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RESUMEN

Los arrecifes de coral estan formados por corales escleractinios e hidrocorales que
establecen una simbiosis con algas fotosintéticas de la familia Symbiodiniaceae.
Esta relacion es esencial para el desarrollo arrecifal, pero factores de estrés
ambiental, como la radiacion ultravioleta y el aumento de temperatura, pueden
causar blanqueamiento, disrupcion de la simbiosis que amenaza la supervivencia
de los arrecifes. Los hidrocorales del género Millepora, conocidos como “corales de
fuego”, son los segundos cnidarios formadores de arrecifes mas abundantes. A
pesar de su relevancia ecologica y toxicoldgica, han recibido menos atencion
cientifica que otras especies de cnidarios. Existe poca informacién sobre los efectos
del estrés térmico en sus procesos celulares. En el presente estudio se analizd
el impacto del estrés térmico en el proteoma de Millepora complanata tras el evento
denominado “El Nifo-Oscilacion del Sur 2015-2016” en el Caribe mexicano,
empleando nano-LC-MS/MS (datos disponibles en ProteomeXchange,
PXD061020). Para detectar diferencias significativas en la abundancia de proteinas
entre especimenes blanqueados y no blanqueados se usaron las metodologias de
Analisis de Componentes Principales y Analisis Discriminante de Minimos
Cuadrados Parciales. Se identificé la expresién diferencial de 52 proteinas
involucradas en biosintesis de aminoacidos, metabolismo de carbohidratos,
organizacion del citoesqueleto, reparacion del ADN, composicion de la matriz
extracelular, homeostasis 6xido-reductivas y modificacién de proteinas. De estas,
24 mostraron mayor abundancia y 28 menor en hidrocorales blanqueados. Nuestros
resultados indican que M. complanata experimenta modificaciones protedmicas
para enfrentar el estrés térmico y la pérdida de endosimbiontes. Estas respuestas
incluyen el plegamiento de proteinas, incremento del transporte vesicular,
reorganizacion del citoesqueleto y ajustes en la actividad redox. Los cambios en la
expresion proteica indican que algunos de los procesos celulares que se modifican
en los hidrocorales que han sido sometidos a estrés térmico incluyen: el plegamiento
de proteinas dafadas por especies reactivas de oxigeno (ROS); un mayor
transporte intracelular de vesiculas; la reorganizaciéon del citoesqueleto para la
expulsion de simbiontes y la actividad de proteinas redox para contrarrestar las
ROS. Estas modificaciones a nivel protedbmico. Estas alteraciones en la expresion
proteica proporcionan informacién clave sobre la respuesta molecular de los
hidrocorales al estrés ambiental y sus estrategias de adaptacion al calentamiento
global.



ABSTRACT

Coral reefs are formed by scleractinian corals and hydrocorals that establish a
symbiotic relationship with photosynthetic algae from the Symbiodiniaceae family.
This relationship is essential for reef development, but environmental stress factors,
such as ultraviolet radiation and rising temperatures, can cause bleaching, a
disruption of the symbiosis that threatens reef survival. Hydrocorals of the genus
Millepora, commonly known as “fire corals,” are the second most abundant reef-
forming cnidarians. Despite their ecological and toxicological significance, they have
received less scientific attention than other cnidarians. Limited information is
available regarding the effects of thermal stress on their cellular processes. This
study analyzed the impact of thermal stress on the proteome of Millepora
complanata following the 2015-2016 EI Nifio-Southern Oscillation event in the
Mexican Caribbean, using nano-LC-MS/MS (data available in ProteomeXchange,
PXD061020). Principal Component Analysis and Partial Least Squares Discriminant
Analysis were used to detect significant differences in protein abundance between
bleached and non-bleached specimens. A total of 52 differentially expressed
proteins were identified, which were involved in amino acid biosynthesis,
carbohydrate metabolism, cytoskeleton organization, DNA repair, extracellular
matrix composition, redox homeostasis, and protein modification. Of these, 24
showed increased abundance, while 28 were less abundant in bleached
hydrocorals. Our results indicate that M. complanata undergoes proteomic changes
to cope with thermal stress and the loss of endosymbionts. These include protein
refolding, increased vesicle transport, cytoskeletal reorganization, and adjustments
in redox activity. Changes in protein expression indicate that some of the cellular
processes altered in thermally stressed hydrocorals include: the folding of proteins
damaged by reactive oxygen species (ROS); increased intracellular vesicle
transport; reorganization of the cytoskeleton for symbiont expulsion; and the activity
of redox proteins to counteract ROS. These proteomic modifications provide key
insights into the molecular response of hydrocorals to environmental stress and their
adaptation strategies to global warming.



1. INTRODUCCION

El filo Cnidaria se compone de aproximadamente 10,000 especies que se
distribuyen en las aguas dulces y saladas de nuestro planeta; dentro de dicho filo
se encuentran los organismos mas venenosos conocidos hasta la fecha. Esta
caracteristica ha llamado la atencién de los investigadores que buscan nuevas
moléculas y entidades quimicas para el desarrollo de farmacos y medicamentos
innovadores (Chang et al., 2015; E. Park et al., 2012). A pesar de que los cnidarios
son reconocidos por sus toxinas, existe un grupo de organismos pertenecientes a
este filo que son sumamente importantes para la homeostasis de la vida marina, los

corales e hidrocorales.

Los corales e hidrocorales poseen una morfologia de pdlipo y se encargan de la
construccion de las estructuras naturales conocidas como “arrecifes de coral”; su
capacidad de generar un exoesqueleto de carbonato de calcio es la caracteristica
que les permite llevar a cabo esta tarea. Los arrecifes de coral son ecosistemas
sumamente importantes para la vida en nuestro planeta, ya que albergan una cuarta
parte de la vida marina, ofrecen proteccion litoral y, ademas promueven actividades
economicas como la pesca y el turismo, ayudando al sustento de 10 millones de
personas que viven en las costas. Los bienes y servicios generados por estos
ecosistemas estan evaluados en 20 trillones de dolares anuales (Mcleod et al.,
2019; Okamura et al., 2017; Olguin-Lépez et al., 2019).

En el campo de la biologia, los corales e hidrocorales se clasifican como organismos
holobiontes. Un holobionte es un sistema integrado por dos 0 mas organismos que
viven en simbiosis. En el caso de estos cnidarios, un holobionte esta integrado por
el cnidario, su microbiota asociada y sus algas endosimbiontes. Los corales e
hidrocorales, son capaces de establecer simbiosis con algas marinas fotosintéticas
de la familia Symbiodiniaceae, que son comunmente conocidas como zooxantelas.
Las zooxantelas se alojan en la capa gastrodérmica, donde proveen a su
hospedante de productos fotosintéticos. Las algas aportan aproximadamente el 90
% de los requerimientos nutricionales, y a cambio, el hospedante les provee

productos de desecho como fésforo y nitrégeno inorganico, asi como también
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proteccion ante el medio (Barott et al., 2015; Fransolet et al., 2012; Glasl et al., 2016;
Rosado et al., 2019).

La simbiosis es la clave del éxito de estos ecosistemas tan importantes para la vida
marina. Sin embargo, algo que caracteriza a esta simbiosis es su alta susceptibilidad
ante factores estresores externos. Algunos de los factores mas comunes que
afectan esta simbiosis son el estrés térmico y el aumento en la radiacién ultravioleta;
dichos estresores han aumentado en las ultimas décadas debido al cambio climatico
derivado del calentamiento global. Cuando el alga endosimbionte es afectada por
estos factores, se genera un estrés oxidativo que dafa al propio simbionte y a su
anfitrion. En esta condicidén, ocurre la translocacion de especies reactivas de
oxigeno (EROs) al anfitrién; consecuentemente, el cnidario expulsa las algas de su
interior, deshaciéndose de su principal fuente de alimento (Ishii et al., 2019;
Mansfield & Gilmore, 2019; Weis, 2008a).

Las zooxantelas también son responsables de conferir la coloracién caracteristica
a estos organismos; si éstas son expulsadas, los pélipos traslucidos dejan expuesto
el exoesqueleto calcareo, generando asi el fendmeno visual del blanqueamiento. El
“blanqueamiento de arrecifes coralinos” conduce a los corales e hidrocorales a un
estado de alta vulnerabilidad; sin embargo, para la mayoria de estos organismos no
es posible adaptarse al medio y son conducidos a una muerte inminente. El
blanqueamiento ha contribuido a la pérdida del 40 % de la gran barrera de coral en
Australia, y aproximadamente un 20 % del arrecife mesoamericano; esto ha
provocado que el 75 % de las especies constructoras de arrecifes se encuentren
amenazadas (HRHP, 2018; WWF, 2020). Considerando el alto impacto negativo del
blanqueamiento, los investigadores han realizado numerosos estudios empleando
distintos enfoques omicos. Estos estudios han mejorado la comprension de la
etiologia y las consecuencias de esta condicion que afecta a los cnidarios y han

brindado alternativas de solucién para mitigar dicho fenémeno.

Existen numerosos estudios que han empleado enfoques transcriptémicos para el
analisis de cnidarios constructores de arrecifes de la clase Anthozoa, también
conocidos como escleractinios. En estos estudios se han identificado transcritos que
se expresan de manera diferencial en condiciones de blanqueamiento; algunos de
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éstos, estan implicados en procesos celulares como muerte y crecimiento celular,
transporte, homeostasis de calcio, entre otros. Los estudios protedbmicos también
han aportado informacién valiosa sobre proteinas expresadas diferencialmente en
condiciones de blanqueamiento; sin embargo, los estudios con este enfoque son
escasos en comparacion con los analisis transcriptomicos. La escasez de estos
estudios se debe principalmente a la dificultad que implica la obtencién de muestras
del proteoma de los cnidarios que poseen exoesqueleto calcareo (Cheng et al.,
2018; Moya et al., 2012; Richier et al., 2008).

Los hidrocorales del género Millepora son los segundos organismos mas
importantes en la construccion de arrecifes coralinos, después de los corales
escleractinios. A la fecha se conocen 13 especies de este género, entre las cuales
se encuentra Millepora complanata. En 2019, nuestro grupo de estudio realizé un
estudio protedmico de los efectos del estrés térmico responsable del
blanqueamiento en el proteoma soluble de M. complanata. En dicho estudio se
observo la expresion diferencial de 35 proteinas, de las cuales se lograron identificar
15 por medio de alineamiento de secuencias a bases de datos. Entre estas
proteinas se encontraron 2 de metabolismo primario, 1 de citoesqueleto, 1 de
sefalizacion, 2 de reparacion de ADN, 1 de respuesta al estrés, 1 de homedstasis
redox, 1 de exocitosis, 1 de homeostasis de calcio y 5 toxinas (Hernandez-
Elizarraga et al., 2019). Nuestro grupo de investigacion también logré estandarizar
la técnica para la obtencion del proteoma total de M. complanata, el cual fue
analizado, mediante electroforesis bidimensional. A partir de dicho analisis se
obtuvieron 48 spots. Adicionalmente, el proteoma total obtenido de este hidrocoral
fue analizado mediante cromatografia de liquidos acoplada a espectrometria de
masas. De manera preliminar, se lograron identificar 25 secuencias proteicas que
pertenecian a la fraccion soluble y a la fraccion insoluble del proteoma total de M.

complanata (Alcantar-Orozco, 2020).

A pesar de los estudios realizados sobre el blanqueamiento en corales
escleractinios y en hidrozoos (p. e. Takama et al., 2018), a la fecha no se ha
realizado ningun estudio sobre el proteoma total de los hidrocorales y sobre el efecto

del estrés térmico responsable del blanqueamiento sobre dicho proteoma. En este
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contexto, se plantea el presente proyecto de investigacion que tiene como objetivo
general determinar el efecto del estrés térmico responsable del blanqueamiento

sobre el proteoma total del “coral de fuego” M. complanata.



2. ANTECEDENTES

2.1 Filo Cnidaria
Cnidaria es un filo ampliamente distribuido en nuestro planeta, se compone de

aproximadamente 10,000 especies acuaticas que habitan en aguas dulces vy
oceanicas. Este filo esta integrado por organismos como medusas, anémonas,
hidras, corales, hidrocorales, entre otros. Los cnidarios son conocidos por su
capacidad de sintetizar y liberar toxinas; ademas, dentro de este filo también se
encuentran los organismos mas venenosos conocidos hasta el momento. Dichos
organismos habitan en ecosistemas marinos, lo cual ha provocado que sean poco
estudiados, debido a la dificultad que representa su recolecta y las cantidades
pequefias de biomoléculas que puede ser obtenidas a partir de ellos (Fernandez
Alamo & Rivas Lechuga, 2007; E. Park et al., 2012; Santhanam, 2020).

2.1.1 Generalidades del filo Cnidaria

Los cnidarios se agrupan principalmente en 3 subfilos: Anthozoa, integrado por
organismos de morfologia de pélipo sésil, tales como corales, anémonas y plumas
de mar; Medusozoa, integrado en su mayoria por organismos de morfologia de nado
libre como medusas, hidras e hidrocorales; y Endocnidozoa, integrado por pdlipos
endoparasitarios (Chang et al., 2015; E. Park et al., 2012).

Una caracteristica destacable de los cnidarios es la presencia de células y organelos
especializados en la sintesis y liberacidon de toxinas, conocidos como cnidocitos y
nematocistos, respectivamente. Dichos organelos estan constituidos por una
capsula de naturaleza proteica que cuenta con una estructura mecanorreceptora
externa conocida como cnidocilio (Ozbek, 2011). El cnidocilio permite la apertura de
un pequefio opérculo al recibir un estimulo del medio, provocando asi que la flecha
y el filamento contenidos en el interior de la capsula se transloquen al exterior y se
libere su contenido, el cual puede ser toxico, urticante o pegajoso, dependiendo de
la funcidn y ubicacion del nematocisto. Una vez que el cnidocito cumple su funcion,
es reabsorbido y crece una célula nueva para reemplazarlo (Figura 1) (Jaimes-
Becerra et al., 2019; Ozbek, 2011; Weir et al., 2020).
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Figura 1. Cnidocito y nematocisto (Ozbek, 2011).

Los cnidarios son organismos diblasticos, es decir, cuentan con una capa
endodérmica (gastrodermis) y una capa ectodérmica (epidermis); entre ambas
capas dérmicas se encuentra la mesoglea, que esta compuesta principalmente por
colageno, que le confiere al cnidario una consistencia de tipo “gelatinosa”. La
mesoglea puede consistir en una capa fina, en el caso de los pdlipos o la principal
porcion del cuerpo, en el caso de las medusas. Los cnidarios poseen simetria radial
o birradial, al centro se encuentra un orificio que cumple las funciones de boca y
ano; mediante éste, se liberan también los gametos sexuales. Los tentaculos se
situan alrededor de la boca, y en éstos se concentra la mayor cantidad de cnidocitos
(Figura 2) (Ball et al., 2004; Cunha et al., 2020; Stabili et al., 2018).



Cavidad

Figura 2. Morfologia de los cnidarios (Modificado de (Curtis & Schnek, 2006).

Los cnidarios son organismos heterétrofos; sin embargo, existen especies que
poseen la cualidad de ser autétrofos. Esta caracteristica se atribuye a la presencia
de organismos endosimbiontes que proveen de alimento al anfitridn, tal es el caso
de las zooxantelas. Las zooxantelas son algas marinas fotosintéticas de la familia
Symbiodiniaceae, que se alojan en la capa gastrodérmica de los cnidarios. Estas le
proveen fotosintatos al hospedante, a cambio de productos de desecho y proteccion
frente al medio (Stabili et al., 2018).

Numerosas especies de cnidarios participan en la construccion de arrecifes de coral,
debido a la capacidad de formar un exoesqueleto compuesto principalmente por
carbonato de calcio. Este exoesqueleto les permite formar estructuras que sirven de
soporte para el establecimiento de otras especies marinas. Los principales cnidarios
constructores de arrecifes son los corales pertenecientes a la clase Anthozoa,
conocidos comunmente como escleractinios, corales duros, corales pétreos o
corales verdaderos (Manassero et al., 2016; Mcleod et al., 2019; Okamura et al.,
2017).



2.2 Cnidarios y su papel en la construccién de arrecifes de coral

Los arrecifes de coral son ecosistemas megadiversos sumamente importantes para
la vida marina; estos ecosistemas son construcciones naturales constituidas por
numerosas especies de corales duros e hidrocorales. Los arrecifes de coral ofrecen
proteccion litoral a las costas, ademas de proveer albergue a aproximadamente una
cuarta parte de las especies que habitan en el mar. Estas estructuras permiten, a
su vez, el establecimiento de otras especies marinas tal es el caso de corales
blandos 0 anémonas; integrando de esta forma el ecosistema que conocemos como
“arrecife coralino” (Adjeroud et al., 2017; Harris et al., 2018; Mcleod et al., 2019).

Los cnidarios constructores de arrecifes también son conocidos por establecer una
simbiosis mutualista con algas fotosintéticas de la familia Symbiodiniaceae, las
cuales aportan aproximadamente el 90 % de los nutrimentos a su hospedante.
Dicha simbiosis, aunada a la presencia de microbiota asociada con los cnidarios, ha
conducido a los investigadores a clasificar a estos organismos como holobiontes
(Kropp et al., 2018; Takama et al., 2018).

2.3 Cnidarios formadores de arrecifes como holobiontes

Un holobionte es una entidad formada por la asociacion de diferentes especies que
dan lugar a una unidad ecoldgica; es decir, un holobionte, el cual es un organismo
que sirve de habitat o establece una asociacién con mas de un grupo taxonémico
(incluyendo a los microorganismos que conforman su microbiota). Los cnidarios
formadores de arrecifes son un ejemplo de organismos holobiontes, término que
engloba al organismo hospedante, a sus simbiontes, sus microsimbiontes y/o

microbiota asociada (Glasl et al., 2016).

La comprensién de las asociaciones que establecen los cnidarios con
microorganismos ha cambiado radicalmente en los ultimos afos. Las bacterias de
las familias Endozoicimonaceae y Oxalobacteraceae se han reportado como parte
de la microbiota caracteristica de los corales escleractinios (Bourne et al., 2016;
Glasl et al., 2016). El descubrimiento de una gran diversidad de microalgas
endosimbiontes de la familia Symbiodiniaceae ha llevado a la inclusion de la
microbiologia en la ecologia de cnidarios. Numerosos trabajos han sido realizados
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para identificar el papel que juegan estos microorganismos en la biologia de los

corales escleractinios (Glasl et al., 2016; Kropp et al., 2018).

2.3.1 Microbiota asociada a cnidarios formadores de arrecifes

Recientes investigaciones sugieren que, ademas de la importante participacion de
las zooxantelas, la microbiota asociada a los corales escleractinios podria ser crucial
para el mantenimiento de la salud y resiliencia de estos holobiontes (Bourne et al.,
2016; Foo et al., 2017; Rosado et al., 2019).

Se han reportado otros protistas como organismos del género Chromera, algas
verdes filamentosas del género Ostreobium, asi como también hongos, bacterias,
arqueas Yy virus que se alojan dentro y/o sobre el tejido del coral, la mucosa, la
cavidad gastrovascular y el exoesqueleto. A la fecha no es claro si los protistas
fotosintéticos que no pertenecen a la familia Symbiodiniaceae benefician al
hospedante, sin embargo, algunos estudios sugieren que endolitos del género
Ostreobium pueden proporcionar carbono en condiciones de estrés o ausencia de
Symbiodiniaceae (Sangsawang et al., 2017; Schlichter et al., 1995; Shashar et al.,
1997).

La informacién disponible actualmente referente a los hongos asociados a corales
es limitada, sin embargo, existe un predominio de organismos pertenecientes a las
divisiones Ascomycota y Basidiomycota. Los estudios metagendémicos y
metatranscriptomicos también han mostrado que estos hongos pueden estar
involucrados en la amonificacion de nitritos y nitratos, lo cual beneficia a las algas
Symbiodiniaceae y los propios cnidarios hospedantes (Amend et al., 2012; Bentis
et al., 2000; Littman et al., 2011; Wegley et al., 2007).

