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RESUMEN

Cassiopea xamachana es un organismo modelo en estudios bioldgicos y ecologicos debido a la
simbiosis que mantiene con el dinoflagelado fotosintético Symbiodinium microadriaticum. La
comunidad microbiana asociada a la medusa, protege al hospedero y contribuye en el reciclaje de
nutrientes. Ademads, el carbono organico proveniente del simbionte como fotosintetatos libres
potenciales que son principalmente glucosa y glicerol han sido durante mucho tiempo un foco de
investigacion debido a su contribucion para el sostén de esta simbiosis. En este estudio,
caracterizamos por primera vez la comunidad bacteriana en la capa superficial de la mucosa de C.
xamachana y evaluamos los niveles de expresion de dos genes GLUT y AQGP de la medusa,
encargados del transporte de glucosa y glicerol, respectivamente. Las medusas fueron colectadas en
la laguna Nichupté, México y mantenidas en cautiverio. Disminuimos experimentalmente la
densidad de simbiontes de algas utilizando una mezcla de azlcares y evaluamos su efecto en la
comunidad bacteriana nativa a través de la secuenciacion de alto rendimiento del gen 16S ARNTr.
También, evaluamos el efecto de la disminucion de simbiontes sobre los niveles de ARN
mensajeros de algunos transportadores de glucosa y glicerol. El género bacteriano Endozoicomonas
domind en el mucus de medusas simbidticas, sin embargo, debido a la disminucion de simbiontes
(blanqueamiento) se hizo evidente la presencia de patdogenos potenciales como Vibrio. La ausencia
de simbiontes en la medusa, produjo cambios en la comunidad bacteriana del mucus y condujo a
cambios en los niveles de expresion de los fragmentos amplificados de los genes que codifican para
proteinas transportadoras de glucosa y glicerol.

Palabras clave: medusa simbiotica, comunidad bacteriana, 16S ARNT, capa superficial de mucus,
fotosintetatos potenciales, glucosa, glicerol, expresion génica.
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ABSTRACT

Cassiopea xamachana is a model organism for biological and ecological studies due to the
symbiosis it sustains with the photosynthetic dinoflagellate Symbiodinium microadriaticum. Its
associated microbial community protects the host and supports the recycling of nutrients, thus
contributing to its health. Furthermore, free potential photosynthetates that are mainly glucose and
glycerol are transferred from their symbiont and have long been a focus of research due to their
contribution to sustaining this symbiosis. We characterized for the first time the bacterial
community in the superficial mucous layer of C. xamachana and evaluated the expression levels of
two genes GLUT and AQGP, responsible for the transport of glucose and glycerol, respectively.
The jellyfish were collected from the Nichupté lagoon, Mexico and mantained in captivity. We
experimentally decreased the density of algal symbionts by a mixture of sugars and evaluated their
effect on the native bacterial community via high-throughput sequencing of the 16S rRNA gene.
Also, we evaluated the effect of symbiont depletion on mRNA levels of some glucose and glycerol
transporters. The bacterial genus Endozoicomonas was dominant in the mucus of symbiotic
jellyfish, however, due to the decrease in symbionts (bleaching), the presence of potential pathogens
such as Vibrio was evident. The absence of symbionts in the jellyfish produced changes in the
bacterial community of the mucus and changes in the expression levels of the amplified fragments
of the genes that code for glucose and glycerol transport proteins.

Keywords: symbiotic jellyfish, bacterial community, 16S rRNA, mucus surface layer, potential
photosynthetates, glucose, glycerol, gene expression.
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I. INTRODUCCION

La simbiosis cnidario-Symbiodiniaceae, es una de las simbiosis més reconocidas en los mares sub-
y tropicales en donde habitan grandes ecosistemas llamados arrecifes de coral, los cuales albergan
una gran diversidad de vida marina y sostienen la productividad primaria y secundaria en los
ecosistemas coralinos (Muscatine et al., 1991; Davy et al., 2012). Las regiones arrecifales se
caracterizan por ubicarse en aguas pobres en nutrientes (oligotroficas) en donde la produccion
oceanica primaria y secundaria estdn limitadas por bajas concentraciones de nitrégeno, fosforo y
hierro (Smith y Douglas, 1987). Muchos eucariontes heterotrofos obtienen los nutrientes de fuentes
externas, pero los heterdtrofos en simbiosis dependen en gran medida de sus microalgas
fotosimbiontes como fuente de moléculas para subsistir (Moya et al., 2008). Por ende, los
mutualismos son un foco importante en la investigacion a nivel celular y molecular en la busqueda
de comprender mejor los procesos genéticos, bioquimicos y fisioldgicos, que permiten su

establecimiento y supervivencia bajo distintas condiciones ambientales (Smith y Smith, 2009).

La estrecha relacion conocida como simbiosis se define como la asociacion mutua permanente o
duradera entre dos o mas organismos de especies diferentes (definida por De Bary en 1879,
Paracer y Ahmadjian, 1987; Muscatine y Porter, 1977). Las simbiosis mutualistas son asociaciones
beneficiosas entre dos o mas individuos de especies diferentes que “trabajan juntos”. De este modo
han logrado establecer una adaptacion bioquimica que les permite el intercambio celular de
nutrientes (Muscatine, 1990; Burriesci et al., 2012). Lo mas interesante en dichos mutualismos es
la eficiencia de ambos socios para reciclar los nutrientes disponibles bajo distintas condiciones

ambientales que individualmente no podrian lograr (Stanley, 2006; Yellowless et al., 2008).

Los cnidarios son organismos claves para el estudio de la simbiosis en ambientes marinos, ya que
son un grupo diverso. Entre ellos se encuentra el grupo de las medusas del subfilo Medusozoa,
comprendidos por los Cubozoa y Scyphozoa; el grupo de los Hydrozoa, que comprende a las
hidras; y el grupo de los Anthozoa, conformado por corales y anémonas (Gasca y Loman-Ramos,
2014). Si bien, no todos los cnidarios son simbioticos, los que logran establecer relaciones
simbioticas se relacionan con una o mas especies de microalgas dinoflageladas de la familia

Symbiodiniaceae (LaJeunessee et al., 2018).

En esta simbiosis, el simbionte al ser aceptado por su hospedero se resguarda en el simbiosoma.

Esta estructura alberga al fotosimbionte y actia como interfaz, manteniendo su integridad y
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regulando su division celular para evitar que el simbionte se convierta en parasito. Ademas,
funciona como un medio de comunicacion e intercambio de sustancias entre ambos socios (Fitt y
Trench, 1983; Wakefield y Kempf, 2001).

La permanencia de esta asociaciéon mutualista se debe a la adaptacion bioquimica entre ambas
partes de la simbiosis debido al reciclaje e intercambio metabdlico de nutrientes (Davy ef al.,
2012). Los simbiontes suministran al cnidario hasta el 75% del carbono organico fijado como
productos fotosintéticos (fotosintetatos: glucosa, maltosa, galactosa, glicerol, lipidos, etc.)
(Muscatine, 1990; Burriesci ef al., 2012) y oxigeno. A cambio, el cnidario hospedero proporciona
al simbionte subproductos de la alimentacion heterotrofica y respiracion como CO,, nitrato,
amonio y fosfatos (Devies, 1992; Rosenberg et al., 2007; Yellowless et al., 2008; Davy et al.,
2012).

El intercambio exitoso de estos metabolitos, es la clave para la permanencia de esta asociacion y
proporciona una importante ventaja competitiva para el hospedero. La simbiosis cnidario-
dinoflagelado es una de las que llaman mas la atencidn por su alto grado de especificidad (Fitt y
Trench, 1983, Wakefield y Kempf, 2001). Aunque no estd plenamente demostrado, se propone que
para que se lleve a cabo el establecimiento de la simbiosis, es necesario que diferentes sefiales sean
emitidas por parte de ambos socios. Por ejemplo, presencia de glicoproteinas en la superficie
celular del fotosimbionte y lectinas en células del hospedero podrian promover el proceso de

sefializacion, fagocitosis y establecimiento del simbionte (Fenton-Navarro et al., 2003).

Un porcentaje del carbono orgénico sintetizado por el simbionte se transfiere al hospedero y
contribuye en la produccién de una capa externa superficial de mucus o SML (aproximadamente
20% en un coral o0 més en cnidarios que no calcifican) (Davies, 1984; Crossland, 1987; Wild et al.,
2004; Brown y Bythell, 2005; Tremblay et al., 2011). Los hospederos cnidarios usan la SML como
primera interfaz para proteger sus tejidos de impactos fisicos, quimicos y bioldgicos, eliminar las
particulas de sedimento y atrapar particulas de alimentos y células bacterianas beneficiosas hacia la

boca y la cavidad gastrovascular a través del proceso de arrastre dirigido por cilios.

La capa de mucus es un complejo rico en carbono compuesto por glicoproteinas, polisacaridos y
lipidos, fabricados dentro de células especializadas (mucocitos) del epitelio (Bythell y Wild, 2011).
El mucus que funge como barrera de proteccion de las células epiteliales ante las condiciones
ambientales fisicas, quimicas y biologicas externas, las protege de la radiacion y desecacion

(Brown y Bythel, 2005). Ademas, sirve como un medio de cultivo y sustento de una diversa
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comunidad microscopica conformada por bacterias, arqueas, microalgas y hongos, que es
significativamente distinta a la que habita en otros tejidos, esqueleto y cavidad del animal; y
también se distingue del microbioma del agua de mar aledana (Brown y Bythel, 2005; Apprill et
al., 2018). El microbioma es especie-especifico y funge como defensa contra patdgenos
potenciales (Brown y Bythel, 2005). La capacidad del animal para producir mucus y atraer
microbios beneficiosos, son la clave para mantener la salud y estabilidad del holobionte (definido
como la relacion entre un organismo multicelular y su comunidad microbiana asociada: cnidario-
Symbiodinium-microbiota) (Vega-Thurber et al., 2009).

Las comunidades microbianas de los cnidarios pueden sufrir cambios bajo condiciones de estrés
ambiental (Ritchie, 2006; Bourne et al., 2007; Ainsworth et al., 2010). El blanqueamiento, que
implica la pérdida de simbiontes podria modificar las propiedades bioquimicas del mucus por la
ruptura de la relacion hospedero-simbionte seguida de cambios taxondmicos y gendémicos en el
microbioma (Bourne ef al., 2009; Vega-Thurber et al., 2009; Mouchka et al., 2010). Estos cambios
inducen la apariciéon de patdogenos oportunistas que degradan al mucus hasta llegar al tejido
mediante la produccién de exoenzimas como las glucosidasas, y desencadenar la aparicion de
enfermedades (Klaus ef al., 2007; Vega-Thurber et al., 2009).

En particular, los cnidarios constructores de arrecifes constituyen un reservorio de CO, de
dimensiones importantes, resultado de la asociacion simbidtica (Field et al., 1998; Hiigler y
Sievert, 2011). Estos sistemas actualmente se encuentran amenazados por variaciones en las
condiciones ambientales (temperatura, alta irradiancia o patégenos microbianos); asi como factores
antropogénicos (calentamiento global, contaminacion y acidificacion del océano) que provocan la
ruptura de la relacion simbiotica, y desencadenan eventos de blanqueamiento (pérdida del
simbionte dinoflagelado) (Perry et al., 2013). Esto ha reducido de manera importante la cobertura
de los arrecifes de coral hasta en un 75% y la mitad de la acrecién de carbonato de calcio en estos
ecosistemas que fungen como habitat para diversas especies marinas (Aeby et al., 2003). Para
comprender con mayor claridad este tema se ha destacado la importancia del uso de organismos

modelo para estudios de simbiosis y posibles reacciones al estrés ambiental (Lampert, 2016).

Cassiopea xamachana es una medusa bentdnica que vive en simbiosis obligada con el
dinoflagelado fotosintético Symbiodinium microadriaticum (clado A) (Fitt y Trench, 1983;
LaJeunesse, 2001). Cassiopea spp. es un escifozoo (Rhizostomea) comun en aguas poco profundas
de ecosistemas tropicales y subtropicales (como manglares y pastos marinos) (Ohdera et al., 2018).

La medusa adulta descansa sobre el fondo del mar, con su paraguas convexo y brazos orales hacia
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arriba para permitir la captura de luz por parte de sus simbiontes (Hofmann ef al., 1996; Lampert,
2016; Ohdera et al., 2018); de ahi el nombre comiin de medusa invertida. La colonizacién por el
endosimbionte es esencial para activar el crecimiento y la transicion del polipo a la medusa adulta,

conocida como estrobilacion (Colley y Trench, 1985; Hofmann et al., 1996).

No esta claro hasta qué punto C. xamachana necesita su enlace simbionte, y si las fuentes externas
de alimentos pueden reemplazar la contribucion de nutrientes de los simbiontes cuando ocurre un
evento de estrés ambiental seguido de su pérdida (condicién de blanqueamiento). Mas aun, no es
claro cudl es el principal fotosintetato transferido hacia el cnidario y como se regula el mecanismo
de transporte de carbono entre los socios simbiodticos. Ademas, se sabe poco sobre los estimulos
involucrados en la liberacion de carbono orgénico procedente de la fotosintesis (Kuo et al., 2004;
deBoer et al., 2007; Yellowes et al., 2008; Davy et al., 2012).

Estudios previos indican que la glucosa es el producto de carbono primario transferido en la
anémona Exaiptasia pallida (Burriesci et al., 2012, Hillyer et al., 2016; Molina et al., 2017)
aunque la evidencia de los primeros estudios en corales apuntaban a que era el glicerol (Lewis y
Smith, 1971, Muscatine, 1967, Schmitz y Kremer, 1977). En la medusa C. andromeda se demostro
que la glucosa y el glicerol eran los Uinicos metabolitos libres detectados en el tejido después del
marcaje con '*C (Hofmann y Kremer, 1981). Por otro lado, se ha demostrado que el glicerol es
liberado principalmente por las células de Symbiodinium en forma aislada (por ejemplo, en cultivo)
y se ha encontrado que altos niveles de glicerol se liberan en respuesta al estrés osmotico o de
nitrégeno (Suescin-Bolivar et al., 2012). Se ha sugerido que la glucosa podria ser el principal
producto fotosintético translocado del simbionte al hospedero en algunas especies de cnidarios
(Whitehead y Douglas, 2003; Burriesci ef al., 2012; Hillyer et al., 2016).

En la actualidad, se desconoce la estructura bacteriana del mucus en C. xamachana y que factores
contribuyen a estructurar y mantener a esta comunidad, lo que constituye una laguna importante en
el conocimiento si pretendemos entender como funciona esta relacion simbiotica en el holobionte.
En el presente estudio se planted evaluar la importancia relativa de factores bidticos
(presencia/ausencia de simbiontes), y abiodticos (temperatura en dos estaciones del afio) sobre la
estructura de la comunidad bacteriana asociada a la capa superficial de mucus; asi como la
expresion diferencial de genes involucrados en la transferencia de carbono orgénico en C.

xamachana en condiciones de simbiosis y blanqueamiento.
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II. ANTECEDENTES

2.1 Filo Cnidaria

El filo Cnidaria comprende hasta 11,000 especies, como los corales, hidrocorales, medusas,
anémonas y abanicos de mar (Gasca y Loman-Ramos, 2014). Se distribuyen en habitats marinos,
someros, profundos, bénticos y pelagicos, desde las regiones tropicales hasta las zonas polares
(Curtis et al., 2007; Gasca y Loman-Ramos, 2014). Presentan organelos subcelulares denominados
cnidoblastos (o cnidocistos; capsulas urticantes o adhesivas) del tipo nematocisto, espirocisto y
pticocisto que usan como mecanismo de defensa (Curtis ef al., 2007). Se alimentan principalmente
de zooplancton y algunos mantienen simbiosis con miembros de la familia Symbiodiniaceae para

cubrir sus demandas energéticas (Brown y Bythel, 2005).

La organizaciéon morfologica de los cnidarios es de simetria radial (Figura la), compuesta de un
saco hueco con una cavidad gastrovascular y una sola abertura que cumple con la funcién de boca
y ano (Arai, 1997). Esta abertura esta rodeada de tentaculos que le permiten conducir el alimento
hacia la cavidad gastrovascular, en donde liberan enzimas que digieren parcialmente el alimento
(Solomon and Villee, 1996); en las células de la gastrodermis que recubren la cavidad se completa
el proceso digestivo (Arai, 1997). La circulaciéon del agua se realiza a través del seno
gastrovascular, lo que proporciona O a la gastrodermis y conduce el CO,, productos de desecho y

restos de particulas de alimento no digerido al exterior a través de la boca (Arai, 1997).

El cuerpo de los cnidarios se puede observar en forma de polipo o medusa (Solomon et al., 1996)
(Figura 1 b y c). La pared del cuerpo de los cnidarios se compone de dos capas celulares: 1)
epidermis externa (ectodermo) con células epiteliomusculares, sensoriales, nerviosas, intersticiales
y cnidocitos y 2) gastrodermis interna (endodermo) con células gastromusculares para la digestion,
células secretoras de enzimas digestivas o mucus; ambas capas estan separadas por una capa

acelular conocida como mesoglea que sostiene y da forma al organismo (Arai, 1997).
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Figura 1. Rasgos morfologicos de los cnidarios. a) El cuerpo de los cnidarios es de simetria radial. b)
Polipo: vive fijo al sustrato por el disco basal, en la parte superior se encuentra la boca, rodeada por
tentaculos. Tienen forma de saco y en su interior se encuentra la cavidad gastrica. ¢) La medusa es de vida
libre, con forma de campana, la boca se encuentra en la parte inferior rodeada por tentdculos, presenta
brazos orales con los que conduce el alimento hacia la boca y cavidad géstrica (Chappell, 1980).

2.2 Filogenia y distribucion de 1a medusa C. xamachana

Las medusas del subfilo Medusozoa, estan conformadas por los Cubozoa y Scyphozoa. La medusa
C. xamachana es un Scyphozoa bentdnico (orden Rhizostomae) en el que se puede diferenciar la
fase de polipo y medusa (Lampert, 2016). La primera especie fue descrita en el Mar Caribe como
Medusa frondosa (Pallas, 1774), y una segunda especie del Mar Rojo fue descrita como M.
andromeda hasta que en 1900 Bigelow la describi6 detalladamente y la clasificé como una especie
de novo. Posteriormente, el nombre de Cassiopea se propuso para todas las medusas con apéndices
folidceos (Péron y Lesueur, 1810). Las especies de Cassiopea se distribuyen en ecosistemas
costeros someros tropicales y subtropicales, manglares y praderas marinas (Morandini et al.,
2017).

2.3 Morfologia de C. xamachana

Presenta de 8 a 10 tentdculos alrededor de la boca, la campana con forma de platillo es
relativamente plana con una depresion central en la superficie (exumbrella) en el lado opuesto a los
tentaculos (Berryman, 2016; Lampert, 2016). Son los tnicos entre los scyphomedusae en que su
exumbrella plana se basa en el sustrato, mientras que su subumbrella convexa y los brazos orales
se posicionan hacia arriba (Lampert, 2016). El color de los apéndices folidceos y la forma de los
tentaculos varia entre organismos de la misma especie (Figura 2 a-h). Llega a medir 30 cm de
didmetro en su etapa adulta (Enciclopedia de la Vida, 2014). La alta penetracion de la luz es
importante para Cassiopea debido a que en su etapa adulta alberga al dinoflagelado fotosintético
Symbiodinium (Hofmann et al., 1996; Lampert, 2016).
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Figura 2. Rasgos morfoldégicos en el color de los apéndices folidceos y forma de los tenticulos de la
medusa Cassiopea spp. a) blancos con tentaculos delgados y puntiagudos. b) azul y blanco con tentadculos
redondos. ¢) rojo con tentdculos redondos. d) morado con tentaculos redondos. €) azul oscuro con tentaculos
aplanados. f) verdes y amarillos con tentaculos esbeltos y puntiagudos. g) rosado con tentaculos delgados y
puntiagudos. h) azul con tenticulos aplastados. i) Poblacion de C. xamachana. j) Principales rasgos
morfologicos en Cassiopea sp. k) La medusa alberga altas densidades de simbiontes y posiciona su
campana (exumbrella) con los tentdculos apuntando hacia la luz (Imagen tomada de Lampert, 2016).

2.4 Ciclo de vida de Cassiopea spp.

Cassiopea spp. son organismos gonochoristas, con determinacion fija del sexo (sexos separados),
con reproduccion sexual (Lampert, 2016). Los espermatozoides se liberan al agua y fertilizan los
huevos dentro de la cavidad gastrovascular de la hembra (Sterrer, 1986). Los huevos fertilizados
pasan por la cavidad gastrovascular y se depositan en el disco oral. La escision comienza ~1-2 h
después de que los oOvulos fertilizados son visibles en el disco oral. Los embriones ciliados
(planulas) se observan 48 h después de la fertilizacion. Después de 96 h de la fertilizacion las
planulas se asientan en el sedimento y hacen metamorfosis para convertirse en polipo o un
escifistoma (Colley y Trench, 1983). La reproduccion de los polipos es asexual; son capaces de
producir yemas de 3-4 mm de longitud por envaginacion desde la region aboral del caliz (Daly et
al., 2007). El escifistoma puede adquirir simbiontes y diferenciarse a una éfira, que posteriormente
se convertird en una medusa adulta (Figura 3). Si los escifistomas no adquieren al simbionte,
pueden desarrollar nuevas yemas, que pueden asentarse nuevamente y formar nuevos escifistomas
para repetir el ciclo (Colley y Trench 1983; Ohdera et al., 2018).
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La etapa de polipo es sésil (fija al sustrato) y el ciclo de vida consiste en la alternancia de dos
etapas, el polipo y la medusa, durante el verano/otofo, respectivamente (Colley y Trench, 1983).
Los polipos se desarrollan en superficies lisas y los adultos se desarrollan mejor en sedimento
arenoso a profundidades de entre 1 y 5 m (Fleck y Fitt, 1999). La energia proporcionada por las
zooxantelas no es suficiente para cubrir todas sus necesidades metabolicas, la medusa también se
alimenta por depredacion mediante el uso de los nematocistos contenidos dentro de sus tentaculos

que le permiten atrapar a su presa (Fitt y Costley, 1998).

Medusa adulta

Estrébilo Estrébilo jéven

)

\

f

<

il

| 7

| FPp——

\
‘{‘ Regeneracién
de Escifistoma

Figura 3. Ciclo de vida de la medusa Cassiopea xamachana. 1) El ciclo comienza con la reproduccion
sexual (lineas continuas); las medusas adultas liberan sus gametos en la columna de agua. Los 6vulos
fertilizados se convierten en larvas ciliadas de vida libre. Las larvas identifican un sustrato adecuado, se
asientan y se desarrollan a un escifistoma. La etapa final se produce una vez que Symbiodinium ha sido
adquirido por los escifistomas, produciendo la metamorfosis, estrobilacion y posterior formacion de la éfira.
Las éfiras son liberadas en la columna de agua y se genera una medusa de vida libre. 2) Etapa asexual
(lineas punteadas), el escifistoma desarrolla un brote que se libera al medio ambiente en forma de larva.
Esta larva se asienta y hace metamorfosis a un escifistoma y el ciclo permanece. Alterntivamente, las éfiras
que se liberan pueden regenerarse a un escifistoma (lineas punteadas) e ingresar a la parte asexual del ciclo
(Imagen tomada y modificada de Cabrales-Arellano et al., 2017).
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2.5 Dinoflagelados simbiontes de la familia Symbiodiniaceae

Los dinoflagelados (clase Dynophyceae) son protistas alveolados, con hasta 2000 especies
descritas (Lenaers et al., 1989; 1991; Zhang et al., 2000). Son fototrofos unicelulares y forman
parte del plancton, cuentan con un par de flagelos para moverse en vida libre, su estructura se
compone por placas de celulosa, denominadas tecas (Figura 4 A). Son una célula cocoide dentro
del hospedero (Figura 4 B), y pueden ser autdtrofos, heterdtrofos o mixotrofos (Stat et al., 2006).
Los dinoflagelados de la familia Symbiodiniaceae (Orden Suessiales, Clase Dynophyceae)
presentan relaciones mutualistas con invertebrados marinos y protistas; habitan en el simbiosoma
de al menos cinco Fila, tales como Cnidaria (corales, medusas y anémonas), Mollusca (caracoles y
almejas), Platelminta (gusanos planos), Porifera (esponjas) y protistas unicelulares como los

foraminiferos (Trench, 1979).

Existen 22 especies asignadas a diversos géneros dentro de la familia Symbiodiniaceae
(LaJeunesse et al., 2012; 2018; Hume et al., 2015; Lee et al., 2015) y se han descrito nueve clados
de Symbiodinium (A-I) (Lampert, 2016) que corresponden con siete géneros actualmente
propuestos (LaJeunesse et al., 2018). Los clados A-D, F y G, se encuentran con mayor frecuencia
en cnidarios (LaJeunesse, 2001). Cada clado difiere en su tolerancia a la temperatura, en su
intensidad luminica 6ptima, y en su tamafo, entre otros aspectos (Lampert, 2016). Las células de
esta familia de microalgas presentan coloracion café-dorada debido a pigmentos fotosintéticos en
sus cloroplastos: clorofila a y ¢, beta-caroteno, peridinina y xantofilas (Curtis et al., 2007). La
densidad de simbiontes dentro de los hospederos es mayor que en la columna de agua (Lampert,
2016). En vida libre se observan como zoospora y en simbiosis se observan como una célula
cocoide marron de 5 a 15 pm de didmetro (Figura 4 A, By C) (Stat et al., 20006).
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Symbiodinium

y . "0 WBlay.2 7. C. LaJeunesse
Figura 4. Dinoflagelados simbiontes de la familia Symbiodiniaceae. (A) Micrografia electronica de una
zoosfera (célula moévil) de Symbiondiniaceae (B) Célula cocoide en el hospedero, se observan los
principales organelos: simbiosoma, mitocondria, cloroplasto, nticleo del simbionte, cromatina y pared
celular. (C) Micrografia del mesenterio interno de un polipo del coral Porites porites que muestra

simbiontes dentro del simbiosoma (Imagen tomada de LaJeunesse et al., 2012; Pasaribu ef al., 2015).
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2.6 Simbiosis C. xamachana-S. microadriaticum

En algunos escifozoos, la transicion de polipo a medusa, conocida como estrobilacion, puede darse
por la temperatura y otras sefales exogenas (Holst, 2012). Sin embargo, en las medusas del género
Cassiopea se ha demostrado que la estrobilacion se presenta una vez que adquiere al
endosimbionte Symbiodinium spp. (Hofmann et al., 1996). En Cassiopea spp. se produce una sola
¢fira con cada evento de estrobilacion (Colley y Trench, 1983).

El proceso de colonizacién de los simbiontes ocurre cuando Symbiodinium entra en el polipo a
través de la boca y posteriormente son fagocitados al gastrodermo (Colley y Trench, 1983; Fitt y
Trench, 1983). La colonizacidon exitosa de las células cnidarias presupone la supresion de la
respuesta inmune del hospedero, lo cual es un indicio del vinculo entre la simbiosis y la inmunidad
innata (Miller et al., 2007). Las células de Symbiodinium que no pueden establecerse son
destruidas por fusion lisosomica (Colley y Trench, 1983). Los simbiontes que logran establecerse
proliferan dentro de las células hospederas (simbiosoma) (Colley y Trench, 1983). La estrobilacion
se presenta unas 3 semanas después, dependiendo de varios factores, incluidas las especies de

simbiontes, la temperatura y la ingesta de alimento (Colley y Trench, 1983).

La eficiencia de la simbiosis Symbiodinium-Cassiopea, depende de la transferencia de carbono
organico del simbionte a la medusa y puede representar hasta el 60% del carbono fijado en
incubaciones in vitro, siendo un fendnemo sostenible, que cubre en un 70% los requerimientos
basales de la medusa (Lampert, 2016). Los cnidarios tienen la capacidad de almacenar millones de
simbiontes por centimetro cuadrado en sus tejidos (Curtis et al., 2007). Los polipos parecen
flexibles para internalizar uno o mas clados de simbionte. Un pélipo puede presentar mejores
posibilidades de supervivencia si alberga simbiontes de mas de un clado; sin embargo, las medusas
adultas son mas restrictivas y albergan un solo clado de Simbiodiniaceae (Lampert, 2016).
Estudios previos han demostrado que las medusas adultas pierden tamafo y peso cuando estan
blanqueadas (disminucién de simbiontes) aun cuando haya otro tipo de alimento disponible
(Lampert, 2016).
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2.7 Microbiota asociada a la capa superficial de mucus en cnidarios

La region de interfaz entre el cnidario y el agua circundante es proporcionada por la capa de mucus
superficial que recubre al cnidario, la cual se sintetiza en parte a partir del carbono organico fijado
fotosintéticamente por las algas simbiontes (Ainsworth ef al., 2015). La composicién bioquimica
del mucus en cnidarios representa un nicho ecolégico y una importante fuente de nutrientes para el
microbioma (Brown y Bythell, 2005; Tremblay et al., 2011). El cnidario libera sefiales quimicas
y/o nutrientes que atraen microorganismos que permiten estructurar eficazmente a la comunidad

bacteriana asociada al mucus (Vega-Thurber ef al., 2008).

Al mismo tiempo, la microbiota asociada realiza funciones potencialmente beneficiosas para el
hospedero; algunos estudios han destacado su importancia en el suministro de nutrientes (fijacion
de nitrégeno) como el amonio, la inhibicion de enfermedades y de virulencia contra patogenos
oportunistas mediante la produccion de compuestos antimicrobianos (Rohwer et al., 2002; Ritchie,
2006; Vega-Thurber et al., 2009; Krediet ef al., 2009).

Algunas investigaciones sugieren que la comunidad microbiana puede cambiar bajo condiciones
de estrés ambiental como el calentamiento del mar que resulta en el blanqueamiento del animal
hospedero (Ritchie, 2006; Bourne et al., 2007; Ainsworth et al., 2010), lo que aumenta la
incidencia de posibles especies patogenas (Klaus et al., 2007). El blanqueamiento implica la
ruptura de la simbiosis, lo que lleva a una pérdida de simbiontes y/o una reduccion de los
pigmentos fotosintéticos que cambian las interacciones fisioldgicas del tejido y la capa mucosa
(Bourne et al., 2009; Vega-Thurber et al., 2009). El calor (elevacion de la temperatura) y el estrés
(p-¢j. luz), son factores que pueden alterar esta sensible simbiosis (Lesser, 1996). La interrupcion
de la simbiosis puede afectar la secreciéon de mucus y modificar las propiedades bioquimicas de la
capa superficial de mucus, seguido de cambios taxondmicos en el microbioma asociado (Bourne et
al., 2007; 2009; Vega-Thurber et al., 2009; Mouchka et al., 2010; Rivera-Ortega y Thomé, 2018).

Se cree ampliamente que la capa de mucus producida por los hospederos cnidarios estimula el
crecimiento bacteriano (Krediet et al., 2009). Sin embargo, aiin se sabe poco del papel especifico
que juegan las bacterias asociadas a los corales y otros cnidarios; los trabajos que existen se han
enfocado principalmente en tratar de caracterizar a estas comunidades a nivel taxonémico (Vega-
Thurber et al., 2009).

11
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Las diversas comunidades procariotas asociadas con los corales formadores de arrecifes pueden
proporcionar importantes ventajas ecoldgicas a sus hospederos. Ademds de la capa de mucus, el
tejido en los cnidarios también funge como un reservorio Unico de grupos de procariontes. En
corales, existen filotipos bacterianos especificos del tejido y del mucus (Apprill et al., 2018). El
género bacteriano Endozoicomonas spp. se ha establecido como un indicador del rendimiento del
holobionte de coral bajo un estado simbidtico y un entorno favorable. Ademas, se considera que
este género bacteriano tiene un papel benéfico para su hospedero simbidtico (Bourne y Webster
2013).

Se ha demostrado que las bacterias asociadas a la capa superficial de mucus en cnidarios
simbiodticos son responsables de la producciéon de compuestos antimicrobianos que inhiben
posibles patdégenos como Vibrio spp., favoreciendo la competencia interespecifica por nutrientes y
espacio (Brown y Bythell, 2005; Ritchie, 2006). En particular, el género Vibrio spp. incrementa su
abundancia durante eventos de blanqueamiento y se vuelve dominante, esto se ha relacionado con

una reduccion en la actividad antibidtica del mucus en corales (Ritchie, 2006).

