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Resumen

La luz es uno de los factores mas importantes en determinar la presencia y distribucion de
los seres vivos en su habitat. Existen animales que poseen cloroplastos y pueden efectuar
la fotosintesis, como algunas babosas marinas sacoglosas; las cuales retienen estos
organelos de las algas con las que se alimentan (proceso denominado cleptoplastia) y se
benefician de ellos. Este proyecto indago la ecologia de Elysia crispata, una especie de
molusco con retencidon longeva de cloroplastos funcionales, con relacién a aspectos
poblacionales y conductuales, en diferentes condiciones de la luz. El primer articulo fue una
primera aproximacion para relacionar la biologia de la especie con su habitat. El objetivo
fue caracterizar el perfil de los pigmentos fotosintéticos, el contenido de lipidos totales,
glicolipidos y fosfolipidos y, la composicion de acidos grasos de E. crispata de distintas
profundidades. Para ello, se analizaron organismos de dos habitats: somero (0—4 m) y
profundo (8-12 m), en un arrecife del Sistema Arrecifal Veracruzano. Se encontré que la
composicion y concentracion de biomoléculas no estan relacionadas con la profundidad, ya
que hubo una gran variacién en composicion y concentraciones de las muestras de las
mismas profundidades. En el segundo articulo, el objetivo fue caracterizar la variacién en
la abundancia y talla de tres poblaciones de E. crispata en arrecifes del Atlantico mexicano
en un gradiente de profundidad y a lo largo de un dia. Los individuos fueron contados y
medidos en cuadrantes en diferentes sitios de las localidades. Usando un modelo de
binomial negativa “inflado” de ceros (ZINB), se encontré6 que el numero de babosas
esperadas es distinto entre los arrecifes Arcas y Verde, con respecto a Puerto Morelos (PM)
y, en los primeros arrecifes mencionados se predijo que a menores profundidades (< 2 m),
se puede encontrar una mayor abundancia (> 50), mientras que en PM pocos organismos
se encuentran sin importar la profundidad; ademas, el amanecer es el Unico periodo del dia
en el que se espera una abundancia menor con respecto al resto de los periodos
estudiados. La talla de E. crispata varié con el periodo del dia y dicha variacion fue distinta
dependiendo del arrecife. De acuerdo con estos resultados, se sugiere que esta babosa
marina tiene cierta movilidad dentro de los arrecifes. En el tercer y ultimo articulo, se
determind la preferencia (seleccion activa) de E. crispata por el espectro y la intensidad de
laluz y, se establecio si su preferencia por cierta intensidad luminica se modificaba después
de haber sido alimentada con algas aclimatadas a luz alta (425 umol quanta m=2 s™),
comparado con las babosas marinas correspondientes a esas intensidades que participaron

en un experimento anterior, las cuales habian consumido algas aclimatadas a luz baja (40



pumol quanta m=2 s7'). Para ello, se realizaron tres experimentos en el laboratorio: 1)
espectro, 2) intensidad y 3) aclimatacion. En general, se observd mucha variacion en el
comportamiento de los 115 organismos analizados durante los tres experimentos. Elysia
crispata prefiere intensidades luminicas bajas (60 yumol quanta m-2 s~') y su espectro menos
preferido es el rojo (~665 nm); las variables analizadas (frecuencia final, frecuencia de 12
eleccion, frecuencia de muestreo, latencia y duracién) mostraron que E. crispata modifica
su eleccién por la intensidad luminica después de haber consumido alga aclimatada a luz
alta (425 pmol quanta m=2 s~'). No obstante, solo fue posible asociar la eleccion (frecuencia)
final por la luz de alta intensidad a una conducta de seleccion activa. En sintesis, esta
investigacion permitié concluir que la cantidad y calidad de la luz es relevante para la
distribucion y el comportamiento de E. crispata. Los resultados de este estudio ayudan a

entender al sistema animal-cloroplasto en conjunto con su entorno natural.



Abstract

Light is one of the most important factors defining the presence and distribution of the
organisms in their habitat. There are animals that possess chloroplasts and can
photosynthesize, such as some sacoglossan sea slugs, which retain these organelles from
the algae they feed on (a process called kleptoplasty) and benefit from them. This project
analyzed the ecology of Elysia crispata, a mollusk species with long-term retention of
functional chloroplasts, in relation to population and behavioral aspects, in different light
conditions. The first paper was a first approach to relate the biology of the species with its
habitat. The aim was to characterize the photosynthetic pigment profile, total lipid, glycolipid
and phospholipid content, and fatty acid composition of E. crispata from different depths.
For this purpose, organisms from two habitats were analyzed: shallow (0—4 m) and deep
(8—-12 m), in a reef from Sistema Arrecifal Veracruzano. It was found that the composition
and concentration of biomolecules are not related to depth, as there was a large variation in
the results of samples from the same depths. In the second paper, the aim was to
characterize the variation in abundance and size of three populations of E. crispata in the
Mexican Atlantic in a depth gradient and throughout one day. Individuals were counted and
measured in quadrats at different sites of the localities. Using a zero inflated negative
binomial model (ZINB), it was found that the number of expected slugs is different between
Arcas and Verde reefs, with respect to Puerto Morelos (PM) and, in the first mentioned reefs
it was predicted that at shallower depths (< 2 m), a higher abundance (> 50) can be found,
while in PM few organisms are found regardless of depth; in addition, sunrise is the only
period of the day in which a lower abundance is expected with respect to the rest of the
periods studied. The size of E. crispata varied with the period of the day and this variation
was different depending on the reef. According to these results, it is suggested that this sea
slug has some mobility within the reefs. In the third and last paper, the preference (active
selection) of E. crispata for the light spectrum and intensity was determined and, it was
established whether its preference for a certain light intensity was modified after being fed
with algae acclimated to high light (425 pmol photons m=2 s=') compared to sea slugs from
a previous experiment, which had consumed algae acclimated to low light (40 pmol photons
m~2 s7'). For this goal, three experiments (1: spectrum, 2: intensity, 3: acclimation) were
performed in the laboratory. In general, large variation was observed in the behavior of the
115 organisms analyzed during the three experiments. Elysia crispata prefers low light

intensities (60 umol photons m=2 s~1) and its least preferred spectrum is red (~665 nm); the



variables analyzed showed that E. crispata modifies its choice for light intensity after having
consumed algae acclimated to high light. However, it was only possible to associate the final
choice for high light intensity to an active selection behavior. In summary, this research led
to the conclusion that the quantity and quality of light is relevant for the distribution and
behavior of E. crispata. The results of this study help to understand the animal-chloroplast

system in combination with its natural environment.



Introduccién general

Entre los distintos factores que rigen la presencia y distribucién de los seres vivos en su
habitat, la luz' representa uno de los recursos mas importantes, especialmente para los
organismos autétrofos porque es su principal fuente de energia para realizar funciones
metabdlicas. Este recurso también es una condicién, ya que sus variaciones de intensidad
alo largo del dia y del afio, determinan la conducta y fisiologia de otros organismos, ademas
de los autotrofos. En muchos animales, la luz sefala el inicio o fin de periodos de actividad
(ritmos circadianos); por ejemplo, define cuando es el mejor momento para alimentarse o

para evitar depredadores (Begon et al. 2006, Alcock 2009).

Dos caracteristicas fundamentales de los organismos autétrofos, como las plantas
y las algas, son tener cloroplastos y efectuar la fotosintesis. No obstante, también existen
animales, como las babosas marinas del superorden Sacoglossa, que pueden incorporar y
retener esos organelos de las algas de las cuales se alimentan y, mantenerlos activos en
sus células digestivas (Rumpho et al. 2001). Esta capacidad es llamada cleptoplastia y, sélo
mantiene funcionando a los organelos (cleptoplastos), no al alga completa. De acuerdo con
distintos trabajos, existe un traspaso de productos fotosintéticos al animal, que le beneficia
(Greene 1970, Trench et al. 1973a, Laetz et al. 2017, Cruz et al. 2020, Cartaxana et al.

2021), aunque todavia no es claro como ocurre el proceso.

La cleptoplastia también se presenta en foraminiferos, dinoflagelados, ciliados v,
recientemente, se encontré en otro grupo de metazoarios, los gusanos policlados (Van
Steenkiste et al. 2019, Cartaxana et al. 2021). Sin embargo, la retencién funcional longeva
(de mas de una semana) en animales soélo ocurre en las babosas marinas sacoglosas
(Handeler et al. 2009). Algunos estudios han demostrado que se pueden observar
cloroplastos en diferentes estados de degradacion dentro de las células de las glandulas
digestivas, lo que depende de la especie de babosa marina y la especie de alga que estos
animales consumen (de Vries et al. 2014), ademas de su capacidad de incorporar plastidos
(reflejada en la estructura de los fagosomas) y de la duracién de su periodo de hambruna
(Curtis et al. 2010, Wagele y Martin 2014).

" En este trabajo, la irradiancia se usara como el término para describir a la luz; éste se refiere al
flujo de radiacién por unidad de area en una superficie (medida en umol quanta m= s™) e incluye
solo una porcion del espectro, particularmente la que penetra la atmdsfera de la Tierra; es decir, la
energia radiante de longitudes de onda de 300 a 720 nm.



La duracion de la retencidn de cloroplastos activos en las células de las babosas
marinas también depende de la cantidad de luz a la que son expuestos (Vieira et al. 2009).
Similar a las plantas y algas acuaticas, los organismos fotosimbiontes marinos como estas
babosas, tienen que enfrentar una variacién adicional de la luz, la que ocurre con los
cambios de profundidad en su habitat, ya que el medio acuatico absorbe y dispersa la luz
(Kirk 2011). En ambientes acuaticos someros, las intensidades luminicas muy altas pueden
generar fotoinhibicion de la fotosintesis, lo que implica una disminucion en la tasa de fijaciéon
de carbono. Una de las respuestas fisioldgicas que las babosas sacoglosas tienen ante la
disminucion de dicho proceso por un exceso de luz, involucra cambios en la composicién y

concentracién de pigmentos de los cleptoplastos (Vieira et al. 2009, Jesus et al. 2010).

Los pigmentos fotosintéticos son compuestos captadores de luz presentes en los
cloroplastos, cuya funcién principal es absorber la energia luminosa necesaria para generar
la fotosintesis (Terashima et al. 2009). La composicién de los pigmentos es muy variable
en funcién del tipo de alga y de la aclimatacién al régimen luminico (Wilhelm et al. 2014).
Debido a que la luz es un factor que determina la actividad fotosintética de dichos organelos
en las babosas marinas sacoglosas, es importante entender cémo el tipo y cantidad de luz
afectan la cleptoplastia en distintos niveles (Serédio et al. 2014), por ejemplo, celular,
individual o poblacional. La caracterizacion de los pigmentos fotosintéticos presentes en los
cleptoplastos proporciona una linea base para entender mejor la fotorregulacion en este
grupo de moluscos que habita en ambientes marinos costeros (Ventura et al. 2013, Cruz et
al. 2014).

Los lipidos y los acidos grasos (AG) son una importante fuente de energia
metabdlica (Parrish 2013). En los moluscos, estas moléculas son importantes para la
gametogénesis y pueden utilizarse como fuente de energia durante periodos de escasez
de alimentos (Voogt 1983). El perfil de los AG en moluscos marinos depende de factores
ambientales y biologicos (Joseph 1982). Algunos de los trabajos en el tema han encontrado
que los lipidos sintetizados por los cleptoplastos en el interior de Elysia chlorotica son
cruciales para el establecimiento y la estabilizacion de la cleptoplastia (Pelletreau et al.
2014) y también, que el lipidoma de los cleptoplastos secuestrados por Elysia viridis, no
muestra cambios importantes a largo plazo en condiciones de ayuno (Rey et al. 2017). Por
lo tanto, la informacién sobre la composicion y abundancia de diferentes clases de lipidos
y AG puede ayudar a dilucidar la importancia y la interaccion de los cloroplastos y las células

animales.



Las condiciones de luz influyen en el traspaso de carbono y nitrégeno de los
cleptoplastos a las babosas marinas (Cruz et al. 2020, Cartaxana et al. 2021). Existe
evidencia de que la fotosintesis de los cleptoplastos minimiza la disminucion de peso y talla,
asi como aumenta la supervivencia en E. viridis, Elysia timida y E. chlorotica durante
condiciones de ayuno (Giménez-Casalduero y Muniain 2008, Pelletreau et al. 2014,
Cartaxana et al. 2017). También, el crecimiento eficiente de E. viridis se ha correlacionado
con la exposicion a una luz regular y un aumento de la fotosintesis (Baumgartner et al.
2015). Por lo tanto, seria razonable esperar que las condiciones de luz determinan la
abundancia y la talla de E. crispata en su ambiente porque limitan la obtencién de recursos

fotosintéticos y su desarrollo éptimo.

Al igual que otros animales, las babosas marinas pueden cambiar su
comportamiento dependiendo de las condiciones luminicas, ya sea exhibiendo una fototaxia
(positiva o negativa) o mostrando preferencia por ciertas intensidades y/o espectros de la
luz (Weaver y Clark 1981, Miyamoto et al. 2015, Cartaxana et al. 2018, 2019). La
cleptoplastia se reconoce como una endosimbiosis (Pelletreau et al. 2011), por lo que
examinar la relacion de la luz con la distribuciéon y conducta de animales fotosintéticos,
proveera informacion para entender cémo aspectos genéticos, bioquimicos y ecolégicos de
taxones lejanamente emparentados han evolucionado para resultar en un modelo biolégico

excepcional (Cruz et al. 2013).

Las babosas marinas estudiadas en este trabajo son moluscos gasteropodos
principalmente de coloracion verdosa, con morfologia muy variable que incluye estructuras
como las ceratas, los parapodios? o la concha (Handeler et al. 2009). El grupo al que
pertenecen, Sacoglossa, se distingue porque sus miembros son herbivoros succionadores
(usualmente consumen algas verdes Sifonales) y por poseer una radula uniseriada,
estructura con forma de cinta que sirve para alimentarse, en la que los dientes mas viejos
y desgastados se retienen en un saco. Generalmente, los dientes tienen forma de espada
y son utilizados para atravesar las células algales y de esta forma, succionar y tragar los
contenidos de los fluidos de las algas (Jensen 1993). Con excepcion de los cloroplastos, el
contenido citoplasmico es digerido, por lo que estas babosas marinas han sido clasificadas

como animales mixotroéficos.

2 Las ceratas y los parapodios son prolongaciones del manto, las primeras tienen forma alargada y
delgada, mientras que los segundos tienen forma de alas.



Elysia crispata es un buen modelo para estudiar la distribucion y comportamiento de
babosas marinas fotosintéticas, ya que es una de las especies de Sacoglossa con mayor
tiempo de retencion de cloroplastos en condiciones de ayuno (Wagele y Martin 2014), tiene
una talla que permite hacer observaciones directas y es viable mantenerla en laboratorio
(Curtis et al. 2015, Dionisio et al. 2017). Aunque la fisiologia y bioquimica de la cleptoplastia
en babosas sacoglosas ha sido bastante estudiada (revisado por Pelletreau et al. 2011,
Rumpho et al. 2011, Wagele y Martin 2014), conocer la ecologia poblacional y conductual
contribuira a relacionar como influye la luz en la distribucién espacio-temporal de estos
organismos (Weaver y Clark 1981, Cruz et al. 2013, Serédio et al. 2014, Miyamoto et al.
2015). Por ello, este estudio fue dirigido a conocer aspectos poblacionales y conductuales
de la babosa marina E. crispata, en diferentes condiciones de la luz, grupo y proceso poco
conocidos en el mundo y, particularmente, en las poblaciones que se distribuyen en nuestro

Pais.
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Articulo I. La heterogeneidad de pigmentos y acidos grasos en la babosa
marina Elysia crispata no esta relacionada a la profundidad del habitat

Article

Pigment and Fatty Acid Heterogeneity in the Sea Slug Elysia
crispata Is Not Shaped by Habitat Depth

1

Xochitl Guadalupe Vital 2, Felisa Rey 3**{, Paulo Cartaxana ®, Sénia Cruz *), Maria Rosario Domingues >4,

Ricardo Calado ®

check for

updates
Citation: Vital, X.G.; Rey, E;
Cartaxana, I’; Cruz, 5.; Damingu(‘q/
MR, Calado, R.; Simoes, N, Pigment
and Fatty Acid Heterogeneity in the
Sea Slug Elysia crispata 1s Not Shaped
by Habitat Depth. Animals 2021, 11,
3157 https:/ /doi.org/10.3390/
ani11113157

Received: 24 September 2021
Accepted: 30 October 2021
Published: 5 November 2021

Publisher’s Note: MDPI stays neutral
with regard to jurisdictional claims in
published maps and institutional affil-

iations,

Copyright: © 2021 by the authors.
Licensee MDPI, Basel, Switzerland.
This article is an open access article
distributed under the terms and
conditions of the Creative Commons
Attribution (CC BY) license (https://
creativecommons.org/licenses /by /
4.0/

and Nuno Simoes

2,6,7,%

Posgrado en Clendas Bioldgicas, Unidad de Posgrado, Edifido D, 1° Piso, Circuito de Posgrados,

Ciudad Universitaria, Alcaldia Coyoacan, Ciudad de México 04510, Mexico; vital@ciencias.unam.mx

2 UMDI-Sisal, Facultad de Ciencias, Universidad Nacional Auténoma de México, Puerta de Abrigo 5/N,

Sisal 97356, Mexico

Centre for Fnvironmental and Marine Studies (CESAM), Department of Chemistry, Campus Universitario de

Santiago, University of Aveiro, 3810-193 Aveiro, Portugal; mrd@ua. pt

4 Mass Spectrometry Centre & LAQV-REQUIMTE, Department of Chemistry, Campus Universitario de
Santiago, University of Aveira, 3810-193 Aveiro, Portugal

®  BECOMARE, CESAM, Department of Biology, Campus Universitario de Santiago, University of Aveiro,

3810-193 Aveiro, Portugal; peartaxana@ua.pt (P.C.); sonia.cruz@ua.pt (5.C.); rjcalado@ua.pt (R.C.)

International Chair for Coastal and Marine Studies, Harte Research Institute for Gulf of Mexico Studies,

lexas A and M University-Corpus Christi, Corpus Christ, TX 78412, USA

7 Laboratorio Nadonal de Resilientia Costera (LANRESC), Laboratorios Nadionales, CONACYT,

Sisal 97356, Mexico

Correspondence: felisa rey@ua.pt (FR.); ns@ciencias.unam.mx (N.5.);

lel.: +52-988-931-10-00 (N.S.), +351-234-370-692 (FR.)

Simple Summary: Some species of sacoglossan sea slugs are able to steal chloroplasts from the algae
they feed on and maintain them functional for several months, a process termed “kleptoplasty”.
One of these photosynthetic slugs is Elysia crispata, found in coral reefs of the Gulf of Mexico.
This sacoglossan inhabits different depths (0-25 m), being exposed to different food sources and
contrasting light conditions. In this work, we characterized the pigment and fatty acid (I'A) profiles,
and quantified the total lipid, glycolipid and phespholipid contents of E. crispata from shallow
(0-4 m) and deeper {8-12 m) waters, after a month of starvation to determine the longest and more
stable retention of chloroplasts and its relation to habitat depth. Biochemical analyses allowed
the identification of 12 photosynthetic pigments and 27 FAs. Heterogeneity in the composition
of pigments confirmed the long-term retention of functional chloroplasts ingested from different
algae. However, the differences found in pigment profile, total lipid content, and FA composition on
individuals of L. crispata were not related to habitat depth. High amounts of glycolipids, exclusive
chloroplast lipids, suggest a good condition of these photosynthetic organelles in animal cells. These
results contribute baseline physioclogical data that may help explain evolutionary associations such

as endosymbiosis.

Abstract: Long-term retention of functional chloroplasts in animal cells occurs only in sacoglossan
sea slugs. Analysis of molecules related to the maintenance of these organelles can provide valuable
information on this trait (kleptoplasty). The goal of our rescarch was to characterize the pigment
and fatty acid (FA) composition of the sea slug Llysia crispafa and their associated chloroplasts
that are kept functional for a long time, and to quantify total lipid, glycolipid and phospholipid
contents, identifying differences between habitats: shallow (0-4 m) and deeper (8-12 m) waters.
Specimens were sampled and analyzed after a month of food deprivation, through HPLC, GC-MS
and colorimetric methods, to ensure an assessment of long-term kleptoplasty in relation to depth.
Pigment signatures indicate that individuals retain chloroplasts from different macroalgal sources.
FA classes, phospholipid and glycolipid contents displayed dissimilarities between depths. However,
heterogeneities in pigment and A profiles, as well as total lipid, glycolipid and phospholipid
amounts in E. crispata were not related to habitat depth. The high content of chloroplast origin
molecules, such as Chla and glycolipids after a month of starvation, confirms that E. crispata retains

Aninals 2021, 11, 3157. https:/ /doi.org/10.3390/anil 1113157
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chloroplasts in good biochemical condition. This characterization fills a knowledge gap of an animal
model commonly employed to study kleptoplasty.

Keywords: Mollusca; Heterobranchia; kleptoplasty; lipidomics; phosphelipids; glycolipids

1. Introduction

Superorder Sacoglossa includes sea slug species that are able to acquire chloroplasts
from the algae they feed upon and keep them functional inside their digestive gland cells,
a process termed kleptoplasty [1]. Until recently, sacoglossan sea slugs were the only
known metazoans displaying such a mechanism [2]. Van Steenkiste et al. [2] reported
the first known case of other metazoans (flatworms) capable of maintaining functional
algal chloroplasts for one week. The retention period of “stolen” functional chloroplasts
(kleptoplasts) within sacoglossan sea slugs may vary from a few hours to several weeks or
months, depending on sea slug species, its life stage and the chloroplast algal source [3-6].
Moreover, abiotic factors such as irradiance levels and temperature can also play a key
role over the time frame during which kleptoplasts are retained [7-9]. For instance, Vieira
etal. [7] found that retention of photosynthetic activity of chloroplasts in starved Elysia
viridis under high-light conditions decreased exponentially and lasted only 6 to 15 days,
compared to low-light conditions in which retention times were longer (15 to 57 days) [7].

Photosynthetic sea slugs are generally stenophagous, feeding on a specific genus or
species of algae. For example, E. timida only consumes algal species of genus Acetabularia,
and E. chlorotica feeds exclusively on genus Vaucheria [10,11]. However, one of the excep-
tions to this stenophagous pattern is E. crispata, which can consume up to 17 different
species of macroalgae according to DNA analyses [12]. The main genera of macroalgae this
sacoglossan is known to feed upon are Bryopsis, Penicillus and Halimeda [12,13], although
occasionally other genera are also mentioned [6,14,15]. Elysia crispata kleptoplast sources
assessed through different techniques (e.g., electron microscopy, DNA barcoding) or ob-
servations are listed in Supplementary Table S1. Although E. crispatz can feed on several
species, only chloroplasts from the macroalgae Bryopsis plumosa and Penicillus capitatus
have been reported to be kept functional for more than 10 weeks [16,17], while those
originating from Halimeda incrassata were kept functional for up to 49 days [6]. In the case
of P. capitatus, kleptoplasts were still present in slug tissues with different degradation
levels after 120 days of starvation [18]. In another study, after one week of starvation of
E. crispata, chloroplasts from four algal species were detected by DNA analysis: P. capitatus,
P. lamourouxii, H. incrassata and H. monile [13]. Christa et al. [6] also analyzed the DNA
of chloroplasts from E. crispatn under 7, 28, 35 and 49 days of starvation and found dif-
ferent unidentified algae belonging to Bryopsidales, as well as the consistent presence of
H. incrassata in the 8 sea slug specimens surveyed. The rest of macroalgal species reported
through DNA barcoding (see Supplementary Table 51) were identified in sea slugs ana-
lyzed immediately after collection, without a period of starvation to clean their gut. As
such, if chloroplasts from those food sources can also be retained functional for a long-term
in this sacoglossan remains to be studied.

Many of the known photosynthetic pigments are light harvesting compounds present
in chloroplasts, whose main function is to absorb the light energy necessary to power
photosynthesis [19]. Pigment composition is highly variable depending on the type of
algae and acclimation to the light regime [20]. Some pigments (i.e., xanthophylls) have
been related to photoprotection, and it has been hypothesized that they may play an
important role in kleptoplasts retention by sea slugs [21-24]. Chlorophyll 2 and b have been
reported to be synthesized in sea slugs’ cells by some authors [25,26], while others have
found no evidence supporting this synthesis [27]. Even though it is not clear if pigments
are broken down or synthesized in the animal cells, they are still present after several
days of starvation in different species of Sacoglossa. The presence of these molecules
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can be related to long-term retention inside sea slug cells because they may alleviate
light-induced oxidative stress [20,22,23]. As such, the characterization of photosynthetic
pigments present in kleptoplasts provides a baseline to better understand photoregulation
in sea slugs inhabiting coastal marine environments [28,29].

Lipids and fatty acids (FAs) are a major source of metabolic energy, the main con-
stituents of biological membranes, and play arelevant role in cell signaling [30]. In mollusks,
these molecules are important for gametogenesis and can be used as an energy source
during periods of food shortage [31]. The FA profile in mollusks and marine invertebrates
depends on environmental and biological factors, such as diet, temperature or reproductive
cycle [32]. Few works have related lipids to kleptoplasty in sacoglossan sea slugs. Pel-
letreau et al. [33] proposed that lipids synthesized by kleptoplasts inside E. chlorotica were
crucial for the establishment and stabilization of kleptoplasty; moreover, Trench et al. [34]
studied the incorporation of CQO; into glycolipids from the chloroplasts of Codium fragile to
E. viridis. More recently, Rey et al. [35,36] analyzed the lipidome of two sea slug species,
E. viridis and Placida dendritica feeding upon the same macroalgae, C. fomentosum, but with
contrasting kleptoplasty performance. These studies revealed that the lipidome of the
chloroplasts sequestered by E. viridis, which can perform long-term retention of functional
chloroplasts, displays no major shifts and that the lipidome of this sea slug was unaffected
by the absence of food for one week [35]. However, in P. dendritica, whose retention of
chloroplasts is non functional, the lipidome varied significantly in this short period of
time [36]. Therefore, information on composition and abundance of different lipid classes
and FAs can help elucidate the importance and interaction of chloroplasts and animal cells.

