de la esclerita en la que se realizé la medicion,
al lado (b) de la Figura se realiz6 un mapeo de esa area de la esclerita en la que el color verde
corresponde a la parte de la esclerita que tiene mayor concentracion del pigmento, las partes
rojas corresponde a una concentracion baja del pigmento y las azules se atribuyen a la resina
en la que estan fijadas las escleritas. Al realizar este mapeo se pudo determinar que la
coloracion de la esclerita no esta distribuida de forma homogénea, ya que hay una mayor

intensidad en el centro por lo que se da la coloracion desde el centro hacia los bordes.
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Figura 32. Mapeo Raman de la parte interna de la esclerita roja de la muestra UCR3004.

(@) El cuadro verde representa el sector de la esclerita donde se realiz6 el mapeo. (b)
imagen obtenida, color verde: alto en pigmento, color rojo: bajo en pigmento, color azul:

polimero de la resina.

En la siguiente Figura se observa un mapeo Raman de la parte externa de la superficie
de la esclerita, en la seccién (b) de esta Figura se observa una distribucién mas homogénea
del componente que en la parte interna, sin embargo, esto se puede deber a la superposicion
de las capas. Por otra parte, el espectro mostrado en la seccién (c), muestra una tendencia
similar a los gréaficos mostrados en el capitulo anterior, por lo que la coloracion que se

observa a lo interno y externo esta brindada por el mismo componente.

(a) Seccién donde se realizé el mapa (b) Distribucién del (c) Espectro Raman del componente principal
componente principal
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Figura 33. Mapeo Raman de la parte externa de la esclerita roja de la muestra UCR3004.
(a) El cuadro verde representa el sector de la esclerita donde se realiz6 el mapeo. (b)
imagen obtenida, muestra la distribucion del pigmento a nivel externo. (c) espectro Raman

del componente principal.
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En cuanto a la distribuciéon heterogénea del pigmento en las escleritas, ademés de
apreciarlo en el mapeo Raman, también se puede observar dpticamente, como se ejemplifica
en la Figura 34, se puede ver como el pigmento esta distribuido de manera no uniforme, en

las areas centrales hay una mayor concentracion del pigmento con respecto a los bordes.

(b)

500 um

: . 500 pm

Figura 34. Micrografia en microscopio invertido para las escleritas de la especie Muricea

fruticosa (a) Escleritas amarillas y (b) Escleritas rojas de la muestra UCR 3004.
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Orientacion cristalografica de las escleritas

Los andlisis presentados en los anteriores capitulos muestran una tendencia similar en la
composicion mineraldgica de las distintas escleritas, asi como su composicion quimica. Por
lo que se decidio observar si existen diferencias entre las escleritas rojas y blancas, frente a

la luz polarizada. Se utiliz6 solamente de la muestra UCR 3004 para este analisis.

Las estructuras macroscopica de las escleritas estdn formadas por agregacion de cristales
submicrométricos de carbonato de calcio, estos cristales generalmente cuentan con una
orientacion espacial predispuesta (Carlo et al., 2011). Una de las técnicas que permite obtener
informacion sobre la orientacion cristalina es la luz polarizada, para la cual se utiliz6 un
sistema como el mostrado en el diagrama de la Figura 35. En términos de cristalografia, la
microscopia de polarizacion indicaria si las estructuras de las escleritas se comportan como

un mesocristal con una extincion global homogénea.
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Detector polarizada Polarizador Luz polarizada Muestra

Figura 35. Polarizacion de la luz. Disefio de experimento utilizado para el analisis de las

muestras.

Un mesocristal es definido como una estructura compuesta por numerosos nanocristales
de tamafio y forma similares, que se disponen en un patron periodico regular. Es una forma
de agregacion orientada, en la que los pequefios cristales tienen una alineacién
cristalogréfica, pero estan separados espacialmente, en la Figura 36, se observa un diagrama
de su conformacion (Sturm & Coélfen, 2016, 2017).
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Figura 36. Diagrama de la formacion de un mesocristal (Sturm & Célfen, 2016).