Por otro lado, el andlisis a partir del gen ribosomal 16S ARNr (Subunidad 16 del &cido
ribonucléico), proporciona informaciéon taxondmica sobre la abundancia relativa de filotipos
microbianos asociados a cnidarios (Rohwer ef al., 2002). Las investigaciones sugieren que el
microbioma nativo del cnidario puede cambiar ante condiciones de estrés y se ha reportado que la
aparicion de enfermedades o estrés ambiental (p.ej. temperatura, pH, nutrientes, luz y carbono
organico disuelto) modifican la composicion, riqueza y abundancia del microbioma (Bourne y
Webster, 2013; Williams et al., 2015; Hernandez-Agreda et al., 2016). Sin embargo, ain no es
claro si los cambios que siguen al blanqueamiento son una respuesta a la pérdida de Symbiodinium,

al aumento de la temperatura, o a ambos (Sharp et al., 2017).

2.8 Transporte de moléculas a través de las membranas biologicas

Los mecanismos que regulan el transporte de moléculas organicas en cnidarios simbidticos son
poco conocidos. En las células animales, las moléculas entran o salen mediante transporte activo o
difusién pasiva a través de proteinas integrales transportadoras o de canal de la membrana
plasmatica y del simbiosoma (Fitt y Trench, 1983, Wakefield y Kempf, 2001). Las membranas
bioldgicas se componen de una bicapa de fosfolipidos (fosfatidiletanolamina y fosfatidilcolina) con
propiedad hidrofilica (grupo fosfato) e hidrofobica (acidos grasos), hidratos de carbono y proteinas

(integrales y periféricas) (Devlin, 2004; Berg ef al., 2008). Las membranas bioldgicas, presentan
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sistemas de transporte que les proporcionan la propiedad de permeabilidad selectiva para el

transporte de moléculas (Horton et al., 2008).

De acuerdo al tipo de molécula que se transporta se distinguen tres tipos de transporte (Figura 5):
1) Pasivo: permite el paso de moléculas a través de la membrana plasmatica a favor del gradiente
de concentracion (6smosis, difusion simple o difusion facilitada); 2) Activo primario: como la
Bomba de sodio-potasio Na'/K" que mantiene el transporte de ambos iones en contra de un
gradiente de mayor a menor concentracion; este tipo de transporte requiere de ATP (energia para la
modificacion conformacional); y 3) Activo secundario que se realiza gracias a un gradiente de
iones que permiten su movimiento en el sentido del gradiente (entre ambos lados de la membrana)
y simultdneamente transporta otra molécula (p.ej. glucosa) (Tabla 1; Figura 5) (Horton ef al.,
2008).

Tabla 1. Tipos de transporte en membrana celular

Portador d Movimiento respecto al Energia
ortador de gradiente de concentracion requerida
proteina

Difusion simple No A favor No
Canales y Poros Si A favor No
Transporte Pasivo Si A favor No
Transporte Activo
Primario Si En contra Si
. S E Si,
Secundario 1 n contra Gradiente

13
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Transporte Activo

Transporte Pasivo

Figura 5. Tipos de transporte en membranas biolégicas. (A) Transporte pasivo, las moléculas de menor
tamafio, sin carga, atraviesan la bicapa lipidica por difusion simple. (B) Difusion facilitada, las moléculas
mas grandes, sin carga, se transfieren mediante proteinas acarreadoras, a favor del gradiente electroquimico,
no se requiere energia. (C) Transporte activo, en contra del gradiente electroquimico, se requiere energia
para el transporte (Murray et al., 2009).

En el transporte pasivo y activo se distinguen proteinas integrales que permiten el movimiento de
moléculas (Figura 6) como: 1) Uniportadores, la molécula se mueve en un solo sentido. 2)
Simportadores, dos moléculas se mueven en el mismo sentido y 3) Antiportadores o

intercambiadores, dos moléculas se mueven en sentido opuesto (Aleyda et al., 2012).

Q QL Q

| 3 ot
™ = < ¥
1. Uniportador 2. Simportador 3. Antiportador

Cotransporte

Figura 6. Tipos de proteinas integrales de membrana que transportan moléculas.
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2.9 Intercambio metabdlico en la relacion simbiotica cnidario-Symbiodiniaceae

Uno de los aspectos mas relevantes de esta asociacion es la capacidad de las algas simbiontes para
captar la luz y realizar fotosintesis eficientemente en condiciones de simbiosis. La fotosintesis se
basa en la reduccién de CO;a carbohidratos (CH,O) por los electrones del agua utilizando la luz
como un catalizador (Berg ef al., 2008). La fijacion de carbono para la incorporacion bioquimica
hacia monosacaridos ocurre con las reacciones del ciclo de Calvin-Benson; primero ocurre la
fijacion de CO, mediante la enzima ribulosa 1,5-bifosfato para formar dos moléculas de 3-
fosfoglicerato usando tres moléculas de ATP. Posteriormente, se reduce el 3-fosfoglicerato para
generar hexosas, consumiendo dos moléculas de NADPH, y por ultimo, se regenera la ribulosa

1,5-bifosfato para que se pueda seguir con la fijacion de CO, (Berg et al., 2008).

Los productos de la fotosintesis se conocen como fotosintetatos. El principal fotosintetato es el
gliceraldehido 3-fosfato (GAP). Una de las dos moléculas de GAP formadas por cada ciclo del
proceso de fotosintesis puede ser usada para sintetizar glicerol mediante la intervencion de la
enzima triosa fosfato isomerasa y posteriormente, la enzima glicerol 3-fosfato deshidrogenasa la
oxida a glicerol 3-fosfato y el grupo fosfato es eliminado por una fosfatasa. La sintesis de glucosa
puede producirse en varios pasos enzimaticos, por la degradacion del almidén o bien a partir de la
fructosa, que es un producto del ciclo de Calvin (Berg et al., 2008). Los metabolitos (glicerol o
glucosa), podrian ser transportados al citoplasma celular del animal hospedero a través de proteinas

integrales o transportadoras especificas para cada monosacarido.

El intercambio de moléculas organicas del simbionte al cnidario, se realiza a través de
transportadores que intervienen en la incorporacién de iones (Na“, K', I', Ca*") y nutrientes al
protoplasma celular (Lalonde ef al., 2004). El nitrégeno en forma de amonio es transportado al
simbionte por el hospedero, mientras que el nitrato es el nutriente mads importante obtenido del
agua de mar (Kopp et al., 2015, Muller-Parker ef al., 1994, Pernice et al., 2012). Estos compuestos
nitrogenados son usados por el simbionte para sintetizar aminoacidos que son incorporados a las
proteinas del simbionte o se traslocan al animal (Tanaka et al., 2006, Wang y Douglas, 1998)

representando una fuente importante de energia y nutrientes en la simbiosis (Figura 7).
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Figura 7. Metabolitos intercambiados en la simbiosis cnidario-simbionte. Carbono Inorgénico Disuelto
(DIC): dioxido de carbono y bicarbonato (HCO;. y CO,) como fuente de carbono para la fotosintesis y
produccién de gliceraldehido-3-fosfato (GAP), productos fotosintéticos y aminoacidos. (A) transferencia de
productos fotosintéticos hacia el cnidario y translocacion inversa de compuestos del hospedero al simbionte.
Materia Orgénica Disuelta y Particulada (DOM y POM) son tomadas por el cnidario del agua de mar
circundante. El nitrato y amonio (NO; y NH4) como Nitrato Inorganico Disuelto (DIN) se obtienen del agua
de mar o son excretados por el cnidario y traslocados al simbionte para la sintesis de aminoacidos (B). Parte
de estos aminoacidos se transportan al cnidario (A). El fosfato (P) puede ser tomado del agua y es asimilado
por el simbionte para la incorporacion en acidos nucléicos (Imagen modificada de Davy et al., 2012).

2.10 Proteinas transportadoras de fotosintetatos potenciales en cnidarios

Para comprender el mecanismo del transporte de nutrientes en cnidarios simbioticos, se pueden
tomar como base estudios en otros sistemas (Sproles et al., 2018). En células de humanos y otros
eucariontes, el transporte de glucosa se realiza mediante transportadores ubicados dentro de la
super familia de proteinas acarreadoras de soluto (Solute Carrier, SLCA2, en inglés) que
comprende dos familias: (1) Transportadores facilitadores de glucosa uniportadores (GLUT:
Glucose transporter, en inglés) y (2) Cotransportadores o simportadores de sodio/glucosa (SGLT:
Sodium dependent glucose transporters, en inglés) (Escher y Rasmuson-Lestander, 1999; Joost et
al., 2002; Wood y Trayhurn, 2003; Wright, 2013; Scheepers et al., 2015).
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Las proteinas GLUT-3 y GLUT-8, son de particular interés en condiciones de simbiosis debido a
su alta afinidad por la glucosa y a que se localizan en membranas internas, plasmatica y
posiblemente en la membrana del simbiosoma (Tabla 2) (Fitt y Trench, 1983; Rands et al., 1993;
Wakefield y Kempf, 2001; Uldry y Thorens, 2004; Sproles et al., 2018).

Tabla 2. Proteinas de membrana celular asociadas al transporte de fotosintetatos potenciales en
cnidarios (Sproles et al., 2018).

Transportador Descripcion Especie Homologo Acceso
Anthopleura
GLUT-3 elegantissima E. pallida | KXJI19779
(SLC2A1) Portadores de soluto Madracis auretenra
. o Nematostella vectensis
miembros de la familia —
Acropora digitifera
2 - Transportadores N Il )
GLUT-8 facilitadores de glucosa en qtoste a ve;tenis 15
(SLC2AR) Porites australiensis E. pallida KXJ23301
Polypodium hydriforme
GLUT-12 Montastraea cavernosa ‘
(SLC2A12) Pseudodiploria strigosa | E. pallida | KXJ15959.1
. ‘ Aurelia aurita
Acuagliceroporinas Nematostella vectensis )
AQGP/GF FaCilitadoreS de glicerOI Pocillopora damicornis E. palhda KXJ09068
Polypodium hydriforme

El glicerol puede ser intercambiado mediante proteinas de canal intrinsecas dentro de la super
familia de proteinas intrinsecas principales (Major Intrinsic Proteins, MIPs, en inglés) conocidas
como Acuaporinas (AQGP), que son las que facilitan la difusion del agua; se cree que los
cnidarios probablemente también usen estas proteinas para el transporte de glicerol (Sproles et al.,
2018). Los analisis filogenéticos separan a las AQGP en dos clados: (1) acuagliceroporinas
AQGPs que son canales que transportan moléculas pequenas no cargadas como glicerol, CO,,
urea, iones, y excluyen al agua y (2) acuaporinas AQGP, que son selectivas para el agua (Rojek et
al., 2008).

Sproles y colaboradores (2018) identificaron secuencias homologas de GLUTs y AQGPs en
cnidarios como Exaiptasia diaphana, destacando la importancia de estas proteinas en el
intercambio de fotosintetatos potenciales en la simbiosis (Tabla 2) (Sproles et al., 2018). En la
medusa C. xamachana, el transporte de glucosa y glicerol podria estar mediado por los siguientes

tipos de proteinas transportadoras (Tabla 3):
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Tabla 3. Genes que codifican a proteinas potenciales transportadoras de glucosa y glicerol a
evaluar en Cassiopea xamachana.

GLUCOSA GLICEROL
. ) Acuagliceroporinas:
GLUT Uniportador: Genes para cl AQGP/FG Facilitadores de glicerol
transportador de glucosa

2.11 Estructura de las proteinas transportadoras de glucosa GLUT

Los transportadores de glucosa tipo GLUT son glicoproteinas uniportadoras presentes en la
membrana plasmatica. Tienen una estructura o hélice, 12 segmentos transmembrana con las
terminales amino y carboxilo en el citoplasma y 13 asas hidrofilicas asi como un sitio de
glicosilacion en el asa uno (Figura 8) (Castrejon et al., 2007). Las GLUT se conforman por una
cadena de aminodcidos codificada por el gen SLC241 con motivos conservados que intervienen en
la translocacion de la glucosa. La unidad de masa molecular de las GLUT es de 54.2 kDa, con una
alta afinidad por la glucosa de 1-2 mM (Castrejon et al., 2007).

[LLD

Sitio de

glicosilacion Espacio extracelular

Asas extracelulares

i

Asas intracelulares Sitio de unién de la glucosa ;'3 LL
NH, GR (K/R) GR (K/R) COOH
Citoplasma

Figura 8. Esquema de la estructura de los transportadores GLUT. Presenta 12 regiones o segmentos
transmembrana (RTM) conectados por 13 asas hidrofilicas, siete dentro del citoplasma (intracelulares) y
seis en el espacio extracelular (extracelulares). Las terminaciones amino (NH;) y carboxilo (COOH-) se
ubican en el citoplasma. Se conforman por una serie de aminoacidos conservados: G= glicina; R= arginina;
Q= glutamina; L= leucina; K= lisina; S= serina; W= triptéfano. La secuencia QLS es el principal sitio de
reconocimiento y unién de la glucosa, asi como las secuencias G, GR K/R y W (Castrejon et al., 2007,
Horton et al., 2008). Presentan un sitio de glicosilacion en el asa uno.
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2.12 Intercambio de glucosa mediante transportadores GLUT

Para el transporte de glucosa mediante proteinas GLUT se forman uniones tipo puentes de
hidrégeno, entre los grupos hidroxilo y amino del GLUT y los grupos carbonilo de la glucosa
(Castrejon et al., 2007). Los GLUT transportan la glucosa a favor de su gradiente de
concentracion, de ahi el nombre de difusion facilitada (una forma de transporte pasivo) (Castrejon
et al., 2007). La funcion de deteccion de glucosa tiene dos componentes: (1) entrada de glucosa en
la célula mediada por GLUT y (2) metabolismo de glucosa a través de la fosforilacion por

glucoquinasa (Diaz y Burgos, 2002; Castrejon et al., 2007).

El mecanismo del transporte de glucosa a través de un transportador tipo GLUT en cnidarios en
simbiosis se puede deducir de estudios hechos en otras células y es el siguiente: La glucosa ingresa
a la célula del hospedero en cuatro etapas: 1) La glucosa es transportada desde el cloroplasto del
simbionte pasando primero por el simbiosoma mediante un mecanismo aun desconocido. La
selectividad a la glucosa esta determinada por secuencias de aminodcidos altamente conservadas,
la secuencia QLS (glutamina, leucina y serina) del segmento transmembranal siete, siendo éste el
sitio de reconocimiento de la glucosa (Figura 9); 2) la glucosa se adhiere al sitio de unién y el
GLUT cambia de conformacion mediante un proceso de fosforilacion que es mediado por una
proteina cinasa la lo cual fosforila en el residuo aminoécido serina atravesando la membrana del
simbiosoma y llegando al citoplasma de la célula del hospedero. Esta proteina transfiere el grupo
fosfato del ATP rompiendo un enlace fosfoanhidrido y formando un fosfoéster; 3) el transportador
queda ubicado dentro del citoplasma y libera la glucosa al citoplasma de la celula del hospedero;
4) cambia nuevamente de conformacion, dejando libre el sitio de union de la glucosa en el espacio

extracelular y regresa a su estado inicial (Figura 9) (Diaz y Burgos, 2002).
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Cnidario hospedero
(pH 7.1-7.4)

Simbiosoma

H=4

Cloroplasto

¥
-

Glucosa

Membrana celular

Figura 9. Transporte putativo de glucosa en cnidarios en simbiosis mediante el transportador GLUT.
(A) La glucosa es transportada desde el cloroplasto del simbionte pasando primero por el simbiosoma
mediante un transportador atin desconocido, en la membrana del simbiosoma, la molécula de glucosa se une
al transportador GLUT en el sitio QLS (glutamina, leucina y serina) y el GLUT cambia de conformacion.
Se libera la glucosa al citoplasma y la proteina regresa a su condicion inicial (Castrejon et al., 2007).

2.13 Transportadores de glicerol Acuagliceroporinas: AQGP

Las acuagliceroporinas (AQGP), son proteinas de membrana plasmatica tipo canal, conocidas
como facilitadoras del transporte de glicerol y pueden funcionar para tomar o excluir glicerol. Se
caracterizan por tener una estructura secundaria o hélice y seis segmentos transmembrana con las
terminales amino y carboxilo en el citoplasma asi como nueve asas hidrofilicas (Figura 10). La
masa molecular de las AQGP es de 45 kDa (Castrejon et al., 2007).
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Espacio extracelular

— N
1 | | \ﬁ

Citoplasma

NH, COOH-

Figura 10. Esquema de la estructura de los transportadores AQGP. Los transportadores AQGP
presentan seis regiones o segmentos transmembrana (RTM) y nueve asas hidrofilicas, asi como dos cajas en
su secuencia primaria que son portadoras de un triplete de aminoacidos conservados NPA-NPA/RD
(aminoacidos: N= asparagina, P= prolina, A= alanina, R= arginina y D= ac. aspartico). Las terminaciones
amino (NH,) y carboxilo (COOH-) se ubican en el citoplasma (Baker et al., 2012).

2.14 Intercambio de glicerol mediante transportadores Acuagliceroporinas

Las proteinas transportadoras de glicerol AQGP forman canales que permiten especificamente el
paso del glicerol, y actiian por una diferencia de concentracion (mas glicerol afuera, se mueve
hacia adentro). Una vez que se transporta glicerol al simbiosoma, que podria ocurrir también
mediante acuagliceroporinas, el glicerol podria cruzar la membrana de la célula hospedera a través

de una AQGP, cuyo mecanismo de transporte es por difusion (canal) (Figura 11).
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Simbiosoma
H=4

Membrana celular

Figura 11. Transporte putativo de glicerol en cnidarios en simbiosis mediante transportadores
AQGP. (A) Los canales transmembranales de la acuagliceroporina permiten la difusion facilitada de
glicerol desde el simbionte al simbiosoma y de ahi hasta el cnidario hospedero.
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I11. JUSTIFICACION

La simbiosis Cassiopea-Symbodinium podria considerarse como altamente especifica ya que solo
se asocia con un tipo de simbionte que le transfiere carbono organico, cubriendo hasta en un 70%
de sus requerimientos basales (Lampert, 2016). Estudios previos han demostrado que las medusas
adultas pierden biomasa cuando disminuye su densidad de simbiontes o estan desprovistas de luz
(inhibicion de la fotosintesis del simbionte) atn cuando exista otro tipo de alimento disponible
(Lampert, 2016). Se desconoce si bajo condiciones de blanqueamiento, el alga simbionte modifica
su capacidad de transporte de carbono organico que contribuye también a la produccion de una
capa de mucus en el cnidario que sostiene a una comunidad bacteriana nativa que juega un papel
importante en el intercambio de nutrientes. Estas observaciones, hacen atractivo el uso de la
medusa Cassiopea xamachana como un organismo modelo ideal para el estudio de la simbiosis; en
particular, del estudio enfocado a evaluar los cambios en los niveles de expresion de genes
asociados al transporte de carbono organico principalmente de glucosa y glicerol, cuando ocurre la

ruptura de la simbiosis vista como una disminucién de simbiontes (blanqueamiento).

Se ha visto en otros cnidarios simbidticos como la anémona Exaiptasia pallida que las proteinas
transportadoras GLUT son de particular interés en la simbiosis cnidario-Symbiodiniaceae, por su
alta afinidad por la glucosa, ademds de estar localizadas en membranas internas, plasmatica y
posiblemente en la membrana del simbiosoma (Fitt y Trench, 1983; Rands et al., 1993; Wakefield
y Kempf, 2001; Uldry y Thorens, 2004; Sproles ef al., 2018). Por otro lado, existen evidencias de
que el glicerol y la glucosa, son los principales fotosintetatos transferidos en la simbiosis
mutualista cnidario-Symbiodiniaceae (Muscatine, 1967; Swanson y Guldberg, 1998). Sproles y
colaboradores (2018) identificaron secuencias homoélogas de GLUTs y AQGPs en cnidarios como
Exaiptasia diaphana, destacando la importancia de estas proteinas en el intercambio de

fotosintetatos potenciales.

La presencia de simbiontes requiere que la medusa exprese transportadores capaces de internalizar
fotosintetatos como glucosa y glicerol, que ademas contribuyan en la formacion de la capa
superficial de mucus que sustenta a una comunidad bacteriana nativa. Sin embargo, no se conoce
qué factores biodticos y abidticos influyan en estructurar a la comunidad bacteriana de este
organismo modelo. Por ende, en la presente tesis se planted evaluar cambios génicos en algunos
transportadores potenciales de glicerol y glucosa asi como evaluar cambios en la estructura de la
comunidad bacteriana asociada al mucus en el organismo modelo Cassiopea xamachana en

condiciones de simbiosis y blanqueamiento.
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IV. PREGUNTAS DE INVESTIGACION

1. ;Cuales son los cambios en la estructura y composicion de las comunidades microbianas
asociadas a la capa superficial de mucus de la medusa, cuando se somete a un
blanqueamiento artificial en dos estaciones del afio (verano e invierno)?

2. (La pérdida de simbiontes resulta en cambios en los niveles de expresion génica de
proteinas transportadoras de glucosa y glicerol en medusas blanqueadas, en comparacion
con medusas simbidticas?

3. (La pérdida de simbiontes conduce a cambios en la estructuracion de la comunidad
bacteriana que vive en la capa superficial de mucus e influye en los niveles de expresion de

genes que codifican a proteinas asociadas al transporte de carbono?

V. HIPOTESIS

La pérdida de simbiontes y/o estacion del afio modifican la estructuracion de la comunidad
bacteriana asociada al mucus en la medusa C. xamachana. Ademas, la disminucion de simbiontes
influye en los niveles de expresion de genes que codifican para proteinas transportadoras de

glucosa y glicerol.

VI. OBJETIVOS

6.1 General

Demostrar que la disminucion de simbiontes en C. xamachana modifica la estructura de la
comunidad bacteriana del mucus y esto resulta en cambios en los niveles de expresion de los genes

que codifican para proteinas transportadoras de glucosa GLUT y glicerol AQGP.

6.2 Especificos

1. Comparar la composiciéon de bacterias asociadas al mucus de medusas simbidticas y
blanqueadas en dos condiciones ambientales (verano e invierno).

2. Determinar mediante PCR cuantitativa (RT-PCR) cambios en los niveles de expresion de los
genes GLUT-3, GLUT-§ y AQGP-9-genl, AQGP-9-gen2 que codifican para proteinas

transportadoras de glucosa y glicerol en medusas simbioticas y blanqueadas.
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CAPITULOI:
ANALISIS DE LA COMUNIDAD BACTERIANA

METODOS
1. Organismos y condiciones experimentales

Se colectaron medusas adultas de C. xamachana en la laguna Nichupté, México. Estas medusas se
mantuvieron en cautiverio en un estanque de cultivo con sistema abierto con 100 L de agua de mar,
bajo condiciones naturales de luz y temperatura durante mas de un afio antes de los experimentos.
Para los experimentos, se tomaron medusas del estanque de cultivo y se mantuvieron
individualmente en vasos de precipitado de un litro con 500 ml de agua de mar del estanque de
cultivo, con aireacion y reemplazos diarios de agua de mar durante los experimentos que tuvieron
una duracion de 28 dias. Todas las medusas en vasos de precipitado se mantuvieron bajo un techo
con luz ambiental indirecta. Las medusas simbidticas (n = 6) se mantuvieron como control y se
compararon con medusas blanqueadas (n = 6). Los organismos no fueron alimentados durante el
tiempo del experimento. Se tomaron muestras de mucus de medusa en dos estaciones del afio en
verano (finales de agosto de 2019) e invierno (principios de marzo de 2020) con temperaturas
medias de ~29.02 °C y ~26.05 °C, respectivamente (SAMMO, 2019-2020).

1.1 Blanqueamiento artificial de C. xamachana para el analisis de la comunidad bacteriana

Se seleccionaron medusas con un tamafio de paraguas similar (6 cm de diametro). El
blanqueamiento experimental de medusas se logré mediante la adicion de una mezcla de
monosacaridos, siguiendo a Pogoreutz y colaboradores (2017). La mezcla de azucares (SM)
contenia: (D+) glucosa (4.14 mg L), (D+) galactosa (3.59 mg L") y manitol (2.25 mg L),
disueltos en 200 mL de agua destilada con una concentracion final de azticar mezclada de 0.3 mg
L. Cada medusa se encontraba individualmente en un vaso de precipitado, cada vaso contenia 500
mL de agua de mar; diariamente se remplazo el agua de mar del vaso de precipitado y se agregaron
3 mL de la mezcla de azlcares, esto se realizé durante 28 dias consecutivos. Este procedimiento se
eligi6 para evitar el blanqueamiento por altas temperaturas, que puede modificar
significativamente la comunidad bacteriana (Littman et al., 2011). Todos los dias se tomaron
medidas del didmetro del paraguas de todas las medusas para evaluar la pérdida de biomasa

durante los experimentos.

25



UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO (UNAM)
Posgrado en Ciencias del Mar y Limnologia (PCML)

Se evalud el éxito del blanqueamiento tomando muestras semanales de un fragmento de tentaculo
de cada medusa, utilizando tijeras esterilizadas. Cada fragmento de tentaculo se pes6 y se molid
con un homogeneizador Dounce. El homogenado se centrifugd a 13.000 x g durante 5 min y se
elimino el sobrenadante. El sedimento se transfirié a un tubo de microcentrifuga, se lavo dos veces
con agua milli-Q y se resuspendié en 500 pl de agua de mar estéril, agregando Lugol al 30 % (v/v)
para ayudar en el recuento de simbiontes. La densidad del simbionte se cuantifico con un
hemocitoémetro en un microscopio Optico (3 recuentos repetidos por muestra) y los datos se
normalizaron al peso humedo (g) del tentidculo. Se tomaron fotografias de un fragmento de
tentaculo de cada medusa con un microscopio de fluorescencia (Axioskop 40 con el objetivo 20X
y el filtro Tex Red Fs 15) al principio y al final del tratamiento de 28 dias.

1.2 Colecta de mucus y agua de mar para el analisis de la comunidad bacteriana

Se tomaron muestras de la capa superficial de mucus (SML) de medusas simbi6ticas mantenidas
como control (n = 6) y medusas blanqueadas (n = 6) al comienzo y después de 28 dias. Todos los
muestreos se repitieron para verano e invierno (n=3 para cada estacion). Para la colecta del SML,
las medusas se llevaron al laboratorio y se colocaron individualmente en un vaso de precipitado
estéril con 200 mL de agua de mar esterilizada. Después de veinte min, el mucus liberado (500 mg
por cada medusa) se recogié con una pipeta de transferencia y fue procesado inmediatamente para
la extraccion de ADN.

Se tomaron muestras de agua de mar del estanque de cultivo, al inicio (n = 6 verano y n = 6
invierno) y al final del tiempo experimental (n = 6 verano y n = 6 invierno). Las muestras de agua
de mar se prefiltraron a través de 2,5 pm (Whatman ™) para eliminar los desechos grandes, y
luego se filtraron con membranas Durapore® (0,45 um y 0,22 um), estos dos ultimos filtros de

cada muestra de agua de mar, se procesaron para la extraccion de ADN del agua.

La extraccion de ADN de las muestras de SML y agua de mar se llevo a cabo con el DNeasy®
Power Biofilm Kit siguiendo las instrucciones del fabricante. La integridad del ADN se evalud
mediante electroforesis en geles de agarosa al 1%. La concentracion y la calidad del ADN se

evaluaron con un BioSpectrometer (Eppendorf).
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1.3 Electroforesis en gel de agarosa

Las extracciones de ADN fueron visualizadas mediante geles de agarosa al 1%, y para las
amplificaciones de PCR se us6 un gel de agarosa al 1.5 % de acuerdo al tamafio de amplificacion
esperado, en un buffer de corrida TAE 1X (Tris acetato 40 mM, EDTA 1 mM) y 2 ul de buffer de
carga (azul de bromofenol 0.25%, xilene cyanol 0.25%, glicerol 30% en el colorante fotoreactivo
Biotinum®). Para visualizar los dcidos nucleicos y los productos de PCR en el gel de agarosa, se
cargaron 5 pl del material genético. La electroforesis se corrio a 80 V durante 40 min para

posteriormente visualizarse en un transiluminador.

1.4 Preparacion de las bibliotecas 16S ARNr Illumina MiSeq

Se uso la guia [llumina MiSeq para la preparacion de las bibliotecas 16S ARNr (disponible: 16S
Metagenomic Sequencing Library Preparation (15044223 B) a partir del ADN amplificado por

PCR. Se realiz6 la amplificacion por PCR de las regiones hipervariables V3 y V4 del gen
ribosomal 16S ARN utilizando los cebadores y condiciones sugeridas por Klindworth et al. (2013).

Los amplicones fueron delimitados por los cebadores:

Oligonucleotido hacia adelante (Forward): 5'-CCTACGGGNGGCWGCAG-3'
Oligonucleotido reverso (Reverse): 5-GACTACHVGGGTATCTAATCC-3’

La mezcla de PCR de cada reacciéon de 20 pl contenia 2 pl de ADN, 200 U de DreamTaq
(ThermoFisher Scientific), 2.5 ul de buffer 10X, 1 pl de MgCl, 25 mM, 0.4 ul de nucledtidos
(ANTP 10 mM), 0.4 pl de cada primer o cebador (forward y reverse). La reaccion de PCR se
realizo en el termociclador Applied Biosystems (Veriti 96) con una desnaturalizacion inicial de 3
min a 95 °C, seguido de 25 ciclos de 95 °C (30 s), 55 °C (45 s) y 72 °C (30 s), con una extension
final de 5 min a 72 °C. Los productos de amplificacion se resolvieron en un gel de agarosa al 1%

TAE (Tris-acetato-EDTA). En este paso, el tamafo del amplicon esperado fue de 550 pb.

Para la cuantificacion de amplicones se usoé 1ul de cada reaccion de PCR y se analiz6 en un chip
Bioanalyzer ADN 1000. De este producto de amplificacion, se realizé una primera purificacion de
amplicones con perlas AMpure XP para limpiar las muestras de cebadores, dimeros de cebadores,
dNTP, sales y otros contaminantes. Se colocaron los adaptadores Illumina usando el kit Nextera
Index. Los indices fueron: Nextera XT Index 1 cebadores (N7XX) y Nextera XT Index 2
cebadores (S5XX):
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* Adaptador oligonucledtido hacia Adelante (Forward): 5 '(N) =
TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAG- [secuencia de locus especifica]

* Adaptador cebadores Reverso (Reverse): 5' (S) =
GTCTCGTGGGCTCGGAGATGGGTATAAGAGACAG- [secuencia locus especifica].

De la primera PCR se tomaron 5 pl y se realizé una segunda amplificacion con los adaptadores.
Las condiciones para este fueron las siguientes: una desnaturalizacion inicial de 3 min a 95 °C,
seguido de 8 ciclos de 95 °C (30 s), 55 °C (30 s) y 72 °C (30 s) y una extension final de 5 min a 72
°C. Los productos de amplificacion se resolvieron en un gel de agarosa al 4%. Se realiz6 una
segunda purificaciéon de los amplicones, utilizando perlas AMpure XP, la cuantificacion del
amplicon se realiz6 con 1 pl de una dilucion 1:50 de la biblioteca final de cada muestra y se
analiz6 en el Bioanalyzer ADN 1000. El amplicon esperado para la biblioteca final es de 630 pb.

Cada producto de PCR se cuantificd, normalizo y agrupé utilizando el método de cuantificacion
fluorométrica. El célculo de la concentracion de ADN (nano Molar, nM) se hizo utilizando el
tamafio del amplicon medido a través del bioanalizador Agilent Technologies 2100. La
concentracion final de la biblioteca se diluy6 a 4 nM utilizando Tris pH 8,5. Se utiliz6 una alicuota
de 5 pl de una dilucion (4 nM) de cada biblioteca y se mezcld (pool) para agrupar bibliotecas con
un indice Unico. Todos los productos de PCR se agruparon a la misma concentracion equimolar (4
nM). Para la secuenciacion de agrupamientos, se realizé la desnaturalizacion de la biblioteca con
NaOH, también se diluyd con tampdn de hibridacion y luego se desnaturalizo con calor. Para cada

secuencia y rendimiento se incluyo el 5% de PhiX que se utiliz6 como control interno.