En cuanto a los virus, es probable que éstos infecten a todos los miembros
arqueales, bacterianos y eucariotas del holobionte; los virus reportados son muy
diversos y, en general, divergentes de otros virus marinos conocidos. Los
bacteriéfagos estan ampliamente asociados en las asociaciones cnidario-virus, en
particular, los miembros del orden Caudovirales y de la familia Microviridae.
Adicionalmente, se han observado varios virus de células eucariotas

(predominantemente miembros de los virus nucleocitoplasmaticos de ADN grande),
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tales como los Retroviridae, Irodoviridae y Herpesvirales (Levin et al., 2017; Thurber
et al., 2017; van Oppen & Blackall, 2019; Wood-Charlson et al., 2015).

Las hipotesis sobre las funciones de los virus en el holobionte abarcan el apoyo al
hospedante, el control de la composicion de la comunidad bacteriana en la mucosa
del coral y la mitigaciéon de enfermedades del coral mediante la lisis de bacterias
patdgenas. Sin embargo, aun no se dispone de evidencia definitiva para la mayoria

de estos roles (Thurber et al., 2017).

Por otra parte, algunas bacterias como Pseudoalteromonas sp, Halomonas
taeanensis y Cobetia marina son capaces de aumentar la resistencia de los
cnidarios frente a factores estresores; esto es posible gracias a mecanismos que
involucran el mejoramiento en el ciclo de aprovechamiento de los nutrientes de los
escleractinios, asi como a la exclusion o antagonismo contra microorganismos

patdgenos (Bourne et al., 2016; Foo et al., 2017; Rosado et al., 2019).

2.3.2 Simbiosis establecida entre cnidarios formadores de arrecifes y
Symbiodiniaceae

La asociacion simbidtica estudiada a mayor profundidad es aquella que se da entre
el cnidario y el alga. Las zooxantelas cumplen su funcién de endosimbiontes al
proporcionar un porcentaje de alimento de aproximadamente el 90 % a su
hospedante. Las algas son integradas generalmente al cnidario por ingestion directa
y se multiplican en los tejidos del anfitriéon. La propagacion ocurre especificamente
en la capa gastrodérmica de los polipos cnidarios (Figura 3). Dentro de las células
gastrodérmicas, las zooxantelas se encuentran contenidas en estructuras
membranosas conocidas como simbiosomas. Los simbiosomas cuentan con las
caracteristicas necesarias para que la traslocacion de nutrientes ocurra
exitosamente. Las algas suministran diversos nutrientes a sus hospedadores al
generar, mediante la fotosintesis, oxigeno, azucares, lipidos y aminoacidos, los
cuales son utilizados por los pélipos. Ademas, el oxigeno derivado de la actividad
fotosintética contribuye a mantener los niveles de ATP indispensables para la
calcificacion. A su vez, las zooxantelas obtienen nutrientes de los productos

catabdlicos del cnidario, como fosforo y nitrdgeno. En condiciones normales, la
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densidad de poblacion de simbiontes oscila entre 0.5 a 5x10° células por cm? de
superficie (Barott et al., 2015; Fransolet et al., 2012; Hoegh-Guldberg et al., 2007).
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Figura 3. Localizacién de las zooxantelas en los cnidarios (Hoegh-Guldberg et al.,
2007).

Las zooxantelas desempenan un papel fundamental en los arrecifes coralinos, ya
que constituyen una proporcion significativa de la biomasa total y ejercen un impacto
notable en la comunidad. Los podlipos albergan distintos géneros de
Symbiodiniaceae y dependen en gran medida de ellas, lo que restringe el
crecimiento del arrecife a la zona fbtica. Esta asociacion simbidtica es,
probablemente, la clave del éxito de los cnidarios como holobiontes constructores
de arrecifes en ambientes tropicales. La simbiosis también es clave para la
supervivencia de la mayor parte de las especies coralinas, y por consiguiente, de

los propios arrecifes (Barott et al., 2015; Thornhill et al., 2017).

El género y la especie de algas de Symbiodiniaceae que residen dentro de las
células de los cnidarios influye en la susceptibilidad de su hospedante a los cambios
de temperatura, lo que contribuye a grandes disparidades en la tolerancia térmica
entre colonias individuales y especies de hospedantes (LaJeunesse et al., 2010).

Algunos de los primeros estudios enfocados en cultivos de Symbiodiniaceae
13



revelaron diferencias en la morfologia (tamano de las células, volumenes de
cloroplasto y mitocondrias), bioquimica (metabolitos), fisiologia (capacidades
fotosintéticas), comportamiento (motilidad y especificidad del hospedador) y
genética (numero de cromosomas), lo que colectivamente llevo a la proposicidon de
que existia mas de una especie de endosimbionte (Blank & Trench, 1985;
Schoenberg et al., 1997).

En afos posteriores, y gracias al avance de las técnicas de analisis genomico, las
reconstrucciones filogenéticas revelaron inmediatamente que Symbiodinium
(originalmente propuesto como un solo género) se compone de muchos elementos
evolutivamente divergentes. Al revelarse su variabilidad filogenética, estos linajes
fueron clasificados en clados, e identificados empleando nomenclatura de letras (A,
B,C,D,E,F, G, Hel)(Rowan & Powers, 1991, 1992). Durante muchos afos, estas
designaciones de “clados” a menudo aparecian en la literatura como equivalentes
a nivel de especie. Con la aparicion de técnicas moleculares en las ultimas décadas,
ha habido un reconocimiento generalizado de que la mayoria de los clados de
Symbiodiniaceae contienen numerosos subclados, tipos o cepas. En particular, la
mayoria de estos clados exhiben diferencias sustanciales en su genética, fisiologia
y/o ecologia, atributos que cumplen los requisitos previos de los conceptos de

multiples especies (Jeong et al., 2014; Lajeunesse et al., 2012).

En 2018, LaJeunesse y colaboradores reportaron que los clados que conformaban
el género Symbiodinium contaban con las caracteristicas moleculares,
morfologicas, fisiologicas y ecoldgicas suficientes para que éstos sean
considerados como géneros de la familia Symbiodiniaceae. En dicho estudio se
describieron formalmente 7 géneros: Symbiodinium (antes clado A), Breviolum
(antes clado B), Cladocopium (antes clado C), Durusdinium (antes clado D),
Effrenium (antes clado E), Fugacium (antes clado F) y Gerakladium (antes clado G)
(Ladeunesse et al., 2018).

El trabajo realizado por Ladeunesse y colaboradores proporciona un marco para
futuras clasificaciones de géneros y especies en la familia Symbiodiniaceae. A pesar
de que a la fecha se habian reportado unicamente 9 clados, el nimero eventual de
géneros definidos podria ascender a aproximadamente 15 o mas, esto debido a que
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varios linajes divergentes que actualmente se encuentran agrupados dentro de un
mismo clado pueden distanciarse aun mas en base a su variabilidad filogenética,

ecologica y biogeografica (LaJeunesse et al., 2018; Pochon & Gates, 2010).

A pesar de que los principales cnidarios constructores de arrecifes coralinos son los
corales escleractinios (clase Anthozoa), también los cnidarios del género Millepora
(clase Hydrozoa) participan en la construccién de arrecifes, gracias a que, al igual
que los corales escleractinios, poseen un exoesqueleto calcareo (Ahmadia et al.,
2018; Boissin et al., 2020; Dubé et al., 2019; Manassero et al., 2016).

2.4 Cnidarios del género Millepora

Los cnidarios del género Millepora (clase Hydrozoa) son comunmente conocidos
como hidrocorales o “corales falsos”, y se caracterizan por poseer morfologia de
polipo sésil. A la fecha, se conocen 15 especies de este género, entre las que se
incluyen Millepora alcicornis, Millepora dichotoma, Millepora platyphylla y M.
complanata (Figura 3) (Dubé et al., 2019; Takama et al., 2018). Las colonias de
Millepora se desarrollan en forma de placas o estructuras incrustantes que cubren
la superficie rocosa, presentando morfologias laminares, digitiformes o
arborescentes. Los hidrocorales son conocidos también como “corales de fuego”
debido a la capacidad de producir quemaduras y urticaria en los humanos que
entran en contacto con ellos (Iguchi et al., 2008; Lewis, 2006). Los hidrocorales son
los segundos organismos mas importantes involucrados en la construccion de
arrecifes; esto es debido a su exoesqueleto compuesto por carbonato de calcio y su

amplia distribucion en mares tropicales (Kropp et al., 2018) (Figura 4).
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Figura 4. Ejemplos de organismos del género Millepora: A) M. alcicornis; B) M.

dichotoma; C) M. platyphylla; D) M. complanata (Lozoya, 1994).

Figura 5. Distribucion mundial de las especies del género Millepora (Kropp et al.,
2018).

Los hidrocorales también comparten con los corales escleractinios la caracteristica
de establecer una simbiosis con algas de la familia Symbiodiniaceae. A la fecha, no

se ha caracterizado la microbiota bacteriana de los hidrocorales; sin embargo,
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también se clasifican como holobiontes, ya que estan conformados por la asociacion

cnidario-Symbiodiniaceae-microbiota (Glasl et al., 2016; Kropp et al., 2018).

En cuanto al tipo de zooxantelas que habitan dentro de las células de los
hidrocorales, esta reportada la presencia de los géneros Symbiodinium, Breviolum
y Cladocopium. Existe una tendencia aparente que parece indicar que el tipo de
endosimbiontes esta ligado a las caracteristicas fisicas del ambiente acuatico de los
hidrocorales, ya que la presencia de ciertos géneros predomina en determinadas
zonas. Por ejemplo, Symbiodinium sp es abundante en especimenes de M.
alcicornis recolectados en el arrecife mesoamericano (en México y Puerto Rico) a
aproximadamente 7 m de profundidad, zonas que se caracterizan por ser

superficiales y de agua calida (Rodriguez et al., 2019).

Por otra parte, la simbiosis establecida entre cnidario-alga posee una principal
desventaja, la cual es la alta susceptibilidad a los factores estresores externos. Entre
estos factores destacan: las variaciones de la temperatura superficial de los
océanos, lo cual provoca un estrés térmico; aumento en la incidencia de rayos
ultravioleta; asi como también, variaciones en el pH y en la salinidad del agua. La
simbiosis entre los podlipos y sus zooxantelas es interrumpida por estas
modificaciones en el entorno acuatico, provocando un fendmeno conocido como
blanqueamiento de arrecifes coralinos; dicho fenémeno ha cobrado mayor
relevancia en las ultimas décadas (Ishii et al., 2019; Mansfield & Gilmore, 2019;
Thornhill et al., 2017).

2.5 Blanqueamiento de arrecifes coralinos

Los principales componentes de los holobiontes constructores de arrecifes son: el
polipo cnidario, la zooxantela endosimbionte y la microbiota asociada; sin embargo,
la simbiosis establecida entre el cnidario y el alga es altamente susceptible a
modificaciones en el entorno acuatico (Bernasconi et al., 2019; T. P. Hughes et al.,
2017).

2.5.1 Calentamiento global y estrés térmico
Los factores estresores en el entorno acuatico pueden provocar la disrupcion de la

simbiosis del cnidario-alga; por ejemplo, el aumento en la temperatura de la
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superficie de los océanos, la cual provoca un estrés térmico, es probablemente la
principal causa de este fendmeno. El calentamiento global es el principal causante
del estrés térmico; sin embargo, éste es provocado a su vez por otro fendmeno
conocido como el efecto invernadero. El efecto invernadero consiste en la absorcién
de la radiacion térmica emitida por la superficie del planeta por parte de los gases
de efecto invernadero (GEI) presentes en la atmésfera, los cuales reirradian esta
energia en todas direcciones, devolviendo parte de ella a la superficie y a las capas
bajas de la atmdsfera. La mayor parte de la radiacion solar en el rango de luz visible
atraviesa la atmoésfera y calienta la superficie terrestre, que posteriormente libera
esa energia en forma de radiacion térmica infrarroja de menor frecuencia. La
energia emitida es absorbida por los GEI, que a su vez irradian esta energia a la
superficie terrestre; como resultado se produce un incremento de la temperatura
superficial media (Baker et al., 2008; Gupta, 2019).

En las ultimas décadas, el calentamiento global ha incrementado la temperatura de
numerosos ecosistemas, incluidos los ambientes oceanicos. La temperatura
ambiental resulta crucial para corales e hidrocorales, por lo que variaciones de
apenas unos pocos grados centigrados pueden afectar gravemente la salud de
estos holobiontes. Aunque la temperatura es probablemente el factor causal mas
relevante del blanqueamiento, también influyen de manera importante la salinidad
del agua, la acidificacion y la radiacion ultravioleta (T. P. Hughes et al., 2017;
Manzello et al., 2017).

2.5.2 Expulsién de los endosimbiontes

Los corales e hidrocorales son cnidarios que se caracterizan por poseer
coloraciones y tonalidades llamativas; dicha pigmentacién (y la variacion de ésta)
se debe en gran medida a las zooxantelas que se alojan en el interior de los pdlipos.
Una alteracion en la homeostasis de la simbiosis puede generar un desequilibrio
metabodlico en las zooxantelas; para contrarrestarlo, estas implementan dos
estrategias: reducir su contenido de clorofila y disminuir su biomasa relativa. La
interrupcién de la homeostasis entre el cnidario y el alga provoca que las algas sean
expulsadas del hospedante, causando la pérdida de su pigmentacion caracteristica.

En el caso de los corales escleractinios e hidrocorales, esta pérdida deja expuesto
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el exoesqueleto, provocando el fendmeno visual conocido como “blanqueamiento”
(Figura 6). La pérdida de estas algas representa una gran problematica para los
corales, ya que las zooxantelas aportan aproximadamente el 90 % de los
requerimientos nutricionales de estos holobiontes, lo cual los conduce a un estado
de alta vulnerabilidad (Gardner et al., 2017; Obura, 2009).

Figura 6. Proceso del blanqueamiento de un coral (Modificado de Weis, 2008).

2.5.3 Mecanismos para la pérdida de endosimbiontes

Dado que la disminucion de la biomasa de endosimbiontes es la principal
caracteristica del blanqueamiento de arrecifes coralinos, los investigadores
enfocaron los estudios en una direccion que nos permite comprender los
mecanismos implicados en la pérdida de simbiontes. A la fecha existen cinco
mecanismos propuestos para este fendmeno: degradacion in situ, exocitosis,
separacién de la célula huésped, apoptosis de la célula huésped y necrosis de la
célula huésped (Figura 7) (Gates et al., 1992; Steen & Muscatine, 1987).
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Figura 7. Mecanismos de pérdida de simbiontes (Modificado de Gates et al., 1992)

La expulsion de los simbiontes es un proceso bilateral, es decir, que no depende
exclusivamente del cnidario, sino que también el alga endosimbionte participa y
juega un papel importante. Se ha identificado evidencia de una mayor expresion de
proteinas implicadas en la exocitosis en una fraccidén de los simbiontes del coral
Stylophora pistillata, incluyendo tanto antagonistas vesiculares como proteinas
SNARE (receptores de proteinas solubles de fijacion soluble de NSF, por sus siglas
en inglés “Soluble NSF Attachment Protein Receptor”); dichas proteinas podrian ser
codificadas por el hospedante (SNAREs blanco) o por el simbionte (SNAREs
vesiculares). El ensamblado de las SNARE utiliza proteinas SNARE vesiculares del
endosimbionte, de modo que se desencadena una sefal iniciada por el estrés

oxidativo para iniciar la salida del simbionte (Weston et al., 2015).

Cabe mencionar que la principal causa por la cual el hospedante debe deshacerse
de sus endosimbiontes es el dafio excesivo que recibe por parte del estrés oxidativo
generado por las algas Symbiodiniaceae. Dicho estrés ha llamado la atencion de
los investigadores, y numerosos estudios se han centrado en comprender la

etiologia de este fendmeno (Weis, 2008a).
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2.6 Estrés oxidativo generado por el aumento en la temperatura del agua y
de la radiacién ultravioleta

Diversos estudios han logrado demostrar que el estrés térmico y el estrés fotico
tienen repercusiones negativas en los procesos fotosintéticos de las algas
endosimbiontes, debido al estrés oxidativo que origina en las algas una
sobreproduccion y acumulacién excesiva de especies reactivas de oxigeno (EROs);
ademas de que también se presentan dafos en los cloroplastos y en el sistema

fotosintético de los simbiontes, en al menos tres niveles (Weis, 2008a):

1. Proteina D1: elemento clave del fotosistema Il (PSIl), compuesto por cinco
hélices transmembrana y participante en el proceso de fotdlisis del agua.

2. RuBisCO: enzima ribulosa-1,5-bisfosfato carboxilasa/oxigenasa que cataliza
dos reacciones opuestas: la fijacion de CO, en compuestos organicos y la
oxigenacion de la ribulosa-1,5-bisfosfato.

3. Las membranas tilacoides: desacoplamiento energético del transporte de
electrones en los dos fotosistemas (1 y Il), por lo cual se continuan generando

electrones, pero se deja de producir ATP y NADP (Weis, 2008a).

El exceso de electrones generado provoca la reduccion del O, en lugar del NADP,
originando el ion superéxido (O,7), el cual puede ser transformado por la enzima
superoéxido dismutasa (SOD) en perdxido de hidrégeno (H,O,). Aunque este ultimo
es mas estable y menos reactivo, sigue siendo perjudicial. EI H,O, puede reaccionar
con hierro ferroso (Fe?*) para formar una especie aun mas reactiva, el radical
hidroxilo (-OH). ElI exceso de electrones también puede reaccionar
fotoquimicamente con pigmentos y O, para generar en ultima instancia, oxigeno

atémico altamente reactivo ('O,) (Figura 8) (Weis, 2008a).

Las EROs lesionan biomoléculas de los endosimbiontes y participan de manera
central en la transduccion de sefiales de mediadores del dafio celular, asi como en
procesos como apoptosis, autofagia y necrosis. Estas vias de respuesta al dafio
celular son relevantes durante el blanqueamiento y su activacion depende de la
intensidad y duracion del estrés. Sin embargo, las EROs también pueden
translocarse al hospedante cnidario, dafiando de igual manera sus biomoléculas y

tejidos. Este dafo al hospedante es la razon por la que se ha propuesto que el
21



blanqueamiento en si mismo es un mecanismo de control para minimizar los efectos
nocivos causados por el desequilibrio metabdlico en la simbiosis cnidario-alga
(Bhagooli, 2013; Weis, 2008a; Williams et al., 2017).

+Luz
+ Temperatura

Condiciones Ambientales Condiciones de estrés

Figura 8. Proceso del blanqueamiento de un hidrocoral y mecanismos implicados
(Modificado de Weis, 2008).

2.7 Estudios 6micos del blanqueamiento de arrecifes coralinos

Las dmicas son un conjunto de técnicas y herramientas que permiten el estudio de
organismos a distintos niveles: gendmico, transcriptdmico, protedmico vy
metabolémico. La expresion diferencial de genes, transcritos, proteinas y
metabolitos es informacién sumamente util que permite comprender con mayor
detalle la respuesta de un organismo al atravesar por una determinada condicion,
ejemplos de esto son una etapa de su ciclo vital o una enfermedad (Barshis et al.,
2013; Matthews et al., 2016).

La bioinformatica es parte de los estudios Omicos, debido a que resulta
indispensable para procesar las grandes cantidades de datos obtenidos. La
bioinformatica también ha permitido correlacionar los datos generados a partir de
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los distintos enfoques émicos, logrando una interpretacién mas integrativa y menos
reduccionista, en comparacion con los estudios enfocados a analizar de una manera
mas especifica los genes, transcritos, proteinas o metabolitos (Matthews et al.,
2016).

