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RESUMEN

Millepora complanata es un hidrocoral formador de arrecifes ampliamente
distribuido en el Caribe Mexicano. Esta especie se ha visto seriamente afectada por
el estrés térmico derivado calentamiento global. Este factor de estrés ambiental
origina el fendmeno conocido como blanqueamiento, el cual amenaza la
supervivencia de los organismos del género Millepora y de los constructores de
arrecifes en general. El propdsito de este trabajo de investigacion fue determinar el
efecto de la disrupcion de la simbiosis cnidario-Symbiodiniaceae, provocada por el
estrés térmico derivado del calentamiento global, sobre la transcripcién de genes
implicados en los procesos celulares de supervivencia del “coral de fuego” M.
complanata. Como punto de partida para esta investigacion, se evaluaron 8
meétodos de extraccion de ARN, siendo el método 5 (extraccion con acido borico
modificada) el procedimiento mas adecuado para la obtencion del ARN. Por otro
lado, derivado de la determinacion del blanqueamiento se observd que los
especimenes blanqueados contenian un contenido de clorofila significativamente
menor que los hidrocorales normales y la presencia de algas de los géneros
Durusdinium y Cladocopium solo se encontré6 en tejidos de M. complanata
normales, lo que podria estar asociado con la mayor resistencia que estas colonias
exhibieron durante el blanqueamiento. Por medio de un analisis de expresion
diferencial encontramos que 299 genes se expresaron diferencialmente en colonias
blanqueadas de M. complanata después del ENSO 2015-2016 en el Caribe
Mexicano. La respuesta diferencial de M. complanata al blanqueamiento mostro
términos enriquecidos para categorias funcionales tales como ribosoma, ARN
polimerasa y factores de transcripcion basales, chaperona, oxidorreductasa, entre
otros. Nuestros resultados sugieren que los mecanismos de respuesta al choque
térmico mostrados por M. complanata incluyen: una regulacién al alza de las
defensas antioxidantes endogenas; una mayor expresion de genes de respuesta al
estrés por calor; regulacién al alza de genes relacionados con la transcripcion,
mayor expresion de genes asociados a procesos de transporte, entre otros.
Finalmente, exploramos la diversidad de toxinas en el transcriptoma de M.
complanata utilizando un enfoque de mineria de datos. Las citolisinas se predijeron
a partir del transcriptoma al compararlas con la base de datos del Proyecto de
Anotacién de Toxinas Animales, lo que dio como resultado 190 toxinas putativas,
incluidas metaloproteasas, toxinas que alteran la hemostasia, fosfolipasas, entre
otras. Este estudio constituye el primer analisis de expresion génica diferencial de la
respuesta molecular de un hidrozoo formador de arrecifes durante el
blanqueamiento. Ademas, este es el primer anadlisis de mineria de datos
transcriptomicos que explora la diversidad de las toxinas sintetizadas por un
organismo del género Millepora. Sin duda, este trabajo aporta informacién que
ampliara nuestra comprension general de la riqueza estructural de las toxinas de los
cnidarios.
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ABSTRACT

Millepora complanata is a reef-building hydrocoral widely distributed in the Mexican
Caribbean. This species has been seriously affected by thermal stress derived from
global warming. This environmental stress factor causes the phenomenon known as
bleaching, which threatens the survival of organisms of the genus Millepora and
others reef-builders in general. The purpose of this research work was to determine
the effect of the disruption of the cnidarian-Symbiodiniaceae symbiosis, caused by
thermal stress derived from global warming, on the transcription of genes involved in
the cellular survival processes of the "fire coral" M. complanata. As a starting point
for this research, 8 RNA extraction methods were evaluated, being method 5
(modified boric acid extraction) the most suitable procedure for obtaining RNA. On
the other hand, derived from the bleaching determination, it was observed that the
bleached specimens contained a significantly lower chlorophyll content than normal
hydrocorals, and the presence of algae of the genera Durusdinium and
Cladocopium was only found in normal M. complanata tissues, which which could
be associated with the greater resistance that these colonies exhibited during
bleaching. Through differential expression analysis we found that 299 genes were
differentially expressed in bleached colonies of M. complanata after ENSO
2015-2016 in the Mexican Caribbean. The differential response of M. complanata to
bleaching showed enriched terms for functional categories such as ribosome, RNA
polymerase and basal transcription factors, chaperone, oxidoreductase, among
others. Our results suggest that the heat-shock response mechanisms exhibited by
M. complanata include: an up-regulation of endogenous antioxidant defenses;
increased expression of heat stress response genes; up-regulation of genes related
to transcription, increased expression of genes associated with transport processes,
among others. Finally, we explored the diversity of toxins in the M. complanata
transcriptome using a data mining approach. Cytolysins were predicted from the
transcriptome by comparing with the Animal Toxin Annotation Project database,
resulting in 190 putative toxins, including metalloproteases, hemostasis-altering
toxins, phospholipases, among others. This study constitutes the first differential
gene expression analysis of the molecular response of a reef-building hydrozoan
during bleaching. Furthermore, this is the first transcriptomic data mining analysis to
explore the diversity of toxins synthesized by an organism of the genus Millepora.
Undoubtedly, this work provides information that will broaden our general
understanding of the structural richness of cnidarian toxins.



1. INTRODUCCION

Los arrecifes de coral son considerados como los ecosistemas mas diversos de
todo el planeta (Knowlton et al., 2010; Plaisance et al., 2011). Se estima que, a
pesar de que solamente representan el 0.1% de la superficie de los océanos, los
arrecifes de coral soportan a mas del 25% de todas las especies marinas. Ademas,
los constructores de arrecifes son indispensables para actividades como el turismo
y la pesca (Hughes et al., 2017). Dentro de la gran variedad de organismos capaces
de formar estructuras coralinas se encuentran los hidrocorales. Estas especies del
género Millepora son consideradas como los organismos mas importantes para la
edificacién de los arrecifes de coral, solo por debajo de los corales escleractineos
(Rojas-Molina et al., 2011). Ademas de su importancia ecoldgica, los hidrocorales

son conocidos comunmente como “corales de fuego”, ya que inducen efectos

toxicos en el humano (Lewis, 2006).

Corales, hidrocorales y otros cnidarios mantienen una simbiosis mutualista con
algas del la familia Symbiodiniaceae, la cual es fundamental para la formacién de
las estructuras coralinas (Fransolet et al., 2012; Muller-Parker et al., 2015). Las
algas, que viven dentro de los tejidos del hospedante, llevan a cabo fotosintesis y
transfieren al cnidario mas del 95% de sus productos fotosintéticos. A cambio, estos
simbiontes cuentan con un refugio contra los herbivoros y tienen acceso a
productos metabdlicos de desecho del cnidario, tales como nitrégeno inorganico,
fésforo y CO2, que es empleado para realizar la fotosintesis (Venn et al., 2006;
Yellowlees et al., 2008).

Desafortunadamente, los arrecifes de coral estdn amenazados por diversas
perturbaciones, entre las que destacan el calentamiento global y la acidificacion de
los océanos (Lesser, 2011; Neal et al., 2017). Estas perturbaciones provocan un
fendbmeno conocido como blanqueamiento, el cual ocurre cuando la simbiosis

cnidario-Symbiodiniaceae sufre un desequilibrio (Ainsworth & Brown, 2021),


https://www.zotero.org/google-docs/?MmTosc
https://www.zotero.org/google-docs/?4Mh5p0
https://www.zotero.org/google-docs/?vMXw85
https://www.zotero.org/google-docs/?aXnybD

causado por un decremento o pérdida de la poblacion de simbiontes o una
reduccion en la concentracion de pigmentos fotosintéticos, o ambos (Hoegh-
Guldberg, 1999; Lesser, 2006). La frecuencia y gravedad con la que se presenta
este fenobmeno ha aumentado en los ultimos afos y se han registrado eventos de
blanqueamiento masivo en todas las regiones tropicales del mundo en 1987, 1998,
2003, 2005, 2010 y 2015-2016 (Olguin-Lopez et al., 2018). Algunos modelos
climaticos predicen que si la emisién de CO: continua a la tasa actual, los eventos
de blanqueamiento aumentaran en frecuencia y severidad, amenazando seriamente
la supervivencia de los arrecifes de coral. Ante este panorama, se ha proyectado
que el 90% de los arrecifes de todo el mundo estaran en grave riesgo, si los
eventos de blanqueamiento llegaran a presentarse de forma anual (R. A. Hill, 2011;
Liu et al., 2018; Takahashi & Murata, 2008).

Con respecto a los mecanismos celulares involucrados en el blanqueamiento,
numerosas evidencias indican que una elevacion en la temperatura del mar y un
aumento en la radiacion solar provoca una inhibicién del fotosistema Il
(fotoinhibicion) en las algas simbiontes, lo cual genera una sobreproduccién de
especies reactivas de oxigeno que danan a ambos integrantes de la simbiosis. Los
mecanismos propuestos para explicar la fotoinhibicidn incluyen: a) inhibicidén en la
sintesis del precursor de la proteina D1; b) inactivacion de la enzima ribulosa 1,5
bifosfato carboxilasa oxigenasa y c) dafio a las membranas tilacoidales de las
algas, lo cual desencadena un proceso de apoptosis en las células del huésped y
del hospedero (R. Hill et al., 2014; R. A. Hill, 2011; Liu et al., 2018; Tchernov et al.,
2011; Tolleter et al., 2013; Tomanek, 2011). Adicionalmente, se ha observado que
durante el blanqueamiento, el aporte de CO: a las algas por parte de los cnidarios
se ve disminuido, lo que provoca un bloqueo en el transporte de electrones en la
fase oscura de la fotosintesis, desencadenando una generacion excesiva de
especies reactivas de oxigeno y dano al fotosistema II. El blanqueamiento altera
significativamente el equilibrio ecolégico de las comunidades arrecifales (Baker
et al., 2008; Weis, 2008), y aunque se ha observado que algunas especies de

cnidarios que sufren la pérdida de sus simbiontes pueden sobrevivir, en otras
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especies, el blanqueamiento puede conducir a la muerte masiva. Se ha sugerido
que ciertas especies de cnidarios son capaces de enfrentar el estrés térmico, a
través de algunos procesos adaptativos que incluyen: aclimatacién, adaptacion
genética y/o intercambio de simbiontes (Ainsworth et al., 2008; Krueger et al., 2015;
Maor-Landaw & Levy, 2016; Palumbi et al., 2014).

En los ultimos afios, la incidencia y severidad de los eventos de mortalidad a escala
global por estrés térmico han aumentado considerablemente (Kalmus et al., 2022).
Los estudios destinados a explicar las consecuencias del estrés térmico en los
cnidarios simbi6ticos solo se han llevado a cabo en especies de Anthozoa, y no hay
evidencia precedente sobre los efectos del estrés térmico en organismos del género
Millepora. Por esta razon, el objetivo del presente trabajo fue determinar el efecto
de la disrupcion de la simbiosis cnidario-Symbiodiniaceae, provocada por el estrés
térmico derivado del calentamiento global, sobre la transcripcion de genes
implicados en los procesos celulares de supervivencia del “coral de fuego” M.

complanata.


https://www.zotero.org/google-docs/?0S4Df9
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2. ANTECEDENTES

2.1.0rganismos del Phylum Cnidaria

Los Cnidarios, son organismos marinos pertenecientes al linaje mas antiguo de
animales venenosos (Avian & Ramsak, 2021; Blackstone & Cartwright, 2021); este
Phylum cuenta con aproximadamente 13 000 especies que se distribuyen en
diferentes habitats acuaticos alrededor del mundo (Jouiaei et al., 2015). Los
Cnidarios (corales, anémonas, medusas, hidras, entre otros) son un grupo diverso
de animales de interés para ecoélogos y bidlogos del desarrollo evolutivo (Steele
et al., 2011). Estos organismos poseen células especializadas en la produccion y
liberacién de toxinas, por lo que se encuentran clasificados como los animales mas
venenosos del planeta (Frazéo et al., 2012). Sin embargo, las toxinas producidas
por los Cnidarios no han sido tan ampliamente estudiadas como aquellas de

animales terrestres (serpientes, escorpiones y aranas) (Turk & Kem, 2009).

2.2 VVenenos de los cnidarios

El Phylum Cnidaria se caracteriza por incluir a los animales mas venenosos que
existen (O’Hara et al., 2021). La composicién del veneno de los cnidarios no es
conocida a detalle, pero se estima que esta constituido de aproximadamente unos
250 compuestos de naturaleza proteica, de los cuales se tienen identificados
péptidos, proteinas, enzimas e inhibidores de proteinasas. Estos venenos también
pueden contener compuestos de naturaleza no proteica, tales como purinas,
compuestos cuaternarios de amonio, aminas biogénicas y betainas. Poco se sabe
de los genes que codifican para las toxinas producidas por los cnidarios vy
solamente se han descrito pocas estructuras proteicas tridimensionales (Frazao
et al., 2012). La diversidad de componentes de naturaleza proteica en los venenos
de los cnidarios comprende una mezcla compleja de moléculas. Entre los
componentes mas importantes se encuentran, las proteinas de alto peso molecular,
pequefios péptidos y poliaminas, los cuales tienen como finalidad colapsar la
fisiologia celular de sus presas después de la inyeccion de sus toxinas (Jouiaei
et al., 2015).


https://www.zotero.org/google-docs/?Mpyk5V
https://www.zotero.org/google-docs/?DbJWv5
https://www.zotero.org/google-docs/?DbJWv5
https://www.zotero.org/google-docs/?b50Iin
https://www.zotero.org/google-docs/?L4V5GN
https://www.zotero.org/google-docs/?g5qdkP
https://www.zotero.org/google-docs/?g5qdkP
https://www.zotero.org/google-docs/?apYlYJ
https://www.zotero.org/google-docs/?apYlYJ

2.2.1.Enzimas

Las enzimas contenidas en los diferentes venenos de los cnidarios, como
anémonas y corales, presentan importantes actividades citoliticas y citotoxicas
(Romero et al.,, 2010). Se ha observado la presencia de estas enzimas en los
venenos de Bunodosoma caissarum 'y Millepora platyphylla (de Oliveira et al.,
2006; Radwan & Aboul-Dahab, 2004). Estas toxinas ademas pueden presentar
algunos otros efectos que incluyen actividad antimicrobiana, antiparasitaria o accién
sobre canales ionicos (Dube et al., 2007; Norton et al., 2004; Seleghim et al., 2007).
En cnidarios, las toxinas con actividad enzimatica se encuentran clasificadas en dos

grupos: fosfolipasas A2 y metaloproteasas.

2.2.1.1. Fosfolipasas A2

La actividad de fosfolipasa A2 (PLA2) ha sido detectada en homogeneizados de los
tentaculos de cnidarios pertenecientes a las clases Anthozoa, Scyphozoa, Hydrozoa
y Cubozoa (Nevalainen et al., 2004). Esta clase de enzimas hidrolizan el enlace en
la posicion sn-2 de los glicerofosfolipidos para producir acidos grasos libres
(Frazéo et al., 2012). La presencia de PLAZ2s en los venenos de organismos como
reptiles, centipedos, insectos, aracnidos, cnidarios y cefalopodos indica que son
componentes esenciales en el arsenal toxico de estos animales. Las PLA2s en los
Cnidarios son importantes para la defensa, la inmovilizacién y digestion de las

presas (Talvinen & Nevalainen, 2002).

2.2.1.2. Metaloproteasas

Las metaloproteasas son componentes importantes de los venenos de animales
terrestres como centipedos, serpientes y garrapatas (Fry et al., 2009), estas toxinas
causan hemorragia y necrosis por la degradacién de la matriz extracelular y la
prevencion de la formacidén de coagulos sanguineos (Fox & Serrano, 2005). Las
metaloproteasas han sido detectadas en el veneno de medusas tales como

Stomolophus meleagris y Chironex flecheri (R. Li et al., 2014). Algunas de las
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funciones citotéxicas de las metaloproteasas incluyen actividades gelatinolitica,

caseinolitica y fibrinolitica (Lee et al., 2011).

2.2.2.Toxinas formadoras de poros

Las toxinas formadoras de poro (PFTs) se encuentran en varios de los venenos de
los cnidarios. El mecanismo de accion de estas toxinas consiste en la penetraciéon a
través de la membrana de la célula blanco, lo que permite la difusién de pequenas
moléculas y solutos, provocando la pérdida del balance osmotico y, por
consiguiente, la lisis celular (Rosado et al., 2008). Las toxinas formadoras de poro
cuentan con dos tipos de estructuras: 1) una estructura monomérica estable y
soluble en agua, que se une a receptores de la célula blanco y 2) estructuras
oligoméricas, enlazadas entre si, que se unen a las membranas para formar poros
(Parker & Feil, 2005). Las toxinas formadoras de poros de los cnidarios se clasifican
en dos grupos, dependiendo del tipo de estructura que utilizan para poder penetrar
la membrana y adquirir la actividad formadora de poro: 1) las a-PFTs, las cuales
poseen varias a-hélices y forman estructuras de barril y 2) las R-PFTs, las cuales
son ricas en laminas R (Crnigoj Kristan et al., 2009; Sher et al., 2005; Suput, 2009).