1.5 Analisis bioinformatico

Procesamos las lecturas (2 x 250 extremos emparejados) utilizando la plataforma QIIME2
(Caporaso et al., 2010; Bolyen et al., 2019). Tanto las lecturas hacia adelante como las reversas se
recortaron en la posiciéon 40 desde el extremo 5' y se truncaron a una longitud de 240 pb. La
eliminacion de ruido y resolucion de los ASVs se hizo con el complemento DADA2 y la
eliminacion de secuencias quiméricas con el método de "consenso" (Callahan et al., 2016). Para la
clasificacion taxonomica utilizamos SILVA 132 como base de datos de referencia utilizando el
complemento classify-consensus-vsearch (Rognes ef al., 2016). Las secuencias representativas se
alinearon y enmascararon con MAFFT (Katoh y Standley, 2013) y se construyé un arbol
filogenético con FasterTree 2 (Price et al., 2010). Los ASVs de cloroplasto y mitocondrias se

eliminaron y la tabla de abundancias se export6 al programa R. El andlisis estadistico se realizd
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con phyloseq (6) utilizando las bibliotecas Vegan (Oksanen et al., 2009) y ggplot2 v3.1.0
(Wickham, 2016).

1.6 Analisis estadisticos

Para analizar la diversidad bacteriana presente dentro de cada muestra individual de SML, la tabla
de abundancias se redujo a un esfuerzo de secuenciaciéon de 16,900 recuentos por muestra. Se
calculd el indice de diversidad alfa de Shannon y de las especies observadas. Las muestras con
menos de 16,900 lecturas se normalizaron mediante el método de escalado de suma acumulativa
(CSS) y se usaron solo para calcular la diversidad beta cuando se compararon todas las muestras.
Se aplicd un andlisis de coordenadas principales (PCoA) con distancia UniFrac ponderada en el
programa R para visualizar variaciones de diversidad beta. Se utilizo6 un PERMANOVA anidado
segun la estacion y condicion para calcular las diferencias significativas entre grupos (control y
blanqueadas) utilizando 999 permutaciones. Se utilizé un LEfSe (Anélisis Discriminante Lineal del
Tamafio del Efecto) para identificar taxones bacterianos con abundancias relativas diferenciales
entre estaciones y entre la condicion blanqueada, con un limite de LDA>2 y un valor de p <0.05.
La densidad de simbiontes de medusas control y blanqueadas se evalu6 con una prueba ANOVA
en SigmaPlot V.12.1.
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RESULTADOS
ANALISIS DE LA COMUNIDAD BACTERIANA

1.7 Blanqueamiento experimental de C. xamachana

Se obtuvieron con éxito medusas C. xamachana blanqueadas mediante la adicién de una mezcla de
azucares. Los recuentos celulares mostraron una reduccioén significativa de la densidad de
simbiontes en medusas blanqueadas en verano e invierno después de siete dias de tratamiento (p =
0.001; Figura 12, Anexo 4,). Después de 14 dias, y hasta los 28 dias del tratamiento, la densidad de
simbiontes se mantuvo baja y constante, con una pérdida total de simbiontes de 84-99% para
medusas blanqueadas en verano y 89-99% en invierno. Las medusas control conservaron sus
simbiontes después de 28 dias (Figura 12). Observamos una disminucion del tamafio del paraguas
en todas las medusas, posiblemente debido al "efecto estanque" (Figura 13). Los tentaculos de las
medusas blanqueadas se revisaron en el microscopio de fluorescencia el dia 0 y después de 28 dias
de tratamiento (Figura 14 A a D); las caracteristicas fenotipicas mostraron en las medusas control
coloracion pardusca durante los 28 dias de tratamiento (Figura 15 A) y en medusas blanqueadas al

dia 28, se observo la ausencia del color pardusco que da la presencia de simbiontes (Figura 15 B).
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Figura 12. Blanqueamiento experimental y sus efectos sobre la densidad de simbiontes en C.
xamachana. Las medusas se blanquearon mediante adiciones diarias de una mezcla de azlicares (ver
Métodos). La grafica muestra la densidad de células simbiontes (células ml'g™") en medusas tratadas
durante 28 dias en verano (circulos rosas) e invierno (circulos grises); medusas control en verano
(triangulos cerrados) e invierno (diamantes cerrados). Valores expresados como la media + s.e.m. Las letras
a y b muestran diferencias significativas entre la densidad de simbiontes de medusas blanqueadas frente a
las medusas control.
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Figura 13. Gréafico de la densidad celular de simbiontes y talla de medusas C. xamachana. Se observa
el tamafio promedio de campana (cm) de las medusas, graficado contra la densidad de simbiontes, durante
los 28 dias de tratamiento. La grafica muestra la densidad de células simbiontes (células ml™ g'l) en medusas
tratadas durante 28 dias en verano (circulos rosas) e invierno (circulos grises); medusas control en verano
(triangulos cerrados) e invierno (diamantes cerrados).

Tentaculo antes del Tentaculo después del Tentaculo medusa Tentaculo medusa
blanqueamiento - Dia 0 blanqueamiento - Dia 28 control - Dia 0 control — Dia 28

100 um

Figura 14. Imagenes de microscopia de fluorescencia de tentaculos de C. xamachana. Se osberva la
flourescencia de simbiontes al inicio A (dia 0) y al final del tratamiento blanqueado B (dia 28). C: Densidad
de simbiontes en medusas control al dia 0 y al final del experimento al dia 28 D: Las flechas blancas indican
células simbiontes en tentaculos del hospedero, las barras de escala son de 100 pm.
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A) Medusas control

Verano Invierno

Dia-0

Dia-28

Invierno

Dia-0

Figura 15. Fotografias de la respuesta fenotipica de las medusas antes del tratamiento con azicares y
medusas control. (A) Fotografias de medusas control al dia 0 y dia 28 en verano e invierno, se observa el
color pardusco en medusas control. (B) Se observan medusas color pardusco en el dia 0 y después de 28
dias se observan medusas con ausencia de color pardusco (blanqueadas) en dos estaciones del afio verano e
invierno.

1.8 Extraccion de ADN bacteriano del mucus en C. xamachana y de agua de mar y

amplificacion mediante PCR punto final de las regiones V3 'y V4 del gen 16S ARNr

Se extrajo ADN del mucus en medusas blanqueadas y control (n=9 verano, n=9 invierno), asi

como ADN en muestras de agua (Figura 16 A y B).

(A) ADN del mucus y agua de mar - verano

Mucus-medusas control

Mucus-medusas blanqueadas

[r— ~

ST
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(B) ADN del mucus y agua de mar - invierno

Mucus-medusas blanqueadas Mucus-medusas control

Agua de mar

ol L]

Figura 16. ADN bacteriano del mucus de C. xamachana y de muestras de agua. (A y B) Gel de agarosa
en donde se observa en cada carril el ADN extraido del mucus en medusas blanqueadas y control, asi como
de muestras de agua de mar en verano (A) e invierno (B). Cada carril representa el ADN de mucus extraido
de cada medusa y muestra de agua de mar colectadas en verano e invierno.

Se amplificaron las regiones variables V3 y V4 del gen 16S ARNr para muestras de mucus de
medusas blanqueadas, control y agua de verano e invierno (Figura 17 A y B). El tamafio del

amplicon para cada muestra fue de 550 pb.

(A) PCR de la region V3-V4 del gen 16S ARNr - verano

M
M BO BO BO B28 B28 B28 C-

1000 pb - 1000pb-‘
500pb- WEE e I S 500 pb -

100 pb -

M A0 A0 A0 A28 A28 A28

1000 pb SN . el Bl e e e
500 pb -

100 pb -

(B) PCR de la region V3-V4 del gen 16S ARNr - invierno

M BO BO BO B28 B28 B28 CO CO CO A0 A0 A0 C28 C28 C28 A28 A28 A28

1000 pb
500 pb -

100 pb -

Figura 17. PCR. Amplificacién de las regiones V3 y V4 del gen ribosomal 16S ARNr. (A y B) Se
muestran los productos de amplificacion del ADN extraido del mucus de C. xamachana antes del
blanqueamiento (B0) y blanqueadas (B28), asi como de las muestras de agua de mar en verano e invierno
(A0 y A28); C-: control negativo y M: marcador molecular.
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1.9 Composicion y diversidad de la comunidad bacteriana del mucus

Se secuenciaron un total de 24 muestras de mucus. En verano (n=3 B-0, n=3 B-28, n=3 C-0 y n=3
C-28) e invierno (n=3 B-0, n=3 B-28, n=3 C-0 y n=3 C-28) y 12 muestras de agua de mar. En
verano (n=3 A0, n=3 A-28) e invierno (n=3 A-0 y n=3 A-28). El andlisis del complemento
DADAZ2? resolvié 13,500 ASVs (variantes de secuencias de amplicones). La secuenciacién dio
como resultado 1,611,190 lecturas de secuencias de alta calidad (Tabla 4). Se asignaron un total de
610,883 lecturas para agua de mar y 1,000,307 lecturas para muestras de mucus, con 12,654 ASVs
afiliados al dominio Bacteria, los ASVs con una abundancia relativa igual o inferior al 1 % se

agruparon en “Otros”.

El andlisis de coordenadas principales (PCoA) indicé un agrupamiento diferencial de ASVs de
muestras de mucus control (Ctrl) y blanqueadas (Bleach) en comparacion con las muestras de agua
de mar (Figura 18). Por lo tanto, las muestras de agua de mar se excluyeron de los andlisis
posteriores para enfatizar las diferencias a escala fina de los ASVs asociados con el mucus de las

medusas.

0.021

Grupo

@ sw

Ctri(0)-S
Ctrl(28)-S
Ctir(0)-w
Ctir(28)-w
Bleach(0)-S
Bleach(28)-S
Bleach(0)-W
Bleach(28)-W

0.00-

Eje 2 [8.2%]

-0.02

-0.044

-0.025 0.000 0.025 0.050
Eje 1 [39.7%]

Figura 18. Grafico de coordenadas principales (PCoA) con la distancia Unifract ponderada de
muestras de mucus y agua de mar. El analisis indico diferentes agrupamientos entre muestras de mucus
(Bleach y Ctrl) con muestras de agua de mar (SW), de verano (S) e invierno (W). Al aumentar la distancia
entre puntos se presenta una disminucion de la similitud. Los poligonos denotan grupos de muestras
formados. Cada circulo representa una sola muestra y el mismo color es una réplica.
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El analisis de PCoA de muestras control (Ctrl) y medusas blanqueadas (Bleach) en el dia 0 mostrd
una distancia cerrada entre réplicas en ambas temporadas, excepto para los controles de invierno
(Figura 19). Las muestras control a los 28 dias se agruparon entre verano € invierno,
respectivamente, mientras que las medusas blanqueadas formaron un grupo cercano (Figura 19).
Este analisis sugiri6 el efecto de la estacion en las medusas control y el efecto de la condicion
simbidtica después de 28 dias. Las medusas control en ambas estaciones mostraron un nimero
similar de ASV observados y parametros de diversidad alfa (Figura 20, Tabla 4). Después de 28
dias, las medusas blanqueadas en ambas temporadas tuvieron un menor numero de ASV

observados y pardmetros de diversidad alfa (Figura 20, Tabla 4).

A Estacion

® Verano

0.05-
A Invierno

Grupo

Ctrl(0)-S
Ctri(28)-S
Ctir(0)-w
Ctir(28)-w
Bleach(0)-S
Bleach(28)-S
Bleach(0)-W
Bleach(28)-W

{
<

Eje 2 [12.9%]

0.00+

(A XN 2 SN

-0.051

-0.05 0.00 0.05
Eje 1 [32.7%]

Figura 19. Grafico de coordenadas principales (PCoA) con la distancia Unifract ponderada de
muestras de mucus de medusas control (Ctrl) y blanqueadas (Bleach) en verano (S) e invierno (W). El
aumento de la distancia entre los puntos equivale a la disminucién de la similitud. Los poligonos denotan
grupos de muestras formadas. Los circulos representan una sola muestra de verano y los tridngulos
representan una sola muestra de invierno, el mismo color es una réplica.
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Figura 20. Diagrama de caja que muestra las métricas de diversidad alfa y ASV observados. (A)
Numero de ASV observados, (B) indices de diversidad de Shannon (H') y (C) Simpson de la comunidad
bacteriana en muestras de mucus de medusas de control (Ctrl) y blanqueadas (Bleach) en verano (S) e

invierno (W). Los valores son de 3 repeticiones por condicion y tiempo de muestra (al inicio (0) y al final
(28) después de 28 dias).
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Tabla 4. Métricas de diversidad alfa. Taxones bacterianos observados (ASVs), diversidad de
Shannon (H’) y Simpson (Ds) de la comunidad bacteriana del mucus en medusas control y
blanqueadas. Valores expresados en el error estandar de la media (mean + s.e.m).

Estacion Lecturas ASVs Shannon index Simpson index
/Condicion (Reads) (H’) (D)
Verano
Blanqueadas 80,321 £46,373 496 £ 286 6.05+3.49 0.997 + 0.5776
(dia-0)
Blanqueadas 75,419 £43,543 116 £ 67 4.62+£2.66 0.988 £ 0.571
(dia-28)

Control 13,177 £ 7,608 114 £ 66 4.52+2.61 0.985 + 0.569
(dia-0)

Control 13,434 £ 7756 142 + 82 4.85+2.8 0.991 £ 0.572
(dia-28)

Invierno
Blanqueadas 84,968 £ 49057 291 +£168 5.57+3.21 0.995 £ 0.575
(dia-0)
Blanqueadas 46,601 +£26905  210+122 5.07+2.92 0.992 +0.573
(dia-28)

Control 9,734 + 5620 134+ 78 472 +2.72 0.989 £ 0.571
(dia-0)

Control 9,779 + 5646 289 + 167 5.56 +3.21 0.995 £ 0.575
(dia-28)
Agua de mar 55,534 +£32063 737 £ 426 6.32 +3.64 0.997 £ 0.576
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1.10 Estructura de la comunidad bacteriana por condicion simbidtica y estacion

Gammaproteobacteria, Bacteroidia y Alphaproteobacteria fueron las clases dominantes en todas
las muestras de mucus analizadas; sin embargo, la clase Gammaproteobacteria fue mas abundante
en las medusas blanqueadas después de 28 dias (Figura 21). Se observaron diferencias importantes
en la composicion bacteriana del mucus en las medusas blanqueadas al dia 28 en ambas estaciones,
donde se enriquecieron la familia Vibrionaceae y el género Vibrio, con mayor abundancia en

verano (Figura 22 y 23).

Ctrl(0)-S Ctrl(28)-S Ctlr(0)-w CtIr(28)-W | Bleach(0)-S |Bleach(28)-S | Bleach(0)-W |Bleach(28)-W Clase
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Figura 21. Composicién taxonémica de las bacterias a nivel de clase. Se observan las clases de bacterias
mas abundantes en muestras de mucus de verano (S) e invierno (W) al inicio (dia 0) y final (dia 28) de

tratamientos.
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Figura 22. Composicién taxonémica de las bacterias a nivel de familia. Se observan las familias de
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bacterias mas abundantes en muestras de mucus en verano (S) e invierno (W) al inicio (dia 0) y final (dia

28) de tratamientos.
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Figura 23. Composicion taxonémica de las bacterias a nivel de género. Los graficos de barras muestran

Muestra

la composicidn bacteriana en el mucus de todas las muestras (medusas control y blanqueadas, en los dias 0

y 28) en verano e invierno. Los 40 géneros més abundantes fueron graficados y distinguidos por color.

El andlisis del tamafo del efecto discriminante lineal (LEfSe) identificé inicialmente en las
medusas blanqueadas a los géneros bacterianos Endozoicomonas, Tenacibaculum y otros 21
géneros como significativamente diferentes, pero después de 28 dias, los géneros diferencialmente
abundantes fueron Vibrio, Sphingobium y Simiduia (puntuacion LDA > 2, p < 0,05) (Figura 24 A).
Las diferencias detalladas en la abundancia relativa de géneros bacterianos que fueron
significativamente diferentes en las medusas blanqueadas entre el dia 0 y el dia 28 corroboraron
fueron en particular para los géneros mas abundantes Endozoicomonas y Tenacibaculum (Figura
24 B). Las estaciones también dieron como resultado diferencias significativas, aunque los géneros
fueron diferentes de los que dominaron en las medusas blanqueadas; en verano los géneros
dominantes fueron Pird lineage, Rheinheimera, Sphingomonas, entre otros, y en invierno los
géneros dominantes fueron Pseudoalteromonas, Enhydrobacter, Acinetobacter entre otros (puntaje
LDA>2, p<0.05) (Figura 25 A), mostrando diferencias en la abundancia relativa segln la estacion

(Figura 25 B).
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Figura 24. Analisis discriminante lineal (LEfSe, en inglés) a nivel de género por condicion simbidtica.
El analisis muestra géneros que fueron significativamente diferentes en abundancia en medusas blanqueadas
dia 0 (barras beige) y blanqueadas dia 28 (barras grises) (puntaje LDA> 2, p <0.05). Las columnas
horizontales representan la abundancia relativa de bacterias que fueron significativamente diferentes entre

las condiciones simbidticas.
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El analisis PERMANOVA por pares indic6 diferencias significativas en la composicion bacteriana

de las medusas blanqueadas en muestras de mucus del dia 0 y el dia 28, independientemente de la

temporada (F = 5,424345, p = 0,0318; Tabla 5). Ademas, este analisis indico6 que las medusas

control y blanqueadas el dia 28 fueron significativamente diferentes (F = 6,591283, p = 0,0078;

Tabla 5). El andlisis de covariables PERMANOVA mostr6 que la condicion blanqueada fue

significativamente importante en la estructuracion de la comunidad bacteriana en el mucus de C.

xamachana (F = 5.8289, p = 0.001), aunque la estacion también presentd un valor significativo (F

=3.2240,p =0.017; Tabla 6).

Tabla 5. Analisis PERMANOVA de la comunidad bacteriana del mucus en medusas

blanqueadas y control.

Pares

F. Modelo R2

1. Blanqueadas (0) vs Blanqueadas (28)

2. Blanqueadas (0) vs Control (28)
3. Blanqueadas (28) vs Control (28)

Total

5.424345 0.3516743
2.815415 0.2196897
6.591283 0.3972738

1.0900198

p. valor  p. ajustado sig.
0.0106 0.0318
0.0062 0.0186
0.0026 0.0078 *

Codigos de significancia: 0.01 “** 0.05 .’

Tabla 6. Analisis PERMANOVA por covarianza basado en la matriz de distancia filogenética de
los datos de la comunidad bacteriana por condicién simbidtica y estacion.

Df  Sums Of Sgs Mean Sqs  F. Modelo R2 p-value
Condicion 2 0.22208 0.111038 5.8289 0.40364 0.001 **
Estacion 1 0.06142 0.061416 3.2240 0.11163 0.017 «
Residuales 14 0.26669 0.019050 0.48473
Total 17 0.55019 1.00000

Codigos de significancia: 0.001 “**° 0.01 “** 0.05 **’
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DISCUSION
ANALISIS DE LA COMUNIDAD BACTERIANA

Las medusas C. xamachana albergan naturalmente algas simbiodticas y se asocian con una
comunidad bacteriana que habita en la capa superficial de mucus. En el presente trabajo, se estudid
esta comunidad bacteriana comparando medusas simbioticas y blanqueadas en dos estaciones del
afio. Las medusas blanqueadas se obtuvieron mediante la adicion de una mezcla de azucar 1abil
(Pogoreutz et al., 2017). Como han reportado otros estudios, la interrupcion de la relacion
simbidtica en los corales por el aumento de la carga de carbono organico estd bien establecida,
observandose la expresion de genes de virulencia bacteriana y la formaciéon de una capa hipoxica
en la superficie del coral (Vega-Thurber et al., 2009). También se ha demostrado que los niveles
elevados de carbono organico disuelto (DOC) (p. ¢j., 25 mg L") aceleran las tasas de crecimiento
bacteriano asociadas con el SML de los corales, lo que podria alterar el equilibrio de la comunidad
microbiana (Kline et al., 2006). Sin embargo, un estudio experimental mostré que la comunidad
bacteriana de los fragmentos de coral tratados con niveles enriquecidos de DOC (por ejemplo, 10
mg L), se mantuvo estable después de 28 dias, no mostré un aumento de bacterias virulentas,
pero caus6 blanqueamiento de los fragmentos de coral (Pogoreutz et al., 2017); estos autores
también observaron la proliferacion de diazotrofos. En nuestro estudio, al usar una concentracion
mas baja de DOC (0.3 mg L") también inducimos el blanqueamiento de las medusas pero quizas
con efectos mas leves sobre la comunidad bacteriana asociada al SML. No esta claro si las
adiciones moderadas de carbono labil pueden promover la abundancia de grupos bacterianos
especificos que pueden provocar cambios en los miembros clave de esta comunidad (Kline ef al.,
2006, Vega Thurber et al., 2009). Por ejemplo, las especies de Vibrio dispersan mucho su
abundancia durante los eventos de blanqueamiento de corales y se vuelven dominantes (Bourne et
al., 2007; Tout et al., 2015; McDevitt-Irwin et al., 2017), posiblemente debido a una reduccion de
la actividad antibidtica de las bacterias encontradas en el mucus de los corales (Ritchie, 2006), y la
capacidad de Vibrio para utilizar una amplia variedad de azucares (Lee et al, 2016). Ademas, un
estudio de la medusa Aurelia aurita informo6 un aumento de la bacteria Vibrionaceae al final de la
floracion de la medusa (Kramar et al., 2019). Mds aln, los grupos bacterianos asociados con los
corales que potencialmente fijan nitrogeno (diazétrofos) son comunes y diversos. Estos pueden

incluir especies de Cianobacterias, Alfaproteobacterias y Deltaproteobacterias (Olson ef al., 2009).
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Aunque nuestros resultados mostraron la presencia de estas bacterias, para distinguir mejor a los
diazoétrofos habria sido necesario un estudio especifico de los genes nifH, considerando que dichos

genes se correlacionan con la presencia de algas simbiontes (Olson et al., 2009).

Las medusas blanqueadas mostraron una menor diversidad de taxones bacterianos, de acuerdo con
los informes en corales bajo estrés (McDevitt-Irwin et al., 2017). En nuestros resultados, las
medusas muestreadas durante el verano mostraron una disminuciéon de la diversidad bacteriana
después de 28 dias de incubacidn, pero durante el invierno, la diversidad se mantuvo sin cambios
significativos a lo largo del tiempo. Esto contrasta con los resultados informados por Pogoreutz y
colaboradores (2017) en corales expuestos a DOC alto, donde observaron una disminucién general
de la diversidad bacteriana con el tiempo. Nuestros resultados indicaron el predominio de
Gammaproteobacteria, Bacteroidia y Alphaproteobacteria en todas las muestras de mucus. Las
especies de medusas de Indonesia, como Mastigias papua y Tripedalia cystophora, también se
caracterizaron por presentar una mayor abundancia de la clase Gammaproteobacteria en las
medusas blanqueadas y el abundante género Endozoicomonas (Cleary et al., 2016). Sin embargo,
Rhizosotma pulmo, una medusa endémica y comun del mar Mediterraneo, tiene una comunidad
bacteriana completamente diferente a la que observamos en C. xamachana, incluso a nivel de
Phylum (Cleary et al., 2016). Kelly y colaboradores (2014) encontraron que los arrecifes de coral
dominados por algas del Pacifico se correlacionan con una mayor abundancia de
Gammaproteobacteria ~ (como  Alteromonadales, = Psuedomonadales 'y  Vibrionales),
Betaproteobacteria y Bacteriodetes; mientras que los arrecifes con una alta cobertura de coral se
correlacionan con una mayor abundancia de alfaproteobacterias (como Rhodobacteriales y
Sphongomonadales). Se han obtenido resultados similares para invertebrados de arrecife
simbidticos y no simbioticos, los primeros albergan Gammaproteobacteria y los ultimos
Alphaproteobacteria (Bourne et al., 2013). Estas mismas clases de bacterias se han identificado en
la cavidad gastrica de otras medusas marinas no simbioticas y se ha informado que tienen potencial

en biorremediacion (Tinta et al., 2019).

La abundancia de Endozoicomonas en el mucus de las medusas control y blanqueadas en el dia 0
que encontramos es consistente con estudios previos que reportan una alta frecuencia de este

género y con la mayor abundancia entre los corales formadores de arrecifes (Bayer ef al., 2013;
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Glasl et al., 2016; Neave et al., 2017; Pogoreutz et al., 2017). Sin embargo, Shiu y colaboradores
(2020) indicaron que la abundancia relativa de Endozoicomonas en corales, generalmente
disminuye con el blanqueamiento inducido por el calor, y tal vez se correlacione positivamente con
la abundancia de Symbiodiniaceaec. No estd claro si este fendmeno de disminucion de la
abundancia de Endozoicomonas es causado por estrés térmico o por una disminucion de la
abundancia de Symbiodiniaceae. En este sentido, nuestros resultados también sugieren una
correlacion de Endozoicomonas con la presencia de simbiontes y en ausencia de estrés por calor.
Ademas, Endozoicomonas ha sido reconocida como un importante género bacteriano comun,
extremadamente flexible y diverso, asociado con una gran variedad de organismos marinos (Jensen
et al., 2010; Morrow et al., 2012; Forget y Juniper, 2013; Fiore et al., 2015; Katharios et al., 2015;
Neave ef al., 2016). Aunque su papel aiin no esta claramente definido, se ha propuesto que algunas
de sus funciones estan relacionadas con la adquisicion de nutrientes asi como en el reciclaje de
carbono y nitrégeno (Morrow et al., 2015), la produccion de antibidticos y la estructuracion de la
microbiota (Bayer et al., 2013a; Jessen et al., 2013; Rua et al., 2014). Endozoicomonas también se
ha encontrado en alta abundancia y se ha asociado con otras medusas marinas no simbioticas,
siendo considerada para su posible aplicacion en biotecnologia y como candidata para estudios en
aplicaciones probidticas (Mansson et al., 2011; Radjasa et al., 2007; Deering et al., 2016; Viver et
al.,2017; Tinta et al., 2019).

El blanqueamiento experimental de C. xamachana fue dificil de lograr. Inicialmente probamos
diferentes métodos de blanqueamiento (baja temperatura, mentol, adicion de DCMU) con poco
¢xito; las medusas perdian una cantidad considerable de masa o morian. La adicion de azicares
provocd con éxito la pérdida de algas simbiontes y, aunque los animales perdieron masa (= 30%),
se mantuvieron vivos y activos. Pero la adicion de azucares tiene la desventaja de alterar la
comunidad bacteriana asociada, lo que aumenta la abundancia de diazétrofos (Pogoreutz et al.,
2017), lo que podriamos haber calificado como un aumento en la abundancia relativa de Vibrio.
Sin embargo, la abundancia relativa de Vibrio también aumenta con el deterioro ambiental y la
condicién de blanqueamiento (Vega-Thurber et al., 2009; Kelly et al., 2014). Un método de
blanqueamiento diferente podria ayudar a distinguir entre estos dos factores (falta de simbiontes y
adicion de azucar), pero es un desafio metodologico. Considerando que (1) usamos una baja

concentracion de azlcares para el blanqueamiento experimental de las medusas, y (2) nuestros

44



UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO (UNAM)
Posgrado en Ciencias del Mar y Limnologia (PCML)

resultados mostraron un efecto significativo de la pérdida de simbiontes en la comunidad
bacteriana asociada, podemos sugerir que la estructuracion de la comunidad bacteriana asociada se

ve significativamente afectado por la presencia de simbiontes.

La comunidad bacteriana de medusas como C. xamachana y otros organismos modelo simbidticos
solo ha comenzado a estudiarse en los ultimos afios. Algunos estudios han intentado demostrar la
cooperacion entre los microorganismos asociados y que el hospedero puede seleccionarlos (Fraune
et al., 2015; Har et al., 2015). En nuestro estudio, el estrés del blanqueamiento fue inevitable, pero
aun falta evidencia experimental que vincule factores especificos y la reduccion de
Endozoicomonas durante el blanqueamiento. En general, los estudios sobre las capacidades
funcionales de la comunidad bacteriana del mucus de C. xamachana pueden ayudar a comprender
las funciones especificas de ciertos miembros de esta comunidad que cambian en respuesta a la
pérdida de simbiontes, y cémo el huésped impulsa su adaptacion a nuevos estados (condiciones no
simbioticas). Estudios similares han identificado otras familias dominantes como Moraxellaceae y
Pseudomonadaceae en C. xamachana cuando las condiciones de nitrogeno no son limitantes para
las microalgas simbiontes (Rothig et al., 2021). Aparentemente, las bacterias asociadas participan
en la eliminacion de nitrogeno inorganico disuelto (DIN) para superar la limitacién de nitrégeno de
las algas simbioticas, un mecanismo que se ha propuesto para ayudar a estabilizar la relacion
huésped-alga (Rothig et al., 2021). Sin embargo, los estudios funcionales de los miembros
bacterianos ayudardn a comprender como los factores biologicos, como las alteraciones de los
simbiontes de algas, pueden interactuar con esta comunidad y el papel clave de la actividad
fotosintética de Symbiodiniaceae en el mantenimiento de la comunidad bacteriana, como se

inform6 anteriormente (Littman et al., 2011).

Algunos miembros bacterianos en el mucus de C. xamachana se enriquecieron en taxones
especificos en cada estacion (verano e invierno, ver analisis LDA). Los estudios confirman que las
fluctuaciones estacionales incluyen cambios en la fisiologia del huésped asociado, en los meses de
bajas temperaturas del mar (invierno); se ha documentado que corales como Astrangia poculata
disminuyen sus funciones metabdlicas (Grace, 2017). A medida que aumentan las temperaturas, se
reanuda la actividad metabdlica del holobionte, como ocurre en los corales tropicales (Mouchka et

al, 2010, Zaneveld et al., 2016; Sharp et al. 2017). En verano, el holobionte de coral consume mas
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alimentos y posiblemente suministre mas sustratos que promuevan el crecimiento bacteriano luego
de una reestructuracion de los miembros bacterianos (Burmester et al., 2017; Grace, 2017). La
variacion en ciertos grupos bacterianos por estacionalidad sugiere que las comunidades bacterianas
experimentan una sucesion; es decir, pueden ocurrir cambios en la comunidad bacteriana durante
los meses mas frios del invierno, seguidos de una reestructuracion de la comunidad bacteriana en

el verano.

CONCLUSION

Confirmamos que la adiciéon de azucares tiene un potencial considerable como método para el
blanqueamiento rapido y efectivo en C. xamachana. Observamos cambio en la estructura de la
comunidad bacteriana en la transicion de la condiciéon simbiodtica a la blanqueada que ocurri6 en 28
dias. Endozoicomonas fue el género mas abundante en las medusas control y blanqueadas en el dia
0; sin embargo, no esta claro si la adicion de DOC, o la pérdida del simbionte, o ambos, fueron
significativos para provocar el cambio de la comunidad bacteriana en la condicion blanqueada,
reduciendo la abundancia de Endozoicomonas y aumentando la abundancia de Vibrio. Aunque los
cambios estacionales mostraron diferencias en la composicion de taxones bacterianos especificos,
nuestros datos sugieren que las fluctuaciones estacionales no causaron variaciones significativas en
los miembros bacterianos dominantes; tales cambios se asociaron mejor con la presencia de
simbiontes. A nivel de clase, las bacterias en el mucus de C. xamachana fueron similares a las
clases de bacterias que se encuentran en otras medusas rizostomas simbidticas tropicales y en los
corales formadores de arrecifes, dominados principalmente por Gammaproteobacteria y
Alphaproteobacteria. Los estudios futuros en este organismo modelo pueden aclarar el papel de los
simbiontes en el impulso de la estabilidad de la comunidad bacteriana asociada. Dichos estudios
también pueden ayudar a comprender los cambios en la comunidad bacteriana asociada de
cnidarios simbioticos que experimentan fluctuaciones estacionales y eventos de blanqueamiento,
provocados por la temperatura del agua del mar, los niveles de nutrientes y el cambio climatico,

todos asociados con enfermedades y mortalidad en los corales simbidticos.
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CAPITULO 11
EXPRESION GENETICA DE TRANSPORTADORES DE GLUCOSA Y GLICEROL

METODOS
2.1 Identificacion de ARN mensajeros que codifican para proteinas transportadoras GLUT y
AQGP en el transcriptoma de C. xamachana

Se seleccionaron secuencias de nucledtidos reportadas en la base de datos NCBI (Centro Nacional
para la Informacion Biotecnoldgica o National Center for Biotechnology Information, en Inglés;
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) de genes que codifican a las proteinas transportadoras de glucosa
(GLUT) (Tablas 7 y 8) y glicerol (AQGP) (Tablas 9 y 10) en cnidarios. Usando como referencia

estas secuencias de genes de proteinas transportadoras identificadas, mediante un alineamiento

BLAST+ (por sus siglas en Inglés, Herramienta Bésica de Busqueda de Alineacion Local)
(Altschul et al., 1997), se hizo una busqueda de secuencias codificantes de proteinas
transportadoras de glucosa y glicerol dentro del transcriptoma de C. xamachana ubicado en la base

de datos Cassiopea_dovetail del laboratorio de la Dra. Ménica Medina, Penn State University.