Las herramientas omicas han sido de gran ayuda para abordar el estudio del
blanqueamiento de arrecifes coralinos, y han contribuido a comprender la forma en
que los seres vivos responden ante el estrés. Los mecanismos moleculares
implicados en la etiologia del blanqueamiento y las consecuencias de este
fendmeno aun no se comprenden en su totalidad; sin embargo, las 6dmicas han
posibilitado una comprension mas amplia de los mecanismos involucrados en el
blanqueamiento. Dentro de los estudios dmicos enfocados al blanqueamiento de
arrecifes coralinos, destacan aquellos con un enfoque transcriptomico (DeSalvo et
al., 2010; Moya et al., 2012).

2.7.1 Estudios transcriptomicos del blanqueamiento de arrecifes coralinos

Numerosos estudios transcriptomicos sobre el blanqueamiento de arrecifes
coralinos se han llevado a cabo; estos estudios comparativos han permitido conocer
los mecanismos que se ven afectados en los anthozoos durante episodios de
blanqueamiento. Richier y colaboradores en 2008 llevaron a cabo un estudio en el
que se sometid a estrés térmico y radiacion UV a la anémona Anthopleura
elegantissima, estos estresores provocaron cambios en la expresion de transcritos
que codifican para proteinas del citoesqueleto, proteinas que participan en diversas

rutas metabalicas, proliferacion celular, apoptosis y transporte (Richier et al., 2008).

De-Salvo y colaboradores en 2008, realizaron un estudio transcriptomico de
mediana escala, en el que evaluaron la expresion diferencial de genes del coral
Montastraea faveolata blanqueados por estrés térmico. En este estudio se
encontraron diferencias en la expresion de genes relacionados a estrés oxidativo,
homeostasis del calcio, organizacion de citoesqueleto, muerte celular, calcificacion,
metabolismo, sintesis de proteinas, actividad proteica de choque térmico y
transporte (De-Salvo et al., 2008). Asi mismo, De-Salvo y colaboradores también
realizaron un estudio con el mismo enfoque sobre de los efectos del blanqueamiento
producido por estrés térmico en el coral Acropora palmata. Dicho estudio evidenci6
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modificaciones en genes que codifican para proteinas chaperonas, de estabilizacion
y reparacion de acidos nucleicos y de remocion de macromoléculas dafadas (De-
Salvo et al., 2010). Adicionalmente, en 2012 este grupo de investigacion también
determiné que, de manera similar a lo que ocurre con el estrés térmico, el estrés
inducido por oscuridad induce modificaciones en la expresién de genes que
codifican para proteinas chaperonas y de mecanismos antioxidantes en A. palmata.
(De-Salvo et al., 2012)

En 2012, Moya y colaboradores realizaron un estudio de los efectos del
blanqueamiento en Anemonia viridis sometida a estrés térmico y radiacion UV, en
el que se observaron cambios y un aumento en la expresion de transcritos que
participan en diversas vias de sefalizacion de muerte celular, apoptosis vy
homeostasis del calcio (Moya et al., 2012). Kenkel y colaboradores realizaron un
estudio en 2013 que mostro la expresion diferencial de transcritos asociados a
distintos procesos celulares en el coral Porites astroides sometido a estrés térmico;
dichos transcritos codifican a proteinas involucradas en procesos de calcificacion,
asi como también se identificaron transcritos especificos de las enzimas piruvato
carboxilasa (involucrada en el proceso de gluconeogénesis), fosfoenolpiruvato
carboxiquinasa y acil-CoA deshidrogenasa (involucrada en el proceso de beta-

oxidacion de lipidos) (Kenkel et al., 2011).

Pinzén y colaboradores realizaron un estudio en 2015 sobre el efecto del
blanqueamiento sobre el transcriptoma del coral Orbicella faveolata. Un total de
6562 transcritos presentaron una expresion diferencial, dichos transcritos estaban
asociados a crecimiento, reproduccion, apoptosis, respuesta inmune, actividad
catalitica, transporte activo, actividad antioxidante, unidén celular, regulacion de
procesos metabdlicos y adhesion celular, entre otros (Pinzén et al., 2015). En 2019,
Meron y colaboradores publicaron un estudio en el cual evaluaron cambios en el
transcriptoma del coral Euphyllia paradivisa causados por la presencia de algas
Symbiodiniaceae durante el estrés térmico; el equipo de trabajo conté con un grupo
control de E. paradivisa en estado aposimbiético. Se reportdé que la presencia de
endosimbiontes podria aumentar la susceptibilidad del hospedante ante factores de

estrés, esto debido a que se presentd un aumento en la expresion diferencial de
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transcritos asociados a catabolismo de ADN y ubiquitinaciéon de proteinas entre
otros (Meron et al., 2019).

En 2019, Helmkampf y colaboradores realizaron un estudio acerca del efecto de la
variacion en la localizacion y el tipo de cladas (cladas C y D) de Symbiodiniaceae
en el transcriptoma del coral Montipora capitata. En dicho estudio se observé una
expresion diferencial de 273 transcritos divididos primero por localizacion y después
por cladas. La variacion en la localizacién caus6 el mayor cambio en expresion de
transcritos, lo cual fue atribuido a una combinacion entre la adaptacién de los
corales y la aclimataciéon a los factores estresores externos. Los transcritos
expresados de manera diferencial se encontraron asociados a procesos de
ensamblado de ADN, regulacién de procesos metabdlicos (procesos de oxido-
reduccion, metabolismo de ARN, entre otros), biosintesis de compuestos de
diversos tipos, tales como compuestos organicos ciclicos, heterociclicos vy

aromaticos (Helmkampf et al., 2019).

En 2023, nuestro grupo de estudio reporto el primer estudio transcriptémico de M.
complanata, en el cual se compararon especimenes en condiciones de no
blanqueamiento y blanqueamiento. Derivado de este analisis se identificaron 299
transcritos expresados de manera diferencial, los cuales estaban asociados a
diversos procesos celulares y moleculares tales como respuesta a estrés oxidativo,
citoesqueleto, biosintesis de proteinas, choque térmico y toxinas. Estos resultados
indican que los mecanismos de respuesta al choque térmico en M. complanata
comprenden: la activacion de defensas antioxidantes endoégenas, un aumento en la
expresion de genes implicados en la respuesta al estrés térmico, la regulacion al
alza de genes relacionados con la transcripcion y una mayor expresion de genes
asociados a procesos de transporte, entre otros. Adicionalmente, dicho estudio
constituyé el primer analisis de expresidon génica diferencial de la respuesta
molecular de un hidrozoario constructor de arrecifes durante el blanqueamiento

(Hernandez-Elizarraga et al., 2023).

Por otra parte, también existen estudios enfocados al blanqueamiento que emplean
un enfoque protedémico. Sin embargo, dichos estudios son mas escasos debido a la
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dificultad que implica llevar a cabo técnicas protedmicas en cnidarios constructores
de arrecifes (Cheng et al., 2018).

2.7.2 Estudios proteémicos del blanqueamiento de arrecifes coralinos

Es importante resaltar que el proteoma se compone de dos fracciones: el proteoma
soluble, el cual comprende todas aquellas proteinas hidrofilicas que se encuentran,
tanto en el interior, como en el exterior de las células (incluyendo las toxinas en el
caso de los organismos venenosos) y el proteoma insoluble, el cual comprende
todas aquellas proteinas lipofilicas que se encuentran incrustadas en las
membranas lipidicas (por ejemplo, las membranas celulares y las membranas de
los organelos). En tanto que el proteoma total engloba, tanto a las proteinas

hidrofilicas, como a las lipofilicas (Sridharan et al., 2019; Vuong et al., 2017).

En estudios protedmicos sobre el blanqueamiento, Weston y colaboradores (2015)
realizaron un analisis diferencial del proteoma total de Acropora microphthalma
expuesto a estrés térmico. Se observd una regulacion diferencial de proteinas
implicadas en la homeostasis redox y el metabolismo del calcio. Asimismo, se
registré un aumento en la expresion de la anhidrasa carbonica, posiblemente como
un mecanismo para restablecer el pH intracelular afectado por la disminucién de la
actividad fotosintética de los simbiontes. Se encontré también un aumento en la
expresion de calmodulina y de la chaperona mediadora de la autofagia HSP70
(Weston et al., 2015). Por otra parte, Ricaurte y colaboradores reportaron en 2016
un estudio diferencial del proteoma de A. palmata sometido a estrés térmico; se
observd una sobreexpresion de proteinas relacionadas con la respuesta ante el
estrés térmico, respuesta a radiacion UV, apoptosis y ciclo celular (Ricaurte et al.,
2016). Asi mismo, Oakley y colaboradores realizaron un estudio diferencial del
proteoma total de Aiptasia spp. en 2017, en dicho estudio se sometié a la anémona
a estrés térmico y se encontré una diferencia significativa en la abundancia de 104
proteinas relacionadas con la sintesis y el plegamiento de proteinas, homeostasis

redox y metabolismo central (Oakley et al., 2017).

En nuestro grupo de investigacion se realizé también un estudio protedmico para
evaluar los efectos del blanqueamiento inducido por estrés térmico sobre el
proteoma soluble del hidrocoral M. alcicornis, cabe destacar que dicho estudio fue
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el primer analisis proteémico de un hidrozoo en publicarse, ya que hasta ese afio,
solamente se habian publicado estudios en corales escleractinios. En ese trabajo
se observo una expresion diferencial de 17 proteinas relacionadas a exocitosis,
homeostasis de calcio, organizacion del citoesqueleto y toxinas, entre las cuales se
encontraban una metaloproteasa, una fosfolipasa A2 (PLA2) y una actitoxina
(Olguin-Loépez et al., 2019). Por otro lado, nuestro grupo llevé a cabo un estudio
protedmico diferencial en especimenes no blanqueados y blanqueados in situ de M.
complanata, donde el blanqueamiento fue inducido por estrés térmico. Este estrés
provoco un aumento en la expresion de 15 proteinas y una disminucion en la de 20
proteinas. De las 35 proteinas afectadas, se logré identificar la secuencia de
aminoacidos de 15, incluyendo 4 toxinas, 2 proteinas de metabolismo primario, una
proteina del citoesqueleto, una proteina de sefializacion, 2 proteinas implicadas en
la reparacion del ADN, una proteina de respuesta al estrés, una proteina asociada
a la homeostasis redox y una proteina relacionada con la exocitosis. Entre las
proteinas cuya expresion se incrementd, se encontraron aquellas con similitud a
toxinas como PLA2, echotoxina-2, delta actitoxina y una toxina metaloproteasa tipo
astacina 5. Por el contrario, se observd una disminucidn en la expresion de una
proteina homdloga a una fosfolipasa A2 independiente de calcio (iPLA2). Es
importante mencionar que dicho estudio se centré Uunicamente en el proteoma
soluble (Hernandez-Elizarraga et al., 2019). En la tabla 1 se presenta un resumen
de los estudios protedmicos publicados de blanqueamiento y respuesta a estrés
térmico en cnidarios, asi como los principales cambios identificados a nivel

molecular.

Tabla 1. Estudios protedmicos publicados de blanqueamiento y respuesta a estrés

térmico en cnidarios, asi como los principales cambios identificados a nivel

molecular.

Referencia Organismo Procesos moleculares alterados por
el estrés térmico ylo
blanqueamiento

Weston et al., Acropora Homeostasis redox y el metabolismo
2015. microphtalma del calcio, anhidrasa carbodnica,

calmodulina y HSP70.
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Ricaurte et al., Acropora Proteinas relacionadas con la
2016. palmata respuesta ante el estrés térmico,
respuesta a radiacion UV, apoptosis y
ciclo celular.
Oakley et al., Aiptasia spp. Sintesis y el plegamiento de proteinas,
2017. homeostasis redox y metabolismo
central.
Mayfield et al., Pocillopora Proteinas de respuesta a estrés,
2018 acuta componentes de citoesqueleto,
sistema inmune y metabolismo.
Olguin-Lopez et Millepora Exocitosis, homeostasis de calcio,
al., 2019. alcicornis organizacion del citoesqueleto vy
toxinas (metaloproteasa, una
fosfolipasa A2 y una actitoxina).
Hernandez Millepora Toxinas, metabolismo primario,
Elizarraga et al., complanata  citoesqueleto, sehalizacion, reparacion
2019. del ADN, respuesta al estrés,
homedstasis redox y exocitosis.
Petrou et al., 2021. Acropora Proteinas asociadas a metabolismo de
millepora nitrégeno, estrés oxidativo, protedlisis,
fotosintesis y produccion de energia.
Axworthy et al., Montipora Metabolismo primario, citoesqueleto,
2022 capitata respuesta ante el estrés y exocitosis.
Mayfield et al., Orbicella Proteinas de respuesta a estrés,
2021; Mayfield and faveolata componentes de citoesqueleto,
Lin, 2023 sistema inmune, homeostasis redox,
transcripcion, homeostasis de calcio y
sefalizacion.
Ricaurte et al., Orbicella Respuestas al estrés oxidativo vy
2024 faveolata térmico, metabolismo, inmunidad vy
apoptosis.
Zhao et al., 2024 Acropora Metabolismo del acido araquidonico,
hyacinthus metabolismo de los glicerofosfolipidos

y metabolismo de la cisteina y la
metionina

Nuestro grupo de estudio también logré estandarizar la técnica para la obtencion
del proteoma total de M. complanata. En dicho estudio se emple6é un amortiguador
Tris-HCI que permitid la obtencion de 48 spots en geles bidimensionales de
poliacrilamida; de manera preliminar, se lograron identificar 25 secuencias de

aminoacidos, empleando cromatografia de liquidos acoplada a espectrometria de
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masas. En dicho trabajo se encontraron proteinas que pertenecian a la fraccion
soluble, tales como una serina-treonina quinasa, una poliamina oxidasa y una
fosfolipasa A2 con dominio similar a patatina. Adicionalmente, se encontraron
proteinas pertenecientes a la fraccion insoluble, por ejemplo, una subunidad 6 de la
ATP sintasa Fo mitocondrial y un antigeno endosémico temprano (Alcantar-Orozco,
2020).

Es evidente que a la fecha se han logrado avances en la comprension del fendmeno
del blanqueamiento y, en este sentido, los enfoques dmicos han sido de gran ayuda.
Recientemente, se ha incursionado también en el area de la metabolomica. Hillyer
y colaboradores publicaron en el 2018 un estudio metabolémico diferencial del coral
Acropora aspera blanqueado por estrés térmico, en éste se encontraron cambios
en la concentracion de algunos metabolitos primarios como carbohidratos y lipidos
(Hillyer et al., 2017). Sin embargo, en lo referente a estudios protedmicos, aun
queda un campo amplio por explorar, y mas aun con respecto a organismos de la
clase Hydrozoa, como los hidrocorales del género Millepora, ya que como se ha
mencionado anteriormente, la mayoria de los estudios protedmicos sobre el
blanqueamiento se han llevado a cabo en corales escleractinios, mientras que los
unicos dos estudios protedmicos de hidrozoos se enfocaron unicamente en el
estudio del proteoma soluble (Hernandez-Elizarraga et al., 2019; Olguin-Lépez et
al., 2019).

En resumen, los estudios sobre los efectos del estrés térmico en el proteoma de
cnidarios constructores de arrecifes son limitados, pero han demostrado que el
incremento de la temperatura provoca cambios significativos en la expresion
proteica, tanto en corales como en hidrocorales. En este sentido es necesario
continuar la investigacion empleando herramientas proteémicas, para conocer a
mayor profundidad el impacto del estrés térmico, responsable del blanqueamiento,

sobre los mecanismos celulares de supervivencia de los cnidarios.
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3. JUSTIFICACION
Los arrecifes de coral son fundamentales para el ecosistema marino de nuestro
planeta; en términos de biodiversidad, representan los ecosistemas marinos mas
ricos, complejos y productivos de la tierra. Los organismos que constituyen estos
ecosistemas producen una gran variedad de moléculas con caracteristicas
estructurales unicas que exhiben numerosas actividades biologicas; por lo tanto, se
consideran una rica fuente de nuevos agentes bioactivos con gran potencial
farmacéutico y biotecnolégico (Cragg & Newman, 2013). Por otro lado, estos
ecosistemas también juegan un papel fundamental en la vida marina, ya que sirven
de albergue para aproximadamente el 25 % de las especies que viven en los
océanos. Cabe mencionar que las caracteristicas fisicas de los arrecifes de coral
les permiten ofrecer proteccion a los litorales; ademas, promueven las actividades
economicas de la pesca y turismo, ayudando asi al sustento de por lo menos 10

millones de personas que viven en costas (Olguin-Lopez et al., 2019).

En las ultimas décadas, los arrecifes de coral se han visto amenazados por el
cambio climatico, principalmente por el estrés térmico derivado del calentamiento
global. Esta situacion ha conducido a que se presente el fendmeno conocido como
blanqueamiento de arrecifes coralinos con muchisima mayor frecuencia y a mayor
escala. El blanqueamiento es un estado de alta vulnerabilidad para los corales e
hidrocorales, y ha contribuido a generar enormes pérdidas en estos ecosistemas
(Bernasconi et al., 2019; T. P. Hughes et al., 2017). Se estima que a la fecha se ha
perdido casi un 40 % de la gran barrera de coral en Australia, y aproximadamente
un 20 % del arrecife mesoamericano; esto ha provocado que el 75 % de las especies
constructoras de arrecifes se encuentren amenazadas (HRHP, 2018; WWF, 2020).
Considerando la indiscutible importancia de dichos ecosistemas, los investigadores
han realizado estudios con distintos enfoques dmicos; estos estudios han mejorado
el entendimiento del blanqueamiento de arrecifes de coral y han permitido el
planteamiento de alternativas de soluciéon para mitigar dicho fenémeno. Existen
abundantes estudios transcriptomicos sobre especimenes blanqueados de corales
escleractinios. Dichas investigaciones han demostrado que, como consecuencia del
estrés térmico, diversos procesos fisioldgicos y celulares resultan afectados, entre

los que se incluyen: el ciclo celular, la apoptosis, la homeostasis redox, la
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homeostasis del calcio, el metabolismo central y el transporte intracelular (Richier
et al., 2008; De-Salvo et al., 2012; Moya et al., 2012).

Por otro lado, los estudios con enfoque protedmico son mucho mas escasos, debido
a la dificultad que implica realizar analisis protedmicos en cnidarios de exoesqueleto
calcareo. Sin embargo, dentro de los estudios que se han publicado a la fecha, en
corales escleractinios se encontr6 que ciertos procesos celulares como la
homeostasis del calcio, el estado redox, la apoptosis y el ciclo celular se ven
afectados (Weston et al., 2015; Ricaurte et al., 2016; Mayfield et al. 2018; Oakley et
al., 2019; Mayfield 2020; Petrou et al., 2021; Mayfield et al., 2021; Axworthy et al.,
2022; Mayfield et al., 2023; Ricaurte et al., 2024; Zhao et al., 2024).