2.2.2.1. Toxinas de medusas

Las toxinas secretadas por algunas medusas son de las mas potentes y con el
mecanismo de accidon mas rapido (Amreen Nisa et al., 2021). Esta familia de
toxinas fue originalmente reportada en la medusa Carybdea alata tras la
identificacion de la toxina CAH1, también conocida como CaTX-A/B, la cual fue
caracterizada subsecuentemente en otros cubozoos (Chung et al., 2001; Nagai
et al., 2000). A esta familia de toxinas pertenecen: la CrTX-A/B de Carybdea rastoni,
la CqTX-A de Chiropsalmus quadrigatus; la CfTX-1/2 y la ZfTX-A/B/B/bt de
Chironex fleckeri, entre otras (D. Brinkman & Burnell, 2007; D. L. Brinkman et al.,
2014; Nagai et al., 2000, 2002). Ademas, se han reportado toxinas homologas a las
de los cubozoarios en organismos de las clases Scyphozoa (Aurelia aurita),

Anthozoa (Aiptasia pallida) e Hydrozoa (Hydra magnipapillata, Hydractinia
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symbiolongicarpus e Hydra vulgaris), 1o cual sugiere un origen evolucionario comun
de estas toxinas (Jouiaei et al.,, 2015). Las toxinas de medusas, son proteinas
basicas con un peso molecular de 40 a 46 kDa y contienen dominios de a- hélices y
laminas R. El mecanismo de accion hipotético de estas toxinas comprende la
formacion de poros, mediante la oligomerizacion de a- hélices anfifilicas e
hidrofilicas en la region N-terminal de la toxina, dando como resultado la distorsiéon

de la membrana y la muerte celular (D. L. Brinkman et al., 2014; Nagai et al., 2000).

2.2.2.2. Hidralisinas

Adicionalmente a las otras toxinas formadoras de poro de los cnidarios, se ha
descrito una familia de R-PFTs secretada por las células digestivas endodermales
de la hidra verde Chlorohydra viridissima (M. Zhang et al., 2003). Estas toxinas no
derivan de los nematocistos, son secretadas durante la alimentacion y juegan un rol
importante en la lisis de los tejidos de las presas (Sher et al., 2008). Las hidralisinas
no son activas en fosfolipidos o carbohidratos membranales, pero se unen a

receptores especificos de membrana para la formacion de poros (Sher et al., 2005).

2.2.2.3. Complejo de ataque a la membrana

Este grupo de R-PFTs ha sido detectado en el veneno de las anémonas
Phyllodiscus semoni y Actinaria villosa. Las proteinas que forman el complejo de
ataque a la membrana, también han sido identificadas en la via del complemento,
en la respuesta del sistema inmune que involucra a las células T y a las células
“natural killer” (NK) (Nagai et al., 2002; Oshiro et al., 2004). Estas proteinas crean
un poro transmembranal en la célula blanco e inician distintas rutas de apoptosis
celular. En el caso de los cnidarios, estas toxinas son utilizadas para la captura,

depredacion y defensa (Voskoboinik et al., 2010).

2.2.3.Neurotoxinas

Las neurotoxinas de los cnidarios (toxinas que actuan a nivel de los canales i6nicos

dependientes de voltaje) son un grupo de péptidos de bajo peso molecular. Han
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sido encontradas principalmente en anémonas y tienen un rol fundamental en el
veneno para ayudar a estos animales a inmovilizar a su presa rapidamente y para
defenderse de los depredadores. De manera general, las neurotoxinas prolongan el
potencial de accidon en membranas excitables de neuronas, células cardiacas y de
musculo esquelético, mediante la modulacion de los canales de sodio o bloqueando
los canales de potasio durante la repolarizacion (Castafieda & Harvey, 2009). La
accion de las neurotoxinas provoca que las neuronas liberen cantidades masivas de
neurotransmisores al espacio sinaptico y a la unidn neuromuscular, causando
espasmos iniciales, seguidos de una paralisis flacida. Las toxinas de anémonas que
actuan a nivel de los canales idnicos dependientes de voltaje han sido estudiadas
exhaustivamente, ya que representan herramientas farmacoldgicas valiosas para
conocer la estructura y funcion de los canales de sodio y potasio y también pueden
ser usadas para el desarrollo de farmacos y bioinsecticidas (Bosmans & Tytgat,
2007; Chi et al., 2012; Upadhyay et al., 2013; Yan et al., 2014).

2.3.Cnidarios del género Millepora

Las especies del género Millepora son Cnidarios en forma de pélipos coloniales,
pertenecientes a la clase Hydrozoa, los cuales, producen esqueletos de carbonato
de calcio. Hasta ahora, se conocen 13 especies pertenecientes al género Millepora,
cuyas colonias se extienden por muchos metros formando un denso bosque de
arrecifes coralinos en aguas superficiales de mares tropicales alrededor del mundo.
De hecho, con excepciéon de los corales escleractinios (clase Anthozoa), las
especies del genero Millepora son los Cnidarios mas importantes formadores de
arrecifes coralinos, y por lo tanto, juegan un rol importante en la ecologia marina
(Rojas-Molina et al., 2012).

Estos organismos son llamados “corales de fuego” o corales urticantes, debido a
que el contacto con ellos causa lesiones similares a quemaduras que producen un
dolor severo, erupcion y ampollas en la piel (Bianchini et al., 1988; Sagi et al., 1987)

. Existen reportes de que el contacto con las especies de Millepora puede causar
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falla renal aguda, sindrome nefrético y edema pulmonar. Los agentes causales de
estas condiciones son toxinas de naturaleza proteica contenidas en los

nematocistos (Iguchi et al., 2008).

2.4.Hidrocorales como organismos holobiontes

Los corales e hidrocorales viven en simbiosis con algas fotosintéticas de la familia
Symbiodiniaceae, conocidas comunmente como zooxantelas o simbiontes. Esta
simbiosis constituye la base del ecosistema de los arrecifes coralinos,
proporcionando el complejo marco estructural que soporta la increible biodiversidad
de estos habitats, el crecimiento del coral y la calcificacion (Knowlton et al., 2010).
La simbiosis Cnidario-Symbiodinium es esencial para la formacién de importantes
estructuras en los arrecifes de coral (Fransolet et al., 2012). La evolucién de esta
asociacion les ha permitido a los corales e hidrocorales prosperar en ambientes
marinos oligotréficos tropicales, donde el alimento y los nutrientes son
generalmente escasos. Las algas, mediante la fotosintesis, proporcionan a los
cnidarios una fuente de energia metabdlica. Ademas, la fotosintesis efectuada por
los simbiontes, promueve el proceso de calcificacion, mediante el suministro de
precursores de la matriz organica del esqueleto y por el almacenamiento de
protones, producido durante la precipitacion del esqueleto de carbonato de calcio
de los corales (Moya et al., 2006). Las zooxantelas se alojan en la capa
gastrodérmica de los cnidarios, en tanto que las células del ectodermo estan
involucradas en el intercambio de compuestos con el ambiente externo y la
formacion del esqueleto del coral. Bajo condiciones normales, la densidad de
poblacion de simbiontes oscila entre los 0.5 a 5x106 células por cm?2 de superficie de

coral (Yellowlees et al., 2008).

Las algas del la familia Symbiodiniaceae son adquiridas por las células
gastrodermales del Cnidario, via fagocitosis, favoreciéndose la formacion de un
compartimiento intracelular cerrado y delimitado por una membrana, conocido como

“simbiosoma” (Roth, 2014). El hospedante proporciona la membrana que formara
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parte del simbiosoma, el cual sufre un proceso de maduracién y a su vez, el alga
desarrolla un complejo membranal a través del cual interactua con el hospedante.
Debido a su localizacién intracelular, las zooxantelas suministran carbono
inorganico disuelto y nutrientes para el crecimiento de los cnidarios, todo esto
transportado a través de multiples membranas que permiten el intercambio (Barott
et al., 2015).

Las algas simbiontes proporcionan mas del 95 % de los requerimientos energéticos
de los corales, a cambio, éstas tienen acceso directo a los productos de desecho
derivados del metabolismo del hospedante, como por ejemplo biéxido de carbono y
nitrégeno inorganico (Muller-Parker et al., 2015; Venn et al., 2008). Los simbiontes
son capaces de transportar el oxigeno molecular a los corales y la mayoria de la
transformacion quimica del carbono se realiza por medio de la fotosintesis,
generando compuestos organicos como glicerol, glucosa, aminoacidos y lipidos;
adicionalmente, el oxigeno producido por las reacciones fotosintéticas ayuda a
mantener los niveles de ATP necesarios para el proceso de calcificacion (Fransolet
et al., 2012). Por otra parte, los cnidarios les proveen a sus simbiontes nitrégeno
inorganico, fésforo, asi como refugio y proteccion de los herbivoros (Venn et al.,
2008; Yellowlees et al., 2008).

Ademas de la relacion simbidtica con algas de la familia Symbiodiniaceae, tanto
corales como hidrocorales se asocian con otras comunidades de microorganismos,
principalmente bacterias, constituyendo una sola entidad biolégica conocida como
holobionte. Las interacciones entre corales y los microorganismos favorecen la
salud de estos organismos y son esenciales para la funcion del arrecife, la
supervivencia y la conservacion (Tran, 2022). Poco se sabe de las interacciones
especificas que pueden existir entre las algas de la familia Symbiodiniaceae y los
microorganismos dentro de un coral hospedante. Sin embargo, se ha hipotetizado
que los huéspedes, pueden tener roles esenciales implicados en la salud, la

aclimatacion, la adaptabilidad, y la supervivencia durante condiciones
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homesotaticas o adversas (Garrido et al., 2021). De manera particular, se sabe que
el microbioma de algunos corales es benéfico para mantener la salud del
holobionte, ya que estos microorganismos estan involucrados en el metabolismo de
los nutrientes y en la formacion del sistema inmune. Algunas estrategias novedosas
proponen la manipulacion de los consorcios de microorganismos con la finalidad de
mejorar la respuesta ante condiciones ambientales desfavorables (Zhang et al.,
2021).

2.5.Blanqueamiento de arrecifes coralinos

Desde el punto de vista ecoldgico, los hidrocorales contribuyen con la estructura de
los arrecifes coralinos y proveen en sus ramas proteccion para otras especies. Las
colonias individuales de Millepora son de crecimiento rapido, las puntas blancas en
sus ramas indican la presencia de pocas algas simbiontes. ElI fendmeno de
blanqueamiento se refiere al efecto visual relacionado con la disminucion de las
poblaciones de simbiontes o con la reduccién de los pigmentos fotosintéticos de las
algas (Hoegh-Guldberg, 1999; Lesser, 2006, 2011). Esta disminucién de
zooxantelas es generada por diversos estresores ambientales (acidificacion del
océano, elevacion en la salinidad, aumento en la radiacion UV y aumento en la
temperatura de la superficie del océano), los cuales desencadenan la ruptura de la
simbiosis mutualista cnidario-alga (Anthony et al., 2008; Fitt et al., 2001; Gleason &
Wellington, 1993; Glynn & D’Croz, 1990). Se ha observado que el principal
detonante de este fendbmeno es la elevacion en la temperatura superficial del
océano. El aumento en la frecuencia y severidad de los eventos de blanqueamiento
masivo alrededor del mundo ha comprometido las poblaciones de hidrocorales
durante los ultimos 30 afnos, dejandolos susceptibles. M. alcicornis y M. complanata
fueron las primeras especies en exhibir blanqueamiento en la region del Caribe
(Fitt, 2012).

El blanqueamiento, generalmente produce la disminucion del crecimiento y el

incremento de la mortalidad de los cnidarios, ademas, puede ser considerado como

1
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una respuesta fisiolégica deletérea o de enfermedad. El fendmeno de
blanqueamiento comprende tres elementos principales: los factores externos o
detonantes, por ejemplo, la elevada temperatura; los sintomas, que incluyen la
eliminacién de las células de las algas simbiontes y la pérdida de los pigmentos
fotosintéticos; y finalmente, el mecanismo que genera el blanqueamiento, que da
como resultado la presentacion de los sintomas (Ainsworth & Brown, 2021). El
grado de blanqueamiento observado en diferentes simbiosis y en respuesta a
diferentes detonantes implica mecanismos de respuesta celular bastante complejos
(Douglas, 2003).

El blanqueamiento puede ocurrir debido a que los habitats marinos costeros estan
expuestos una amplia gama de alteraciones, que incluyen tormentas, precipitacion
y escorrentia terrestre, enfermedades, brotes de equinodermos depredadores,
contaminacion, estrés antropogénico, erosion, sedimentacion, variacion de la
salinidad, infecciones bacterianas, exposicion durante la marea baja, radiacion solar
(incluida la radiacién ultravioleta) y la elevacion de la temperatura de la superficie
del mar debido al cambio climatico global, que es el mas importante factor entre
todos (Douglas, 2003; Hume et al., 2013; Wilson et al., 2006). Se ha considerado
que el blanqueamiento representa un medio de control para minimizar el dano
fisioloégico, ocasionado por el desequilibrio metabdlico producido por el estrés
(Obura, 2009) (Obura, 2009) y numerosos estudios sugieren que el principal
mecanismo por el cual se genera el blanqueamiento es la sobreproduccién de

especies reactivas de oxigeno (ROS), en especial de H202 (Hume et al., 2013).

Ante elevadas temperaturas, alta irradiacion y condiciones de estrés se produce
fotoinhibicion (R. Hill et al., 2014; Muller-Parker et al.,, 2015), dafio en los
cloroplastos y en el sistema fotosintético de los simbiontes, en al menos tres
niveles: 1) Proteina D1, componente importante del fotosistema | (PSl), que consta
de cinco hélices transmembranales y que esta implicada en la fotdlisis del agua (R.
Hill & Ralph, 2007; Tolleter et al., 2013); 2) RuBisCO, la enzima ribulosa-1,5-
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bisfosfato carboxilasa oxigenasa, que cataliza dos procesos opuestos: la fijacion del
CO2 a una forma organica y como oxigenasa del mismo sustrato (Maor-Landaw &
Levy, 2016; Raina et al., 2015); 3) membranas tilacoides, en la cuales durante el
blanqueamiento se origina un desacoplamiento energético del transporte de
electrones en los dos fotosistemas (I y Il), por lo cual se continian generando
electrones, pero se deja de producir ATP y NADP (Seneca & Palumbi, 2015). El
exceso de electrones producido reduce Oz en lugar de NADP y produce el ion
superoxido Oz, que puede ser reducido por la superoxido dismutasa (SOD) a
peroxido de hidrogeno (H202), que es menos reactivo, pero aun perjudicial y mas
estable. El H202 puede reaccionar con hierro ferroso (Fe2*) para formar una especie
aun mas reactiva, el radical hidroxilo (-OH). Ademas, el exceso de electrones puede
reaccionar fotoquimicamente con pigmentos y Oz para generar en ultima instancia,
oxigeno atomico altamente reactivo (102) (Jokiel & Coles, 1990; Tomanek, 2011). El
estrés oxidativo implicado en la producciéon y acumulacion de ROS resulta
principalmente en el dafo a estructuras esenciales como lipidos, proteinas,
carbohidratos y ADN (Baird et al., 2009; Weis, 2008); de la misma manera el dano
generado por ROS juega un papel importante en la traduccion de sefales
implicados en apoptosis, autofagia y necrosis (R. Hill et al., 2014; Lilley et al., 2010;
Yellowlees et al., 2008).