Otra caracteristica asociada a este fendmeno de orientacion cristalina dentro de la
esclerita es la birrefringencia. La birrefringencia 6ptica describe la diferencia en el indice de
refraccion de la luz que viaja en diferentes estados de polarizacion dentro de materiales
anisoétropos, este fendmeno varia con el grosor y la ubicacion en relacion con el eje de giro.
Las escleritas tanto rojas como blancas son birrefringentes, mostrando asi su naturaleza
anisotropica en su ordenamiento mesocristalino, esta propiedad es atribuida a su estructura
de carbonato de calcio (Chen et al., 2018; Cranston & Gray, 2008).

Estos fendmenos que implican ordenamiento cristalino ya han sido reportados en otros
organismos marinos como los corales rojos (Corallium rubrum), los cuales también estan
conformados por escleritas que tienen una estructura cristalina de calcita magnésica. En la
investigacion publicada por Floquet y Vielzeuf, 2012, se ha reportado que las escleritas en
presencia de luz transmitida son estructuras transparentes con complejos patrones de
contraste birrefringentes, a la vez cuando se observan ante luz reflejada o polarizada se
observa un contraste uniforme como el que se aprecia en la Figura 37, este contraste uniforme
es el resultado de una Unica orientacion cristalografica, por lo que cada esclerita se comporta
como un unico cristal de calcita, aunque estén conformados por cristalitos de calcita
separados (Floquet & Vielzeuf, 2012).
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Figura 37. Imagen 6ptica con luz polarizada de la esclerita de la especie Corallium rubrum
(Floquet & Vielzeuf, 2012).

El fendbmeno mencionado anteriormente se confirmé debido a que las escleritas fijadas
y pulidas en resina, fueron observadas con luz polarizada y se midié su espectro de
reflectancia UV-Visible. El diagrama mostrado en la Figura 35, ejemplifica el esquema de
experimento utilizado, en el cual se utilizaron 3 filtros polarizadores, para poder medir con

esta técnica el fendmeno de coloracién estructural.

Espectros de reflexion de la muestra se adquirieron colocando la muestra en una posicion
normal con respecto a un haz de luz blanca colimado, como se ve en Figura 35. Se coloco
un polarizador tanto frente a la fuente de luz como en la luz que ingresa al detector.
Diferentes espectros de reflexion fueron adquiridos girando el polarizador alrededor de la
propagacion del haz en 3 direcciones: luz polarizada a 45°, la luz polarizada paralelamente y
por ultimo el haz de luz polarizado perpendicularmente. La luz se reflejo en la muestra de
esclerita y paso nuevamente por el polarizador y luego fue registrado por un espectrometro.

También se obtuvo un espectro con luz sin polarizar.

En la Figura 38, se coloco una esclerita pulida y fijada en resina bajo un haz de luz
polarizada, el cual permitié ver la estructura de formacion de capas, ademas de que en las
secciones donde no hay pigmento se aprecia el fendmeno de birrefringencia, por lo que se
confirma que esta propiedad estd dada por ese acomodamiento estructural y no por el

pigmento, posiblemente estas escleritas presentan el mismo fendmeno mencionado por
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Floquet y Vielzeuf, 2012, donde la esclerita se comporta como un Unico cristal de calcita,

aungue estén conformados por estructuras mas pequefas (Floquet & Vielzeuf, 2012).

Figura 38. Esclerita roja de la muestra UCR 3004 bajo un microscopio de luz polarizada.

La Figura 39 muestra los espectros para las escleritas rojas. En primera instancia
podemos observar en las fotografias a los distintos angulos de polarizacién, que los colores
reflejados son distintos entre si, para la luz polarizada perpendicular (tonos verdes) y

paralelamente (tonos rojizos), y se extingue el color a 45°.