Nuestro grupo de estudio ha publicado los unicos dos estudios sobre el fenbmeno
del blanqueamiento en organismos hidrozoos. En dichos trabajos se analiz6 el
efecto del estrés térmico sobre los proteomas solubles de dos hidrocorales que
habitan en el Caribe Mexicano. En el 2019, Olguin-Lépez y colaboradores
reportaron la expresion diferencial de proteinas relacionadas a exocitosis,
homeostasis de calcio, organizacion de citoesqueleto y toxinas en el proteoma
soluble de especimenes M. alcicornis que habian sido sometidos a estrés térmico
por efecto del fendbmeno de “El Nifio 2015-2016”. Por otra parte, Hernandez-
Elizarraga y colaboradores reportaron, en especimenes blanqueados in situ de M.
complanata, la expresion diferencial de 35 proteinas, de las cuales se lograron
identificar 15, incluyendo: 2 proteinas de metabolismo primario, 1 proteina de
homedstasis de calcio, 1 de homeostasis redox, 1 de exocitosis, 1 de citoesqueleto,
1 de senalizacion, 2 de reparacion del ADN y 1 de respuesta al estrés. Cinco de las
proteinas presentaron estructuras primarias similares a toxinas. Nuestro grupo de
estudio también logré estandarizar la técnica para la obtencidén del proteoma total
de M. complanata. En dicho estudio, se obtuvieron 48 spots en geles
bidimensionales de poliacrilamida. De manera preliminar, se lograron identificar 25
secuencias de aminoacidos empleando cromatografia de liquidos acoplada a
espectrometria de masas; en esta identificacion se encontraron proteinas que
pertenecian a la fraccién soluble y a la fraccion insoluble de M. complanata
(Alcantar-Orozco, 2020).
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A pesar de que dichos estudios aportaron informacion sumamente valiosa que han
permitido mejorar el entendimiento del fenémeno del blanqueamiento, aun queda
un amplio campo por explorar con respecto a las consecuencias del estrés térmico
sobre el proteoma de los cnidarios constructores de arrecifes. De hecho, a la fecha,
no se ha publicado ningun estudio protedbmico de los efectos del estrés térmico
responsable del blanqueamiento en el proteoma total de un hidrozoo. En este
contexto, se planteo el presente proyecto de investigacion que tiene como objetivo
analizar el impacto del estrés producido por el calentamiento global sobre el
proteoma total del holobionte M. complanata a fin de comprender la respuesta
celular de estos organismos holobiontes ante el estrés térmico. Se espera que los
resultados derivados de este trabajo permitiran conocer si existe alguna relacion
filogenética o similitud entre las respuestas de los cnidarios constructores de
arrecifes pertenecientes a las clases Anthozoa e Hydrozoa. Los hallazgos de esta
investigacion posibilitaran ademas, la elaboracion de un modelo integral de los
efectos del estrés térmico responsable del blanqueamiento sobre los procesos
celulares de supervivencia de los organismos del género Millepora. Finalmente, de
igual manera, se obtendra informacién que contribuira a proponer estrategias que

contribuyan a la conservaciéon de estos organismos.
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4. PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢Cual es el efecto a nivel protedmico del estrés térmico responsable del
blanqueamiento de arrecifes coralinos sobre los procesos celulares de

supervivencia del holobionte del M. complanata?
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5. HIPOTESIS

El estrés térmico, derivado del calentamiento global, provoca cambios en la
expresion de proteinas involucradas en procesos celulares, tales como el
metabolismo primario, la exocitosis, la homeostasis redox, la respuesta al estrés, la
homeostasis de calcio, la biosintesis de toxinas, la reparacion de ADN vy

mecanismos de sefalizacion celular en el holobionte M. complanata.
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6. OBJETIVOS

6.1 Objetivo General

Determinar el efecto del estrés térmico, ocasionado por el calentamiento global,
sobre los procesos celulares de supervivencia del holobionte del “coral de fuego”

M. complanata, mediante un analisis protebmico comparativo.

6.2 Objetivos especificos

1.- Obtener, a partir de poblaciones no clonales, especimenes en condiciones de no

blanqueamiento y blanqueamiento del holobionte M. complanata.

2.- Obtener el proteoma total a partir de especimenes no blanqueados y

blanqueados del holobionte M. complanata.

3.- Cuantificar la concentracion de proteinas totales presentes en los proteomas
totales obtenidos a partir de especimenes no blanqueados y blanqueados del

holobionte M. complanata.

4.- Determinar la identidad de las proteinas contenidas en los proteomas totales de
especimenes no blanqueados y blanqueados del holobionte M. complanata,
mediante un sistema de cromatografia de liquidos acoplada a espectrometria de

masas.

5.- Realizar el analisis bioinformatico del proteoma total de especimenes no
blanqueados y blanqueados del holobionte M. complanata y asignar la anotacion
funcional de las proteinas asociadas a los procesos de supervivencia de este

cnidario.

6.- Proponer un modelo integral de los efectos del estrés térmico responsable del
blanqueamiento sobre el proteoma total del holobionte del “coral de fuego” M.

complanata.
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7. MATERIALES Y METODOS

7.1 Material de estudio
e Fragmentos de holobiontes de M. complanata no blanqueado y blanqueado

in situ.

7.2 Equipos
e Sistema LC-MS (Liquid Chromatography-Mass Spectrometry) compuesto
de una bomba de nanoflujo EASY-nLC Il (Thermo-Fisher Co.; San Jose,
CA, USA) acoplado a un espectrometro de masas LTQ-Orbitrap Velos
(Thermo-Fisher Co., San Jose, CA, USA) con fuente de ionizacion tipo

nano-electrospray (ESI).
7.3 Métodos

7.3.1 Obtencién de especimenes del holobionte M. complanata

La recoleccion de especimenes de M. complanata se realizé en la zona denominada
"La bocana chica", dentro del Parque Nacional Arrecife de Puerto Morelos, Quintana
Roo, México, durante los afos 2015 y 2016 (Permiso no. PFP/DGOPA-139/15). Los
fragmentos fueron obtenidos con cincel y martillo, y la recoleccidon se efectud
mediante inmersiones de buceo a profundidades de 4 a 6 m por técnicos
especializados del Instituto de Ciencias del Mar y Limnologia de la UNAM (ICMyL).
Posteriormente, los especimenes fueron sumergidos en nitrogeno liquido vy
trasladados al Laboratorio de Investigacion Quimica Farmacolégica de Productos

Naturales de la Universidad Autonoma de Querétaro para los analisis protedbmicos.

7.3.2 Extraccion del proteoma total de los especimenes no blanqueados y
blanqueados del holobionte M. complanata

Se recolectaron fragmentos de hidrocorales no blanqueados y blanqueados,
previamente pesados, y se colocaron en una caja de Petri estéril a 4 °C. A
continuacion, se anadio la solucion de extraccion Tris-HCI (Tris 50 mM, NaCl 0.1 M,
EDTA 5 mM, B-mercaptoetanol 20 mM, ajustada a pH 7.5 con HCI) y se procedio a
raspar la superficie de los fragmentos utilizando un rayador de vidrio Dremel

Engraver. Los extractos obtenidos se recuperaron en la caja de Petri y se
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centrifugaron a 10,000 g durante 40 min a 4 °C para precipitar el exceso de CaCO;
y los componentes celulares de mayor tamafo. Los sobrenadantes se filtraron
posteriormente usando acrodiscos Titan 3 NYLON de 0.45 uym vy los filtrados se
liofilizaron hasta eliminar completamente el agua. Los liofilizados se resuspendieron
en 1 mL de agua destilada y desionizada para su posterior dialisis, realizada con
membrana de 3 kDa durante 24 h, cambiando el agua cada 6-8 h. Finalmente, las
soluciones dializadas se liofilizaron nuevamente y los liofilizados resultantes se

almacenaron a -70 °C.

7.3.3 Analisis de los proteomas obtenidos a partir de especimenes no
blanqueados y blanqueados del holobionte M. complanata mediante

cromatografia de liquidos acoplada a espectrometria de masas.

A) Preparacion de las muestras

Los proteomas de los especimenes de M. complanata, tanto blanqueados como no
blanqueados, fueron resuspendidos en un 0.1% de RapiGest SF (Waters) en un
tampdn de bicarbonato de amonio a 50 mM (Sigma). Las muestras protedmicas se
redujeron utilizando 10 mM de ditiotreitol durante 45 minutos a 60 °C y se alquilaron
durante 30 minutos con 55 mM de yodoacetamida a temperatura ambiente en
oscuridad. La digestidon proteica se realizé durante la noche a 37 °C utilizando
tripsina de grado para espectrometria de masas (Promega) en una proporcion
proteina/enzima de 50:1. Las sales fueron eliminadas de las muestras mediante el
uso de un cartucho Sep-Pak C18 Vac de 1 cc (Waters) y, finalmente, las muestras

fueron acidificadas con un 0.1% de acido férmico.

B) Cromatografia de liquidos acoplado a MS/MS
El anélisis mediante cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas en
tandem se realiz6 en un sistema Dionex Ultimate 3000 RSLC nano, conectado a un
espectrometro de masas Orbitrap Fusion Lumos Tribrid (Thermo Scientific). Los
péptidos digeridos se disolvieron en metanol y se cargaron en una columna
empacada manualmente (15 cm de longitud, 1.9 um de diametro interno, empacada
con Reprosil-Pur 120 C18 [Dr. Maisch]) utilizando un gradiente de 2-60% de
solvente B (98% ACN, 2% H20 y 0.1% FA) y solvente A (98% H20, 2% ACN y 0.1%
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FA) durante 60 minutos a una velocidad de flujo de 400 nl/min. El espectrémetro de
masas se operé en modo de adquisicion dependiente de datos (DDA) y se
adquirieron escaneos completos de MS en un rango de 350 a 1600 m/z, con una
resolucion de 60,000 a m/z 200.

C) Busqueda en bases de datos (UniProt, NCBI y Swiss Prot) e identificacién
de proteinas.

Los archivos de espectrometria de masas en crudo fueron procesados utilizando
Sequest (Thermo Fisher Scientific; version IseNode en Proteome Discoverer
1.4.1.14) y X! Tandem [The GPM, thegpm.org; version X! Tandem Alanine
(2017.2.1.4)]. Todos los archivos en formato Fasta y las bases de datos se
obtuvieron a partir de las secuencias de Millepora contenidas en UniProtKB. Se
configur6 Sequest para buscar en las bases de datos uniprot-Millepora-
2022.09.09.FASTA y uniprot-millepora-2023.02.20.FASTA, asumiendo la digestion
con tripsina. X! Tandem se configurd para buscar también en una base de datos
concatenada inversa de Millepora UniProt 2023, asumiendo igualmente la digestion
con tripsina. Todos los archivos fasta se incluyen en la informacion suplementaria.
Los parametros de busqueda de Sequest y X! Tandem se establecieron con una
tolerancia de masa del ion progenitor de 20 ppm y una tolerancia de masa del ion
fragmento de 0.6 Da. La carbamidometilacion de cisteina fue especificada como
modificacion fija en Sequest y X! Tandem. La oxidacion de metionina y la
desamidacion de asparagina y glutamina se establecieron como modificaciones
variables en Sequest y X! Tandem, mientras que las modificaciones Glu->piro-Glu
en el N-terminal, pérdida de amoniaco en el N-terminal y GIn->piro-Glu en el N-

terminal se especificaron como modificaciones variables en X! Tandem.

D) Criterios para la identificacion

El software Scaffold (versidn 5.2.0, Proteome Software Inc.) se empled para validar
las identificaciones de péptidos y proteinas basadas en MS/MS. Las identificaciones
de péptidos fueron aceptadas si presentaban una probabilidad superior al 87.0%,
asegurando asi una tasa de descubrimiento falso (FDR) inferior al 5.0%. El
programa Percolator fue utilizado para estimar la probabilidad de error posterior (es

decir, la probabilidad de que una identificacion de péptido sea correcta) segun lo
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reportado por Kall et al., 2008, y las probabilidades de los péptidos fueron asignadas
mediante el algoritmo Peptide Prophet. Las identificaciones de proteinas se
consideraron aceptables si se establecian con una probabilidad superior al 99.0% y
contenian al menos dos péptidos identificados. Las probabilidades de las proteinas
fueron calculadas por el algoritmo Protein Prophet (Nesvizhskii et al., 2003). Las
proteinas que compartian péptidos similares y no podian distinguirse unicamente

mediante el analisis MS/MS se agruparon siguiendo los principios de parsimonia.

E) Analisis estadistico

Los datos fueron analizados utilizando el método de conteo espectral en
combinacion con analisis estadistico univariado y multivariado. En el conteo
espectral, se compara y correlaciona directamente el numero de espectros MS/MS
identificados de una proteina con su abundancia. Para lograr una deteccion precisa
y confiable de los cambios en las proteinas dentro de mezclas complejas, se
requiere la normalizacion junto con un analisis estadistico de los datos de conteo
espectral (Colinge et al., 2005; Liu et al., 2004).

Dado que los datos no estaban distribuidos uniformemente, se escalaron a su nivel
maximo para el analisis univariado y se normalizaron posteriormente para el analisis
multivariado mediante una funciéon de transformacién logaritmica generalizada

(glog), definida como

glogy) = log(y + y? + 2)

donde y representa los datos de conteo y 1 es un parametro ajustable que mejora
el ajuste de la transformacion. El valor de A generalmente se determina por prueba
y error; en este caso, un valor de 1 x 107° resulté adecuado segun los datos
obtenidos. Enfoques similares que emplean esta transformacion estabilizadora de
la varianza para la expresion génica se encuentran en otros estudios (Durbin et al.,
2002; Huber et al., 2002).

El analisis univariado consistié en la aplicaciéon de la prueba exacta de Fisher y
pruebas de permutacién a los datos. En cuanto a los analisis multivariados, la
expresion proteica se evalud utilizando tres métodos: analisis de correlacion por

pares, un método quimiométrico no supervisado (analisis de componentes
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principales, PCA) y otro supervisado (analisis discriminante por minimos cuadrados
parciales, PLS-DA). Estos dos ultimos son algoritmos de analisis multivariado (MVA)
que emplean variables latentes. EI MVA permite comparar patrones y detectar
caracteristicas relevantes que distinguen entre muestras (PCA) y entre clases de
muestras (PLS-DA); en este caso, los grupos no blanqueados y blanqueados
(Ellinger et al., n.d.; Worley & Powers, n.d.). Como parte de las técnicas de analisis
supervisadas, el PLS-DA emplea la pertenencia a clases para maximizar la

discriminacion entre grupos en funcion de un efecto bioldgico particular.

Los resultados del MVA se validaron cruzando el algoritmo con segmentos
predefinidos en los datos, utilizando un método de persianas venecianas con siete
divisiones y un grosor de una persiana. Una vez determinadas las variables latentes
responsables de la discriminacion, su influencia relativa en el analisis se evalué
mediante los valores de importancia de la variable en la proyeccion (VIP), con el fin
de identificar biomarcadores significativos (O’Sullivan et al., 2013). El software PLS-
Toolbox 9.0 (Eigenvector Research, Inc.) se utilizé para los analisis quimiométricos
de PCA y PLS-DA. El analisis estadistico univariado se llevé a cabo en RStudio
2022.07.2 (https://www.r-studio.com/es/) y Matlab version R2019b (The MathWorks,

Inc.) con la extension Permutation Test (https://github.com/Irkrol/permutationTest).

El analisis de redes, que representa una estructura o grafico de un grupo de objetos
y las relaciones entre ellos, se realizd con el software Cytoscape 3.10.1

(https://cytoscape.org) para proporcionar una comprension mas profunda de la

estructura y las interacciones en el proteoma utilizando las proteinas significativas

y sus correlaciones.

40


https://www.r-studio.com/es/
https://github.com/lrkrol/permutationTest
https://cytoscape.org/

8. Resultados y Discusiones

8.1 Recolecta de especimenes.

Muestras representativas de M. complanata en condiciones de blanqueamiento y
no blanqueamiento fueron obtenidas a partir de las crestas de dos colonias: una
colonia blanqueada y una colonia no blanqueada. Se tomaron un total de 10
fragmentos de cada una de las condiciones y se procedio a realizar la obtencion del
proteoma de cada fragmento. Las concentraciones de proteina en los proteomas de
especimenes en condiciones de no blanqueamiento tuvieron en promedio 38.96 +
0.84 g de proteina/mg de liofilizado, mientras que los proteomas de especimenes
en condiciones de blanqueamiento tuvieron en promedio 38.01 + 1.37 ug de

proteina/mg de liofilizado.

8.2 Electroforesis unidimensional de los proteomas obtenidos de
especimenes no blanqueados y blanqueados de M. complanata.

Los perfiles protedmicos de los proteomas obtenidos se presentan en la Figura 9. A
través del analisis electroforético de los proteomas de hidrocorales blanqueados y
no blanqueados se identificaron diversas bandas de proteinas con pesos
moleculares que varian entre 6.5 kDa y 200 kDa. Cabe destacar que la mayor parte
de las proteinas se encuentran dentro del rango de masa molecular comprendido
entre 21.5 kDa y 97.4 kDa.
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Figura 9. Analisis SDS-PAGE (18% poliacrilamida) de proteomas de M.
complanata. A) Marcador de peso molecular (6,5 a 200 kDa; B) proteoma de M.

complanata no blanqueado; C) proteoma de M. complanata blanqueado.

8.3 Analisis de los proteomas obtenidos de muestras blanqueadas y no
blanqueadas del holobionte de M. complanata mediante cromatografia liquida
acoplada a espectrometria de masas.

Se empled el analisis de espectrometria de masas en tandem acoplada a
cromatografia liquida (LC-MS) para realizar una comparacion exhaustiva de los
proteomas de especimenes de M. complanata blanqueados y no blanqueados. A
través de este enfoque de analisis protedmico, logramos identificar un total de 1030
proteinas. Posteriormente, se realizdé un filtrado de aquellas proteinas que no
cumplian con los criterios de control, obteniendo asi 639 proteinas. Luego, para
refinar aun mas el conjunto de datos y eliminar posibles identificaciones falsas
positivas de péptidos, se aplicé un umbral de FDR del 5 %, lo que resulté en 102
proteinas biolégicamente relevantes. Estas proteinas presentaron un amplio rango
de pesos moleculares, que oscilaron entre los 9 y los 261 kDa, tanto en los
proteomas de hidrocorales no blanqueados como en los blanqueados. La mayor
proporcion de proteinas se localizé en el rango de 100 a 200 kDa, con un total de

16 proteinas identificadas en dicho intervalo (Figura 10).
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Figura 10. Distribucién del peso molecular de las 102 proteinas identificadas en los

proteomas de especimenes de M. complanata blanqueados y no blanqueados.

8.4 Analisis estadistico multivariado y analisis de expresién diferencial

Para refinar la lista de 102 proteinas e identificar aquellas con abundancia
diferencial estadisticamente significativa, proporcionando una comprensién mas
detallada de la respuesta molecular de M. complanata, se aplicé una combinacion
de andlisis estadisticos univariados y multivariados, como se describe a

continuacion.
8.4.1. Analisis univariado

A) Pruebas exactas de Fisher
Se realizd una prueba exacta de Fisher entre los grupos de hidrocorales no
blanqueados y blanqueados para proporcionar un valor de p, corregido por la
hipétesis de pruebas multiples, asociado a si la categoria de anotacion esta
enriquecida en una porcion de los datos, en este caso proteinas significativamente
reguladas, en lugar de la proporcién esperada en relacion con el resto del proteoma.
De las 102 proteinas, 26 mostraron p < 0.05, mientras que 41 mostraron p < 0.10.
Sin embargo, dado que esta prueba asume independencia de las observaciones
dentro de cada grupo y los datos altamente correlacionados a menudo violan esta
suposicioén, lo que lleva a valores p inexactos, se debe tener precaucion al usar solo
este criterio para seleccionar las proteinas que marcan la diferencia entre los
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estados de blanqueamiento de los grupos. Para corregir las pruebas multiples, se

aplicé una correccion de Bonferroni a las pruebas exactas de Fisher.

B) Pruebas de permutacién

Dado que no se observaron distribuciones normales de los datos, se llevaron a cabo
pruebas de permutacion univariadas entre los grupos de muestras para evaluar las
diferencias en las medias y los tamafos del efecto de las comparaciones
estadisticas. Se realizaron un total de 6435 permutaciones para cada proteina. Para
simplificar, solo se discuten los resultados de las proteinas finales seleccionadas
después de los analisis univariados y multivariados en la seccidon de analisis de

redes.
8.4.2. Analisis multivariados

A) Analisis de correlaciéon por pares

Se realiz6 un analisis de componentes principales (PCA) para explorar los datos de
expresion proteica y comprender mejor las relaciones entre las diferentes proteinas
y sus posibles roles en los procesos bioldgicos. Se observaron principalmente
correlaciones positivas altamente significativas entre proteinas. Adicionalmente, se
encontraron algunas correlaciones negativas significativas. Dado que la matriz de
correlacion tiene 102 x 102 comparaciones, es decir, 5151 comparaciones por pares
entre diferentes proteinas, la significancia estadistica de las correlaciones también
se establecié para las proteinas finales seleccionadas con base en los resultados
de los analisis univariados y multivariados, los cuales se presentan posteriormente

en la seccion de analisis de redes.