2.6.Estudios previo de organismos del género Millepora

Existen algunos reportes relacionados con el aislamiento y la caracterizacion de
componentes toxicos de los extractos crudos de los corales de fuego. Por ejemplo,
se ha reportado que los extractos crudos de M. alcicornis (Wittle et al., 1971, 1974)
y M. tenera (Middlebrook et al.,, 1971) tienen propiedades hemoliticas y
dermonecréticas e inducen letalidad en ratones. En el caso particular de M.
complanata, nuestro grupo de trabajo encontré que el extracto acuoso preparado a
partir de este hidrocoral contiene una proteina de 30 kDa con efecto hemolitico y
actividad de PLA2 y dos proteinas de 15 y 17 kDa, respectivamente que inducen

vasoconstriccién en aorta aislada de rata (Ibarra-Alvarado et al., 2007). También se
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detectd la presencia de proteinas con un rango de peso molecular de 17 a 44 kDa y
péptidos pequenos de menos de 1.8 kDa que estimulan las contracciones del ileon
aislado de cobayo, mediante un mecanismo que involucra la entrada de Ca2z* al
interior de la células del musculo liso intestinal (Rojas et al., 2002). Adicionalmente,
se encontr6 que el extracto acuoso de M. complanata, administrado por via
intravenosa, induce violentas convulsiones y la muerte en ratones en menos de un
minuto, con una dosis letal media (DLso) de 4.62 ug de proteina/g de peso. Se
encontré también que dosis menores a la DLsp produjeron danos histopatolégicos
en tejido pulmonar y renal asociados con la presencia de citolisinas. El analisis
cromatografico del extracto acuoso de M. complanata permitié la purificacion de una
proteina de 61 kDa con efecto vasoconstrictor. Adicionalmente, se detectd la
presencia de compuestos vasoconstrictores de naturaleza no proteica (Garcia-
Arredondo et al., 2015). Por otra parte, el extracto acuoso de M. alcicornis fue letal
para los ratones con una DL50 = 17 pg proteina/g e indujo danos histopatologicos
en rinones, higado y pulmones. Se evidencié también que este extracto contiene
dos tipos de hemolisinas, unas de éstas tienen pesos moleculares entre 28 y 30
kDa y poseen actividad de PLA2. En tanto que otras, de aproximadamente 200

kDa, no presentan actividad de PLA2 (Hernandez-Matehuala et al., 2015).

Adicionalmente, experimentos preliminares, llevados a cabo por nuestro grupo de
trabajo, indican que la pérdida de algas fotosintéticas simbiontes provocada por un
aumento en la temperatura del agua, disminuye, pero no inhibe completamente, la
hemolisis y la actividad de PLAZ2 inducidas por el extracto acuoso de M. complanata
(Garcia-Arredondo et al., 2011). Estos resultados sugieren que posiblemente estas
especies de cnidarios, que desde hace tiempo han sido expuestas a incrementos
térmicos provocados por el calentamiento global de la tierra, han empezado a
desarrollar mecanismos bioquimicos que les permiten adaptarse a las nuevas
condiciones ambientales de su entorno. Sin embargo, este hecho tiene que

confirmarse y comprobarse con mas investigacion al respecto.

14


https://www.zotero.org/google-docs/?KiNGPj
https://www.zotero.org/google-docs/?eRcAYj
https://www.zotero.org/google-docs/?eRcAYj
https://www.zotero.org/google-docs/?LfhhRg
https://www.zotero.org/google-docs/?u4Mbox

2.7.Estudio del blanqueamiento en la era de las “Omicas”

En los ultimos veinte anos, el estudio de los sistemas moleculares y celulares se ha
transformado radicalmente gracias al desarrollo de las ciencias émicas (Boja et al.,
2014). La informacion obtenida a partir de los estudios 6micos ha permitido abordar
los procesos de la biologia celular y molecular de forma integral, con lo cual ha sido
posible profundizar en el entendimiento de los sistemas biolégicos complejos (Joyce
& Palsson, 2006). Los recientes avances tecnoldgicos e informaticos han sido
aprovechados para generar y procesar grandes cantidades de informacién derivada
de estudios bioldgicos (Manzoni et al., 2018).El blanqueamiento se ha estudiado,
mediante técnicas gendmicas y transcriptomicas, a fin de determinar cambios en la
expresion de genes y transcritos durante el estrés térmico en algunas especies de
la clase Anthozoa: Acropora nana, Stylophora pistillata, Acropora euristoma,
Acropora millepora, Aiptasia pallida, Orbicella faveolata, Acropora hyacinthus,
Protolpalythoa varibilis y Palythoa caribaeorum (Manzoni et al., 2018; Maor-Landaw
& Levy, 2016; Pinzén et al., 2015; Raina et al., 2015; Seneca & Palumbi, 2015;
Sloan & Sawyer, 2016). Dichos estudios han revelado que el blanqueamiento
provoca un patron diferencial en la expresion de genes de diversos procesos
celulares, entre los que se incluyen: respuesta a estrés oxidativo, homeostasis de
Ca2*, organizaciéon del citoesqueleto, muerte celular, sintesis de proteinas,
proteinas de choque térmico, respuesta inmune y metabolismo (Maor-Landaw &
Levy, 2016; Raina et al., 2015).

Técnicas globales como la protedmica también se han empleado para evaluar el
efecto del estrés térmico y el blanqueamiento en organismos marinos, los
resultados derivados de dichos estudios han mostrado que el estrés térmico y el
blanqueamiento inducen cambios significativos en la expresion de proteinas
relacionadas con respuesta a estrés, sintesis y plegamiento de proteinas,
homeostasis redox, factores de transcripcion, respuesta inmune, proteinas de
choque térmico, calcificacién, organizaciéon del citoesqueleto, apoptosis, endo-
exofagocitosis y metabolismo central (Petrou et al., 2021; Jaimes-Becerra et al.,
2017; Mayfield et al.,, 2018; Ricaurte et al., 2016; Weston et al., 2015). En un
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estudio protedmico realizados por nuestro grupo de investigacion, observamos una
expresion diferencial de 17 proteinas por efecto del estrés térmico en el proteoma
soluble de M. alcicornis, las cuales se relacionaron con procesos tales como la
exocitosis, la homeostasis del calcio, la organizacién del citoesqueleto y algunas de
ellas fueron detectadas como toxinas potenciales, incluidas una metaloproteasa,
una PLA2 y una actitoxina (Olguin-Lopez et al., 2018). En otro estudio realizado por
nuestro grupo de trabajo, observamos una respuesta protedmica diferencial en
organismos blanqueados de M. complanata, que involucraron proteinas implicadas
en procesos celulares clave, como la glucdlisis, la reparacion del ADN, la respuesta
al estrés, la homeostasis del calcio, la exocitosis y la organizacion del citoesqueleto.
Ademas, cuatro de las proteinas, cuyos niveles aumentaron en las muestras
blanqueadas, mostraron similitud de secuencia con una PLA2, una metaloproteasa
similar a la astacina y dos toxinas formadoras de poros. Por otro lado, una proteina,
gue mostro similitud de secuencia con una fosfolipasa A2 independiente del calcio,
mostro niveles mas bajos en condiciones de blanqueamiento (Hernandez-Elizarraga
et al., 2019).

2.8.La transcriptomica como herramienta de investigacion para el estudio del

blanqueamiento

En los ultimos afios, las altas tasas de mortalidad de los arrecifes de coral en todo
el mundo han provocado un rapido deterioro de las estructuras de los arrecifes y un
impacto ambiental de gran alcance (Eakin et al., 2019). Numerosos estudios
cientificos destinados a comprender la etiologia y los efectos del blanqueamiento de
corales se han llevado a cabo empleando enfoques de transcriptémica, que han
demostrado que el estrés térmico induce la expresion diferencial de genes que
codifican diferentes componentes celulares y diversos procesos moleculares.
Estudios similares llevados a cabo en cnidarios que no forman arrecifes también

han proporcionado informacion clave sobre las respuestas de estos organismos
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ante el estrés térmico. Un estudio realizado en la anémona de mar Anthopleura
elegantissima, expuesta a estrés térmico y alta radiacion UV, evidencié una
expresion diferencial de genes que codifican proteinas del citoesqueleto y proteinas
asociadas a la biosintesis, proliferacion celular, apoptosis y transporte (Richier
et al., 2008). Por otro lado, la exposicidon al estrés por calor provocd un aumento en
la expresidon de transcritos relacionados con las vias de sefializacién de la muerte

celular y la homeostasis del calcio en Anemonia viridis (Moya et al., 2012).

Con respecto a los estudios realizados en cnidarios formadores de arrecifes, un
analisis de microarreglos de ADNc mostré genes expresados diferencialmente
relacionados con el estrés oxidativo, la homeostasis del Ca2*, la organizacion del
citoesqueleto, la muerte celular, la calcificacién, el metabolismo, la sintesis de
proteinas, las proteinas de choque térmico y la actividad de transposones en el
coral caribefio Montastraea faveolata sometido a estrés por calor experimental
(DeSalvo et al., 2008). Una investigacion del efecto del estrés térmico en Acropora
palmata reveld6 modificaciones en la expresion de genes relacionados con la
detencion del crecimiento, actividad chaperona, estabilizacion de acidos nucleicos y
eliminacién de macromoléculas dafadas (DeSalvo et al., 2008). Algunos estudios
transcriptomicos han proporcionado informacion relevante sobre los mecanismos
moleculares que subyacen a la tolerancia al calor exhibida por ciertas especies de
coral. Un experimento de RNA-Seq indico una regulacién ascendente constitutiva
de los genes que codifican las enzimas de la gluconeogénesis como la piruvato
carboxilasa y la fosfoenolpiruvato carboxicinasa en especimenes de Porites
astreoides que vivian en areas costeras calidas (Kenkel et al., 2013). En otra
investigacion, basada en RNA-Seq, de colonias blanqueadas y sin blanquear de
Obicella faveolata se identificaron varios genes expresados diferencialmente, los
cuales estaban relacionados con la inmunidad innata (Anderson et al., 2016).
Curiosamente, algunas especies del mar Rojo como Stylophora pistillata y del
Mediterraneo como Balanophyllia europaea, sometidas a un aumento gradual de la
temperatura a largo plazo, mostraron una regulacién ascendente masiva de genes

implicados en la generacion de energia metabdlica, lo que indica un
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comportamiento altamente dinamico como respuesta al estrés térmico (Maor-
Landaw et al.,, 2017). Thomas y colaboradores (2019) evaluaron el impacto de
eventos repetidos de blanqueamiento en dos especies de Acropora sensibles al
calor (Acropora gemmifera y Acropora hyacinthus) que viven en arrecifes ubicados
en la costa sur de Samoa Americana. Al examinar los cambios del transcriptoma en
la expresion génica, descubrieron que la recuperacion de los eventos recurrentes
de blanqueamiento comprende diversos procesos fisioldgicos y que se asocian con

el recambio de los simbiontes (Thomas et al., 2019).

Con el paso de los afios se ha profundizado el entendimiento blanqueamiento de
corales, y particularmente la transcriptomica ha ganado terreno siendo una
metodologias que mas informacién ha generado para tratar de comprender los
mecanismos de respuesta implicados durante este fendbmeno. A pesar de que ya
son varios los estudios con enfoque transcriptdmico, no se ha observado un patron
claramente definido para respuesta celular asociada al blanqueamiento durante el
estrés térmico, al menos entre especies de la clase Anthozoa. De manera general
cada especie formadora de arrecifes se ve afectada de manera diferente ante el
calentamiento global y el estrés térmico. En el Cuadro 1 muestra un breve resumen
de estudios transcriptomicos recientes encaminados a comprender los efectos del
estrés térmico y el blanqueamiento, ya sea derivados del calentamiento global o de

forma experimental.

Cuadro 1. Estudios recientes del estudio del blanqueamiento con enfoque

transcriptomico

Organismo Condicion Respuesta generalizada Referencia

“Pavona decussata Blanqueamiento in Supresion del metabolismo y activacién de la  Zhang et al., 2022

situ respuesta inmune
Pocillopora spp. Blanqueamiento Induccion de receptores del factor de necrosis Brener-Raffalli et
experimental tumoral, proteinas de choque térmico. al., 2022

Disminucién de funciones funciones morfo-
anatémicas
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Stylophora Blanqueamiento Activation de la respuesta al estrés y Savary et al., 2021
pistillata experimental a corto  antioxidante. Disminucién de procesos del
y largo plazo desarrollo
Montastraea Blanqueamiento in Aumento en las vias de crecimiento celulary  Studivan et al.,
cavernosa situ'y ex situ produccién/modificacion de proteinas. 2021
Disminucion de vias del sistema inmune
Anomastraea Blangueamiento Incremento en la apoptdsis y modificaciones ~ Onyango et al.,
irregularis experimental en el metabolismo, sintesis de proteinas, 2021
citoesqueleto y transporte.
Montipora capitata Blanqueamiento Supresion en el transporte de metabolitos Williams et al.,
experimental 201
Stylophora Blanqueamiento Modificacion en la expresion de genes Voolstra et al.,
pistillata experimental a corto  relacionados con apoptosis, transportadores, 2021
plazo oxidoreductasas, metaloproteasas, etc.
Pocillopora Blanqueamiento Regulation al alza de la apoptosis, la Li et al.,2021
damicornis experimental exocitosis y la autofagia
Stylophora Blanqueamiento in Expresion diferenciada de genes de estrés Radecker et al.,
pistillata situ térmico y metabolismo 2021

Evidentemente, los estudios de expresion génica del transcriptoma han permitido
una comprension mucho mas profunda de la complejidad de la respuesta al estrés
del holobionte (Gonzalez-Pech et al., 2017; Kaniewska et al., 2015; Mayfield et al.,
2014). La gran mayoria de las investigaciones destinadas a evaluar la influencia del
estrés por calor en los procesos celulares de los cnidarios formadores de arrecifes
se han centrado en las especies de Anthozoa, y hasta la fecha se sabe muy poco
sobre la respuesta celular de las especies de Hydrozoa frente al estrés térmico.
Particularmente, ningun estudio transcriptomico previo ha abordado el impacto del
aumento de la temperatura del océano en la respuesta celular de los hidrocorales.
Por lo tanto, el objetivo de este estudio fue determinar las diferencias observadas a
nivel transcriptomico entre los holobiontes blanqueados y no blanqueados de
Millepora complanata que estuvieron expuestos a la Oscilacion del Sur de "El Nifio"
2015-2016 en el Caribe Mexicano.
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3. JUSTIFICACION

M. complanata (Phylum Cnidaria, clase Hydrozoa) es un hidrocoral ampliamente
distribuido en el Caribe Mexicano. Las colonias de M. complanata crecen
principalmente en las crestas arrecifales y absorben la mayor parte del oleaje, de
este modo permiten el establecimiento de las comunidades de especies marinas. Al
igual que muchos otros cnidarios, M. complanata tiene la capacidad de sintetizar
potentes toxinas, que utiliza para la captura de presas y defensa. La administracion
intravenosa del extracto acuoso de M. complanata ha mostrado efectos letales y
dafios sistémicos en ratones con una DL50 de 4.62 pg de proteina/g de peso
corporal (Garcia-Arredondo et al.,, 2015), lo cual pone en evidencia que este
hidrocoral constituye una fuente potencial valiosa de nuevas moléculas bioactivas
con interés farmacologico. A la fecha se desconoce la estructura quimica y el
mecanismo de accion de las toxinas proteicas sintetizadas por este organismo. Por
otra parte, M. complanata es un hidrocoral susceptible al blanqueamiento, este
fendbmeno deletéreo amenaza la supervivencia de los arrecifes de coral en todo el
mundo. El blanqueamiento de arrecifes ha sido estudiado desde diferentes
enfoques, por ejemplo, mediante transcriptomica se ha evidenciado, que el
blanqueamiento asociado a estrés térmico en Montrastreae faveolata causa
disrupcién en la homeostasis del calcio, lo que conlleva a cambios en la estructura
del citoesqueleto, ademas, disminuye la calcificacion y conduce a la muerte celular
via apoptosis y necrosis (DeSalvo et al., 2008). Mediante el empleo de enfoques
transcriptomicos, también se ha reportado que el blanqueamiento provocado por
estrés térmico en Acropora palmata modifica la expresion de genes relacionados
con procesos de estrés celular (DeSalvo et al., 2010), ademas, en Orbicella
faveolata se ha observado la supresién de genes relacionados con el sistema
inmune durante y después de episodios de blanqueamiento (Pinzén et al., 2015).
En la anemona simbidtica Anemonia viridis, se ha observado que la principal
respuesta ocasionada por el blanqueamiento inducido por estrés térmico y aumento
en la radiacion ultravioleta es la activacion de genes relacionados con muerte

celular y la homeostasis del calcio (Moya et al., 2012). A la fecha, todos los estudios
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encaminados a comprender la etiologia del blanqueamiento han sido realizados en
organismos de la clase Anthozoa, y ninguno ha comprendido a miembros de la
clase Hydrozoa. Adicionalmente, se desconoce el efecto del blanqueamiento
provocado por el calentamiento global, sobre la expresion de genes de hidrocorales
formadores de arrecifes. En este contexto, se plantea el presente proyecto de
investigacion que involucra la realizacion de un estudio transcriptomico diferencial,
a fin de conocer el efecto del estrés térmico sobre la transcripcion de genes
relacionados con los procesos celulares de supervivencia del hidrocoral M.
complanata. Los resultados obtenidos en esta investigacion contribuiran a ampliar
el conocimiento acerca de las consecuencias del calentamiento global en los
cnidarios constructores de arrecifes y permitiran proponer estrategias encaminadas

a prevenir y/o revertir el blanqueamiento.
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4. PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢ Cual es el efecto del estrés térmico, provocado por el calentamiento global, sobre
la transcripcion de genes involucrados en los procesos celulares de supervivencia

del “coral de fuego” M. complanata?
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5. HIPOTESIS

La disrupcién de la simbiosis cnidario-Symbiodiniaceae, provocada por el estrés
térmico derivado del calentamiento global, modifica la transcripcién de genes que
codifican 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 y mecanismos de

sefalizacion celular en el holobionte Millepora complanata.
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6. OBJETIVOS

6.1.0bjetivo general

Determinar el efecto de la disrupcion de la simbiosis cnidario-Symbiodiniaceae,

provocada por el estrés térmico derivado del calentamiento global, sobre la

transcripcion de genes implicados en los procesos celulares de supervivencia del

“coral de fuego” M. complanata.