Un mineral y material anisotropico puede variar la forma de reflejar diferentes longitudes
de onda (y por lo tanto su color) en funcidon de su orientacidn respecto al plano de polarizacién
de la luz incidente. Ahora bien, el espectro de reflectancia demuestra claramente este
fendmeno de birrefringencia, donde existe maximo a aproximadamente a 425 y 550 nm este
Gltimo asociado al color violdceo y rojo respectivamente, para la luz polarizada
paralelamente. Y para la luz perpendicular un méximo a 475 y 650 nm asociado a colores
azules y verde respectivamente. Estos patrones de difraccion son complementarios y pueden
cancelarse entre si, obteniéndose el patron de ondas a 45° que muestra una reflectancia total

gue seguiria la misma tendencia que cuando no se polariza la luz.
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Figura 39. Grafico e imagenes de la esclerita roja (UCR 3004) utilizando un haz de luz

polarizado en 3 direcciones (45°, paralelo y perpendicular).

A las escleritas blancas de la muestra UCR 3004, se les realiz6 el mismo proceso de
medicion que para las escleritas rojas antes mencionadas, como se observa en la Figura 40,
tiene un comportamiento similar, pero con un periodo distinto. ElI maximo para el espectro
de reflectancia para la luz polarizada paralelamente es de 510 nm, y para la luz polarizada
perpendicularmente es de 600 y 410 nm, méaximos de mayor energia. lgualmente, estos
patrones son complementarios propiciando el fenémeno de interferencia destructiva, donde
ambas ondas se cancelan y asi cuando la luz polarizada esta a 45° muestra una reflectancia

total que seguiria la misma tendencia que cuando no se polariza la luz.

También es posible observar que, como las bandas estan desfasadas en medio ciclo, ya
qgue cuando la onda producida por la polarizacion del haz perpendicularmente para las
muestras blancas esta en su maximo, la onda perpendicular de las escleritas rojas se encuentra

en un punto medio donde interacciona con la onda polarizada en direccion paralela.

52



Sin polarizar
Luz polarizada 45°
Luz polarizada perpendicular

Luz polarizada paralelo

Reflectancia (%)

450 500 550 600 650 700
Longitud de Onda (nm)
Figura 40. Gréficos e imagenes tomadas al polarizar la luz en las escleritas blancas de la
muestra UCR 3004.

Por lo tanto, como se observa las Figuras 39 y 40, tanto para las escleritas rojas como
blancas presentan tendencia a un ordenamiento cristalino, ya que las imagenes dpticas
muestran una variacién al cambiar los lentes polarizadores, a la vez si definimos a los
mesocristales como superestructuras 3D hechas de unidades cristalinas de tamafio nano o
submicrometro orientadas de manera similar, las escleritas estarian dentro de esta categoria

de mesocristal.

Esta informacion nos indica la naturaleza mesocristalina de las escleritas, ademas es
sefial que los cristales submicrométricos mantiene un orden especifico, ya que los espectros
visibles muestran un patrén de las ondas periddico a la misma polarizacion de la luz, otra de
las similitudes en los espectros, se debe a que cuando el haz de luz esta polarizado
paralelamente presenta un patron sinusoidal bastante regular, sin embargo, cuando la luz esta
polarizada perpendicularmente, a pesar de complementarse con el haz de luz paralelo como
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se mencion0 anteriormente, presenta un patron espectral anomalo que difiere de un patrén

regular.