B) Analisis PCA

Debido a la estructura altamente correlacionada de los datos, se identificaron
fuentes independientes de variacion mediante un analisis PCA. Después de la
reduccion de dimensionalidad, se seleccion6 un modelo de dos componentes
principales segun los valores de RMSEC (error cuadratico medio de calibraciéon =
3.3530) y RMSECV (error cuadratico medio de validacion cruzada = 4.0996), que
explicaron el 84.80% de la variabilidad de los datos. En consecuencia, se

identificaron dos principales fuentes de variacion: una principal, que explica el
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77.00% de la variabilidad, y otra menor, que representa solo el 7.80%. No se
detectaron valores atipicos en el grafico reducido de Hotelling T2 vs residuos Q. La
Figura 11 muestra que, aunque se observa cierta distincion entre ambos grupos de
hidrocorales en la direccion de 90° del grafico de puntuaciones, no estan
completamente diferenciados. Dado que el algoritmo PCA se centra en la
variabilidad total de los datos, que no esta necesariamente relacionada por completo
con las diferencias entre los estados de blanqueamiento de las muestras, se aplicé

un algoritmo supervisado para magnificar la variabilidad de interés.
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Figura 11. Grafico de puntuaciones de un modelo PCA de dos componentes que

muestra ambos grupos de muestras.

C) Analisis PLS-DA

Una vez normalizados los datos, se aplicd un analisis PLS-DA (Partial Least
Squares Discriminant Analysis), seleccionandose un modelo de tres variables
latentes segun el error medio de clasificacion en calibracion (0.0000) y validacion
cruzada (0.2053). Este modelo explicd el 85.56% de la variabilidad en la matriz X
(expresion proteica) y el 81.56% en la matriz y (categoria de clasificacion). Al igual
que en el PCA, no se detectaron valores atipicos en el grafico reducido de Hotelling
T? vs residuos Q. La Figura 12 muestra el grafico de puntuaciones de las tres

variables latentes. Se observa una separacién clara entre los dos grupos de
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muestras. Cada variable latente explico el 22.68%, 57.59% y 5.29% de la varianza,

respectivamente.

Ademas, la capacidad del modelo para diferenciar ambos grupos de muestras se
corroboré mediante el area bajo la curva (AUC) de la curva ROC (receiver operating
characteristic), que ilustra la capacidad de discriminacion de un sistema de
clasificacion binaria. Los valores obtenidos de AUC fueron 1.0000 (validacion) y
0.8750 (validacion cruzada), reflejando claramente la adecuacion del modelo. La
sensibilidad y especificidad del modelo final durante la calibracion alcanzaron
valores de 1.000, mientras que en la validacion cruzada fueron 0.714 y 0.875,

respectivamente.
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Figura 12. Grafico de puntuaciones de un modelo PLS-DA de tres variables

latentes que muestra la distincién entre ambos grupos de muestras.

El grafico de las variables latentes muestra las relaciones entre las variables
originales y las nuevas. Sin embargo, dado que cada variable latente es una
combinacion lineal de todas las variables originales y no todas contribuyen de igual
manera, se redujo el numero de variables originales que contribuyen al modelo
segun sus valores VIP (de sus siglas en inglés: Variable Importance in Projection).

El valor VIP de una variable corresponde a la suma ponderada de las correlaciones
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al cuadrado entre los componentes de PLS-DA y la variable original, donde los
pesos reflejan el porcentaje de variacion explicado por cada componente del modelo
PLS-DA. Como se muestra en la Figura 13, se seleccionaron un total de 35

proteinas segun la practica estandar (VIP > 1; Umetrics 2005, Cho et al. 2008).

No todas las proteinas que mostraron diferencias significativas en la prueba
univariada entre los hidrocorales blanqueados y no blanqueados tuvieron valores
VIP > 1. Sin embargo, no es sorprendente que los resultados de los analisis
univariados y multivariados no coincidan. En general, los métodos multivariados se
centran en las relaciones entre las variables y su comportamiento orquestado o
complementario en los procesos bioldgicos, mientras que los métodos univariados
evaluan cambios independientes en los niveles de las variables. Por estas razones,
se recomienda el uso de ambos métodos (Saccenti et al., 2014). Al comparar las
proteinas seleccionadas en el analisis multivariado con las del univariado, se
encontraron 16 coincidencias al usar p < 0.05 en la prueba exacta de Fisher (45.70%
del total evaluado en el analisis multivariado) y 23 coincidencias al usar p < 0.10
(65.70% del total evaluado en el analisis multivariado). Dado que las proteinas no
actuan de manera independiente y su expresion esta influenciada por relaciones
complejas entre su presencia y cantidad, el hecho de que un gran porcentaje de las
proteinas determinadas por PLS-DA fueran significativas con p < 0.10 en el analisis
univariado es un buen indicador de la validez de los métodos aplicados. En
consecuencia, se establecid una seleccién final de 52 proteinas al combinar

aquellas con VIP > 1y p <0.10.

47



3.5 T T T T T T T

VIP Scores
o

-

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

Protein number

Figura 13. Grafico de puntuaciones VIP para el modelo final de clasificacion en el

analisis PLS-DA, donde se muestran los valores VIP de cada proteina.

8.4.3. Andlisis de redes

El analisis de redes en protedmica ofrece varias ventajas para comprender las
complejas interacciones dentro de los sistemas biolégicos. Por un lado, permite una
vision holistica al considerar no solo proteinas individuales, sino también sus
interacciones. Esto facilita la comprension de como las proteinas trabajan en
conjunto dentro de vias y redes para desempenar diversas funciones celulares. Por
otro lado, el analisis de redes puede identificar proteinas clave (nodos) e
interacciones (aristas) dentro de una red, lo que ayuda a reconocer componentes
fundamentales en procesos biolégicos y posibles biomarcadores o dianas

terapéuticas.

Como se menciond anteriormente, se realiz6 una seleccion final de 52 proteinas
basada en analisis univariantes y multivariantes. Para reducir la cantidad de
relaciones y, por ende, la complejidad de la red, se filtraron las 1326 correlaciones
por pares entre estas 52 proteinas segun su significancia al 95% de confianza. Este
procedimiento dio lugar a un conjunto final de 219 correlaciones significativas,

representadas graficamente en la Figura 14.
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Figura 14. Analisis de correlacidon por pares de la expresién proteica final
seleccionada. La barra de colores y el tamafio de los puntos indican la magnitud y

el signo de las correlaciones.

Como se observa, la estructura de correlacidon previamente discutida es evidente,
con clusters de distintos tamafios que agrupan proteinas altamente relacionadas.
Se identificaron muchas correlaciones positivas y algunas negativas. Estas 219
correlaciones significativas se emplearon para definir las aristas de la red, mientras
que las 52 proteinas seleccionadas constituyeron los nodos. La Figura 7 muestra la
red protedmica del sistema, mientras que la Tabla 2 presenta un resumen
estadistico de la red con parametros que caracterizan sus propiedades

estructurales.

Estos parametros ofrecen informacion valiosa sobre la topologia, conectividad y
comportamiento de la red. Los componentes conexos representan grupos aislados
de nodos dentro de la red que no estan conectados a nodos de otros grupos. De
manera interesante, entre los cinco grupos observados, el mas grande incluye 43

de las 52 proteinas (82.7% del total), lo que coincide con la principal fuente de
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variacion determinada en el analisis de componentes principales (PCA por sus

siglas en inglés).

En la Figura 15, la forma de los nodos refleja su relevancia en los analisis uni- y
multivariantes: los nodos en forma de diamante representan proteinas significativas
solo en el analisis univariante, los cuadrados aquellas significativas solo en el
analisis multivariante y las elipses las proteinas significativas en ambos. Como se
observa, las proteinas identificadas en el analisis univariante estan distribuidas en
diferentes grupos dentro del grupo principal, mientras que las identificadas
exclusivamente en el analisis multivariante tienden a formar componentes conexos
distintos. Ademas, los colores de los nodos indican los cambios en los niveles de
las proteinas: los nodos en azul representan proteinas con niveles aumentados, y
los nodos en verde aquellas con niveles disminuidos al comparar el grupo no
blanqueado con el grupo blanqueado. Se observa que estos dos niveles estan
claramente diferenciados en grupos dentro del componente principal y se
encuentran conectados a través de las proteinas marcadas como 2, 3, 5y 8, que

actuan como puentes entre ambos grupos totalmente conectados.

El tamaio de los numeros en los nodos es proporcional al valor absoluto de su
tamano de efecto (Tabla 2). Se nota que las proteinas con un tamafo de efecto
grande fueron identificadas por ambos métodos, aquellas con tamafio de efecto
medio solo en el analisis univariante y las de menor efecto principalmente en el
analisis multivariante. Las aristas de la red representan correlaciones entre
proteinas: las lineas continuas azules indican correlaciones positivas, mientras que
las lineas rojas indican correlaciones negativas. Se observa que la direccion de

proporcionalidad concuerda con los cambios en los niveles de las proteinas.

Las correlaciones positivas suelen indicar que dos proteinas dentro de una via
trabajan juntas para lograr una funcion biolégica comun. Cuando una proteina se
regula al alza, puede estimular o facilitar la regulacién positiva de la otra, sugiriendo
que ambas participan en el mismo proceso biolégico y podrian actuar de manera
sinérgica. También pueden reflejar funciones complementarias dentro de una via o
ser resultado de regulaciones por factores upstream comunes. Estas correlaciones
también pueden indicar la presencia de mecanismos de retroalimentacion dentro de
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una via, donde la regulacién de una proteina afecta la expresién de otra,
contribuyendo a la homeostasis 0 modulacion de una respuesta bioldgica. Ademas,
pueden representar mecanismos de amplificacion en vias bioldgicas o redundancia
funcional, donde varias proteinas con funciones superpuestas garantizan la

estabilidad de la via.

Por otro lado, las correlaciones negativas pueden indicar que las proteinas tienen
funciones opuestas dentro de una misma via biolégica, donde una actua como
activador y la otra como inhibidor. También pueden sugerir relaciones regulatorias
directas o indirectas, donde una proteina controla la expresion de la otra. En algunos
casos, las correlaciones negativas reflejan mecanismos compensatorios, donde la
disminucién en la expresion de una proteina se compensa con el aumento de otra
para mantener la actividad de la via o la homeostasis. Estas correlaciones también
pueden indicar interacciones complejas dentro de una via, reflejando bucles de
retroalimentacion y redes regulatorias intrincadas. Finalmente, las correlaciones
negativas resaltan la plasticidad y adaptabilidad de los sistemas bioldgicos,
permitiendo ajustes finos en la expresion proteica en respuesta a cambios

ambientales o fisiologicos.

Los nodos estan coloreados segun el nivel de expresion proteica en las pruebas
univariadas por permutacion (las proteinas con mayor abundancia en muestras
blanqueadas estan en azul, mientras que las de menor abundancia estan en verde).
La forma de los nodos indica su significancia en los analisis uni- o multivariados: las
proteinas significativas solo en el analisis univariado se representan con diamantes,
aquellas solo en el multivariado con cuadrados, y las significativas en ambos con
elipses. Los bordes estan coloreados segun el signo de las correlaciones entre los
datos de conteo de proteinas: las lineas azules representan correlaciones directas
(proporcionales) y las lineas rojas, correlaciones inversas. El tamafio del niumero
que identifica cada proteina es proporcional al valor absoluto de su tamano de efecto
(Tabla 2).
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Figura 15. Analisis de redes de datos protedmicos.

Tabla 2. Propiedades estructurales que caracterizan la red de proteinas mostrada

en la Figura 15.

NUmero de nodos 52
Numero de aristas 219
NUmero promedio de vecinos 9.953
Diametro de la red 5
Radio de la red 3
Longitud caracteristica del camino 2.480
Coeficiente de agrupamiento 0.823
Densidad de la red 0.237
Heterogeneidad de la red 0.476
Centralizacién de la red 0.251
Componentes conectados 5

8.5 Anotacién funcional de las proteinas y ontologia de genes
El analisis de anotacion funcional y ontologia génica (GO) de las 102 proteinas
proporciond informacion sobre sus roles bioldgicos. La Figura 16 representa la
distribucién de los términos GO asignados a las proteinas identificadas. El eje x
indica el numero de términos GO asignados por proteina, mientras que el eje y
muestra la frecuencia de proteinas dentro de cada categoria. La distribucién resalta
la diversidad de anotaciones funcionales, con la mayoria de las proteinas asociadas
a multiples términos GO, lo que refleja su participacion en diversos procesos
bioldgicos.
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Figura 16. Histograma de la distribucion del mapeo de GO.

La Figura 17 ilustra la distribucion de similitud de secuencias de las proteinas
identificadas, medida como el porcentaje de coincidencias positivas a lo largo de la
alineacion. El eje x representa el porcentaje de similitud en la alineacion, mientras
que el eje y indica el numero de coincidencias. La distribucion muestra una fuerte

concentracion de alineamientos con alta similitud.
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Figura 17. Distribucién de similitud de secuencias.
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En la Figura 18 se presenta una clasificacion jerarquica de GO para Proceso
Bioldgico, ilustrando las relaciones entre las categorias funcionales asociadas a las
proteinas identificadas. El analisis resalta procesos clave como la regulacion
metabodlica, los mecanismos de respuesta celular y la biosintesis de
macromoléculas. Los nodos representan distintos procesos bioldgicos, con
categorias mas amplias en la parte superior y funciones mas especificas en los
niveles inferiores. El numero de secuencias asignadas a cada proceso se muestra
dentro de cada nodo, proporcionando informacién sobre la distribucion funcional del
conjunto de datos. El andlisis revela una fuerte representacion de los procesos
celulares, con un énfasis particular en la comunicacion celular y el establecimiento

de la localizacion.
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La Figura 19 muestra la clasificacion jerarquica de GO para Funcién Molecular,

destacando las actividades clave asociadas a las proteinas identificadas. El analisis

revela una fuerte representacion de funciones de unién y cataliticas, con un énfasis

particular en las actividades de hidrolasa y ATPasa. Ademas,

relacionados con funciones de unién también son prominentes.
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Figura 19. Clasificacion jerarquica de GO para Funcién Molecular.

La Figura 20 presenta la clasificacion jerarquica de GO para Componente Celular,
destacando la localizacién subcelular de las proteinas identificadas. El analisis
enfatiza una fuerte representaciéon de estructuras intracelulares, con proteinas
asignadas principalmente a compartimentos citoplasmaticos, asociados a
membranas y relacionados con organulos. De manera notable, una proporcion
significativa de proteinas esta vinculada a estructuras anatdmicas celulares,
organulos y el citoesqueleto, lo que sugiere funciones en la integridad estructural y

el transporte intracelular.
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Figura 20. Clasificacion jerarquica de GO para Componente Celular.
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8.6 Proteinas diferenciales encontradas comparando los proteomas de
especimenes no blanqueados y blanqueados de M. complanata.

Los resultados obtenidos a partir de los analisis estadisticos uni- y multivariados
determinaron que un total de 52 proteinas presentaron una abundancia diferencial
al comparar ambos grupos de hidrocorales. En la Tabla 3 se presenta un resumen
de los resultados de las diferencias en medias (nivel de proteina) y los tamarios del
efecto de las comparaciones estadisticas obtenidos mediante pruebas de
permutacion. Asimismo, también se incluyen las funciones en diversos procesos
celulares a los que estas proteinas se asocian, tales como la biosintesis de
aminoacidos, el metabolismo de carbohidratos, la comunicacion celular, el ciclo
celular, los componentes del citoesqueleto, la reparacion del ADN, los componentes
de la matriz extracelular, la modificacion de proteinas, la respuesta al choque
térmico, la homeostasis redox, la sefalizacidn, la transcripcion y el transporte. Los
valores de tamaro del efecto y su cambio relativo (fold-change en inglés) indican la
direccidon de la abundancia diferencial de proteinas, donde los valores positivos
corresponden a un aumento en los niveles en los especimenes blanqueados y los
valores negativos indican una disminucion. Los saltos en la numeracion
corresponden a proteinas que no mostraron una abundancia diferencial significativa

y, por lo tanto, no estan incluidas.

Tabla 3. Proteinas diferencialmente abundantes en especimenes de M. complanata

blanqueados por estrés térmico.

No. Nombre Numero Funcioén Nivel Tama- Cambio
de acceso de fho de relativo
protei- efecto
na1 2
1 Actina AOA3M6U  Componente 1 0.5179 0.18
P43 de
citoesqueleto
2 Actina AOA3M6U  Componente 1 0.0439 0.02
P81 de
citoesqueleto
3 Actina AOA3M6U  Componente ! -0.385 -0.31

H97 de
citoesqueleto
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4 Proteina con AOA3M6U  Senalizaciéon -0.714 -1.7
dominio EF-hand SF3
5 Histona H4 AOA3M6U  Transcripcion -0.742 -1.12
Z06
6 Proteina con AOA3MG6TL  Senalizacion -0.656 -1.56
dominio EF-hand A1
7 Proteina de Q5FB18 Modificacién 0.1967 042
choque térmico 70 de proteinas y
respuesta de
choque
térmico
8 Ubiquitina-60S Q93116 Modificacién -1.176 -1.79
ribosomal L40 de proteinas y
respuesta de
choque
térmico
9 Proteina con AOA3M6T9 Homeostasis -0.78 -1.49
dominio K8 redox
tiorredoxina
10 Tubulina beta AOA3M6T  Componente -0.571 -1.27
MY2 de
citoesqueleto
11 Histona H2B AOA3MG6T  Transcripcion -1.001 -2.13
HD8
17 Histona H3 AOA3M6T9 Transcripcion -1.117 -6.35
26
18 Proteina similara AOA3M6U  Componente -0.805 -2.49
la cadena ligera 8T6 de
3C de las citoesqueleto
proteinas
asociadas a
microtubulos
1A/1B.
19 Disulfuro AOA3M6V Modificacion -0.542 -1.52
isomerasa 013 de proteinas y
respuesta de
choque
térmico
20 Proteina con AOA3M6T  Senalizacion -0.904 -4.84
dominio de TFO
interaccion PRKG1
22 Tubulina alfa AOA3M6T  Componente -0.121 -0.25
AX7 de
citoesqueleto
23 Disulfuro AOA3M6T Modificacion -0.672 -2.17
isomerasa Vo1 de proteinas y

respuesta de
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choque

térmico
25 Cognado de AOA3M6U  Modificacion -0.624 -3.15
proteina de 177 de proteinas y
choque térmico 70 respuesta de
choque
térmico
26 Proteina con AOA3M6T Comunicacion -0.732 -3.83
dominio F5/8 typo A43 celular
C
28 Proteina con AOA3M6U  Componente 0.5668 4.84
dominio motor de 778 de
miosina citoesqueleto
29 Proteina sin AOA3M6YV  Desconocida -0.36 -0.91
caracterizar 3A1
30 Peroxirredoxina AOA3M6U  Homeostasis 0.6057 2.26
dependiente de 7L4 redox
tiorredoxina
31 colageno B8V7R6 Componente -0.482 -3.22
de matriz
extracelular
32 Proteina de AOA3M6UI  Componente -0.214 -0.96
cadena ligera 41 de
reguladora de citoesqueleto
miosina con
dominio EF-hand
35 Cinasas de AOA3M6U  Senalizaciéon 0.6923 2.45
proteina ZI7
serina/treonina
TOR
40 Proteina con AOA3M6T Modificacién 0.6118 2.52
dominio PX EAG de proteinas y
respuesta de
choque
térmico
41 Proteina con AOA3M6U  Componente -0.482 -2.96
dominio ZP 3D9 de matriz
extracelular
52 Homologo de AOA3M6U Ciclo celular 0.8021 4.45
proteina 42 de BV6
control de la
division celular
53 Isomerasa peptidil- AO0A3M6UI  Modificacion 0.4965 3.3
prolil cis-trans NO de proteinas y

respuesta de
choque
térmico
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54 proteina Rab-1A  AOA3M6U Transporte 0.7684 4.35
070
55 Proteina con AOA3MG6T  Transcripcion 0.5847 2.89
dominio DUF3715 H31
56 Proteina con AOA3M6T  Senalizacion -0.482 -3.7
dominio de tipo YF4
EGF
58 Transportador de  AOA3MGT Transporte -0.482 -3.22
aminoacidos NM3
61 Proteina con AOA3M6U  Homeostasis 0.7784 4.35
dominio Aldedh UA9 redox
62 Proteina que AOA3M6U Transporte 0.6237 5.62
contiene un X14
dominio C-terminal
de transportador
de aminoacidos
cationicos.
63 Proteina con AOA3M6UIl Biosintesis de 0.8106 4.07
dominio de union 13 aminoacidos
Hcy
64 Fibrocistina-L AOA3M6U  Senalizacion 0.6551 5.11
HX3
65 Proteina con AOA3M6T Senalizacion -0.482 -2.64
dominio tipo RZ XJ4
66 Proteina con AOA3M6U Modificacion -0.482 -3.7
dominio WD W24 de proteinas y
repetido respuesta de
choque
térmico
67 Fosfopiruvato AOA3M6U Metabolismo 0.8544 3.72
hidratasa H98 de
carbohidratos
69 Proteina sin AOA3M6U  Desconocida 0.7108 3.79
caracterizar 169
71 Calreticulina AOA3M6T Modificacion 0.7684 3.35
B88 de proteinas y
respuesta de
choque
térmico
72 Proteina Rab-2A  AOA3M6U Transporte 0.837 4.99
CJ4
74 Proteina con AOA3M6U  Modificacion 0.7684 3.35
dominio nuclear GY3 de proteinas y

uBC

respuesta de
choque
térmico
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75 Proteina con AOA3M6U  Senalizacion ! -0.482 -3.7
dominio TNFR-Cys KT4