6.2.0bjetivos especificos

Obtener, a partir de poblaciones no clonales, especimenes en condiciones
normales y de blanqueamiento del holobionte Millepora complanata después del
evento de “El Nifo” 2015-2016.

Determinar el nivel de blanqueamiento de M. complanata, mediante la
cuantificacion de clorofilas totales.

Analizar el metatranscriptoma y asignar la anotacion funcional de transcritos
obtenidos de especimenes de M. complanata.

Identificar los genes cuya transcripcion se modificd por efecto del estrés térmico,
mediante un analisis transcriptomico diferencial.

Proponer un mecanismo sobre los efectos de la expresién diferencial de genes
causados por el estrés térmico sobre los procesos de supervivencia de M.

complanata.
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7. METODOLOGIA
7.1.Consideraciones éticas

Este trabajo de investigacion fue aprobado por el Comité de Bioética de la Facultad
de Quimica de la Universidad Autonoma de Querétaro (Numero de oficio
CBQ19/058). La recoleccion de especimenes del hidrocoral M. complanata fue
autorizada por la Secretaria de Medio Ambiente y Recursos Naturales de México
(SEMARNAT) (Numero de permiso PFP-DGOPA-139/15).

7.2.Recolecta de especimenes

Especimenes normales y blanqueados del hidrocoral M. complanata fueron
recolectados en el Parque Nacional arrecife de Puerto Morelos, Quintana Roo,
México (21 00°00” y 20 4833” latitud Norte y 86 46°38.94” latitud Oeste) en
Noviembre del 2016 después de la oscilacion surefia El Nifio 2015-2016. En total,
veinte muestras con un area de 25 cm2 fueron recolectadas de los bordes de
colonias blanqueadas y normales localizadas a aproximadamente 5 metros de
profundidad. Cada fragmento, ya sea normal o blanqueado, fue muestreado de
diferentes colonias. Los especimenes fueron preservados inmediatamente después

de la recoleccién en nitrogeno liquido.

7.3.Cuantificacion de clorofilas totales

Para determinar el grado de blanqueamiento en las muestras de M. complanata, el
contenido de clorofila total se cuantifico6 mediante un método espectroscopico
usando un equipo SPAD 502 Plus Chlorophyll Meter (Tierranegra-Garcia et al.,
2011). En breve, capas superficiales del hidrocoral de aproximadamente 25 mmz2y 2
mm de grosor fueron obtenidas con un esmeril y un disco de corte diamantado.
Posteriormente, estas capas superiores fueron analizadas con el equipo SPAD 502
y la concentracidon de clorofila total fue expresada en ymol/m2. La diferencia entre

los contenidos de clorofilas se evalud con una prueba T de Student (p<0.05).

7.4.Remocion del tejido del exoesqueleto
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Durante la obtencion del tejido de los hidrocorales, los fragmentos de M.
complanata fueron manipulados a temperatura de ultra-congelacion usando
nitrégeno liquido en todo momento. A cada fragmento, sujetado con pinzas
quirurgicas estériles, se agregd 1 mL de solucion amortiguadora de extraccion, el
cual fue distribuido uniformemente sobre el tejido. Dependiendo del método, las
soluciones de extraccion fueron modificadas para obtener ADN o ARN. El tejido fue
desprendido del exoesqueleto de CaCO3 mediante movimientos circulares usando
un grabador de vidrio marca DREMEL (tension 127 V, frecuencia 60 Hz, intensidad
absorbida 0.1A). Cada fragmento de hidrocoral se pes6 antes y después de este
procedimiento. Adicionalmente, el tejido obtenido fue pesado y empleado para

realizar las extracciones de las biomoléculas correspondientes.

7.5.Extraction de ADN

El ADN se aisl6 de tres muestras de hidrocoral normales y blanqueadas (triplicado
biolégico) usando el método de bromuro de cetiltrimetilamonio (CTAB, por sus
siglas en inglés) (Dellacorte, 1994). En resumen, los fragmentos fueron
pulverizados con mortero y pistilo usando nitroégeno liquido y 1 mL de buffer CTAB
(CTAB 2%, NaCl 1.4 M, EDTA 0.2 M, and Tris-HCI 0.1 M pH 8.8). Posteriormente,
se agregaron 500 pL de cloroformo isoamilico (24:1). Las muestras de ADN se
precipitaron con buffer de acetato de sodio 4 M y se resuspendieron en agua

destilada esteril.

7.6.ldentificacion de los genotipos de los simbiontes

Los genotipos de Symbiodiniaceae se determinaron mediante primers especificos
para las amplificaciones de PCR de acuerdo con el método de identificacion de
simbiontes propuesto por Correa y Mieog (Correa et al., 2009; Mieog et al., 2007).
Los primers empleados para la identificacion de los simbiontes se muestran en el
Cuadro 2. Las reacciones de PCR se realizaron en volumenes de 20 pyL con 7.5 pL
de agua estéril, 2 yL de buffer Taq 10X con KCI, 1.5 yL de MgCl 25 mM, 2 pL de
ADN, 2.5 pL de los correspondientes primers sentido y antisentido y 0.5 U/uL de
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polimerasa Taq. Las reacciones de la polimerasa se llevaron a cabo en un
termociclador T100 de Biorad bajo las siguientes condiciones: paso 1, 95 C° por 10
min; paso 2, 95 °C durante 30 s, 60 °C por 30 sy 72 °C 30s (35 ciclos); paso 3, 72
°C por 10 min. Los productos de amplificacion fueron enviados al Instituto Potosino
de Investigacién Cientifica y Tecnoldgica (IPICyT) para la secuenciacion de las
muestras de ADN con un equipo Genetic Analyzer 3130 de Applied Biosystems. La
amplificacion de los marcadores de ADNr de interés fue confirmada con el
alineamiento de las secuencias contra la base de datos (no redundante) del NCBI
(accesado el 29 de Mayo del 2019) usando Blastn

(a value de 1X10%). Las secuencias de ADNr asignadas a la familia
Symbiodiniaceae fueron empleadas para realizar un analisis filogenético (inferencia
de arbol de unién de vecinos) de los simbiontes detectados en M. complanata y

otras secuencias de simbiontes depositadas en el GenBank.

Cuadro 2. Primers empleados para la identificacion de los genotipos de simbiontes.

Género Blanco Secuencia sentido Secuencia antisentido

Symbiodinium ITS2 CCTCTTGGACCTTCCACAAC GCATGCAGCAACACTGCTC

Breviolum LSU-28S GTCTTTGTGAGCCTTGAGC GCACACTAACAAGTGTACCATG
AAGGAGAAGTCGTAACAAGGT

Cladocopium ITS1 TTCC AAGCATCCCTCACAGCCAAA
AAGGAGAAGTCGTAACAAGGT CACCGTAGTGGTTCACGTGTAA

Durusdinium ITSA TTCC TAG

7.7 .Aislamiento del ARN

En total, ocho métodos de extraccion diferentes fueron evaluados con la finalidad
de determinar un protocolo 6ptimo de aislamiento de ARN de alta calidad. La
cantidad de tejido de M. complanata utilizado para las extracciones fue de 0.1 g.
Cada extraccion se realizé en tres réplicas bioldgicas. A continuacion se describen

los procedimientos evaluados en este trabajo para la obtencién de del ARN.
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7.7.1.Método 1: Extraccion con Trizol

La extraccion de ARN usando el método de trizol se llevo a cabo de acuerdo con la
metodologia previamente descrita por Anderson en el 2016 (Anderson et al., 2016).
Brevemente, 1 mL de reactivo de Trizol fue agregado a cada una de las muestras
de tejido de hidrocoral, las cuales fueron mezcladas durante 1 min usando un
mezclador Vortex. Subsecuentemente, las muestras se incubaron 5 min a
temperatura ambiente y se centrifugaron a 12,000 rpm por 15 min. Después de la
centrifugacion, la fase superior fue transferida a un nuevo tubo y 200 uL de
cloroformo fueron afadidos. Las mezclas fueron agitadas suavemente e incubadas
durante 5 min a temperatura ambiente. Para la precipitacion del ARN, los tubos
fueron centrifugados a 12,000 rpm durante 15 min, y las fases superiores
resultantes se transfirieron a un tubo nuevo y se agregaron 500 pL de isopropanol.
Las muestras se almacenaron 24 h a 4 °C. Por ultimo, las muestras fueron
centrifugadas a 12,000 rpm durante 15 min y el ARN extraido se lavé con 500 mL

de etanol al 70%.

7.7.2.Método 2: Extraccion con Trizol y precipitacion con LiCl

El ARN total fue obtenido de las muestras de los hidrocorales usando un método de
Trizol modificado (Kitchen et al., 2015). Las muestras de tejido fueron mezcladas
con el reactivo de Trizol de acuerdo a las instrucciones del fabricante y el método
estandar de trizol fue utilizado. Un lavado del ARN usando etanol al 70% fue
adicionado a esta metodologia. Las muestras fueron incubadas 24 h a 4 °C con 500
WL de LiCl 4M. Posteriormente, las muestras se centrifugaron a 12,000 rpm durante

5 min y el ARN resultante fue resuspendido en agua estéril.

7.7.3.Método 3: Extraccion con Trizol y purificacion con columnas de afinidad

El ARN de los hidrocorales se obtuvo mediante un método anteriormente descrito
para Danio rerio (Shontz et al., 2018). EI ARN se extrajo con 500 uL del reactivo

Trizol segun las indicaciones del fabricante. Después de la extraccién y
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precipitacion, las pastillas de ARN fueron disueltas en 100 yL de agua libre de
RNasas y purificadas con columnas de afinidad Quick-RNA microprep del kit Zymo
Kit (Zymo Research, CA, USA, numero de catalogo: R1054 & R1055) siguiendo las
instrucciones del fabricante. También, con la finalidad de remover el DNA
contaminante, se realizé un tratamiento de DNasa en la columna de acuerdo con

las instrucciones del protocolo del kit Zymo Kit.

7.7.4.Método 4: Extraccion con acido borico

El método de aislamiento de ARN descrito para el fruto de Opuntia ficus fue
empleado con algunas modificaciones (Valderrama-Chairez et al., 2002). En breve,
los tejidos de los hidrocorales fueron mezclados con 1 mL de solucién
amortiguadora de extracciéon (Tris base 150 mM, SDS 2%, 2-mercaptoetanol 1%,
EDTA 100 mM y pH 7.5 con acido bérico saturado). Posteriormente, 100 uL de
acetato de potasio 5 M, 250 uL de etanol absoluto y 500 uL de cloroformo-alcohol
isoamilico (25:1) fueron agregados y mezclados durante 10 min. Las muestras se
centrifugaron a 12,000 rpm durante 10 min, se lavaron con etanol al 70% y se

resuspendieron en agua estéril.

7.7.5.Método 5: Extraccion con acido borico modificada

Siguiendo el método reportado previamente por Valderrama-Chairez, el ARN fue
aislado de las muestras de hidrocorales con algunas modificaciones (Valderrama-
Chairez et al., 2002). En resumen, cada muestra se procesd con una solucién de
extraccion modificada, la cual contenia Tris base 150 mM, SDS 2%, 2-
mercaptoetanol 1% y EDTA 100 mM (saturado con acido bérico y cloruro de sodio).
Posteriormente, se agregaron 100 pL de acetato de potasio 5 M, 250 uL de etanol
absoluto y 500 upL de cloroformo-alcohol isoamilico (25:1). Las muestras se
centrifugaron a 12,000 rpm durante 10 min y la capa superior fue transferida a un
nuevo tubo con 500 pL de LiCl 8 M. El ARN fue precipitado y centrifugado a 12,000
rom por 10 min, se lavo con 250 uL de etanol al 70% y se resuspendié en agua

esteéril.
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7.7.6.Método 6: Extraccidon con bromuro de cetiltrimetilamonio

Un método rapido de extracciéon con bromuro de cetiltrimetilamonio (CTAB, por sus
siglas en inglés) previamente descrito por Dellacorte fue empleado para obtener el
ARN (Dellacorte, 1994). Las muestras de tejido de hidrocoral se mezclaron con 900
ML de solucion amortiguadora de extraccion (CTAB 2%, PVP-40 2%, NaCl 2 M,
EDTA 2.5 mM, 2-mercaptoetanol 2%, Tris-HCI 0.1 M pH 8). Un volumen de
cloroformo-alcohol isoamilico (25:1) fue agregado a la mezcla. Después, las
muestras fueron mezcladas y centrifugadas a 12,000 rpm durante 10 min. La fase
superior fue colocada en un tubo nuevo y se realizaron tres particiones usando un
volumen de cloroformo-alcohol isoamilico (25:1). EI ARN se precipité con etanol al

70% y se resuspendié en agua estéril.

7.7.7.Método 7: Extraccion con bromuro de cetiltrimetilamonio y precipitacion
con LiCl

El ARN se aisl6 de las muestras de hidrocorales usando el mismo método rapido de
bromuro de cetiltrimetilamonio (CTAB) descrito en la seccidén anterior con algunas
modificaciones. Al final del procedimiento de extraccion, el ARN se precipité durante
30 min usando una concentracion final de LiClI 3M. Por ultimo, se obtuvo una
pastilla de ARN mediante centrifugacion a 12,000 rpm durante 20 min, la cual fue

lavada con etanol al 70% y resuspendida en agua estéril.

7.7.8.Método 8: Kit de extracciéon RNeasy Mini Kit

El RNA fue obtenido de los tejidos de las muestras empleando el kit RNeasy Mini
Kit (Qiagen, NV, DEU, informacién del catalogo: RNeasy Mini Kit 250) de acuerdo
con el protocolo del fabricante. En breve, un volumen de etanol al 70% se agrego al
tejido previamente lisado y se mezclé suavemente con pipeteo. Las mezclas fueron
transferidas a una columna RNeasy Mini Spin y centrifugadas a 12,000 rpm durante

15 s. Posteriormente, se agregarén 700 pL de solucion RW1 a la columna, los
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cuales se centrifugaron a 12,000 rpm. El ARN fue eluido de la columna usando 50

ML de agua libre de RNasas.

7.8.Cuantificacion del ARN mediante espectrometria UV-VIS

La cuantificacion del ARN obtenido a partir de cada uno de los métodos descritos
en la seccidon anterior se realiz6 con espectrometria UV-VIS con un equipo
Nanodrop 2000 (Waltham, MA, USA, Thermo Fisher Scientific). A partir de 1 pL de
muestra se determiné la concentracion y la correlacion de absorcion 260/280. Con
estos datos se calcul6d la diferencia significativa entre cada método de extraccion
usando una prueba ANOVA (p < 0.05).

7.9.Electroforesis en gel de agarosa

La técnica de electroforesis en gel de agarosa se realizO de acuerdo a la
metodologia descrita por Voytas (Voytas, 2000). En total, 24 muestras de ARN
aislado usando cada uno de los métodos de extraccion previamente descritos (n=3)
fueron analizadas, usando un gel de agarosa al 4% (condiciones de corrida: 75 V
durante 1 h). Los patrones electroforéticos fueron observados con un equipo Bio-
Rad ChemiDoc-Mp (Hercules, CA, USA, Bio-Rad) y el analisis de las imagenes fue
realizado empleando una resolucidon de 600 dpi asistida por el software ImagelLab
(Hercules, CA, USA, Bio-Rad). EI ARN extraido fue clasificado de acuerdo a su
patrén de resolucién en el gel de agarosa, siendo la integridad y prominencia
(intensidad) de las bandas ribosomales 28S y 18S, el criterio mas importante para
su clasificacion. De acuerdo con los criterios antes mencionados, las muestras se
agruparon como a continuacion se describe: baja calidad del ARN (aquellas
muestras cuyo patron de bandas ribosomales no fue observado), calidad media
(muestras con presencia de una o ambas bandas ribosomales), y por ultimo, alta
calidad (para aquellas muestras con bandas ribosomales prominentes y la ausencia
tanto de patrones de degradacién asi como de DNA). Solamente las muestras con

una alta calidad del ARN obtenidas por esta clasificacion fueron empleadas para las
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evaluaciones de funcionalidad y de integridad con un microchip, estos analisis se

describen en la siguiente seccion.