El alineamiento con el genoma de C. xamachana indic secuencias que corresponden a genes que
codifican para proteinas transportadoras de glucosa y glicerol. Se identificaron 2 secuencias que
corresponden a genes de GLUT-1, una secuencia del gen GLUT-10, 4 secuencias del gen GLUT-3,
una secuencia del gen GLUT-8, 3 secuencias del gen AQGP. De estos genes, se selecciond una
secuencia para GLUT-3 (>TRINITY DN109051), una secuencia para GLUT-8 (Transcript (3204
bp)/CDS Sequence (1545 bp)), y dos secuencias para el gen AQGP-9 (Transcript (807 bp)/CDS
Sequence (807 bp; Transcript (945 bp)/CDS Sequence (945 bp)). A partir de estas secuencias, se

hizo un alineamiento BLAST (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/) con secuencias de transportadores

GLUT y AQGP en otros cnidarios y se tom6 como base un porcentaje de identidad mayor al 50%

entre secuencias para cada tipo de transportador (Tablas 7, 8, 9 y 10).
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Tabla 7. Identidad de secuencias de los miembros de la familia 2 - transportadores facilitadores

de glucosa tipo GLUT-3 en cnidarios.

Descripcion Especie Valor E Idel(l)f;dad Nﬁalzl::soode
Cnidarios

GLUT-3 Hydra vulgaris 3e-178 56.18%  XP _002162640.3
GLUT-3 Nematostella vectensis 6e-173 54.43%  XP 002162640.3
GLUT-1 Exaiptasia diaphana 2e-166 53.79%  XP_020913744.1
GLUT-3 Actinia tenebrosa 2e-160 53.47%  XP_031554417.1
GLUT-3 Orbicella faveolata 6e-126 51.86%  XP_020601657.1
GLUT-1 Acropora millepora 4e-139 51.54%  XP_029212627.1
GLUT-3 Stylophora pistillata le-138 51.44%  PFX31912.1
GLUT-1 Stylophora pistillata 2e-138 51.44%  XP 022780136.1
GLUT-1 Pocillopora damicornis 6e-150 51.10%  XP 027046866.1

Tabla 8. Identidad de secuencias de los miembros de la familia 2 - transportadores facilitadores de
glucosa tipo GLUT-8 en cnidarios.

Descripcion Especie Valor E Idel(l)f;dad Nﬁalzl::soode
Cnidarios

GLUT-8 Acropora digitifera 2e-60 5435%  XP_015755025.1
GLUT-8 Hydra vulgaris 2e-99 52.96%  XP_012555591.1
GLUT-8 Stylophora pistillata 2e-133 50.62%  XP_022789882.1
GLUT-8 Exaiptasia diaphana 4e-45 50.45%  KXJ27499.1

GLUT-8 Acropora millepora le-126 48.67%  XP_029202857.1
GLUT-8 Actinia tenebrosa 6e-124 48.09%  XP 031555263.1
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Tabla 9. Identidad de secuencias en cnidarios del transportador facilitador de glicerol:
acuagliceroporina AQGP-9-genl.

o -
Descripcion Especie Valor E Idenf;dad Nualzl:ersoode
Cnidarios

AQGP-9 Hydra vulgaris 7e-94 62.35%  XP _002156497.1
AQGP-7 Nematostella vectensis 8e-87 60.00%  XP 001620982.2
AQGP-3 Orbicella faveolata 8e-34 59.38%  XP_020609163.1
AQGP-9 Stylophora pistillata 3e-79 56.78 %  PFX24475.1
AQGP-7 Nematostella vectensis 5e-76 55.04%  XP 001637091.1
AQGP-3 Pocillopora damicornis 2e-79 54.96 % XP _027047639.1
AQGP-3 Exaiptasia diaphana 3e-79 54.51%  XP_020909973.1
AQGP-9 Nematostella vectensis le-59 54.23%  XP_032242959.1
AQGP-9 Actinia tenebrosa 6e-82 51.85%  XP 031550201.1
AQGP-7 Acropora millepora le-76 51.50%  XP _029199454.1
AQGP-9 Actinia tenebrosa le-81 51.85%  XP 031550200.1
AQGP-9 Nematostella vectensis 6e-72 51.03% XP 001637090.2

Tabla 10. Identidad de secuencias en cnidarios del transportador facilitador de glicerol:
acuagliceroporina AQGP-9-gen2.

Descripcion Especie Valor E Idel(l)f;dad Nﬁalzl::soode
Cnidarios

AQGP-7 Pocillopora damicornis le-86 55.88%  XP 027047621.1
AQGP-3 Orbicella faveolata 6e-83 55.74%  XP_020611711.1
AQGP-9 Hydra vulgaris 9e-76 54.94%  XP 002162049.2
AQGP-7 Stylophora pistillata 2e-84 54.58%  XP _022792474.1
AQGP-9 Stylophora pistillata le-83 54.58%  PFX24475.1
AQGP-3 Pocillopora damicornis 3e-83 50.04%  XP_027047639.1
AQGP-7 Acropora millepora 4e-72 53.88%  XP 029199454.2
AQGP-3 Actinia tenebrosa le-74 53.65%  XP _031550196.1
AQGP-9 Nematostella vectensis 3e-66 52.94%  XP_032242959.1
AQGP-7 Nematostella vectensis 2e-71 52.79% XP 001637091.1
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2.2 Identificacion de motivos conservados en proteinas transportadoras GLUT y AQGP

Las secuencias de nucleodtidos de los transportadores GLUT-3, GLUT-8, AQGP-9-gen! y AQGP-
9-gen2 identificadas en el transcriptoma de C. xamachana fueron traducidas a aminodcidos,
usando el programa ExPASy (Sistema Experto de Andlisis de Proteinas). A partir de la secuencia
de aminoacidos se buscaron los motivos conservados que cumplen la funcion del transporte de
azucar en GLUT y de transporte de glicerol en AQGP segun lo reportado por Sproles y col. (2018)
(Figura 26 y 27). En GLUT, los motivos GR, GK, GRR y PETK, se consideran necesarios para el
transporte de azucar (Joost y Thorens, 2001). Y para AQGP los dos motivos NPA y un residuo D,
forman el poro acuoso para el transporte de glicerol, mientras que el residuo D estd presente en
acuagliceroporinas y ensancha la abertura del poro permitiendo la transferencia de solutos mas
grandes (Agre et al., 2002). Sin embargo, en las secuencias identificadas de las proteinas
transportadoras GLUT y AQGP ubicadas a partir del transcriptoma de C. xamachana, mediante un

alineamiento multiple es posible ubicar otras secuencias conservadas (Ver Anexo 3).

GLUT1 GLFVNRFGRRNFVVERAGRRTLKVPETKGRTFD
GLUT2 |IGWLGDTLGRIIK|IFLVEKA|GRR|ISL|IKV|IPETZ K|IGKSFE
GLUT3 | GLFVNREFGRIRN|IFLVERA|GRR|(TLIKVIPETR|GRTTFE
GLUT4 |IGTIISQOQWLGRIKR|ILLVERAIGRR|ITLIRVIPETR|GRTFD
GLUTS |[GPLVNEKEFGRIKGIFVVELLIGRRILL|IIVIPETEK|AKTTFI
GLUT6 [MILNDLLGRIKLILTMDLA|GREK|VL|ICVIPETZ X|GRSLE
GLWUT7 |IGLLVDSC|GRKGIVLVERLIGRRHL|IVIIPETEK|IGKTFYV
GLUT8 [GWLVDRAGRIKLILIMDRAGRR|ILL|ICVIPETE K|GKTLE
GLUTO [KMIGKVLGRIKH|ILVIEHLIGRRIPL|VLPETEK|NRTY A
GLUTIO|GFLIDCYGRIKQIGLVDRA|GRRIAL|IFVIPETEK|GQSLA
GLUT1|GPLAITLGRIKK|IVVIERVIGRR(VLIFLIPETEK|GKTFQ
GLUT12|IGVLIDRYGRIRT|ILLVDHV|GSK|ITF|IFIIPETZKIGCSLE
HMIT GALNGVFGRIRAIWLVEEKVIGRRIKL|ICLIPETEKGKEKLE

Figura 26. Motivos conservados GR, GRR y PETK en la proteina transportadora GLUT (Sproles et al.,
2018).

AQP3 QVSGAHLNPAVVNP]—\RBFGPRL
AQP7 R I SGAHMNAA|IV|IIINP SIRIDILP PRI
AQPO |GV S GGHIINPAIVIMNPAIRIDILS PRL
AQPIOINV S GAHLINP A|F|LINPAIR|IDIL GP R L

Figura 27. Motivos conservados para la proteina transportadora AQGP (Sproles ef al., 2018).
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Para identificar los motivos conservados en la secuencia de aminoacidos de los transportadores
GLUT-3, GLUT-8, AQGP-9-gen! y AQGP-9-gen2 de C. xamachana, se hizo un alineamiento en

el programa Clustal Omega (https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/) con otras secuencias de

aminoacidos de transportadores reportadas en distintas especies de cnidarios. Para las proteinas
GLUT-3 y GLUT-8 se encontr6 homologia con los motivos GR, GK, GRR y PETK de GLUT-1,
3,4y 8 en secuencias de transportadores GLUT en otros cnidarios (Figuras 28 y 29 A, By C). El
arbol filogenético generado para GLUT-3 indicod que la secuencia de aminoacidos de GLUT-3 en
C. xamachana es homoélogo con GLUT-3 de Hydra vulgaris (Figura 30). El arbol filogenético
generado para GLUT-8 indic6 que la secuencia de este transportador es homologa con GLUT-8 de
Exaiptasia (Figura 31). Para el transportador AQGP-9-genl se encontré6 homologia con los
motivos conservados NPA, NPAR y D de AQGP 3, 7 y 9 en secuencias de este transportador en
otros cnidarios (Figura 32 A y B). El arbol filogenético generado indic6 que la secuencia de
aminoacidos de AQGP-9 en C. xamachana es homodloga con AQGP-9 de H. vulgaris (Figura 33).
Para el transportador AQGP-9-gen2 se encontr6 homologia con los motivos conservados NPA,
NPAR y D de AQGP 3, 7 y 9 en secuencias de este transportador en otros cnidarios (Figura 34 A'y
B). El arbol filogenético generado indicd que la secuencia de aminodcidos de AQGP-9 en C.

xamachana es homoéloga con AQGP-9 de 4. tenebrosa (Figura 35).

MOTIVOS CONSERVADOS DE GLUT-3 EN C. xamachana

(A) Motivo conservado: GR

GLUT3_Nematostella LAGPLFANRFIGRKRSLLANNGLAIVGALLMFLSYFAKTSPLLTVGRFVIGINCGMNTAIA 150
GLUT1_Acropora TVGQLTANSLIGSKRALFLNNIPAIIGSVMMFSSYFAEGPALLIIGRFVFGFNNGVNTAVA 168
GLUT1_Stylophora LIGPVIADSLIGSKQTLFLNNLPAMVGSLMMFFSYHAKAPLLLIIGRLVVGFNGGVNTAVA 155
GLUT3_Stylophora LIGPVIADSLIGSKQTLFLNNLPAMVGSLMMFFSYHAKAPLLLIIGRLVVGFNGGVNTAVA 155
[ GLUT3 cassiopea Transcrip.| LLGPHVAKRFGRKKTLMANNVIAIIGGIFLFITKATHSIY-~-VLILLLVGVNAGVNTVVA 245
GLUT3_Hydra FIGPHIATKVIGREKNTLLLNNILAICGGLLLAFTKPAKLVGLLIFARILLGLNAGVNTVVA 146
GLUT8_Dendronephthya LIGSRTIDKLIGRKFNIMACSVPLVAGWIIIAA---AKALSLFYVGRFISGLGIGAISLTV 142
GLUT8_CassiopeaTranscrip. LLGGWAIEYFGRKTALMLYSVPFATGWLLISN---ATHGWMLFLGRLLTGIAVGSTSLTV 1189
GLUT8 Orbicella VIGGKAVDLIGRKFAIIVGSIPFALGWLLIFL---AKNRAMLYTGRIFTGVGCGIETLAV 145
GLUT8_Exaiptasia ALGGWLIEYIGRKSGIMSCGVPFEIGWLLITY---AKNHFMLYFGRVICGVAVGMISLMV 160
GLUT8_Pocillopora LIGGWAIEKFGRKGTTMMCSVPFVLGWLLISY---AQSVAILYAGRFITGVACGAVSFTA 144
GLUT8_Acropora ITGGWAIDYFGRKSTIMMCSLPFELGWFLIAF--~-AKNHEMLYAGRVISGVACGMITVAV 69

GLUT4 Orbicella PVGGWAIDRFGRKGTIMFCVVPFELGWLLISY-~~-AQNHTMLYTGRIITGLACGIISLAV 659
GLUT8_Stylophora PLGGWAIDKFGRKSTIMLCVIPFVLGWLLISF---AHNVAMLYTGRIITGMGCGVISLAV 143

* [+ I . * .. . * *
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(B) Motivo conservado: GRR

GLUT3_Nematostella VFTAIAVRLVEVI LMLIGLGGMFLFYTVMTIAFCF--—-E---——m e 368
GLUT1_Acropora VMTGITVKVVEINM LILWGFGGMFIFYAVMTISFRF-——-E---—mm e = 386
GLUT1_Stylophora FMTAVTVKTVEV] LLLVGFGGMFVFYAVMTISFRY----E-——m e 373
GLUT3_Stylophora FMTAVTVKTVEV] LLLVGFGGMFVFYAVMTISFRY--—-E---mmm e = 373

| GLUT3 Cassiopea Transcrip.| LMTAIVVKLVEVY LMLWGLGGMVIFYICMT--IAFV--QS--——————mmmm - 465
GLUT3_Hydra VMTGITVVLVEVS LMLIGLGGMVVCYSIVTVSLVFV--EK---m e = 367
GLUT8_Dendronephthya SGTATSCLIVDKV LLTFPTTIMCASMIVLGASRYFQDFPSS—-—-—=—--memmem e 356
GLUT8_CassiopeaTranscrip. VATAVACLIVDRY LLLVGAFGMCLCQVCLGV--YYDIKKSSNSTTSEKAMALQSAN 1415
GLUT8_Orbicella AGTVSACYLVEKI] LLWTNALGMGVSLIGLGV--YFEIYQAH--—————————— 356
GLUTB_ExaiptaSia FGTACACLIIDRY LLWTAGLGMAISLIALAV--YFEIYIPKDGSATE----GIIHS 382
GLUTB_Pocillopora IGNIFSCFLVDKY LLLTSALVMSLSLITLGV--FFAIFIPAVDGG-FATDADT--S 367
GLUT8_Acropora VGTALACLLMDRA LLWTMALGMGITLAGLGF--YFEIYIPPKTDSTPASDTVSLLG 295
GLUT4_Orbicella VGTGLACLLMDKA LLWTTALGMCVSLLALGV--YFEIYIPPPTDGGSTSDTVSLLG 885
GLUT8_Stylophora VGTALACLIMDKA LLLTTAIGMCVSLAALGV--YFEIYIPPEGE-GSASETVSLLG 368

.. * . * . .

(C) Motivo conservado: PETK y GR
GLUT3_Nematostella TNFIIGIAFPSMQVALYPYT-FIVFMALVAIFWTFTFFFVPETKERITTEDITDHFRGGDS 481
GLUT1_Acropora SNFVIGLVFPSMQKALYPYT-FVVFIVLVGVFFAFTLFFVIPETKEKTIQEISSRFSRKKQ 499

GLUT1_Stylophora
GLUT3_Stylophora

SNFVVGLMFPSMQODALYPYT-FLVFMALVAFSFAFTLLLVIPETKERITEEISRLFKHEDD 486
SNFVVGLMFPSMQDALYPYT-FLVFMALVAFSFAFTLLLVPETKER[TTEEISRLFKHEDD 486

| GLUT3 Cassiopea Transcrip. SSFLVGISFPSIQEKIKPYT-FVPFTALVLLFWLFTFYFVPETKERIVNDIMKGLEKKSY 578
GLUT3_Hydra GNFAVSLVYPKMODKIHPYT-FIPFEILLILFFLFTYYFVIPETKER[I'VAEISAVFRNN-Y 479
GLUT8_Dendronephthya GAFTVMRFYVNMEKTMHSYGCYWFYAAVCLVSVIYVLVFUPETKEKLEEVEKLFEKQSD 463
GLUT8_CassiopeaTranscrip. FVFLVTKLFPOMIDALKEQGTFWLFGGFCLLSFIFVYFLVPETKEKITLEEIEHYFSEGYF 1535
GLUT8_ Orbicella SLFLVTRTYANLESAFGNQGACWFYAAWCCVAFVIVVLFVPETKEKILEEIEASFNP--— 465

GLUT8_Exaiptasia
GLUT8_Pocillopora

MSFTVTKTFVDLOKSFTPPGTYLFYGCVSFAAFLYVIJFFL{PETKEKSLEEIELIFDKNRR 502
TQFIVTKTYHSMAAAFTIQGVYWAYAGFCMLGSLFVYLLIYPETKEKLEEIEDLFDRPVK 487

GLUT8_Acropora VDFVVTKTYYDMVCGLTIQGTFWFYAGFCFLGFVFVIFIMPETKENTLEEIEAMFDKDK - 414

GLUT4_Orbicella LAFVVTKTYDSMADTLSIQGVYWFYAGFCFVGFIFVYLLMPETKEKILEEIEALFDKKK~ 1004

GLUT8_Stylophora LAFVVTKTFQSMVVALSNQGVYWFYAGFCFVSFIFVFLLMPETKEKTLEEIEAMFDKKN~ 487
* . . . . . LR 3 s .. .

Figura 28. Alineamiento de secuencias de aminoacidos para el transportador GLUT-3. Se hizo el
alineamiento a partir de los motivos (A) GR, (B) GRR y (C) PETK (G= glicina, R= arginina, P= prolina, E=
4cido glutdmico, T= treonina y K= lisina) del transportador GLUT-3. El alineamiento se realizé con el
programa Clustal Omega.
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MOTIVOS CONSERVADOS DE GLUT-8 EN C. xamachana

(A) Motivo conservado: GR

GLUT3_Nematostella LAGPLFANRFGRKRSLLANNGLAIVGALLMFLSYFAKTSPLLTVGRFVIGINCGMNTAIA 150
GLUT1_Acropora TVGQLTANSLIGSKRALFLNNIPAIIGSVMMFSSYFAEGPALLIIGRFVFGFNNGVNTAVA 168
GLUT1_Stylophora LIGPVIADSLIGSKQTLFLNNLPAMVGSLMMFFSYHAKAPLLLIIGRLVVGFNGGVNTAVA 155
GLUT3_Stylophora LIGPVIADSLIGSKQTLFLNNLPAMVGSLMMFFSYHAKAPLLLIIGRLVVGFNGGVNTAVA 155
GLUT3_Cassiopea_ Transcrip. LLGPHVAKRF[GRKKTLMANNVIAIIGGIFLFITKATHSIY-~-VLILLLVGVNAGVNTVVA 245
GLUT3_Hydra FIGPHIATKVIGRKNTLLLNNILAICGGLLLAFTKPAKLVGLLIFARILLGLNAGVNTVVA 146
GLUT8_Dendronephthya LIGSRTIDKLIGRKFNIMACSVPLVAGWIIIAA---AKALSLFYVGRFISGLGIGAISLTV 142
| GLUT8_CassiopeaTranscrip.| LLGGWAIEYFGRKTALMLYSVPFATGWLLISN-~--ATHGWMLFLGRLLTGIAVGSTSLTV 1189
GLUT8_Orbicella VIGGKAVDLIGRKFAIIVGSIPFALGWLLIFL---AKNRAMLYTGRIFTGVGCGIETLAV 145
GLUT8_Exaiptasia ALGGWLIEYIGRKSGIMSCGVPFEIGWLLITY---AKNHFMLYFGRVICGVAVGMISLMV 160
GLUT8_Pocillopora LIGGWAIEKFGRKGTTMMCSVPFVLGWLLISY---AQSVAILYAGRFITGVACGAVSFTA 144
GLUT8_Acropora IIGGWAIDYFGRKSTIMMCSLPFELGWFLIAF---AKNHEMLYAGRVISGVACGMITVAV 69

GLUT4_ Orbicella PVGGWAIDRFGRKGTIMFCVVPFELGWLLISY-~~-AQNHTMLYTGRIITGLACGIISLAV 659
GLUT8_Stylophora PLGGWAIDKFGRKSTIMLCVIPFVLGWLLISF---AHNVAMLYTGRIITGMGCGVISLAV 143

* [+ I . * .. . * * .

(B) Motivo conservado: GRR y GRK

GLUT3_Nematostella VFTAIAVRLVEVHIGRRYLMLIGLGGMFLFYTVMTIAFCF--—-E-—--—m e~ 368
GLUT1_Acropora VMTGITVKVVEIMGRRPLILWGFGGMFIFYAVMTISFRF--—-E--em e 386
GLUT1_Stylophora FMTAVTVKTVEV]GRRPLLLVGFGGMFVFYAVMTISFRY-——-E-——— e 373
GLUT3_Stylophora FMTAVTVKTVEVIGRRPLLLVGFGGMFVFYAVMTISFRY-——-E-——— e e — 373
GLUT3_CaSSiopea_Transcrip. LMTAIVVKLVEVI]GRRTLMLWGLGGMVIFYICMT--IAFV--QS——————mm e 465
GLUT3_Hydra VMTGITVVLVEVYGRRRLMLIGLGGMVVCYSIVTVSLVFV--EK--c e = 367
GLUT8 Dendronephthya SGTATSCLIVDKYGRRLLLTFPTTIMCASMIVLGASRYFQODFPSS————————emmmm e 356
GLUT8_CassiopeaTranscrip{ VATAVACLIVDRYGRRELLLVGAFGMCLCQVCLGV--YYDIKKSSNSTTSEKAMALQSAN 1415
GLUT8_Orbicella AGTVSACYLVEKYGRRLLLWTNALGMGVSLIGLGV--YFEIYQAH--————— - 356
GLUTB_Exaiptasia FGTACACLIIDRYGRKILLWTAGLGMAISLIALAV--YFEIYIPKDGSATE--~-~-GIIHS 382
GLUT8_Pocillopora IGNIFSCFLVDKYGRRKLLLTSALVMSLSLITLGV--FFAIFIPAVDGG-FATDADT--S 367
GLUT8_Acropora VGTALACLLMDRAGRRILLWTMALGMGITLAGLGF--YFEIYIPPKTDSTPASDTVSLLG 295
GLUT4 Orbicella VGTGLACLLMDKAGRRILLWTTALGMCVSLLALGV--YFEIYIPPPTDGGSTSDTVSLLG 885
GLUT8_Stylophora VGTALACLIMDKAGRRILLLTTAIGMCVSLAALGV--YFEIYIPPEGE-GSASETVSLLG 368
.. * k. * . * . H
(C) Motivo conservado: PETK y GK
GLUT3_Nematostella TNFIIGIAFPSMQVALYPYT-FIVFMALVAIFWTFTFFFVIPETKGRTIEDITDHFRGGDS 481
GLUT1_Acropora SNFVIGLVFPSMQKALYPYT-FVVFIVLVGVFFAFTLFFVPETKGKTIQEISSRFSRKKQ 499
GLUT1_Stylophora SNFVVGLMFPSMODALYPYT-FLVFMALVAFSFAFTLLLVIPETKERTIEEISRLFKHEDD 486
GLUT3_Stylophora SNFVVGLMFPSMQDALYPYT-FLVFMALVAFSFAFTLLLVPETKGRTIEEISRLFKHEDD 486
GLUT3_Cassiopea_Transcrip. SSFLVGISFPSIQEKIKPYT-FVPFTALVLLFWLFTFYFVPETKGRTVNDIMKGLEKKSY 578
GLUT3_Hydra GNFAVSLVYPKMODKIHPYT-FIPFEILLILFFLFTYYFVIPETKGEGRTVAEISAVFRNN-Y 479
GLUT8 Dendronephthya GAFTVMRFYVNMEKTMHSYGCYWFYAAVCLVSVIYVLVFLPETKGKTLEEVEKLFEKQSD 463
GLUTS_CaSSiOpeaTranscrip. FVFLVTKLFPOQMIDALKEQGTFWLFGGFCLLSFIFVYFLVIPETKGKTLEEIEHYFSEGYF 1535
GLUT8_Orbicella SLFLVTRTYANLESAFGNQGACWFYAAWCCVAFVIVVLFVPETKGKTLEEIEASFNP -~~~ 465
GLUTS_Exaiptasia MSFTVTKTFVDLOQKSFTPPGTYLFYGCVSFAAFLYVJFFUPETKEKSLEETIELIFDKNRR 502
GLUT8_Pocillopora TQFIVTKTYHSMAAAFTIQGVYWAYAGFCMLGSLFVYLLIPETKGKTLEEIEDLFDRPVK 487
GLUT8_Acropora VDFVVTKTYYDMVCGLTIQGTFWFYAGFCFLGFVFVIFIMPETKGNTLEETIEAMFDKDK~ 414
GLUT4_Orbicella LAFVVTKTYDSMADTLSIQGVYWFYAGFCFVGFIFVYLLMPETKGKTLEEIEALFDKKK-~ 1004
GLUT8_Stylophora LAFVVTKTFQSMVVALSNQGVYWFYAGFCFVSFIFVFLLMPETKGKTLEEIEAMFDKKN - 487
* . . . . . o olkk ok ok . .. .

Figura 29 Alineamiento de secuencias de aminoacidos para el transportador GLUT-8. Se observa el
alineamiento de secuencia de aminoacidos a partir de los motivos (A) GR, (B) GRR y (C) PETK (G=
glicina, R= arginina, P= prolina, E= 4cido glutdmico, T= treonina y K= lisina) del transportador GLUT-8.
El alineamiento se realiz6 con el programa Clustal Omega.
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GLUT3_Nematostella 0.22317
GLUT1_Acropora 0.16586
GLUT1_Stylophora 0.00149
GLUT3_Stylophora 0.00259
GLUT3_Cassiopea_Transcrip. 0.231 07
GLUT3 Hydra 0.2259
GLUT8_Dendronephthya 0.28443
GLUT8_Exaiptasia 0.28231
GLUT8_Orbicella 0.25593
GLUT8_Pocillopora 0.27495
E GLUT8_Acropora 0.15138

GLUT4_Orbicella 0.11132
GLUT8_Stylophora 0.11992

Figura 30. Arbol filogenético generado para el transportador GLUT-3. Se observa a partir del
alineamiento en Clustal Omega que la secuencia de aminoacidos del transportador GLUT-3 en C.
xamachana es homoéloga con GLUT-3 de Hydra vulgaris.

GLUT3_Nematostella 0.22257
GLUT1_Acropora 0.16788
GLUT1_Stylophora 0.0017
GLUT3_Stylophora 0.00238
GLUT3_Cassiopea_Transcrip. 0.23226
GLUT3_Hydra 0.2247

GLUT8_CassiopeaTranscrip. 0.28669
GLUT8_Exaiptasia 0.27873

— GLUT8_Orbicella 0.25903
e GLUT8_Pocillopora 0.27403
E GLUT8_Acropora 0.14708

GLUT4_Orbicella 0.1229
GLUT8_Stylophora 0.10834

Figura 31. Arbol filogenético generado para el transportador GLUT-8. Se observa a partir del
alineamiento en Clustal Omega que la secuencia de aminoacidos del transportador GLUT-8 en C.
xamachana es homoéloga con GLUT-8 de Exaiptasia pallida.
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MOTIVOS CONSERVADOS DE AQGP-9-genl EN C. xamachana

(A) Motivo conservado: NPA

AQP7_Nematostella TFILIVFGVGSVAQSVLSNQTHGTFFSINFSWGMGVTMGCYMAGGVSGAHMNPAVTVAFA 86
AQP9_Actinia TFILIIFGVGSVAQTVLSKQONGTFFSINFGWGVGVTMGCYWAGGVSGAHMNPAVSLANA 107
AQP3_Exaiptasia TFILLIFGDGSVAQYVLSKGTKGTFFSVNFGWGVGVTLGCYWAAGISGAHMNPAVTLAFA 86
AQP3_Acropora TFILVTFGCGSIAQMVLSRETKGTFFSVNFSWGIGITLGCYWAGGISGAHMNPAVTLAFA 82
AQP7_Acropora TFILLIFGIASVAQMVLSNWKFGNFFSVNFGWGIGVTLGCYWAGGVSGAHMNPAVTVAFA 111
AQP3 Orbicella TFILVTFGVASIAQMVLSRGKNGTFFSVNFSWGIGVTLGCYWAGGISGAHMNPAVTLAFA 82
AQP7 Orbicella TFILLMFGIGSVAQMVLSRWKFGNFFSVNFGWGIGVTLGCYWAGGVSGAHMNPAVTLAFA 80
AQP7_Stylophora TFIVLTFGIGSVAQMVLSNWKFGTFFSVNFGWGIGVTLGCYWAGGISGAHMNPAVTLAFA 80
AQP9_Stylophora EREKQTFGIGSVAQMVLSNWKFGTFFSVNFGWGIGVTLGCYWAGGISGAHMNPAVTLAFA 109
| AQP9_CassiopeaTranscrip | TFILVALGCGSVAQFVLAKQKFGNYFSVDFGWGMGVAFGVYWAGGISGGHINPAVSLALA 63
AQP9_Hydra TLILCVLGIGSIAQFVLAKQEFGGYWAVSWGWGLGVAYGIYWSGGVSGGHINPAVTLALA 82
:* .*:** *k g, * ::::.:‘**:*:: * % :_*:**‘*:**** FE

(B) Motivo conservado: NPARD

AQP7_Nematostella GYAINPARQLGPRLFTAVAGWGSGVFTAGNNWSWVPCVGCIIGGILGAWFYMALIEVHHD 265
AQP9_Actinia GYAINPARQLGPRIFTAMAGWGSEVFTAGNHWWWVPCVACSLGGVLGAGLYIFFVELHHP 286
AQP3_Exaiptasia GYAINPARQLAPRIFTAMAGWGSEVFTAANSWAWVPVIACPIGGIIGAYTYILFIELHYP 265
AQP3_Acropora GYAINPARQLGPRIFTAMAGWGGGVFTAHNNWSWVPVVACLLGGVAGGLFYMVLIELQHD 261
AQP7_Acropora GYAINPARONLGPRIFTAMAGWGGEVFTAGNNWSWVPVIACFMGGITGAFIYIGLIEMHHD 290
AQP3 Orbicella GYAINPAROQLGPRIFTAMAGWGSGVFTAYHRWAWVPVIACLLGGVLGAIVYIITIEVHHK 261
AQP7_Orbicella GYAINPARONLGPRLFTAVAGWGFEVFTEANNWSWVPVVGCLLGGVLGAFLYIALIEMHHT 259
AQP7_Stylophora GYAINPARQLGPRLFTAVAGWGTEVFTVANNWSWVPVVGSLLGGVLGALVYIVLIAIHHV 259
AQP9 Stylophora GYAINPAROQLGPRLFTAVAGWGTEVFTVANNWSWVPVVGSLLGGVLGALVYIVLIAIHHV 288
Al _ i ran i GFGVINPARQLIPRVFTAVAGWGKEPFTAHSGWFWYPILGQFLGGILGGLFYEVTVGIHHP 242
AQP9_Hydra GFGLNPARQLGPRIFISMVGWGSVPFSNHGHWWIYSILGQLLGGVIGGVVYEFTIAIHHE 262
*:‘:****** **:* ::.*** *: * s . :**: *. * H ]

Figura 32. Alineamiento de secuencias de aminoacidos para el transportador AQGP-9-genl. Se
observa el alineamiento de secuencia de aminodcidos a partir de los motivos (A) NPA, (B) NPAXD (N:
asparagina, P: prolina, A: alanina y D: 4cido aspartico). El alineamiento se realizé con el programa Clustal
Omega.