Elysia crispata, the largest and most abundant species of Sacoglossa in the Caribbean
and Gulf of Mexico, is one of the few species that can retain functional kleptoplasts
for up to four months [1,6,13]. This sea slug can reach up to 15 cm in size [37], and
inhabits mangrove areas and coral reefs from shallow water (<1 m) up to 25 m depth [38].
Different habitats at different depths provide diverse sources of macroalgal food, as well
as contrasting environmental conditions, such as irradiance [39]. Distinct light conditions
that change with depth can affect pigment composition and photosynthesis performance,
and consequently, they may affect kleptoplasty as evidenced in experiments developed by
Vieira et al. [7].

The goal of the present study was to characterize the photosynthetic pigment profile,
total lipid, glycolipid-GL and phospholipid-PL contents and FA composition of E. crispata
sampled at two habitat depths with different light conditions: shallow (0—4 m) and deeper
(8-12 m) waters after a month of starvation to determine if the longest and more stable
retention of chloroplasts is related to habitat depth. We hypothesized that the molecular
composition of sea slugs varies with habitat depth.

2. Materials and Methods
2.1. Sample Collection

Specimens of Elysia crispata (Figure 1) from the same population were collected in three
different sampling sites, less than 400 m apart from each other and with an approximate area
of300 m?2, at the Verde coral reef (Sistema Arrecifal Veracruzano) in Veracruz, Southern Gulf
of Mexico (19°12'8.80” N, 96°4/17.20” W) in a single day of September 2019. No macroalgae
were spotted nearby, only turf algae were seen on top of hard substrate. Collecting was
limited to the minimal sample size needed and was conducted under a permit issued by
SAGARPA (PPF/DGOPA-082/19). Fourteen organisms measuring at least 40 mm in size
(total length) were collected on hard substratum at 0—4 m depth (n =7) and 8-12 m depth
(71 = 7). Their morphological characteristics matched the “crispata” ecotype described by
Krug et al. [40]. Animals were transported to the laboratory, where they were maintained
in a recirculating filtered seawater system (temperature: 26 °C, salinity: 35, light-dark
photoperiod 12:12 h, with an irradiance of 40 umol photons m~2 s71). Animals were
maintained for a month under starvation to ensure that sea slugs emptied their guts and
digested short-term retained chloroplasts. Individuals were then flash frozen in liquid
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nitrogen and freeze-dried for biochemical analysis. The whole biomass of each sea slug
was individually homogenized and used for extractions.

Figure 1. Specimen of Elysia crispata collected from the coral reef Verde (Sistema Arrecifal Ver-
acruzano) in Veracruz, Southern Gulf of Mexico. Scale bar = 10 mm.

2.2. Photosynthetic Pigment Analysis

Photosynthetic pigments were extracted using methods detailed in Cruz et al. [29].
Briefly, samples were extracted in 95% cold buffered methanol with 2% ammonium acetate.
Samples were ground with a plastic rod and sonicated for 30 s and vortexed. Samples were
then transferred to —20 °C for 20 min in the dark. Extracts were filtered through 0.2 pm
PTFE membrane filters and immediately injected into a Prominence-i LC 2030C High-
performance liquid chromatography (HPLC) system (Shimadzu, Japan) with a photodiode
array detector. Chromatographic separation was carried out using a Supelcosil C18 column
(250 mm length; 4.6 mm diameter; 5 um particles; Sigma-Aldrich, Burlington, MA, USA)
for reverse phase chromatography and a 35 min elution program [41]. Photosynthetic
pigments were identified from retention times and absorbance spectra, and concentrations
calculated from the signals in the photodiode array detector. Pigment calibration was done
using pure crystalline standards from DHI (Hersolm, Denmark).

2.3. Lipid Analysis

Total lipids were extracted following a modification of the Bligh and Dyer method [42].
Briefly, animal tissues were homogenized, mixed with 800 uL of methanol and 400 uL of
dichloromethane, vortexed and sonicated for 1 min, then, incubated on ice for 30 min on a
rocking platform shaker and centrifuged at 2000 rpm for 10 min at room temperature. The
organic phase was collected, and the biomass residue was re-extracted.

Ultrapure water was added (800 uL) and centrifuged at 2000 rpm for 10 min to recover
the organic phase. An additional volume of 800 uL of dichloromethane was added to the
aqueous phase, centrifuged at 2000 rpm for 10 min and the organic phase was recovered.
Organic phases were dried under a nitrogen stream and preserved at —20 °C for further
analysis. Total lipid extract weight was estimated by gravimetry.
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Glycolipid (GL) quantification in total lipid extracts was performed using the orcinol
colorimetric method [43]. Briefly, 200 ug of total lipid extract was transferred to a glass tube
and 1 mL of orcinol solution (0.2% in 70% HpSO4) was added after dying dichloromethane
under a nitrogen flow. Tubes were then incubated for 20 min at 80 °C. D-Glucose standards
of 2-50 pg (standard solution of D-glucose 2.0 mg mL~1) were used to prepare the calibra-
tion curve. At room temperature, the absorbance of standards and samples was measured
at 505 nm using a microplate UV-Vis spectrophotometer. The conversion factor 100/35
(ca. 2.8) was used to estimate the total GL content in total lipid extracts [44].

Phospholipid (PL) content from total lipid extract was quantified through the phos-
phorus assay, according to Bartlett and Lewis [45]. Lipid extracts were re-suspended in
300 uL of dichloromethane and 10 uL of each sample were transferred to a glass tube
washed with 5% nitric acid. After drying under a nitrogen flow, 125 uL of perchloric acid
(70%) was added and samples were incubated for 1 h at 180 °C in a heating block. A
total of 825 uL of ultrapure water, 125 uL of NaMoQO,-H» O (2.5%), and 125 uL of ascorbic
acid (10%) were added to each sample, with the mixture being homogenized in a vortex
following each addition. Tubes were then incubated for 10 min at 100 °C in a water bath.
Standards of 0.1-2.0 ug phosphate (standard solution of Nall,PO4-2H50, 100 ug of phos-
phorus mL~1) underwent the same treatment as samples, without the heating block step.
At room temperature, absorbance of standards and samples was measured at 797 nm, using
a microplate UV-Vis spectrophotometer. The conversion factor 775/31 (25) was used to
estimate the total PL content in total lipid extracts.

FA profile of E. crispata was analyzed by gas chromatography-mass spectrometry
(GC-MS). FA methyl esters (FAME) were prepared using 30 ug of total lipid extract, 1 mL
of the internal standard 19:0 (0.5 ug mL~! in #-hexane, CAS number 1731-94-8, Merck) and
200 uL of a methanolic solution of potassium hydroxide (2 M) [46]. After homogenization
of this mixture, 2 mL of an aqueous solution of sodium chloride (10 mg mL 1) were added.
Sample was centrifuged at 2000 rpm for 5 min to separate the phases. The organic phase
containing the FAME was transferred to a microtube and dried under a nitrogen stream.
FAME were then dissolved in 40 uL of n-hexane, and 2 uL of this solution were injected
on an Agilent Technologies 6890 N Network chromatograph equipped with a DB-FFAP
column with 30 m length, an internal diameter of 0.32 mm, and a film thickness of 0.25 um
(J&W Scientific, Folsom, CA, USA). The GC was connected to an Agilent 5973 Network
Mass Selective Detector operating with an electron impact mode at 70 €V and scanning
the mass range m/z 50-550 in 1 s cycle in a full scan mode acquisition. The initial oven
temperature was 80 °C, staying at this temperature for 3 min and increasing linearly to
160 °C at 25 °C min~ !, followed by linear increases to 210 °C at 2 °C min~! and 250 °C at
30°C min~'. Temperature was maintained at 250 °C for 10 min. The injector and detector
temperatures were 220 °C and 250 °C, respectively. Helium was used as carrier gas at a
flow rate of 1.4 mL min~'. FAME present in the sample were identified by comparing
their retention time and mass spectra with a commercial FAME standard mixture (Supelco
37 Component FAME Mix, ref. 47885-U, Sigma-Aldrich) and confirmed by comparison with
the spectral library from “The Lipid Web’ [47]. FAME were quantified by using calibration
curves of FAME standards acquired under the same instrumental conditions [48].

2.4. Statistical Analysis

Total lipid, GL, PL and FA classes were analyzed through a Student’s t-test for indepen-
dent samples, to assess if statistical differences existed between depths. Assumptions were
verified through visual examinations (normal distribution) and Levene’s (homogeneity of
variances) test [49,50]. Almost all of the distributions did not follow normality, thus, all of
the data mentioned above (lipids, GL, PL and FA classes) were l0g, transformed, and then,
the t-tests were performed [50].

To compare pigments and FA profiles of sea slugs from different depths, concentrations
were first transformed to weight the contributions of all variables (. /x was applied to
pigments and log (x + 1) to FAs), then collinearity of variables was analyzed using a
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Draftsman Plot, and transformation of single variables was implemented whenever needed
(log x + 0.1 for Anth and Be-Car, and log x for 16:2 #-6). Subsequently, all samples were
normalized before analyses due to differences in the magnitude of values [51], and a
principal component’s analysis (PCA) was performed for each data set to explore if any
grouping occurred between organisms from the same depths. Subsequently, using these
data, a resemblance matrix based on Euclidean distances among individual samples was
made and used to perform a one-way analysis of similarities (ANOSIM), with depth
as factor, for pigments and FAs separately, to test if statistically significant differences
existed between depths. Data obtained in this study and used for analyses is available in
https://doi.org/10.5281/ zenodo.5398824 (Accessed on 25 October 2021). All procedures
and graphs were performed using ggplot2 and stats packages in R v. 4.0.5 software [52], or
PRIMER v.7 software [53]. Statistical significance was considered at p < 0.05.

3. Results

A total of 12 photosynthetic pigments were found in the samples of E. crispata (Table 1):
2 chlorophylls, 8 xanthophylls and 2 carotenes. While chlorophylls a and & (Chls 2 and b)
were present in all individuals, the composition in carotenoids (xanthophylls and carotenes)
differed between conspecifics. Some specimens displayed carotenoids typical of chloro-
plasts of siphonous green algae: siphonoxanthin (Siph), siphenoxanthin-dodecenocate
(Siph-do) and 3,e-carotene (3e-Car); while others contained pigments from other algal
types, such as lutein (Lut), zeaxanthin (Zea) and {3,3-carotene (3 3-Car) (Figure 2); some
specimens even displayed both sets of these carotenoids. To show examples of this pigment
diversity, the profiles of two organisms from the same depth are represented in Figure 2.

Table 1. Photosynthetic pigments found in samples of Elysia crispata collected in Southern Gulf of
Mexico (Sistema Arrecifal Veracruzano), with retention times and absorption maxima (A max).

Pigment Retention Time (min} A max (nm)
Siphonoxanthin (Siph) 11.38 448
all-trans-neoxanthin (t-Neo) 1246 440, 471
cis-neoxanthin (c-Neo) 12.98 414, 438, 467
Violaxanthin (Viola) 14.21 418, 442, 471
Antheraxanthin (Anth) 1618 448, 476
Lutein (Lut) 17.86 448, 476
Zeaxanthin (Zea) 18.11 453, 480
Siphonoxanthin-dodecenoate (Siph-do) 1976 454
Chlorophyll b (Chl b) 23.09 458, 646
Chlorophyll a (Chl ) 24.71 431, 663
f3,e-Carotene (B e-Car) 29.01 449,477
R,p-Carotene (3 3-Car) 29.22 454, 478

The concentration of photosynthetic pigments recorded in sea slugs originating from
the two habitat depths is shown in Figure 3. Although some differences were observed,
particularly for Lut (higher concentrations at the shallower habitat), differences in pigment
profiles between individuals were not statistically related to habitat depth (ANOSIM:
p=0.305 R =0.024).

Principal components analysis (PCA) of pigments did not exhibit grouping depending
on depth (Figure 4). A total of 80.6% of the variation of pigment’s concentrations was
explained by the first two components (PC1 63.8%, PC2 16.9%) (Figure 4). Most of the
samples from 0 to 4 m habitats seemed to group in the right area of the x axis, but in general,
samples were dispersed over both components. Vectors included in the graph show the
different contribution of certain pigments in some of the individuals, as represented
in Figure 2.
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Figure 2, HPLC absorbance (440 nm) chromatograms of two specimens of Elysia crispata sampled at
the same depth (0—4 m) and showing different photosynthetic pigment profiles. Common photosyn-
thetic pigments are labeled in black, while specific photosynthetic pigments of samples 1 and 2 are
shown in blue and red, respectively. See Table 1 for photosynthetic pigment abbreviations.
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Figure 3. Concentration of photosynthetic pigments from samples of Elysia crispata collected at 04 m
(n=7)and 8-12 m (n = 7) depth, in the Southern Gulf of Mexico. The line represents the median,
top and bottom of the box are the 25th and 75th percentiles. The whiskers represent the maximum
and minimum values, and dots are outliers. See Table 1 for full names and respective abbreviations
of pigments.

The amount of total lipid recorded averaged 79.0 - 27.8 ug mg’1 DW (mean + SD)
in specimens collected from the shallow habitat (04 m) and 82.0 + 17.1 ug mg’1 DW
(mean + SD) in those from the depth range of 8-12 m; no statistical differences were found
between samples from both depths (1(8.437) = —0.496, p = 0.632). Likewise, GL and PL con-
tents did not show statistical differences between depths (GL: t(11.87) = —1.346, p = 0.203;
PL: t(11.36) = —2.134, p = 0.055), even though higher amounts (GL: 10.0 £ 2.3 ug mg’1
DW; PL: 10.8 4 2.0 ug mg ! DW) were found in the deeper habitat when compared to the
shallow one (GL: 8.5+ 19 ug mg’1 DW; PL:89 4+ 1.3 ug mg’1 DW) (Figure 5).
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Figure 4. Principal components analysis (PCA) of photosynthetic pigment concentrations from

samples of Elysia crispata collected at different depths in the Southern Gulf of Mexico.
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Figure 5. Glycolipid (GL) and phospholipid (PL.) concentrations from samples of Llysin crispata
collected at 0~4 m (1 = 7) and 8-12 m (n = 7) depths, in the Southern Gulf of Mexico. The line
represents the median, top and bottom of the box are the 25th and 75th percentiles. The whiskers
represent the maximum and minimum values, and dots are outliers.
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A total of 27 FAs were identified in the samples of E. crispata (Figure 6). Some variation
was observed in the composition of FAs present in specimens collected at different depths,
but also within those habitats. Therefore, no significant differences were found in the
FA profiles between samples collected at 0-4 and 8-12 m depth (ANOSIM: p = 0.671;
R=—0.046).
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Figure 6. Fatty acid (FA) concentrations from samples of Elysia crispata collected at 0—4 m (n =7)
and 8-12 m (n = 7) depths, in the Southern Gulf of Mexico. The line represents the median, top
and bottom of the box are the 25th and 75th percentiles. The whiskers represent the maximum and
minimum values, and dots are outliers.

Saturated FAs (SFA) 16:0 and 18:0, as well as the monounsaturated FA (MUFA) 18:1 n-9
were the most abundant FAs found in samples from sea slugs sampled at both depths,
with all other FAs displaying average values lower than 5 ug mg_1 DW (Figure 6). Of
the FAs found in these sea slugs, 5 were SFA, 7 were MUFA and 15 were polyunsaturated
FAs (PUFA). SFA represented almost 40% of the FA content, while PUFA (35%) and MUFA
(25%) levels were lower. None of the FA classes showed statistically significant differences
with depth (SFA: £(11.769) = —0.201, p = 0.843; MUFA: t(10.577) = 0.615, p = 0.551; PUFA:
t(11.18) = —0.287, p = 0.779), despite higher mean values of SFA (26.1 + 134 ug mg’l
DW) and PUFA (22.5 + 8.8 ug mg~! DW) being recorded in specimens collected at the
deeper habitat (Figure 7). MUFA was the only FA class with slightly higher mean values in
the shallower habitat at 04 m (16.3 + 5.8 ug mg~1 DW), compared to the 812 m depth
(15.1+ 8.5 pg mg ™! DW).

Finally, the PCA showed that a total of 78.3% of the variation of FA’s concentrations
was explained by the first two components (PC1 64.7%, PC2 13.6%) (Figure 8). However,
almost all FAs contributed to the distribution of samples, as no grouping was observed.
Figure 8 is a good representation of the ANOSIM analysis results mentioned previously,
where differences were not statistically related to habitat depth.
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Figure 7. Concentrations of fatty acid {FA) classes from samples of Efysia crispata collected at 0-4 m
(n=7) and 8-12 m (n = 7) depths, in the Southern Gulf of Mexico. The line represents the median, top
and bottom of the box are the 25th and 75th percentiles. The whiskers represent the maximum and
minimum values, and dots are outliers. STA—Saturated fatty acids; MUFA—Monounsaturated fatty
acids; PUFA—DPolyunsaturated fatty acids.
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Figure 8. Principal components analysis (FCA) of fatty acid (FA) concentrations from samples of
Elysia crispata collected at different depths in the Scuthern Gulf of Mexico.
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4. Discussion

In the present study, we provided a characterization of pigments, FAs and lipid classes
(PL and GL) from E. crispata sampled at different depths, which helps to fill a knowledge
gap of one of the animal models most commonly employed to study kleptoplasty. To
our knowledge, this is the first effort assessing differences in depth for a population of a
sacoglossan sea slug, and the first work in the most western distribution recorded for this
species. Concentrations of pigments were heterogeneous over different specimens of this
sea slug and were not related to habitat depth.

A chloroplast photosynthetic pigment profile was previously described for specimens
of E. crispata collected in Florida, where authors found matching profiles between Caulerpa
sertularioides and sea slugs, with the exception of the presence of two subproducts in
the sea slug: phaeophorbide # and phaeophytin a [54]. These pigments are chlorophyll
breakdown intermediates [55] and were not found in cur samples. Chlorophyll synthesis
in sea slug tissues has been reported to occur in E. chloreticn [25], and E. crispata [26];
however, Trench and Smith [27] stated that this mechanism was unlikely to occur in E.
crispata and E. viridis, as they only detected small traces of Chl # and b in both species [27].
These dissimilarities could be due to the macroalgal origin of kleptoplast or differences
in technique employed to perform this assessment. Similarly, Trench et al. [34] did not
find evidence of chlorophyll synthesis in E. viridis after 24 h of starvation [34]. Studies
in other long-term retention species have reported Chl a values of 0.3 mg gfl DW after
2 weeks of starvation in E. viridis [29] and <0.4 mg g_l DW after 28 days of starvation
in E. timida [56]; here, we found mean values of almost 0.6 mg g_l DW after 1 month of
starvation in E. crispata. Thus, this higher amount of Chl #, together with the absence of
Chl a breakdown products, support the apparent good condition of kleptoplasts within the
cells of this sea slug species.

Photosynthetic pigment analysis of three species of Elysiz has shown that their profile
is almost identical to their food source, E. viridis-C. tomentosum, E. timida-Acetabularia
acetabulum and E. chlorotica-Vaucheria litorea, except for an unidentified carotenoid in the first
two Elysin species [11,21-24,29,48,57]. The photosynthetic pigment composition recorded in
E. crispata in the present study not only reflects the different macroalgal origins of acquired
kleptoplasts but, most importantly, it also shows that after a month of food deprivation,
these sea slugs conserved the heterogeneity of their photosynthetic pigment profiles and
the relatively high values of Chls # and b. Curtis et al. [13,17] working with E. crispata
provided evidence of a simultaneous chloroplast sequestration of at least two macroalgal
species (P. capitatus and B. plumosa) for several weeks [13,17], while Christa et al. [6] found
that kleptoplasts originating from H. incrassata could be retained for up to 49 days. These
last authors assessed E. crispata’s food sources through DNA barcoding and signaled
the presence of several unidentified algae from order Bryopsidales retained for 7, 28, 35
and 49 days, as well as Acicularia schenkii (found in one starved slug for 7 days) and A.
acetabulum (found in a non-starved individual) [6]. Only these last two species belong to
the group of algae with a pigment profile that includes lutein, antheraxanthin, zeaxanthin,
or Bp-Carotene [11], a profile matching those recorded in some specimens surveyed in the
present study. Thus, the present work confirms that the long-term retention of kleptoplasts
from this type of algae does occur in E. crispata.

Unlike photosynthetic pigments, whose origin in Sacoglossa sea slugs is exclusive
from sequestered chloroplasts, the FA profiles recorded are biosynthesized by animal
metabolism and /or have origin in their macroalgal diet (including the digested cytoplasmic
content and the kleptoplasts retained). However, GL are exclusive lipids of chloroplast
membranes [58]; thus, finding high concentration of GL in E. crispata after 1 month of
starvation confirms the preservation of chloroplast membranes integrity inside sea slug
cells. Elysia crispata shows a similar concentration of PL and GL (Figure 5); nevertheless,
in E. viridis and P. dendritrica the concentration of PL is higher than GL under starved or
fed conditions [36]. This could be due to the larger size of E. crispata, when compared to
E. viridis and P. dendritica, as well as the foliose shape of its parapodia, hence allowing E.
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crispata to harbour a higher number of kleptoplasts in proportion to its body size. Analyses
of lipids and FAs, as performed before for E. chlorotica, E. viridis and E. timida, could be
important for estimating kleptoplast energetic contribution for the animal and their specific
support in reproductive fitness [33,36,48,59]. To understand if something similar occurs in
E. crispata, further studies using isotope labeling are still required [36].

We acknowledge that sample size may have contributed for no statistically significant
differences having been recorded. Unfortunately, we were not able to collect more organ-
isms due to logistic constraints in the field and the laboratory. Therefore, we suggest that a
higher number of specimens should be sampled in future studies addressing E. crispata,
as this species presents high intraspecific variability. The amount of PL recorded hetween
specimens collected at different depths did not show significant statistical differences ac-
cording to the f-test (p = 0.055); such a marginal value should not be considered conclusive.
PL are the main lipids in animal cell membranes and thus, are quite adaptive to specific
environmental conditions. In the study area, several physical and chemical parameters can
change in a few meters of the water column depending on the season [60,61]. Differences
in PL could be present between habitats, but not detected because they occur in a gradient
or in a distinct depth range. Then, differences in PL should not be completely discarded.

No other studies have addressed a characterization of FAs in Elysia crispata. FA com-
position is influenced by external (i.e., environmental) conditions and diet. Most FAs are
esterified in different lipid classes, such as polar lipids and triglycerides, which play diverse
roles (e.g., structural, signaling, energy reserves). Previous lipidomics studies in marine
sacoglossan sea slugs and macroalgae have identified the molecular composition of dif-
ferent polar lipids, such as PL (e.g., phosphatidylcholine [PC], phosphatidylethanolamine
[PE]) and GL (e.g., sulfoquinovosyl diacylglycerol [SQDG], monogalactosyl diacylglycerol
[MGDG], digalactosyl diacylglycerol [DGDG]), providing information at molecular level
on their structural and fatty acyl chains composition [35,36]. The high concentration of
16:0 in this group of sea slugs must be related with its structural role in membrane lipids,
since this FA is usually esterified in GL and PL. For example, the most abundant SQDG
molecular species recorded in E. viridis were SGDG (16:0/16:0), SQDG(18:3/16:0) and
SQMG (16:0), characteristic lipids of chloroplast membranes [35]. Both 16:0 and 18:0 occur
as FAs esterified in several PL molecular species of E. wiridis such as PC 36:4, PC 38:4, PC
38:5, PE 38:2, PE 38:3, PE 38:4 and PE 38:5 [36]. In addition, the high content of PUFA is
probably derived from dietary items. Elysiz crispata had high amount of GL, and could
have a similar composition with E. viridis, who presented MGDG and DGDG, with a high
proportion of 16:3 and 18:3 [35].

FAs such as 20:5 n-3 (EPA), 22:6 n-3 (DHA) and 20:4 n-6 (ARA) are essential for
marine organisms. Although recent studies have found that several marine groups possess
desaturase genes that allow them to produce PUFA de novo [62], most marine invertebrates
and fish cannot biosynthesize enough n-3 PUFA to cover their physiological demand. As
such, most of these marine organisms rely on their diets as the main source to acquire these
biomolecules [31,63]. Many marine mollusks have EPA and DHA accounting for half of
their total FAs [32]. However, in our results, only 20:5 n-3 was found, and in low amounts
(Figure 6). In 0—4 m samples, we identified the characteristic EPA fragmentation in the MS
spectrum at its retention time (21.6 min in standard mix); in 8-12 m, the MS spectrum at the
same retention time showed some fragment ions characteristic of EPA, however, the most
abundant fragment ions correspond to an unknown compound. Hence, the abundance of
this FA must be interpreted with caution in sea slugs sampled at the 8-12 m depth, because
this FA might be overestimated due to the presence of another unknown compound with a
similar retention time.

The lack of DHA in E. crispata samples may be related to the absence of this FA in its
food sources. Although this is a common FA in marine organisms, it is absent in macroalgae
recognized as common food sources of sacoglossan sea slugs, such as C. tomentosum [64],
and A. acetabulum [59]. Moreover, the most abundant PUFA in E. crispata was 20:4 n-6.
In other sea slugs without kleptoplasty, such as nudibranchs and cephalaspideans, high
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amounts of ARA have also been recorded [65,66]. Therefore, these high amounts of ARA
may be phylogenetically driven and part of the natural FA profile of sea slugs [66,67].