7.10.Determinacion de la funcionalidad del ARN

Con la finalidad de evaluar la funcionalidad del ARN extraido, las muestras fueron
analizadas mediante Q-RT-PCR. ElI DNAc se sintetizd a partir del RNA usando el kit
RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit siguiendo las indicaciones del fabricante.
Cada amplificaciéon se realiz6 utilizando 100 ng de ADNCc sintético. Las secuencias
GCCTACATTTGCCGACAGATG sentido (5-3') y AATGGCTTGGCAACACCAAT
anti-sentido (5’-3’) fueron empleadas para la amplificacién del gen constitutivo S-
adenosil-L-metionina sintasa (SAM) (GeneBank accession number EH036622). Las
evaluaciones de la funcionalidad se identificaron con fluorescencia usando el
reactivo Maxima SYBR Green gPCR Master Mix en un equipo C1000 Touch
Thermal Cycler CFX96 Real-Time System. Las condiciones de PCR fueron las
siguientes: a) 5min a 95 °C; b) 30 s a 95 °C y 30 s a 60 °C (40 ciclos).

7.11.Determinacion de la integridad del ARN

Las muestras de ARN con una integridad alta fueron enviadas al Laboratorio
Nacional para la Gendémica y la Biodiversidad (LANGEBIO) del Centro de
Investigacion y Estudios Avanzados del Instituto Politécnico Nacional (CINVESTAV-
IPN) campus Irapuato, en lrapuato, Guanajuato, México. En este laboratorio se
realizé la determinacion del “RNA integrity number” (RIN, por sus siglas en inglés)
con un microchip Agilent Eukaryote Total Nano Chip siguiendo las instrucciones del

fabricante.

7.12.Comparacion estadistica entre métodos de extraccion de ARN

Los valores de concentracion de ARN y los cocientes 260/280 obtenidos a partir de
cada método de extraccidn fueron utilizados para los analisis estadisticos

empleando el software R. La diferencia significativa entre los métodos se determiné
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con un analisis de varianza (ANOVA) y una prueba de Tukey HSD (Honestly-

significant-difference, por sus siglas en inglés) (p < 0.05).

7.13.Secuenciacion y ensamblaje del transcriptoma

Para la secuenciacion del transcriptoma se construyeron librerias de ADNc usando
el kit TruSeq RNA Library Prep Kit de lllumina de acuerdo con las instrucciones del
fabricante. Posteriormente las librerias de ADNc fueron secuenciadas usando un
equipo NextSeq (2 x 150 bp, 4 lineas). Las lecturas crudas fueron analizadas con
FASTQC para el control de calidad de la secuenciacién (Brown et al., 2017). Los
datos crudos fueron sometidos al Sequence Read Archive (SRA) del NCBI bajo el
Bioproject PRJUNA524427 y la Biosample SAMN11026413. Para una mejor
reconstruccion de las isoformas, a partir de los datos de secuenciacién, cada
libreria, por muestra y por condicién (normal o blanqueada), fue ensamblada
independientemente con SPAdes-RNA (Bankevich et al., 2012). Posteriormente, un
transcriptoma combinado fue obtenido mediante el agrupamiento de secuencias y
reduccion de la redundancia con CD HIT-EST (W. Li & Godzik, 2006). El
metatranscriptoma obtenido fue depositado en el repositorio Transcriptome Shotgun
Assembly (TSA) del NCBI. Para cuantificar los niveles de expresion de cada
condicion en cada libreria, se crearon tablas de abundancia que contenian los
conteos efectivos por millon (CPM) usando Kallisto (Bray et al., 2016). Los
estadisticos del ensamble se calcularon con scripts de Python y R, los cuales se

depositaron en el siguiente repositorio: (htips://github.com/vhelizarraga/

Effect_thermal_strees_on_Mcomplanata.qit). El poder estadistico de este

experimento de secuenciacion de ARN, que incluye tres muestras de M.
complanata normales y cinco blanqueadas, fue calculado con RNASegPower en R
(Therneau et al., 2020). Un poder mayor a 0.66 fue obtenido para un fold-change de
2 usando un 10% de probabilidad de cometer un error de Tipo | (alfa = 0.1).
Ademas, para explorar la variacion entre muestras normales y blanqueadas, se
realizé un analisis de escalamiento multidimensional usando edgeR en R (Robinson
et al., 2010).
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7.14.Anotacion funcional y asignacion de los términos de ontologia de genes

Las secuencias del transcriptoma fueron anotadas con Blastx mediante similitud
estructural (e-value de 1X10-6) contra las siguientes bases de datos: 1) proteinas no
redundantes del NCBI, 2) proteinas del repositorio central del UniprotKB. La
distribucion taxondémica de las secuencias se obtuvo con MEGAN (Huson et al.,
2016). Los transcritos fueron separados de acuerdo a su procedencia y se
clasificaron en los siguientes grupos: metazoos, bacterias, arqueas y virus. Los
estadisticos de las secuencias separadas fueron calculados con Python y R. La
integridad de los transcriptomas correspondientes a cada grupo se determind con
BUSCO (Simao et al., 2015). Las secuencias fueron analizadas con Blast2Go
(Conesa et al., 2005) para recuperar los términos de ontologia de genes y las
diferencias significativas en cuanto al numero de genes observados entre muestras
normales y blanqueadas se determin6 con una prueba Chi cuadrada. Por ultimo, las
vias de la enciclopedia de genes y genomas de Kyoto (KEGG) fueron obtenidas con
Blast2Go (Conesa et al., 2005).

7.15.Andlisis de expresion diferencial de genes

Para detectar las diferencias entre especimenes normales y blanqueados de M.
complanata después de la oscilacion sureia El Nifio 2015-2016, se realizd un
analisis de expresion diferencial con edgeR (Robinson et al., 2010). Después de
calcular los valores para CPM, las muestras fueron filtradas usando un valor de 3
para CPM y se normalizaron usando el método de la media recortada para los
valores de M (TMM) (Robinson et al., 2010). Ademas, se realiz6 una prueba de
razon de verosimilitud (GLM) y para conocer el numero de genes diferencialmente
expresados para las muestras blanqueadas se empled una tasa de descubrimiento
falso (FDR) menor a 0.05. Por ultimo, con base en la distribucion hipergeométrica
seguida de una correcciéon usando FDR, se efectué un analisis de redes de genes
para observar el enriquecimiento de las vias detectadas en las muestras

blanqueadas mediante ShinyGo (Ge et al., 2020).
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7.16.Validacion de los genes diferenciales

Cinco genes fueron seleccionados de forma aleatoria para validar los niveles de
expresion por medio de PCR semicuantitativa. La lista de los genes empleados
para la validacion, asi como los correspondientes primers se muestran en el Cuadro
3. Las reacciones de PCR se realizaron en volumenes de 20 uL (7.5 pL de agua
esteril, 2 yL de buffer Taqg 10X con KCI, 1.5 yL de MgCIl 25 mM, 2 uL de cDNA, 2.5
ML de primers sentido y antisentido y 0.5 U/uL de polimerasa Taq). Cada
amplificacion se llevd a cabo en un termociclador T100 de Biorad bajo las
siguientes condiciones: a) 95 °C durante 10 min; b) 35 ciclos 95 °C por 30 s, 60 °C
durante 30 s y 72 °C durante 30 s; ¢) 72 °C por 10 min. Los productos de
amplificacion se resolvieron en geles de agarosa al 4% por 1 h a 75V. Las imagenes
de los geles de electroforesis se obtuvieron con un equipo ChemiDoc MP de Biorad
y se procesaron con ImagelLab de Biorad. La intensidad de las senales (n=3) de
cada gen obtenido de muestras normales y blanqueadas fueron filtradas y
analizadas con Quantity Tools de ImageLab. Los datos normalizados expresados en
funcién de la intensidad de pixeles en unidades arbitrarias (AU) fueron usados para
calcular la significancia estadistica de la expresion con una prueba t de Student

(p<0.05).

Cuadro 3. Primers usados para la validacion de la expresion de genes

Descripcion

Secuencia sentido

Secuencia antisentido

Superoxido dismutasa GGCGTGGATATTAAAAACAG ATGGACCGTACATTGGTAAG
Zinc metalloproteinasa nas-6 CAGAATGGATGTCATTGTGA TGTTCTCTTCGACGTAACCT
Miosina TAGCTCTTTGTCTGGCTTTC GCAAGACGCTACAGAAAAAT
10 kDa proteina de choque
t6rmico TACCAGTTTCCGTAGCAGTT TCTGCGTTTGTAATTCACTG
|

Canal de calcio dependiente de

CTCGTAGCTGCTGAAAAGTT GTATTGACGTAGCTCCCAAG

voltaje tipo L subunidad beta-2
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7.17.Prediccion del proteoma y busqueda de toxinas putativas

Con la finalidad de obtener el proteoma del hidrocoral M. complanata, se realizé la
prediccién de todas las secuencias codificantes a partir del transcriptoma para los
tres marcos de lectura abiertos (sentido y antisentido) usando Seqinr en R (Charif &
Lobry, 2007). Posteriormente, se realizdé una busqueda de toxinas en el proteoma
predicho con Blastp. En breve, las secuencias de proteina fueron anotadas por
similitud estructural contra la base de datos Animal Toxins Annotation Project del
UniProtKB usando un e-value de 1X10%6. Después de la anotacion, los hits
resultantes fueron filtrados y clasificados; solamente las secuencias con un e-value
igual o menor que 1X10€ y con mas de 10 aminoacidos de similitud fueron

considerados como toxinas putativas.

7.18.Alineamiento multiple de secuencias

Dos toxinas putativas representativas, una hemolisina y una PFT, fueron
seleccionadas para analizarlas mediante un alineamiento multiple contra
secuencias homologas depositadas en la base de datos UniProtKB. Dichos
lineamientos se realizaron con ClustalOmega (Sievers & Higgins, 2014) y los

resultados se visualizaron con Jalview (Clamp et al., 2004).
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8. RESULTADOS
8.1.Grado de blanqueamiento

Fragmentos del hidrocoral M. complanata normales y blanqueados, Mcn y Mcb
respectivamente, fueron recolectados en el Caribe Mexicano después de la
oscilacion sureia EI Nifio 2015-2016 en Noviembre del 2016. Los registros
correspondientes de la temperatura del agua de mar, incluyendo las temperaturas
maximas y minimas durante Noviembre del 2016 en el Parque Nacional Arrecife de
Puerto Morelos, Quintana Roo, México se muestran en la Figura 1a. Los valores de
las temperaturas del agua en Noviembre del 2016 fueron comparados contra las
temperaturas maximas y minimas promedio en esta regién desde 2007 hasta el
2015 durante el mismo mes (fuente: http://seatemperature.info). Fragmentos
representativos de Mcn y Mcb (aproximadamente 5 cm de largo) se muestran en la
Figura 1b. Los especimenes blanqueados mostraron una clara disminucion de la
coloracién en comparacién con las muestras normales. Se determiné el contenido
de clorofila total en los tejidos de ambas condiciones para medir el grado de
blanqueamiento en las colonias de este hidrocoral. Como se esperaba, las
muestras blanqueadas mostraron un valor de clorofila total significativamente menor
(46.29 £ 12.95 pmol/m2) en comparacion con las muestras normales (255.91 =+
40.67 pmol/m2) (p<0.05) (Figura 1c).
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Figura 1. Recoleccion de las muestras y cuantificacion de clorofilas totales. a)
Registros de temperatura del agua en el Parque Nacional Arrecife de Puerto
Morelos, Quintana Roo, México durante noviembre del 2016 (la temperatura
promedio se calcul6 a partir de los registros de la temperaturas de los afios 2007 al
2015 durante el mismo mes). b) Fragmentos representativos de especimenes de M.
complanata recolectados en el Caribe Mexicano. Mcn: M. complanata normal. Mcb:
M. complanata blanqueado. c) Cuantificacién de clorofila total para hidrocorales

normales y blanqueados.

8.2.Genotipificacion de simbiontes
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Los genotipos de los simbiontes de la familia Symbiodiniaceae que se identificaron
de acuerdo a la identificacién de las secuencias de ADNr se presentan en el Cuadro
4.

Cuadro 4. |dentificacion de simbiontes de la familia Symbiodiniaceae

Hit Nombre cientifico Muestra Max Query E Identidad Acceso
Score cover value

Symbiodinium sp. Symbiodinium sp. Mc1; 268 87% 1E-67 89.72% MH6125
isolate CV94 internal  (formerly Mc2; 80.1
transcribed spacer 1 Symbiodinium clade A) Mc3;

BMc3
s15b1_p 28S large Breviolum sp. (formerly Mc1; 187 98% 1E-43 97.30% DQ2006
subunit ribosomal Symbiodinium type B Mc2; 98.1
RNA gene clone) Mc3;

BMcS5;
Symbiodinium sp. Cladocopium sp. Mc1; 45 51% 1E-17 89.47% AF36057
clade_C 18S (formerly Mc2; 6.1
ribosomal RNA Symbiodinium sp. Mc3
gene, partial clade C

sequence; internal
transcribed spacer 1

Uncultured clade D Durusdinium sp. Mc1; 78.7 59% 4E-11 97.78% JQ51698
Symbiodinium sp. (formerly Mc2; 3.1
clone 0907_ZHM3_5 Symbiodinium sp. Mc3

clade D)

Los especimenes normales mostraron la presencia de cuatro géneros de
simbiontes:  Symbiodinium spp. (MH612580.1), Breviolum spp. (DQ2000698.1),
Cladocopium spp. (AF360576.1) y Durusdinium spp. (JQ516983.1), mientras que
solamente los géneros Symbiodinium spp. (MH612580.1) y Beviolum spp.
(DQ200698.1) fueron identificados para los hidrocorales blanqueados. El arbol
filogenético correspondiente para la unién aglomerativa de vecinos entre los cuatro

géneros identificados se muestra en la Figura 2.
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Figura 2. Arbol filogenético de los simbiontes detectados en M. complanata

construido mediante el método de unién de vecinos para los géneros
Symbiodinium, Breviolum, Cladocopium, y Durusdinium. Numeros de acceso:
DQ200698.1, MH728999.1, MH728998.1, MH728997.1, MH647121.1, MK692539.1,
AF360576.1,

JQ516983.1, JQ516941.1, JQ515858.1.

MH612580.1, MH612579.1, MH612578.1, MH612577.1, MH612576.1, AF333509.1,
LK934673.1, AJ291535.1, AJ291529.1, AJ291512.1, LC368857.1,
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8.3.Cuantificacién y cualificacién del ARN

Los resultados obtenidos de la cuantificacion del ARN se muestran en la Figura 3A.
Tras la comparacion de métodos de aislamiento de ARN evaluados en este estudio
se observé una diferencia significativa (p < 0.05) entre las concentraciones de ARN,
expresadas en ng/uL, entre los ocho métodos. La mayoria de los procedimientos
mostraron valores de concentracion menores a 100 ng/uL. Sin embargo, las
muestras de ARN obtenidas con el método modificado de extraccién con &acido
bdrico (Método 5) resultaron con la mayor concentracion de ARN (359.5 + 21.5 ng/
uL). Por otra parte, se obtuvieron notorias diferencias entre los cocientes 260/280
tal y como se muestra en la Figura 3B. Ademas, se observd una alta variabilidad
dentro de cada grupo de muestras, con excepcion de los cocientes 260/280
correspondientes a los métodos 5 y 8. Particularmente, un valor del cociente
260/280 de 2.01 = 0.01 fue obtenido para el ARN aislado con el método 5, lo cual

fue indicativo de la alta pureza de este grupo de muestras.
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Figura 3. Detalles del aislamiento de ARN a partir de especimenes de M.
complanata. A) Concentraciones de ARN expresadas en ng/uL. B) Cocientes
260/280. La significancia estadistica entre los métodos de obtencién de ARN se

determind con una analisis de varianza (ANOVA) y una prueba de Tukey HSD (p <
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0.05). Diferentes letras minusculas en los graficos indican la significancia obtenida

entre los métodos.