Por otro lado, el desfase entre los espectros y su corrimiento en los maximos de energia
que se observa entre las escleritas rojas y blancas podria manifestar diferencias en el tamafio
de esa periodicidad, asi como posibles interacciones de la estructura de carbonato de calcio
con el pigmento.
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Composicidn estructural de las escleritas

En general las escleritas se desarrollan como un agregado de fibras de carbonato de
calcio principalmente en su fase de calcita, estos agregados se forman en capas concéntricas
(Carlo et al., 2011; Sethmann et al., 2007). La forma y orientacion de las escleritas
contribuyen con diversas funciones, por ejemplo, cuando tienen forma de bastén ayudan a
resistir la deformacion debido a la tensién y compresion del medio en el que se encuentran,
por otro lado, las escleritas més cortas y densas brindan resistencia para que los octocorales
de poca profundidad resistan las aguas turbulentas que estan mas cerca de la costa (Pearson,
2014).

Una de las caracteristicas comunes entre las escleritas es que todas cuentan con cierto
nivel de rugosidad, segun lo reportado por Vielzeuf, se cree que esta rugosidad podria
permitir el acoplamiento mecanico entre la esclerita y los tejidos organicos con los que cuenta
(Vielzeuf et al., 2017).

Se utiliz6 microscopia electronica de barrido (SEM) para observar la estructura de las
diferentes escleritas en estudio. De igual forma que en los casos anteriores se analiz6 para
ambas muestras (UCR 2996 y UCR 3004) la estructura superficial de la esclerita, es decir, se
analizo la estructura externa directamente sin realizarle procesos de fijado ni pulido y la

estructura interna se observo por medio de las escleritas pulidas y fijadas en resina.

Las escleritas blancas de la muestra UCR 2996 se observaron Unicamente a nivel de
superficie externa de la esclerita a través del SEM a una magnificacion de 60X, donde se
pudo obtener una vision general de esta muestra, la cual presenta variedad en el tamafio y
estructuras, en un total de 14 escleritas medidas se obtuvo un tamafio promedio de 277um,

en general las escleritas tienen una apariencia alargada como se observa en la Figura 41.

En la Figura 42, al aumentar la magnificacion (150-6000X) se logra apreciar mayor
detalle de la estructura y orientacion de cada uno de los cristales de carbonato de calcio
formados, entre 150-500X se observa que las escleritas tiene una forma alargada y en una
misma estructura presenta partes lisas y otras mas rugosas, al aumentar considerablemente la
magnificacion, se observa un cierto orden al depositarse uno junto al otro, pero en diferentes

direcciones.
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20.0kV 10.0mm x60 BSE-COMP 80Pa 500um
Figura 41. Imagenes SEM de la estructura superficial de las escleritas blancas de la

muestra UCR 2996. (Magnificacién: 60X).
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Figura 42. Imagenes
muestra UCR 2996. (Magnificacién: 150-6000X).
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En la muestra UCR 3004, en la seccién donde las escleritas son blancas se puede
observar una vision general de las escleritas en la Figura 43, estas cuentan con formas y
tamanos variados, se midieron un total de 14 escleritas y se obtuvo un tamafio promedio de
358um. En cuanto a su estructura se puede observar que hay unas escleritas mas anchas y

otras mas delgadas y alargadas.

10.0kV 10.2mm x60 BSE-COMP 80Pa 500pm

Figura 43. Imagenes SEM de la estructura superficial de las escleritas blancas de la
muestra UCR 3004. (Magnificacion: 60X).

A nivel de superficie externa, al aumentar la magnificacion (150-6000X), se logra
observar mayores detalles de la superficie, como se menciond anteriormente esta muestra
presenta mas protuberancias, las cuales se pueden apreciar en la Figura 44. En comparacion
con la muestra anterior la superficie de estas escleritas también cuenta con una parte lisa y
otra rugosa, sin embargo, estas estructuras son mucho mas rugosas que las anteriores ya que
cuentan con un mayor grado de protuberancias. A la vez, se analizé la parte interna de las
escleritas, en la cual se observd una region lisa, que se puede atribuir a su proceso de pulido,
sin embargo, uno de los detalles a relucir es la formacién de capas en uno de sus extremos,

como se observa en la Figura 45.
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Figura 44. Imagenes SEM de la estructura externa de las escleritas blancas de la muestra
UCR 3004. (Magnificacion: 150-1000X).