The amount of FA classes depends on gastropod species [31]. Some gastropod her-
bivores have higher amounts of PUFA, for instance, in Littorina littorea these FAs account
for 52% of total lipids [32], and in E. timida represents 57% [59]. In this study, PUFA in
E. crispata represents around 35% of the total pool of FAs, while in chromodorid nudi-
branchs, which feed on sponges, it accounts for 15-31% [65]. Low proportions of SFA
(8-16%) can be found in chromodorid nudibranchs. In contrast, SFA in Armina nudibranchs,
which feed on cnidarians [66], Patella peroni, a gastropod herbivore [32], and E. crispata
correspond to around 40% of total lipids. As diet influences FA composition, the FA profiles
mentioned above, and its proportions are most likely explained by dietary items. Nudi-
branchs have FAs similar to their sponge preys [65], and E. viridis has a glycolipid profile
very similar to its food source, C. tomentosum, due to the preservation of chloroplasts in
their cells [35,36].

To date, 25 species of macroalgae have been reported as potential food sources for
E. crispata (Supplementary Table S1). Some authors recommend considering only the
17 species confirmed by DNA molecular analysis [12]. Apparently, its preferred dietary
items are those within genera Bryopsis, Penicillus, and Halimeda, while consumption of
genus Caulerpa has triggered controversy [12,40,68], even when the photosynthetic pigment
profiles of this macroalgae match those of this sea slug [54]. For a different project, our
own preliminary observations in the laboratory suggest E. crispata from the same pop-
ulation of the present study does not consume Udotea, Ulva, Rhipocephalus and Caulerpa.
The specimens of E. crispata sampled in the present study retained kleptoplasts from
Siphonales (the group of algae recognized as its favorite diet), as evidenced by the presence
of siphonoxanthin and siphonoxanthin-dodecenoate; nonetheless, E. crispata also showed
kleptoplasts from another group of macroalgae displaying lutein as their main xanthophyll
(e.g., Acetabularia). This last pigment was relatively higher in sea slugs from shallower
waters. As higher light levels occur in shallower environments, this pigment may be
involved in photoprotection [69].

Light availability can drastically change in the coral reef where E. crispata was studied.
For example, light intensity in a nearby reef (Anegada de Adentro) at 10 m depth only
represents about 15% of the light levels recorded at 1 m depth [70]. Moreover, in another
close by reef (Sacrificios) during the same season (August-September) as that during
which the collection of specimens for the present study was performed, light intensity
at 19 m depth varied from 1000 to 9000 Lux [71], an equivalent of ~18.5-166.5 umol
photons m~2 s~ [72]. This suggests that the amount of light recorded in shallow habitats
in these coral reefs can be very high; however, our results did not support differences in the
acclimation state of kleptoplasts of sea slugs sampled in such distinct habitats. As longer
distances between sampling depths (>4 m) might have helped to detect some differences,
this issue should be considered in future works.

Long-term retention of chloroplasts in sacoglossans depends on sea slug species
and the macroalgae they feed upon [3,4,6]. The longest retention time of kleptoplasts in
E. crispata has been reported as 120 days [18], and here, we confirm a good physiolog-
ical and biochemical condition of chloroplasts after 30 days. Our results support that
E. crispata digests its kleptoplasts slowly and that, during long starvation periods (one
month) chloroplast diversity remains [17,18]; in general, the heterogeneity observed in
pigments, lipids and FAs was not related to habitat depth. More basic research on this
sacoglossan is required to understand kleptoplasty and explain evolutionary associations,
such as endosymbiosis.

5. Conclusions

The heterogeneity recorded in the profile of photosynthetic pigments and FA compo-
sition of E. crispata was not related to the habitat depth at the coral reef where they were
sampled in the Southern Gulf of Mexico. The total lipid, PL and GL contents found in this
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work were similar for specimens collected at shallow (0—4 m) and deeper (8-12 m) habitats.
The conserved heterogeneity of their photosynthetic pigment profiles, as well as the high
content of molecules exclusive of chloroplasts recorded on E. crispata, such as Chla and GL
after a month of food deprivation confirms that these sea slugs retain chloroplasts in good
condition for long periods of time after stealing them from macroalgae.

Supplementary Materials: The following are available online at https:/ /www.mdpi.com/article/10
.3390/anil1113157/s1, Table S1: Algae consumed by Elysia crispata and its presence in the study
area, according to literature [1,6,12-16,40,54,68,73-81].
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that this sea slug is capable of moving within the reefs and helps to understand the unique biological

phenomena of kleptoplasty.
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Text

Introduction

Light conditions in the ocean depend on the amount of radiation reaching different areas, due to variations in
the sun’s angle throughout the day, as well as depth, turbidity and other parameters (Kirk 2011). Light is a
resource for autotroph organisms because it represents the source of energy to maintain metabolic functions,
but it also represents a limiting condition. In mobile animals with photosynthetic capacity, it can determine
physiological and behavioral aspects, such as activity peaks (circadian rhythms) or be the cue to initiate
certain displays, such as food searching or predator avoidance (Begon et al. 2006). Light changes, thus, define
the occurrence and distribution of all photosynthetic organisms (Lalli and Parsons 1997), and animals with

photosymbioses are no exception (Melo Clavijo et al. 2018).

Sacoglossan sea slugs (Mollusca: Gastropoda) are the only metazoan group that can retain and keep
functional for months the chloroplasts from the algae they feed on (Handeler et al. 2009). As these mollusks
can benefit from the maintenance of the foreign organelles through the obtention of energetic products from
their photosynthesis (Laetz et al. 2017; Cruz et al. 2020; Cartaxana et al. 2021), they have been named “solar-
powered” sea slugs (Rumpho et al. 2000). The retention time of this process (also known as kleptoplasty)
depends on the slug species, the algal source of the chloroplasts (kleptoplasts) and the light conditions (Cruz
et al. 2013; de Vries et al. 2014). Light intensities mediate the photosynthesis within the animal cells, thereby
affecting its fitness as well as kleptoplast survival (Vieira et al. 2009; Cruz et al. 2015). For instance,
moderate irradiance in the habitat of Plakobranchus ianthobaptus can increase its fitness through kleptoplast
survival (Donohoo et al. 2020), while high light intensities can decrease photosynthetic performance in Elysia

timida and Elysia viridis (Vieira et al. 2009; Cruz et al. 2015; Cartaxana et al. 2018, 2019).

Elysia crispata is the most conspicuous solar-powered sea slug in the Gulf of Mexico and the Caribbean.
Because of its large size (can reach 150 mm in length), it can be easier to find than other slugs. It is common
on a broad variety of substrata all year long (e.g. dead coral, sea grass, algae and under rocks), inhabiting
borrow pits and mangrove lagoons, as well as coral reefs throughout the Caribbean at up to 25 m depth
(Sanvicente-Afiorve et al. 2012; Camacho-Garcia et al. 2014; Krug et al. 2016). Clark (1994) suggested the
existence of two subspecies of E. crispata, one inhabiting mangrove areas and another living in coral reefs,
and Pierce et al. (2006) later proposed a new species named Elysia clarki for the mangrove slugs. Krug et al.
(2016) recently analyzed the populations and confirmed that . crispata was a single species. Nonetheless, the
latter study recognized two ecotypes coinciding with the proposed separation by Clark (1994): clarki animals
of a more consistently green coloration, that inhabit shallow, low energy waters, with less light incidence; and
crispata animals of more variable body coloration that are present in deeper, high energy waters with more
light (Pierce et al. 2006; Krug et al. 2016). This species can keep functional kleptoplasts for up to four
months, hence it is considered a long-term retention species (Curtis et al. 2010). These characteristics make F.

crispata an ideal model to study the ecology of photosynthetic animals.
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Field studies regarding sacoglossan sea slugs are difficult to perform, as they are small sized animals, cryptic
in the substrate (host algae) they are usually associated to and a high effort is required to obtain data,
challenging the studies of their populations (Clark 1994; Jensen 1994). Despite these adversities, some
species, have been studied in situ. For instance, Baumgartner and Toth (2014) found that size and abundance
of E. viridis vary amongst seasons and depend on the host algae: larger but fewer individuals were found on
Cladophora rupestris in autumn, whereas smaller ones were more abundant on Cladophora sericea in
summer. These authors hypothesized that predation might explain the differences in abundance and size of E.

viridis between algal hosts and time of year.

Research on E. crispata has focused on describing biochemical and biomolecular components (Gavagnin et
al. 1996, 1997; Middlebrooks et al. 2012; Vital et al. 2021), photosynthetic activity (Curtis et al. 2006;
Christa et al. 2015), physiology related to kleptoplasty (Curtis et al. 2006, 2007, 2010; Middlebrooks et al.
2019) and even microbiota (Mahadevan and Middlebrooks 2020). In general, this species has been found to
have a long-term retention of chloroplasts from different algae, with a good physiological condition after
months of starvation. Population studies of E. crispata have only been conducted in Florida in mangrove
swamps and pits, and most of them focused on the clarki ecotype (Clark 1994; Middlebrooks et al. 2014,
2020). Equivalent studies of this species in coral reefs in their western distribution are still lacking and would

provide relevant information of this interesting biological model.

Light conditions influence the transfer of carbon and nitrogen from kleptoplasts to sea slugs (Cruz et al. 2020,
Cartaxana et al. 2021). Whilst ecological research efforts have mainly focused on the relation between light
and Elysia’s physiology and behavior (Schmitt and Wégele 2011; Miyamoto et al. 2015; Cartaxana et al.
2018), studies on its natural distribution are scarce. There is evidence that kleptoplast photosynthesis
minimizes weight loss and size reduction, and increases survival in E. viridis, E. timida and E. chlorotica
under starving conditions (Giménez-Casalduero and Muniain 2008; Pelletreau et al. 2014; Cartaxana et al.
2017). In addition, the growth rate of E. viridis relative to the rate in which it consumes algae (i.e. efficient
growth) has been correlated with exposure to regular light and increased photosynthesis (Baumgartner et al.
2015). Thus, it is reasonable to expect that light conditions influence the abundance and size of E. crispata by

limiting its access to photosynthetic resources.

Solar-powered sea slugs will thrive in habitats where optimum light conditions are met. Light conditions vary
both between localities and with depth due to the vertical attenuation of light caused by absorption, scattering
and diffraction (Kirk 2011), and other factors related to it (e.g. turbidity). In addition, individuals at any site
will experience variations in the quality and quantity of light throughout a 24-hour period. Circadian rhythms
in sea slugs have been documented to be present in swimming and crawling behaviors (Melibe leonina,
Newcomb et al. 2014) and the opening and closing of the parapodia (E. timida, Monselise and Rahat 1980).
However, the need of light by photosynthetic sacoglossans makes them vulnerable to photodamage and
predation, especially at higher light intensities, where the probability of location by visual predators is

increased (Weaver and Clark 1981). If sea slugs can move within a small spatial scale between places with

30



varying light quality (e. g. from the top of a dead coral to a crevice nearby), then individuals of different size
would occur in different numbers throughout the day. Information on changes in size and abundance of E.
crispata throughout a 24-hour period will help understand the patterns and time scales of sea slug activity and
mobility within the reef. Therefore, the aim of the present study was to describe and compare changes in size
and abundance of three populations of E. crispata in Southern Gulf of Mexico and the Mexican Caribbean, as
a function of time of the day and depth. We hypothesized that differences in abundance would be related to

locality, time of the day and depth, and differences in size would be related to locality and time of the day.

Materials and methods

Study area

Field studies in three coral reefs of the Gulf of Mexico and Caribbean were conducted: Verde (19°12°09°°N,
96°03’58°’W) in August 2018 and June 2019, Cayo Arcas (20°13°12°°N, 91°58°22°’W) in April 2018 and
Puerto Morelos (20°50°59”°N, 86°52°23’W; Fig. 1) in March and July-August 2019. Verde, located 5 km off
the coast, is part of the reef system “Sistema Arrecifal Veracruzano-SAV” in Southern Gulf of Mexico, and
has a marked seasonal variation in salinity, temperature, and turbidity. These variation are due to the influence
of three major rivers flowing into the Gulf of Mexico and winter winds locally known as “nortes” (Salas-
Perez and Granados-Barba 2008; Mateos-Jasso et al. 2012). Arcas is a remote reef located 128 km off the
coast of Campeche in the Yucatan and Campeche Bank-YCB (Tunnell 2010). Puerto Morelos (PM) is part of
the Mesoamerican reef in the Mexican Caribbean-CAR and is located at an approximate distance ranging
from 500 m to less than 3 km parallel to the coast. The continental platform in the Yucatan Peninsula is
karstic with little or no transport of suspended sediments to the sea; thus, the coastal influence on the reef is
minimal and waters are usually clear (SEMARNAP 2000). These coral reefs were selected because variations
in the abundance and distribution of E. crispata between them are probably related to the diverse biological,
geological, physical and chemical processes occurring within each region (SAV, YCB, CAR) (Carrillo et al.
2007).
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Fig. 1 Localities where populations of Elysia crispata were studied in Southern Gulf of Mexico and Caribbean:
Arcas (YCB), Verde (SAV) and Puerto Morelos (CAR). Map created by authors in ArcGIS

Sampling design and fieldwork

Quadrats (1 and 25 m?) were haphazardly sampled in different sites of the three localities at five different
times of day: sunrise (57), morning (48), zenith (78), evening (86) and night (55). Sampled quadrats were
located at either side of different transects (20-40 m) which were used as guides to facilitate the identification
of the area that had been searched and assure it was not sampled repeatedly. Searching times ranged between
0620-0745 hr (sunrise), 0930-1110 hr (morning), 1200-1340 hr (zenith), 1700-1930 hr (evening) and 2040-
2300 hr (night). By means of snorkeling and SCUBA diving, all individuals of E. crispata in each quadrat
were counted and measured (head-tail length) with a Vernier caliper (+£0.1 mm). Sea slugs on all types of
substrata occurring within each quadrat were counted and measured but were never collected. As sacoglossan
sea slugs are cryptic, we reduced searching bias by only using experienced divers in sampling trips and dive
lights were used during night searches. Depth and light intensity were measured with a dive computer (Hollis
DGO03) and a light logger (HOBO® Pendant MX2202, Onset Computer Pocasset, MA, USA, with a precision
of £1-40 lux), respectively. Measurements were recorded every time that slugs were found and averaged per

sampling unit.
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Statistical analyses

To model the number of sea-slugs as a function of reef (Verde, Arcas and PM), time of day (sunrise, morning,
zenith, evening, night) and depth (from 0 to 13 m), a zero-inflated negative binomial (ZINB) generalized
linear model with a log link function was used. The log link function ensures positive fitted values, whilst the
negative binomial distribution is typically used for count data with many zero observations and strong
overdispersion (Zuur et al. 2009). The ZINB model has two components to estimate the expected values of
abundance as a function of a set of explanatory variables: a logit (zero inflated) component to assess the
probability of finding false zeros and a negative binomial (count) component to predict the number of

individuals.

Absence of organisms (zeros in counts) could be the result of 1) sampling in habitats that are unsuitable for
the species, 2) poor experimental design or sampling practices, 3) the lack of experience or otherwise ability
to identify specimens by the observer, 4) sampling in habitats that are suitable, but contain unexploited sites
or 5) sampling outside the distribution range of the species, among others (Zuur et al. 2009). Thus, true zeros
refer to the real absence of organisms in that site, while false zeros refer to the inability to record organisms
where they are most likely to be found. When the probability of finding a false zero is low, then, a recorded
zero will truly reflect the absence of an organism (i.e. it is likely to be a true zero). By contrast, when the
probability of finding a false zero is high, then, the study might not have been able to record true zeros (for
instance, individuals could have been at the sampling site, but passed unnoticed by the observer). In ZINB
models, if you find organisms in any of the conditions studied, their abundance will be predicted by the NB

component of the model, hence the expected abundance would be consistent with having recorded them.

The terms in the ZINB model were reef (categorical factor with three levels), time-of-day (categorical factor
with five levels), and depth (continuous). The interaction term was depth X time-of-day in the logit

component.

EC; ~ ZINBy, knp)

E(EC)=p;x (A —m;)andvar(EC;)) = (1 —my) X p; X (1 + 13 X gy +’%2
log(u;) = ay + Reef + Depth

logit(y;) = a, + TimeOfDay + Depth + TimeOfDay X Depth

EC; represents the abundance (counts) of E. crispata in observation i, which follow a negative binomial
distribution with mean y;, k as the dispersion parameter and ; as the probability that observation EC; is a
false zero. We simplified the notation for the predictor function by omitting the regression parameters that are

usually provided before the variable names (Zuur et al. 2009).
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The procedure to select the optimal ZINB model consisted of dropping terms one by one in a systematic order
and deciding whether they were likely to pertain to the model. To assist each decision the Akaike Information
Criterion (AIC) and likelihood ratio tests were used (Zuur et al. 2009). Because all three reefs had suitable
habitats for this species, we considered that origin of false zeros were most likely explained by differences in
time-of-day (TOD) or depth, but not by differences between localities. Thus, the initial full model in the count
component included reef, TOD, depth, and the interactions of depth with reef and time, whereas TOD, depth

and their interaction were included only in the logit component.

In addition, a linear model was adjusted to the size data using depth, reef, TOD and the interaction of reef'and
TOD as explanatory variables. A model selection sequence based on F tests similar to the one described
previously, was used to find the best combination of variables explaining changes in sea slug size. This
procedure showed that the model including reef'and TOD and their interaction was the optimal model.
Tukey’s tests for unequal N samples were then performed to assess significant differences in size between
reef and TOD once these terms resulted statistically significant (Zar 2009). As a low number of organisms
were found in PM reef (N=7), size data from this reef was only described and not considered in the hypothesis

testing procedures.

Models were validated by visual analysis of the residuals using plots of Pearson residuals versus fitted values
and each explanatory variable (Zuur et al. 2010). The best ZINB model derived from these procedures
included reef and depth for the count data, while the best model for the binomial data included TOD, depth,
and the interaction between them. All statistical analyses and graphs were performed in R v. 3.5.3 (R Core
Team 2019), using stats v3.5.3 (R Core Team, 2019), pscl v.1.5.1 (Jackman et al. 2017), Imtest v. 0.9-37
(Hothorn et al. 2019) and ggploz2 v3.3.5 (Wickham et al. 2021) packages. Differences were considered
significant at p < 0.05 (Zar 2009).
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Results

A total of 680 organisms of E. crispata was recorded in Verde, Arcas and PM reefs at five moments of the

day (sunrise, morning, zenith, evening, night) and depths ranging from 0 to 13 m. Sampling covered a similar

area of ~1.5 km in PM and Verde, but was reduced to 0.44 km? in Arcas. Despite differences in sampling

effort, Arcas and Verde had a more similar sea slug density compared to PM, where only seven individuals of

E. crispata were recorded (Table 1).

Arcas and Verde slugs resembled the description of the crispata ecotype in possessing a completely white

foot, whereas sea slugs from PM had a darker green coloration and presented green diverticula in the foot,

similar to the clarki ecotype (Fig. 2). Sea slugs were usually found exposed on top of hard substrates, such as

coral fragments and coral pavement, yet some individuals were spotted on algae of the genus Halimeda and

Padina. In general, few macroalgae species consistent with their potential food sources were observed near

the sea slugs. An unidentified filamentous green alga was frequently found on the rocky substrates where sea

slugs were common.

Table 1. Number of sites sampled, depth range and total sampled area at each locality. The number and average

density of E. crispata individuals recorded at each locality is also included.

. Number of Sampled Number of Density
Locality sites Depth (m) area (m?) individuals  (individuals m)
Arcas 11 0.5-11 440 152 0.35
Puerto Morelos 9 1.5-10.5 1450 7 0.005
Verde 18 1-13 1546 521 0.63

Fig. 2 Elysia crispata found in Verde (a), Arcas (b) and Puerto Morelos (c). Sea slugs from Verde and Arcas

resembled the description of the crispata ecotype, whereas slugs from PM had some characteristics of the

clarki ecotype (darker green coloration and presented green diverticula in the foot)
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Measured at zenith (1200-1340 hr), the overall mean light intensity was the highest at Arcas (16,745 + 15,250
lux), followed by PM (15,658.5 + 10,552.5 lux), and Verde with the lowest mean light intensity (8,027.9 +
10,124.7 lux). Light intensity also varied with depth (Fig. 3). In Arcas and Verde, light intensity decreased as
depth increased, with mean values of 14,930.2 lux at <5 m and 3,849.6 lux at > 5 m deep. In PM, however,

abnormally high values of light intensity were recorded at 10.5 m deep (Fig. 3).
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Fig. 3 Light intensity as a function of depth measured in quadrats where Elysia crispata were sampled at

zenith (1200-1340 hr) in Arcas (n=10), Verde (n=54) and Puerto Morelos (n=14)
Abundance

The highest numbers of slugs were found in Verde (521), followed by Arcas (152), and the lowest number of
individuals was found in PM (7). When the times of day were considered, the highest number of organisms
was found during night (203), followed by zenith (184) and evening (157), while the lowest during morning
(58) and sunrise (78). Despite having a lower sampling effort in Arcas (i.c. less area sampled), the data was

analyzed because it provides information of a very isolated population of sea slugs.

The zero inflated component of the ZINB model describing the absence of sea slugs showed that the
interaction between TOD and depth was statistically significant (Chi-square test, x* = 32.898, P <0.001),
indicating that the probability of finding E. crispata changes with depth and these changes vary depending on
the time of day (Table 2). During sunrise, the likelihood of false zeros decreased with depth, while in the

morning, zenith, evening, and night, the likelihood of finding false zeros increased with depth (Fig. 4a).
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Therefore, the model suggests that the true absence of sea slugs at any time of day, except sunrise, is likely to

decrease with depth.

Table 2. Results of the model selection procedure applied to the NB segment. The terms in the model are the

combination of explanatory variables included in each model tested, together with the corresponding degrees

of freedom (df) and Akaike Information Criteria (AIC). At each step a model containing all but the term

dropped was taken as the full model and the term’s contribution assessed by means of a likelihood test using

x°; p is the probability of the observed x? under the null hypothesis of no contribution. D: Depth, R: Reef,

TOD: Time-of-Day.

Terms in the model df AIC Term dropped X’ P
R+ TOD + D + R:D + TOD:D 25 967.70 None

R+TOD+D+R:D 21 964.55 TOD:D 4.85 0.303
R+ TOD + D + TOD:D 23 989.13 R:D 25.08 <0.001
R+D+R:D 17 962.83 TOD 11.01 0.201
R+D 15 980.66 R:D 32.89  <0.001
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Fig. 4 Zero Inflated Negative Binomial (ZINB) regressions adjusted to abundance data of Elysia crispata in
the three localities studied (reefs: Arcas, Verde and Puerto Morelos) at five times of the day (sunrise,
morning, zenith, evening, and night). a) Probability of finding false zeros of E. crispata in different times of
day and depths; b) Predicted counts of E. crispata in the three localities and depths studied; c) Expected
values of E. crispata considering the explanatory variables included in both components of the ZINB model;

“others” represent all times of day, except sunrise
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Once the condition of finding slugs was met, the negative binomial component of the model predicted the
number of individuals that would be found. This logistic component predicts a decrease in the number of
slugs with increasing depth in all three reefs. Nevertheless, the overall predicted counts in Arcas and Verde
are much higher at lower depths compared to PM (Fig. 4b). In summary, the ZINB model showed that E.
crispata in Arcas and Verde is expected to be more abundant (> 50 individuals) in shallow depths (< 2 m) at
any time of the day except sunrise, when true zeros are most likely. By contrast, low abundance (< 1
organism) is estimated in PM at all depths considered (Fig. 4c). The model, for example, implies that if there
was an unfruitful search for this species in waters deeper than 6 m during the night in Verde and Arcas, sea
slugs were probably there, but we failed to find them. In the event of finding them, the abundance of slugs

would nonetheless have very low numbers (< 2 individuals).
Size

The smallest recorded individual (9 mm) was found in Arcas during zenith, whereas the three largest (70 mm)
were found in Verde in the evening. Only small organisms were observed in shallower waters, and no sea
slugs smaller than 20 mm were found deeper than 7 m. Despite these contrasting numbers, the observed
changes in size with depth did not show statistical significance (F (1,663) = 0.365, P = 0.545; Online

Resource 1 and 2).

The size of E. crispata, however, was statistically related to reef and TOD, as showed by the significant
interaction term (£ (4,666) = 8.66, P < (0.001; Online Resource 2). Pair-wise comparisons indicated that sea
slugs sampled during the morning, zenith and evening in Verde were larger than those sampled at the same
TOD in Arcas (P < 0.05). Nonetheless, sea slugs sampled at sunrise and night were similar in size (P > 0.05;
Fig. 5). Sea slugs from PM ranged from 10 to 25 mm in length and their mean size was 18.42 + 4.64 mm (+
SD).
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Fig. 5 Size of Elysia crispata at different times of day, sunrise, morning , zenith , evening and night in two
localities, Arcas and Verde reefs. The line represents the median, top and bottom of the box are the 25th and

75th percentiles, the whiskers represent the maximum and minimum values, and dots are outliers

Discussion

Decades of research in the laboratory have addressed the role of kleptoplasts in the fitness and survival of
solar-powered sea slugs (see review by Wigele and Martin 2014). Still, the aspects of their abundance and
distribution in their natural environments are unknown for most of the species. Even though E. crispata is a
widely distributed and common species in the Caribbean, there are few records in the three localities studied
herein (Gavagnin et al. 1997; Zamora-Silva and Ortigosa 2012; Ortigosa and Simdes 2019). In preliminary
field studies in the remote coral reef islands of Alacranes and the submerged shallow reef (10 m) at Bajos del
Norte, both located in the Southern Gulf of Mexico, we found 95 and 26 organisms of E. crispata,
respectively. However, in coastal reefs 23 km off the coast of Sisal, Yucatan (Madagascar and Bajo de 10), no
organisms of this species were found, confirming previous reports (Ortigosa et al. 2013) as well as potential
distribution predictions (Jiménez et al. 2021). It appears that not only the abundance of E. crispata is
markedly variable, but its distribution is patchy with high numbers in some localities (e.g. Verde and Arcas)
compared to very low occurrence in others (e.g. PM). Such heterogeneity poses a challenge in terms of
describing and predicting the occurrence of E. crispata in the natural environment. Together with the sea
slug’s cryptic nature, these irregular patterns allow for debate on the causes that explain its absence in places

where they could be plausibly expected. To attend this difficulty, the model used in our study (ZINB) enables
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to assess the probability of the true absence of sea slugs at different combinations of time of day and depth (in
contrast with a false absence associated to a reduced ability of detection). Our results suggest that an effective

detection of E. crispata depends on the light conditions found at certain depths and times of day.