Los resultados del analisis mediante electroforesis en gel de agarosa se muestran
en la Figura 4. Con respecto a la clasificacion del ARN, basada en su integridad en
el gel de agarosa, las muestras de ARN obtenidas por los métodos 1, 2, 3y 8
fueron consideradas como de baja calidad. Mientras que a las muestras
provenientes de los métodos 4, 6 y 7 se les asignd una clasificacion de calidad
intermedia. Por ultimo, el ARN extraido con el método 5 fue el unico procedimiento

que mostrd una alta calidad e integridad en el gel de agarosa.
Meétodos

M2 M4 M5 M6 M7 M8

Figura 4. Analisis mediante electroforesis en gel de agarosa de las muestras de

M3

ARN obtenidas a partir de especimenes de M. complanata.

8.4 Funcionalidad del ARN

Las muestras de ARN obtenidas con el método 5 mostraron viabilidad para ser
analizadas por Q-RT-PCR. La grafica de amplificacién y la curva de fusién para el
gen SAM se observan en la Figura 5A y 5B, respectivamente. Tras la amplificacion
del gen SAM se obtuvo un valor de Cq de 27.59 * 0.0984, el cual mostré un
comportamiento logaritmico a partir de los 26 ciclos (Figura 5A). Por otro lado, tras
la evaluacion de las caracteristicas del ADN bicatenario durante el calentamiento,

se observd una disolucion de la doble cadena a partir de los 81.0 C (Figura 5B).
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Figura 5. A) Grafica de amplificacion y B) curva de fusion del gen S-adenosil-L-

metionina sintasa (SAM) del ARN de M. complanata obtenido mediante el método 5.

8.5.Integridad del ARN

Las muestras de ARN de alta calidad obtenidas por el método 5 fueron empleadas
para la determinacion del RIN. El patron de bandeo de estas muestras de ARN, asi
como un electroferograma representativo, donde se resaltan las bandas
ribosomales 18S y 28S se muestran en la Figura 6A y 6B, respectivamente. El valor

del RIN obtenido para este grupo de muestras fue de 6.4 + 0.7.
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Figura 6. Determinacion del RIN para las muestras de ARN de M. complanata
extraidas con el método 5 (M5). A) patron de bandeo. B) electroferograma

representativo.

8.6.Genes ortdlogos de copia unica

Posteriormente a la secuenciacion de las muestras de ARN obtenidas por el método
5, el analisis general del ensamblaje de novo del transcriptoma de M. complanata
mostro un total de 412 660 contigos. Estas secuencias mostraron un tamafno
promedio de 417 pb, un contenido maximo de 37 740 pb y un contenido de GC del
43.0%. El transcriptoma ensamblado de este organismo se deposité en el GenBank
bajo el numero de acceso GIXI00000000. A partir de este transcriptoma 169, 236
secuencias fueron anotadas mediante similitud estructural contra la base de datos
de proteinas no redundantes del NCBI. Las secuencias fueron analizadas de
acuerdo a los correspondientes niveles taxondmicos, y los genes ortélogos de copia
unica, en notacion BUSCO, fueron clasificados para los siguientes grupos:
hospedante, simbionte y microbioma. Este analisis mostré6 que el 86% de los
BUSCOs del nucleo de genes correspondientes fueron asignados al hospedante, el
56.86% al simbionte y por ultimo, el 20.97% de los BUSCOs fueron identificados

para el microbioma (Figura 7).

44



Evaluacién de la integridad

Total de genes centrales consultados 954

Genes centrales detectados
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% de genes detectados que tienen mas de un ortélogo 30.77
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79.04% Notacién BUSCO [8:7.3%,D:3.2%),F:10.5%,M:79.0%
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Microbioma

Figura 7. Resultados del analisis de integridad del transcriptoma usando la notacién
de BUSCO.

8.7.Contribucion de los transcritos en el hidrocoral holobionte

Tras el anadlisis de los céntigos usando MEGAN, se obtuvo la distribucion
taxonémica de las secuencias para los diferentes niveles taxondmicos. La
distribucion general de las secuencias mostré un 84.9% para Eukarya, 14.8% para

Bacteria, 0.2% para Archaea y un 0.2% para Virus. Ademas, los hits fueron
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subclasificados de acuerdo a los componentes del hidrocoral holobionte de la
siguiente manera: secuencias de cnidario con un 37.8%, secuencias provenientes
de los simbiontes con el 37.4% y componentes del microbioma con un 15.1%
(Figura 8).

Eukarya 84.9%)

Simbionte
Virus (0.2%)

Cnidario Microbioma

Bacteria (14.8%)

Archea (0.2%)

Figura 8. Composicion del holobionte M. complanata con base en la asignacion

taxonomica de los contigos.

8.8.Términos de ontologia de genes

Usando Blast2Go, los términos de ontologia de genes fueron asignados para los
subgrupos del cnidario, simbionte y el microbioma bajo condiciones normales y de
blanqueamiento. El panel izquierdo de la Figura 9 muestra los términos
sobrerrepresentados en las subontologias proceso biolégico (BP), compartimiento
celular (CC) y funcion molecular (MF). Los términos significativos, con base en el
numero de genes por subgrupo para las condiciones normales y blanqueadas se
muestran en el panel derecho de la Figura 9. Por otra parte, las anotaciones fueron
empleadas para determinar los elementos presentes en las enciclopedia de genes y
genomas de Kyoto. En total, 147 genes pertenecientes a diferentes rutas
metabdlicas fueron asignados. Con respecto a las muestras blanqueadas, las vias

metabdlicas mayormente representadas fueron: metabolismo de tiamina
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(map00730), metabolismo de sacarosa (map00500) y metabolismo de arginina y

prolina (map00330), entre otros.
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Figura 9. Asignacion de los términos de ontologia de genes para los subgrupos a)

hospedante, b) simbionte y c¢) microbioma. Panel derecho: Términos de ontologia
en las subontologias proceso biolégico (BP), compartimiento celular (CC) y funcién
molecular (MF). Panel izquierdo: Términos de ontologia con diferencias

significativas en el numero de genes anotados (p < 0.05).
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8.9.Variacion intraespecifica durante el blanqueamiento

En la Figura 10 se muestran los resultados del analisis de escalamiento
multidimensional, en este grafico se puede observar un agrupamiento entre las
muestras de hidrocorales normales y la variabilidad observada para el grupo

correspondiente a los organismos blanqueados.

o - BMc5

BN

BMc3
BMc4

Leading logFC dim 2
0

Mc3
' Mc2

Leading logFC dim 1

Figura 10. Analisis de escalamiento multidimensional (PCoA simplificado) que
muestra la variacidon multivariada entre muestras de M. complanata normales vy

blanqueadas.

Los genes cuya expresién se vio modificada durante el blanqueamiento fueron
determinados con una prueba de expresion diferencial pareada. Esta prueba mostré
que un total de 299 genes se expresan de forma diferencial (p < 0.05) en los
especimenes blanqueados, de los cuales 265 mostraron una regulacion a la alta y

34 fueron regulados a la baja (Figura 11a).
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Figura 11. Analisis de expresion diferencial de genes. a) Grafica de volcan
mostrando los genes diferenciales en las muestras blanqueadas de M. complanata.
b) Red para los genes diferenciales enriquecidos en las muestras blanqueadas. Dos
vias (nodos) se conectan si comparten el 20% o mas genes. Los nodos mas
oscuros representan un enriquecimiento significativo mayor. Los nodos mas
grandes representan grupos de genes mas grandes. Los bordes gruesos

representan mas genes superpuestos.

Las anotaciones correspondientes a los genes expresados diferencialmente se
enlistan en el Cuadro 5. El analisis de enriquecimiento evidencio la presencia de
categorias funcionales con un aumento en su expresion en los hidrocorales
blanqueados (p < 0.05), las cuales incluyeron ribosoma, ARN polimerasa,
chaperona, oxidoreductasa y factores basales de la transcripcion, entre otros. Las
redes de genes enriquecidas en las muestras blanqueadas se muestran en la
Figura 11b. Estas redes representan el agrupamiento jerarquico que resume la

correlacion entre las vias enriquecidas.
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Cuadro 5. Genes expresados de forma diferencial identificados en muestras

blanqueadas de M. complanata.

Secuencia Acceso Descripcion E value Términos Expresion Fold- LogFold-
change change

Mcom_334 SAC97892. Uncharacterized 1.45317 1 D 1276.724 10.318231
265 1 protein ORF91 E-17 0890923 0647484
(chloroplast) 4
Mcom_340 XP_020620 Cytochrome c 3.25655 8 ] 44100.20 15.428497
624 022.1 E-60 0796839 6042199
8
Mcom_217 AER54540. Cytochromec 3.17665 7 ] 182.7375 7.5136293
30 1 oxidase subunit 2 E-107 5289964 3066364
1
Mcom_118 XP_002153 Cytochrome c 5.06327 3 U 1262.414 10.301970
61 881.1 oxidase subunit 6A E-18 6378009 12339
1
Mcom_368 XP_002160 NADH 3.85075 10 U 430.4735 8.7497807
787 547 .1 dehydrogenase E-114 4774277 7765742
6
Mcom_375 XP_002159 Sulfite oxidase, 3.58009 13 U 147.2715 7.2023346
232 185.1 mitochondrial E-162 1996627 5221867
Mcom_379 XP_004207 Metaxin-1 2.07999 1 U 350.8316 8.4546348
104 238.1 E-41 0062044 9196192
5
Mcom_224 XP_006129 ATP synthase lipid- 1.25444 14 D 88.75809 6.4718067
758 875.1 binding protein, E-36 0799299 3015543
mitochondrial 5
Mcom_340 XP_012555 NADP-dependent 1.21439 23 U 279.5591 8.1270095
556 294 1 malic enzyme E-116 0326502 1389226
9
Mcom_804 XP_012564 Alanine 0.0 12 U 695.4327 9.4417671
86 7741 aminotransferase 2 4667464 9234902
1
Mcom_142 XP_002155 Ethanolamine- 1.72585 6 ] 521.5459 9.0266505
67 9341 phosphate E-158 5559184 7000469
cytidylyltransferase 4
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Mcom_534
1

Mcom_333
904

Mcom_375
516

Mcom_340
435

Mcom_289
194

Mcom_132
637

Mcom_408
33

Mcom_410
59

Mcom_369
436

Mcom_376
281

Mcom_352
094

Mcom_228
382

Mcom_294
74

EDO36122.
1

XP_002158
873.2

ACY74447.
1

XP_002160
1121

Q05000.1

XP_012556
891.1

ABD59026.
1

XP_002160
025.1

XP_002154
626.1

XP_002164
532.3

XP_002156
778.1

XP_006822
187.1

XP_002160
344.2

EH domain- 1.24308
containing protein 2 E-08

Lysosome- 1.30311
associated E-12
membrane

glycoprotein 1

Actin 0.0
Radixin 2438 0.0
Myosin heavy 4.08753
chain E-78
ATP-binding 2.0417E-
cassette sub-family 124
A member 2
Voltage-dependent 1.86888
L-type calcium E-139
channel subunit
beta-2
Protein RER1 1.60237
E-83
Protein transport 2.94603
protein Sec61 E-23
subunit beta
Charged 6.37689
multivesicular body E-31
protein 7
GTP-binding 3.81118E
protein SAR1a -97

Vacuolar protein 2.9801E-
sorting-associated 60
protein 11 homolog

General 2.80607
transcription factor  E-67
IIF subunit 2

3

25

63

27

74

28

28

463.4222
4139735
9

69.45350
8788753

302.0646
8295438

64.55572
5362345
7

147.1905
3936999
5

286.2776
7189522
2

296.9307
7351794
5

277.6487
9416809
4

59.84497
9899537
1

339.9071
3191840
6

948.0140
4318803
3

89.42849
1540576
9

204.8217
1345344
9

8.8561834
7606563

6.1179756
7583647

8.2387137
0550206

6.0124731
4681906

7.2015411
3533664

8.1612713
4211615

8.2139828
0987948

8.11711732
007682

5.9031583
2655402

8.4089968
225439

9.8887646
2008779

6.4826626
3609154

8.2036989
7179935
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Mcom_966
98

Mcom_63

Mcom_368
775

Mcom_132
054

Mcom_978
51

Mcom_164
457

Mcom_51

Mcom_286
392

Mcom_296
13

Mcom_352
275
Mcom_361
440

Mcom_361
745

XP_027048
494.1

XP_002163
509.2

XP_002157
035.1

XP_001629
792.2KAT8

XP_002156
165.1

PIK45035.1

XP_002167
484.2

CBJ32893.
1

XP_004210
536.1

XP_002162
8441

XP_002167
181.1

XP_027039
507.1

Circadian
locomoter output
cycles protein
kaput-like isoform
X2

DNA-directed RNA
polymerase ||
subunit RPB2

Protein arginine N-
methyltransferase
1

KAT8 regulatory
NSL complex
subunit 3

ATP-dependent
RNA helicase
DDX18

Putative
transcription
elongation factor B
polypeptide 1
Probable
glucosamine 6-
phosphate N-
acetyltransferase

Elongation factor 1-
alpha

60S ribosomal
protein L28

60S ribosomal
protein L15

60S ribosomal
protein L3

Probable 60S
ribosomal protein
L37-A

2.54647
E-62

1.5809E-
118

7.10301
E-170

7.89375
E-74

3.80115
E-103

3.07025

E-59

4.68977
E-34

0.0

5.30798
E-34

4.53887
E-94
0.0

9.86898
E-35

55

24

42

28

279.1723
4612805

676.5463
9494637
1

127.6664
4451771
6

2374.677
2941043
6

329.6907
8307990
7

497.4951
8082632
8

325.0691
7307303
6

70.34124
0303509
8

89.09576
6380253
3

13295.47
7543909

78.61186
6946852
8

72.75763
4323552
9

8.1250122
2989018

9.4020450
6183902

6.9962355
708111

11.213515
756915

8.3649697
4499419

8.9585387
4029205

8.3446029
3877943

6.1362988
6863288

6.4772849
7481272

13.698647
9760648

6.2966752
0753786

6.1850267
3016424
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Mcom_368
908

Mcom_381
948

Mcom_506
54

Mcom_392
361

Mcom_341
05

Mcom_145
31

Mcom_223
86

Mcom_896
4

Mcom_145
48

Mcom_555
8

Mcom_146
99

Mcom_117
71

Mcom_375
472

XP_002154
604.1

XP_002157
788.1

XP_002167
039.1

XP_019626
223.1

XP_004206
204.1

XP_012560
354.1

XP_002154
455.2

EPY87465.
1

XP_020631
005.1

XP_012554
015.1

XP_002158
762.1

XP_002158
630.1

XP_001640
983.2

60S ribosomal
protein L7a

Elongation factor 2

Signal peptidase
complex catalytic
subunit SEC11C

Translation
machinery-
associated protein
7

408S ribosomal
protein S20

40S ribosomal
protein S21

60S acidic
ribosomal protein
PO

60S ribosomal
protein L38

60S ribosomal
protein L30

408S ribosomal
protein S14

40S ribosomal
protein S11

408S ribosomal
protein S8

Beta-1,4-
galactosyltransfera
se 1

1.52604
E-104

3.87495
E-76

8.32792
E-98

7.53134
E-10

1.9916E-
59

1.79431
E-29

1.01138
E-13

9.50835
E-33
2.47305
E-58

1.45918
E-95

1.03139
E-76

1.94285
E-101

3.17841
E-81

31

46

79.57278
1668283
5

63.72252
4019243
1

104.0382
5942975
8

62.72514
5157584
6

91.49687
7005902
4

83.86869
6518892
6

28.20222
2189897
3

1381.614
149275

1153.401
8302853
7

821.8970
1084941
2

160.7625
0818669
4

85.99354
2817867
4

285.9818
4904346
1

6.3142031
2782583

5.9937315
0735522

6.7009703
5794122

5.9709719
9918877

6.5156505
9669947

6.3900605
2886578

4.8177369
3893113

10.432139
0475289

10.171679
5015243

9.6828138
1574302

7.3287871
8111879

6.4261564
2802317

8.1597797
7340085
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Mcom_185

Mcom_143
09

Mcom_293
87

Mcom_409
01

Mcom_216
83

Mcom_132
706

Mcom_141
49

Mcom_194
638

Mcom_216
73

Mcom_132
261

Mcom_408
94

Mcom_162
432

Mcom_377
629

XP_012562
496.1

XP_020914
076.2

XP_034757
966.1

XP_012557
742.1

XP_002163
825.1

XP_002167
421.3

XP_012556
253.1

XP_012555
833.1

XP_012561
340.1

XP_002165
482.2

XP_002164
714.2

XP_002161
749.2

XP_002164
1191

Ubiquitin-protein
ligase E3B

Ribitol-5-phosphate

xylosyltransferase
1

Polyubiquitin

DNA replication
licensing factor
mcm2

DNA replication
complex GINS
protein PSF3

Casein kinase |
isoform gamma-3

Mitogen-activated
protein kinase
kinase kinase 3

Centromere-
associated protein
E

THO complex
subunit 3

U5 small nuclear
ribonucleoprotein
200 kDa helicase

Probable ATP-
dependent RNA
helicase DDX6

Probable ATP-
dependent RNA
helicase DDX46

Serine/arginine-rich

splicing factor 6

1.09805
E-16

3.20071
E-51

0.0

0.0

9.97508
E-56

0.0

1.44241
E-93

1.25655
E-102

1.87029

E-160

0.0

0.0

0.0

8.55599
E-49

24

38

11

26

28

18

18

41

14

25

465.3432
1040646
5

345.2623
8178633
5

3636.690
42822113

313.3461
5734852

567.9259
1233351
8

380.1396
1889313
4

754.9909
8480590
5

315.5740
0988650
9

459.8959
8390680
2

345.3216
8082997
7

317.5956
7972444
9

1642.780
3089463
4

1069.896
0433332
8

8.8621513
4752259

8.4315493
4306018

11.828410
4068596

8.2916134
9083699

9.1495589
2781363

8.5703855
8330396

9.5603156
0738666

8.3018345
8222417

8.8451637
8905152
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Por otra parte, la expresidn relativa de los genes seleccionados de forma aleatoria
para la validacion fue consistente con los resultados observados en el analisis de

expresion pareado tal y como se muestra en la Figura 12.