AQP7_Nematostella 0.17966
AQP9_Actinia 0.6556
AQP9_CassiopeaTranscrip 0.18078
AQP9_Hydra 0.24086
AQP3_Acropora 0.16935
AQP3_Orbicella 0.11687
AQP7_Acropora 0.12787
AQP7_Orbicella 0.11419
AQP7_Stylophora 0.01392
AQP9_Stylophora 0.05013
AQP3_Exaiptasia 0.1646

Figura 33. Arbol filogenético generado para el transportador AQGP-genl. Se observa a partir del
alineamiento en Clustal Omega que la secuencia de aminoacidos de AQGP-9-genl en C. xamachana es
homologa con AQGP-9 de H. vulgaris.
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MOTIVOS CONSERVADOS DE AQGP-9-gen2 EN C. xamachana

(A) Motivo conservado: NPA

AQP9gen-2_CassiopeaTrancrip
AQP7_Nematostella
AQP9_Actinia
AQP3_Exaiptasia
AQP3_Acropora

AQP7_Acropora

AQP3 Orbicella
AQP7_Orbicella
AQP7_Stylophora
AQP9_Stylophora

AQP9-genl CassiopeaTranscrip
AQP9_Hydra

EQGTNKVEKRQNKYGSFAQFKLGKGAFGSFLSVNISWGLGVTFGVFWSGGISGGHINPAV| 105
AEFTSTFILIVFGVGSVAQSVLSNQTHGTFFSINFSWGMGVTMGCYMAGGVSGAHMNPAV| 81
AEFMSTFILIIFGVGSVAQTVLSKQONGTFFSINFGWGVGVTMGCYWAGGVSGAHMNPAV| 102
AEFIATFILLIFGDGSVAQYVLSKGTKGTFFSVNFGWGVGVTLGCYWAAGISGAHMNPAV| 81
AELLATFILVTFGCGSIAQMVLSRETKGTFFSVNFSWGIGITLGCYWAGGISGAHMNPAV| 77
AEFCGTFILLIFGIASVAQMVLSNWKFGNFFSVNFGWGIGVTLGCYWAGGVSGAHMNPAV| 106
AEFMATFILVTFGVASIAQMVLSRGKNGTFFSVNFSWGIGVTLGCYWAGGISGAHMNPAV| 77
AEFASTFILLMFGIGSVAQMVLSRWKFGNFFSVNFGWGIGVTLGCYWAGGVSGAHMNPAV| 75
AEFAATFIVLTFGIGSVAQMVLSNWKFGTFFSVNFGWGIGVTLGCYWAGGISGAHMNPAV| 75
REREREREKQTFGIGSVAQMVLSNWKFGTFFSVNFGWGIGVTLGCYWAGGISGAHMNPAV| 104
--MMGTFILVALGCGSVAQFVLAKQKFGNYFSVDFGWGMGVAFGVYWAGGISGGHINPAV| 58
AEMMGTLILCVLGIGSIAQFVLAKQEFGGYWAVSWGWGLGVAYGIYWSGGVSGGHINPAV| 77

JHOKE K, *ososs. Gkkpkgg o kopop kokk kgbekkk

AQP9gen-2 CassiopeaTrancrip
AQP7_Nematostella
AQP9_Actinia
AQP3_Exaiptasia
AQP3_Acropora

AQP7_Acropora

AQP3 Orbicella
AQP7_Orbicella
AQP7_Stylophora
AQP9_Stylophora
AQP9-genl_CassiopeaTranscrip
AQP9_Hydra

(B) Motivo conservado: NPARD

IGMTMGLNCGYGINPARDLIPRIFTSLAGWGSAPFKVHDYWFWYPVFGQLIGGMLGGLLY 284
IGATFGFNCGYAINPARDLGPRLFTAVAGWGSGVFTAGNNWSWVPCVGCIIGGILGAWFY 256
IGATFGFNCGYAINPARDLGPRIFTAMAGWGSEVFTAGNHWWWVPCVACSLGGVLGAGLY 277
IGATFGFNCGYAINPARDLAPRIFTAMAGWGSEVFTAANSWAWVPVIACPIGGIIGAYTY 256
IGATFGLNCGYAINPARDLGPRIFTAMAGWGGGVFTAHNNWSWVPVVACLLGGVAGGLFY 252
IGATFGFNCGYAINPARDLGPRIFTAMAGWGGEVFTAGNNWSWVPVIACFMGGITGAFIY 281
IGATFGFNCGYAINPARDLGPRIFTAMAGWGSGVFTAYHRWAWVPVIACLLGGVLGAIVY 252
IGATFGYNCGYAINPARDLGPRLFTAVAGWGFEVFTEANNWSWVPVVGCLLGGVLGAFLY 250
IGATFGFNCGYAINPARDILGPRLFTAVAGWGTEVFTVANNWSWVPVVGSLLGGVLGALVY 250
IGATFGFNCGYAINPARDLGPRLFTAVAGWGTEVFTVANNWSWVPVVGSLLGGVLGALVY 279
LGTSFGINAGFGVNPARDLIPRVFTAVAGWGKEPFTAHSGWFWYPILGQFLGGILGGLFY 233
AGATFGINAGFGLNPARDLGPRIFISMVGWGSVPFSNHGHWWIYSILGQLLGGVIGGVVY 253

k gak ok kg sfekkokkfe kk gk ga kkk * * .. skks ok *

Figura 34. Alineamiento de secuencias de aminoacidos para el transportador AQGP-9-gen2. Se
observa el alineamiento de secuencia de aminodcidos a partir de los motivos (A) NPA, (B) NPAXD (N:
asparagina, P: prolina, A: alanina y D: acido aspartico). El alineamiento se realiz6 con el programa Clustal

Omega.

AQP9gen-2_Cassiopea 0.2746

AQP9_CassiopeaTranscrip 0.1822
AQP9_Hydra 0.23944
AQP3_Acropora 0.16969

AQP3_Orbicella 0.11653

AQP7_Acropora 0.12865
AQP7_Orbicella 0.11462

AQP7_Stylophora 0.01545
AQP9_Stylophora 0.04861

AQP7_Nematostella 0.17846

AQP3_Exaiptasia 0.1658

Figura 35. Arbol filogenético generado para el transportador AQGP-gen2. Se observa a partir del
alineamiento en Clustal Omega que la secuencia de aminoacidos de AQGP-9-gen2 en C. xamachana es
homologa con AQGP-9 de H. vulgaris.
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2.3 Disefio de cebadores para amplificar el fragmento de los genes que codifican para

transportadores GLUT-3, GLUT-8, AQGP-9-genl y AQGP-9-gen2

En la plataforma NCBI, primer-BLAST (National Center for Biotechnology Information, en
inglés; https://www.ncbi.nlm.nih.gov/), se hizo una busqueda de cebadores para cada tipo de
transportador. Para seleccionar el par de cebadores, se buscd que se ubicaran en una regiéon que
incluyera la region conservada para cada gen: GLUT-3, GLUT-8, AQGP-9-genl y AQGP-9-gen2
(Figuras 36, 37, 38 y 39).

Para GLUT-3, se disefaron los cebadores a partir de la secuencia nucleotidica-aminoacidica de la
base de datos Cassiopea_dovetail con nimero de referencia: >>TRINITY DN109051 (Figura 36,
Tabla 8).

actggttctcaagttttcttgttggaatatctttteccttctattcaggagaagatcaagce
T 6 s ¢ v ¥F L. L. E Y L ¥F L. L ¥F R R R S S

cctatacatttthcccttttacggcactgg¢gctgctattctggctgtttacgttctat
P I H X VvV P F T A L V L L, F W L F T F Y

tttgttcctgaaacaaa tagaacrdcgtcaatgacatcatgaaaggattagaaaaga
F VP E T K G g X X s M T s - K D - K R
agagttacggagcaactgctcagagagaagatgtatcaa?gtcatcggacgtccaacth
R v T™E 9 L L R E K M Y o S H R T S5 N S
Figura 36. Fragmento de la secuencia nucleotidica-aminoacidica de la secuencia del transcrito
>>TRINITY_DN109051, del transportador de glucosa GLUT-3 en C. xamachana. Se disefiaron los
cebadores (recuadros azules) en donde se localiza el motivo conservado PETKGR (recuadro rojo) (P=
prolina, E= 4cido glutdmico, T= treonina y K= lisina, G= glicina, R= arginina). La traduccién de la
secuencia de nucledtidos a aminodcidos se realizé con el programa ExPASy.

Para GLUT-8, se disefaron los cebadores a partir de la secuencia nucleotidica-aminoacidica de la
base de datos Cassiopea_dovetail con nimero de referencia: Transcript (3204 bp)/CDS Sequence
(1545 bp)) (Figura 37, Tabla 9).

ptcaccaagctgtttccacabatgattgatgctttaaaagagcaaggcacattttggctc
v T K L. ¥ P 0 M I D A L K E Q G T F W L
tttggtggtttttgccttttaagtttcatatttgtgtactttcttgttccagaaacaaag
F G G F C L L S F I F V Y F L V| P E T K|
ooaaaaactcttgaggaaattgaacattatttctctgagggatattﬂtcctactgagacq
TLEEIEHYFSEGYFPTET

gtgcgagat|tga

v R D -

Figura 37. Fragmento de la secuencia nucleotidica-aminoacidica de la secuencia del transcrito
Transcript (3204bp)/CDS Sequence (1545 bp)), del transportador de glucosa GLUT-8 en C.
xamachana. Se disefiaron los cebadores (recuadros azules) en donde se localiza el motivo conservado
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PETKGK (recuadro rojo) (P= prolina, E= 4cido glutdmico, T= treonina y K= lisina, G=glicina). La
traduccion de la secuencia de nucleétidos a aminodcidos se realizé con el programa ExPASy.

Para AQGP-9-genl, se disefiaron los cebadores a partir de la secuencia nucleotidica-aminoacidica
de la base de datos Cassiopea_dovetail con numero de referencia: (Transcript (807 bp)/CDS
Sequence (807 bp)) (Figura 38, Tabla 10).

acataccccccagatttcgtatcaaactggactggtttcagdgatcagcttcttgcaact|
T vy P P D F V S N W T G F S D QQ L L A T
gccatatttgttggtactatctttgcactacttgacaacaagaacattgggcctggttct
A I F V G T I F A L L. D N K N I G P G S
aacatggcacctctgctgattggtcttatcgttttgacacttggaacttcattcggaatt
N M A P L L I G L I V L T L G T S F G I
aatgcaggatttggggttaacccdgcaagagacttgattccdagagtattcacggccgtt
N A G F G V |N P AR D/L I P R V F T A V

Figura 38. Fragmento de la secuencia nucleotidica-aminoacidica de la secuencia del transcrito
(Transcript (807 bp)/CDS Sequence (807 bp)), del transportador de glicerol AQGP-9-genl en C.
xamachana. Se disefnaron los cebadores (recuadros azules) en donde se localiza el motivo conservado
NPARD (recuadro rojo) (aminoacidos: N= asparagina, P= prolina, A= alanina, R= arginina y D= ac.
Aspartico). La traduccion de la secuencia de nucleétidos a aminodacidos se realizéd con el programa ExPASy.

Para el fragmento del transportador AQGP-9-gen2, se disefiaron los cebadores a partir de la

secuencia nucleotidica-aminoacidica de la base de datos Cassiopea_dovetail con ntimero de
referencia: (Transcript (945 bp)/CDS Sequence (945 bp)) (Figura 39, Tabla 8).

tgggctggattttctgatcaggtttttgccactatgattcttgtcagtacgattttcgca
w A G F S D Q VF A T M I L V S T I F A
ttgactgacagaaaaaacaatggcgttgattcgacgcagctgcecgtttatggttgggtgce
L T b R K NN G V D S T Q L P F M V G C
ctcgtttgggttattggcatgacaatggggctcaattgtggttatggaatcaaccca!ﬂﬁ
L v w v 1 6 M T M G L N C G Y G I|IN P A

| agaattttcacdagcttggcaggctggggatccgegectttcaaa

R D L, T P R I F T S L A G W G

Figura 39. Fragmento de la secuencia nucleotidica-aminoacidica de la secuencia del transcrito
(Transcript (945 bp)/CDS Sequence (945 bp)) del transportador de glicerol AQGP-9-gen2 en C.
xamachana. Se disenaron los cebadores (recuadros azules) en donde se localiza el motivo conservado
NPARD (recuadro rojo) (aminoacidos: N= asparagina, P= prolina, A= alanina, R= arginina y D= ac.
Aspartico). La traduccion de la secuencia de nucleétidos a aminodacidos se realizé con el programa ExPASy.
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Se estandarizaron las condiciones de PCR en punto final (Tabla 11), para amplificar el fragmento
se la secuencia identificada de las proteinas transportadoras GLUT-3, GLUT-8, AQGP-9-genl y
AQGP-9-gen2 usando cADN de C. xamachana como molde y como control negativo (-) ADN

correspondiente a bacterias y de simbionte (Symbiodinium KBS).

Tabla 11. Secuencias de cebadores especificos para amplificar los fragmentos de las secuencias
de genes que codifican para proteinas GLUT-3, GLUT-8, AQGP-9-genl y AQGP-9-gen2.
Condiciones de PCR empleadas en este trabajo.

Nombre Secuencia
GLUT-3 5’- GTC CCT TTT ACG GCA CTG GT -3’
CxGLUTG6F 5’- AGA GTT GGA CGT CCG ATG AC -3’
CxGLUT6R Longitud del producto de amplificacién: 166 pares de bases (pb).
GLUT-8 5’- GTC ACC AAG CTG TTT CCA CA -3’
CxGLUTSF 5’- ATC TCG CAC AGT CTC AGT AGG A -3’
CxGLUTSR Longitud del producto de amplificacion: 189 pares de bases (pb).
AQGP-9-genl 5’- GAT CAG CTT CTT GCA ACT -3’
CxAQO6IF 5’- TGG AAT CAA GTC TCT TGC-3’
CxAQG62R Longitud del producto de amplificacién: 177 pares de bases (pb).
AQGP-9-gen2 5’- GAT CAG GTT TTT GCC ACT -3’
CxAQO6IF 5’- TGG GAT AAG ATC ACG TGC -3’
CxAQG62R Longitud del producto de amplificacion: 180 pares de bases (pb).
FEla 5’- CCT CCA TAC TCT GAA CCA AGG TTT AAT G -3’
PF-FeoalF 5’- CCA ATT CCA CCA ATC TTG TAT ACA TCC TG -3’
PF-FealR Longitud del producto de amplificacion: 300 pares de bases (pb).
Condiciones de PCR | Un ciclo de 95 °C durante 3 min, 35 ciclos: 95 °C por 30 s, 55 °C
usadas para amplificar los | por 1 min, 72 °C por 30 s y un ciclo de extension final de 72 °C por
fragmentos de los genes | 7 min.
que codifican para GLUT-
3, GLUT-8, AQGP-9-genl
y AQGP-9-gen?.

2.4 Blanqueamiento de C. xamachana para el analisis de la expresion de genes que codifican

a proteinas transportadoras

Se seleccionaron medusas simbidticas adultas de C. xamachana (n = 6) colectadas en la laguna

Nichupté, México y transportadas a las instalaciones del Instituto de Ciencias del Mar y
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Limnologia en la UNAM, Puerto Morelos, Q. Roo. Se aclimataron en un estanque con sistema
abierto de 100 L y se mantuvieron bajo luz natural durante mds de un afio antes de los
experimentos. Los experimentos se hicieron con medusas en cautiverio, para lo cual se trasladaron

desde el estanque al laboratorio de Microbiologia Molecular.

Para el blanqueamiento experimental de medusas se usé la misma mezcla de azlicares
(monosacaridos) similar al método empleado para el analisis del microbioma de C. xamachana y
reportado por Pogoreutz ef al., (2017). Se seleccionaron medusas simbioticas con un tamafio de
paraguas similar de 6 cm. Cada medusa se coloco individualmente en un vaso de precipitado con
500 mL de agua de mar tomada del estanque de cultivo de medusas, bajo condiciones de luz
natural y aireacion en todo momento. El blanqueamiento artificial se le aplicé a 4 medusas bajo
condiciones de luz natural. El procedimiento de blanqueamiento consistié en adiciones diarias de 3
mL de una mezcla de azicares (MS) previamente disueltos en 200 mL de agua destilada, con una
concentracion final de 0.3 mg L. La mezcla contenia glucosa (D+) (4,14 mg L™), galactosa (D+)
(3,59 mg L") y manitol (2,25 mg L™). El agua de mar de los vasos de precipitado fue reemplazada
diariamente y después del reemplazo se adicionaban 3 mL de la mezcla de azucares; esto se realizd
durante 21 dias consecutivos. Se mantuvieron medusas control (n= 3) en el mismo tiempo de
tratamiento, solo con recambio de agua de mar y sin blanqueamiento experimental. Los

organismos no fueron alimentados en ningin momento.

Cada dia, se tomaron medidas del didmetro del paraguas de todas las medusas para evaluar la
pérdida de talla durante los experimentos. Se colectd un tentaculo de cada medusa al dia inicial
(dia 0), después al dia 14 tanto a medusas blanqueadas (n=4) como medusas control (n=3) vy,
después de 14 dias se suspendio la adicion de azucares para posteriormente a los 21 dias tomar otra
muestra de tentaculo a esas mismas medusas. Los tentdculos se cortaron con tijeras estériles, se
sumergieron en nitrégeno liquido y se mantuvieron a -80 °C hasta su posterior procesamiento para
la extraccion de ARN total.

Cada semana, se cort6 un tentdculo de medusa desde la base del paraguas con tijeras esterilizadas,
se pesO y se homogeneizd con un homogeneizador Dounce. El homogenado se centrifug6 a 13,000
X g durante 5 min y se elimind el sobrenadante. El precipitado se transfiri6 a un tubo de
microcentrifuga, se lavd una vez con agua miliQ y se resuspendi6 en 500 pl de agua de mar estéril
con 167 ul de lugol. Se cuantificé la densidad de simbionte con un hematocitdémetro usando un
microscopio 6ptico LEICA DMS500 (Objetivo 10X/0.22, ocular 10X) (3 conteos repetidos por

muestra). Los datos de densidad celular de simbiontes se normalizaron respecto al peso humedo de
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cada tentaculo. Se tomaron fotografias de cada tentaculo al inicio y final del experimento (dia 0 y
21) con un microscopio de fluorescencia (Axioskop 40 con el objetivo 20X y el filtro Tex Red Fs
15). Se tomaron fotografias de la respuesta fenotipica de medusas blanqueadas (M1, M2, M3 y
M4) al dia 21 asi como de medusas control sin blanquear (C1, C2 y C3).

2.5 Extraccion de ARN para el analisis de 1a expresion de proteinas transportadoras

El protocolo de extraccion fue adecuado por la Dra. Victoria Grosso de la UNAM, Puerto Morelos
y esta basado en el protocolo publicado por Pawlowski ef al., 1994 con algunas modificaciones
(Ver Anexo 1). Se usaron 500 ng del ARN extraido que fue copiado a cADN mediante el uso del
kit ImProm-II TM Reverse Transcriptase con 4 pul de Buffer (250 mM Tris-HCI pH 8.3, 375
mM KCI, 50 mM DTT y 25 mM MgCl,), 1 ul DNTPs, 0.5 pl inhibidor de ribonucleasas y 1 pl de
la enzima, en el termociclador BIORAD T100 Thermal Cycler bajo las siguientes condiciones: 25
°C (5 min), 42 °C (1 h 3 min) y 70 °C (5 min) (Former et al., 1994). Para corroborar que el cADN
fue correctamente sintetizado, se realiz6 la amplificacion mediante RT-PCR (transcripcion inversa)
de una region de 167 y 189 pb del fragmento del gen que codifica para GLUT-3 y GLUT-S,

respectivamente usando los cebadores descritos en la tabla 11.

2.6 Amplificacion mediante PCR del fragmento identificado del gen FEI « usado como gen
de referencia (housekeeping)

Se emplearon los cebadores PF-Feal-Fwd: y PF-Feal-Rev (Ver tabla 11), para amplificar el
fragmento del gen que codifica para el Factor de elongacion 1 alfa (FE/a) como gen basal o de
referencia usando cADN de C. xamachana como molde. Estos cebadores fueron previamente
disefiados en el estudio de Cabrales-Arellano et al., (2018) a partir del borrador del transcriptoma
de C. xamachana facilitado por el laboratorio de la Dra. Monica Medina de la Universidad Penn
State. Para la amplificacion del fragmento del gen del FE/a, se usé el termociclador BIORAD
T100 Thermal Cycler.

2.7 Electroforesis en gel de agarosa

Las extracciones de ARN fueron visualizadas mediante geles de agarosa al 1%, y para las
amplificaciones de PCR se us6 un gel de agarosa al 1.5 % de acuerdo al tamafio de amplificacion
esperado, en un buffer de corrida TAE 1X (Tris acetato 40 mM, EDTA 1 mM) y 2 ul de buffer de
carga (azul de bromofenol 0.25%, xylene cyanol 0.25%, glicerol 30% en el colorante fotoreactivo

Gel Red Biotium®). Para visualizar los acidos nucleicos y los productos de PCR en el gel de
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agarosa, se cargaron 5 pl del material genético. La electroforesis se corrié a 80 V durante 40 min

para posteriormente visualizarse en un transiluminador.

2.8 Secuenciacion para corroborar la identificacion de los fragmentos amplificados de los

genes que codifican para proteinas GLUT-3 y GLUT-8

Para corroborar la identidad de los fragmentos amplificados correspondientes a los genes GLUT-3
y GLUT-8, se us6 el producto de amplificacion de PCR punto final, usando los cebadores y
condiciones descritos en la Tabla 11 para cada secuencia usando cADN de C. xamachana. Los
productos de amplificacion del fragmento de los genes GLUT-3 y GLUT-8 fueron purificados del
gel usando el kit Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System para su posterior secuenciacion. Los

datos de secuenciacion se obtuvieron en el Instituto de Fisiologia Celular de la UNAM.

2.9 Clonacion y ligado de los amplicones obtenidos de los fragmentos de los genes AQGP-9-
genl y AQGP-9-gen2

Las amplificaciones de los genes AQGP-9-genl y AQGP-9-gen2 se ligaron a los vectores de
clonacion pDrive® Quiagen y pGEM® T-Easy (Promega®), respectivamente (Tabla 12). Para las
reacciones se emplearon 5 ul del Buffer de ligacion 10X, 5 ng del vector, la cantidad de inserto
necesaria para mantener la relacion molar 3:1 y 3 unidades de T4 ligasa (Promega®), hasta un
volumen final de 10 pl. La reaccion de ligacion se mantuvo durante toda la noche a 4 °C para

continuar con el ensayo de transformacion.

Tabla 12. Ligacion de las amplificaciones de AQGP-9.

Vector Inserto Nombre de la quimera Funcion

pGEM T-Easy AQGP-9 Clon-CxAQGP-9 Transporte de Glicerol

2.10 Transformacion: AQGP-9 en Escherichia coli

El ligado de los dos genes de AQGP-9 se transformaron en células quimico competentes de E. coli
TOP 10. Dicha transformacion se llevé a cabo mediante un choque térmico a 42 °C durante 1 min,
las células de E. coli se incubaron a 37 °C durante 1 h en agitaciéon a 160 x g, en medio de cultivo
enriquecido SOC ThermoFisher. Posteriormente, se hizo la transformacion, distribuyendo las
células en placas de agar LB (Para 100 mL de medio: 0.5 g de NaCl, 0.5 g extracto de levaduray 1
g bactopeptona o peptona, pH 7.0) adicionando 40 pul de antibiotico a cada placa asi como 40 pl
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del reactivo X-Gal (5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-galactopiranosido) con el fin de facilitar la
busqueda de colonias blancas. Las placas se incubaron a 37 °C durante toda la noche. La seleccion
de las clonas transformantes se hizo mediante un diagnéstico de PCR en punto final en colonia y
digestion enzimatica. Las clonas con los insertos de los dos genes de AQGP-9, se secuenciaron en

el Instituto de Fisiologia Celular de la UNAM, usando los cebadores reportados en la tabla 11.

2.11 Determinacion de la expresion de genes codificantes para transportadores mediante
PCR cuantitativa (RT-PCR)

Para la amplificacion por PCR cuantitativa (RT-PCR) del fragmento de los genes de los
transportadores de glucosa (GLUT-3 y GLUT-8) y glicerol (AQGP-9) se usaron 20 ng de cada
cADN sintetizado como templado a partir del ARN total extraido y se emplearon los cebadores
especificos disefiados para cada gen (ver tabla 11). Las condiciones de las reacciones de
amplificacion para el RT-PCR fueron las siguientes: la concentracion stock contenia 2X del agente
intercalante QuiantiTec® SYBR®-Green PCR Kit (200), 5 uM cebador hacia adelante, 5 uM
cebador reverso, agua y 20 ng de cADN como templado. Las condiciones de amplificacion fueron:
un ciclo de 95 °C durante 10 min, 40 ciclos: 95 °C por 15 s, 55 y 60 °C por 1 min, y para la curva
de fusion 95 °C 15 s, 60 °C 1 min y 95 °C 15 s. En la amplificacion, se incluyd un gen basal o de
referencia como control siendo este el Factor de elongacion 1 alfa. Para evaluar los niveles de
expresion de los diferentes genes, se hicieron ensayos de RT-PCR cuantitativa en el termociclador
StepOnePlus (Applied Biosystems) empleando el sistema SYBR Green, evaluando las tres réplicas
biologicas de medusas control (simbidticas) y cuatro medusas blanqueadas al tiempo 0, 14 y 21

dias.

Para el analisis de expresion mediante PCR cuantitativa, se empled el método de analisis de curvas
de disociacion, y se fijo el limite de fluorescencia en 0.05 para determinar la cuantificacion de
ciclos (valores Cr). Se hizo un promedio de los valores Cr para cada gen, y empleando el valor de
amplificacion del gen de referencia FE/a, se calcularon los valores de diferencia de expresion

mediante AACt normalizados al mismo. Se utilizo el método de cuantificacién relativa 2 24T

para
determinar el cambio de veces en la expresion. La estabilidad de la expresion del gen de referencia
se calculé mediante el uso de programas de acceso libre (GenNorm, A-Cr y BestKeeper). Se
determinaron las medias y desviacion estandar para cada muestra. Se calcul6 la significancia de la

comparacion de expresion entre réplicas y condicion mediante analisis de significancia ANOVA.
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RESULTADOS

EXPRESION GENETICA DE TRANSPORTADORES DE GLUCOSA Y GLICEROL
2.12 Blanqueamiento experimental de C. xamachana

Los recuentos de densidad celular mostraron una reduccidon significativa de la densidad de
simbiontes en medusas después de siete dias de tratamiento, iniciando en el dia 0 (TO) con 1.53 x
107 células ml'g" y 0.033 x 107 células ml™'g™" a los siete dias. Después de 14 dias y hasta 21 dias
la densidad de simbiontes se mantuvo baja con una reduccion de simbiontes del 84-99% (Figura 40
A y D). Las medusas control conservaron sus simbiontes después de 21 dias (Figura 40 A).
Observamos una disminucion del tamano del paraguas en medusas blanqueadas que fue de 6.5 cm
en el dia 0 a 4.5 cm en el dia 21, las medusas simbidticas conservaron una talla de 6.5 cm en el
tiempo 0 a 5.7 cm en el dia 21 (Figura 40 A). Se revisaron tentaculos de medusas con microscopio
de fluorescencia el dia 0 y después de 21 dias de tratamiento y se observd la ausencia de
flourescencia en medusas blanqueadas hasta los 21 dias (Figura 40 B). Los tentaculos de las
medusas control mostraron fluorescencia durante los 21 dias de tratamiento (Figura 40 C). Las
caracteristicas fenotipicas mostraron la ausencia de color pardusco de los simbiontes en medusas
blanqueadas (40 D y 41) y en medusas control se observaron medusas color pardusco durante los
21 dias de tratamiento (Figura 41).
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Dia 0 Dia 14 Dia 21

Figura 40. Blanqueamiento experimental y sus efectos sobre la densidad de simbiontes en C.
xamachana. (A) Cuantificacion celular de Symbiodinium en medusas blanqueadas durante 21 dias (circulos
rosas) y medusas control (tridngulos cerrados) (valores media £ sem; n= 3). (B) Imagenes de fluorescencia
de tentaculos de medusas al dia 0, 7, 14 y 21. (C) medusas control. Las puntos rojos indican las células de
Symbiodinium en los tentaculos de la medusa, barras de escala de 100 um. (D) Fotografia que muestra a una
medusa C. xamachana blanqueada.

®)

Medusas
blanqueadas

©)
Medusas
control

Dia 0

Dia 14

Dia 21

Figura 41. Fotografias de la respuesta fenotipica en medusas blanqueadas y control. Medusas
blanqueadas (M1, M2, M3 y M4) y medusas control (C1, C2 y C3) a las que se les tomd una muestra de
tentaculo al dia 0, al dia 14 del blanqueamiento y al dia 21. Los tentaculos de estas medusas fueron
empleados para la extraccion de ARN total y analisis de expresion de transportadores de glucosa y glicerol.
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2.13 Extraccion de ARN total para la sintesis a ADN complementario (cADN)

El ARN total extraido (Figura 42 A, B y C) fue tratado con ADNasa (Figura 42 By C). Los ARNs
fueron extraidos de medusas al dia inicial (Dia 0), al dia 14 y 21 bajo el tratamiento de azlicares, y

al dia 21 sin el tratamiento de aztcares (Figura 42 C).

. CIRNRCD c3 M M2 M3 M4
ARN -Dia 0
ADN —— s
ARNr 285 oot |- — =
ARNr 188 [ ad - e
ARNr 285
ARNr 188
ARN - Dia 14
il § (e c3 M1 M2 W4
ARNr 28S & = =
B ARNr 18S -

ARN - Dia
ARNr 288

ARNr 28S

ARNr 183 ARNr 18S

Figura 42. Extraccion de ARN total de tenticulos de C. xamachana. (A) ARN total extraido de
tentaculos de C. xamachana (cada carril representa la muestra de una misma medusa). Se observan tres
bandas. La primera corresponde al ADN remanente, la segunda al ARN ribosomal 28S y la tercera al ARN
18S. (B y C) ARN libre de ADN de muestras control (C1, C2, C3) y blanqueadas (M1, M2, M3, M4).
ARNSs extraidos de medusas control y medusas blanqueadas al dia inicial (dia 0), al dia 14 y al dia 21.

2.14 Comprobacion de la sintesis de ADN complementario (cADN)

Los sistemas eucariontes se caracterizan por la presencia de intrones; con la finalidad de evitar
amplificaciones inespecificas, se realizaron las amplificaciones mediante PCR punto final para
estandarizar las temperaturas de alineamiento de los cebadores para cada gen. Se obtuvo un
producto de amplificacion de 167 pb para GLUT-3, de 189 pb para GLUT-8, 177 pb para AQGP-9-
genl 'y 180 pb para AQGP-gen2 usando los cebadores disefiados para los fragmentos de los genes
de transportadores, usando ADN complementario (cADN) como templado (Figura 43 A, B, Cy
D). De este modo, se corroboro6 la sintesis de cADN (Figura 43 E y F) que se us6é como templado

para la amplificacion mediante RT-PCR cuantitativa.
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Figura 43. Amplificacién del fragmento identificado de los genes que codifican para proteinas GLUT-
3, GLUT-8, AQGP-9-genl, AQGP-9-gen2 mediante PCR punto final usando cADN de C. xamachana
como molde. (A, B, C y D) Amplificacién en gradiente de GLUT-3, GLUT-8 y AQGP-9 usando cADN
como molde a 55, 58, 60 y 62 °C. (E y F) Amplificacion de GLUT-3 y GLUT-8 usando los cADNs
sintetizados de las muestras Control (C 1, C2 y C3) y blanqueadas (M 1, M2, M3 y M4) al dia 0, 14 y 21
(cada carril representa la muestra de una misma medusa). M: marcador de peso molecular 100 pb Quick-
Load® 100 pb ADN.
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2.15 Amplificacion del fragmento identificado del gen que codifica para la proteina Factor de
Elongacion 1 alfa

Con el uso de los cebadores PF-Feal-Fwd y PF-Feal-Rev (Tabla 11) mediante un gradiente de
temperaturas y usando cADN de C. xamachana como molde, se obtuvo un producto de 300 pb
(Figura 44 A). Se us6 al FEIa como gen de referencia para los ensayos de PCR cuantitativa ya que
se ha reportado su estabilidad comparado con otros genes de referencia (Nicot et al., 2005) y su
uso en otros ensayos de RT-PCR (Suescin-Bolivar ef al., 2016). En la amplificacion, los controles
negativos (-) con ADN correspondiente a bacterias y ADN de simbionte que se usaron como

templado, no reflejaron ningun producto de amplificacion (Figura 44 B).
M FEla kB8- B- C-

(A) pb - 5 %
M  55°C 58°C l60°@ C-

1000 - l l l

500 -

400 - ) G @
300 -
200 -
100 -

Figura 44. (A) Amplificacion de FEIa en gradiente. Electroforesis en gel de agarosa al 1% de la
amplificacion realizada con los cebadores PF-Feal-Fwd y PF-Feal-Rev. En las reacciones esperadas se
observa un producto de amplificacion tnico del tamafio esperado de 300 pb (flechas blancas) a 55 °C, 58 °C
y 60 °C. (B) En el control negativo (-) con ADN molde de Symbiodinium (KB8-) y ADN de bacterias (B-)
asi como en el control negativo (-) sin ADN molde no se detectdé ninglin producto. M: marcador de peso
molecular de 100 pb Quick-Load® 100 pb ADN.