Jiménez et al. (2021) found that distance to the coast was the best predictor with the highest contribution in
the niche modelling of Elysia (including E. crispata) from the Caribbean. Authors associated this result to the
fact that areas closer to the coast usually have more light availability because they are shallower, warmer and
more productive. The characteristics of shallow waters can be found in reefs far from the coast, where large
numbers of these organisms can be expected. Despite Arcas is noticeably more distant from the coast than
Verde and PM, it has three islands that fulfill the description of the niche modelled for Elysia (Jiménez et al.
2021): high light availability due to shallow, warm, and productive waters. Accordingly, less favorable
conditions for sea slugs should include turbidity, and excess of sediment. These conditions are present in
Verde (at least in certain seasons; Mateos-Jasso et al. 2012; Avendaio et al. 2019), yet this reef had a high
abundance of sea slugs. Additionally, mangrove lagoons and borrow pits are characteristic of another
recognized habitat of the clarki ecotype in Florida (Middlebrooks et al. 2014). Taken as a whole, these results

suggest that this species can inhabit a wide range of environmental conditions.

Studies in laboratory have shown that sacoglossan sea slugs regulate the potentially harmful excess of light
through behavioral and physiological mechanisms (Jesus et al. 2010; Cartaxana et al. 2018). The differences
in abundance of E. crispata found between Arcas, Verde and PM might be related to different light conditions
(Fig. 3), particularly if turbidity is acting as a light regulator through the absorption by suspended particles
(Carruthers et al. 2001). Verde is reported to have a high turbidity as the result of substantial discharge of
Jamapa, La Antigua and Papaloapan rivers (Avendaiio et al. 2019; Liafio-Carrera et al. 2019), while Arcas
and Puerto Morelos usually present clear waters (SEMARNAP 2000; Chavez et al. 2007). Despite the
contrasting conditions of Arcas and Verde, E. crispata were found in similar abundances, signaling that other
factors such as food accessibility, larval availability or conditions at a microhabitat scale might be

determinant in the distribution of this species.

Whilst sampling in Arcas, Verde and PM took place from March to August, it is unlikely that seasonal
variability in environmental factors are responsible for the differences in sea slug abundance found between
the reefs. Differences in temperature and photoperiod, which have been signaled as important factors
regulating sea slug temperate populations (Clark 1975; Mondy and Pierce 2003), are less extreme in tropical
than in temperate waters, and E. crispata occurs almost all year around in coral reefs of the Southern Gulf of
Mexico and Mexican Caribbean (Gavagnin et al. 1997; Sanvicente-Afiorve et al. 2012; Zamora-Silva and
Ortigosa 2012; Ortigosa and Simdes 2019). Moreover, the most contrasting abundances found in this study
were between Puerto Morelos and both, Arcas and Verde, yet PM and Verde were both sampled in the same
months. During this study, massive sargassum arrivals affected the area near PM. Sargassum so vastly
accumulated can decrease light illuminance almost 75% (van Tussenbroek et al. 2017; Hendy et al. 2021) and

such events can also increase temperature and decrease pH and oxygen concentrations (van Tussenbroek et al.
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2017; Hendy et al. 2021). These factors are known to affect both the normal development and kleptoplasty of
E. crispata, through bleaching and causing body deformities (Dionisio et al. 2017, 2018). As there is no
previous data on the occurrence of E. crispata in PM, we can only suggest that sargassum arrivals could have

been a cause for the low density of individuals found in this study.

Microhabitat availability is distinct between localities (Withers and Tunnell 2007), and could be providing
different types of refuge for the slugs to take cover at different times of the day. As previously reported
(Weaver and Clark 1981; Middlebrooks et al. 2014; Krug et al. 2016), most individuals in the present study
were found on top of hard substrates without algac. Weaver and Clark (1981) suggest that this could be a
tactic to increase photosynthesis; however, in Bahamas it is common to find E. crispata on the underside of
rocks in <2 m depth (Redfern 2013). It is possible that the occurrence of sea slugs on substrate depends on
microhabitat conditions at a smaller spatial scale, which in turn, vary with depth (Chavez et al. 2007). In
Verde, for example, crevices are common at most of the depths, but they are less frequent both in shallow
waters and close to the reef lagoon. By contrast, the reef lagoon has larger rocks and sea grass patches that
provide shade in these otherwise luminous shallow waters. The great variety of microhabitats found in these
coral reefs can be expected to serve as shelter for slugs to avoid highly irradiated waters, a condition that

could be physiologically limiting (Vieira et al. 2009).

The low abundance of E. crispata with increasing depth could be related to the reduction of resources at
deeper waters. Macroalgae abundance and diversity can change with increasing depth in the reef system
(SAV) where Verde is located (Horta-Puga et al. 2020). Adults from this species apparently consume a wide
variety of macroalgae (Vital et al. 2021) but we rarely observed sea slugs associated to any macroalgae in the
present study. Middlebrooks et al. (2014) also found low occurrence of E. crispata associated to their algal
food in a completely different habitat in Florida. Adults might be temporarily staying at lower depths to lay
eggs in algae and, moving back to deeper waters, as it has been suggested in other sea slugs (Willan 1979).
Whilst juvenile E. crispata have a narrower food range compared to adults (Curtis et al. 2007), the induction
of metamorphosis in the larvae does not depend on the presence of a particular food source (Krug 2009). It is
possible that juveniles were consuming filamentous green algae other than Bryopsis plumosa or Derbesia
tenuissima (Curtis et al., 2007), such as the one we observed near the rocky substrates where organisms were
frequently found. Overall, these results suggest that the presence of food sources is unlikely to be the main
factor determining the occurrence of this species within its geographical distribution, but further research

should consider the feeding ecology of larval and juvenile stages.

A weak association of E. crispata to its food sources, would allow sea slugs to explore deeper waters under
conditions of low abundance or even absence of food. Within aquatic ecosystems irradiance decreases and the
spectral composition of light changes with depth, thereby influencing photosynthetic activity (Hill 1996).
Long (red) wavelengths are absorbed at the first few meters and short (blue) wavelengths are the last to be
absorbed as the depth increases (Kirk 2011). Moving deeper could be an advantageous strategy for sea slugs

exploring lower light intensities, although limits to such advantages are surely imposed by the pigments in
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their chloroplasts and how these respond to the varying wavelengths. Elysia crispata has a wide variety of
pigments in its chloroplasts and its composition and concentration do not seem to be related to depth (Vital et
al. 2021), which might represent an advantage to them. The relationship between pigment concentration and

light preferences by sea slugs, hence, constitutes an interesting area of research yet to be investigated.

In the present study we confirmed the significant effect of TOD as a relevant factor predicting both
sacoglossan occurrence and size, and suggest that they have circadian rhythms as do other sea slug groups
(Newcomb et al. 2014). A daily pattern with a lower number of organisms of E.crispata at sunrise was
statistically identified in Arcas and Verde, suggesting that sea slugs are capable of moving within the reef.
Light wavelengths vary with the angle of the sun as it changes throughout the day. If sea slugs respond to
daily variations in light by moving, its quality and quantity could be determining sea slug presence in these
reefs. Research on circadian rhythms in sea slugs is very scarce, but studies on E. timida in the laboratory and
their habitat, suggested the presence of a biological clock that partially controls its parapodial behavior (Rahat
and Monselise 1979; Monselise and Rahat 1980). During daylight, Plakobranchus ocellatus seems to take
cover on the underside of rocks or by burrowing in the sand (Tanamura and Hirose 2016); likewise, E.
crispata might move to crevices in the reef or under rocks. While only experienced observers participated in
the present study, sampling bias cannot be completely overruled. The use of lights during night dives might
have increased the detection of organisms by focusing the observer’s attention to a better illuminated, yet
reduced field. It is unsure to what extent does E. crispata present nocturnal activity but results herein suggest

mobility during that period of the day.

One of the main features of day light is that it synchronizes physiological mechanisms of living organisms to
a period that allows the recognition of 24-h cycles. Changes in ambient light constitute an external signal to
initiate certain activities (Takahashi 1991). The fact that E. crispata of varying size were found in certain
times of day and that these differed between Arcas and Verde leads to suggest that sea slugs are capable of a
relatively wide range of mobility within 0 and 13 m deep, and that this is influenced, at least partially by day
light. Such light-dependent movement could be the result of one or more of the following explanations: 1)

light stress avoidance, 2) circadian rhythms, and/or 3) predation avoidance.

Avoiding light stress to maintain functional chloroplasts has been supported by laboratory experiments in
other species, such as E. timida (Jesus et al. 2010). Some of the algae used as food by slugs have
photoprotection mechanisms through changes in pigments or by acclimating to depth and time of the day
(Raniello et al. 2006). However, not all E. crispata present these pigments (Vital et al. 2021), and the
macroalgae consumed most frequently by this species (e.g. Bryopsis, Penicillus and Halimeda) might not
have them (Middlebrooks et al. 2019; Giossi et al. 2021). Other potential mechanisms for the protection of
excessive light in E. crispata are mucus excretion, which has been speculated to be used as a sunscreen
(Ireland and Scheuer 1979; Gavagnin et al. 1996; Havurinne et al. 2021), and behavioral strategies, such as
closing the parapodia (Cartaxana et al. 2018, 2019) or moving towards areas in the reef that provide light

protection.
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Dial changes of light could also trigger movement of sea slugs within the reef. Whilst the solar elevation
changes throughout the day, there is no simple relation between this and the spectral distribution (i.e. the
proportion of different wavelengths) or total irradiance (i.e. light intensity/photon flux). When the solar
elevation is reduced at sunrise, the ratio of short to long wavelength light in the direct solar beam decreases.
This is due to a removal of short wavelength (blue) light in the atmospheric path caused by scattering (Kirk
2011). It might be that E. crispata detects changes of the spectral distribution at certain moments of the day
and modifies its position in the reef by moving towards more sheltered areas. For this behavior to be
displayed, photoreceptors detecting different wavelengths must exist. The eyes of E. timida perceive light at
540 nm and the presence of extraocular receptors has also been considered (Rahat and Monselise 1979).
While E. crispata has eyes, the extent to which they can detect quality of light and display avoidance, or
preference accordingly is still unknown. Either confirming light selective behaviors or finding other type of
photoreceptors in E. crispata would constitute an additional element supporting the idea of behavioral
mechanisms of photoprotection in this species and may help to explain some of the patterns in which they

naturally occur.

Crypsis and secondary metabolites have been mentioned as mechanisms used by sacoglossans to avoid
predation (Gavagnin et al. 1997, 2000). Predators of this sea slug group include crustaceans, fish, other sea
slugs and even corals (Trowbridge 1994; Mehrotra et al. 2019). Whilst we witnessed sea slug attacks by
different fish species during our field work, no consumption of E. crispata was observed. Predation avoidance
could be considered the most unlikely explanation of the patterns described herein, but it should not be fully

discarded until further studies assess the consumption of Elysia by visual predators.

Our research provided novel population information, showing that the abundance and size of E. crispata in
coral reefs of Southern Gulf of Mexico and Mexican Caribbean Sea depend on locality, depth, and time of the
day. Such information suggests that this sea slug is capable of moving a few meters within the reefs, and its
mobility may be triggered by light quality and intensity. Further research is needed to better understand the
unique biological phenomena of solar-powered sea slugs as they interact with their natural habitat and use it

in management and conservation initiatives.
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Articulo lll. Preferencia luminica en una babosa marina fotosintética: ¢ la
aclimatacion a la luz de los cleptoplastos es importante?

Introduccién

Algunas babosas marinas del grupo Sacoglossa son los Unicos metazoarios capaces de
secuestrar y mantener en funcionamiento durante un largo periodo a los cloroplastos que
ingieren de las algas de las que se alimentan, proceso denominado cleptoplastia (Cruz et
al. 2020). Estos moluscos han sido un modelo biolégico enigmatico porque pueden usar la
energia de estos organelos (cleptoplastos) en su beneficio. Por ello, y en contra de la
creencia general, son animales fotosintéticos y potencialmente mixotréficos (Middlebrooks
et al. 2011, Cartaxana et al. 2017, 2021, Melo Clavijo et al. 2018). Aunque desde finales de
la década de 1960 se reconocié a la cleptoplastia en las babosas marinas sacoglosas
(Trench 1969), falta mucho por conocer sobre el funcionamiento de los cleptoplastos dentro

de estos animales, en particular en lo que se refiere a su relacion con la luz.

La luz es un recurso central para los individuos autétrofos fotosintéticos, ya que
representa su principal fuente de energia. Ademas, la luz rige una variedad de aspectos
conductuales y fisiolégicos en los animales (Begon et al. 2006). Como cualquier organismo
fotosintético, las babosas marinas con cleptoplastos necesitan luz para fotosintesis. Sin
embargo, al estar expuestos a intensidades altas de luz, los cleptoplastos pueden acumular
especies reactivas de oxigeno (ROS, Reactive Oxygen Species), que son moléculas
formadas por la adicion de electrones al oxigeno y pueden causar dafo a los tejidos, lo que

compromete su funcionalidad (Dorrell y Howe 2012, Cruz y Cartaxana 2022).

Los organismos fotosimbiontes tienen vias endégenas metabdlicas y celulares para
disminuir el dafio producido por las ROS y mantener a sus huéspedes, como los
dinoflagelados simbiontes o los cleptoplastos (Dorrell y Howe 2012). Especies de retencién
longeva (minimo una semana) de cleptoplastos, como Elysia timida, mantienen niveles
menores de ROS, comparado con especies de retencion corta (algunos dias), como Elysia
cornigera; de Vries et al. (2015) encontraron que E. cornigera acumuld una mayor cantidad
de ROS, comparado con E. timida, durante un periodo de ayuno de 10 dias. Existen
mecanismos homeostaticos de retroalimentacion negativa que contrarrestan la
acumulacion de ROS y si se presentan en este grupo, podrian indicar que las babosas

marinas detectan cambios en la eficiencia fotosintética de los cleptoplastos.
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Algunas especies de babosas marinas sacoglosas mantienen la capacidad de los
cleptoplastos de tener respuestas fisioldgicas de fotoproteccion, como cambios en sus
concentraciones de pigmentos, ante diferentes intensidades luminicas (Cruz et al. 2015,
Havurinne y Tyystjarvi 2020). Estos cambios ayudan a disipar el exceso de energia y evitar
una saturacion que inhiba la fotosintesis y posiblemente, tienen un papel importante en la
duracion de la actividad fotosintética en los cleptoplastos (Cruz y Cartaxana 2022). El
estado fisiolégico en el que los cloroplastos estan habituados a determinada intensidad de
luz se denomina aclimatacion a la luz. Esta aclimatacion confiere el balance entre la
obtencion suficiente de energia para los procesos metabdlicos y anabdlicos vy, la proteccién
ante un exceso de energia. Debido a que los cloroplastos son los receptores mas
importantes de la luz para la fotosintesis, en ellos ocurre la aclimatacion, asi como es donde
la composicién y funcionamiento se ajustan en respuesta a los cambios de las condiciones
de la luz (Bielczynski et al. 2016).

Las babosas marinas que retienen los cleptoplastos funcionando y realizando
fotosintesis en sus tejidos (retencion funcional), muestran una fototaxia positiva
(movimientos dirigidos hacia la luz), al contrario de especies cuya retencién no es funcional
(Rahat y Monselise 1979, Miyamoto et al. 2015). Por ejemplo, Weaver y Clark (1981)
encontraron que las especies sin cleptoplastia funcional evitan la luz de intensidades de
100-500 pmol quanta m=2 s~'. Adicionalmente, el comportamiento de especies de retencién
longeva estd modulado por la aclimatacion de sus cleptoplastos, como en Elysia viridis, que
después de haber sido alimentada con alga aclimatada a luz alta (200 ymol quanta m=2 s-
1), mostré una preferencia por esa intensidad de luz (Cartaxana et al. 2018). Dicha especie
de babosa marina sacoglosa es la Unica en la que se ha indagado si la preferencia luminica

de estos animales puede ser afectada por los cleptoplastos.

El término preferencia (por ejemplo, por un alimento o un habitat) implica una
conducta del organismo en la que existe una elecciéon por una alternativa entre varias
disponibles, igualmente viables (Singer 2000, Underwood et al. 2004). Dicha eleccion se
identifica en los estudios sobre preferencia, como seleccién activa y se diferencia de la
eleccion pasiva porque la pasiva esta determinada por elementos del entorno que son
ajenos a la conducta de preferir (por ejemplo, la probabilidad de encontrar un alimento o la
abundancia relativa de un tipo de habitat). Por ello, los estudios de preferencia recomiendan
el uso de disefios experimentales que permitan distinguir la seleccidén activa de la pasiva

(Olabarria et al. 2002, Mascar¢ et al. 2012). Dichos disefios incluyen un tratamiento control
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en el que a los sujetos experimentales se les ofrecen situaciones “sin eleccion” (todas las
alternativas son similares). La preferencia es demostrada cuando el organismo elige una
alternativa en una mayor proporcion cuando se le presentan varias opciones
simultaneamente, comparado con la proporcion que elige cuando no hay eleccién
(Underwood et al. 2004, Jackson y Underwood 2007).

La babosa marina sacoglosa Elysia crispata puede mantener los cleptoplastos
funcionales durante meses (Curtis et al. 2006), por lo que es una especie de retencién
longeva; es de talla grande comparada con otras especies de su grupo (maximo 15 cm) y
es comun en el Atlantico occidental (Krug et al. 2016). Estas caracteristicas la convierten
en un buen modelo para investigar el comportamiento asociado a la cleptoplastia,
particularmente si la aclimatacion de los cleptoplastos a la luz puede afectar su preferencia
luminica. Esta especie prefiere intensidades de luz de 200-300 umol quanta m=2 s, al igual
que espectros de luz amarillo y verde, de acuerdo con Weaver y Clark (1981); no obstante,
la intensidad de luz 6ptima para que sus cleptoplastos realicen la fotosintesis es 500 pmol

quanta m=2 s~' segun Taylor (1971).

Estos dos trabajos mencionados fueron de las primeras investigaciones en el tema
de conducta y fisiologia de babosas marinas fotosintéticas; sin embargo, se debe considerar
que Taylor (1971) realizé los experimentos a 20 °C que es una temperatura poco comun a
lo largo del afio en aguas tropicales donde habita E. crispata y seguramente afecto el
metabolismo de la especie estudiada y los resultados que se obtuvieron. Por otro lado, en
el experimento de Weaver y Clark (1981) se utilizaron organismos cultivados en el
laboratorio que no tuvieron exposicion al entorno natural de la especie y ademas, colocaron
sus sujetos experimentales juntos y al mismo tiempo durante los ensayos, lo que pudo

generar interferencia entre individuos (Martin y Bateson 2007).

Indagar las preferencias luminicas de E. crispata de otras poblaciones y a través de
un disefio experimental adecuado, complementara la informacion existente. La informacion
derivada de este trabajo proporcionara el contexto para comprender mejor la distribucion
de las babosas marinas fotosintéticas en su habitat, asi como la influencia que tienen los
organelos secuestrados en su conducta. Por lo tanto, los objetivos de este trabajo
incluyeron 1) determinar si existe una preferencia de E. crispata por cierta intensidad y
espectro de la luz y 2) establecer si la preferencia a la intensidad luminica de E. crispata se
modifica como resultado de consumir algas aclimatadas a intensidades bajas (40 pmol

quanta m=2 s™') y altas de luz (425 pmol quanta m= s='). La hipdtesis de este estudio es
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que si la conducta de E. crispata esta mediada por mecanismos de retroalimentacion
asociados a la capacidad fotosintética de los cleptoplastos, se espera que preferira la

intensidad de luz a la cual los cleptoplastos fueron previamente aclimatados.

Materiales y métodos

Recoleccién y mantenimiento de organismos

Los organismos de E. crispata se recolectaron manualmente en el arrecife Verde del
Sistema Arrecifal Veracruzano (19° 12' 8.80" N, 96° 4' 17.20" O), entre septiembre de 2020
y agosto 2021, a una profundidad de 3-5 m. La recoleccién se limité al minimo de
organismos necesarios y se realizé bajo un permiso otorgado por la SAGARPA
(PPF/DGOPA-061/21). Los individuos tenian las caracteristicas del ecotipo “crispata”
descrito por Krug et al. (2016) y median alrededor de 50 mm. En noviembre de 2019, se
recolectaron catorce organismos (+ 30 mm) de la misma especie provenientes de
Mahahual, Quintana Roo (18° 41' 10.62" N, 87° 42' 59.30" O) para pruebas preliminares.
Los animales se mantuvieron en ayuno, en contenedores con agua marina y aireacion
constante (26 °C, ~50 uymol quanta m2 s~') durante menos de 48 h previo a su traslado al
laboratorio donde se realizaron los experimentos, siguiendo el protocolo sugerido por
Dionisio et al. (2013).

En el laboratorio, todas las babosas marinas se mantuvieron en grupos de hasta 20
individuos en acuarios con 14 L de agua de mar filtrada (a 26 °C y salinidad de 35) en
sistemas de recirculacion (acuario de mantenimiento). El fotoperiodo se mantuvo en 12 h
de luz y 12 h de oscuridad, reflejando el promedio de la zona de estudio a lo largo del afio.
Dos lamparas Radion XR15W G3 (EcoTech Marine®) se utilizaron para mantener la luz a
una intensidad luminica de ~100 ymol quanta m=2 s=' (Weaver y Clark 1981), medida en la
superficie del agua y un espectro como el de la figura 3.1. Las lamparas se colocaron a una

distancia de 22 cm sobre los acuarios, los cuales tenian una altura de 24 cm.

Se realizaron tres experimentos que se describen en la siguiente subseccion.
Después de llegar al laboratorio y antes de los experimentos 1y 2, los animales estuvieron
en ayuno durante 24 h y después se alimentaron por al menos una semana con Bryopsis
pennata J.V.Lamouroux 1809 recolectada en septiembre de 2020 en Sisal, Yucatan, México

y posteriormente cultivada a 40 ymol quanta m=2 s~' con medio de cultivo F/2 Guillard
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(Proline®) en el laboratorio (Andersen 2005; Fig. 3.2). Previo al tercer experimento, las
babosas marinas pasaron por el mismo ayuno y alimentacién descritos para los
experimentos 1y 2, después, se mantuvieron en ayuno durante una semana mas y luego,
se alimentaron durante el mismo periodo de tiempo (al menos una semana) con el alga B.
pennata que habia sido cultivada en el laboratorio durante tres semanas a una intensidad
luminica alta (425 pmol quanta m=2 s'; Fig. 3.2). De esta forma, pasaron por un
acondicionamiento similar antes del pretratamiento de alimentarse con algas aclimatadas a
luz alta. El alga se cambiaba diariamente para asegurar que los animales consumieran el
alga aclimatada a la luz de interés y no existiera un potencial cambio de aclimatacién con

la luz del acuario de mantenimiento.
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Figura 3.1. Espectro de luz de las lamparas Radion XR15W G3 usadas para iluminar los acuarios de
mantenimiento de Elysia crispata. El diagrama se obtuvo con el programa Ocean View 2.0.7.
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Figura 3.2. Diagrama que muestra los pasos relacionados con la alimentacion de Elysia crispata,
desde la recoleccion hasta los experimentos de preferencia luminica. La linea punteada gruesa
separa las condiciones de los experimentos 1y 2, del experimento 3. La luz a la que se aclimataron
las algas fue de 40 umol quanta m=2 s~y 425 ymol quanta m=2 s~', las unidades fueron omitidas en
el diagrama para reducir el texto.

Disefio experimental

La preferencia luminica de los organismos se determiné en un dispositivo de vidrio con
forma de cruz, con una cadmara central y cuatro extremos de 10 x 10 x 10 cm (Figura 3.3a).
Las recamaras convergian en la recamara central que fungié como distribuidor comun. En
los experimentos 1y 2, el acceso a las cuatro recamaras desde el centro del dispositivo se
mantuvo abierto, mientras que en el experimento 3, este acceso sélo se mantuvo abierto
para dos recamaras contrapuestas. El dispositivo contenia agua marina proveniente del
acuario de mantenimiento, de tal forma que mantenia un nivel de 1 cm de profundidad (500
ml). Se establecio esta cantidad de agua a fin de que las babosas marinas permanecieran
en el fondo del dispositivo y con la zona dorsal expuesta hacia las lamparas que estaban
arriba, ya que con mayor volumen de agua, usaban la tension superficial para moverse y
frecuentemente quedaban con la zona ventral (pie) hacia arriba. Esto generaba un sesgo
de la cantidad de luz que les daba en el dorso, que es donde tienen la mayor cantidad de

cleptoplastos.
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Figura 3.3. Dispositivo utilizado en los experimentos de preferencia luminica de Elysia crispata. a)
Modelos del contenedor de vidrio con paredes oscuras (excepto en los extremos) y de una babosa
que se encuentra en la posicion de inicio; b) contenedor con tapa de acrilico en la que se sostienen
las lamparas; los espacios en el centro permiten la manipulacion de los organismos y el paso de la
luz directamente cuando las lamparas estan encendidas; c) vista apical del prototipo con luces
encendidas; d) ejemplo de una de las vistas laterales y de la posicién de una de las camaras durante
el tratamiento con luces encendidas en el experimento 1. Modelo digital (a) realizado por Oscar
Santillan Carvantes.