35000 -
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25000 A
20000 A
15000 -

10000 -

Intensidad de la seiial (AU)
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0_

SOD MET
Control -| - ¥
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Figura 12. Niveles de expresion relativa de los genes usados para la validacion.

|

HSP
-

SOD) superoxido dismutasa, MET) zinc metaloproteasa, MIO) miosina, HSP)
proteina de choque térmico de 10 kDa y CCH) subunidad beta-2 del canal de calcio
voltaje dependiente tipo L. Las validaciones se realizaron con PCR semicuantitativa.
Mcn) M. complanata normal. Mcb) M. complanata blanqueado. Los asteriscos

indican la significancia estadistica (p < 0.05).
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8.10.Deteccion de toxinas putativas

Un total de 2 475 960 proteinas hipotéticas fueron predichas a partir del
transcriptoma de M. complanata. Estas secuencias fueron anotadas contra la base
de datos Animal Toxins Annotation Project del UniprotKB y se obtuvieron 3024 hits.
Después de la filtracion de las secuencias, 190 toxinas putativas fueron
identificadas. De acuerdo con su funcidn molecular, las toxinas putativas se
agruparon de la siguiente manera: metaloproteasas, toxinas que afectan la
hemostasia, fosfolipasas, nucleotidasas, lipasas, carboxipeptidasas,
fosfodiesterasas, proteinas formadoras de poro, toxinas que afectan el sistema del
complemento, aminopeptidasas, glicosidasas, acetilcolinesterasas, entre otras. La
distribucion de las toxinas putativas identificadas a partir del transcriptoma de M.

complanata se muestra en la Figura 13.

Toxinas que afectan la coagulacién
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Metaloproteasas
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Nucleotidasas 4.2% Toxinas formadoras de poros

Fosfodiesterasas

Li
lpasas Carboxipeptidasas

Figura 13. Diversidad de toxinas putativas encontradas en el transcriptoma de M.

complanata
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De acuerdo con los analisis de alineamiento multiple, algunas secuencias como
hemolisinas y toxinas formadoras de poro comparten una alta similitud estructural
con toxinas previamente reportadas. Dos alineamientos representativos de una

toxina del tipo hemolisina y una hidralisina se muestran en la Figura 14.
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Figura 14. A) Alineacion de secuencias multiples entre una proteina similar a

zZz00

hemolisina de M. complanata y cuatro toxinas de ciempiés (TX14A_SCODE o
Scoloptoxin SSD14, AOA646QER6_9MYRI, A0OA646QlI04_9MYRI vy
AOA646QD69 _9MYRI) (La conservacion de aminoacidos se resalta en azul). B)
Alineacién de secuencias multiples entre una toxina tipo hidralisina de M.
complanata con cuatro hidralisinas (HLYS_HYDVU, HLYS1 _HYDVU,
HLYS2 HYDVU y HLYS3 HYDVU). Anotaciones: Motivo que flanquea la parte
superior entre las posiciones 80-115 (linea gris); regidn responsable de la
formacién de poros transmembranales en las posiciones 116—145 (linea negra); y
motivo de franqueo inferior dentro de las posiciones 146—190 (linea azul). (La

conservacion de aminoacidos esta resaltada en azul).

58



9. DISCUSION

9.1.Mecanismo de resistencia al blanqueamiento y su asociacion con la

diversidad de simbiontes

A pesar de que los hidrocorales son considerados los segundos organismos mas
importantes implicados en la formacién de arrecifes de coral (Lewis, 2006), estos
organismos han sido pobremente estudiados. Particularmente, el efecto del cambio
climatico en las especies de Millepora no se ha abordado de forma integral. En este
trabajo de investigacion, describimos por primera vez, las diferencias observadas a
nivel transcriptdmico entre holobiontes del coral M. companata normales vy
blanqueados, los cuales estuvieron expuestos a la oscilacion surefia el Nifio
2015-2016, lo cual caus6 un aumento anormal en la temperatura del agua del mar y
provocd eventos de blanqueamiento masivos alrededor del mundo (Romero-Torres
et al., 2020). De acuerdo con reportes de mortalidad y blanqueamiento observadas
durante 1987, 1993, 1995, 1998, 2003 y 2003, M. complanata se encuentra
identificado como una especie muy sensible ante el estrés ocasionado por
aumentos en la temperatura (McClanahan et al., 2009). Aqui, demostramos que
muestras blanqueadas de M. complanata mostraron una disminucion significativa
en el contenido de clorofilas totales debido a la pérdida de simbiontes (Figura 1c).
Resulté interesante el hecho de que, a pesar de las altas temperaturas registradas
para el agua de mar en Noviembre del 2016 (Figura 1a), algunos hidrocorales,
recolectados de forma simultéanea, de colonias de la misma zona y profundidad, no
experimentaron blanqueamiento, lo cual indica una variacion intraespecifica en M.
complanata con respecto a la tolerancia frente al blanqueamiento. Un conocido
mecanismo de resistencia al blanqueamiento esta relacionado con la diversidad y
abundancia de simbiontes de la familia Symbiodiniacea (Swain et al., 2018). Se ha
demostrado, en especies de la clase Anthozoa, que la presencia de géneros
termotolerantes de algas de la familia Symbiodiniaceae (como por ejemplo
Durusdinium y Cladocopium) potencian las respuestas moleculares ante el
blanqueamiento (Chen et al., 2020; Poquita-Du et al., 2020; Qin et al., 2019). Sin

embargo, una alta variacién relacionada a la termotolerancia puede ser observada
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dentro de cepas de simbiontes del mismo género. A pesar de que M. complanata ha
sido catalogado como una especie vulnerable ante el estrés térmico y el
blanqueamiento, la susceptibilidad de las especies de Symbiodiniaceae albergadas
por este organismo no ha sido descrita anteriormente. La presencia de los géneros
Symbiodinium y Breviolum fue esperada (muestras Mcn1, Mcn2, Mcn3, Mcb3 y
Mcb5), ya que previos estudios indicaron que M. complanata de México, Belice,
Barbados y Colombia albergan este tipo de simbiontes. Sin embargo, las algas de
los géneros Cladocopium y Durusdinium no han sido previamente identificadas en
este organismo del Mar Caribe (Banaszak et al., 2006; Finney et al., 2010; Grajales
& Sanchez, 2016; Ladeunesse, 2002). Investigaciones previas han demostrado que
la dominancia de los endosimbiontes depende fuertemente de la localizacion
geografica (Finney et al., 2010; Grajales & Sanchez, 2016; LaJeunesse, 2002). Por
ejemplo, las especies de Breviolum son dominantes en M. complanata y M.
alcicornis que habitan arrecifes de las Bahamas, mientras que las especies de
Symbiodinium son prevalentes en hidrocorales que se encuentran en barreras
arrecifales de Belice (Samayoa et al.,, 2017). Ademas, se ha demostrado que la
profundidad también modifica la diversidad de los simbiontes albergados en los
tejidos de M. complanata (Finney et al., 2010). Evidentemente, la diversidad de
simbiontes de la familia Symbiodiniaceae en los hidrocorales depende del habitat
del arrecife, como en el caso de los constructores de arrecifes de la clase Anthozoa.
Es este estudio, la presencia de las especies de Durusdinium y Cladocopium en
muestras de M. complanata no blanqueadas puede estar asociada a la mayor
resistencia que estos organismos mostraron ante el blanqueamiento, como se ha
observado en antozoos (Pettay & Lajeunesse, 2009; Stat & Gates, 2011). Sin

embargo, esta hipétesis necesita ser confirmada.

9.2.Implicaciones del aislamiento de ARN funcional en hidrocorales

Considerando que los acidos nucleicos intactos y de alta pureza son esenciales
para el adecuado funcionamiento de las nuevas técnicas de biologia molecular en

la era de las 6micas, en el presente estudio, se compararon ocho métodos de
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aislamiento para ARN con el propdsito de obtener ARN integro y funcional a partir
del hidrozoo M. complanata. El primer paso en esta estrategia consistio en la
remocién del tejido del hidrocoral del exoesqueleto calcareo. Para llevar a cabo esta
meta, se empled un rallador de vidrio marca Dremel, el cual posibilitd la obtencién
de tejido de manera facil, efectiva y que permite manipular las muestras durante el
menor tiempo posible en comparacién con otros protocolos previamente descritos,
tales como molienda o cepillado con aire (McCowan et al., 2011). Una vez obtenido
el tejido necesario, se procedi6 a la extraccion de ARN y se realizd una

comparacion entre los ocho métodos evaluados en este trabajo.

Uno de los procedimientos empleados fue extraccion con Trizol, metodologia
descrita por primera vez en 1987 por Piotr Chomcynski y Nicoletta Sacchi como una
técnica de un solo paso para obtener ARN (Chomczynski & Sacchi, 1987). En el
campo de la investigacion de organismos marinos, la extraccion con Trizol ha sido
ampliamente utilizada para obtener, tanto ARN, como proteinas principalmente de
organismos suaves como anémonas y medusas. Esta metodologia comprende una
extraccion sencilla usando una mezcla de tiocianato de guanidinio-fenol-cloroformo,
la cual es bastante util para obtener altos rendimientos de ARN puro y sin degradar.
También, la literatura cientifica provee un largo repertorio de modificaciones a esta
metodologia. Algunas de las modificaciones sugieren el uso de diferentes
concentraciones de etanol o sales inorganicas para favorecer la precipitacion del
ARN. En el caso del presente trabajo, los procedimientos evaluados empleando el
reactivo de Trizol (métodos 1-3) mostraron bajas concentraciones de ARN vy
relaciones 260/280 no deseables. Particularmente, la concentracion obtenida con el
método 3, la cual involucro la purificacién de ARN por cromatografia de afinidad, fue
bastante baja ( 15.3 + 2.7 ng/uL).

Por otra parte el método de CTAB, desarrollado por Doyle en 1990 ha demostrado

ser un procedimiento eficiente para extraer ADN y ARN de plantas (Jobes et al.,

1995), particularmente de aquellas con un alto contenido de polisacaridos (Gambino
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et al., 2008) y polifenoles (Porebski et al., 1997). Esta metodologia también ha sido
empleada para el aislamiento de ADN y ARN de anthozoos (Dellacorte, 1994). En
este estudio, utilizando dos protocolos basados en el método de CTAB (métodos 6
y 7) se obtuvieron concentraciones de RNA menores a 100 ng/pL y la medicion de
los cocientes 260/280 resulté en una alta variabilidad (de 1.3 a 2.2,
aproximadamente). Estos resultados indican que las muestras de ARN obtenidas
por estos procedimientos, contienen impurezas, la mayoria probablemente

compuestos de naturaleza proteica.

A la fecha, los kits comerciales de extraccion de RNA estan disefiados para acelerar
y simplificar el proceso de extraccién de acidos nucleicos. Estos kits son muy
efectivos para obtener RNA de alta calidad de érganos, tejidos, levaduras, cultivos
celulares e inclusive de matrices complejas como médula 6sea o de suelo
(Carvalhais et al., 2012; Langebrake et al., 2006). Nosotros empleamos el kit
RNeasy, el cual cuenta con varias ventajas metodoldgicas, por ejemplo, usando
este kit es posible evitar las particiones usando fenol-cloroformo y eliminar las
precipitaciones con etanol o LiCl, ademas de que no se requiere el uso de
gradientes de CsCI. Sin embargo, en nuestro caso las muestras de los tejidos de
hidrocoral permitieron la obtencion de concentraciones muy bajas de ARN (51.1
1.0 ng/pL) con un valor 260/280 de 1.7 * 0.01. Con base en estos resultados, es
evidente que el kit comercial evaluado no resultdé apropiado para extraer ARN a
partir de M. complanata y probablemente no sea util para otros hidrocorales.

Uno de los principales problemas durante el procesamiento de muestras de corales
e hidrocorales para la extraccion de biomoléculas es la presencia del CaCOs y las
algas simbiontes. Estas ultimas poseen una pared celular constituida principalmente
por polisacaridos, los cuales son contaminantes indeseados durante la obtencién de
muestras de ADN y ARN. Los polisacaridos son extremadamente dificiles de
remover o eluir, debido a la presencia de varios donadores y aceptores de puentes
de hidrégeno, y también debido a que tienen propiedades i6nicas similares a las del

ARN. En este trabajo de investigacion se emple6 el método de extraccion con acido
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borico (método 4), ademas de una modificacién del procedimiento a partir de una
técnica previamente descrita para aislar ARN de los frutos de Opuntia sp. (método
5), los cuales contienen altas concentraciones de polisacaridos (Valderrama-
Chairez et al., 2002). Esta metodologia nos permitié obtener la concentraciéon mas
alta de ARN (359.6 * 21.5 ng/uL) y a su vez los mejores valores del cociente
260/280 (2.01 = 0.01). Ademas, las muestras de ARN obtenidas con el método 5
mostraron una alta integridad de las bandas ribosomales 18S y 28S en los geles de
agarosa y un valor de RIN de 6.4 + 0.07. Con respecto a la funcionalidad de estas
muestras, el ADNc fue sintetizado y la amplificacion del gen SAM se logré
satisfactoriamente. Teniendo en cuenta lo mencionado con anterioridad, se
considerd al método 5 como un procedimiento exitoso que puede ser empleado
para obtener ARN de alta calidad de muestras de hidrocorales y otros formadores

de arrecifes pétreos.

9.3.Composicién del holobionte de Millepora spp

La asignacion taxondmica de las secuencias mostraron un radio 2:2:1 (hidrocoral-
simbionte-microbioma) para el holobionte M. complanata. Estos resultados
sugieren que este metaorganismo se constituye principalmente de elementos
provenientes del cnidario y el alga simbionte, mientras que el microbioma constituye
una pequefa fracciéon de la poblacion del holobionte. Relaciones similares de la
composicion hospedante/simbionte se han observado para corales escleractineos
como Porites australiensis (Shinzato et al., 2014). Ademas, existe evidencia que
demuestra la importante contribucién del microbioma a los corales holobiontes para
la supervivencia y el desempefio de funciones vitales (Sogin et al., 2017). Aqui,
presentamos el primer reporte de la contribucion microbiana del holobionte M.
complanata, sin embargo, considerando la baja representacion de secuencias
bacterianas que se pudieron encontrar en esta investigacion, se necesitan nuevos
estudios transcriptdmicos cuyos objetivos moleculares sean el ARN procarionte con
la finalidad de obtener una caracterizacibn mas amplia del microbioma de las
especies de Millepora. Por otra parte, los términos de ontologia de genes que se

recuperaron de las secuencias separadas para cada componente del holobionte
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mostraron diferencias marcadas en cuanto a las subontologias BP, CC y MF. En el
analisis de las vias metabdlicas se determiné que algunos procesos como el
metabolismo de tiamina, el metabolismo de sacarosa y el metabolismo de arginina y
prolina fueron prevalentes. Estos resultados representan el primer acercamiento a
los procesos metabdlicos que continuan activos en el holobionte M. complanata

durante el blanqueamiento

9.4 .Diferencias transcripcionales y posibles mecanismos de respuesta durante el

blanqueamiento en M. complanata

El analisis de expresion diferencial revelé cambios significativos (FDR < 0.05) en la
expresion de 299 genes en muestras blanqueadas, las cuales experimentaron
blanqueamiento durante el fendbmeno de El Nifio 2015-2016. Las categorias
funcionales enriquecidas para los genes diferenciales incluyeron: ribosoma,
chaperona, oxidoreductasa, helicasa, RNA polimerasa, entre otros (Figura 11).
Algunas categorias enriquecidas durante el blanqueamiento en M. complanata se

discuten a continuacion.