77 Subunidad 1 del AO0OA3M6T4 Transcripcion 1 0.668 5.94
complejo de M6
transcripcion
CCR4-NOT
81 Proteina AOA3M6U  Componente 1 0.8317 3.25
relacionada con la DC7 de
actina citoesqueleto
82 Alfa actinina AOA3M6U  Componente 1 0.7684 3.85
9E3 de
citoesqueleto
87 Proteina con AOA3MG6T Reparacion de ! -0.482 -2.64
dominio W03 ADN
PDDEXK 1
88 Proteina con AOA3M6T  Comunicacién ! -0.482 -3.7
dominio PDZ V70 celular
95 Proteina tipo Ras  AOA3M6T Transporte 1 0.7684 3.35
KM7
100 Monooxigenasa AOA3M6U  Homeostasis ! -0.482 -3.7
inespecifica WAG6 redox

Componentes de citoesqueleto

Comenzando con la actina, esta resulta ser una familia de proteinas altamente
conservada entre organismos eucariontes. Estas proteinas son ampliamente
conocidas por su participacion en la formacion de polimeros lineales denominados
microfilamentos o filamentos de actina (uno de los componentes mas importantes
del citoesqueleto), los filamentos de actina determinan la forma de la superficie de
la célula y son necesarios para la locomocion de toda la célula; también provocan
que una célula se divida en dos. Los filamentos de actina se encuentran debajo de
la membrana plasmatica de las células animales proporcionando fuerza y forma a
la bicapa lipidica. También forman muchos tipos de proyecciones en la superficie
celular. Algunas de ellas son estructuras dinamicas, como los lamelipodios y
filopodios que las células utilizan para explorar territorio y moverse. En las plantas,
los filamentos de actina impulsan el rapido flujo de citoplasma dentro de las células.
Cuando la actina se encuentra en forma de mondmero globular libre es denominada

actina G, y cuando se encuentra como parte de los filamentos se denomina actina
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F, ambas son esenciales para funciones celulares tan importantes como la

movilidad y la contraccion de la célula durante la division celular (Drazic et al., 2018)

En el presente estudio, identificamos tres isoformas de actina que mostraron
abundancia diferencial en hidrocorales blanqueados. La actina es reconocida como
un biomarcador clave del blanqueamiento y el estrés térmico (Kenkel et al., 2011;
Louis et al.,, 2017). La expresion diferencial de la actina ha sido previamente
reportada en estudios protedmicos dirigidos a evaluar el efecto del estrés térmico y
el blanqueamiento en Pocillopora acuta, la anémona simbionte Aiptasia spp., A.
palmata, A. microphthalma y Acropora millepora (Weston et al. 2015; Ricaurte et al.
2016; Oakley et al. 2017; Mayfield et al. 2018; Petrou et al. 2021). Por otro lado, la
expresion de diferentes isoformas de actina con abundancias diferenciales dentro
del mismo organismo bajo condiciones de estrés no ha sido reportada previamente.
Sin embargo, estudios en Arabidopsis han indicado que genes que codifican
distintas isoformas de proteinas relacionadas con la actina presentan expresion

diferencial bajo condiciones de estrés térmico (Fan et al., 2016).

La disminucién en la abundancia de una de las isoformas de actina encontrada en
este estudio es consistente con estudios previos que compararon los proteomas
solubles de M. complanata en condiciones de blanqueamiento (Hernandez-
Elizarraga et al. 2019) y M. alcicornis (Olguin-Lopez et al. 2019) contra especimenes
no blanqueados. Ademas, los resultados a nivel protedmico concuerdan con
hallazgos transcriptomicos obtenidos en el estudio diferencial entre especimenes
blanqueados y no blanqueados de M. complanata realizado previamente por

nuestro grupo de investigacion (Hernandez-Elizarraga et al. 2023).

Adicionalmente, otros analisis transcriptomicos han reportado una regulacién a la
baja en la expresion de actina en distintos cnidarios. Richier et al. reportaron una
regulacion a la baja de la expresion de actina en un estudio transcriptdmico que
investigo los efectos de temperaturas elevadas y radiacion UV en la anémona
simbionte A. elegantissima (Richier et al. 2008). De manera similar, DeSalvo et al.
documentaron una regulacion a la baja de transcritos de actina en corales A.
palmata sometidos a estrés térmico y en M. faveolata expuestos a estrés inducido

por oscuridad (DeSalvo et al. 2010; DeSalvo et al. 2012). Adicionalmente, la
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regulacion a la baja de actina también ha sido documentada en estudios con otros
cnidarios constructores de arrecifes, como Porites astreoides, Stylophora pistillata 'y
Acropora muricata (Kenkel et al., 2011; Lee et al., 2018; Maor-Landaw et al., 2014;
Maor-Landaw & Levy, 2016).

La expresion de genes de actina es altamente sensible al estrés térmico en las
células de cnidarios, las cuales atraviesan una reorganizacion del citoesqueleto en
respuesta al estrés térmico y el blanqueamiento. La expulsion de algas
Symbiodiniaceae de las células gastrodérmicas de los cnidarios influye en diversas
funciones celulares dependientes del citoesqueleto de actina, incluyendo el
transporte intracelular, las interacciones con l|la membrana plasmatica, el
mantenimiento de la forma celular y el control transcripcional de proteinas asociadas
al citoesqueleto. Ademas, esta reorganizacion del citoesqueleto podria explicar las
diferentes abundancias diferenciales de las isoformas de actina identificadas en el
presente estudio (Figura 21) (Fan et al., 2016; Fletcher & Mullins, 2010; Hernandez-
Elizarraga et al., 2019; Zheng et al., 2009).

Las tubulinas alfa y beta son componentes importantes para la constitucién de los
microtubulos. Generalmente, el término “tubulina” se refiere a un heterodimero
compuesto por una subunidad alfa y una subunidad beta, que al ensamblarse de
manera altamente organizada constituye este componente del citoesqueleto. Los
microtubulos son estructuras cilindricas huecas que intervienen en diversos
procesos celulares tales como el desplazamiento de vesiculas, el movimiento de
organulos, el transporte intracelular, la mitosis, la meiosis y el movimiento de cilios
y flagelos, en la formacion del huso mitético durante la division celular.
Adicionalmente, los microtubulos forman el citoesqueleto en conjunto con los
microfilamentos y los filamentos intermedios(Svitkina, 2018; Titus, 2018). En
nuestro estudio, encontramos que la abundancia de ambas tubulinas estaba
regulada a la baja en hidrocorales blanqueados. La regulacion a la baja de estas
proteinas podria implicar una disminucién en el transporte intracelular de nutrientes
y una reduccion en la division celular, la cual es necesaria para la regeneracion del

tejido bajo condiciones de estrés (Figura 21) (Oakley et al. 2017).
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En 2017, Oakley reporté que la proteina alfa tubulina disminuyé su expresion
significativamente después de haber sometido a la anemona Aiptasia spp. a un
choque térmico de 33.5 °C por 24 horas; esto a comparacion de los niveles que
presentaban el grupo control (25 °C), y los grupos sometidos a condiciones de
aclimatacion (30 °C y 33 °C). Aunadas a la alfa tubulina, diversas proteinas
importantes para el citoesqueleto también sufrieron una disminucion significativa en
su expresion posteriores al choque térmico; algunas de estas proteinas fueron la

actina, miosina, talina, filamina, entre otras (Oakley et al., 2017).

La proteina de cadena ligera 3C de las proteinas asociadas a microtubulos
1A/1B, también conocida como LC3C, fue identificada con una abundancia
diferencialmente disminuida en especimenes blanqueados de M. complanata. LC3C
es una proteina asociada a microtubulos que desempefia un papel crucial en el
proceso de autofagia en las células y es una de las variantes de la familia de
proteinas LC3 (Kabeya et al., 2000; Mizushima et al., 2010). Aunque la expresién
diferencial de esta proteina no ha sido reportada previamente, una disminucion en
la expresion de LC3C en especimenes blanqueados de M. complanata podria
implicar una reduccion en el proceso de autofagia bajo condiciones de
blanqueamiento. Si bien la autofagia ha sido propuesta como un mecanismo de
respuesta para la eliminacion de endosimbiontes (Downs et al., 2009; Dunn et al.,
2007), se ha reportado que las proteinas asociadas a estos procesos pueden
mostrar abundancias disminuidas bajo condiciones de blanqueamiento inducido por

estrés térmico (Figura 21) (DeSalvo et al. 2010; Maor-Landaw y Levy 2016).

La respuesta del citoesqueleto frente a un fendbmeno como el estrés térmico puede
variar entre organismos, e incluso se ha reportado que los genes que codifican
proteinas asociadas al citoesqueleto pueden presentar expresiones diferenciales
distintas dentro de un mismo estudio (Fan et al., 2016). Por otra parte, las
modificaciones postraduccionales pueden dar lugar a multiples proteoformas, lo que
incrementa la complejidad del proteoma y hace que el analisis protedmico sea un
desafio aun mayor (Carbonara et al., 2021; Harper & Bennett, 2016). Esto en parte
también podria explicar las diferencias en las abundancias diferenciales de las otras

isoformas de actina identificadas. Sin embargo, la abundancia diferencial observada
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de los componentes del citoesqueleto en hidrocorales blanqueados podria indicar
una reorganizacion o disrupcion del citoesqueleto de actina en respuesta al estrés

térmico y oxidativo, asi como a la expulsion de endosimbiontes.

Matriz extracelular

El colageno es un componente esencial de la matriz extracelular y proporciona
integridad mecanica a los tejidos biolégicos, ayudando a mantener su forma y
estabilidad tridimensional. Esta proteina estructural esta compuesta por triples
hélices de cadenas polipeptidicas que forman una red fibrilar altamente organizada,
la cual confiere resistencia a la traccion y elasticidad a los tejidos. Su funcién es
especialmente relevante en organismos marinos, como los corales y otros cnidarios,
donde la ECM desempefia un papel fundamental en la cohesién y estabilidad de las
estructuras tisulares (Cheng et al., 2018; Heino, 2007; LaBelle et al., 2023).

Ademas de su papel en la arquitectura celular, el colageno participa activamente en
la sefalizaciéon celular a través de su interaccion con diferentes receptores de la
superficie celular, como las integrinas y los receptores de tirosina quinasa. Estas
interacciones permiten la activacion de vias de mecanotransduccion que regulan
procesos celulares clave, como la proliferacion, diferenciacién, angiogénesis y
migracion. Dichas vias de sefalizacion son esenciales para la homeostasis celular
y la respuesta a estimulos ambientales, facilitando la adaptacion de los tejidos a
cambios en las condiciones externas (Huang et al., 2013, 2023). Este proteina
presentdé una abundancia diferencialmente disminuida en especimenes

blanqueados de M. complanata.

Numerosos estudios transcriptomicos han reportado abundancias diferenciales de
colageno en cnidarios bajo condiciones de estrés, particularmente estrés térmico.
Estas investigaciones abarcan especies como P. astreoides y Acropora hyacinthus,
en las cuales se encontré una regulacion al alta de estas proteinas en especimenes
blanqueados y en condiciones de estrés térmico, respectivamente (Barshis et al.
2013; Kenkel et al. 2013). Por otra parte, en organismos como S. pistillata, A. viridis,
A. palmata 'y A. hyacinthus se ha reportado una regulacion disminuida del colageno
bajo condiciones de estrés térmico (DeSalvo et al., 2010; Maor-Landaw & Levy,

2016; Moya et al.,, 2012; Seneca & Palumbi, 2015). En cuanto a estudios
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protedmicos, en el estudio realizado por nuestro grupo en M. alcicornis blanqueado
por estrés térmico se observo una disminucion en la abundancia del colageno
(Olguin-Lopez et al. 2019). Por otra parte, en A. palmata blanqueado se reportd una
proteina de tipo microcolageno con una disminucion en su expresion (Ricaurte et al.
2016). Una reduccion en la produccion de colageno podria comprometer la
integridad estructural de los tejidos, debilitando la matriz extracelular y volviéndolos
mas vulnerables a dafos mecanicos y estrés ambiental. Ademas, al ser un
regulador clave de la sefializacién celular, su disminucion podria afectar procesos
esenciales como la proliferacion, diferenciacion y migracion celular, dificultando la
homeostasis y regeneracion tisular. Esta reduccién también impactaria
negativamente la capacidad de cicatrizacion, ralentizando la reparacion de tejidos
dafados y aumentando la susceptibilidad a infecciones y factores ambientales
adversos (Figura 21) (G. Park & Oh, 2015; Rittié & Fisher, 2002). Cabe mencionar
que, en este estudio, también se observd una disminucién diferencial en la
abundancia de otras proteinas de la matriz extracelular en especimenes

blanqueados de M. complanata.

Adicionalmente, se identificé una proteina que contiene un dominio ZP con una
abundancia diferencialmente disminuida en especimenes blanqueados de M.
complanata. Esta proteina posee una region estructural conocida como "Zona
Pelucida", la cual es crucial para su funcion en diversos procesos bioldgicos,
incluyendo la fertilizacion y la formacion de la matriz extracelular (Bokhove & Jovine,
2018; Jovine et al., 2002; Wassarman, 2008). Anteriormente se ha reportado una
disminucién en la expresion de transcritos de este tipo de proteinas en A. viridis en
condiciones de estrés térmico y radiacién UV, un hallazgo que concuerda con los

resultados obtenidos en el presente estudio (Moya et al. 2012).

El dominio ZP permite que las proteinas se ensamblen en polimeros, formando
redes fibrosas que crean una estructura en la matriz extracelular, proporcionando
estabilidad y resistencia mecanica a los tejidos. Estas redes actuan como un
andamiaje molecular que regula la organizacién celular dentro de la matriz
extracelular, facilitando procesos como la adhesion celular y la migracién. Ademas,

algunas proteinas con dominio ZP también interactuan con otros componentes de
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la ECM, como proteoglicanos y colageno, para formar complejos estables,
fundamentales para la estructura y desarrollo celular (Jovine et al. 2002). Estas
interacciones no solo influyen en la integridad mecanica de los tejidos, sino que
también modulan vias de sefalizacion celular involucradas en la diferenciacion y
proliferacion celular. Se ha sugerido que la alteracién en la abundancia de proteinas
con dominio ZP podria afectar la capacidad de los organismos para responder a
condiciones de estrés, comprometiendo la regeneracion tisular y la homeostasis

estructural de la matriz extracelular (Figura 21) (Drees et al., 2023).

El blanqueamiento en M. complanata provoca alteraciones significativas en las
funciones celulares, afectando la estabilidad y reparacién de los tejidos, asi como la
capacidad del organismo para mantener su integridad estructural. Procesos
esenciales como la comunicacion celular, la regeneracion y la organizacion de los
componentes celulares se ven gravemente comprometidos, lo que puede debilitar
la respuesta del organismo frente a condiciones de estrés ambiental. Ademas, la
reduccion en la capacidad para mantener un desarrollo celular adecuado y la
cohesién dentro de la matriz extracelular indica una disrupcion en los mecanismos
de homeostasis tisular, lo que puede derivar en una menor eficiencia en la
cicatrizacion y en la reorganizacion de los tejidos danados. Estos efectos no solo
comprometen la funcionalidad de los tejidos a nivel estructural, sino que también
impactan en la sefalizacion celular y en la regulacion de factores que controlan la
proliferacion y diferenciacién celular. En conjunto, estos hallazgos resaltan el
impacto profundo del estrés térmico sobre los sistemas biolégicos fundamentales,
evidenciando como el blanqueamiento afecta multiples niveles de la organizacién

celular y compromete la capacidad de adaptacion y recuperacién del organismo.

Respuesta de choque térmico

Las proteinas de choque térmico son una amplia familia de proteinas altamente
conservadas en los organismos y ademas, su sintesis aumenta drasticamente
después de breves exposiciones de las células a aumento en la temperatura. Este
fendbmeno ocurre a manera de respuesta frente a un aumento de proteinas mal
plegadas (como las producidas por temperaturas elevadas), ya que las HSPs son

chaperonas que ayudan a estas proteinas a replegarse. Existen diversas familias
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principales de estas proteinas, siendo las proteinas de choque térmico (HSP por
sus siglas en inglés) de 60 y 70 kDa (HSP60 y HSP70) las mas conocidas. Los
miembros de estas familias pueden diferir dependiendo de su localizacion; por
ejemplo, las mitocondrias contienen sus propias proteinas HSP60 y HSP70 que son
distintas de las que funcionan en el citosol. Cada una de las proteinas HSP60 y
HSP70 trabaja con su propio conjunto de proteinas asociadas en el proceso de
plegamiento. Los dos tipos de proteinas HSP funcionan de manera diferente, por
ejemplo, las HSP70 actuan temprano en la vida de muchas proteinas (a menudo
antes de que la proteina abandone el ribosoma) con la ayuda de un conjunto de

proteinas HSP40 mas pequenas (Louis et al., 2017).

Las proteinas HSP70 estan consideradas como importantes biomarcadores del
blanqueamiento de arrecifes coralinos debido a la usual sobreexpresion de éstas
durante este fendmeno. Las HSP70 estan ampliamente reportadas como
expresadas diferencialmente en condiciones de estrés en cnidarios, principalmente
en estrés térmico agudo, asi como también en condiciones de blanqueamiento.
Algunos de los organismos donde se ha reportado la sobreexpresion de transcritos
que codifican para estas proteinas después de periodos de estrés térmico son
Aiptasia spp., A. Millepora y A. muricata; sin embargo, exposiciones a periodos
prolongados de estrés térmico podrian producir una expresiéon diferencial distinta
(Cleves et al., 2020; Csaszar et al., 2009; Lee et al., 2018; Rosic et al., 2011).