Para determinar la preferencia (seleccién activa) por el color e intensidad de la luz y
distinguirla de una asociacion pasiva, los experimentos se realizaron exponiendo a los
organismos a dos tratamientos. Uno en el que se ofrecian a las babosas marinas opciones
de luz de diferente color o intensidad mediante el encendido de las lamparas en cada una
de las recamaras de un dispositivo experimental (con opcién de escoger: CH). El otro, en
el que las mismas recamaras no tenian las lamparas encendidas y por lo tanto,
representaban una condicion en la que las babosas no tenian opcion de escoger (sin opcion

de escoger: NCH). Este ultimo corresponde a un tratamiento control efectivo, ya que
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cualquier diferencia entre la conducta de las babosas en el dispositivo con las condiciones
CH y las de NCH seria exclusivamente atribuible a la conducta de seleccion activa (Liszka
y Underwood 1990, Mascardé et al. 2012). Cabe sefialar que, de confirmarse el
comportamiento mencionado, este estaria caracterizado por una conducta de preferencia o
seleccion a favor de alguna(s) de las condiciones de luz; o bien, por una conducta de
rechazo o seleccién en contra de alguna(s) de esas condiciones; esta distincion es factible

con el disefio experimental utilizado.

Se realizaron tres experimentos sobre la conducta de preferencia o seleccion activa
de luz en E. crispata (Cuadro 3.1). Como se menciono en la subseccion anterior (3.4.1), en
los experimentos 1y 2, las babosas marinas fueron alimentadas con algas aclimatadas a
luz baja (40 ymol quanta m=2 s=). El primer experimento examiné si las babosas marinas
presentaban una conducta de preferencia por la luz de alguno(s) de los espectros (colores):
azul (~450 nm), verde (~517 nm), amarillo (~520-650 nm) o rojo (~665 nm). El segundo
puso a prueba si estos animales presentan una conducta de preferencia por alguna(s) de
las cuatro intensidades de luz ofrecidas: 60, 180, 425 o 1400 ymol quanta m=2 s='. Por
ultimo, el tercer experimento consistio en evaluar la preferencia de E. crispata por luces de
alta (425 ymol quanta m—=2 s~') o baja intensidad (60 umol quanta m=2 s=') después de haber
sido alimentada con algas aclimatadas a luz alta (425 ymol quanta m=2 s~'); esta informacién
se comparé con las babosas marinas correspondientes a esas intensidades que

participaron en el experimento 2 (Cuadro 3.1).
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Cuadro 3.1. Condiciones luminicas y de configuracion de las lamparas en los experimentos (Exp.) de preferencia de luz en Elysia crispata, asi como
de la aclimatacion del alga (Bryopsis pennata) que las babosas consumieron. CH representa las condiciones luminicas de las recamaras, cuando
las lamparas estaban encendidas; NCH representa a las mismas recamaras con las luces apagadas. A fin de asegurar independencia estadistica
y de conducta, los resultados de los tratamientos NCH de los experimentos 1 y 2 fueron usados como el control de los experimentos 2 y 1,
respectivamente. A: longitud de onda, B: Azul, G: Verde, Y: Amarillo, R: Rojo; LL: baja; ML: media baja, HL: alta, HH: muy alta intensidad de luz; |,
I, 'y IV representan condiciones uniformes de longitud de onda e intensidades.

Exp Aclimatacién de B. pennata Condiciones experimentales de E. crispata
Opciones (CH) Luz encendida Control (NCH) Luz apagada
Intensidad (umol Intensidad (umol Intensidad (umol
A (nm) quanta m=2 s) A (nm) guanta m=2 s™") A (nm) quanta m2 s™)
B: 450 ~29 I
G: 517 ~29 Il
1 450-525 40 Y: 520-650 ~29 I )
R: 665 ~29 v
450-475 LL: 60 I
450-475 ML: 180 Il
2 450-525 40 450-475 HL: 425 ) i
450 HH: 1400 v
450-475 LL: 60 I
; 450-475 40 450-475 HL:425 ) I
450-475 LL: 60 I
450-475 425 450-475 HL: 425 ) I

61



El dispositivo experimental contaba con una tapa de acrilico transparente, con
agujeros de 6 cm de diametro sobre cada una de las cuatro recamaras para colocar las
lamparas Ai PRIME 16HD (Fig. 3.3b,c). Durante los tratamientos con luz apagada (NCH),
la intensidad luminica fue similar en todo el dispositivo y en todos los experimentos (~0—4
lux = 0-0.05 ymol quanta m=2 s~'). Dado que en el experimento 1 el espectro de la luz era
la variable de interés, la intensidad se mantuvo a ~2200 lux (~29 umol quanta m=2 s') en
todas las recamaras con las lamparas encendidas (CH). Debido a que la variable de interés
en los experimentos 2 y 3 era la intensidad de la luz, el espectro de este factor fue similar
en la condicion CH (Cuadro 3.1). Tanto las distintas intensidades, como los espectros de la
luz se definieron considerando lo reportado previamente por Taylor (1967) y Weaver y Clark
(1981) y los valores reportados por Vital et al. (2023). Todas las intensidades de luz fueron
medidas con un registrador de datos ambientales HOBO Pendant® Mx2202 (+ 10% lux) y
el espectro con un espectrometro de fibra o6ptica Ocean Optics® USB4000. Las
intensidades fueron convertidas a pmol quanta m=2 s~ de acuerdo con Thimijan y Heins

(1983) para facilitar la comparacion con la literatura sobre el tema.

Cada prueba consistié en tomar un individuo al azar del acuario de mantenimiento
(ver 3.4.1) y colocarlo en el centro del dispositivo experimental protegido con una tapa de
PVC que impedia la percepcion de las condiciones de luz. Después de un minuto, tiempo
otorgado para habituarse al dispositivo, la tapa era levantada y la prueba se consideraba
iniciada (Fig. 3.4). Durante los siguientes 30 minutos, se permitia que la babosa explorase
cualquier recamara con las luces apagadas (tratamiento NCH). Inmediatamente después,
se colocaba a la babosa de nuevo en el centro del dispositivo y se repetia el procedimiento,
pero con las luces encendidas (tratamiento CH; Fig. 3.3c,d). Al terminar cada ensayo
individual, el dispositivo se limpiaba cuidadosamente con agua dulce y se enjuagaba con
agua marina filtrada para eliminar rastros de secreciones, luego se llenaba nuevamente de
agua marina proveniente del sistema de mantenimiento y se rotaba, al igual que el orden

de las lamparas.
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Figura 3.4. Diagrama de los ensayos experimentales para probar la preferencia luminica de Elysia
crispata. Del lado izquierdo se ejemplifican las recamaras abiertas en el dispositivo experimental
durante cada experimento (Exp.). En cada prueba, un individuo del acuario de mantenimiento fue
colocado en el centro del dispositivo con una tapa de PVC, después se removié la tapa y se observé
su movimiento durante 30 min con la luz apagada (tratamiento NCH), posteriormente, se repitié este
procedimiento con la luz encendida (tratamiento CH). Al finalizar cada ensayo, el dispositivo
experimental fue limpiado y rotado, al igual que las lamparas.

El tiempo de los ensayos fue determinado con base en estudios previos sobre la
conducta de babosas marinas fotosintéticas (Miyamoto et al. 2015, Cartaxana et al. 2018),
asi como en lo observado en pruebas preliminares. Para evitar el sesgo en los resultados
del segundo tratamiento (CH) debido a la exploracién y decision del primer tratamiento
(NCH), los resultados del tratamiento NCH del experimento 1 representaron el control del
experimento 2, y viceversa; en el experimento 3, la mitad de los individuos fueron asignados
aleatoriamente a cada tratamiento. Una persona fue la misma observadora en todos los
ensayos. Durante ambos periodos (CH y NCH) las siguientes variables se registraron en

una bitacora:

1) Primera eleccion: la primera recamara en la que la babosa entr6. Se considero
que la babosa habia entrado en una recamara toda vez que mas de la mitad de su cuerpo
se encontraba dentro del perimetro representado por las paredes de colindancia de cada

recamara.

2) Latencia de primera eleccién: el tiempo transcurrido desde el inicio de la prueba
y hasta que la babosa habia entrado en la primera recamara y permanecido en ella por un

tiempo minimo de 5 segundos.

63



3) Duracién: el tiempo total que una babosa permanecié en el interior de cada una

de las recamaras.

4) Secuencia: el orden secuencial en el que una babosa entraba a las recamaras

durante el periodo de 30 minutos.

5) Eleccion final: |la recamara en la que se encontraba la babosa al cumplirse los 30
minutos de duracion del ensayo. En los casos en los que la babosa no se encontrara dentro
de alguna de las recamaras, el evento era catalogado como “no eligid” y no era

contabilizado para los analisis posteriores de esta variable.

Todos los ensayos con luz encendida (CH) fueron grabados con camaras GoPro
Hero 4 y Canon PowerShot G16 a fin de registrar las variables conductuales con precision,
en los ensayos con luz apagada (NCH) sélo se grabd la vista apical de la recamara central
con la camara Canon. Para evitar la iluminacion de las luces del laboratorio, una tela black
out se colocd encima del montaje (tripié, camaras y dispositivo) durante los ensayos NCH,;
con la poca luz que llegaba al dispositivo se podia distinguir con el ojo humano si las
babosas entraban o salian de las recamaras. Al finalizar cada ensayo, todos los individuos
se regresaron al acuario de mantenimiento (Fig. 3.4), con excepcién de aquellos que se
utilizaron para el analisis de pigmentos (n = 15) del experimento 3. Cada ensayo tuvo una

duracion total de 1:00 h y todos los ensayos se realizaron entre las 9:00 y las 13:30 h.
Analisis de pigmentos

La composicion de pigmentos de 10 organismos de E. crispata que se alimentaron de alga
aclimatada a una intensidad luminica alta (425 ymol quanta m=2 s~'), junto con dos muestras
de dichas algas, se analiz6 para caracterizar la aclimatacion a la luz de los cleptoplastos y
corroborar que sus estados fisioldgicos correspondian a esa condicidon luminica (Cartaxana
et al. 2018). Los individuos y muestras de alga se congelaron en nitrégeno liquido al finalizar
el experimento 3. Adicionalmente, cinco babosas marinas alimentadas con alga aclimatada
a luz baja (40 ymol quanta m= s="), fueron congeladas en nitrégeno liquido junto con dos
muestras de esa alga, para su posterior analisis. Todas las muestras fueron enviadas a la
Universidad de Aveiro, Portugal, para el andlisis de pigmentos descrito por Cruz et al.
(2014). De esta forma, se corrobord una diferencia en el estado de aclimatacion entre las
algas cultivadas en luz alta (HL) y luz baja (LL), asi como de las babosas marinas que se

alimentaron de las algas mencionadas (Cuadro 3.1).
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Analisis estadisticos

A partir de las respuestas conductuales registradas durante los ensayos, se definieron y
analizaron las siguientes variables de frecuencia, latencia y duracion (Martin y Bateson
2007):

a) Frecuencia de primera eleccion: numero de individuos que eligieron una recamara
como primera decision. Valores altos de esta respuesta indicaban una preferencia
inmediata por una recamara sin la interferencia de la experiencia previa dada por la
exploracién de las opciones del dispositivo experimental.

b) Frecuencia de muestreo: proporcion de las veces que una babosa sali6 de una
recamara, entre el numero de veces que entré en ella a lo largo de un periodo de 30
minutos. Valores altos de esta respuesta conductual indicaban una conducta de
exploracién y rechazo de la condicion en esa recamara; mientras que valores bajos
indicaban que la babosa habia encontrado una condicién preferida después de
probar esa u otras opciones.

c) Frecuencia final: numero de individuos que se encontraban en una recamara al
terminar un periodo lo suficientemente amplio como para permitir una exploracién
de las opciones del dispositivo experimental. Valores altos de esta respuesta
indicaban una preferencia relativamente mas definitiva por una recamara, ya que
una babosa podia haber entrado en esa recamara y permanecido ahi; o bien, haber
explorado varias opciones y elegido finalmente esa recamara.

d) Latencia: tiempo que un organismo tardé para tomar su primera eleccion. Valores
bajos de esta respuesta indicaban una deteccién rapida y preferencia por las
condiciones de la recamara elegida en primera instancia.

e) Duracioén: tiempo total que una babosa permanecio en el interior de cada una de las
recamaras. Valores altos de esta respuesta indicaban una preferencia por las
condiciones de esa recamara. Valores bajos de esta respuesta indicaban un
rechazo por esas condiciones, o bien, una conducta donde prevalecio la exploracién

de las distintas opciones en el dispositivo.

Como se menciond anteriormente, para asegurar el cumplimiento del requisito de
independencia estadistica, se utilizaron los resultados del tratamiento NCH del experimento
1 como el control del experimento 2, y viceversa. En el experimento 3, la mitad de los
individuos fueron asignados aleatoriamente a cada tratamiento. El numero total de babosas

que intervinieron en cada uno de los experimentos se muestra en el cuadro 3.2.
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Cuadro 3.2. Frecuencia absoluta de organismos de Elysia crispata utilizados para el analisis
estadistico de las variables frecuencia de primera eleccion, frecuencia final y frecuencia de muestreo
medidas durante los experimentos de preferencia de luz. CH representa el tratamiento en el que las
lamparas de las recamaras estaban encendidas; NCH representa las condiciones en las que las
recamaras tenian las luces apagadas (control). Se muestra la intensidad de luz en la que el alga
Bryopsis pennata fue aclimatada y que las babosas consumieron en cada caso (LL: 40 ymol quanta
m=2s~"; HL: 425 ymol quanta m=2 s™).

Frecuencia de

Pri Frecuencia Frecuencia de
rimera ;
L Final Muestreo
Eleccion
Experimento  Acimatacion o oy CH  NCH CH  NCH
del alga
1: espectro LL 32 29 31 34 54 53
2: intensidad LL 36 36 27 27 65 40
3- aclimatacion LL 21 16 15 14 15 22
' HL 13 14 13 13 35 21

Se revisaron los requisitos de normalidad y homogeneidad de varianza para las
variables continuas y se opto por instrumentos no-paramétricos ya que dichos requisitos no
se cumplieron. En el caso de los experimentos 1 y 2, las respuestas que involucraron
periodo de tiempo de E. crispata (latencia y duracion) fueron analizadas mediante pruebas
de Mann-Whitney para muestras independientes (M-W) para comparar los tratamientos
NCH y CH de cada opcion de espectro o de intensidad de luz. En el caso del tercer

experimento, se aplicaron dos pruebas de M-W, una prueba por opcién ofrecida.

Las respuestas de frecuencia de primera eleccion y de frecuencia final de los
experimentos 1 y 2 fueron analizadas con pruebas de G en tablas de contingencia
bidimensionales (razén de verosimilitud) (Liszka y Underwood 1990, Zar 2009) con los
tratamientos NCH y CH como una via de clasificacion y las cuatro opciones de luz a elegir,
ya fuera de color o de intensidad, como la segunda via de clasificacion. En el caso del
experimento 3, estas variables conductuales también se analizaron con pruebas de G, pero
en tablas de contingencia de tres dimensiones. En estos casos, los tratamientos NCH y CH
y las dos opciones de intensidad de luz (alta: 425 pmol quanta m=2 s='; baja: 60 pmol quanta
m~2 s~') fueron las primeras dos vias y la intensidad de luz a la que fueron aclimatadas las
algas consumidas por las babosas (alta: 425 ymol quanta m= s='; baja: 40 ymol quanta m-

2 s7") constituyé la tercera via.

Finalmente, la frecuencia de muestreo de los experimentos 1 y 2 se analizé con

tablas de contingencia tridimensionales con los tratamientos NCH y CH y las cuatro
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opciones de espectro e intensidad de luz como las primeras dos vias. En este caso, la
tercera via de clasificacion fue la conducta de las babosas de salir o permanecer en una
recamara una vez que habian entrado en ella. Como una babosa podia entrar mas de una
vez a cualquier recamara en un mismo ensayo, la frecuencia total no se correspondia con
el nimero de babosas involucradas en cada experimento (Cuadro 3.2) (Zar 2009). En el
experimento 3 esta variable (frecuencia de muestreo) no se analizé con alguna prueba de
hipétesis debido a que la tabla de contingencia que correspondia era de cuatro dimensiones
y el numero de babosas fue insuficiente. Los graficos y analisis se realizaron en Tableau
2021.1 yRv. 3.5.3 (R Core Team 2019), respectivamente, usando los paquetes ggplot 3.3.5
(Wickham et al. 2021) y stats 3.5.3 (R Core Team 2019) o en hojas de calculo de acuerdo

con las férmulas en Zar (2009). La significancia estadistica se considero a partir de p <0.05.

Resultados

Se analizé la preferencia luminica de 115 organismos de Elysia crispata. En general, se
observé mucha variacién en el comportamiento de estas babosas marinas durante los tres
experimentos. Sin embargo, un analisis de las cinco variables en conjunto mostré ciertos

patrones que se describiran a continuacion.

Preferencia del color de luz

En el primer experimento, la frecuencia de primera eleccién de las babosas fue mayor por
el azul (13), seguido del amarillo (11) y el verde (8) y sélo cuatro individuos eligieron el rojo
como primera decision cuando las luces estaban encendidas. Sin embargo, las frecuencias
en las cuatro recamaras correspondientes cuando las luces estuvieron apagadas fueron
similares y la prueba de G no encontro diferencias significativas (G = 0.94; g.I.= 3; p = 0.82;
Fig. 3.5). Estos resultados indican que las babosas no presentaron una preferencia inicial

por algun espectro inmediatamente después de recibir el estimulo de la luz.

Los valores de latencia se encontraron entre 0.46 y 18 min con la luz encendida
(CH) y de 0.7 y 18.7 min con la luz apagada (NCH), los valores promedio del primer
tratamiento fueron ligeramente menores a los del segundo tratamiento (Fig. 3.6a). Las
pruebas de M-W, mostraron que la diferencia sélo fue estadisticamente significativa en el
caso del color verde (U =53, p =0.03) mientras que para el resto de los colores la latencia
fue similar con y sin luz encendida (azul: U = 104.5, p = 0.317; rojo: U = 5, p = 0.164;
amarillo: U =74, p = 0.068).
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Figura 3.5. Frecuencia de la primera eleccion de Elysia crispata, con la luz encendida (CH) y apagada
(NCH) durante el experimento 1 sobre preferencia de color. Las iniciales en CH corresponden a
B=Azul, G=Verde, R=Rojo y Y=Amarillo y los numeros I-IV corresponden a las recamaras sin luz.
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En la condiciéon de luz encendida (CH), E. crispata pasé mas tiempo promedio
(duracion) en los colores amarillo, azul y verde comparado con el tiempo transcurrido en las
mismas recamaras sin luz (NCH; Fig. 3.6b). A pesar de lo anterior, la duracién fue muy
variable y tuvo intervalos similares en estos colores, resultando en pruebas de M-W que no
encontraron diferencias estadisticamente significativas (amarillo: U = 712, p = 0.399; azul:
U = 579, p = 0.412; verde: U = 522.5, p = 0.101). En contraste, las babosas pasaron
significativamente menos tiempo en el color rojo y este fue menos variable cuando existia
la oportunidad de escoger otros colores (CH) comparado con cuando no existia dicha
oportunidad (NCH; U = 803, p = 0.024; Fig. 3.6b).
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Figura 3.6. Promedio (+ DE) de la latencia para entrar a la recamara elegida como primera opcion
(a) y la duraciéon (b) de Elysia crispata, en condiciones de luz encendida (CH) y apagada (NCH)
durante el experimento 1 sobre preferencia de color. Las iniciales en CH corresponden a B=Azul,
G=Verde, R=Rojo y Y=Amairillo y los nimeros I-IV corresponden a las recamaras sin luz. El nUmero
de babosas observada en cada recamara se muestra dentro de las barras en (a), y fue n = 36 para
todas las barras en (b).
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En cuanto a la conducta exploratoria o de muestreo, la mayoria de las babosas
marinas examiné Unicamente una o dos opciones de colores en el tratamiento CH; y poco
menos de la mitad (42%) no presentd un comportamiento exploratorio, eligié su primera
opcion como la final. El azul fue el color en el que las babosas entraron mas veces,
haciéndolo el color mas explorado; en segundo lugar, estuvo el amarillo, seguido del verde
y finalmente, el rojo. Adicionalmente, 5 del total de 6 babosas que entraron al color rojo, lo
abandonaron antes de que terminara el periodo de 30 minutos de duracion de los ensayos,
volviéndolo el color mas frecuentemente desocupado. El verde, por contraste, fue el color
menos rechazado segun este indicador, ya que solo salieron de él 3 de las 10 babosas que
habian entrado (Fig. 3.7). A pesar de esta tendencia, la prueba de G aplicada a la frecuencia
de muestreo encontrd que las diferencias no fueron estadisticamente significativas (G =
14.87, g.I. = 10, p = 0.14) entre los dos tratamientos (NCH y CH), indicando que las babosas
muestrearon las distintas recamaras con la misma frecuencia cuando estaban las luces de

color prendidas comparado con cuando no lo estaban.

La frecuencia final de las babosas fue mayor en el color azul (11), seguido de
amarillo (10), verde (9) y solo se encontré un organismo en rojo cuando las luces estuvieron
encendidas (CH; Fig. 3.8). A pesar del contraste en estos ultimos datos, estas diferencias
no fueron estadisticamente significativas (G = 6.38, g./. = 3, p = 0.094) al comparar las
frecuencias finales entre las condiciones control sin luces encendidas (NCH) y aquellas

donde las babosas podian escoger los distintos colores (CH).

Las variables conductuales analizadas mostraron que las babosas no presentaron
una preferencia o seleccion activa por el espectro azul, amarillo o verde. En cambio, el color

rojo fue activamente rechazado por E. crispata durante estos ensayos.
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Figura 3.7. Frecuencia de muestreo (niumero de veces que salieron, entre el nimero de veces que
entraron) de Elysia crispata, con la luz encendida (CH) y apagada (NCH) durante el experimento 1
sobre preferencia de color. Las iniciales en CH corresponden a B=Azul, G=Verde, R=Rojo y
Y=Amarillo y los numeros I-IV corresponden a las recamaras sin luz.
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Figura 3.8. Frecuencia final de Elysia crispata, con la luz encendida (CH) y apagada (NCH) durante
el experimento 1 sobre preferencia de color. Las iniciales en CH corresponden a B=Azul, G=Verde,
R=Rojo y Y=Amairillo y los numeros I-IV corresponden a las recamaras sin luz.
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Preferencia de la intensidad de luz

La frecuencia de primera eleccion en el segundo experimento mostré que 13 babosas
marinas escogieron la menor intensidad como primera opcién (60 umol quanta m=2 s'),
seguido por ocho babosas en cada una de las intensidades de 180 y 425 ymol quanta m=
s~'y sdlo tres individuos seleccionaron la intensidad de 1400 pmol quanta m=2 s~ (Fig. 3.9).
Sin embargo, las diferencias en las frecuencias de E. crispata en las distintas intensidades
con luces encendidas (CH) fueron estadisticamente similares a aquellas con las luces
apagadas (NCH; G = 1.94, g.l.= 3, p = 0.584), indicando que la primera eleccién no fue

producto de una seleccion activa.

La latencia de E. crispata fue mayor en la intensidad luminica mas alta (1400 pmol
quanta m=2 s'), pero los intervalos de esa variable en CH (0.75 a 11.41 min) y NCH (0.91
a 13.5 min), asi como los promedios entre dichos tratamientos, fueron similares (Fig. 3.10a),
por lo que la prueba de M-W no encontro diferencias estadisticamente significativas en esta
variable entre CH y NCH de ninguna de las opciones (60: U = 38, p=0.578; 180: U=37, p
=0.961;425: U =40.5, p=0.7; 1400: U = 3, p = 0.4).

CH NCH

60 180 425 I [l I

Figura 3.9. Frecuencia de la primera eleccién de Elysia crispata, con la luz encendida (CH) y apagada
(NCH) durante el experimento 2 sobre preferencia de intensidad. Las unidades de las intensidades
luminicas son pmol quanta m=2 s~' y los numeros I-IV corresponden a las recamaras sin luz.
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Figura 3.10. Promedio (+ DE) de la latencia para entrar a la recamara elegida como primera opcién
(a) y la duraciéon (b) de Elysia crispata, en condiciones de luz encendida (CH) y apagada (NCH)
durante el experimento 2 sobre preferencia por la intensidad. Las unidades de las intensidades
luminicas son pumol quanta m= s~' y los nimeros I-IV corresponden a las recamaras sin luz. El
numero de babosas observada en cada recamara se muestra dentro de las barras en (a) y en (b) fue
n =32y n=29 para CHy NCH por cada recamara, respectivamente.
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Por otro lado, cuando la luz estaba encendida (CH), las babosas marinas pasaron
mas tiempo (duracién) en las dos primeras intensidades, 60 y 180 ymol quanta m=2 s,
comparado con las intensidades 425 y 1400 umol quanta m=2 s~', donde su tiempo promedio
fue menor (Fig. 3.10b). La prueba de M-W senalé que diferencias estadisticamente
significativas en el tiempo que pasaron entre tratamientos (NCH y CH) existieron sélo para
la menor intensidad de 60 pmol quanta m=2 s~' (U = 314, p = 0.021), pero no para las otras
intensidades (180: U = 349, p = 0.083; 425: U = 508.5, p = 0.475; 1400: U = 4495, p =
0.789).

En el experimento 2, casi el 60% de los organismos exploré mas de dos opciones
de intensidad luminica en el tratamiento CH. De las babosas que entraron a las recamaras
con luz de distinta intensidad (CH), una mayor proporcion abandoné aquellas de alta y muy
alta intensidad comparado con las recamaras de baja y media baja intensidad de luz (Fig.
3.11), y este comportamiento fue significativamente distinto del que presentaron cuando no
tenian opcién de escoger (NCH; G = 22.29, g.I. = 10, p < 0.05).