Figura 45. Imagenes SEM de la estructura interna de las escleritas blancas de la muestra
UCR 3004. (Magnificacion: 140X).
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Para la muestra UCR 3004, correspondiente a las escleritas rojas se obtuvieron imagenes
de la estructura tanto externa como interna, mostradas en la Figura 46- 48. Para este color de
escleritas se presenta un patrén similar de tamario (tamafio promedio es de 606um) y forma
variada, como se aprecia en la Figura 46, parte de su estructura al igual que en los casos

anteriores, presenta una parte que es rugosa y la otra es lisa.

oA

20.0kV 10.0mm x60 BSE-COMP 80Pa
Figura 46. Imagenes SEM de la estructura superficial de las escleritas rojas de la muestra
UCR 3004. (Magnificacion: 60X).

En Figura 47, se muestra una esclerita roja a 1000X que se quebrd, por lo que se puede
apreciar el interior de la esclerita y su formacidn en capas concentricas en una direccion, esta
misma tendencia se observo en las escleritas que fueron fijadas y pulidas en resina, como se
muestra en la Figura 48, donde en un borde de la esclerita forma capas, como las
representadas en el circulo rojo, este comportamiento brinda informacion sobre el

crecimiento de la esclerita, la cual va formando capas conforme crece y aumenta su tamafio.
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.....................

Figura 47. Imagenes SEM de la estructura superficial de las escleritas rojas de la muestra
UCR 3004. (Magnificacion: 150-8000X).

Figura 48. Parte interna de una esclerita roja (UCR 3004) procesada (Fijada en resina 'y
pulida). (Magnificacién: 150X)

60



En la Figura 49, se pueden comparar a una misma magnificacion (400x) las diferencias
o similitudes estructurales entre las escleritas blancas (UCR 2996 y UCR 3004) con una
esclerita con color como lo es la roja (UCR 3004). En general se observa que
independientemente de la ausencia o presencia de color, las escleritas cuentan con cierto
grado de protuberancias ademas de que estas protuberancias se encuentran por un lado de la
esclerita y por el otro se encuentra liso, eso se podria atribuir a las propiedades mecanicas y
las interacciones con las corrientes puesto que se presenta a mayor medida en las escleritas

de mayor tamafio.

En esta misma linea, una de las diferencias se podria observar que las escleritas con
coloracion presentan una mayor rugosidad por lo que ademés de lo anteriormente
mencionado se podria deber a el acoplamiento mecanico entre la esclerita y los tejidos

organicos que brindan la pigmentacion.

Blancas UCR 2996 Blancas UCR 3004 [ iy Rojas UCR 3004

Figura 49. Parte interna de una esclerita roja (UCR 3004) procesada (Fijada en resina 'y
pulida). (Magnificacién: 400X)

La estructura interna se analizé con SEM de dos formas, la primera consiste en las
escleritas que fueron fijadas en resina, pero sin recubrimiento (las cuales fueron mostradas
anteriormente). Mientras que un segundo grupo de escritas también fijadas en resina se
recubrieron con oro, analizando ambos grupos. Las que se recubrieron con oro, se muestran
en la siguiente Figura 50, con esta técnica se pudo observar con mayor detalle un
comportamiento comun en estos organismos. Este consiste en la formacién de capas

concentricas, que se conocen como anillos de crecimiento.

Sin embargo, se aprecian diferencias importantes en las estructuras de las escleritas
blancas de la muestra (UCR 3004) y las escleritas rojas (UCR 3004), por ejemplo, en la

esclerita blanca es mas dificil apreciar los anillos ya que se tuvo que ir a altas magnificaciones
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por encima de los 1500X para poder ver esta caracteristica; a la vez entre anillo y anillo se
muestra una mayor separacion que lo mostrado en las escleritas rojas. En las escleritas rojas

los anillos son claramente visibles a una magnificaciéon mucho menor cercana a 600X.