Por otro lado, en estudios protedmicos también se han reportado las HSP70
sobreexpresadas, por ejemplo, en Aiptasia spp., A. Millepora, A. microphthalma,
Goniopora djiboutiensis, M. faveolata, Porites cylindrica, S. pistillata y en el
proteoma soluble de M. complanata, (Downs et al., 2009; Fitt et al., 2009;
Hernandez-Elizarraga et al., 2019; Oakley et al., 2017; Petrou et al., 2021; Sharp et
al., 1997). Teniendo en cuenta que la sobreexpresién de las HSPs ocurre en
periodos de exposicion aguda a temperaturas elevadas o cuando se manifiesta una
termotolerancia, el tener una HSP70 con una abundancia aumentada en el
proteoma de M. complanata podria implicar una respuesta del holobionte para
preservar la estructura y funciones de las proteinas, asi como estimular los procesos

de reparacion celular. Ademas de que dichos resultados son congruentes con lo
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observado en numerosas especies de cnidarios mencionados anteriormente, este
resultado también es consistente con nuestro anterior estudio del proteoma soluble

de M. complanata (Hernandez-Elizarraga et al., 2019).

Los patrones de expresion diferencial de la proteina HSP70 indican que la
modulacién de esta HSP es una respuesta clave del holobionte para preservar la
estructura y funcién de las proteinas, asi como para estimular los procesos de
reparacion celular. Esta respuesta es fundamental para mitigar los efectos del estrés
térmico y mantener la homeostasis proteica dentro de las células del anfitrion. El
aumento en la abundancia de las HSP70 en condiciones de estrés es un mecanismo
ampliamente documentado en organismos marinos expuestos a temperaturas
elevadas, lo que sugiere que su regulacién desempena un papel crucial en la
supervivencia del holobionte (Figura 21). Ademas, la activacion de HSP70 también
esta vinculada a la proteccion de otras proteinas involucradas en la reparacion de
danos oxidativos, la estabilidad de los complejos proteicos y la regulacién de
sefales intracelulares que contribuyen a la respuesta adaptativa al estrés térmico.
En conjunto, estos factores refuerzan la importancia de la HSP70 en la capacidad
del holobionte para resistir condiciones ambientales adversas y mantener la

funcionalidad de su sistema celular.

En cuanto a las proteinas disulfuro isomerasas (PDI), estas son enzimas que se
encargan de catalizar la formacion y ruptura de los puentes disulfuro entre cisteinas
en las proteinas durante el proceso de plegamiento. Estas enzimas entran en la
categoria de las oxidorreductasas, se ubican en el reticulo endoplasmatico, y son
enzimas clave para el correcto plegamiento de las proteinas y su posterior
conformacién tridimensional. Ademas de tener la capacidad de formar puentes
disulfuro, también pueden corregir enlaces errébneos y actuar como chaperonas
uniéndose a proteinas mal plegadas para evitar que se agreguen. Adicionalmente,
también marca a las proteinas mal plegadas para su degradacion en el proteosoma
(Gruber et al., 2006).

En 2021, Petrou y colaboradores reportaron un aumento en la abundancia de
disulfuro isomerasas en el coral A. millepora en condiciones de estrés térmico. Estas

PDI aumentaron su concentracion en conjunto con otras proteinas y chaperonas
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implicadas en el plegamiento proteico, tales como HSPs de distintos pesos
moleculares y la chaperona BiP (una HSP70 llamada asi por sus siglas en ingles
“Binding Inmunoglobulin Protein”). Las PDI y las BiP son importantes para la
identificaciones y traslocacion de proteinas mal plegadas. En el caso de M.
complanata en condiciones de blanqueamiento, nosotros identificamos dos PDI con
una abundancia disminuida (Petrou et al., 2021). Estos resultados no son
coincidentes con lo reportado en A. millepora o en otros organismos bajo
condiciones de estrés oxidativo. Una expresion disminuida de la disulfuro isomerasa
puede tener diversos efectos a nivel celular, se ha reportado que la inhibicion de la
actividad de esta proteina puede afectar la transcripcidén de genes asociados a
respuesta a estrés en el reticulo endoplasmatico, plegamiento proteico, apoptosis,
reparacion de ADN, proliferacién celular, asi como a la fosforilacion de genes

involucrados en la via de senalizacién STAT3 (Kondo et al., 2019; Xu et al., 2019).

El blanqueamiento en M. complanata altera diversos procesos celulares esenciales
para mantener la homeostasis y responder al estrés térmico, generando un impacto
significativo en la fisiologia del organismo. Los cambios inducidos por el estrés
afectan el plegamiento de proteinas y los mecanismos de reparacion, lo que puede
provocar disfunciones en la sefalizacién celular, la respuesta al estrés y la
regulacion del ciclo celular. Estas alteraciones pueden comprometer la capacidad
de las células para mantener su estructura y funcionalidad, aumentando la
susceptibilidad a danos adicionales. Ademas, la inestabilidad proteica y las
disrupciones en las vias de degradacion pueden interferir con la correcta eliminaciéon
de proteinas dafadas, lo que afecta la eficiencia de los procesos de reparacion y
regeneracion celular. La capacidad del hidrocoral para sobrellevar estas
alteraciones depende en gran medida de la activacion de mecanismos
compensatorios que permiten restaurar el equilibrio celular y mitigar el dafo

provocado por el blanqueamiento.

Homeostasis redox
Numerosos estudios han demostrado claramente que el estrés oxidativo esta
estrechamente relacionado con el blanqueamiento de los corales, siendo un factor

determinante en la disrupcion de la homeostasis del holobionte (Downs et al., 2002;
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Jones et al.,, 1998; Lesser, 1997; Oakley & Davy, 2018; Weis, 2008a). En
condiciones de estrés térmico y luminico, la fotosintesis de las algas simbiontes
puede verse comprometida, generando un desequilibrio en la produccion y el
consumo de energia. Esto conlleva a una sobreproduccion de especies reactivas
de oxigeno (ROS), las cuales pueden dafiar componentes celulares esenciales
como proteinas, lipidos y ADN, afectando tanto a la alga simbionte como al huésped
cnidario. Este incremento en los niveles de ROS desencadena un estado de estrés
oxidativo que compromete la estabilidad fisiolégica del holobionte y puede contribuir
a la expulsion de los simbiontes, un evento caracteristico del blanqueamiento
coralino. Como consecuencia, la capacidad del coral para recuperarse de estos
efectos depende en gran medida de la activacion de mecanismos de defensa
antioxidante que mitiguen el dafno oxidativo (Weis 2008; Oakley y Davy 2018). En el
presente estudio identificamos 3 proteinas con abundancias diferenciales en los
especimenes blanqueados de M. complanata: |la proteina que contiene el dominio

Aldedh, la tiorredoxina y la peroxirredoxina dependiente de tiorredoxina.

En cuanto a la proteina que contiene el dominio Aldedh, este dominio se refiere
a una proteina que posee la actividad enzimatica de aldehido deshidrogenasa
(ALDH). Las aldehido deshidrogenasas son enzimas oxidorreductasas que llevan
a cabo la reccion de oxidar los grupos aldehido de moléculas alifaticas y aromaticas,
esto mediante la reduccion de una molécula de NAD a NADH. Forma parte de la
ruta metabdlica de degradacién del etanol y basicamente se caracteriza por eliminar
los aldehidos téxicos para el organismo transformandolos en acidos carboxilicos no
reactivos; por ejemplo, oxidando el acetaldehido derivado del etanol en acetato
(Harada, 2001). En M. complanata, esta proteina aumenté su abundancia en

condiciones de blanqueamiento

Diversos estudios han reportado la expresion diferencial de proteinas que contienen
un dominio aldehido deshidrogenasa bajo diferentes condiciones de estrés. Las
enzimas con actividad enzimatica de aldehido deshidrogenasas pueden ser
cruciales para regular la acumulacién desequilibrada de aldehidos toxicos en
plantas expuestas a condiciones de estrés. Distintos genes para proteinas ALDH de

plantas responden ante diversas condiciones de estrés ambiental, tales como como

72



estrés por deshidratacion, salinidad o luz excesiva. La sobreexpresion de genes
ALDH puede brindar una mayor tolerancia al estrés a las plantas transgénicas, lo
que demuestra la importancia de las proteinas ALDH en las respuestas al estrés
abidtico (Deuschle et al., 2001, 2004; Kirch et al., 2001, 2005; Bouché et al., 2003;
Sunkar et al., 2003; Kotchoni et al., 2006; Rodrigues et al., 2006). En 2011, Stiti y
colaboradores reportaron que en la planta Arabidopsis thaliana se presentd una
sobreexpresion de transcritos y proteinas con dominio Aldedh bajo condiciones de
estrés abidtico y por salinidad. Si bien la expresion de estos transcritos y proteinas
varia dependiendo del érgano o tejido de la planta analizada, los cambios en las
concentraciones son significativos de manera general, y ademas se propone que la
regulacion de la expresion génica de ALDH ocurre principalmente a nivel
transcripcional. Se hipotetiza que las proteinas ALDH inducibles por estrés sean
importantes para los mecanismos de ajuste al estrés y adaptacion a largo plazo (Stiti
et al., 2011).

En 2021, también se reporté que en la esponja marina Amphimedon navalis se
presentd un aumento significativo de una proteina con dominio Aldedh después de
haber sido sometida a estrés térmico de 26 y 28 °C; dicha proteina se sobreexpreso
en conjunto con otras enzimas asociadas a procesos de oxidorreduccién, que a su
vez, representan proteinas de respuesta a estrés oxidativo (Beepat et al., 2021). La
abundancia de estas enzimas sugiere un aumento en los procesos de
desintoxicacion para contrarrestar la disociacion de aminoacidos por EROs. Se ha
demostrado que en condiciones de estrés se estimula la produccion de estas
proteinas y de hecho, la sobreexpresion de estas enzimas esta reportada como una
respuesta a estrés térmico en multiples organismos marinos, como las esponjas
marinas. El aumento en la expresion de estas enzimas sugiere que las células de
pueden estar expuestas a un exceso de EROs a temperatura elevada, lo que

requiere un mayor plegamiento/replegamiento de proteinas (Beepat et al., 2021).

En cuanto a la tiorredoxina, este tipo de proteinas forman parte de los mecanismos
antioxidantes de los organismos realizando la reduccién de otras proteinas.
Asimismo, pueden intervenir en distintas reacciones redox mediante la oxidacion

reversible de su centro activo ditiol a disulfuro, y también catalizar reacciones de
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intercambio ditiol-disulfuro. Las tiorredoxinas son enzimas omnipresentes y
esenciales para la vida de numerosos y diversos organismos. En cuanto a las
funciones especificas de la proteina identificada en este estudio, ésta cataliza la
reduccion de peroxido de hidrogeno e hidroperoxidos organicos a agua y alcoholes,
respectivamente, esto gracias a que las tiorredoxinas también actuan como
donantes de electrones para otras enzimas como las peroxidasas (Lu & Holmgren,
2014).

En 2010, Starcevic y colaboradores reportaron una expresién génica diferencial
elevada de tiorredoxina en el coral A. microphthalma expuesto a alta irradiancia
solar aguda. Otras enzimas claves para la respuesta antioxidante del coral (tales
como la superoxido dismutasa o la catalasa) no manifestaron una expresion
diferencial hasta pasados al menos 9 dias de condiciones de estrés. A pesar de
contar con la expresion diferencial de otros biomarcadores de blanqueamiento,
como por ejemplo una HSP90, la expresion de genes que codifican enzimas
antioxidantes clave no se vio inducida por la alta irradiancia solar aguda o el estrés
térmico a corto plazo, por lo que se pueden requerir varios dias 0 mas de coaccion
para la activacion transcripcional de otras enzimas clave. Sin embargo, se podria
decir que la tiorredoxina fue la primera enzima perteneciente al sistema antioxidante
del coral cuya expresion reacciond al aumento de la exposicion solar (Starcevic et
al., 2010).

Por otra parte, Oakley y colaboradores reportaron en 2017 la abundancia diferencial
de dos proteinas con dominio de tiorredoxina en Aiptasia spp. sometida a un choque
térmico (Oakley et al., 2017). Adicionalmente, se han detectado en otros estudios a
las tiorredoxina reductasas con abundancias diferenciales a la baja y a la alta en A.
palmata y A. microphtalma, respectivamente (Stacervic et al., 2010; Ricaurte et al.,
2016). La disminucion en la abundancia de la tiorredoxina reductasa, como lo
reportaron Ricaurte et al. (2016), podria comprometer aun mas las defensas
antioxidantes, sugiriendo una respuesta a ROS sobrecargada que afecta la
expresion de proteinas sensibles al estrés. Ademas, la tiorredoxina regula la
expresion de factores de transcripcion a través de interacciones con ASK1, p-JNK,
PTEN, Txnip y p-AKT (Ren et al., 2015; Sartelet et al., 2011; Zhao et al., 2024). Una
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reduccién en la actividad de la tiorredoxina podria provocar un aumento en los
niveles de ROS y en la actividad de la caspasa-3, lo que potencialmente

incrementaria la apoptosis y el dano tisular en cnidarios (Figura 21).

Finalmente, la peroxirredoxina dependiente de tiorredoxina, cuya expresion se
encontrd aumentada en hidrocorales blanqueados, representa una subclase
especifica dentro de la familia de las peroxirredoxinas. Estas enzimas utilizan la
tiorredoxina como su principal donador de electrones y funcionan como
antioxidantes al reducir peroxidos, como el peroxido de hidrégeno (H,0,) y los
hidroperoxidos lipidicos (Fujii & Ikeda, 2002; Lu & Holmgren, 2014). En el presente
estudio, esta enzima fue identificada con una abundancia diferencial elevada en los

especimenes blanqueados.

El aumento en la abundancia de esta proteina concuerda con reportes previos en
A. microphthalma bajo estrés térmico y alta irradiancia solar (Weston et al. 2015).
Otros tipos de peroxirredoxinas también han sido reportados con una expresion
aumentada en O. faveolata y S. pistillata (Mayfield et al. 2021; Maor-Landaw et al.
2014). Ademas, nuestros hallazgos corroboran el estudio previo realizado por
nuestro grupo sobre el proteoma soluble de M. complanata, donde identificamos
una sobreexpresion de la peroxirredoxina-6 en especimenes blanqueados (Figura

21) (Hernandez-Elizarraga et al. 2019).

El incremento en la expresion de proteinas de la familia de las peroxirredoxinas
sugiere una mayor capacidad para reducir peroxidos, lo que podria contribuir a la
neutralizacion del dafo oxidativo, al mantenimiento del equilibrio redox y a un
aumento en la proteccion celular. Este fendmeno también podria indicar también
una respuesta adaptativa frente a condiciones de blanqueamiento, en la que los
organismos intentan mitigar los efectos perjudiciales del estrés térmico y la
disrupcién de la homeostasis celular. Asimismo, su interaccién con otros sistemas
antioxidantes, como la tiorredoxina, podria potenciar la capacidad del coral para
resistir los efectos del estrés ambiental prolongado, favoreciendo su resiliencia y la

recuperacion de sus funciones celulares.
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Senalizacion

Esta categoria representa el grupo mas grande de las proteinas con abundancias
diferenciales, estando integrada por un total de 10 proteinas. La senalizacion celular
es uno de los procesos mas afectados bajo estrés térmico, ya que las altas
temperaturas pueden alterar la conformacién y funcién de proteinas clave en vias
de transduccién de sefales. Esto puede provocar fallas en la regulacion de
respuestas fisioldgicas, afectando la homeostasis celular y la capacidad de

adaptacioén al entorno (Helgoe et al., 2024).

Dentro de este grupo, identificamos dos proteinas que contienen un dominio EF-
hand con una abundancia reducida en especimenes blanqueados de M.
complanata. Este tipo de proteinas es de gran importancia debido a su capacidad
para unirse al calcio. EI dominio EF-hand esta presente en diversas proteinas que
regulan procesos biolégicos esenciales, principalmente en la sefalizacioén celular,
ademas de desempenar funciones clave en la contraccion muscular, la transduccion
de senales y la homeostasis del calcio (Dominguez et al., 2015). Las proteinas que
contienen este dominio controlan la transduccién de sefiales modulando la actividad
de enzimas y proteinas efectoras en respuesta a cambios en la concentracién de
calcio (Clapham, 2007). Ademas, participan en la regulacion del calcio intracelular,
un proceso fundamental para la funcién celular normal (Kobayashi & Solaro, 2005).
Se ha reportado una disminucion en la abundancia de transcritos de estas proteinas
en M. faveolata y A. muricata sometidas a estrés térmico. En contraste, se ha
documentado un aumento en la abundancia diferencial de esta proteina en Aiptasia
spp. tras un choque térmico (DeSalvo et al. 2008; Oakley et al. 2017; Lee et al.
2018).

Dado que existen multiples tipos de proteinas que contienen este dominio, en este
punto no es posible determinar con precision qué procesos celulares estan siendo
modificados en hidrocorales blanqueados como resultado del incremento en la
expresion del dominio EF-hand. Sin embargo, se ha reportado que la calmodulina,
una proteina con dominio EF-hand, presenta una abundancia reducida en el
proteoma soluble de especimenes de M. complanata blanqueados por estrés

térmico (Hernandez-Elizarraga et al. 2019). Nuestros resultados concuerdan con
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este hallazgo y difieren de lo reportado en el proteoma soluble de M. alcicornis,
donde la calmodulina se identificé con una abundancia aumentada en especimenes

blanqueados (Olguin-Lépez et al. 2019).

La calmodulina es una proteina que funciona esencialmente como un sensor de
Ca?*, cambiando su conformacion al unirse a este ion, lo que le permite interactuar
con diversas proteinas efectoras y modular su actividad funcional, siendo un
regulador clave de la homeostasis del Ca** (Perochon et al., 2011). En general, las
proteinas EF-hand son fundamentales para el mantenimiento de la homeostasis
intracelular del Ca?*, la cual, a su vez, es crucial para el funcionamiento adecuado
de las células. Se ha demostrado que el estrés oxidativo producido durante el
blanqueamiento puede alterar esta homeostasis, resultando en una elevacién
sostenida de Ca?* intracelular debido a su liberacion desde depdsitos intracelulares
y a su entrada desde el ambiente extracelular (Loven, 1988; Orrenius et al., 1992).
De hecho, algunas proteinas con dominio EF-hand estan involucradas en
respuestas adaptativas al estrés oxidativo y a otros factores estresantes celulares
(Berridge et al., 2000). La disminucién en la expresion de dos proteinas EF-hand,
junto con el hallazgo previo de una reduccién en la expresion de calmodulina, podria
indicar que los procesos de sefalizacidon celular asociados al Ca?* pueden estar
afectados por el blanqueamiento, asi como otros procesos biolégicos esenciales
como la apoptosis, el metabolismo energético y la sintesis de proteinas (Figura 21)
(Verma et al., 2021).