Cuando las luces estaban encendidas (CH), la frecuencia final de babosas en la
recamara de baja y media baja intensidad (60 y 180 umol quanta m=2 s=') fue casi seis y
cinco veces mayor que en las intensidades alta y muy alta (Fig. 3.12). Sin embargo, cuando
las luces estaban apagadas, la frecuencia final de las babosas fue muy similar en las
recamaras correspondientes. Estas diferencias fueron estadisticamente significativas (G =
8.04, g.I. = 3, p = 0.045) e indican que la preferencia final por intensidades bajas de luz (y

el rechazo de las intensidades altas de luz) es el resultado de una seleccién activa.

En su conjunto, los resultados del experimento 2 sugieren que E. crispata tiene una
preferencia por luz de intensidad baja de 60 uymol quanta m=2 s~ y que la intensidad muy
alta de 1400 umol quanta m=2 s~! es la menos preferida. Dicha preferencia es resultado de
la recopilacion de informacion sobre la cantidad de luz que las babosas obtuvieron a través
del muestreo que realizaron mientras exploraban el dispositivo en los 30 minutos de

duracion de cada ensayo.
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Figura 3.11. Frecuencia de muestreo (numero de veces que salieron, entre el nimero de veces que
entraron) de Elysia crispata, con la luz encendida (CH) y apagada (NCH) durante el experimento 2
sobre preferencia de intensidad. Las unidades de las intensidades luminicas son ymol quanta m= s~
',y los nimeros I-IV corresponden a las recamaras sin luz.
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Figura 3.12. Frecuencia final de Elysia crispata, con la luz encendida (CH) y apagada (NCH) durante
el experimento 2 sobre preferencia de intensidad. Las unidades de las intensidades luminicas son
umol quanta m=2 s~"y los numeros I-IV corresponden a las recamaras sin luz.
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Preferencia dependiente de la aclimatacién a la luz

El pretratamiento al que las babosas marinas del tercer y ultimo experimento fueron
sometidas consistio en alimentarlas con algas cultivadas a 425 ymol quanta m=2 s~', que es
una luz considerada de alta intensidad (HL). El analisis de la relacién de los pigmentos
trans-neoxantina/Clorofila a confirmé el estado de aclimatacién a HL de B. pennata y E.
crispata: los valores promedio de dicha relacion en las algas cultivadas en HL fueron 0.379
+ 0.027 (n = 2), mientras que en las babosas que consumieron esas algas fueron 0.462 +
0.192 (n = 10); al comparar estas cantidades con algas cultivadas en luz baja (LL) y babosas
LL que las consumieron, los valores de dicha ratio fueron menores, 0.041 £ 0.004 (n=2)y
0.107 £ 0.058 (n = 5), respectivamente (Cuadro 3.3).

Las babosas alimentadas con algas aclimatadas a HL eligieron mas frecuentemente
la luz HL en su primera eleccién cuando tenian una opcién (CH) que cuando no la tenian
(NCH; Fig. 3.13). Sin embargo, esta diferencia no fue estadisticamente significativa (G =
4.18; g.l. =4, p=0.18), por lo que no se puede concluir que el cambio en la primera eleccion

de intensidad de luz haya sido producto de una seleccién activa.

Cuadro 3.3. Pigmentos fotosintéticos en las muestras analizadas de Elysia crispata después de
consumir alga aclimatada a luz baja (LL) y luz alta (HL), y de Bryopsis pennata después de haber
sido cultivada en el laboratorio en LL y HL durante al menos tres semanas. Los valores representan
el promedio (x DE) de la relacion (ratio) con la Chlorofila a. LL= 40 ymol quanta m? s™'; HL = 425
umol quanta m=2 s~'. El asterisco (*) indica el pigmento que respalda la aclimatacién de los
cloroplastos.

Pigmento Elysia LL Elysia HL Bryopsis LL Bryopsis HL
(n=5) (n=10) (n=2) (n=2)

Sifonoxantina 0.147 £0.116  0.225+0.095 0.265+0.024 0.171 £0.059
all-trans-neoxantina* 0.107 £0.058 0.462 £ 0.192 0.041 £0.004 0.379 +0.027
cis-neoxantina 0.278 £0.067 0.397 £0.102 0.213+0.018 0.219+0.056
Violaxantina 0.099+0.040 0.139+0.023 0.024 £0.004 0.088 +0.037
Luteina 0.272+0.217 0.173+£0.190 0.000 0.049 £ 0.017
Zeaxantina 0.089+0.056 0.0750.050 0.000 0.049 £ 0.009
Sifonoxantina- 0.102+0.074 0.165+0.054 0.149+0.004 0.095+0.025
dodecenoato

Clorofila b 0.816 £0.140 0.905+0.078 0.977 £0.050 0.807 +0.102
Be-Caroteno 0.078 £0.115 0.099 £ 0.070 0.071 £0.001 0.087 +0.047
BB-Caroteno 0.020£0.019 0.009 £ 0.013 0.000 0.061 £ 0.046

76



CH NCH
10

Frecuencia de 1a eleccion
MJ V8] By [¥]

(=R

HL LL | I

Figura 3.13. Frecuencia de la primera eleccién de Elysia crispata, con la luz encendida (CH) y
apagada (NCH) durante el experimento 3, con dos intensidades: alta (HL= 425 ymol quanta m=2 s™")
y baja (LL= 60 pmol quanta m=2 s"). Los numeros | y Il corresponden a las recamaras sin luz.

Respecto al promedio de la latencia de las babosas marinas, este fue ligeramente
mayor en la condicion sin luz, NCH, comparado con la condicién con luz, CH (Fig. 3.14a).
Los valores de CH estuvieron entre 0.95 a 13.21 min y los de NCH entre 1.5 y 26 min, lo
que muestra que la variacién que presentd, junto con la variable de duracion, fue muy
grande, como en los dos experimentos anteriores. De acuerdo con la prueba de M-W, no
hubo diferencias estadisticamente significativas en la latencia de HL (U = 31, p = 0.688) ni
ladeLL (U=19, p=0.682) entre los tratamientos (NCH y CH).

En contraste con los resultados del experimento 2, E. crispata pasé casi tres veces
mas tiempo (duracién) en la intensidad alta (HL) que, en la intensidad baja (LL) durante el
tratamiento CH. En el tratamiento control, NCH, la duraciéon promedio fue muy parecida
entre ambas zonas (Fig. 3.14b). Sin embargo, la prueba de M-W no detecté diferencias
estadisticamente significativas en la duracion de HL (U = 69, p = 0.295) ni la de LL (U =
119, p = 0.167) entre los tratamientos (NCH y CH).
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Figura 3.14. Promedio (+ DE) de la latencia por recamara elegida como primera opcion (a) y la
duracion (b) de Elysia crispata, en condiciones de luz encendida (CH) y apagada (NCH) durante el
experimento 3, con dos intensidades: alta (HL= 425 ymol quanta m=2 s~") y baja (LL= 60 ymol quanta
m=2 s7'). Los nimeros | y Il corresponden a las recamaras sin luz. El numero en cada barra en (a)
representa la n por recamara y, en (b) la n fue de 13 y 14 para CH y NCH por cada recamara,
respectivamente.
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Al igual que las babosas marinas en los otros dos experimentos, las babosas del
tercer experimento también exploraron las opciones disponibles en el tratamiento CH y en
este caso, el 47% de ellas regresé a la que habia sido su primera eleccion (Fig. 3.15). Al
comparar la frecuencia de muestreo en babosas alimentadas con algas aclimatadas a luz
de baja (experimento 2, Fig. 3.11) y alta intensidad (experimento 3, Fig 3.15), se observé
que, en las primeras, la proporcién que abandoné las recamaras con alta intensidad fue
mayor que las de baja intensidad en una condicién de opcién (CH) comparado con una
condicion sin opcién (NCH). En contraste, cuando las babosas se habian alimentado de
algas aclimatadas a luz de alta intensidad (HL), la proporcion de salidas de cualquiera de
los dos tipos de luz fue similar. Aunque estas diferencias no fueron confirmadas
estadisticamente, se identificd una tendencia de las babosas del experimento 3 a
permanecer en recamaras con alta intensidad de luz, comparado con las babosas del

experimento 2.
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1.0

0.9

0.8

0.2
0.1
0.0
HL LL | Il

Figura 3.15. Frecuencia de muestreo (numero de veces que salieron, entre el nimero de veces que
entraron) de Elysia crispata, con la luz encendida (CH) y apagada (NCH) durante el experimento 3,
con dos intensidades: alta (HL= 425 ymol quanta m=2 s~') y baja (LL= 60 ymol quanta m=2 s~'). Los
numeros | y Il corresponden a las recdmaras sin luz

o
~

o
e)]

o
s

Proporcion de salidas
]
wn

o
w

79



En la frecuencia final, las babosas alimentadas con algas aclimatadas a HL eligieron
mas veces la luz HL cuando podian elegir (CH) que cuando no podian hacerlo (NCH; Fig.
3.16). En cambio, las babosas que se alimentaron de algas aclimatadas a LL eligieron mas
frecuentemente la luz LL (Fig. 3.12); estas diferencias, mostradas en la figura 3.17, fueron
estadisticamente significativas (G = 11.97, g.I. = 4; p < 0.05). Las diferencias en el
comportamiento entre ambos grupos de babosas sugieren una relacion con la calidad de

las algas que fueron consumidas.
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Figura 3.16. Frecuencia de Elysia crispata en cada zona del prototipo al finalizar los 30 min, con la
luz encendida (CH) y apagada (NCH) durante el experimento 3, con dos intensidades: alta (HL= 425
quanta ymol m=2 s7') y baja (LL= 60 umol quanta m= s™"). Los numeros | y Il corresponden a las
recamaras sin luz
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Figura 3.17. Frecuencia de Elysia crispata en cada zona del prototipo al finalizar los 30 min, con la
luz encendida (CH) y apagada (NCH) durante el experimento 3, donde las babosas consumieron
alga aclimatada a luz alta (Alga HL) y el experimento 2, donde las babosas consumieron alga
aclimatada a luz baja (Alga LL), con dos intensidades: alta (HL= 425 ymol quanta m=2 s~') y baja
(LL= 60 pymol quanta m=2 s™"). Los nimeros | y Il corresponden a las recamaras sin luz

En este ultimo experimento, todas las variables analizadas mostraron que E.
crispata modifica su eleccion por la intensidad luminica después de haber consumido alga
aclimatada a luz alta HL. No obstante, sélo fue posible asociar la eleccion final por luz de
alta intensidad a una conducta de seleccién activa. Los resultados en conjunto de los tres

experimentos se pueden consultar en el Cuadro 3.4.
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Cuadro 3.4. Resultados generales de los tres experimentos de preferencia de luz en Elysia crispata.
En el cuadro 3.1 se puede consultar las condiciones luminicas en los experimentos, asi como de la
aclimatacion del alga (Bryopsis pennata) que las babosas consumieron. En el cuadro 3.2 se puede
consultar el numero total de organismos utilizados para los analisis estadisticos. Se muestran las
opciones que tuvieron los valores mayores y menores en las cinco variables de respuesta en cada
experimento. Se indica si la prueba estadistica (PE) fue no significativa (ns) o significativa (*) en
alguno de los analisis para cada variable. Las unidades de las intensidades de luz (umol quanta m~
2 57") del Experimento 2 no fueron incluidas para disminuir el texto. HL: alta intensidad (425 ymol
quanta m? s™"), LL: baja intensidad (60 pmol quanta m=2 s™).

Experimento 3:

Variable de  Experimento 1: Experimento 2: ) L
) Aclimatacion de
respuesta Espectro Intensidad algas
Mayor Menor PE Mayor Menor PE Mayor Menor PE

Frecuencia 1 oo ns 60 1400 ns  HL LL  ns
12 eleccion

Frecuencia rojo verde ns 425 60 * LL HL
muestreo

Fre?i‘r’lzlnc'a azul rojo ns 60  425/1400 *  HL LL *
Latencia rojo verde 1400 425 ns LL HL ns
Duracion amarillo  rojo * 60 1400 * HL LL ns

Discusién

Los resultados de este trabajo indicaron que la cantidad y calidad de la luz es relevante
para el comportamiento de E. crispata. Los cambios de luz a los que estas babosas marinas
fueron expuestas en el laboratorio simulan de cierta forma lo que ocurre en su habitat; sin
embargo, debe tenerse en consideracién que las condiciones fueron estables en los
experimentos en comparacion con el ambiente cambiante en el que viven. Distintos
espectros e intensidades de luz estan disponibles en el ambiente debido a las
modificaciones que ocurren a lo largo del dia, pero también por las distintas profundidades

en el medio acuatico (Kirk 2011).

En el océano, las longitudes de onda larga, que corresponden al color rojo (~650
nm), se absorben en las profundidades menores y sdlo casi el 1% llega a los 10 m en aguas
traslucidas, mientras que las longitudes de onda corta son las ultimas en absorberse y, por
ello, el color azul (~450 nm) es el ultimo en desaparecer a profundidades mayores (Lalli y
Parsons 1997). El rojo (~665 nm) fue el espectro menos preferido por esta especie, aun
cuando los organismos de los experimentos provenian de una zona donde las longitudes
de onda larga probablemente estaban disponibles, ya que fueron recolectados a < 3 m de
profundidad. No obstante, en el articulo Il de este estudio se sugirié que estos animales

tienen cierta movilidad en el arrecife, por lo que las longitudes de onda largas podrian
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representar una senal para moverse debido a los cambios durante el dia; para detectar ese

tipo de sefiales requeririan tener fotoreceptores de distintas longitudes de onda.

Los animales pueden percibir distintas longitudes de onda de la luz debido a las
propiedades de absorcion del espectro de los pigmentos que se encuentran en sus
fotoreceptores (Stavenga 2010). Estas propiedades definen la sensitividad espectral
maxima o maxima absorbancia del espectro (A max), que es el pico o intervalo en el que un
fotoreceptor extrae la informacién de las longitudes de onda sin depender de la intensidad
de la luz y con ello, delimita las longitudes de onda que los organismos podran detectar
(Menzel 1979). En la mayoria de los moluscos en los que se ha estudiado, esta sensitividad
se encuentra entre los 470 y 510 nm (Hughes 1970, Menzel 1979). Los gasterépodos, el
grupo de moluscos al que pertenece E. crispata, pueden tener de dos a cuatro tipos de
fotoreceptores, pero sélo se ha encontrado un fotopigmento asociado a ellos, la rodopsina
(Menzel 1979). Esto explicaria su sensitividad y los resultados del primer experimento, ya
que este pigmento tiene su absorcion maxima en el verde-azul (450-550 nm), aunque puede
variar dependiendo del invertebrado porque existen distintos tipos de rodopsinas (Stavenga
2010). Anteriormente, Weaver y Clark (1981) encontraron que E. crispata tiene preferencia
por el color amarillo y que el rojo es el menos preferido, lo que parcialmente coincide con
los resultados de este trabajo. Ademas, las observaciones en su habitat (ver articulo 1), que
respaldaron la existencia de ritmos circadianos en esta especie, coinciden con los
resultados de los experimentos. Posiblemente, ciertos fotoreceptores existen en esta

especie de babosa marina para detectar los diferentes tipos y cantidades de luz.

Es comun que los invertebrados marinos posean fotoreceptores extraoculares y en
babosas marinas como Melibe leonina 'y Aplysia californica se han encontrado en el manto,
distintos ganglios y los tentaculos orales (Lickey et al. 1976, Menzel 1979, Newcomb et al.
2014); en A. californica dichos fotoreceptores tienen valores de A max 500-550 nm (verde-
azul) (Menzel 1979), y posiblemente son sensibles al rojo (Lickey et al. 1976). La unica
babosa marina sacoglosa donde estos elementos se han estudiado es E. timida y
posiblemente tiene tres fotoreceptores: 1) los ojos, que distinguen las intensidades de luz
adecuadas o excesivas, 2) un fotoreceptor extraocular que diferencia entre la luz y
oscuridad y por ultimo 3) otro fotoreceptor extraocular que, asi como los ojos, distingue
intensidades de luz adecuadas pero sélo en luz “blanca” (Rahat y Monselise 1979). Los
autores de ese trabajo encontraron que los ojos perciben luz sélo a 540 nm (verde) en esa

especie, por lo que sugirieron que deben tener pigmentos carotenoides fotoreactivos;
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también, reportaron que no detectaron una reaccion a la luz en longitudes de onda de 445
y 650 nm (azul y rojo, respectivamente). Lo anterior indica que otra especie del mismo
género no tiene la capacidad de detectar la luz roja y, de suceder lo mismo en E. crispata,
durante los experimentos pudo haber percibido ausencia de luz en lugar del rojo, lo que

generd un rechazo a esa recamara.

En el experimento 2, E. crispata consumié alga aclimatada a intensidades de 40
pumol quanta m=2 s~y prefirid la intensidad baja, 60 umol quanta m=2 s='. La eleccion de esta
especie por intensidades bajas podria estar relacionada a que un exceso de luz le genera
un dano a los cloroplastos que retiene (Vieira et al. 2009, Jesus et al. 2010), o al mismo
animal. Los arrecifes coralinos del Caribe pueden tener intensidades luminicas de hasta
2,500 umol quanta m=2 s~'en la superficie, dependiendo de la temporada del afio (Vermeij
y Bak 2002). Durante el experimento 2 se ofrecieron valores que pueden existir en el habitat
de E. crispata; por ejemplo, en el arrecife del sur del Golfo de México donde esta especie
fue recolectada, la maxima intensidad que se registré fue casi ~1,260 ymol quanta m=2 s
y el promedio fue de ~245 umol quanta m=2 s~' (datos del articulo Il de este trabajo). Este
es el primer estudio que ofrece una intensidad de luz tan alta (1,400 ymol quanta m=2 s™')
en un experimento de preferencia luminica (Weaver y Clark 1981, Miyamoto et al. 2015,
Cartaxana et al. 2018), por lo que se sugiere que al realizar trabajos experimentales de este
tipo en un futuro se considere el intervalo mas amplio posible que presenta el ambiente

donde se encuentran los sujetos de estudio.

En este trabajo se encontré que la intensidad que prefiere E. crispata (60 umol
quanta m=2 s~') es menor a lo encontrado por Weaver y Clark (1981), 200-300 uymol quanta
m—2 s~'. Los acuarios de mantenimiento se mantuvieron en ~100 pmol quanta m=2 s=' en
ambos estudios, pero la aclimatacion del alga que consumieron fue distinta; ademas, los
resultados diferentes podrian atribuirse a que usaron un disefio experimental distinto y una
poblacién cultivada en el laboratorio. No obstante, ambos resultados reflejan que esta
especie prefiere intensidades menores a la intensidad de luz adecuada para que sus
cloroplastos realicen la fotosintesis, que es de 500 ymol quanta m=2 s=! (Taylor 1971). Esta
diferencia entre la intensidad preferida y la 6ptima para la fotosintesis podria relacionarse
a que los cleptoplastos de los organismos de E. crispata que analizé Taylor (1971) tenian
pigmentos con fotoproteccién, ya que las babosas fueron recolectadas en una planicie
arrecifal de Jamaica. Posiblemente, los cloroplastos provenian de distintos grupos de algas,

como se ha mostrado en poblaciones de otros arrecifes y ambientes (Middlebrooks et al.
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2019, Vital et al. 2021), e incluso los organismos de cada estudio tenian aclimataciones a
la luz y condiciones de mantenimiento distintas (por ej. temperatura), lo que seguramente

influyd en los resultados.

Los valores de la intensidad preferida y la 6ptima para la fotosintesis dependeran de
cada especie, ya que por ejemplo, Elysia hamatanni, Elysia trisinuata y Plakobranchus
ocellatus han mostrado preferencia por estar expuestas a intensidades luminicas de 200-
300 ymol quanta m=2 s', que son las mismas intensidades en las que maximizan su
fotosintesis (Weavery Clark 1981, Miyamoto et al. 2015). Elysia viridis prefiere intensidades
de 40 pmol quanta m= s~' (Cartaxana et al. 2018) y su retencién de cloroplastos es
severamente afectada en intensidades 3.5 veces mayores (Vieira et al. 2009), mientras que
E. crispata también puede elegir intensidades de 180 ymol quanta m=2 s~' (Figs. 3.10 y
3.12), que es tres veces mayor a 60 ymol quanta m=2 s-'. Esta respuesta a la luz y su
relacion con la fotosintesis dependera de los tipos de alga que consuman, los pigmentos
que esas algas contengan y con la presencia de mecanismos de fotoproteccion. Es posible
que E. crispata elige intensidades luminicas menores para disminuir el estrés luminico. En
futuras investigaciones seria importante tener mas mediciones de la intensidad de luz que

es optima para que los cleptoplastos de esta babosa marina realicen la fotosintesis.

Para sobrellevar los excesos de luz en su ambiente, las babosas marinas
sacoglosas tienen conductas en las que cubren su dorso para disminuir la cantidad de luz
que reciben; estas son consideradas un elemento de fotoproteccion. Las prolongaciones
del dorso que tiene el género Elysia, denominados parapodios, proveen una sombra a los
cleptoplastos del exceso de la luz de acuerdo con lo estudiado en E. timida y E. viridis
(Schmitt y Wagele 2011, Cartaxana et al. 2018, 2019). En las especies mencionadas, la
aclimatacion de los cleptoplastos, es decir, el estado fisiolégico que tienen estos organelos
con respecto a la luz, definié la apertura y cierre de parapodios; en E. viridis, también influyé
en su preferencia a la luz (Cartaxana et al. 2018, 2019). En estudios preliminares de este
proyecto, donde inicialmente se probaria esta conducta también, la reaccion de cierre de
parapodios en E. crispata con respecto a altas intensidades luminicas también se observo,
por lo que es un tema que podria indagarse a futuro. Los resultados del tercer experimento,
donde existid un cambio en la conducta de E. crispata después de consumir algas con
distintas aclimataciones, sefalan que otro comportamiento que podria implicar

fotoproteccion es el moverse a un lugar con menor intensidad luminica.
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Un componente fundamental para la fotosintesis que, ademas representa un
fotoreceptor en organismos autotrofos, es el conjunto de pigmentos fotosintéticos (Croce y
Van Amerongen 2014). Los pigmentos de las algas sifonales (la principal fuente de alimento
de Sacoglossa) y, por ende, de los cleptoplastos que secuestran las babosas marinas
sacoglosas, se componen principalmente por sifonoxantina y sifoneina, que son
carotenoides (Wang et al. 2013, Marques et al. 2021). Estos pigmentos, particularmente
eficientes en absorber la luz verde (510-550 nm) y azul-verde (470-510 nm), estan en el
género de algas Bryopsis (Wang et al. 2013). La aparente falta de decision en la preferencia
por el verde, azul y amarillo que se encontré en este estudio podria explicarse porque E.
crispata consumié Bryopsis durante los experimentos, pero también porque la sifonoxantina
y la sifoneina se han encontrado en los cleptoplastos de estas babosas marinas en su
habitat, incluso a profundidades de hasta 12 m (Vital et al. 2021).

Los pigmentos fotosintéticos mencionados podrian ser un tipo de fotoreceptor para
esta especie de babosa marina. La absorbancia maxima (A max) en azul y verde les
permitiria explotar un mayor intervalo dentro de todas las longitudes de onda que tienen
disponibles en su ambiente y con ello, otros microhabitats. Sin embargo, en aquellos
organismos que poseen este grupo de pigmentos, no es claro como es que enfrentan los
dafos por la luz excesiva en los ambientes que habita, ya que no tienen un ciclo de
fotoproteccion como el de las xantéfilas, que se presenta en otras algas verdes y las plantas
(Marques et al. 2021). Por ello, E. crispata podria estar evitando las intensidades luminicas
mas altas (resultados del segundo experimento) y cambiar su conducta dependiendo de la

aclimatacion de las algas que consume.

Existi6 una gran variacion en el comportamiento de E. crispata en todos los
experimentos, como lo muestran las desviaciones estandar de la latencia y duracion (Figs.
3.6, 3.10, 3.14). La conducta exploratoria de E. crispata podria atribuirse a la movilidad que
tiene en su ambiente (Vital et al. 2023) y a la fototaxia positiva (movimiento hacia la luz) que
posee y que ha sido reportada en otras babosas marinas sacoglosas; las especies con
cleptoplastia de retencién longeva suelen explorar mas comparado con las de retencién
corta o nula (Schmitt y Wagele 2011, Miyamoto et al. 2015, Cartaxana et al. 2018). La
biologia particular de las especies es un factor que debe tomarse en cuenta para este tipo
de estudios en un futuro, ya que la fototaxia también se ha reportado en otras babosas
marinas sin cleptoplastia (Hughes 1970) y las diferencias entre especies no necesariamente

podrian estar relacionadas con la diferencia en los tiempos de retencién de cleptoplastos.
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También seria interesante evaluar el comportamiento de organismos “albinos” que no
retienen estos organelos, como algunos que se han registrado de E. crispata (Cartaxana et
al. 2022).

La variacion de cada especie debe corresponder a la naturaleza de cada una, ya
que en E. crispata también se ha reportado mucha variabilidad en su composicién de
pigmentos y acidos grasos (Vital et al. 2021). La plasticidad que tienen en sus habitos
alimentarios y distribucion en distintos ambientes y profundidades (Middlebrooks et al. 2014,
2019), podria ocurrir también en su conducta. Es importante que en experimentos de esta
indole, las comparaciones entre especies tomen esto en consideraciéon y, también usen
controles en los que analizan el comportamiento u otro aspecto de la misma especie con la
sefal que se quiere probar y sin ella (Weaver y Clark 1981, Miyamoto et al. 2015, Cartaxana
et al. 2018).