EHT = 20,00 kV Signal A= HDBSD Date: 13 Dec 2021 Date: 13 Dec 2021

WD = 8.8 mm Photo No. = 19 Mag= 168KX Mag= 657X

Figura 50. Escleritas recubiertas con oro de la muestra UCR3004. (Izquierda) Escleritas

blancas. (Derecha) Escleritas rojas.

Es entonces que si bien los analisis realizados por medio del XRD, FTIR y Raman,
permitieron confirmar que su estructura mineraldgica esta conformada por una calcita
magnésica y que esta estructura se presenta en todas las escleritas, por otra parte, gracias a
los resultados obtenidos con la luz polarizada y las imagenes SEM, es posible observar claras
diferencias entre las escleritas rojas y blancas. Estas asociadas a su estructura interna y al
tamafio de los anillos. Es posible que las moléculas que brindan el color al ser incorporadas
en el proceso de génesis y crecimiento de las escleritas generen cambios en su ordenamiento

espacial, que se manifiestan en los espectros de luz polarizada discutidos previamente.
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Conclusiones y Recomendaciones

Al realizar este trabajo de investigacion sobre la especie Muricea fruticosa presente en
la Isla del Coco, permitio iniciar con la investigacion sobre la relacion con el color y

estructura mineralogica que no habian sido discutidos anteriormente en la literatura.

A partir de los estudios Raman junto con bases de datos y literatura, se pudo concluir
que el origen de la coloracidon del octocoral estd dado por las escleritas, donde dicha
coloracion proviene principalmente de una matriz orgénica constituida mayoritariamente por
polienos insaturados méas no de carotenoides como se ha reportado para otros octocorales en
la literatura. Ademas, se obtuvo que para esta especie de octocoral la seccion amarilla-roja
que se observa a escala macro corresponde al mismo pigmento, pero su tonalidad cambia
debido posiblemente a una menor concentracion de pigmento en las regiones amarillas.
Ademas, el pigmento no es superficial, sino esté incorporado dentro de toda la estructura de
la esclerita, probablemente formando parte de su génesis. Este ademas no esta distribuido de
forma homogénea y las primeras observaciones indican una mayor concentracion del

pigmento en el centro de la esclerita que en los bordes.

En cuanto a su composicion mineraldgica se pudo determinar a través de los analisis
Raman, XRD y SEM-EDS, que las escleritas estan constituidas por carbonato de calcio como
se reporta en la literatura, ademas se determino su polimorfo, el cual consiste en una calcita
magnésica. Tanto para las escleritas con color como las sin color, la estructura mineral6gica

y composicion quimica determinada es la misma.

Por observaciones al microscopio y espectros de reflectancia con luz polarizada, se
puede establecer la mesoestructura anisotropica de las escleritas. La informacion recopilada
muestra diferencias en los espectros con luz polarizada que podria estar asociada a su
periodicidad. Por otra parte, el crecimiento de la esclerita se da por medio de una formacién
conceéntrica de capas, la cual fue observada por SEM de alta resolucion. Donde las escleritas
rojas mostraron estructuras concéntricas significativamente mayores que las blancas, lo cual

sienta las bases de alguna relacion entre la pigmentacion y su estructura mesoscopica.
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Al ser una especie y en general organismos poco explorado para investigaciones futuras
se podrian realizar mediciones de campo en donde se monitoreen profundidades,
temperatura, pH, velocidad de corrientes, columna de sedimentos y ademas factores
ambientales que puedan alterar la pigmentacion del octocoral conforme se dé el crecimiento.
Ademaés, es necesario un numero mucho mayor de observaciones como las expuestas ac4,
tomando en cuenta forma y tamafio de las escleritas, para tener una muestra representativa

de datos que permitan realizar pruebas estadisticas mucho mas concluyentes.
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