2.16 Secuenciacion para la identificacion de los fragmentos codificantes de los genes GLUT-3
y GLUT-8

Para corroborar que los cebadores amplifican los fragmentos de GLUT-3 y GLUT-8 mediante PCR
en punto final se verificd que los fragmentos amplificados solo dieran un producto de 167 pby 189
pb, respectivamente usando como molde cADN de C. xamachana (Figuras 45 A 'y 46 A). Como
controles negativos se usaron como templados ADN de bacterias y de simbionte (Symbiodinium
KB8) y un control negativo sin cADN, los cuales no reflejaron ningiin producto de amplificacion.
Para la secuenciacion de los fragmentos amplificados de GLUT-3 y GLUT-8, se hicieron cuatro
reacciones con dos productos esperados de 167 pb y 180 pb, respectivamente usando cADN como
molde (Figuras 45 B y 46 B). Los dos fragmentos amplificados para GLUT-3 y GLUT-8 fueron
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purificados del gel de agarosa en cuatro reacciones (Figuras 45 C y 46 C). Estos fragmentos
amplificados y purificados fueron usados para corroborar las identidades de GLUT-3 y GLUT-8
mediante secuenciacion en el Instituto de Fisiologia celular de la UNAM, usando los cebadores
CxGLUT6F-CxGLUT6R de GLUT-3 y CxGLUTSF-CxGLUTSR para GLUT-8 (Ver tabla 11).

(B) Amplificacion del (C) Purificacién del

(A) Amplificacion del fragmento fragmento del gen GLUT-3 amplicén a Partir
del gen GLUT-3 de la reaccion de
con cADN PCR

M KB8 B GLUT-3 C-

pb pb M  GLUT-3 GLUT-3 GLUT-3 GLUT-3

1000 -
1000 -

500 -
400 -
300 -
200 -
100 -

500 -

400 -
300 -
200 -
100 -

Figura 45. Amplificacion del fragmento de la secuencia correspondiente al fragmento del gen que
codifica para GLUT-3. (A) Electroforesis en gel de agarosa al 1% de la amplificacion realizada con los
cebadores CxGLUT6F-CxGLUT6R. En las reacciones esperadas se observa un producto de amplificacion
unico del tamafio esperado de 167 pb. En los controles negativos (-) con ADN molde de Symbiodinium
(KB8-) y ADN de bacterias (B-) asi como en el control negativo (-) sin ADN molde no se detectaron
productos de amplificacion. M: marcador de peso molecular de 100 pb. (B) Productos de amplificacion del
fragmento del gen GLUT-3 usados para la purificacion en gel. (C) Purificacion de ADN de los amplicones
generados para el fragmento del gen GLUT-3.

. (C) Purificacion del
(A) Amplificacion del fragmento (B) Amplificacion del amplicén a partir
del gen GLUT-8 fragmento del gen de la reaccioén de
GLUT-8 con cADN PCR

M KBS B C- GLUT-8

500
400
300 -
200 -
100 -

Figura 46. Amplificacién, clonacién y secuenciacion del fragmento del gen que codifica para la
proteina GLUT-8. (A) Electroforesis en gel de agarosa al 1% de la amplificacion realizada con los
cebadores CxGLUT8F-CxGLUTSR. En las reacciones esperadas se observa un producto de amplificacion
unico del tamafio esperado de 189 pb. En los controles negativos (-) con ADN molde de Symbiodinium
(KB8) y ADN de bacterias (B-) asi como en el control negativo (-) sin ADN molde no se detectaron
productos de amplificacion. M: marcador de peso molecular de 100 pb Quick-Load® 100 pb ADN. (B)
Productos de amplificacion del fragmento del gen GLUT-8 usados para la purificacién en gel. (C)
Purificacion de ADN de los amplicones generados para el fragmento del gen GLUT-8.
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2.17 Identificacion de los fragmentos amplificados de los genes que codifican para GLUT-3 y
GLUT-8 de C. xamachana

Para la identificacion de los fragmentos amplificados que corresponden a transportadores de
glucosa GLUT-3 y GLUT-8, la secuencia de nucle6tidos correspondiente a cada gen amplificado
fue traducida a aminoacidos (usando el programa ExPASy, Sistema Experto de Analisis de
Proteinas). Por otro lado, se seleccionaron secuencias de nucleétidos reportadas en la base de datos

NCBI (National Center for Biotechnology Information, en inglés; https://www.ncbi.nlm.nih.gov/)

de genes que codifican para proteinas GLUT presentes en otros cnidarios. Mediante un
alineamiento BLAST (por sus siglas en inglés, Herramienta Béasica de Busqueda de Alineacion
Local; (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/),) (Altschul et al., 1997), se buscaron secuencias de

nucledtidos con homologia a los fragmentos amplificados de los genes que codifican para las
proteinas GLUT-3 (>TRINITY DN109051) y GLUT-8 (Transcript (3204 bp)/CDS Sequence

(1545 bp)) de C. xamachana. Para GLUT-3, el alineamiento indic6 que las secuencias amplificadas

tenian un porcentaje de identidad arriba del 50 % con la secuencia del transportador GLUT 1y 3 en
otros cnidarios y un porcentaje de identidad de 70.37 % con la secuencia del transportador
facilitador de glucosa GLUT-3 del cnidario Actinia tenebrosa (Tabla 13). Para GLUT-S, el
alineamiento indic6 que las secuencias amplificadas tenian un porcentaje de identidad arriba del 50
% con la secuencia del transportador GLUT-8 en otros cnidarios y un porcentaje de identidad de 75
% con la secuencia del transportador facilitador de glucosa GLUT-8 del cnidario Stylophora
pistillata (Tabla 14).

Tabla 13. Identidad de la secuencia del fragmento amplificado del transportador facilitador de
glucosa GLUT-3 en C. xamachana en comparacion con secuencias de otros cnidarios.

Descripcion Especie Valor E Idel(l)f;dad Nﬁalzl::soode
Cnidarios

GLUT-3 Actinia tenebrosa 0.001 70.37% XM 031698557.1

GLUT-3 Nematostella vectensis 9e-05 68.97 % XM 032374881.1

GLUT-3 Hydra vulgaris le-04 68.97%  XP 002162640.3

GLUT-1 Exaiptasia diaphana 0.008 59.26 % XM _021058085.2

GLUT-1 Pocillopora damicornis 0.044 48.72% XM 027191065.1
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Tabla 14. Identidad de la secuencia del fragmento amplificado del transportador facilitador de
glucosa GLUT-8 en C. xamachana en comparacion con secuencias de otros cnidarios.

Descripcion Especie Valor E [ del(l)f; dad Nﬁalzl::;)Ode
Cnidarios

GLUT-8 Stylophora pistillata 0.010 75.00 %  PFX26081.1

GLUT-8 Stylophora pistillata 0.004 74.19 %  PFX26078.1

GLUT-8 Nematostella vectensis 0.016 70.97 %  XP_032240204.1

GLUT-8 Acropora millepora 0.027 58.97%  XP_029202863.2

GLUT-8 Pocillopora damicornis 0.044 57.89%  XP 027055162.1

A partir de la secuencia de aminoacidos de los fragmentos secuenciados de GLUT-3 y GLUT-8 de
C. xamachana se hizo un alineamiento en el programa Clustal Omega

(https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/) con 1la secuencia de aminoacidos de los

transportadores GLUT-3 y GLUT-8 identificados en el transciptoma de C. xamachana. En este
alineamiento se identificaron los motivos conservados PETK, GR y GK (G= glicina, R= arginina,
P= prolina, E= acido glutdmico, T= treonina y K= lisina) caracteristicos de estas proteinas y que
cumplen la funcion del transporte de azucar (Figura 47). El porcentaje de identidad en el
alineamiento de la secuencia de nucle6tidos del transcriptoma de C. xamachana con la secuencia
de GLUT-3 secuenciado fue del 69% (Figura 48). Para GLUT-8, el porcentaje de identidad en el
alineamiento de la secuencia de nucleotidos del transcriptoma de C. xamachana con la secuencia
de GLUT-8 secuenciado fue del 98% (Figura 49).

Motivo conservado: PETK, GR y GK

SecuenciadoGLUT-3Cassiopea LRHWXV—— e e e PFTALVLLFWLFTFYF 295

GLUT3_CassiopeaTranscriptoma LRHWXV—— e e e PFTALVLLFWLFTFYF 295

SecuenciadoGLUT-8Cassiopea | =  ———————mmmmmmmmmon XXXXQXHFGSLRGFCLLSFIFVYFL 41
1530

GLUT8_CassiopeaTranscriptoma LTNWFFVFLVTKLFPQMIDALKEQGTFWLFGGFCLLSFIFVYFL

khk s ek s s oskfkRkk

Figura 47. Alineamiento de secuencia de aminoacidos de GLUT-3 y GLUT-8 a partir del
transcriptoma de C. xamachana. Se observan los motivos conservados PETK, GR y GK (G=glicina,
R=arginina, P= prolina, E= acido glutdmico, T= treonina y K= lisina) traducidos a partir de los fragmentos
secuenciados de los transportadores GLUT-3 y GLUT-S. El alineamiento se realiz6 con el programa Clustal
Omega.
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Fragmento Valor E Identidad % Longitud
GLUT-3 4e-07 75/109 (69%) 139 pb
o e TTTTT?TTT%?TTTCTTT?ATTA?G?GTTWJ """ U
GLUT-3_Secuenciado 10 CTATTTTGTTCNTGAAGCACACGTGAGTTATGNAGCCNCTCGAATGCACATCATGAA

GLUT-3_Transcriptoma 3 AGG-ATTAGAA-AAGAAGAGTTACGGAGCAACTGCTCAGAGAGAAGATG 139

L LT 1] L] T

GLUT-3_Secuenciado 70 AGGGATTAGAAGANNNNGANAAAAGGGATCANNGCTCAGAGAGANGATG 118

Figura 48. Alineamiento de secuencia de nucledtidos de GLUT-3 del transcriptoma de C. xamachana
con el fragmento secuenciado. Alineamiento de la secuencia de nucleodtidos del fragmento amplificado
correspondiente al transportador GLUT-3 con la secuencia de GLUT-3 en el transcriptoma de C.
xamachana. El porcentaje de identidad en el alineamiento fue de 69%. Se ubica la region conservada PETK
(recuadro azul).

Fragmento Valor E Identidad % Longitud
GLUT-8 Se-71 143/146 (98%) 189 pb

GLUT-8 Transcriptoma 45 AGGCACATTTTGGCTCTTTG-GTGGTTTTTGCCTTTTAAGTTTCATATTTGTGTACTTTC 103

CECE LD EE LD LT

GLUT-8_Secuenciado 14  AGGCNCATTTTGGCTCTTTGCGGGGTTTTTGCCTTTTAAGTTTCATATTTGTGTACTTTC 73

GLUT-8 Transcriptoma 104 TTbTTCCAGAAAC ZLAAAACTCTTGAGGAAATTGAACATTATTTCTCTGAGGGAT 163

I||||||||||||||||||||||||||I|||||I|||||||||||||||||I||||||||

GLUT-8_Secuenciado 74 TTGTTCCAGAAACAAAGGGAAAAACTCTTGAGGAAATTGAACATTATTTCTCTGAGGGAT 133

GLUT-8_Transcriptoma 164 ATTTTCCTACTGAGACTGTGCGAGAT 189

CELELELELEELL P

GLUT-8_Secuenciado 134 ATTTTCCTACTGAGACTGTGCGAGAT 159

Figura 49. Alineamiento de secuencia de nucledtidos de GLUT-8 del transcriptoma de C. xamachana
con el fragmento secuenciado. Alineamiento de la secuencia de nucleodtidos del fragmento amplificado
correspondiente al transportador GLUT-8, con la secuencia de GLUT-8 en el transcriptoma de C.
xamachana. El porcentaje de identidad en el alineamiento fue de 98%. Se ubica la region conservada PETK
(recuadro azul).

2.18 Identificacion de los fragmentos amplificados de los genes AQGP-9-genl y AQGP-9-gen2

Para corroborar la identidad de los fragmentos que amplifican para las secuencias de los genes
AQGP9-1 y AQGP9-2, mediante PCR en punto final se verificé que el fragmento amplificado sélo
dieran los productos de 177 pb y 180 pb, respectivamente usaron como molde cADN de C.
xamachana (Figuras 50 A y 51 A). Como controles negativos se usaron ADN de bacterias y de
simbionte (Symbiodinium KB8) y un control negativo sin cADN, los cuales no reflejaron ningin

producto de amplificacion. Para la secuenciacion de los fragmentos amplificados de la AQGP-9-
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genl y AQGP-9-gen2, se hicieron cuatro reacciones con los productos esperados de 177 pb y 180
pb, respectivamente usando cADN como molde (Figura 50 B y 51 B). Los fragmentos
amplificados para AQGP-9-genl y AQGP-9-gen2 fueron purificados del gel de agarosa en las
cuatro reacciones (Figuras 50 C y 51 C). Estos fragmentos amplificados y purificados fueron
usados para la reaccion de ligacion. El ligado se transformé en células quimico competentes de E.
coli TOP 10, dicho procedimiento se describe en los métodos (seccion 7.17) (Figuras 50 D y 51
D). Se hizo una PCR en colonia seleccionando algunas clonas con los insertos de AQGP-9-genl 'y
AQGP-9-gen2 y se observaron los productos esperados de 177 pb y 189 pb, respectivamente
(Figuras 50 E y 51 E). Se purificaron los plasmidos (Figuras 50 F y 51 F), y las clonas se
secuenciaron en el Instituto de Fisiologia celular de la UNAM, usando cebadores universales.

(B) Amplificacién (C) Purificacion del

(A) Amplificacion del fragmento del amplicén a
gen AQGP-9-gen1 g:l:f;agg;gt_;g:; partir de la reaccion
AQGP AQGP con cADN de PCR
M KBS B C- 9 9
- b

pb 177 pb P

1000- l

300- \l, \l, \1, 1000-

200 500 - b

o S e e PTE

200 -
100 -

[ (E) PCR en colonia } (F) Purificacion de

(D) Ligacion de las
plasmidos

amplificaciones

1000-

500 -
400 -
300 -
200 -
100 -

Figura 50. Amplificacion, clonacién y secuenciacion de AQGP-9-genl. (A) Electroforesis en gel de
agarosa al 1% de la amplificacion realizada con los cebadores CxAQ61F y CxAQG62R. En las reacciones
esperadas se observa un producto de amplificacion Gnico del tamaio esperado de 177 pb. En los controles
negativos (-) con ADN molde de Symbiodinium (KB8) y ADN de bacterias (B) asi como en el control
negativo (-) sin ADN molde no se detectaron productos de amplificacion. M: marcador de peso molecular
de 100 pb Quick-Load® 100 pb ADN. (B) Productos de amplificacion del fragmento que codifica para la
proteina AQGP-9-genl usados para la purificacion en gel. (C) Purificacion de ADN de los amplicones
generados para el fragmento del gen que codifica para AQGP-9-genl. (D) Ligacion y transformacion del
inserto del fragmento del gen AQGP-9-genl en células quimico competentes de Escherichia coli TOP 10.
(E) PCR en colonia. (F) Plasmidos purificados con el inserto del fragmento del gen AQGP-9-gen.
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(A) Amplificacion del fragmento del (B) Amplificacion del (C) Purifica’ci()n del
gen AQGP-9-gen2 fragmento del gen AQGP-9- amplicon a
gen2 con cADN partir de la
KBS B AQGP-9-2 C- reaccion de PCR
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Figura 51. Amplificacién, clonaciéon y secuenciacion de AQGP-9-gen2. (A) Electroforesis en gel de
agarosa al 1% de la amplificacion realizada con los cebadores CxAQ63F y CxAQ64R. En las reacciones
esperadas se observa un producto de amplificacion Gnico del tamaio esperado de 180 pb. En los controles
negativos (-) con ADN molde de Symbiodinium (KB8) y ADN de bacterias (B) asi como en el control
negativo (-) sin ADN molde no se detectd ningin producto de amplificacion. M: marcador de peso
molecular de 100 pb Quick-Load® 100 pb ADN. (B) Productos de amplificacion de AQGP-9-gen?2 usados
para la purificacion en gel. (C) Purificacion de ADN de los amplicones generados para el fragmento del gen
que codifica para AQGP-9-gen2. (D) Ligacion y transformacion del inserto del fragmento del gen que
codifica para AQGP-9-gen2 en células quimico competentes de Escherichia coli top 10. (E) PCR en
colonia. (F) Plasmidos purificados con el inserto del fragmento del gen que codifica para AQGP-9-gen?.

2.19 Secuenciacion para la identificacion de AQGP-9 en C. xamachana

Para la identificacion del fragmento amplificado correspondiente al fragmento del gen que codifica
para las proteinas AQGP-9-genl (Transcript (807 bp)/CDS Sequence (807 bp)) y AQGP-9-gen2
(Transcript (945 bp)/CDS Sequence (945 bp)) la secuencia de nucleétidos correspondiente a cada

gen amplificado fue traducida a aminoacidos (usando el programa ExPASy, Sistema Experto de
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Analisis de Proteinas). Por otro lado, se seleccionaron secuencias de nucleotidos reportadas en la

base de datos NCBI: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) de genes que codifican para proteinas
transportadoras de glicerol (AQGP) presentes en otros cnidarios. Mediante un alineamiento

BLAST (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/) se buscaron secuencias de nucleétidos con homologia a

los fragmentos de genes amplificados que corresponden a AQGP-9 en C. xamachana. Para
AQGPY9-genl y AQGP-9-gen2, el alineamiento indicé que los fragmentos de los genes
amplificados tenian un porcentaje de identidad arriba del 50% con la secuencia del gen que
codifica para transportadores AQGP-9 de otros cnidarios. Para el gen 1 de AQGP-9 el porcentaje
de identidad fue de 75 % con la secuencia del fragmento del gen que codifica para transportador
AQGP-9 de Hydra vulgaris (Tabla 15) y para AQGP-9-gen2, el porcentaje de identidad fue de
61.67 % con la secuencia del fragmento del gen que codifica para el transportador AQGP-9 de

Nematostella vectensis (Tabla 16).

Tabla 15. Identidad de la secuencia del fragmento amplificado del transportador de glicerol
AQGP-9-genl en C. xamachana en comparacion con secuencias de otros cnidarios.

Descripcion Especie Valor E Idel(l)f;dad Nﬁalzlce:soode
Cnidarios

AQGP-9 Hydra vulgaris 2e-20 75.00%  XP 002156497.1

AQGP-9 Nematostella vectensis 2e-14 50.75%  XP _032242959.1

AQGP-9 Acropora digitifera le-12 50.75%  XP 015764992.1

Tabla 16. Identidad de la secuencia del fragmento amplificado del transportador de glicerol
AQGP-9-gen2 en C. xamachana en comparacion con secuencias de otros cnidarios.

Descripcion Especie Valor E Idel(l)f;dad Nﬁalzl::soode
Cnidarios

AQGP-9 Nematostella vectensis Se-13 61.67%  XP 032242959.1

AQGP-9 Nematostella vectensis 2e-13 60.32%  XP 032242959.1

AQGP-9 Stylophora pistillata 3e-11 58.33%  XP 032242959.1

AQGP-7 Pocillopora damicornis 3e-12 58.73%  XP _027047621.1

AQGP-3 Pocillopora damicornis 8e-12 58.73%  XP 027040161.1
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A partir de las secuencias de aminoacidos traducidas a partir de los fragmentos secuenciados de
AQGP-9-genl y AQGP-9-gen2 de C. xamachana se hizo un alineamiento en el programa Clustal

Omega (https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/) con las secuencias traducidas a partir de los

ARN de los transportadores AQGP-9 identificados en el transcriptoma de C. xamachana. En este
alineamiento se identifico el motivo conservado NPARDL (N = asparagina, P = prolina, A =
alanina, R = arginina, D = 4cido aspartico y L = leucina) caracteristicos de estas proteinas y que
cumplen la funcion del transporte de glicerol (Figura 52). El porcentaje de identidad en el
alineamiento de la secuencia de nucle6tidos del transcriptoma de C. xamachana con la secuencia
de AQGP-9-genl secuenciado fue del 99% (Figura 53). Para AQGP-9-gen2, el porcentaje de
identidad en el alineamiento de la secuencia de nucledtidos del transcriptoma de C. xamachana

con la secuencia de AQGP-9-gen2 secuenciado fue del 98% (Figura 54).

(B) Motivo conservado: NPARDL

AQP9-2_SecuenciadoCassiopea DRKNNGVDSTQLPFMVGCLVWVIGMTMGLNCGYGINPARDLIPIRFLPL-FLSARSSH-L 75

AQP9-1 SecuenciadoCassiopea DNKNIGPGSNMAPLLIDLIVLTLGTSFGINAGFGVNPARDLIPNRIPAAAMAAGXX---- 560

AQP9-1 TransctiptomaCassiopea DNKNIGPGSNMAPLLIGLIVLTLGTSFGINAGFGVNPARDLIPRVFTAVAGWGKEP---- 207

AQP9-2 TransctiptomaCassiopea DRKNNGVDSTQLPFMVGCLVWVIGMTMGLNCGYGINPARDLIPRIFTSLAGWGSAP---- 258
* * % * * Koo . %k .k .ok ek koo koo Pk ok ok ok kK . *

Figura 52. Alineamiento de las secuencias de aminodcidos traducidas de AQGP-9-genl y AQGP-9-
gen2 traducidos a partir del transcriptoma de C. xamachana. Se observan el motivo conservado
NPARDL (N: asparagina, P: prolina, A: alanina, R: arginina, D: &acido aspartico y L: leucina) en los
fragmentos de las secuencias correspondientes a los transportadores AQGP-9-genl y AQGP-9-gen2. El
alineamiento se realiz6 con el programa Clustal Omega.

Fragmento Valor E Identidad % Longitud
AQGP-9-genl 4e-49 100/101 (99%) 876 pb

AQGP-9-1_Transcriptoma 97  TGATCAGCTTCTTGCAACTGCCATATTTGTTGGTACTATCTTTGCACTACTTGACAACAA 156

: COTELTTETTTEC T ety
AQGP-9-1_Secuenciado 232 TGATCAGCTTCTTGCAACTGCCATATTTGTTGGTACTATCTTTGCACTACTTGACAACAA 173

AQGP-9-1_Transcriptoma 157 GAACATTGGGCCTGGTTCTAACATGGCACCTCTGCTGATTG 197

||||||||l|||||| ||||I||||||||||||||||||||

AQGP-9-1_Secuenciado 172 AACATTGGGCCTGGCTCTAACATGGCACCTCTGCTGATTG 132

Figura 53. Alineamiento de secuencia de nucleétidos de AQGP-9-genl del transcriptoma de C.
xamachana con el fragmento secuenciado para cada gen. Alineamiento de la secuencia de nucleotidos
del fragmento amplificado correspondiente al transportador AQGP-9-genl, con la secuencia de AQGP-9-
genl en el transcriptoma de C. xamachana. El porcentaje de identidad en el alineamiento fue de 99%. Se
ubica la region conservada NPARDL (recuadro azul).
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Fragmento Valor E Identidad % Longitud
AQGP-9-gen2 le-91 178/180 (99%) 180 pb

AQGP-9-2_Transcriptoma 1 GATCAGGTTTTTGCCACTATGATTCTTGTCAGTACGATTTTCGCATTGACTGACAGAAAA 60

AQGP-9-2_Secuenciado 1 GATCAGGTTTTTGCCACTATGATTCTTGTCAGCACGATCTTCGCATTGACTGACAGAAAA 60

AQGP-9-2 Transcriptoma 61  AACAATGGCGTTGATTCGACGCAGCTGCCGTTTATGGTTGGGTGCCTCGTTTGGGTTATT 120

AQGP-9-2_Secuenciado 61  AACAATGGCGTTGATTCGACGCAGCTGCCGTTTATGGTTGGGTGCCTCGTTTGGGTTATT 120

AQGP-9-2_Transcriptoma 121 GGCATGACAATGGGGCTCAATTGTGGTTATGGAAT 180

AQGP-9-2_Secuenciado 121 ATGACAATGG GTGGTTATGGAATCAACCCAGCACGTGATCTTATCCCA 180

Figura 54. Alineamiento de secuencia de nucleétidos de AQGP-9-gen2 del transcriptoma de C.
xamachana con el fragmento secuenciado para cada gen Alineamiento de la secuencia de nucleétidos del
fragmento amplificado correspondiente al transportador AQGP-9-gen2, con la secuencia de AQGP-9-gen2
en el transcriptoma de C. xamachana. El porcentaje de identidad en el alineamiento fue de 99%. Se ubica la
region conservada NPARDL (recuadro azul).

2.20 Deteccion de la concentracion de cADN para los ensayos de g-PCR cuantitativa

Se hizo una PCR en punto final del fragmento identificado del gen Factor de Elongacion 1 alfay se
usaron los cebadores del fragmento identificado del gen GLUT-3 y el mix del SYBR-Green, con la
finalidad de determinar la concentraciéon de cADN que no saturara la reaccion de RT-PCR (Figura
55). De este modo se determind que una concentracion de 20 ng de cADN fue la adecuada para los
ensayos de PCR cuantitativa. Las condiciones de PCR para la deteccion de la concentracion de
cADN fueron las siguientes: Un ciclo de 95 °C durante 10 min, 40 ciclos: 95 °C por 1 min, 60 °C
por 1 min, 72 °C por 30 s y un ciclo de extension final de 72 °C por 1 min.

cADN - Fragmento del gen FEla cADN - Fragmento del gen
(300 pb) GLUT-3 (167 pb)

1000-
20ng 50ng

500 - 1000- |¥
400 -
300 -
200 -

100 -

500 -
400
300
200
100

Figura 55. Deteccion de la concentracion de cADN usado como templado para los ensayos de PCR
cuantitativa en tiempo real (RT-PCR). Se detectaron productos de amplificacion para FEloy GLUT-3,
usando 5 ng, 10 ng y 50 ng de cADN como templado. Se observa un producto de amplificaciéon adecuado
para cada tipo de concentracion.
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2.21 Ensayo RT-PCR: Graficas de cinética de amplificacion de secuencias correspondientes a

los genes GLUT-3, GLUT-8, AQGP-9-genl, AQGP-9-gen2y FEla

Mediante RT-PCR usando como fluréforo reportero SYBR-Green y 20 ng de cADN de C.
xamachana en cada reaccion de amplificacion, se cuantificoé la expresion del fragmento
correspondiente a los genes GLUT-3, GLUT-8, AQGP-9-genl, AQGP-9-gen2 y FEIa en medusas
control (C1, C2 y C3) (Figuras 56, 59 y 61) y blanqueadas (M1, M2, M3 y M4) (Figuras 57, 58, 60
y 61) al dia 0, dia 14 y dia 21. Durante el proceso de amplificacion, se distinguieron tres fases: 1)
geométrica en donde la eficiencia de la reaccion era del 100% y la cinética de amplificacion tuvo
un comportamiento 2" en donde a partir de una molécula de ADN se generaron 2 moléculas de
ADN; 2) la fase lineal o exponencial; y 3) fase meseta en donde la cantidad de producto de
amplificacion para cada gen fue constante. El umbral o linea base (threshold, en Inglés) de la curva
de amplificacién en donde el cambio en la sefial de fluorescencia es minimo, se selecciond
automaticamente para que las muestras pudieran ser comparadas entre si. Se busco que la linea
base se encontrara por encima de la fluorescencia de referencia (ruido de fondo) y por debajo de la
fase de meseta para obtener de manera adecuada el valor de Cr (ciclo de cuantificacion) para cada
reaccion y en donde el niimero de ciclo en el que la emision de fluorescencia (ARn) estaba
significativamente por encima del fondo. De este modo, fue posible estimar la cantidad de
templado, es decir cADN o ARN mensajero (ARNm) inicial para cuantificar GLUT-3, GLUT-8,
AQGP-9-genl, AQGP-9-gen-2 y FElo. Mientras mayor fue la cantidad de templado ARNm para
cada gen y tipo de muestra, menor nimero de ciclos (Cr) fueron requeridos para alcanzar el umbral

de deteccion; diferencias en un Cr indicaron el doble o la mitad de cantidad de templado inicial.
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Figura 56. Grafica de cinética de amplificacion en tiempo real de los fragmentos amplificados de
GLUT-3, GLUT-8 y FEIa. Amplificacion de muestras de medusas control C1, C2 y C3 usando 20 ng de
cADN como molde al dia 0, dia 14 y dia 21. Se observa la linea base que pas6 gradualmente a la region
exponencial (lineal) seguida de la meseta que indic6 que la amplificacion se estaba reduciendo, asi como el
numero de ciclos (Cr) en el que el cADN de las muestras amplificado acumulé suficiente fluorescencia
(ARn) para cruzar el umbral. Valor del umbral de deteccion: 0.032101.
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Figura 57. Grafica de cinética de amplificacion en tiempo real de los fragmentos amplificados de
GLUT-3, GLUT-8 y FEIa. Amplificacion de muestras de medusas blanqueadas M1 y M2 usando 20 ng de
cADN como molde al dia 0, dia 14 y dia 21. Se observa la linea base que pas6é gradualmente a la region
exponencial (lineal) seguida de la meseta que indicd que la amplificacion se estaba reduciendo, asi como el
numero de ciclos (Cr) en el que el cADN de las muestras amplificado acumulé suficiente fluorescencia
(ARn) para cruzar el umbral. Valor del umbral de deteccion: 0.0242.
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Figura 58. Grafica de cinética de amplificacion en tiempo real de los fragmentos amplificados de
GLUT-3, GLUT-8 y FEIa. Amplificacion de muestras de medusas blanqueadas M3 y M4 usando 20 ng de
cADN como molde al dia 0, dia 14 y dia 21. Se observa la linea base que pas6é gradualmente a la region
exponencial (lineal) seguida de la meseta que indicé que la amplificacion se estaba reduciendo, asi como el
numero de ciclos (Cr) en el que el cADN de las muestras amplificado acumulé suficiente fluorescencia
(ARn) para cruzar el umbral. Valor del umbral de deteccion: 0.0116.
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Figura 59. Grafica de cinética de amplificacion en tiempo real de los fragmentos amplificados de
AQGP-9-genl y FEla. Amplificacion de muestras de medusas control C1, C2 y C3 usando 20 ng de
cADN como molde al dia 0, dia 14 y dia 21. Se observa la linea base que pas6 gradualmente a la region
exponencial (lineal) seguida de la meseta que indicé que la amplificacion se estaba reduciendo, asi como el
numero de ciclos (Cr) en el que el cADN de las muestras amplificado para cada gen acumuld suficiente
fluorescencia (ARn) para cruzar el umbral. Valor del umbral de deteccion: 0.018375.
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Figura 60. Grafica de cinética de amplificacion en tiempo real de los fragmentos amplificados de
AQGP-9-genl y FEIa. Amplificacion para las muestras de medusa blanqueadas M1, M2 M3 y M4 usando
20 ng de cADN como molde al dia 0, dia 14 y dia 21. Se observa la linea base que pasé gradualmente a la
region exponencial (lineal) seguida de la meseta que indic6 que la amplificacion se estaba reduciendo, asi
como el numero de ciclos (Cr) en el que el cADN de las muestras amplificado acumul6 suficiente
fluorescencia (ARn) para cruzar el umbral. Valor del umbral de deteccion: 0.078867.
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Figura 61. Grafica de cinética de amplificacion en tiempo real de los fragmentos amplificados de
AQGP-9-gen2 y FEla. Amplificacion de muestras de medusas control C1, C2 y C3 y medusas
blanqueadas M1, M2, M3 y M4 usando 20 ng de cADN como molde al dia 0, dia 14 y dia 21. Se observa la
linea base que pas6 gradualmente a la region exponencial (lineal) seguida de la meseta que indico que la
amplificacién se estaba reduciendo, asi como el nimero de ciclos (Cr) en el que el cADN de las muestras
amplificado para cada gen acumul6 suficiente fluorescencia (ARn) para cruzar el umbral. Valor del umbral
de deteccion: 0.0236.
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2.22 Curvas de fusion (disociacion o curva melting) de amplificacion del fragmento de los

genes que codifican para GLUT-3, GLUT-8, AQGP-9-1, AQGP-9-2 y FEIa.