Nuestro estudio también identific6 que una proteina que contiene un dominio
TNFR-Cys se encontr6 con una abundancia elevada en los especimenes
blanqueados de M. complanata. El dominio TNFR-Cys (dominio rico en cisteina del
receptor del factor de necrosis tumoral) es una regién presente en una familia de
proteinas conocidas como receptores del factor de necrosis tumoral (TNFR por sus
siglas en inglés) (Locksley et al.,, 2001). Estos receptores participan en la
senalizacion celular y regulan principalmente procesos como la apoptosis; sin
embargo, también desempefian un papel importante en la supervivencia celular, la
inflamacion y la respuesta inmune (Vanamee & Faustman, 2023). Se ha informado
que los transcritos que codifican esta proteina presentan abundancias diferenciales
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en estudios sobre la respuesta al estrés térmico en cnidarios (Barshis et al., 2013;
Cleves et al., 2020). Barshis et al. reportaron la sobreexpresion de los transcritos de
esta proteina en A. hyacinthus expuesta a estrés térmico a 31.9 °C durante 72 h
(Barshis et al. 2013). Cleves et al. observaron la sobreexpresion de transcritos de
dos TNFR en Aiptasia spp. sometidas a estrés térmico agudo a 34 °C durante 6.5
horas (Cleves et al. 2020). La sobreexpresion de estos genes TNFR indica una
respuesta anticipatoria al estrés térmico en diversos organismos, lo que sugiere la
activacion de multiples cascadas celulares (Ainsworth et al., 2011). Ademas, los
TNFR regulan el sistema inmune mediante la activacién de NF-kB y JNK (Shen &
Pervaiz, 2006). La variabilidad en la expresién de TNFR, junto con su papel en la
regulacion de la apoptosis, mejora la tolerancia al estrés y la resistencia a
enfermedades en corales (Reed et al., 2010). Por lo tanto, esta familia de proteinas
se perfila como una candidata clave en multiples vias relacionadas con la salud y la
tolerancia al estrés en estos organismos marinos (Shen y Pervaiz 2006; Barshis et
al. 2013; Cleves et al. 2020). Nuestros hallazgos contrastan con informes previos
en A. hyacinthus y Aiptasia spp., lo que nos permite especular que la disminucion
de los niveles de esta proteina en especimenes blanqueados de M. complanata
podria indicar la inhibicidon de procesos como la apoptosis y la respuesta inmune
(Figura 21). Sin embargo, no identificamos otras proteinas especificas de estas vias
de sefalizacion con abundancia diferencial, o que sugiere que se requieren
estudios adicionales para confirmar el aumento en la actividad proteica en los

especimenes blanqueados.

Transcripcién

El control transcripcional experimenta cambios significativos en respuesta a las
condiciones de estrés térmico y oxidativo en cnidarios. Estas alteraciones incluyen
variaciones en la abundancia de transcritos, la regulacion de factores de
transcripcion y la expresién de proteinas asociadas, lo que impacta en multiples
procesos celulares. Bajo estrés térmico, la activacion o represion de genes
especificos puede modular la respuesta antioxidante, la reparacion del dano celular
y la regulacion de la apoptosis. Asimismo, se ha observado que algunos factores de

transcripcion clave, como los reguladores de la respuesta al estrés y los
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moduladores del metabolismo energético, presentan cambios en su expresion, lo
que sugiere una reprogramacion transcripcional que influye en la capacidad de
recuperacion del coral. Estas modificaciones pueden determinar la resiliencia del
organismo ante el blanqueamiento, afectando la homeostasis del holobionte y su
interaccidn con sus endosimbiontes (DeSalvo et al., 2010; Meyer et al., 2009; Pinzén
et al.,, 2015; Rose et al., 2016). Asociadas a este proceso, identificamos tres
histonas que mostraron abundancia diferencial en especimenes blanqueados de M.

complanata: histona H4, histona H2B y histona H3.

Las histonas son proteinas altamente conservadas que regulan una amplia
cantidad de procesos asociados al ADN, incluida la replicacion, la recombinacion,
la reparacién y la transcripcién (Campos & Reinberg, 2009; Hauer & Gasser, 2017).
Adicionalmente, podemos destacar también que las histonas juegan un papel
importante en el empaquetamiento del ADN conformando los nucleosomas y la
cromatina (Alberts et al., 2015). Los genes de histonas estan codificados por familias
de genes de multiples copias que aseguran su suministro tanto en condiciones
favorables como adversas (Campos & Reinberg, 2009). Las alteraciones en los
niveles de histonas, las modificaciones postraduccionales (PTM) y las interacciones
proteina-proteina modulan la estructura y las funciones de la cromatina (Campos &
Reinberg, 2009; Hauer & Gasser, 2017). Adicionalmente, estas proteinas que se
dividen en cinco familias: H1, H2, H3, H4 y H5.

Anteriormente se han publicado algunos estudios sobre la relacion que guardan las
concentraciones diferenciales de la proteina H4 y distintos tipos de estrés en
diversos organismos. Kumar y colaboradores reportaron en 2020 que en la levadura
Candida glabrata ocurre una disminucion en la concentracién de histonas H4
cuando ésta es sometida a estrés oxidativo y a estrés térmico de 42 °C.
Adicionalmente, se reportdé que la exposicion al agente genotdéxico metil
metanosulfato causa una reduccion significativa en las cantidades de ARNm y
proteinas de las histonas H3 y H4, asi como que una baja expresion del gen H4
genera resistencia a este mismo agente (Kumar et al.,, 2020). Los mecanismos
implicados en el desarrollo de esta resistencia abarcarian la recombinacién

homodloga de las histonas H3 y H4 en la reparacién del dafio del ADN, una mayor
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eficiencia de este proceso y por lo tanto, una reparacion mas rapida del ADN dafado
por el metil metanosulfato. Estos hallazgos reflejan que la reduccién de los niveles
de H4 en C. glabrata podrian ser una respuesta general al estrés que podria ayudar
a la supervivencia del entorno hostil del anfitrion. Adicionalmente, hipotetizan que
las cantidades reducidas de H4 en C. glabrata podrian también estar implicadas en
la liberacion de proteinas necesarias para sobrevivir al estrés o activar
transcripcionalmente la expresion de las proteinas de respuesta a estrés (Kumar et
al., 2020).

Nuestros hallazgos concuerdan con lo reportado en C. glabrata, ya que las tres
histonas presentaron una abundancia reducida en especimenes blanqueados de M.
complanata. Se ha propuesto que la disminucién en los niveles de H4 podria indicar
una respuesta generalizada al estrés que contribuye a la supervivencia en entornos
adversos, favoreciendo la expresion de proteinas esenciales para la adaptacién al

estrés (Figura 21).

Transporte

El transporte celular representa otra funcion fundamental que suele verse afectada
durante los eventos de blanqueamiento, lo que a menudo se atribuye a un aumento
en la respuesta de los cnidarios o a un mayor uso de las reservas energéticas.
Durante el estrés térmico, la redistribucion de nutrientes y metabolitos dentro de la
célula se vuelve crucial para sostener la viabilidad celular, ya que el metabolismo
energético se ve alterado. Ademas, el blanqueamiento conlleva la expulsion de
simbiontes fotosintéticos, lo que reduce la disponibilidad de compuestos organicos
derivados de la fotosintesis y genera una mayor dependencia de rutas metabdlicas
alternativas. Como consecuencia, los procesos de transporte intracelular pueden
experimentar cambios significativos, incluyendo la regulacion de proteinas
transportadoras, la movilizacién de iones esenciales y la reorganizacién del trafico
vesicular (A. D. Hughes et al., 2010; Tremblay et al., 2016; Wooldridge, 2014).

Las proteinas Rab son una familia de proteinas que a su vez pertenece a la
superfamilia de las proteinas Ras. Las proteinas Rab son pequefias GTPasas
membranales que participan principalmente en la formacion y transporte de

vesiculas mediante reconocimiento por parte de proteinas Rab efectoras. Las
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proteinas Rab son reguladores clave del trafico de las membranas intracelulares,
desde la formacion de vesiculas de transporte hasta su fusion con otras membranas
(Hutagalung & Novick, 2011; Saraste, 2016; Stenmark, 2009). En el presente
estudio identificamos una proteina Rab1A y una proteina Rab2A con abundancias

diferenciales aumentadas en los especimenes blanqueados de M. complanata.

Abordando a Rab1A especificamente, esta proteoforma de proteina Rab1 esta
implicada en diversas funciones, por ejemplo, regula el transporte de proteinas
vesiculares desde el reticulo endoplasmico (RE) hasta el aparato de Golgi y sobre
la superficie celular, también desempena un papel en la secrecién de IL-8 y de la
hormona del crecimiento. Las proteinas Rab1A son necesarias para modular la
morfologia compactada del aparato de Golgi, asi como para regular el nivel de
CASR presente en la membrana celular. Estas proteinas también juegan un papel
importante en el trafico de proteinas, por lo que son importantes para los procesos
de adhesion y migracion celular. Adicionalmente, las proteinas Rab1A también
desempefian un papel en el ensamblaje del autofagosoma, en las reacciones de

defensa celular contra las bacterias patogenas (Zoppino et al., 2010).

En la planta Hevea brasiliensis sometidas a estrés por agua (sequia) se reportd una
sobreexpresion del gen que codifica para Rab1A y una sobre expresion de la
proteina propiamente dicha. Anteriormente se ha descrito la participacion del trafico
de vesiculas intracelulares en la adaptacion de las plantas a diversos tipos de estrés
ambiental, por lo que una expresidn elevada de esta proteina podria estar implicada

en este proceso de supervivencia (Pramod et al., 2017).

Abordando a la proteina Rab2A, esta isoforma de Rab2 cumple las mismas
funciones que los miembros de la familia Rab y desempena un papel muy similar al
de Rab1A. La principal diferencia radica en la localizacion de esta enzima, mientras
que Rab1 se localiza en tanto en el reticulo endoplasmico como en el complejo de
Golgi, Rab2 solamente se localiza en la region cis del complejo de Golgi. Esta zona
se refiere a la caras cis de los dictiosomas, las cuales se encargan de recibir las
vesiculas de transicion con proteinas interiorizadas sintetizadas en la membrana del
reticulo rugoso. Adicionalmente, se ha reportado que en plantas, Rab2A esta

implicada en diversos procesos tales como transporte de proteinas, desarrollo de
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raices, reparacion de membranas celulares, osmorregulacion y division celular
(Cheung et al., 2002; Maringer et al., 2016; O’'Mahony & Oliver, 1999; Zhang et al.,
2006).

El aumento en la abundancia de proteinas involucradas en el transporte intracelular,
como Rab1A y Rab2A, sugiere un aumento en el transporte de micronutrientes en
respuesta a la pérdida de los endosimbiontes, las cuales constituyen la principal
fuente de alimento para los cnidarios. Ante la reduccién en el suministro de
compuestos fotosintéticos provenientes de los endosimbiontes, el organismo podria
compensar esta deficiencia mediante una mayor movilizacion de nutrientes vy
metabolitos esenciales dentro de la célula. Ademas, las alteraciones en la expresion
de proteinas del citoesqueleto también podrian contribuir a este fendmeno, dado el
papel crucial que desempefan los filamentos y microtubulos en el transporte
vesicular Estos cambios en la dinamica del citoesqueleto pueden facilitar la
redistribucién de recursos celulares en un intento de mitigar los efectos del estrés

térmico y mantener funciones celulares esenciales.

Metabolismo de carbohidratos

La fosfopiruvato hidratasa, también conocida como enolasa, es una enzima que
forma parte de la via metabdlica de la glucdlisis cuya funcion es la de catalizar la
transformaciéon de 2-fosfoglicerato a fosfoenolpiruvato. Ademas de ser importante
para la degradacion de la glucosa, la enolasa también participa en diversos
procesos como el control del crecimiento, la tolerancia a la hipoxia y las respuestas
alérgicas (Li et al., 2017; Yang et al., 2021).

En nuestro estudio previo sobre el proteoma soluble de M. complanata, observamos
un patron de expresion diferencial en dos proteinas asociadas al metabolismo de
los carbohidratos: alfa-enolasa e isomerasa de triosa fosfato. Ambas proteinas
estan involucradas en las vias de glucdlisis y gluconeogénesis; sin embargo,
mientras que la alfa-enolasa presenté una regulacion al alza, la isomerasa de triosa
fosfato mostré una regulacion a la baja (Hernandez-Elizarraga et al. 2019). El
aumento en la abundancia de la alfa-enolasa podria representar una respuesta a la
disminucién en la disponibilidad de energia como consecuencia de la reduccion en

la densidad de simbiontes, dado que la glucdlisis es una fuente principal de ATP y
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proporciona moléculas precursoras para la sintesis de lipidos (Hernandez-
Elizarraga et al., 2019; Leggat et al., 2011). Por el contrario, la regulacién negativa
de la isomerasa de triosa fosfato sugiere que el estrés térmico induce una supresion
de esta enzima como un mecanismo para redirigir el flujo metabdlico de la glucélisis
hacia la via de las pentosas fosfato, lo que permite contrarrestar el dafio oxidativo
mediante la generacion de NADPH, un importante agente antioxidante (Hernandez-
Elizarraga et al., 2019; Nogae & Johnston, 1990; Pollak et al., 2007; Ralser et al.,
2007).

A pesar de la ausencia de otras proteinas diferencialmente abundantes
relacionadas con el metabolismo de los carbohidratos, la sobreexpresion de la
enolasa observada en este estudio podria estar vinculada a este fenémeno,
indicando una posible reconfiguracion metabdlica en respuesta a las condiciones de
blanqueamiento. Esta reconfiguracidon podria representar un ajuste adaptativo en el
metabolismo energético del coral, en el que se favorece la activacion de rutas
glucoliticas para compensar la pérdida de aporte energético proveniente de sus

endosimbiontes.
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Figura 21. Procesos celulares afectados por la abundancia diferencial de proteinas
en especimenes de M. complanata blanqueados por estrés térmico. 1 Indica
aumento en la abundancia de proteinas y procesos; | indica disminucion en la
abundancia de proteinas y procesos. Las cruces blancas representan contrarresto.
Acrénimos: tiorredoxina (TRX), proteina de choque térmico 70 (HSP70), proteina de
choque térmico 70 cognada (HSC70), especies reactivas de oxigeno (ROS), via de
las pentosas fosfato (PPP), aldehido deshidrogenasa (ALDH), peroxirredoxina
dependiente de tiorredoxina (TRX-d PRX), proteina con dominio EF-hand (EF),
proteina motora de miosina (MMP), proteina reguladora de miosina (MRP), proteina
de cadena ligera 3C asociada a microtubulos 1A/1B (LC3C), proteina con dominio
ZP (ZP).

Los cambios protedmicos observados en M. complanata durante el blanqueamiento
resaltan los esfuerzos del anfitrion cnidario por adaptarse al estrés térmico mediante
procesos como la regulacion del transporte intracelular, la reorganizacion del
citoesqueleto y el mantenimiento de la homeostasis redox. Estos mecanismos
adaptativos podrian ayudar a mitigar el dafo celular inmediato, reflejando la
capacidad del holobionte para responder a los factores de estrés ambiental. Sin
embargo, la disminucion en la abundancia de proteinas esenciales para la
reparacion tisular, la proliferacion celular y la integridad estructural sugiere
limitaciones en la resiliencia a largo plazo de M. complanata en comparacion con
otros corales, los cuales a menudo presentan mecanismos de recuperacidon mas
robustos. Estos hallazgos resaltan la vulnerabilidad de M. complanata ante eventos
de blanqueamiento repetidos o prolongados, los cuales podrian comprometer su
persistencia en escenarios futuros de cambio climatico. Ademas, la identificacion de
HSP70 y proteinas con dominio EF-hand como efectores clave en la respuesta al
estrés sugiere su potencial como biomarcadores para la deteccion temprana de
estrés y el monitoreo de la resiliencia en M. complanata. Esto proporciona un
panorama valioso para ayudar a comprender mejor y gestionar las estrategias de

supervivencia de los hidrocorales en entornos marinos en constante cambio.
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Limitantes

En este punto, es importante considerar que una de las limitaciones de este estudio
radica en la recoleccidon de especimenes de hidrocorales provenientes de una sola
colonia por condicion. Sin duda, el muestreo de multiples colonias por condicién
habria proporcionado una mayor diversidad genética, permitiendo una comprension
mas amplia de la variabilidad protedmica y aumentando la relevancia bioldgica de
los hallazgos. Lamentablemente, debido a restricciones de accesibilidad y permisos
en el momento de la recoleccion, el muestreo tuvo que limitarse a una sola colonia
por condicion. Sin embargo, explorando los antecedentes es posible encontrarse
con diversos estudios dmicos sobre blanqueamiento que se han realizado con
especimenes recolectados de la misma colonia o de lineas clonales de laboratorio
(DeSalvo et al., 2010; Ishii et al., 2019; Sproles et al., 2019; Starcevic et al., 2010;
Weston et al., 2015). Si bien esta limitacién reduce el alcance de la replicacion
biolégica, en el presente estudio se empleé una combinaciéon de enfoques
estadisticos univariados y multivariados para reforzar la solidez de nuestros
resultados. Estos métodos, que han sido aplicados con éxito en otros estudios
omicos (Durbin et al., 2002; Huber et al., 2002), permiten identificar patrones incluso
aun cuando el tamafio de la muestra es limitado. No obstante, los estudios futuros
deben aspirar a incorporar un mayor numero de réplicas bioldgicas provenientes de
multiples colonias para considerar la variabilidad entre colonias y fortalecer aun mas

la validacién estadistica de los hallazgos.

Por otra parte, la complejidad del proteoma es un factor crucial para considerar al
estudiar el proteoma. Al tratarse de una entidad dinamica en constante cambio, la
abundancia de diversos tipos de proteinas y proteoformas puede variar debido a
multiples factores, incluso dentro de un mismo organismo (Harper et al., 2016).
Estos cambios, en conjunto, pueden generar resultados contrastantes en estudios
protedmicos dirigidos a investigar condiciones como el blanqueamiento coralino.
Aunque las proteinas identificadas proporcionan una vision general de algunos de
los procesos afectados por el estrés térmico en M. complanata, estudios adicionales
serian requeridos para evaluar la actividad proteica, y asi profundizar en la

comprension de los mecanismos de supervivencia celular de estos holobiontes.
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9. Conclusiones

El presente estudio proporciona nuevos conocimientos sobre los posibles cambios
en los procesos celulares y de supervivencia asociados a las variaciones en la
abundancia de proteinas al comparar los proteomas totales de M. complanata en
condiciones de no blanqueamiento y blanqueamiento después del ENSO 2015-
2016. Estos hallazgos permiten identificar patrones diferenciales de expresion
proteica que podrian estar relacionados con mecanismos de adaptacion o
vulnerabilidad frente al estrés térmico. La alteraciéon de estos procesos celulares ha
sido ampliamente reportada en estudios previos sobre blanqueamiento en otros
cnidarios, utilizando enfoques tanto proteémicos como transcriptomicos para

evaluar las respuestas moleculares ante condiciones ambientales adversas.

Nuestros resultados revelan patrones diferenciales en la abundancia de proteinas
involucradas en diversos procesos biologicos, tales como la biosintesis de
aminoacidos, el metabolismo de carbohidratos, la comunicacion celular, el ciclo
celular, la reparacion del ADN, el mantenimiento de la matriz extracelular, la
respuesta a choque térmico, la sefializacién y el transporte intracelular. Estos
cambios reflejan una reconfiguracion molecular que sugiere tanto mecanismos de
adaptacién como posibles desajustes fisioldgicos en respuesta al estrés térmico.
Ademas, resaltan las respuestas del cnidario ante condiciones ambientales
adversas, al mismo tiempo que evidencian posibles vulnerabilidades estructurales
y funcionales, como una menor capacidad de reparacion tisular y proliferacion
celular, lo que, en consecuencia, podria limitar su resiliencia a largo plazo y afectar

su capacidad de recuperacion frente a eventos de blanqueamiento recurrentes.

Ademas, nuestro estudio contribuye a una comprension mas amplia y detallada de
las respuestas protedmicas exhibidas por los cnidarios formadores de arrecifes ante
el fendmeno del blanqueamiento, proporcionando informacion clave sobre los
mecanismos moleculares involucrados en su adaptacion y vulnerabilidad. Por otra
parte, investigaciones futuras que exploren perfiles metaboldmicos y ensayos

enzimaticos podrian aportar datos adicionales sobre la regulaciéon bioquimica y la
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dinamica metabdlica de estos organismos bajo condiciones de estrés. Esto, a su
vez, permitiria obtener una comprension mas integral de sus respuestas fisiologicas
al blanqueamiento, asi como una mejor evaluacion de su capacidad de recuperacion
y persistencia en condiciones oceanicas adversas y en escenarios de cambio

climatico acelerado.
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