Algo a considerar en trabajos futuros es que la frecuencia final, la frecuencia de
primera eleccion y la latencia no resultaron tan buenos indicadores de conducta de
seleccion activa en estas babosas marinas debido a que, en general, tuvieron un
comportamiento donde exploraron mucho durante los tres experimentos y las variables
mencionadas representan un solo momento del ensayo; el tiempo ofrecido (30 min) tal vez
no fue suficiente para que definieran su eleccion. La duracion y la frecuencia de muestreo,
que reflejan su actividad durante el desarrollo de todo el ensayo, pueden evaluar mejor su
comportamiento, ya que con la primera variable podemos notar en qué condicion elige
pasar mas tiempo y con la segunda se observa de todas las veces que probo6 cada opcién,

la proporcién en la que eligié quedarse en ella u optar por otra (Figs. 3.7, 3.11, 3.15).

A pesar de notar ciertos contrastes en las frecuencias, duraciones y latencias entre
opciones de luces ofrecidas en los tres experimentos, no todas las variables tuvieron
diferencias estadisticamente significativas entre tratamientos (NCH y CH; Cuadro 3.4); solo
la latencia y la duracion del experimento 1 (espectro), la duracién, la frecuencia de muestreo
y la frecuencia final del experimento 2 (intensidades) y, la frecuencia final del experimento
3 (aclimatacion). Lo anterior indica que, a excepcion del experimento 2, la seleccion de las
babosas marinas muy probablemente no fue activa, es decir, la existencia de otras opciones
no influyé en su eleccion y eligen de forma oportunista, aprovechando las alternativas
luminicas disponibles. Lo anterior se podria explicar con lo mencionado por Vital et al.
(2021, 2023), donde se encontré que la composicién de sus biomoléculas no varia con la

profundidad y se mueven en su habitat arrecifal.
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Los resultados de este trabajo indicaron que el rojo (~665 nm) es el espectro menos
preferido por E. crispata y que prefiere intensidades luminicas bajas (60 umol quanta m2
s7'), por lo que la cantidad y tipo de luz es relevante para su comportamiento. Las babosas
marinas aumentaron su frecuencia y duracion en las intensidades altas después de ser
alimentadas con algas que fueron aclimatadas a esa intensidad de la luz, indicando un
cambio en su eleccién dependiendo de la condicidn de aclimatacion de las algas. No
obstante, los analisis estadisticos so6lo respaldaron que su seleccion fue activa en una
variable, la frecuencia final. A pesar de que, por lo anterior, la hipotesis de este trabajo fue
respaldada parcialmente, se notd un patrén claro en el que las babosas marinas cambiaron
su eleccioén de intensidades bajas (60 pymol quanta m=2 s') a altas (425 ymol quanta m=2 s-
). El uso de distintas variables es importante para evaluar la conducta, siempre que sea
posible (Martin y Bateson 2007), pero la duracion se propone como la variable mas
adecuada para analizar la preferencia de E. crispata, que presenta una alta variacién y
conducta exploratoria. El dispositivo, al igual que el disefio experimental usado
considerando las limitaciones descritas arriba, se sugieren como una buena opcién para
estudiar la preferencia de babosas marinas. Posiblemente, E. crispata posee distintos tipos
de fotoreceptores ademas de los ojos, para detectar los cambios de luz y, los pigmentos

fotosintéticos de sus cleptoplastos podrian representar uno de ellos.
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Discusion general y conclusiones

En este trabajo se relacionaron aspectos biolégicos, poblacionales y conductuales de Elysia
crispata con respecto a la luz, un factor determinante. Particularmente en los dos ultimos
capitulos se enfatizé que la cantidad y calidad de la luz es relevante en su comportamiento
y distribucién en el ambiente. Elegir habitats y momentos del dia con menos intensidad de
luz probablemente les da alguna ventaja, por ejemplo, ahorro o inversion de energia, para
encontrar alimento, por alguna cuestion reproductiva o para evadir la depredacion. Es
posible que alguno(s) o varios de estos aspectos sean la base del amplio éxito de la especie
en el Caribe (Krug et al. 2016, Jiménez et al. 2021).

En los arrecifes coralinos donde se estudié a E. crispata, la composicion de algas
cambia de acuerdo con los microhabitats dados por la profundidad (Horta-Puga et al. 2020).
Con base en los resultados del primer capitulo de este trabajo (ver 1.5), donde se encontro
una amplia variedad de pigmentos fotosintéticos cuyo origen es de diferentes tipos de algas,
se confirma la versatilidad alimentaria y naturaleza generalista de esta babosa marina
(Middlebrooks et al. 2014, 2019). Su preferencia (seleccién activa) por alguna especie de
alga en particular aun es desconocida, por lo que este es un buen tema para indagar en el
futuro. Su eleccion de alimento podria deberse al tipo de cloroplastos del alga que
consumen, ya que se relaciona con la rapidez en su degradacion y con el tiempo de
retencién en las babosas marinas (Evertsen y Johnsen 2009, Curtis et al. 2010), asi como
a la eficacia fotosintética y los mecanismos de fotoproteccion de los pigmentos que tiene
cada tipo de alga; éstos afectan directamente a las babosas marinas que las consumen
(Jesus et al. 2010, Ventura et al. 2013, Cruz et al. 2015). Por lo tanto, la movilidad de E.
crispata en su habitat observada en este trabajo, podria ser posible debido a la amplia
variedad de pigmentos que posee (Vital et al. 2021), lo que se podria extrapolar a babosas
marinas sacoglosas generalistas con cleptoplastia funcional en ambientes con variacion

drastica de intensidades y espectros de luz.

Para las babosas marinas sacoglosas, las algas representan su alimento, un refugio
y/o una fuente de metabolitos secundarios (Jensen 1994, Trowbridge 1994, Gavagnin et al.
2000, Baumgartner et al. 2009). Los metabolitos secundarios, como los polipropionados,
pueden provenir del contenido digerido de las algas, asi como de los cleptoplastos
(Gavagnin et al. 2000); para que E. crispata pueda aprovechar estas moléculas,

posiblemente debe mantener a estos organelos en las condiciones luminicas adecuadas.
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Los polipropionados podrian, junto con los pigmentos fotosintéticos, ser usados como
control fisiolégico para mitigar el dafio que causa el exceso de luz (Cutignano et al. 2009,
Torres et al. 2020). Estas moléculas podrian jugar un papel importante en la retencion
funcional de E. crispata, ya que en este trabajo esta babosa marina estuvo mas tiempo en
intensidades de luz alta (425 pmol quanta m=2 s=') después de consumir Bryopsis
aclimatada a dicha intensidad, lo que indica que posee mecanismos que le permiten tolerar
esa intensidad luminica. El mencionado género de algas no tiene ciclo de fotoproteccion,
pero probablemente reduce los dafios por exceso de luz cambiando la composicion de sus

pigmentos (Giossi et al. 2021).

La alta abundancia de E. crispata en algunos ambientes, como en los arrecifes
Verde y Arcas, se podria relacionar a una reproduccion exitosa debido a un excedente de
energia derivado de la cleptoplastia. Los mecanismos del traspaso de productos derivados
de la fotosintesis del cleptoplasto a las babosas aun no son claros (Cruz et al. 2020), pero
en Elysia viridis y Elysia timida se ha registrado carbono y nitrégeno producido en los
cleptoplastos, en 6rganos reproductivos que no poseen estos organelos (Cruz et al. 2020,
Cartaxana et al. 2021). Lo anterior resalta la relevancia de la cleptoplastia funcional en el
éxito reproductivo de algunas babosas marinas. Por lo tanto, las condiciones de luz
adecuadas para que el animal realice sus actividades (i.e. reproduccion, alimentacion, etc.)
también dependera de aquellas que le permitan simultineamente obtener el mayor
beneficio de la cleptoplastia (Cartaxana et al. 2021); por ejemplo, se ha comprobado que la
cantidad de luz en la que consumen las algas esta relacionada con su crecimiento (Akimoto
et al. 2014, LaBuda 2019). La menor abundancia de E. crispata en Puerto Morelos podria
deberse a que tiene un mayor nimero de zonas con una condicién luminica desfavorable

para la especie.

Al sumar las abundancias de los periodos del dia analizados en este trabajo, se
encontré un mayor numero de organismos de E. crispata en los periodos con poca luz
(noche, atardecer y amanecer); ademas, le atraen intensidades de luz bajas, lo que indica
que posiblemente tiene una mayor actividad en esos periodos del dia. Una mayor actividad
de babosas marinas fotosintéticas en periodos con poca luz se podria relacionar con una
mayor disponibilidad de energia, si durante el dia tuviesen picos de fotosintesis, como en
algunas algas (Vanden Driessche 1966, Okada et al. 1978). En Plakobranchus ocellatus,
una babosa marina sacoglosa con retencion longeva de cloroplastos, se ha mencionado

que probablemente se alimenta por la noche (Tanamura y Hirose 2016, Donohoo et al.
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2020); mientras que E. viridis, una especie con retencion corta de cleptoplastos,
posiblemente tiene poca actividad durante ese periodo (Neusser et al. 2019). Asi mismo,
otras babosas marinas sin retencion de cleptoplastos realizan frecuentemente actividades
de alimentacion y reproduccion durante este tiempo, principalmente para evitar

depredadores (Newcomb et al. 2014).

Diferentes grupos de animales usan los cambios de la luz del dia para evitar la
depredacion (Endler 1987, Bezerra-Neto y Pinto-Coelho 2007). En este grupo de moluscos,
esta estrategia podria usarse ante depredadores visuales. Sin embargo, existen pocos
registros de peces alimentandose de babosas marinas sacoglosas. Los depredadores de
las babosas marinas fotosintéticas también incluyen crustaceos, otras babosas marinas y
corales (Trowbridge 1994, Mehrotra et al. 2019). Probablemente, E. crispata enfrenta dichos
depredadores con los metabolitos secundarios que posee y que son una defensa quimica;
estas sustancias son muy costosas energéticamente y estan directamente relacionadas con
su alimentacién (Gavagnin et al. 1997, 2000). Las defensas conductuales para evadir la
depredacion en esta especie podrian incluir la cripsis, la excrecion de moco y la movilidad

en su habitat, que fue corroborada con este trabajo (ver Capitulo II).

La composicion del moco depende de su alimentacion e incluso de la cleptoplastia
(Trench et al. 1972, Gavagnin et al. 1997, Lopes et al. 2022) y sus compuestos representan
las defensas quimicas ante algunos depredadores (Paul y Van Alstyne 1988, Gavagnin et
al. 2000). Ademas de la movilidad en su habitat, en los experimentos de preferencia de este
estudio se encontré que E. crispata percibe los tipos y cantidades de luz. Dado que se
corroboré una menor preferencia por el rojo y una seleccién por las intensidades bajas y
medias bajas (60-180 pmol quanta m= s~'), los movimientos de las babosas marinas que
inician con sefales luminicas causadas por el transcurso del dia, como cambios en los
radios de las longitudes de onda o disminuciones de intensidades luminicas (Kirk 2011),

igualmente podrian representar una defensa conductual.

La informacién derivada de este estudio sugiere que E. crispata conserva los
cleptoplastos de una forma 6ptima, posiblemente reduciendo el estrés luminico de distintas
maneras. El comportamiento y distribucién aqui registrados podrian ser una respuesta a un
reloj circadiano y/o una defensa ante la depredacion. La diferencia entre la composicion del
espectro que tiene la luz directa y la luz reflejada podria ser la sefal que permite a los
animales distinguir entre habitats, como espacios abiertos, areas con sombras o zonas con

mucho alimento (Menzel 1979). Por lo tanto, conocer mas sobre sus fotoreceptores y qué
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longitudes de onda pueden detectar estas babosas marinas ayudara a dilucidar cémo es
que logran moverse en su ambiente. Al ser una especie con amplio tiempo de retencién de
cleptoplastos, los resultados de este estudio en distintos niveles (biomolecular, individual y
poblacional) ayudan al entendimiento del sistema animal-cloroplasto, en conjunto con su

entorno natural.

Este trabajo confirmé que la cantidad y calidad de la luz es relevante para Elysia crispata 'y

determind los siguientes aspectos ecolégicos importantes:

1) la heterogeneidad de sus biomoléculas (pigmentos fotosintéticos, lipidos y acidos grasos)

no esta relacionada con la profundidad de su habitat;

2) los cloroplastos que retiene esta babosa marina después de 30 dias provienen de

distintos grupos de algas y tienen una buena condicion fisiolégica y bioquimica;

3) su abundancia y talla cambian entre localidades, profundidades y periodos del dia; este
estudio es el primero en documentar que tiene cierta movilidad dentro de los arrecifes donde
habita;

4) presenta una alta variacién en sus biomoléculas y en su comportamiento y tiene una

conducta exploratoria;

5) prefiere intensidades luminicas bajas (60 pmol quanta m=2 s=') y su espectro menos
preferido es el rojo (~665 nm); la aclimatacién a la luz de los cleptoplastos esta relacionada
con su conducta de preferencia, ya que se notd un patrén en el que las babosas marinas
cambiaron su eleccién de intensidades bajas (60 umol quanta m2 s') a altas (425 pmol

quanta m=2 s7), después de alimentarse con algas aclimatadas a luz alta.

El principal aporte de este trabajo fue dar a conocer que esta babosa marina fotosintética
se mueve en su ambiente, que activamente selecciona intensidades de luz bajas y rechaza
el rojo y, que su eleccién de intensidad de luz depende parcialmente de la aclimatacion de

sus cleptoplastos.
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Cuadro 1. Detalle de los sitios muestreados en el articulo Il, profundidades minimas y maximas
donde se buscé a Elysia crispata y el numero total de cuadrantes por sitio.

Fecha Arrecife Sitio Coordenadas Prof min Prof max # cuad
(m) (m)

abr-18 Arcas TEX 1 20°12'18.44"N 1.5 3 16
91°57'47"0O

abr-18 Arcas TEX 2 20°12'22.14"N 0.4 1.5 8
91°57'38.71"0

abr-18 Arcas T-I 20°12'43.5"N 5.3 5.9 2
91°57'39"0

abr-18 Arcas T-IX 20°12'33.7"N 2.4 3.3 3
91°57'51.2"0

abr-18 Arcas T-VI 20°12'4.4"N 55 55 1
91°57'34.8"0

abr-18 Arcas T-VII 20°11'56.7"N 9 9.5 2
91°57'49.7"0

abr-18 Arcas T-VII 20°11'58.7"N 5.7 6 2
91°58'0.5"0

abr-18 Arcas T-X 20°12'43.3"N 5 5 2
91°57'49.8"0

abr-18 Arcas T-XII 20°12'58.9"N 7.1 7.7 3
91°58'38.9"0

abr-18 Arcas T-XIV 20°11'41.7"N 2.6 4.3 3
91°57'26.7"0

abr-18 Arcas T-XVI 20°11'44.4"N 10 11 2
91°57'35.9"0

mar- Puerto PMO1 20°51'00.2"N 3 3 4

19 Morelos 86°52'19.6"0

mar- Puerto PMO02 20°48'0.09"N 4

19 Morelos 86°52'0.21"0

mar- Puerto PMO03 20°48'20"N 9.9 10 8

19 Morelos 86°52'27"0

mar- Puerto PMO04 20°49'0.25"N 6 8.5 16

19 Morelos 86°52'0.13"0

jul/lago Puerto BONANZA 20°57'53.54"N 1.4 25 7

-19 Morelos 86°48'52.194"0

jul/lago Puerto PM_01 20°49'32.7"N 3.5 8.5 3

-19 Morelos 86°52'35.3"0

jul/lago Puerto PM_02 20°48'7.6"N 10.5 10.5 4

-19 Morelos 86°53'7.8"0

jullago  Puerto PM_03 20°49'51.9"N 4.7 6 3

-19 Morelos 86°52'27.7"0

jul/lago Puerto PM_04 20°50'58.7"N 3.6 4.5 7

-19 Morelos 86°52'17.8"0

ago-18 Verde V01 19°12'6.00"N 3.6 6 16
96° 4'15.40"0

ago-18 Verde V02 19°11'54.43"N 4 9 10
96° 4'7.12"0

ago-18 Verde V04 19°12'25.38"N 6.3 10.8 20
96° 4'7.10"0
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ago-18 Verde V05 19°12'24.02"N 9.8 12 28

96° 4'24.69"0

ago-18 Verde IVO6 19°12'24.10"N 6.5 10.1 22
96° 4'27.10"0

ago-18 Verde V07 19°12'21.20"N 9 12 21
96° 4'23.00"0

ago-18 Verde V08 19°12'22.21"N 5.1 7.8 5
96°4'19.22"0

ago-18 Verde V09 19°12'8.70"N 1 1 6
96° 4'0.10"0

ago-18 Verde V10 19°12'3.40"N 1.9 41 14
96° 4'13.60"0

ago-18 Verde V11 19°12'10.70"N 2.5 4.1 14
96° 4'18.00"0

ago-18 Verde V12 19°12'12.50"N 2.1 4.3 15
96° 4'20.10"0

jun-19  Verde ISVERO1 19°12'8.80"N 7 9.3 7
96° 4'17.20"0

jun-19  Verde ISVERO2 19°12'8.20"N 7.5 10 8
96° 4'17.10"0

jun-19  Verde ISVERO3 19°12'11.90"N 8.4 13 8
96° 4'19.90"0

jun-19  Verde ISVERO4 19°12'12.60"N 1.3 3.4 11
96° 4'19.60"0

jun-19  Verde ISVERO5 19°12'15.60"N 2 10 14
96° 4'21.20"0

jun-19  Verde ISVEROG 19°12°17.24"N 7.3 10.2 8
96° 4'21.73"0

Cuadro 2. Observaciones preliminares en arrecifes del Golfo de México (GMx) y Mar Caribe (Car)
donde se registro6 a Elysia crispata. Se muestra el numero de organismos, cantidad de sitios
muestreados, profundidades minimas y maximas donde se buscé a la especie y area total explorada
por arrecife.

: - Num. Prf) f Prof. max. Area Total de
Arrecife Regién " min. explorada :
sitios (m) 2 organismos

(m) (m?)

Alacranes GMx 7 5 15.5 509 95

Bajos del Norte ~ GMx 4 10.5 16.5 375 26

Blanquilla GMx 2 3.5 7.5 50 26

Cabezo GMx 3 4 11.5 16 21

En medio GMx 2 5 9 125 39

Hornos GMx 2 2 8.5 130

Madagascar GMx 4 2 12 80

Mahahual Car 4 1 8.5 790 22
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Cuadro 3. Fechas y coordenadas de los sitios de muestreo donde se busco a Elysia crispata en las

observaciones preliminares.

Fecha Arrecife Sitio Latitud Longitud
jul-19 Alacranes ALAO1 22°23'7.73"N  89°42'34.7"0O
jul-19 Alacranes ALAO2 22°23'45.3"N  89°42'20"0
jul-19 Alacranes ALAO3 22°32'7.5"N 89°39'60.7"O
jul-19 Alacranes ALAO4 22°30'41.2"N  89°47'51.3"0
jul-19 Alacranes ALAO5 22°35'13.8"N  89°45'9.1"O
jul-19 Alacranes ALAO6 22°30'32.9"N  89°37'40.4"0O
jul-19 Alacranes ALAOQ7 22°33'33.3"N  89°40'22.5"0
jul-19 Bajos del BNO1 23°14'50.1"N  88%42'31.3"O
Norte
jul-19 Bajos del BNO2 23°14'31.7"N  88°42'563.2"0
Norte
jul-19 Bajos del BNO3 23°14'49.5"N  88%42'29.6"0O
Norte
jul-19 Bajos del BNO4 23°14'39"N 88°42'55.6"0O
Norte
ago-18 Blanquilla BLO1 19°13'26.6"N  96°5'42.5"0O
ago-18 Blanquilla BLO2 19°13'22.2"N  96°5'49.7"O
ago-18 Cabezo CAO01 19°5'51.1"N 95°51'22.2"0
ago-18 Cabezo CA02 19°5'15.5"N 95°50'33.2"0
ago-18 Cabezo CAO03 19°3'3.1"N 95°49'26"0
jun-19 En medio ENMEDO1 19°5'56.9"N 95°56'30.6"O
jul-19 En medio ENMEDO2 19°5'564.4"N 95°56'12.5"0
ago-18 Hornos HOR 19°11'27"N 96°7'4"0O
jul-19 Hornos HORN 19°11'24.9"N  96°6'57.6"O
jun-19 Madagascar MADO1 21°26"17.7"N  90°16'39.9"0
jun-19 Madagascar MADO02 21°26'20.9"N  90°17'5.2"O
jun-19 Madagascar MADO3 21°26'21.6"N  90°16'41.3"O
jun-19 Madagascar MADO4 21°26'20"N 90°16'54.4"0O
feb-19 Mahahual MAHAO1 18°37'31.79"N  87°43'37.44"0
mar-19 Mahahual MAHAOQ2 18°37'29.74"N 87°43'25.96"0
may-19 Mahahual MAHAHUALO2 18°42'7.2"N 87°42'28.4"0
may-19 Mahahual MAHAHUALO3 18°42'19.8"N  87°42'20.1"O
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Cuadro 4. Cuadrantes colocados en cada sitio de muestreo en los diferentes periodos del dia en los
tres arrecifes (Arcas, Puerto Morelos y Verde) donde se buscé a Elysia crispata en el desarrollo del
articulo Il. Las coordenadas de los sitios se pueden consultar en el Cuadro 2.1.