Durante la PCR cuantitativa (RT-PCR), el agente reportero SYBR-green emitio la sefial de
fluorescencia y se intercald en las moléculas de ADN generadas en cada ciclo de amplificacion
para cada cADN (medusas blanqueadas: M1, M2, M3 y M4 y control: C1, C2 y C3). Se realiz¢ el
proceso de validacion con la finalidad de corroborar que un solo producto de amplificacion fuera
generado y que la fluorescencia registrada correspondiera al producto de amplificacion para cada
cADN de cada muestra y gen en particular y no a productos inespecificos o dimeros de cebadores.
Para demostrar esto, después del proceso de amplificacion, se realizd el ensayo de disociacion
(curva melt), en donde la temperatura (Tm) increment6 gradualmente a 95°C, registrando la
intensidad de fluorescencia durante este proceso. Al incrementar la temperatura, las cadenas de
ADN se desnaturalizaron gradualmente, disminuyendo la intensidad de fluorescencia registrada, al
llegar a la Tm del amplicon esperado para cada gen, la velocidad de disociacién incrementd
drasticamente dado que el 50% del producto de amplificacion se encontraba desnaturalizado y la

curva de disociacion presentd un punto de inflexion a diferente temperatura para cada gen.

En la curva de disociacién de productos especificos de RT-PCR con el par de cebadores para el
fragmento del gen FEla, al usar SYBR-Green la Tm oscildé entre 79.93 °C y 79.78 °C para
muestras control y blanqueadas, respectivamente (Figura 62 A y B). En la curva de disociacion de
productos especificos de q-PCR para GLUT-3 la Tm oscil6 entre 75.02 °C y 73.69 °C (control y
blanqueadas), respectivamente (Figura 62 C y D). Para GLUT-8 la Tm oscil6 entre 76.96 °C y
76.96 °C (control y blanqueadas), respectivamente (Figura 62 E y F). Para AQGP-9-genl la Tm
oscil6 entre 79.34 °C y 79.40 °C (control y blanqueadas), respectivamente (Figura 62 G y H). Para
AQGP-9-gen2 la Tm oscilé entre 83.35 °C y 83.65 °C (control y blanqueadas), respectivamente
(Figura 62 I'y J). Se observo un solo pico de disociacion a la temperatura de desnaturalizacion del

producto de amplificacion de todos los genes.
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Figura 62. Curvas de disociacion de productos especificos de RT-PCR con el par de oligonucledtidos
para los fragmentos amplificados de FEla (A-B), GLUT-3 (C-D), GLUT-8 (E-F), AQGP-9-genl (G-H)
y AQGP-9-gen2 (I-J) usando SYBR-Green como reportero. El pico representa el valor de la temperatura
(Tm) del producto de PCR especifico correspondiente a muestras de cADN de medusas control (A, C, E, G,
I) y blanqueadas (B, D, F, H, J). Se muestra el valor de la temperatura (Tm) del producto de PCR
especifico correspondiente a cada tipo de muestra.
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2.23 Niveles de expresion de los fragmentos de los genes codificantes para transportadores

GLUT-3, GLUT-8, AQGP-9-genl y AQGP-9-gen2 en medusas simbidticas y blanqueadas

Se cuantificaron los niveles de expresion de ARNm de los fragmentos codificantes para
transportadores GLUT-3, GLUT-8 AQGP-9-genl y AQGP-9-gen2 mediante RT-PCR usando el
fragmento del gen que codifica para FE/oa como referencia, mediante el método comparativo ACr
(Tabla 17).

Tabla 17. Valores de Crdel método comparativo (ACr) del gen de referencia FE/a con los genes blanco al
dia 0 (TO0), dia 14 (T14) y dia 21 (T21).

GEN TO TO T14 T14 T21 T21
Control Bleach Control Bleach Control Bleach
GLUT-3 -4.36258 -3.93108 -3.34958 -4.25175 -5.6075 -3.52868
GLUT-3 -4.38808 -4.81408 -4.20008 -4.05125 -4.26408 -4.16918
GLUT-3 -4.76158 -5.68325 -4,13558 -3.74575 -4.66608 -3.62368
GLUT-8 -2.80258 -3.70425 -2.39508 -3.61275 -3.85208 -2.58968
GLUT-8 -5.87208 -3.77675 -4.65008 -4.91775 -5.74658 -3.56668
GLUT-8 -5.78358 -5.47475 -5.62758 -2.14625 -5.70408 -1.04518
AQGP-9-1 2.03491 4.10025 4.50441 5.86641 3.61291 3.75841
AQGP-9-1 2.52391 3.35625 4.04541 4.66541 7.642 4.69025
AQGP-9-1 1.32341 2.65225 6.43091 4.86641 3.74291 4.75141
AQGP-9-2 -0.329 4.55012 -0.325 -0.81333 2.57 1.63
AQGP-9-2 -1.915 1.46512 0.01 -1.43833 -0.035 -1.08
AQGP-9-2 -0.493 2.31512 0.341 1.59 2.845 -0.42

Mediante el método CT comparativo 24act

génicos codificantes de GLUT-3 (1+0), GLUT-8 (1+0), AQGP-9-genl (1£0) y AQGP-9-gen2 (1+0)
de muestras control de medusas simbioticas al dia 0 (Ctrl-TO) (Figura 63 B, Tabla 17). Estas

se confirm¢ la expresion relativa de los fragmentos

medusas contaban con una densidad de simbiontes de 1.023 x 107 células ml”'g" (Figura 63 A). En
el dia 14 (Ctrl-T14) en medusas control, se observé una disminucién en los niveles de expresion
relativa de los fragmentos codificantes para GLUT-3 (0.673+0.111), GLUT-8 (0.693+0.138) y
AQGP-9-gen2 (0.607+0.213) respecto al control tiempo 0, sin embargo las diferencias
significativas solo se presentaron en los valores de los niveles de expresion de AQGP-9-genl
(0.185+0.092) que disminuy6 su nivel de expresion (Figura 63 B, Tabla 18; Anexo 3. Tabla 1:
ANOVA de una via: p= <0.001). En estas muestras de medusas control al dia 14 la densidad de
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simbiontes fue menor que al tiempo inicial con 1.008 x 10" células ml'g™ (Figura 63.A). En
muestras control del dia 21 (Ctrl-T21) se observo un aumento de la expresion relativa de los
fragmentos codificantes de GLUT-3 (1.990£1.063) y GLUT-8 (1.310+0.379), pero las diferencias
no fueron significativas respecto al control TO. Respecto a los valores en los niveles de expresion
del fragmento codificante de AQGP-9-genl (0.183+0.088) se mantuvieron bajos y los niveles de
expresion del fragmento codificante de AQGP-9-gen2 (0.168+0.052) también tuvieron valores
bajos, presentando diferencias significativas respecto al control del dia 0 (TO) (Figura 62 B, Tabla
18-19; Anexo 3. Tabla 1: ANOVA de una via: p=<0.001). En el dia 21 la densidad de simbiontes

en medusas control incrementé nuevamente con 1.269 x 107 células ml™'g" (Figura 63 A).

Por otro lado, los datos del CT comparativo Z'AACT, mostraron cambios significativos en los niveles
de expresion de los fragmentos génicos en medusas blanqueadas (Bleach) respecto al control
simbiotico. En medusas previas al blanqueamiento del dia 0 (Bleach T0) se observo la expresion
relativa de los fragmentos génicos de GLUT-3 (1£0), GLUT-8 (1£0), AQGP-9-genl (1+0) y
AQGP-9-gen2 (1+0) (Figura 63 B, Tabla 18-19). Estas medusas al inicio contaban con una
densidad de simbiontes de 1.536 x 107 células ml'g" (Figura 63 A). En medusas blanqueadas al
dia 14 (Bleach-T14) no se observaron cambios significativos en los niveles de expresion de los
fragmentos génicos de GLUT-3 (1.17+0.347) y GLUT-8 (1.206+0.503) (Figura 63 B, Tabla 18).
Los cambios importantes en los niveles de ARNm o de expresion de los fragmentos codificantes,
fueron observados para AQGP-9-genl (1.3324+0.0816) y AQGP-9-gen2 (1.517+0.668). Se observo
el aumento en los valores de expresion génicos que fueron significativamente diferentes al control
simbidtico T14 (Ctrl-T14) (Figura 63.B, Tabla 18; Anexo 3. Tabla 1: ANOVA de una via: p=
<0.001). En estas medusas del dia 14, se cuantifico una menor concentraciéon en la densidad de

simbiontes de 0.056 x 107 células ml"'g" (Figura 63 A).

Después del dia 14, se suspendio6 el tratamiento de blanqueamiento con azucares y las medusas
pasaron siete dias sin alimento y en estado de blanqueamiento hasta los 21 dias. EI Cr comparativo
24C a1 dia 21 (Bleach T21) indic6 una disminucién de los niveles de expresion de los fragmentos
codificantes de GLUT-3 (0.519+0.395) y GLUT-8 (0.225+0.210), con valores de niveles de
expresion que fueron significativamente diferentes al control simbidtico del dia 21 (Ctrl T21)

(Figura 63 B, Tabla 18; Anexo 3. Tabla 1: ANOVA de una via: p= <0.001). Por otro lado, se pudo
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observar un aumento en los niveles de expresion de AQGP-9-genl (3.045+0.287) y AQGP-9-gen2

(2.718+0.654) (Figura 63 B, Tabla 17) con valores de niveles de expresion que también fueron

significativamente diferentes al control simbiotico del dia 21 (Figura 63 B, Tabla 18; Anexo 3.

Tabla 1: ANOVA de una via: p=<0.001). En este dia 21, la densidad de simbiontes se mantuvo en

niveles bajos con 0.004 x 10" células ml"'g" (Figura 63.A), valores que indicaron que las medusas

aln se encontraban en estado de blanqueamiento.

Tabla 18. Valores de Crdel método comparativo (2°

AACT

muestras tratadas al dia 0 (TO0), dia 14 (T14) y dia 21 (T21).

) de las cuantificaciones de los genes blanco con las

GEN TO T14 T21 TO T14 T21
Control Control Control Bleach Bleach Bleach
GLUT-3 1 0.673+0.111 1.990+1.060 1 1.178+0.347 0.519+0.231
GLUT-8 1 0.693+0.138 1.310+0.379 1 1.206+0.503 0.225+0.108
AQGP-9-1 1 0.185+0.092 0.183+0.088 1 1.332+0.816 3.045+£0.166
AQGP-9-2 1 0.607£0.213  0.168 £0.052 1 1.517+0.668 2.718+0.654
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Figura 63. . Niveles de expresion génica de secuencias de los fragmentos amplificados de GLUT-3,
GLUT-8, AQGP-9-genl y AQGP-9-gen2 en medusas simbidticas (Control) y blanqueadas (Bleach) y
cuantificacion celular de Symbiodinium. A: Se observa la cuantificacion celular en medusas blanqueadas
durante 21 dias (circulos rosas) y medusas control (tridngulos cerrados) (valores media + sem; n=3) al dia 0
(TO), dia 14 (T14) y dia 21 (T21). B: Se observan los niveles de expresion génica de GLUT-3, GLUT-S,
AQGP-9-genl y AQGP-9-gen2 en medusas simbidticas (Control) y blanqueadas (Bleach). En donde: A=
Aumento en los transcritos de ARN mensajero y D = Disminucion en los transcritos de ARN mensajero.
* = Diferencias significativas en los valores de los niveles de expresion de cada gen respecto a su control:
Ctrl-TO vs. Ctrl-T14, Ctrl-TO vs. Ctrl-T21, Ctrl-T14 vs. Bleach-T14 y Ctrl-T21 vs. Bleach-T21.
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DISCUSION
CUANTIFICACION DE LA EXPRESION GENETICA DE TRANSPORTADORES DE
GLUCOSA GLUT-3, GLUT-8 Y GLICEROL AQGP-9

En este estudio evaluamos el efecto de la disminucion de simbiontes sobre la expresion relativa de
proteinas de membrana encargadas del transporte de glucosa y glicerol en el organismo modelo C.
xamachana. La adicion de azicares como método de blanqueamiento fue previamente discutido en
el apartado: discusion parte I, 1.1. En nuestro estudio se us6 el método de blanqueamiento con
azucares (Pogoreutz et al., 2017), el cual indujo la reduccioén de hasta el 99% de la densidad de
simbiontes en C. xamachana seguido de una reduccion importante de la biomasa. Como se ha visto
en otros estudios las medusas adultas de C. xamachana pierden tamafo y peso cuando estan
blanqueadas (disminucion de simbiontes) o desprovistas de luz (inhibicion de la fotosintesis) atn
cuando exista otro tipo de alimento disponible (Lampert, 2016). Ademas, la disminucion de
simbiontes en medusas blanqueadas, es un escenario similar a lo que se ha reportado en el estudio
de corales simbioticos que fueron estresados por adicion de carbono orgénico disuelto (DOC) o por
calor (blanqueamiento térmico), en donde el blanqueamiento también implicd la disminucion de
células simbiontes en el hospedero; no obstante, en estos otros estudios también se ha reportado la
descomposicion del aparato fotosintético del simbionte y la disminucion del suministro de
nutrientes esenciales hacia el cnidario hospedero (Yonge y Nichols 1931; Goreau y Goreau 1960;
Muscatine y Lenhoff 1965; Tchernov et al., 2004; Pogoreutz et al., 2017). Los transportadores tipo
GLUT actuan por difusion facilitada; tienen afinidades variadas hacia la glucosa y sus genes se
inducen o reprimen de acuerdo a la concentracion de glucosa (Gremlich et al., 1997). En humanos
los transportadores tipo GLUT-3 se ubican en neuronas y otros tejidos, mientras que GLUT-8 se

presenta en reticulo endopldsmico y en lisosomas (Schmidt et al., 2009).

En nuestro estudio, seleccionamos dentro del genoma de C. xamachana dos secuencias de
nucleodtidos que corresponden a las proteinas transmembrana GLUT-3 y GLUT-8 las cuales estan
asociadas al transporte de glucosa. De acuerdo a diversos autores, estas proteinas podrian estar
localizadas en membranas internas, plasmatica y posiblemente en la membrana del simbiosoma
(Fitt y Trench, 1983; Rands et al., 1993; Wakefield y Kempf, 2001; Uldry y Thorens, 2004;

Lehnert et al., 2014; Sproles et al., 2018). En cnidarios se han reportado hasta 23 secuencias que
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son homologas a proteinas GLUT que estructuralmente cuentan con 12 dominios transmembrana
con los extremos amino (NH;) y carboxilo (COOH-) y se ubican en el citoplasma, lo cual es una
caracteristica tipica de las proteinas de la super familia de facilitadores principales (MFS, en
Inglés) donde se agrupan los transportadores GLUT (Reddy et al., 2012). En el genoma de C.
xamachana pudimos identificar ocho genes que potencialmente codifican para transportadores tipo

GLUT.

En nuestros resultados, el alineamiento multiple de las secuencias de aminoacidos traducidas de los
genes GLUT-3 y GLUT-8 del genoma de C. xamachana con secuencias de los transportadores de
glucosa GLUT en otros cnidarios, permitio la identificacion de los genes GLUT-3 y GLUT-8 de
interés en nuestro estudio mediante el reconocimiento de los motivos conservados GR, GRR y
PETK (aminodcidos: G: glicina, R: arginina, P: prolina, E: acido glutdmico, T: treonina y K:
lisina). De acuerdo a Joost y Thorens (2001), estos motivos conservados se consideran necesarios
para la funcion de transporte de azucar. Otros estudios indican que existe un motivo conservado
DRXGRR/K (aminodcidos: D = acido aspartico, R = arginina, G = glicina, K = lisina) entre los
segmentos transmembrana (TMH, en inglés) 2 y 3, 8 y 9 que se encuentra en todos los
transportadores de azucar de la familia MFS en donde se ubican los transportadores GLUT, y se
considera de importancia estructural e igualmente todos parecen estar glicosilados en alguna de sus
asas extracelulares (Maiden et al., 1987). En los ultimos afios, ha habido un incremento en la
informacion de estos transportadores, reconociéndose hasta 14 miembros de GLUTs (Bermtdez et

al., 2007).

Por otro lado, se identific6 un total de 3 genes que potencialmente codifican para
acuagliceroporinas tipo AQGP-9 6 AQGP-3. Entre estos, los resultados del alineamiento multiple
de las secuencias de aminoacidos de los genes correspondientes a las proteinas transportadoras de
glicerol (acuagliceroporina) de C. xamachana contra secuencias de transportadores de glicerol en
otros cnidarios, permiti6 la identificacion de secuencias correspondientes a AQGP-9 de interés en
el presente estudio, asi como de los motivos conservados NPA, NPA y D (aminoacidos: N:
asparagina, P: prolina, A: alanina y D: 4cido aspartico). Estudios reportan que estos motivos
conservados junto con otros aminodcidos que forman un filtro de selectividad (SF)

aromatico/arginina (ar/RSF) determinan en gran medida la especificidad del soluto y el transporte
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del sustrato a través de las AQGP (Deshmukh ef al., 2015). En otros cnidarios se han identificado
16 secuencias con homologia a AQGP todas con al menos seis dominios transmembrana
caracteristicos de estas proteinas con los extremos NH, y COOH en el citoplasma. Ademas, se ha
predicho que la mayoria de estos homodlogos se ubican en membranas internas (Agre et al., 2002).
En nuestros resultados identificamos los dos motivos NPA y un residuo D en el segundo motivo
NPA en los dos genes de AQGP-9 de C. xamachana. De acuerdo a Agre y colaboradores (2002),
estos motivos forman el poro acuoso para el transporte de glicerol, mientras que el residuo D esta
presente en acuagliceroporinas y ensancha la abertura del poro permitiendo la transferencia de
solutos mas grandes. En otros estudios se ha reportado que el transportador AQGP-9 también
puede transportar moléculas mas grandes, como lactato, purinas y pirimidinas (Ishibashi et al.,
2011). Sin embargo, se necesita evidencia experimental para confirmar cudl de estos pequefios

solutos transportan las proteinas AQGP en cnidarios simbidticos.

Por otro lado, en nuestros resultados observamos cambios en los transcritos de ARN de los
transportadores de glucosa GLUT-3, GLUT-8 y de glicerol AQGP-9 (gen 1 y 2) cuando se presentd
la ruptura de la simbiosis. Nuestros datos indicaron que la variacion en los niveles de transcritos se
relacionaron con la alta o baja densidad de simbiontes tanto en medusas control como en
blanqueadas; esta correlacion, se ha reportado en otros estudios, en donde se ha visto que los
niveles de transcritos de ARNm de transportadores de glucosa como GLUT-8 disminuyeron en
anémonas aposimbioticas e incrementaron importantemente en anémonas simbioticas (Lehnert et

al., 2014).

En nuestros datos previamente normalizados por el gen de referencia (FE/a), se observo que los
valores en los transcritos de ARNm fueron mas variables bajo la condicion blanqueada. Como se
pudo observar, las muestras control simbidticas al dia 14 mostraron densidades mas bajas de
simbiontes en comparacion con la densidad inicial y esto coincidié con una disminucion de los
niveles de transcritos de GLUT-3, GLUT-8 y los dos genes de AQGP-9; sin embargo, estos valores
no fueron significativamente diferentes respecto a las muestras del tiempo inicial. No obstante, los
valores de densidad de simbiontes incrementaron al dia 21 (Ctrl-T21) y en este punto, los
transcritos correspondienres a transportadores de glucosa GLUT-3 y GLUT-8 mostraron un

incremento en sus niveles. De acuerdo a otros estudios en la simbiosis cnidario-Simbiodiniaceae,
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la alanina y la glucosa son la fuente primaria de compuestos organicos cominmente asimilada por
invertebrados marinos (Williams 1975; West et al,. 1977; Stephens 1981; Gomme 1982; Stephens
and Rice 1982). En particular, se ha observado que la glucosa es el principal compuesto liberado
por el simbionte y se presenta en niveles mas altos en cnidarios simbidticos en comparacion con

cnidarios blanqueados (Burriesci ef al., 2012; Molina et al., 2017).

En contraste, en muestras control al dia 14 y dia 21 nuestros resultados indicaron una disminucién
en los niveles de transcritos para los fragmentos codificantes de los dos genes del transportador
AQGP-9. Estudios previos han sugerido que el glicerol juega un papel importante como un
metabolito producto de la fotosintesis de la microalga simbionte y que es translocado hacia el
cnidario (Burriesci et al., 2012; Muscatine, 1967; Swanson y Guldberg, 1998; Sproles et al., 2018).
Ademas, se ha reportado que en tejidos del cnidario simbidtico hospedero, los niveles de glicerol
marcado en estan por debajo de los niveles de glucosa, indicando que el glicerol recién sintetizado
por la microalga simbionte no es transferido de inmediato al hospedero para ser convertido
metabolicamente en glucosa (Burriesci et al., 2012; Muscatine, 1967; Swanson y Guldberg, 1998;
Sproles et al., 2018). Més aun se ha visto que el glicerol en particular, es producido por los
simbiontes mayormente como parte de una respuesta al estrés, un fendmeno que también se

observa en otros organismos (Suescun-Bolivar et al., 2016; Westfall et al., 2004).

En nuestros resultados, se observo el efecto de la ausencia de simbiontes sobre las variaciones en
los niveles de transcritos de los transportadores de glucosa y glicerol. Los resultados nos indicaron
que en medusas blanqueadas al dia 14 la expresion de los genes GLUT-3 y GLUT-8 fue més baja
que en medusas blanqueadas del dia 0, pero no fue significativamente diferente, ain cuando en
estas medusas se cuantifico una menor concentracion en la densidad de simbiontes respecto a las
blanqueadas del dia 0. Hasta el dia 14, las medusas contaron con una fuente de glucosa como
tratamiento para el blanqueamiento, por lo que es probable que esto anulara el efecto de la
disminucién de simbiontes sobre los niveles de transcritos del GLUT-3 y GLUT-8. Estudios
previos sugieren que la adicién de azicares o estrés por carbono orgénico disuelto (DOC), asi
como el estrés térmico como inductores del blanqueamiento, en un principio estimulan la actividad
bacteriana de fijacion de nitrogeno (N) en el holobionte que es absorbido rapidamente por el

simbionte (Cardini et al., 2016, Bednarz et al., 2017; Santos et al., 2014). Esto conduce a la
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inanicion de fosforo (P) y alteracion de la composicion de las membranas de los simbiontes
seguida de una induccion en el mal funcionamiento del fotosistema II del aparato fotosintético lo
que causa un blanqueamiento debido a la produccion de oxigeno y acumulacion de radicales de
superoxido y peroxido de hidrogeno que provocan estrés oxidativo en el simbionte (Lesser y
Shick, 1989). Al interrumpirse la limitacion por nitrégeno aumenta la retencioén de carbono fijado
por los simbiontes, obligando al cnidario hospedero a agotar sus propias reservas de energia

(Pogoreutz et al., 2017).

Este efecto del uso de las fuentes de reserva de energia por parte del cnidario en condiciones de
blanqueamiento, fue observado con mayor claridad en nuestros resultados de medusas blanqueadas
al dia 21 que no contaban con una fuente de glucosa ni de alimento heterétrofo. En este dia 21, en
medusas blanqueadas, los niveles de transcritos del fragmento génico de los transportadores de
glucosa GLUT-3 y GLUT-8 disminuyeron y estas medusas presentaron los niveles mas bajos en la
densidad de simbiontes, con una disminuciéon de simbiontes del 99% en sus tejidos. El
transportador GLUT-8, fue considerado de importancia en el presente estudio, ya que se ha
reportado en estudios previos su funcion tanto como transportador de hexosas en las membranas
intracelulares asi como en la membrana del simbiosoma (Augustin ef al., 2005); esto es consistente
con lo que se observo en nuestros resultados donde sus niveles de transcritos disminuyeron
significativamente en medusas blanqueadas del dia 21. Nuestros resultados mostraron niveles de
transcritos de transportadores de glucosa mayores en comparacion con medusas blanqueadas, lo
que estaria de acuerdo con la propuesta de que la glucosa es un metabolito que se transloca del
simbionte al hospedero (Burresci et al., 2012). Ademads, observamos que el tratamiento con
azucares para el blanqueamiento, por si solo no fue suficiente para cubrir las necesidades del
hospedero hasta el dia 14 del tratamiento y condujo a una pérdida constante de tamano de la
campana en medusas tanto simbidticas como blanqueadas. La mayor reduccion en talla fue para las
medusas blanqueadas al dia 21 asi como la mayor disminucion en los niveles de ARNm de los

transportadores de glucosa GLUT-3 y GLUT-S.

Por otro lado, nuestros resultados indicaron que las medusas blanqueadas del dia 21 presentaron un
aumento en la cantidad de transcritos de los dos genes de AQGP-9 que fueron significativamente

mayores respecto al control del dia 21. Estudios previos han reportado que los niveles de glicerol
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aumentan aproximadamente tres veces en cnidarios blanqueados, sugiriendo el catabolismo de
lipidos por parte del animal hospedero, como se ha documentado que ocurre ante un déficit de
nutrientes (Fitt et al., 1981; Molina et al., 2017). Ademas, el incremento de los niveles de glicerol
se ha documentado en otros trabajos que sugieren una degradacion de lipidos por parte del cnidario
blanqueado, que podria compensar la disminucion de glucosa que adquiere de su microalga

simbionte (Molina et al., 2017).

Estudios previos han identificado lipidos no polares, como los triglicéridos (o triacil gliceroles,
TAG) y los diglicéridos (o diacil gliceroles, DAG) como los lipidos mas abundantes en cnidarios
simbioticos; ademas, se considera que los acidos grasos y los lipidos representan las principales
reservas de carbono y energia en animales hospederos (Molina et al., 2017; Garrett et al., 2013).
Otros estudios mencionan que el ciclo de nutrientes simbidtico puede ser alterado, es decir, que el
cese de la transferencia de fotosintetatos, puede ser la causa directa de la expulsion del simbionte
reduciendo gradualmente la translocacion de carbono por parte del simbionte, lo que finalmente

lleva al sistema simbidtico a un estado limitado por carbono (Rédecker et al., 2021).

En nuestros resultados, los altos niveles de expresion de los dos genes que codifican a
transportadores de glicerol, sugiere que las medusas blanqueadas podrian estar degradando lipidos
y transportando glicerol a través de una proteina tipo AQGP para compensar la ausencia de
simbiontes; asi como la falta de glucosa de la cual dependen como nutriente indispensable. Debido
a que el glicerol se produce por degradacion de lipidos y se utiliza para la gluconeogénesis, su
transporte hacia el cnidario hospedero mediante un transportador AQGP-9 también podria estar
modulando el metabolismos de las grasas (Hibuse et al., 2006; Madeira et al., 2015). En el estudio
de Molina y colaboradores (2017) observaron que la reduccion de la reserva de glucosa condujo a
un aumento en los grupos de glicerol-3 fosfato (G3P), asi como una actividad especifica
disminuida del gliceraldehido-3 fosfato. Este proceso se relaciona con la sintesis de glicerol y un
aumento en la actividad especifica de la enzima Glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G6PDH) que
participa en la via de las pentosas en donde se regenera el NADPH para el metabolismo anabdlico,

y en la reduccion de la biosintesis de 4cidos grasos (Park et al., 2015).
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Los resultados obtenidos nos permiten sugerir en forma de diagrama (Figura 64) el metabolismo
celular de las reservas energéticas mediante el proceso de lipolisis (digestion de lipidos) en
medusas blanqueadas. En dicho proceso, los triglicéridos (TAG) y diglicéridos (DAG), que son las
moléculas principales de reserva de energia en cnidarios simbioticos, son hidrolizados en acidos
grasos y glicerol (Figura 67 A) por la accién de enzimas conocidas como lipasas que se encuentran
en el tejido adiposo de los animales (Li ef al., 2012). Los acidos grasos forman acil-CoA y son
transportados al interior de la mitocondria con la ayuda de la L-carnitina donde tiene lugar la -
oxidacion (Figura 67 B). En este proceso oxidativo, los 4cidos grasos se convierten en acetil-CoA,
sustrato del ciclo del 4cido citrico que posteriormente generara energia en forma de ATP (adenosin
trifosfato). Nuestros resultados respecto al aumento de transcritos de ARNm de los dos fragmentos
codificantes para los transportadores AQGP-9, sugieren que las medusas blanqueadas podrian estar
desplazando su metabolismo hacia el catabolismo de las reservas de lipidos transportando mas
glicerol (Figura 67 C). El glicerol es una molécula pequefia que puede atravesar la membrana
mitocondrial externa a través de proteinas de tipo acuaporinas (AQGP) (Figura 67 C) para llegar a
otras células y entrar a la via glicolitica y/o de la gluconeogénesis para la produccion de energia
(ATP) y cubrir las demandas metabodlicas (Figura 67 D). El glicerol que se transporta, es
previamente fosforilado y transformado en glicerol-3-fosfato (G3P) por la enzima glicerol quinasa

(Molina et al., 2017).

Por otro lado, nuestros resultados sugieren que debido a la disminucidon en los niveles de
transcritos de los transportadores de glucosa GLUT-3 y GLUT-8 en medusas blanqueadas al dia 21,
la glucosa dejo de ser la principal molécula mévil de energia y, esto probablemente esté
relacionado con un aumento en el transporte de glicerol, producto de la degradacion de lipidos
(Figura 67 E). Ademas, la sintesis de glucosa a partir del glicerol por la via de la gluconeogénesis,

resultaria poco favorable para la célula, ya que es una via que consume energia (Figura 67 F).
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Figura 64. Representacion esquematica del metabolismo celular de las reservas energéticas mediante
el proceso de lipolisis (digestion de lipidos) en medusas blanqueadas. (A) Los triglicéridos (TAG) y
diglicéridos (DAG) que son las moléculas principales de reserva de energia en cnidarios simbioticos, son
hidrolizados en 4cidos grasos y glicerol. (B) Los 4cidos grasos son transportados al interior de la
mitocondria donde tiene lugar la B-oxidacidon que los convierten en acetil-CoA, sustrato del ciclo del acido
citrico que posteriormente generara energia en forma de ATP. (C-D) Catabolismo de las reservas de lipidos,
transporte de glicerol y aumento en los transcritos de ARNm de AQGP-9. El glicerol puede ser transportado
a través de proteinas AQGP-9 para llegar a otras células, entrar a la via glicolitica y/o de la gluconeogénesis
para la produccion de energia (ATP). (E) Ausencia de la oxidaciéon de la glucosa (glucdlisis) que en
condiciones de simbiosis es translocada por el simbionte. (F) Disminucion en los transcritos de ARNm de

GLUT-3 y GLUT-8. Debido a la ausencia de simbiontes, la glucosa dejo de ser la principal molécula moévil.
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CONCLUSION

El efecto de la disminucion de simbiontes en medusas C. xamachana estuvo relacionado con la
disminucién en los niveles de transcritos de los transportadores de glucosa GLUT-3 y GLUT-8, lo
cual apunta a una disminucidon de su expresion. En nuestro estudio, se pudo determinar que la
ausencia de simbiontes condujo al incremento en los niveles de transcritos de los dos genes
encargados del transporte de glicerol. Estos resultados sugieren que la glucosa, al ser la principal
molécula movil transportada para la obtencion de energia del cnidario en condiciones de simbiosis,
fue reemplazada por el catabolismo de lipidos lo que tuvo como consecuencia un aumento en el
transporte de glicerol en medusas blanqueadas. La disminucion en los niveles de transcritos de los
transportadores de glucosa GLUT-3 y GLUT-8 en medusas blanqueadas sugieren que en ausencia
de simbiontes no existe un transporte significativo de glucosa. Esto probablemente debido a que el

glicerol fue limitante para su conversion a glucosa.

96



UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO (UNAM)
Posgrado en Ciencias del Mar y Limnologia (PCML)

CAPITULO III
DISCUSION GENERAL

CAMBIOS EN LA ESTRUCTURACION DE LA COMUNIDAD BACTERIANA DEL
MUCUS Y EN LOS NIVELES DE EXPRESION DE TRANSCRITOS DE PROTEINAS
ASOCIADAS AL TRANSPORTE DE CARBONO EN MEDUSAS C. xamachana

C. xamachana es una medusa simbidtica que se beneficia de la asociacion que mantiene con su
simbionte. Sin embargo, no se sabe hasta que punto esta medusa necesita su enlace simbionte, y si
fuentes externas de alimento pueden reemplazar la contribucion de los simbiontes. El trabajo
pionero de Hofmann y Kremer en 1981, sugirié que la glucosa y el glicerol son fotosintetatos que
le transfiere el simbionte al hospedero en la medusa Cassiopea andromeda. Los resultados
reportados en el Capitulo I y II del presente trabajo, mostraron que debido a la disminucion de
simbiontes (blanqueamiento) en medusas C. xamachana se hizo evidente la presencia de asociados
patdégenos como Vibrio asi como la disminucion en el nivel de transcritos de transportadores de
glucosa (GLUT) aunado un aumento en los niveles de transcritos de transportadores AQGP de
glicerol. La translocacion de carbono fijado fotosintéticamente (fotosintetatos) del simbionte al
hospedero es probablemente una de las caracteristicas mas estudiadas de la simbiosis cnidario-
dinoflagelado (Muscatine, 1990; Devies, 1992; Rosenberg et al., 2007; Yellowless et al., 2008;
Burriesci et al., 2012; Davy et al., 2012). Como se ha demostrado, la glucosa es el principal
metabolito translocado del simbionte al hospedero y puede ser transportada por difusion facilitada
a través de proteinas tipo GLUT. Del mismo modo, el glicerol como fuente de carbono para el
cnidario hospedero se transloca mediante difusion facilitada por proteinas AQGP (Gordon y
Leggat, 2010; Davy et al., 2012; Sproles et al., 2018). Diversos estudios han planteado que la
composicion del mucus en cnidarios simbidticos influye fuertemente en la estructuracion de la
comunidad bacteriana asociada, mismo que se sintetiza a partir del carbono organico fijado
fotosintéticamente y translocado al cnidario hospedero por las algas simbiontes (Davies, 1984;
Crossland, 1987; Edmunds y Davies, 1989; Wild et al., 2004; Brown y Bythell, 2005; Tremblay et
al.,2011).

En nuestros resultados, la presencia de géneros bacterianos asociados estables en el mucus de

medusas simbioticas y los valores de transcritos de los genes transportadores de glucosa GLUT-3 y
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GLUT-S, sugieren que taxones bacterianos como las Endozoicomonas habitan en el complejo
mucoso cuando la translocacion de glucosa es funcional. Como se ha descrito en otros estudios, la
glucosa, translocada desde el simbionte asi como la arabinosa, manosa, galactosa, xilosa y N-
acetilglucosamina, ramnosa, y fucosa, son las fuentes primarias para determinar el crecimiento de
las poblaciones bacterianas del mucus (Lee et al., 2015; Ainsworth et al., 2015). Por ende, cambios
en el contenido de carbono orgdnico del mucus podrian estar relacionados con cambios en la
estructura de las comunidades bacterianas asociadas (Ritchie, 2006; Klaus et al., 2007; Tremblay

etal., 2011).

La disminucion en la abundancia relativa de bacterias Endozoicomonas en medusas blanqueadas,
después de la adicion de una mezcla de azlicares, no se puede explicar facilmente, ya que este
grupo de bacterias esta provisto de transportadores de azlicares que podrian haber sustituido la
translocacion de fotosintetatos por los azlcares afadidos. Si bien la disminuciéon en la
translocacion de fotosintetatos coincidid con una disminucion en el nivel de transcritos que
codifican a transportadores tipo GLUT, esto parece no haber sido suficiente para mantener la
dominancia de las Endozoicomonas, lo que mas bien sugiere la presencia de este grupo de
bacterias depende de la presencia de los simbiontes. A pesar de que distintos taxones bacterianos
asociados al mucus pueden utilizar potencialmente la glucosa como fuente de alimento, los taxones
como Vibrio son mas eficientes utilizando una amplia gama de azlicares como fuente de energia
cuando las condiciones son desfavorables (Lee ef al., 2016). Por ejemplo, se ha visto que bajo un
estrés térmico la composicion bioquimica del mucus cambia cuando se disminuye la concentracion
de determinados azicares como glucosa, galactosa y manosa (Wooldridge, 2009; Krediet et al.,
2012). Esto podria tener un impacto en la comunidad bacteriana en donde patégenos como Vibrio
pueden proliferar y reemplazar a los miembros dominantes de la comunidad bacteriana nativa
(Wooldridge, 2009; Krediet et al., 2012). En nuestro trabajo no es posible concluir de manera
contundente si lo cambios en las bacterias dominantes fueron un resultado directo de los cambios
en la composicion del mucus; sin embargo, nuestros datos sugieren que los altos niveles en los
transcritos de transportadores de glucosa en medusas simbioticas y los bajos niveles de estos
mismos bajo las condiciones de blanqueamiento indican un cambio en el metabolito primario
translocado, lo que podria potencialmente conducir a una re-estructuracion de la comunidad

bacteriana nativa del mucus en la medusa C. xamachana.
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ANEXO 1.

PROTOCOLO DE EXTRACCION DE ARN DE TENTACULOS DE

C. xamachana

Se realiz6 la extraccion de ARN total a partir de los tentaculos de C. xamachana
previamente muestreados (n=21). La cantidad e integridad del ARN obtenido con este
procedimiento, fue adecuado para sintesis de cADN. Previo a la extraccion de ARN, se
prepar6 el material. Se prepard el buffer de extraccion mezclando 1:1 fenol &cido y buffer
de lisis. Se calentd la mezcla en un bafio seco a 95 °C. Se hizo esto en la campana de
estraccion de humos. Se puso la mezcla en tubos de 2.0 ml y se agregaron 750 ul de fenol y

750 ul de buffer de lisis. Se debe tener cuidado al destapar los tubos.

Para la extraccion de ARN, los tentdculos congelados se manipularon con una espatula libre
de ARNasas y se colocaron en un mortero pre enfriado por al menos dos horas a -80 °C. El
tentaculo se macer6 hasta la obtencion de un polvo fino con la ayuda de pequeiias adiciones
de nitrogeno liquido. La totalidad del polvo obtenido se transfirié a un tubo de centrifuga de
15 0 50 ml con la ayuda de una espatula libre de ARNasas. Tanto el tubo como la espatula

deberan estar pre- enfriados a -80 °C.

Se adiciond en proporcion 1:4 (material: buffer de lisis) del buffer caliente. Se tapo el tubo
y se agitd en un agitador vortex por dos min para obtener una suspension homogénea de
color rosa claro. De inmediato, se adicion6 1 pl de ARNase OUT por cada ml de
suspension final. Se mezcld y se distribuyo la suspension en tubos de 1.5 ml (no llenar los
tubos, poner maximo 1.2 ml). Se centrifugd a 12,000 x g durante 25 min a 4 °C. Se
recuperd la fase acuosa (superior) a un tubo nuevo, cuidando de NO tocar nunca la interfase
que se forma. Se adicion¢ igual volumen de cloroformo (CHCls), mezclando manualmente
por 30 s. Se centrifugd por 20 min a 12,000 x g a 4 °C. Se recuperd de nuevo la fase acuosa

y se repitio la extraccion con CHCls.
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Se midi6 exactamente el volumen de la fase acuosa obtenida después de la segunda
extraccion y se adiciond 1/3 de stock de cloruro de litio (LiCl) 8M. Se mezcld y se dejo
precipitar el ARN a 4 °C por al menos 12 hasta 24 horas. Se centrifugd a 12,000 x g durante
25 min a 4 °C. Se lavo 2 veces la pastilla con etanol al 70% frio y se centrifugd a 12,000 x g
durante 5 min a 4 °C. En los lavados, se debe evitar calentar el tubo manteniéndolo siempre

en hielo.

Para purificar el ARN y eliminar ADNasas se preparar6 una reaccion de 50 pl (ARN 40 pl,
ADNasa 1 pl, buffer 10X 5 pl y 4 ul H,O) y las muestras se incubaron a 37 °C durante 20
min, de acuerdo a las indicaciones del fabricante (QIAGEN ADNse Max Kit).
Posteriormente se agregaron 10 pl de resina (DRR) y se dejo a temperatura ambiente
durante 10 min. La muestra se centrifugé a 14,000 x g durante 5 min y se rescatd el
sobrenadante (sin tocar la resina). Se preparé un segundo gel al 1% para determinar la

integridad del ARN y se cuantificé mediante espectrofotometria.
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ANEXO 2.
ALINEAMIENTO MULTIPLE E IDENTIFICACION DE REGIONES CONSERVADAS
EN LAS SECUENCIAS DE AMINOACIDOS DE GLUT-3 Y GLUT-8 DE C. xamachana

cov pid 81

GLUT3_CassiopeaTranscriptoma 100.0% 100.0% SSFQF - YN
GLUT3_Hydra 83.0% 53.5% 'lqr N R
GLUT8_CassiopeaTranscriptoma 83.2% 25.3% jF A
GLUT8_Stylophora 78.7% 23.0%
consensus/100% uhssss...l.t...s....hhs.tph.
consensus/90% uhssss...l.t...s....hhs.tph.
consensus/80% uhssss...l.t...s....hhs.tph.
consensus/70% uhssuscshlccahtu....hhshspa.
cov pid 161
GLUT3_CassiopeaTranscriptoma 100.0% 100.0%
GLUT3_Hydra 83.0% 53.5%
GLUT8_CassiopeaTranscriptoma 83.2% 25.3%
GLUT8_Stylophora 78.7% 23.0%
consensus/100% ..hsulhs
consensus/90% . .hsulhs
consensus/80% . .hsulhs
consensus/70%
cov pid 241

GLUT3_CassiopeaTranscriptoma 100.0% 100.0%

GLUT3_Hydra 83.0% 53.5%
GLUT8_CassiopeaTranscriptoma 83.2% 25.3%
GLUT8_Stylophora 78.7% 23.0%
consensus/100% tu..hhhhssssshl .1hlh.hh
consensus/90% t“..hhhhssssshl.lhlh.hh
consensus/80% sp.tu..hhhhssssshl.lhlh.hh
consensus/70% scpsyy.afihhhsBlisss1.Bnlin. 3h)
cov pid 321

GLUT3_CassiopeaTranscriptoma 100.0% 100.0%
GLUT3_Hydra 83.0% 53.5%
GLUT8_CassiopeaTranscriptoma 83.2% 25.3%
GLUT8_Stylophora 78.7% 23.0%

consensus/100%
consensus/90%
consensus/80%
consensus/70%
cov pid 401
GLUT3_CassiopeaTranscriptoma 100.0% 100.0%
GLUT3_Hydra 83.0% 53.5%
GLUT8_CassiopeaTranscriptoma 83.2% 25.3%
GLUT8_Stylophora 78.7% 23.0%
consensus/100%
consensus/90% hhphlh ulsshlh-h.
consensus/80% hhphlh ulsshlh-h.
consensus/70% hlphlh&lsslll-hu
cov pid 481

GLUT3_CassiopeaTranscriptoma 100.0% 100.0%
GLUT3_Hydra 83.0% 53.5%
GLUT8_CassiopeaTranscriptoma 83.2% 25.3%
GLUT8_Stylophora 78.7% 23.0%
consensus/100% «.phhphlulh.hlh..hh
consensus/90% «.phhphlulh.hlh..hh
consensus/80% . .phhphlulh.hlh..hh
consensus/70% ..cahpslullssllhlhh

cov pid 561 .
GLUT3_CassiopeaTranscriptoma 100.0% 100.0%
GLUT3_Hydra 83.0% 53.5%
GLUT8_CassiopeaTranscriptoma 83.2% 25.3%
GLUT8_Stylophora 78.7% 23.0%

consensus/100%

consensus/90% hhhhl.al
consensus/80% hhhhl.al)
consensus/70% uhs18.51]

Figura 65. Alineamiento miltiple de las secuencias de

sl...hhs..h.hh..Sccececcccccccans
sl...hhs..h.hh..s....
sl...hhs..h.hh..s....
slshssls..hshhpsut

.Ehss.s
.Ehss.s h.sh
Hhss siph.s;
Hlush hhsijl)

(1)
LCQVCLGVYYDIKRESNSTTSEKAMALQSANSLYBSV
VSLAALGVYFEIYIPPEGEGSAS-ETVSLLGSISHSV

K _,QQ{WALSNQGWWF!A
sh.a.ph..tlp..hsah.at
sh.a.ph..tlp..hsah.at
sh.a.ph..tlp..hsah.at

hsﬂpl. -tl+s. hmhgs

«thhppt....PpteCececcccccccccccccnse
.thhppt....pt.c
.thhppt....pt.c
thﬁccp.asspsl+c

aminoacidos de GLUT-3 y GLUT-8

traducidas del transcriptoma de C. xamachana con secuencias de cnidarios con mayor
identidad. Los colores resaltan aminoacidos y regiones conservadas dentro de las secuencias de los

genes GLUT de C. xamachana.
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ALINEAMIENTO MULTIPLE E IDENTIFICACION DE REGIONES CONSERVADAS
EN LAS SECUENCIAS DE AMINOACIDOS DE AQGP-9-genl Y AQGP-9-gen2 DE C.

xamachana

cov pid 110 . . . . : .
AQP9gen-2_CassiopeaTranscriptoma 100.0% 100.0% 'Y \INKT, ER-SS SO EEFSYTTRD 'SS\ /S /KT ‘STKRTORKSEIEQ - TNK\ EKRONKY.
AQP9genl_CassiopeaTranscriptoma 14.8% 47.1% TF ILVALGC|
AQP9_Hydra 15.8% 41.4% ---MDOLRGMKAPLVIEGLAEMMGTLILCVLGI
consensus/100%
consensus/90%
consensus/80%
consensus/70%

cov pid
AQP9gen-2_CassiopeaTranscriptoma 100.0% 100.0%

AQP9genl CassiopeaTranscriptoma  14.8% 47.1%
AQP9_Hydra 15.8% 41.4%
consensus/100%
consensus/90%
consensus/80%
consensus/70%

cov pid 161 . . . 2 . . . . 240
AQP9gen-2_CassiopeaTranscriptoma 100.0% 100.0% WSTY FSD cNKS' {SNW,(<FSDQ,'/F'.'T ST |F';\ "TDRKNN ¢} ,/DSTQ # -F CLV/ T
AQP9genl_CassiopeaTranscriptoma  14.8% 47.1% ESTY [P-~~-~DF VTG )] o F YN 41 @PGENMABLLIGLINLTLGTSFGI
AQP9_Hydra 15.8% 41.4% LLE S)4BP -~ --DFES) FSDO §87D: KN} ANIAPLIGLFVLTAGANFGT
consensus/100% a c. 15 hs@gpll hhh) 1hpidY. Gssus . hPhh1@hh¥hshBhohGl)lsGaG
consensus/90% a c. 1:hs@gplel hhh) 1hpidll. @ssus . hPhh1@hh¥hsh@hoh@l <Ial
consensus/80% a c. 189{hs@g el hhh| 1hilp Y. Gssus . hBhh1@hh¥Mhsh@hohGl)s
consensus/70% a c. 15hs@Eplel hhh) 1hpi8). @ssus . hBhh1@hh¥hsh@ho! IESI

cov pid 241 g . . . . 3 . . 320
AQP9gen-2_CassiopeaTranscriptoma 100.0% 100.0% PR R FTS #.(cW SV FKHDYWFWY) A F e O YT A1 5S | HH JE <NDO *0\'S T\ NSEEK,'£+]
AQP9genl_CassiopeaTranscriptoma 14.8% 47.1%
AQP9_Hydra 15.8% 41.4% N 7'RD & - R WG VR YSNLIGHQWIN{S ILGY I MEFUEATEIDEELSTEASRDE.
consensus/100% i . shljah hg¥luhikil. .tp-....ttht.hhs.. .
consensus/90% i R . shijah| ha§luhibil. .tp-....ttht.hhs.
consensus/80% BN R . shgjah| hgfluhitil, . tp-....ttht.hhs.
consensus/70% R . shijjah| hgfluhilil. .tp-....ttht.hhs..

cov pid 321 . . H . . . . 4 400
AQP9gen-2_CassiopeaTranscriptoma 100.0% 100.0% 0 ATKO *K(c D) A' /¥ *K /KNS’ TOOE ---
AQP9genl_CassiopeaTranscriptoma  14.8% 47.1% -{YEEE
AQPY_Hydra 15.8%  41.4% -TSPAVR
consensus/100% T
consensus/90% T
consensus/80% T
consensus/70% T

Figura 66. Alineamiento miltiple de las secuencias de aminoacidos de AQGP-9-genl y AQGP-
9-gen2 traducidas del transcriptoma de C. xamachana con secuencias de cnidarios con mayor
identidad. Los colores resaltan aminoacidos y regiones conservadas dentro de las secuencias de los

genes AQGP-9 de C. xamachana.
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ANEXO 3.
ANOVA DE UNA ViA: VALORES DE AMPLIFICACION DE SECUENCIAS DEL
FRAGMENTO DE GENES TRANSPORTADORES

Test de Normalidad (Shapiro-Wilk)

GLUT-3: W-Statistic = 0.918 P =0.488 Aprobado
GLUT-8: W-Statistic = 0.922 P =0.518 Aprobado
AQGP-9-genl: W-Statistic = 0.845 P =0.143  Aprobado
AQGP-9-gen2: W-Statistic = 0.922 P =0.519 Aprobado

Una prueba que falla indica que los datos varian significativamente del patron esperado si
los datos se extrajeron de una poblacion con una distribucion normal. Una prueba que pasa
(aprobado) indica que los datos coinciden con el patron esperado si los datos se extrajeron

de una poblacién con una distribucion normal.

ANOVA DE UNA VIA: GLUT-3

Analisis ANOVA de una via:
Ctrl= Control
Bleach= Blanqueadas

Fuente de los Datos: GLUT-3 in DATOS GENES ESTADISTICA.JNB

Grupo N Missing Mean DesvEst SEM
Ctrl-TO 3 0 1.000 0.000 0.000
Ctrl-T14 3 0 0.674 0.192 0.111
Ctrl-T21 3 0 1.408 0.833 0.0481
Bleach-TO0 3 0 1.000 0.000 0.000
Bleach-T14 3 0 0.921 0.272 0.157
Bleach-T21 3 0 0.617 0.396 0.229
Fuente de variacion DF SS MS F P
Entre Grupos 5 1.204 0.241 5.263 0.009
Residual 12 0.549 0.0458

Total 17 1.754

Las diferencias en los valores medios entre los grupos de tratamiento son mayores. Hay una
diferencia estadisticamente significativa (P = 0.009). Poder de la prueba realizada con alfa = 0.050:
0.831.
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Todos los procedimientos de comparacion multiple por pares (prueba de Tukey):
Comparaciones por tratamientos:

Comparacién Diff of Means p q P P<0.050

Ctrl-T21 vs. Bleach-T21 0.791 6 6.401 0.007 Yes
Ctrl-T21 vs. Ctrl-T14 0.734 6 5944  0.012 Yes
Ctrl-T21 vs. Bleach-T14 0.487 6 3.945 0.127 No
Ctrl-T21 vs. Bleach-T0 0.408 6 3.302 0.253 Do Not Test
Ctrl-T21 vs. Ctrl-TO 0.408 6 3.302 0.253 Do Not Test
Ctrl-TO vs. Bleach-T21 0.383 6 3.099 0.309 No
Ctrl-TO vs. Ctrl-T14 0.326 6 2.641 0.464 Do Not Test
Ctrl-TO vs. Bleach-T14 0.0794 6 0.643 0.997 Do Not Test
Ctrl-TO vs. Bleach-T0 0.000 6 0.000 1.000 Do Not Test
Bleach-TO vs. Bleach-T21 0.383 6 3.099 0.309 Do Not Test
Bleach-TO vs. Ctrl-T14 0.326 6 2.641 0.464 Do Not Test
Bleach-TO vs. Bleach-T14 0.0794 6 0.643 0.997 Do Not Test
Bleach-T14 vs. Bleach-T21 0.303 6 2.456 0.535 Do Not Test
Bleach-T14 vs. Ctrl-T14 0.247 6 1.999 0.719 Do Not Test
Ctrl-T14  vs. Bleach-T21 0.0565 6 0.458 0.999 Do Not Test

Se produce un resultado de "No probar: Do Not Test" para una comparaciéon cuando no se encuentra una
diferencia significativa entre dos medias que encierran esa comparacion. Por ejemplo, si tuviera cuatro medias
ordenadas en orden y no encontrara diferencias entre las medias 4 frente a 2, entonces no probaria 4 frente a 3
y 3 frente a 2, pero aun asi probaria 4 frente a 1 y 3 frente a 1. (4 contra 3 y 3 contra 2 estan encerrados por 4
contra 2: 4 3 2 1). Tenga en cuenta que no probar los medios incluidos es una regla de procedimiento, y un
resultado de No probar debe tratarse como si no hubiera una diferencia significativa entre las medias.

ANOVA DE UNA VIiA: GLUT-8

Analisis ANOVA de una via:

Ctrl= Control

Bleach= Blanqueadas

Fuente de los Datos: GLUT-8 in DATOS GENES ESTADISTICA.JNB

Grupo N Missing Mean DesvEst SEM
Ctrl-TO 3 0 1.000 0.000 0.000
Ctrl-T14 3 0 0.693 0.139 0.0801
Ctrl-T21 3 0 1.311 0.380 0.219
Bleach-TO0 3 0 1.000 0.000 0.000
Bleach-T14 3 0 0.943 0.504 0.291
Bleach-T21 3 0 0.252 0.122 0.0702
Fuente de variacion DF SS MS F P
Entre grupos 5 1.940 0.388 5.382 0.008
Residual 12 0.865 0.0721

Total 17 2.805

Las diferencias en los valores medios entre los grupos de tratamiento son mayores. Hay una diferencia
estadisticamente significativa (P = 0.008). Poder de la prueba realizada con alfa = 0.050: 0.843
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Todos los procedimientos de comparacion multiple por pares (prueba de Tukey):
Comparaciones por tratamiento:

Comparacién Diff of Means p q P P<0.050

Ctrl-T21 vs. Bleach-T21 1.059 6 6.832 0.004 Yes
Ctrl-T21 vs. Ctrl-T14 0.618 6 3984 0.122 No
Ctrl-T21 vs. Bleach-T14 0.368 6 2.375 0.568 Do Not Test
Ctrl-T21 vs. Bleach-T0 0.311 6 2.006 0.717 Do Not Test
Ctrl-T21 vs. Ctrl-TO 0.311 6 2.006 0.717 Do Not Test
Ctrl-TO vs. Bleach-T21 0.748 6 4.826 0.046 Yes
Ctrl-TO vs. Ctrl-T14 0.307 6 1978 0.727 Do Not Test
Ctrl-TO vs. Bleach-T14 0.0572 6 0.369 1.000 Do Not Test
Ctrl-TO vs. Bleach-T0 0.000 6 0.000 1.000 Do Not Test
Bleach-TO vs. Bleach-T21 0.748 6 4.826 0.046 Yes
Bleach-TO vs. Ctrl-T14 0.307 6 1978 0.727 Do Not Test
Bleach-TO vs. Bleach-T14  0.0572 6 0.369 1.000 Do Not Test
Bleach-T14 vs. Bleach-T21 0.691 6 4457 0.071 No
Bleach-T14 vs. Ctrl-T14 0.249 6 1.609 0.857 Do Not Test
Ctrl-T14  vs. Bleach-T21 0.441 6 2.848 0.389 Do Not Test

Se produce un resultado de "No probar: Do Not Test" para una comparacion cuando no se encuentra una
diferencia significativa entre dos medias que encierran esa comparacion. Por ejemplo, si tuviera cuatro medias
ordenadas en orden y no encontrara diferencias entre las medias 4 frente a 2, entonces no probaria 4 frente a 3
y 3 frente a 2, pero aun asi probaria 4 frente a 1 y 3 frente a 1. (4 contra 3 y 3 contra 2 estan encerrados por 4
contra 2: 4 3 2 1). Tenga en cuenta que no probar los medios incluidos es una regla de procedimiento, y un
resultado de No probar debe tratarse como si no hubiera una diferencia significativa entre las medias.

ANOVA DE UNA ViA: AQGP-9-genl

Analisis ANOVA de una via:

Ctrl= Control

Bleach= Blanqueadas

Fuente de los Datos: AQGP-genl in DATOS GENES ESTADISTICA.JNB

Grupo N Missing Mean DesvEst SEM

Ctrl-TO 3 0 1.000 0.000 0.000

Ctrl-T14 3 0 0.184 0.160 0.0922
Ctrl-T21 3 0 0.184 0.153 0.0884
Bleach-T0 3 0 1.000 0.000 0.000
Bleach-T14 3 0 1.332 0.895 0.0517
Bleach-T21 3 0 3.046 0.288 0.166

Fuente de variacion DF SS MS F P
Entre grupos 5 16.608  3.322 142.570 <0.001
Residual 12 0.280 0.0233

Total 17 16.887

Las diferencias en los valores medios entre los grupos de tratamiento son mayores. Hay una
diferencia estadisticamente significativa (P = <0.001). Poder de la prueba realizada con alfa = 0.050: 1.000
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Todos los procedimientos de comparacion multiple por pares (prueba de Tukey):
Comparaciones por tratamiento:

Comparacién Diff of Means p q P P<0.050

Bleach-T21 vs. Ctrl-T21 2.862 6 32.482 <0.001 Yes
Bleach-T21 vs. Ctrl-T14 2.862 6 32474 <0.001 Yes
Bleach-T21 vs. Bleach-TO  2.046 6 23.217 <0.001 Yes
Bleach-T21 vs. Ctrl-TO 2.046 6 23217 <0.001 Yes
Bleach-T21 vs. Bleach-T14 1.714 6 19.445 <0.001 Yes
Bleach-T14 vs. Ctrl-T21 1.149 6 13.037 <0.001 Yes
Bleach-T14 vs. Ctrl-T14 1.148 6 13.030 <0.001 Yes
Bleach-T14 vs. Bleach-TO  0.332 6 3.772 0.154 No
Bleach-T14 vs. Ctrl-T0 0.332 6 3772 0.154 Do Not Test
Ctrl-TO vs. Ctrl-T21 0.816 6 9.265 <0.001 Yes
Ctrl-TO vs. Ctrl-T14 0.816 6 9.257 <0.001 Yes
Ctrl-TO vs. Bleach-T0 0.000 6 0.000 1.000 Do Not Test
Bleach-TO vs. Ctrl-T21 0.816 6 9.265 <0.001 Yes
Bleach-TO vs. Ctrl-T14 0.816 6 9.257 <0.001 Yes
Ctrl-T14  vs. Ctrl21 0.000658 6 0.00746 1.000 No

Se produce un resultado de "No probar: Do Not Test" para una comparaciéon cuando no se encuentra una
diferencia significativa entre dos medias que encierran esa comparacion. Por ejemplo, si tuviera cuatro medias
ordenadas en orden y no encontrara diferencias entre las medias 4 frente a 2, entonces no probaria 4 frente a 3
y 3 frente a 2, pero aun asi probaria 4 frente a 1 y 3 frente a 1. (4 contra 3 y 3 contra 2 estan encerrados por 4
contra 2: 4 3 2 1). Tenga en cuenta que no probar los medios incluidos es una regla de procedimiento, y un
resultado de No probar debe tratarse como si no hubiera una diferencia significativa entre las medias.

ANOVA DE UNA ViA: AQGP-9-gen2

Analisis ANOVA de una via:

Ctrl= Control

Bleach= Blanqueadas

Fuente de los Datos: AQGP-gen2 in DATOS GENES ESTADISTICA.JNB

Grupo N Missing Mean Desv Est SEM

Ctrl-TO 3 0 1.000 0.000 0.000
Ctrl-T14 3 0 0.607 0.213 0.123
Ctrl-T21 3 0 0.168 0.0553 0.0319
Bleach-T0 3 0 1.000 0.000 0.000
Bleach-T14 3 0 1.517 0.669 0.386
Bleach-21 3 0 2.718 0.655 0.378

Fuente de variacion DF SS MS F P
Entre grupos 5 11.687  2.337 15.170  <0.001
Residual 12 1.849  0.154

Total 17 13.536

Las diferencias en los valores medios entre los grupos de tratamiento son mayores. Hay una diferencia
estadisticamente significativa (P = <0.001). Poder de la prueba realizada con alfa = 0.050: 1.000
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Todos los procedimientos de comparacion multiple por pares (prueba de Tukey):
Comparaciones por tratamiento:

Comparacién Diff of Means p q P P<0.050

Bleach-21 vs.Ctrl-T21 2.550 6 11.252 <0.001 Yes
Bleach-21 vs. Ctrl-T14 2.111 6 9.315 <0.001 Yes
Bleach-21 vs. Bleach-T0 1.718 6 7.581 0.002 Yes
Bleach-21 vs. Ctrl-TO 1.718 6 7.581 0.002 Yes
Bleach-21 vs. Ctrl-T14 1.201 6 5.298 0.026 Yes
Bleach-T14 vs. Ctrl-T21 1.349 6 5.954 0.012 Yes
Bleach-T14 vs. Ctrl-T14 0.910 6 4.017 0.117 No
Bleach-T14 vs. Bleach-TO  0.517 6 2.283 0.605 Do Not Test
Bleach-T14 vs.Ctrl-TO 0.517 6 2.283 0.605 Do Not Test
Ctrl-TO vs. Ctrl-T21 0.832 6 3.670 0.172 No
Ctrl-TO vs. Ctrl-T14 0.393 6 1.733 0.817 Do Not Test
Ctrl-TO vs. Bleach-T0 0.000 6 0.000 1.000 Do Not Test
Bleach-TO vs.Ctrl-T21 0.832 6 3.670 0.172 Do Not Test
Bleach-TO vs. Ctrl-T14 0.393 6 1.733 0.817 Do Not Test
Ctrl-T14 vs.Ctrl-T21 0.439 6 1.937 0.743 Do Not Test

Se produce un resultado de "No probar:Do Not Test" para una comparacion cuando no se encuentra una
diferencia significativa entre dos medias que encierran esa comparacion. Por ejemplo, si tuviera cuatro medias
ordenadas en orden y no encontrara diferencias entre las medias 4 frente a 2, entonces no probaria 4 frente a 3
y 3 frente a 2, pero aun asi probaria 4 frente a 1 y 3 frente a 1. (4 contra 3 y 3 contra 2 estan encerrados por 4
contra 2: 4 3 2 1). Tenga en cuenta que no probar los medios incluidos es una regla de procedimiento, y un
resultado de No probar debe tratarse como si no hubiera una diferencia significativa entre las medias.
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ANEXO 4

ANOVA DE UNA VIA
DENSIDAD DE SIMBIONTES EN MEDUSAS BLANQUEADAS

Densidad de simbiontes en medusas blanqueadas bajo el tratamiento de azicares.

Nombre del grupo N Missing Mean Desv Est SEM
Control Verano 0-dia 4 0 1.023  0.0756 0.0436
Control Verano 7-dia 4 0 1.192 0.0440 0.0254
Control Verano 14-dia 4 0 0.896  0.0599 0.0346
Control Verano 21-dia 4 0 1.142 0.0451 0.0260
Control Verano 28-dia 4 0 1.270  0.0994 0.0574
Control Invierno 0-dia 4 0 1.023 0.0756 0.0436
Control Invierno 7-dia 4 0 1.192 0.0440 0.0254
Control Invierno 14-dia 4 0 0.896 0.0599 0.0346
Control Invierno 21-dia 4 0 1.142 0.0451 0.0260
Control Invierno 28-day 4 0 1.270 0.0994 0.0574
Blanqueadas Verano 0-dia 4 0 1.536  0.360 0.208
Blanqueadas Verano 7-dia 4 0 0.339  0.113 0.0653
Blanqueadas Verano 14-dia 4 0 0.0565 0.0138 0.00799
Blanqueadas Verano 21-dia 4 0 0.0560 0.0168 0.00972
Blanqueadas Verano 28-dia 4 0 0.0479  0.0200 0.0115
Blanqueadas Invierno 0-dia 4 0 1.379 0.231 0.134
Blanqueadas Invierno 7-dia 4 0 0.384 0.0569 0.0328
Blanqueadas Invierno 14-dia 4 0 0.0662  0.0366 0.0211
Blanqueadas Invierno 21-dia 4 0 0.0579  0.0277 0.0160
Blanqueadas Invierno 28-dia 4 0 0.00876 0.00703 0.00406
Fuente de variacion  DF SS MS F P

Entre grupos 14 14307  1.022 68.012 <0.001

Residual 30 0.451 0.0150

Total 44 14.758

Las diferencias en los valores medios entre los grupos de tratamiento son mayores de lo que cabria
esperar por casualidad; hay una diferencia estadisticamente significativa (P = <0.001).
Poder de la prueba realizada con alfa = 0.050: 1.000
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