Fecha Arrecife Sitio Periodo dia Prof (m) No.
Cuadrante
20/04/2018 Arcas T-X Atardecer 5.0 1
20/04/2018 Arcas T-X Atardecer 5.0 2
20/04/2018 Arcas TEX 1 Atardecer 3.0 1
20/04/2018 Arcas TEX 1 Atardecer 3.0 2
21/04/2018 Arcas T-XIV Manana 4.3 1
21/04/2018 Arcas T-XIV Manana 3.1 2
21/04/2018 Arcas T-XIV Manana 2.6 3
21/04/2018 Arcas TEX 1 Atardecer 3.0 3
21/04/2018 Arcas TEX 1 Atardecer 2.5 4
22/04/2018 Arcas T-XII Manana 7.7 1
22/04/2018 Arcas T-XII Manana 7.2 2
22/04/2018 Arcas T-XII Mafana 7.5 3
22/04/2018 Arcas TEX 1 Cenit 2.6 1
22/04/2018 Arcas TEX 1 Cenit 2.8 2
22/04/2018 Arcas TEX 1 Cenit 2.9 3
22/04/2018 Arcas TEX 1 Cenit 3.0 4
22/04/2018 Arcas T-VI Atardecer 5.6 1
22/04/2018 Arcas TEX 1 Noche 2.0 1
22/04/2018 Arcas TEX 1 Noche 2.0 2
22/04/2018 Arcas TEX 1 Noche 2.0 3
23/04/2018 Arcas T-1I Cenit 5.3 1
23/04/2018 Arcas T-lII Cenit 6.0 2
23/04/2018 Arcas TEX 1 Noche 2.3 4
24/04/2018 Arcas TEX 2 Cenit 1.5 1
24/04/2018 Arcas TEX 2 Cenit 1.5 2
24/04/2018 Arcas T-IX Atardecer 2.4 1
24/04/2018 Arcas T-IX Atardecer 3.2 2
24/04/2018 Arcas T-IX Atardecer 3.3 3
24/04/2018 Arcas TEX 2 Noche 1.5 1
24/04/2018 Arcas TEX 2 Noche 1.5 2
25/04/2018 Arcas TEX 1 Amanecer 1.5 1
25/04/2018 Arcas TEX 1 Amanecer 1.5 2
25/04/2018 Arcas TEX 1 Amanecer 1.5 3
25/04/2018 Arcas TEX 1 Amanecer 1.5 4
25/04/2018 Arcas T-VII Manana 9.5 1
25/04/2018 Arcas T-VII Mafana 9.1 2
25/04/2018 Arcas T-VIII Cenit 6.0 1
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25/04/2018 Arcas T-VII Cenit 5.7 2
25/04/2018 Arcas TEX 2 Atardecer 1.5 1
25/04/2018 Arcas TEX 2 Atardecer 1.5 2
26/04/2018 Arcas TEX 2 Amanecer 0.7 1
26/04/2018 Arcas TEX 2 Amanecer 0.4 2
26/04/2018 Arcas T-XVI Mafana 11.0 1
26/04/2018 Arcas T-XVI Manana 10.0 2
28/08/2018 Verde V01 Amanecer 3.6 1
28/08/2018 Verde IVO1 Amanecer 3.7 2
28/08/2018 Verde IVO1 Amanecer 3.8 3
28/08/2018 Verde IVO1 Amanecer 3.9 4
28/08/2018 Verde IVO1 Amanecer 4.4 5
28/08/2018 Verde V01 Amanecer 4.7 1
28/08/2018 Verde IVO1 Amanecer 4.4 2
28/08/2018 Verde IVO1 Amanecer 4.8 3
28/08/2018 Verde V01 Amanecer 4.6 4
28/08/2018 Verde IVO1 Amanecer 3.8 5
28/08/2018 Verde IVO1 Amanecer 3.6 6
28/08/2018 Verde IVO1 Amanecer 3.9 7
28/08/2018 Verde V01 Amanecer 4.7 8
28/08/2018 Verde IVO1 Amanecer 4.0 9
28/08/2018 Verde IVO1 Amanecer 4.1 10
28/08/2018 Verde IVO1 Amanecer 6.0 11
28/08/2018 Verde V02 Mafiana 9.0 1
28/08/2018 Verde V02 Manana 8.5 2
28/08/2018 Verde V02 Mafana 8.0 3
28/08/2018 Verde V02 Manana 9.0 4
28/08/2018 Verde V02 Manana 6.4 5
28/08/2018 Verde V02 Mafiana 5.8 6
28/08/2018 Verde V02 Manana 5.8 7
28/08/2018 Verde V02 Mafiana 7.0 8
28/08/2018 Verde V02 Mafiana 6.0 9
28/08/2018 Verde V02 Mafana 4.0 10
28/08/2018 Verde V04 Cenit 8.2 1
28/08/2018 Verde V04 Cenit 8.7 2
28/08/2018 Verde V04 Cenit 8.6 3
28/08/2018 Verde V04 Cenit 8.8 4
28/08/2018 Verde V04 Cenit 8.5 5
28/08/2018 Verde V04 Cenit 8.8 6
28/08/2018 Verde V04 Cenit 7.3 7
28/08/2018 Verde V04 Cenit 7.8 8
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28/08/2018 Verde V04 Cenit 7.8 9
28/08/2018 Verde V04 Cenit 7.9 10
28/08/2018 Verde V04 Cenit 6.3 11
28/08/2018 Verde V04 Cenit 6.4 12
28/08/2018 Verde V04 Cenit 9.0 1
28/08/2018 Verde V04 Cenit 8.3 2
28/08/2018 Verde V04 Cenit 8.8 3
28/08/2018 Verde V04 Cenit 10.8 4
28/08/2018 Verde V04 Cenit 104 5
28/08/2018 Verde V04 Cenit 10.6 6
28/08/2018 Verde V04 Cenit 8.4 7
28/08/2018 Verde V04 Cenit 8.0 8
28/08/2018 Verde IV0O5 Atardecer 12.0 1
28/08/2018 Verde V05 Atardecer 10.8 2
28/08/2018 Verde V05 Atardecer 11.0 3
28/08/2018 Verde IVO5 Atardecer 11.6 4
28/08/2018 Verde V05 Atardecer 11.1 5
28/08/2018 Verde IVO5 Atardecer 10.4 6
28/08/2018 Verde IV05 Atardecer 10.0 7
28/08/2018 Verde IVO5 Atardecer 10.6 8
28/08/2018 Verde IVO5 Atardecer 9.8 9
28/08/2018 Verde V05 Atardecer 11.0 1
28/08/2018 Verde IVO5 Atardecer 10.6 2
28/08/2018 Verde IV05 Atardecer 10.6 3
28/08/2018 Verde IV0O5 Atardecer 11.0 4
28/08/2018 Verde V05 Atardecer 11.2 5
28/08/2018 Verde V05 Atardecer 11.1 6
28/08/2018 Verde IVO5 Atardecer 10.5 7
28/08/2018 Verde V05 Atardecer 11.0 8
28/08/2018 Verde IVO5 Atardecer 10.6 9
28/08/2018 Verde IV05 Atardecer 114 10
28/08/2018 Verde IVO5 Atardecer 10.5 11
28/08/2018 Verde IVO5 Atardecer 10.9 12
28/08/2018 Verde V05 Atardecer 10.7 13
28/08/2018 Verde IVO5 Atardecer 114 14
28/08/2018 Verde V05 Atardecer 10.7 15
28/08/2018 Verde IVO5 Atardecer 10.4 16
28/08/2018 Verde IV05 Atardecer 10.1 17
28/08/2018 Verde V05 Atardecer 10.9 18
28/08/2018 Verde IVO5 Atardecer 10.0 19
28/08/2018 Verde V06 Noche 10.1 1
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28/08/2018 Verde V06 Noche 9.0 2
28/08/2018 Verde V06 Noche 8.0 3
28/08/2018 Verde V06 Noche 8.0 4
28/08/2018 Verde V06 Noche 7.9 5
28/08/2018 Verde V06 Noche 7.0 6
28/08/2018 Verde V06 Noche 8.0 7
28/08/2018 Verde V06 Noche 7.0 8
28/08/2018 Verde V06 Noche 7.0 9
28/08/2018 Verde V06 Noche 9.7 1
28/08/2018 Verde V06 Noche 10.0 2
28/08/2018 Verde V06 Noche 8.6 3
28/08/2018 Verde V06 Noche 8.5 4
28/08/2018 Verde V06 Noche 7.8 5
28/08/2018 Verde V06 Noche 7.7 6
28/08/2018 Verde V06 Noche 7.4 7
28/08/2018 Verde V06 Noche 71 8
28/08/2018 Verde V06 Noche 7.3 9
28/08/2018 Verde V06 Noche 7.6 10
28/08/2018 Verde V06 Noche 7.2 12
28/08/2018 Verde V06 Noche 6.5 13
28/08/2018 Verde V06 Noche 6.5 14
31/08/2018 Verde V07 Amanecer 12.0 1
31/08/2018 Verde IVO7 Amanecer 11.6 2
31/08/2018 Verde V07 Amanecer 11.3 3
31/08/2018 Verde IVO7 Amanecer 10.5 4
31/08/2018 Verde V07 Amanecer 10.7 5
31/08/2018 Verde IVO7 Amanecer 10.7 6
31/08/2018 Verde IVO7 Amanecer 10.7 7
31/08/2018 Verde V07 Amanecer 9.5 8
31/08/2018 Verde IVO7 Amanecer 9.5 9
31/08/2018 Verde V07 Amanecer 9.8 10
31/08/2018 Verde IVO7 Amanecer 9.8 11
31/08/2018 Verde V07 Amanecer 11.1 12
31/08/2018 Verde V07 Amanecer 10.0 1
31/08/2018 Verde IVO7 Amanecer 10.0 2
31/08/2018 Verde V07 Amanecer 10.8 3
31/08/2018 Verde IVO7 Amanecer 10.9 4
31/08/2018 Verde V07 Amanecer 9.4 5
31/08/2018 Verde IVO7 Amanecer 9.3 6
31/08/2018 Verde IVO7 Amanecer 9.0 7
31/08/2018 Verde V07 Amanecer 9.7 8
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31/08/2018 Verde IVO7 Amanecer 10.5 9
31/08/2018 Verde V08 Mafana 7.4 1
31/08/2018 Verde V08 Mafiana 7.3 2
31/08/2018 Verde V08 Manana 71 3
31/08/2018 Verde V08 Mafiana 7.8 4
31/08/2018 Verde V08 Manana 5.1 5
31/08/2018 Verde V09 Cenit 1.0 1
31/08/2018 Verde V09 Cenit 1.0 2
31/08/2018 Verde V09 Cenit 1.0 3
31/08/2018 Verde V09 Cenit 1.0 4
31/08/2018 Verde V09 Cenit 1.0 5
31/08/2018 Verde V09 Cenit 1.0 6
31/08/2018 Verde V10 Cenit 4.0 1
31/08/2018 Verde IV10 Cenit 3.8 2
31/08/2018 Verde IV10 Cenit 4.0 3
31/08/2018 Verde V10 Cenit 3.8 4
31/08/2018 Verde IV10 Cenit 1.9 5
31/08/2018 Verde V10 Cenit 4.0 1
31/08/2018 Verde IV10 Cenit 3.9 2
31/08/2018 Verde V10 Cenit 3.9 3
31/08/2018 Verde IV10 Cenit 3.1 4
31/08/2018 Verde IV10 Cenit 3.2 5
31/08/2018 Verde V10 Cenit 3.9 6
31/08/2018 Verde IV10 Cenit 4.1 7
31/08/2018 Verde V10 Cenit 2.6 8
31/08/2018 Verde IV10 Cenit 2.6 9
31/08/2018 Verde V11 Atardecer 3.6 1
31/08/2018 Verde V11 Atardecer 3.7 2
31/08/2018 Verde V11 Atardecer 3.4 3
31/08/2018 Verde V11 Atardecer 2.6 4
31/08/2018 Verde V11 Atardecer 3.1 5
31/08/2018 Verde V11 Atardecer 2.7 6
31/08/2018 Verde V11 Atardecer 3.8 1
31/08/2018 Verde V11 Atardecer 4.1 2
31/08/2018 Verde V11 Atardecer 3.8 3
31/08/2018 Verde V11 Atardecer 3.3 4
31/08/2018 Verde V11 Atardecer 3.2 5
31/08/2018 Verde V11 Atardecer 2.5 6
31/08/2018 Verde V11 Atardecer 3.3 7
31/08/2018 Verde V11 Atardecer 3.4 8
31/08/2018 Verde V12 Noche 4.0 1
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31/08/2018 Verde V12 Noche 3.6 2

31/08/2018 Verde V12 Noche 3.3 3

31/08/2018 Verde V12 Noche 4.3 4

31/08/2018 Verde V12 Noche 3.5 5

31/08/2018 Verde V12 Noche 3.9 6

31/08/2018 Verde V12 Noche 3.5 7

31/08/2018 Verde V12 Noche 2.1 1

31/08/2018 Verde V12 Noche 2.2 2

31/08/2018 Verde V12 Noche 3.3 3

31/08/2018 Verde V12 Noche 2.8 4

31/08/2018 Verde V12 Noche 3.6 5

31/08/2018 Verde V12 Noche 3.7 6

31/08/2018 Verde V12 Noche 3.3 7

31/08/2018 Verde V12 Noche 3.5 8

25/03/2019 Puerto PMO1 Atardecer 3.0 1
Morelos

25/03/2019 Puerto PMO1 Atardecer 3.0 2
Morelos

25/03/2019 Puerto PMO1 Atardecer 3.0 3
Morelos

25/03/2019 Puerto PMO1 Atardecer 3.0 4
Morelos

27/03/2019 Puerto PMO02 Manana 9.9 1
Morelos

27/03/2019 Puerto PMO02 Manana 9.9 2
Morelos

27/03/2019 Puerto PMO02 Mafana 9.9 3
Morelos

27/03/2019 Puerto PMO02 Manana 9.9 4
Morelos

28/03/2019 Puerto PMO03 Marana 9.9 1
Morelos

28/03/2019 Puerto PMO03 Manana 9.9 2
Morelos

28/03/2019 Puerto PMO03 Mafana 9.9 3
Morelos

28/03/2019 Puerto PMO03 Manana 9.9 4
Morelos

28/03/2019 Puerto PMO03 Mafana 10.0 1
Morelos

28/03/2019 Puerto PMO03 Manana 10.0 2
Morelos

28/03/2019 Puerto PMO03 Mafana 10.0 3
Morelos

28/03/2019 Puerto PMO03 Manana 10.0 4

Morelos
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28/03/2019 Puerto PMO04 Atardecer 8.0 1
Morelos

28/03/2019 Puerto PMO04 Atardecer 8.0 2
Morelos

28/03/2019 Puerto PMO04 Atardecer 8.0 3
Morelos

28/03/2019 Puerto PMO04 Atardecer 8.0 4
Morelos

28/03/2019 Puerto PMO04 Atardecer 6.0 1
Morelos

28/03/2019 Puerto PMO04 Atardecer 6.0 2
Morelos

28/03/2019 Puerto PMO04 Atardecer 6.0 3
Morelos

28/03/2019 Puerto PMO04 Atardecer 6.0 4
Morelos

28/03/2019 Puerto PM04 Atardecer 7.5 1
Morelos

28/03/2019 Puerto PMO04 Atardecer 7.5 2
Morelos

28/03/2019 Puerto PM04 Atardecer 7.5 3
Morelos

28/03/2019 Puerto PMO04 Atardecer 7.5 4
Morelos

28/03/2019 Puerto PMO04 Atardecer 8.5 1
Morelos

28/03/2019 Puerto PMO04 Atardecer 8.5 2
Morelos

28/03/2019 Puerto PMO04 Atardecer 8.5 3
Morelos

28/03/2019 Puerto PMO04 Atardecer 8.5 4
Morelos

08/06/2019 Verde ISVERO1 Noche 8.2 1

08/06/2019 Verde ISVERO1 Noche 8.5 2

08/06/2019 Verde ISVERO1 Noche 8.4 1

08/06/2019 Verde ISVERO1 Noche 9.3 2

08/06/2019 Verde ISVERO1 Noche 8.0 1

08/06/2019 Verde ISVERO1 Noche 7.0 2

08/06/2019 Verde ISVERO1 Noche 8.0 3

09/06/2019 Verde ISVERO2 Amanecer 7.5 1

09/06/2019 Verde ISVERO2 Amanecer 8.0 2

09/06/2019 Verde ISVERO2 Amanecer 9.5 1

09/06/2019 Verde ISVERO2 Amanecer 10.0 2

09/06/2019 Verde ISVERO2 Amanecer 9.2 1

09/06/2019 Verde ISVERO2 Amanecer 8.5 2

09/06/2019 Verde ISVERO2 Amanecer 9.5 3

09/06/2019 Verde ISVERO2 Amanecer 8.1 4
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09/06/2019 Verde ISVERO3 Cenit 8.4 1
09/06/2019 Verde ISVERO3 Cenit 13.0 2
09/06/2019 Verde ISVERO3 Cenit 11.0 1
09/06/2019 Verde ISVERO3 Cenit 9.0 2
09/06/2019 Verde ISVERO3 Cenit 11.3 1
09/06/2019 Verde ISVERO3 Cenit 11.6 2
09/06/2019 Verde ISVERO3 Cenit 10.0 3
09/06/2019 Verde ISVERO3 Cenit 9.1 4
09/06/2019 Verde ISVERO4 Atardecer 25 1
09/06/2019 Verde ISVERO4 Atardecer 1.3 2
09/06/2019 Verde ISVERO4 Atardecer 2.9 1
09/06/2019 Verde ISVERO4 Atardecer 3.4 2
09/06/2019 Verde ISVERO4 Atardecer 2.5 1
09/06/2019 Verde ISVERO4 Atardecer 2.9 2
09/06/2019 Verde ISVERO4 Noche 2.0 1
09/06/2019 Verde ISVERO4 Noche 2.0 2
09/06/2019 Verde ISVERO4 Noche 1.6 1
09/06/2019 Verde ISVERO4 Noche 1.8 2
09/06/2019 Verde ISVER04 Noche 3.2 1
10/06/2019 Verde ISVEROS Amanecer 2.4 1
10/06/2019 Verde ISVEROS Amanecer 2.0 2
10/06/2019 Verde ISVERO5 Amanecer 24 1
10/06/2019 Verde ISVERO5 Amanecer 3.3 2
10/06/2019 Verde ISVERO5 Amanecer 2.6 1
10/06/2019 Verde ISVEROS Amanecer 2.8 2
10/06/2019 Verde ISVERO5 Mafana 10.0 1
10/06/2019 Verde ISVERO5 Mafiana 4.1 2
10/06/2019 Verde ISVERO5 Cenit 3.0 1
10/06/2019 Verde ISVERO5 Cenit 2.2 2
10/06/2019 Verde ISVERO5 Cenit 2.6 1
10/06/2019 Verde ISVERO5 Cenit 2.7 2
10/06/2019 Verde ISVERO5 Cenit 3.3 1
10/06/2019 Verde ISVERO5 Cenit 2.3 2
10/06/2019 Verde ISVERO6 Atardecer 7.8 1
10/06/2019 Verde ISVERO6 Atardecer 7.3 2
10/06/2019 Verde ISVERO6 Atardecer 9.3 1
10/06/2019 Verde ISVERO6 Atardecer 10.2 2
10/06/2019 Verde ISVERO6 Atardecer 9.2 1
10/06/2019 Verde ISVERO6 Atardecer 8.5 2
10/06/2019 Verde ISVERO6 Atardecer 9.0 3
10/06/2019 Verde ISVERO6 Atardecer 10.0 4
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31/07/2019 Puerto PM_01 Manana 8.5
Morelos

31/07/2019 Puerto PM_01 Mafiana 8.0
Morelos

31/07/2019 Puerto PM_01 Manana 3.5
Morelos

31/07/2019 Puerto PM_02 Cenit 10.5
Morelos

31/07/2019 Puerto PM_02 Cenit 10.5
Morelos

31/07/2019 Puerto PM_02 Cenit 10.5
Morelos

31/07/2019 Puerto PM_02 Cenit 10.5
Morelos

31/07/2019 Puerto PM_03 Cenit 5.3
Morelos

31/07/2019 Puerto PM_03 Cenit 4.7
Morelos

31/07/2019 Puerto PM_03 Cenit 6.0
Morelos

01/08/2019 Puerto PM_04 Mafana 3.6
Morelos

01/08/2019 Puerto PM_04 Mafiana 4.4
Morelos

01/08/2019 Puerto PM_04 Mafana 4.5
Morelos

01/08/2019 Puerto PM_04 Mafiana 4.5
Morelos

01/08/2019 Puerto PM_04 Mafana 4.5
Morelos

01/08/2019 Puerto PM_04 Mafiana 4.5
Morelos

01/08/2019 Puerto PM_04 Mafana 4.5
Morelos

01/08/2019 Puerto BONANZA Cenit 2.3
Morelos

01/08/2019 Puerto BONANZA Cenit 1.4
Morelos

01/08/2019 Puerto BONANZA Cenit 2.0
Morelos

01/08/2019 Puerto BONANZA Cenit 2.0
Morelos

01/08/2019 Puerto BONANZA Cenit 2.0
Morelos

01/08/2019 Puerto BONANZA Cenit 2.4
Morelos

01/08/2019 Puerto BONANZA Cenit 2.5

Morelos
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Cuadro 5. Talla promedio (+ DE) y numero de organismos de Elysia crispata durante cada periodo
del dia en los arrecifes del articulo Il.

Arrecife Arcas Verde Puerto Morelos
Periodo Talla (mm) ’\(l;:g] Talla (mm) ’\:)l:én Talla (mm)  Num. org.
Amanecer 28.3+11.4 10 34.3+10.3 68
Mafiana 294 +£9.0 28 445 +12.9 30
Cenit 26.4+12.6 53 39.9+10.9 124 18.4+4.6 7
Atardecer  21.7 £6.7 27 39.9+11.2 130
Noche 32.8+12.2 34 33.8+11.1 169
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Apéndice IlI. Articulos publicados adicionalmente durante el desarrollo de este proyecto
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Abstract

Cryptic species in coral reefs, such as sea slugs, represent an important portion of their bio-
diversity, which fs usually underestimated. Autonomous Reef Monitoring Structures (ARMS)
have been implemented to estimate cryptic diversity in coral reefs. Therefore, thiz research
aimed to contribute to the southern Gulf of Mexico (GM) and the Caribbean Sea (CAR)
coral reefs’ sea slugs’ diversity and distribution using ARMS as a collection method. Fifty-
eight ARMS were placed at three coral reefs in the GM and CAR, recovered after 1-2 years
and then, disassembled at the laboratory. Plates were individually placed in trays with sea-
water, where we searched for sea slugs. A total of 242 organisms were found belonging to
31 species; 20 of them were identified to the species level, while 11 were determined up to
genus or family. More than half of the species {19) were found in Bajo de 10 {GM), while
15 spectes were found in the CAR localitfes. Unlike previous studies, we assessed sea slugs’
diversity exclusively by an indirect sampling method. In this work, we found 9.4% of the
sea slug diversity recorded in the Caribbean, and we report four determined species for the
first time in the country. New records of species, and even one family for the GM stress
the gap of information that we still need to fulffl in the area. We recognize ARMS as a nseful
tool to find juvenile, cryptic and rare apecies of sea slugs, as well as to standardize their quan-
tification and record their diversity.

Introduction

Invertebrates in coral reefs represent a critical ecological role in biodiversity because they can
be engaged in intricate relationships, impacting the reef integrity and structure (Glynn and
Enochs, 2011). To know these complex interactions and how they can affect the coral reefs,
we need more information regarding invertebrates, including describing their diversity.
Diversity in these ecosystems has been measured mostly with well-studied (e.g. corals) or vis-
ible macrofauna, but few studies address small invertebrates, which are harder to find, and
whose taxonomy is less known (Plaisance et al, 2011). The biodiversity associated with
coral reefs is usually miscalculated because numerous areas are poorly studied or sampled,
and most of the reef species are cryptic, small-sized organisms living in holes or cracks, some-
times being nocturnal and/or well camouflaged in their habitat, then unnoticed (Glynn and
Enochs, 2011).

Cryptic species in coral reefs, such as sea slugs, represent an important portion of reef bio-
diversity (Plaisance ef al, 2011; Jensen, 2013). Describing the diversity of sea slugs is difficult
since their recording and identification require experience in collecting techniques, and a
trained eye to locate them, as they are very small and well-camouflaged {Jensen, 2013;
Goodheart et al, 2016). Worldwide, most of the recorded species of sea slugs are located in
coral reefs of the Indo-Pacific Ocean, where it is estimated that 15-40% of the species are
still undescribed {Gosliner et al, 2018). In the Gulf of Mexico {GM) and the Caribbean Sea
{CAR), circa 350 species are present (Valdés et al, 2006; Garcia and Bertsch, 2009;
Rosenberg et al, 2009; Redfern, 2013); the Caribbean is considered one of the richest regions
regarding sea slugs (Garcia and Bertsch, 2009). Many species complex have been described
recently in the region and divided into new species for different groups of sea slugs (e.g.
Ornelas-Gatdula et al, 2012; Krug et al, 2016; Ghanimi et al, 2020; Garcia-Méndez et al,
2022). Records in the Mexican Atlantic coast are mostly from the southern GM {Campeche

hrtpsydolorg/i0.4017/50025315423000334 Published online by Cambricdge Univarsity Prass

118



Journal of the Marine
Biological Association of the
United Kingdom

cambridge.org/mbi

Marine Record

Cite this artide: Puente-Tapia FA, Ortigesa D,
Vital XG, Paloming-Alvarez LA {2023). First
receord of a benthic ctenophore in the Mexican
Atlantic: Vollicolo moftiformis (Platyctenida,
Coeloplanidae). Journof of the Morine
Biofogicol Associotion of the United Kingdom
103, e47, 1-5. hetps://doi.org/10.1017/
S0025315423000401

Received: 14 January 2023
Revised: 25 May 2023
Accepted: 14 June 2023

Keywoerds:
ARMS; Caribbean Sea; comb jellies; Gulf of
Mexico; platyctenids

Corresponding auther:
Lilian A. Palomine-Alvarez;
Email: lily.drgalvardl@gmail.com

@ The Author(s), 2023. Published by
Cambridge University Press on behalf of
Marine Biological Association of the United
Kingdom. This is an Open Access article,
distributed under the terms of the Creative
Commons Attribution licence (http o
ereativecommons.org/licenses/by/4.0/), which
permits unrestricted re-use, distribution and
reproduction, provided the original artide is
properly cited.

“E Blo(

P

&&Ocm‘o

Wo\e

First record of a benthic ctenophore in the
Mexican Atlantic: Vallicula multiformis
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Abstract

Ctenophores are one of the least known invertebrate phyla in Mexico, especially the benthic
forms in which studies are incomplete and infrequent, lacking information about their ecology
and diversity. As part of the environmental monitoring project ‘Biodiversidad Marina de
Yucatan’ conducted in the southern Gulf of Mexico and Mexican Caribbean Sea, the benthic
ctenophore Vallicuda nuiltiformis (Coeloplanidae) was identiffed in association with green
algae fn the southern Gulf of Megico, and on an autonomous reef monitorfng structure in
the Megican Caribbean Sea. This finding represents the first record of the occurrence of a ben-
thic ctenophore species in Mexican waters. We provide morphological characteristics of V.
pltiformis in both reef areas. Recording this species Increases the known number of
Mexfcan ctenophore fauna from 33 to 34 taxa and represents baseline information for the
continuous study of the ecology and diversity of benthic ctenophores in Mexico.

Introduction

Ctenophora are a small and well-defined group of planktonic and benthic predators, they can
be found exclusively in most marine habitats, from polar to tropical, inshore to offshore and
from near the surface to the deep sea and benthic environments (Mianzan et al,, 2009; Mills,
2010}. They are sometimes called ‘comb jellies’ because they have a jelly-like appearance and
distinctive comb rows or cilia plates {ctenes) used for locomotion {Tamm, 2014). Comb jellies,
except those in the family Beroidae (Carré and Carré, 1989}, have two opposed and fast ductile
tentacles for catching and delivering prey to their digestive tract (von Byern ef al, 2010).
Nevertheless, some of this and other morphological characteristics are absent in benthic cte-
nophores; most have lost the ctene rows as adults {as an adaptation to bottom condition) and,
thus, the ability to swim in the adult phase {Mianzan, 1999; Oliveira and Migotto, 2007). These
ctenophores are planktonic organisms and have ctene rows only as larvae. After their plank-
tonic larvae settle down, the often brightly coloured benthic adults resemble nudibranchs or
flatworms instead of ctenophores (Mills and Haddock, 2007; Mills, 2010). Benthic ctenophores
have branched tentacles similar to those of cydippid species. This feature often allows obser-
vers to recognize these organisms as ctenophores {Mills, 2010). The highly flattened and modi-
fied body are some of the features that differentiate benthic ctenophores from ‘typical’
planktonic forms (Mills and Haddock, 2007; Oliveira and Migotto, 2007).

According to Mills (1998-present), there are approximately 200 species of Ctenophora, of
which 50 species are benthic forms. Benthic ctenophores belong to the order Platyctenida, also
known as platyctenes, and live on the bottom or as epibionts on other organisms such as algae
or animals {(Mills, 1998-present]. This order has five families, of which Coeloplanidae is the
largest with two genera: Coeloplana with 33 species and Vallicula that only includes the con-
spicuous species of V. sltiformis Rankin, 1956 {Mills, 1998-present). Morphological identi-
fication of coeloplanid species is challenging because of their flexible shapes (Alamaru et al.,
2017). However, V. midtiformis can be easily distinguished by the following characters: the
anchor-shaped tentacle sheath, the blind ends of the canals near to the body marging and
the presence of an oral groove connecting the base of the tentacle sheaths with the mount
{Rankin, 1956). Its spatial distribution includes the Atlantic, Northeastern Pacific and
Northern Indian waters where it has been observed on different substrates, including biotic
and abiotic (Mills and Haddock, 2007; Miyake et al, 2019}, predominantly in a sessile state,
however, the species has also shown floating and crawling behaviour {Rankin, 1956).

A total of 33 ctenophore taxa have been identified in Mexican waters, of which seven have
been recorded recently in the Mexican Caribbean Sea, and 12 taxa in jurisdictional waters of
the Gulf of Mexico {see Puente-Tapia et al, 2021). This ctenophore diversity is represented
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