9.4.1. Traduccion y transcripcion

El presente estudio provee evidencia de que las muestras blanqueadas de M.
complanata mostraron cambios transcriptomicos significativos asociados a la
sintesis de proteinas. El término Ribosoma fue una de las categorias que se vio
mas enriquecida (p < 0.05) en Mcb. La mayoria de los genes expresados
diferencialmente relacionados con la biosintesis de proteinas mostraron un
aumento en su expresiéon (por ejemplo 40S proteina ribosomal S20, 60S proteina
ribosomal L15, 40S proteina ribosomal S14, etc.), y solamente tres genes resultaron
con expresion disminuida (Factor de elongacion 1-alfa, Complejo catalitico de
péptido sefal de la subunidad SEC11C, y 60S proteina ribosomal &acida P0). Una
reduccion en la expresién de los genes de la sintesis de proteinas ha sido
previamente observada en los anthozoos Orbicella faveolata y Montastraea

faveolata como parte de una respuesta inmediata al estrés térmico (Pinzén et al.,
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2015; Voolstra et al., 2009). Mientras que algunos componentes estructurales de los
ribosomas, como la proteina ribosomal L24, fueron regulados a la alza en M.
faveolata (Rosic et al., 2011). Por otra parte, varios estudios transcriptdmicos han
probado que la regulacidén de la transcripcién es afectada directamente durante el
blanqueamiento de los corales (DeSalvo et al., 2008, 2010; Rosic et al., 2011;
Souter et al., 2011). De hecho, varios moédulos transcripcionales, relacionados con
funciones celulares variadas (por ejemplo, secuencia especifica de unién al ADN,
actividad motora, estructura de la matriz extracelular, etc.) se han correlacionado
significativamente con el blanqueamiento (Thomas & Palumbi, 2017). Nuestros
resultados muestran que la RNA polimerasa y los factores basales de la
transcripcion se vieron enriquecidos en las muestras blanqueadas. Particularmente,
siete genes involucrados en procesos de transcripcion mostraron un aumento en su
expresion en Mcb y solamente dos genes fueron regulados a la baja. Estos
resultados indican que las muestras de hidrocorales blanqueados no mostraron una
baja expresion de genes relacionados a los procesos de transcripcion y traduccion,
como se ha observado en corales de la clase Anthozoa. Estos hallazgos podrian
implicar que existen variaciones en cuanto a la respuesta al estrés térmico entre

hidrozoos y organismos de la clase Anthozoa.

9.4.2.Transporte celular

Siete genes relacionados con el transporte celular mostraron un aumento en su
expresion en Mcb: Miembro 2 de la subfamilia A del casete de union a ATP, proteina
RER1, subunidad Sec61 beta de proteina de transporte, proteina corporal
multivesicular cargada 7, Subunidad beta-2 del canal de calcio tipo L dependiente
de voltaje, etc. Estos resultados concuerdan con un estudio previo realizado en
Pocillopora damicornis sometido a estrés térmico, en el cual se observé un aumento
en la regulacion de transportadores de iones como los canales de calcio
dependientes de voltaje (Crowder et al., 2017). Se ha observado que los canales de
calcio participan de forma activa en el proceso de calcificacion de algunas especies

de escleractineos. Particularmente, los canales voltaje dependientes de calcio se
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han asociado directamente al transporte transepitelial de calcio y a la formacién del
carbonato de calcio (Zoccola et al., 1999). Algunas investigaciones han probado
que el bloqueo de los canales de calcio Cav1 disminuyen de forma significativa la
calcificacion en Stylophora pistillata y Galaxea fascicularis (Marshall, 1996; Tanbutté
et al., 1996). Por lo tanto, es probable que la regulacién al alza de genes asociados
con el transporte de calcio y sefalizacibn en Mcb esta relacionado con una
optimizacién de los procesos celulares involucrados en la deposicién o el transporte

del calcio.

9.4.3. Respuesta antioxidante

Se ha demostrado ampliamente que las enzimas antioxidantes constituyen la
primera linea de defensa de los cnidarios formadores de arrecifes, de la clase
Anthozoa, contra el estrés térmico y la radiacion UV. Particularmente, la superoxido
dismutasa, la catalasa y la ascorbato peroxidasa juegan un papel clave, tanto para
el hospedante como para el simbionte, como parte de la respuesta antioxidante
durante el blanqueamiento (Downs et al., 2002; Hawkins et al., 2015; Krueger et al.,
2015; Lesser, 1997, 2011; Lesser et al., 1990; Oakley & Davy, 2018). Estas enzimas
contribuyen de forma importante para el mantenimiento de la homeostasis entre el
cnidario y el simbionte, ya que neutralizan las especies reactivas de oxigeno bajo
condiciones de estrés (Szabd et al., 2020). Investigaciones realizadas en Acropora
millepora 'y Montipora digitata indican que el estrés térmico induce un aumento en la
expresion de enzimas antioxidantes (Krueger et al., 2015; Souter et al., 2011). En
este estudio, las oxidoreductasas se fueron altamente representadas y observamos
un aumento en la regulacion de la enzima superoxido dismutasa en muestras de M.
complanata que experimentaron blanqueamiento. Esta respuesta al estrés por
calor, es similar a la observada en especies de Anthozoa (Downs et al., 2002).
Ademas de un aumento en la expresién de enzimas antioxidantes, los niveles altos
de proteinas de choque térmico ha sido considerado como un mecanismo
molecular de respuesta comun entre corales escleractineos sometidos a estrés por

calor (Rosic et al., 2011). Las proteinas de choque térmico son responsables del
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mantenimiento de funciones celulares criticas como el transporte de proteinas,
degradacion, agregacion, y el plegamiento y desplegamiento bajo condiciones de
estrés (Sgrensen et al., 2003). Ademas, las proteinas chaperonas juegan un papel
crucial en la proteccion celular contra el dafio inducido por el estrés térmico (Black
et al., 1995; Fang et al., 1997; Hayes & King, 1995). En la presente investigacion,
encontramos que la expresion de una proteina de choque térmico de 10 kDa fue
regulada al alza (p < 0.05) en Mcb. Seveso y colaboradores demostraron que las
especies Goniopora lobata, Porites lobata, Seriatopora hystrix y Stylophora pistillata
possen una regulacion significativa, dependiente de la especie, en la expresion de
proteinas de choque térmico en respuesta al blanqueamiento (Seveso et al., 2020).
Adicionalmente, la proteina de choque térmico PdHSP70, cuya expresion es
inducida por altas temperaturas, ha sido considerada como un elemento esencial en
la prevencién del blanqueamiento en el coral Pocillopora damicornis (Y. Zhang
et al., 2018). El aumento en la expresién de genes relacionados con las respuestas
antioxidante y de choque térmico en Mcb es indicativo de una activacion de
procesos celulares ante el estrés térmico. La superdxido dismutasa y la proteina de
choque térmico de 10 kDa podrian representar marcadores bioquimicos
importantes para el monitoreo de los efectos inducidos durante el blanqueamiento

en organismos del género Millepora.

9.5.Diversidad de toxinas en el transcriptoma de M. complanata

Los cnidarios son conocidos como los organismos mas venenosos del planeta,
cuya produccion de toxinas es de vital importancia para su supervivencia (Suput,
2009). Aqui, exploramos la diversidad de toxinas sintetizadas por el “coral de fuego”
M. complanata mediante el analisis de las secuencias codificantes con posible
actividad téxica. El término “actividad de toxina” fue prevalente entre las
anotaciones y un total de 190 secuencias se asemejan a toxinas previamente
reportadas. Estos resultados corroboran la diversidad de toxinas que hasta la fecha
se han reportado para cnidarios del género Millepora (Garcia-Arredondo et al.,
2015; Hernandez-Elizarraga et al., 2019; Rojas et al., 2002; Rojas-Molina et al.,
2012).
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En este estudio bioinformatico, determinamos que las metaloproteasas, las toxinas
que afectan la hemostasis y las fosfolipasas son componentes mayoritarios del
arsenal téxico sintetizado por M. complanata. A pesar de que el efecto hemolitico y
la actividad de PLA2 han sido efectos descritos para especies de Millepora
(Middlebrook et al., 1971; Radwan & Aboul-Dahab, 2004; Shiomi et al., 1989), la
presencia de secuencias asociadas con nucleotidasas, lipasas, carboxipeptidasas,
fosfodiesterasas, PFTs, toxinas que afectan el sistema del complemento,
aminopeptidasas, glicosidasas y acetilcolinesterasas fueron evidenciadas por
primera vez para un organismo del género Millepora. Nuestro estudio mostré que
mas del 50% de las toxinas putativas corresponden a metaloproteasas y toxinas
que afectan la hemostasis. Un estudio previo, realizado a partir del transcriptoma
del tentaculo de la medusa Chrysaora fuscescens revel6 una mayor abundancia de
genes codificantes para metaloproteasas, lo cual se ha asociado con la inflamacién
y la disrupciéon de los tejidos durante la picadura de este organismo
(Balasubramanian et al., 2012). Investigaciones posteriores del transcriptoma de la
medusa Cyanea capillata también revelaron una alta abundancia de transcritos
codificantes para metaloproteasas (Liu et al., 2015). Nuestro estudio indica que las
metaloproteasas son componentes claves del veneno de hidrocorales, de manera

similar a lo que se ha observado con otros cnidarios como las medusas.

Por otra parte, las toxinas hemorragicas y hemostaticas son componentes comunes
de los venenos de crustaceos, insectos que se alimentan de sangre, sanguijuelas,
serpientes y algunos cnidarios. Por ejemplo, se ha encontrado que los
transcriptomas de cuatro especies de ceriantidos (Pachyceriantus cf. maua,
Isarachnanthus nocturnus, Ceriantheomorphe brasiliensis, y Pachycerianthus
borealis) poseen mas del 30% de transcritos relacionados con toxinas hemostaticas
y hemorragicas (Klompen et al., 2020). Los resultados del estudio del transcriptoma

de M. complanata indican que las toxinas que afectan la hemostasia también
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podrian jugar un papel importante en los mecanismos de toxicidad inducidos por los

“corales de fuego” durante la captura de presas y la defensa ante depredadores.

Uno de los principales efectos biolégicos demostrados para los extractos y venenos
de los hidrocorales es la actividad hemolitica que producen en eritrocitos de
diferentes especies. Sin embargo, la estructura quimica de las hemolisinas que son
sintetizadas por estos organismos no han sido caracterizadas. Una toxina
hemolitica y una PFT putativas identificadas en el transcriptoma de M. complanata
se seleccionaron para el analisis de alineamiento multiple con la finalidad de
identificar motivos estructurales que pudieran ser similares a los de otras toxinas

previamente reportadas.

Se observd conservacion de aminoacidos entre una proteina similar a la hemolisina
(longitud de 642 aminoacidos) de M. complanata y cuatro toxinas de ciempiés: una
de una hemolisina del ciempiés Scolopendra dehaani tailandés (TX14A_SCODE o
Scoloptoxin SSD14) y tres de Hemiscolopendra marginata (AOA646QER6_OMYRI,
AOA646Ql04_9MYRI, AOA646QD69 9MYRI) (Figura 14A). Anteriormente se
descubrié que la escoloptoxina SSD14 provocd una agregaciéon de plaquetas
humanas dependiente de la dosis (respuesta maxima a 3,2 ug/mL) e indujo
hemolisis en eritrocitos de ratones y conejos (35 y 65 % a 5 pg/mL,
respectivamente) (Sher et al., 2005). Ademas, se identificé una toxina similar a la
hidralisina (longitud de 244 aminoacidos) a partir del transcriptoma de M.
complanata. Esta secuencia proteica fue similar a la de las hidralisinas de la hidra
verde Chlorohydra viridissima. Las hidralisinas y sus homologos comparten un
grupo de motivos conservados con toxinas formadoras de poros conocidas, como
las aerolisinas (Sher et al., 2005). La toxina similar a hidralisina de M. complanata
detectada en este trabajo mostré motivos de secuencia conservados de cuatro
hidralisinas (HLYS_HYDVU, HLYS1_HYDVU, HLYS2_HYDVU y HLYS3_HYDVU)
(Figura 14B). Especificamente, se identificaron tres motivos conservados

caracteristicos (resaltados en azul) de aerolisinas en la toxina similar a hidralisina
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de M. complanata: a) el motivo flanqueante superior entre las posiciones 80-115
(linea gris); b) la region responsable de la formacién de poros transmembrana en
las posiciones 116—-145 (linea negra); y c¢) el motivo de franqueo inferior dentro de
las posiciones 146—190 (linea azul) (Figura 14B) (Sher et al., 2005, 2008; M. Zhang
et al., 2003). Estos resultados sugieren que las PFTs, como las hidralisinas, pueden
ser sintetizadas por M. complanata y podrian mostrar mecanismos de formacion de
poros similares a los de las aerolisinas. Ademas, es muy probable que las proteinas
relacionadas estructuralmente con este tipo de toxinas contribuyan a la hemdlisis

inducida por los venenos de Millepora.
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10.CONCLUSION

Hasta la fecha, no se ha reportado un método que permita la obtencion de ARN de
alta calidad a partir de hidrocorales del género Millepora, los cuales son muy
relevantes desde una perspectiva ecoldgica y toxinoldégica. En este estudio,
proponemos, por primera vez, un protocolo para el aislamiento de ARN de tejidos
de hidrocorales, que comprende el uso de una metodologia de extraccion de acido
boérico modificada. Las muestras de ARN obtenidas siguiendo este procedimiento
mostraron adecuadas concentraciones de ARN y valores de relacion 260/280, asi
como buena integridad y funcionalidad. Por lo tanto, este método se puede utilizar
con éxito para la extraccion de ARN de alta calidad de cnidarios formadores de

arrecifes.

Aunque las especies de Millepora se encuentran entre los organismos
constructores de arrecifes mas gravemente afectados por las perturbaciones
ambientales antropogénicas, hasta ahora se sabe muy poco sobre los mecanismos
celulares mediante los cuales estos organismos hacen frente al estrés inducido por
el aumento de la temperatura del océano y la radiacion ultravioleta. Nuestros
hallazgos sugieren que, incluso en ausencia de algas Symbiodiniaceae, los
hidrocorales son capaces de llevar a cabo funciones esenciales, incluidas en las
categorias de ontologia génica, tales como: ribosoma, ARN polimerasa y factores
de transcripcién basales, chaperonas, oxidorreductasa, transporte, entre otros. Este
es un estudio pionero sobre la respuesta transcripcional de las especies de
hidrozoos durante el blanqueamiento por calor, que contribuira a futuras
investigaciones destinadas a obtener una vision mas profunda de los mecanismos
de respuesta celular general de los hidrozoos que forman arrecifes y sus
estrategias de adaptacion y aclimataciéon frente a perturbaciones como el cambio

climatico.

En este estudio, determinamos la diversidad de toxinas del "coral de fuego" M.

complanata utilizando un enfoque de extraccion de datos transcriptémicos. Las
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metaloproteasas, las toxinas que alteran la hemostasia y las fosfolipasas (incluidas
las fosfolipasas A y B) fueron los componentes putativos predominantes de este
veneno de este “coral de fuego”. La actividad hemolitica provocada por el proteoma
de nematocistos de este hidrocoral se puede atribuir a la presencia de proteasas
toxicas y PLA2. Este es el primer informe sobre la diversidad de toxinas de los
venenos producidos por especies de Millepora, 1o que contribuira a ampliar nuestra
comprension de los mecanismos que subyacen a los efectos tdxicos producidos por
estos cnidarios tan importantes. Ademas, se evidencidé el potencial de estos
hidrocorales como fuente valiosa de biomoléculas estructural y funcionalmente

diversas.
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INTRODUCTION

Hydrocorals from the genus Millepora (Phylum Cnidaria, Class Hydrozoa) are conspicuous
organisms commonly found in shallow waters of tropical regions. These cnidarians, which are
considered the second reef builders in the world (Rojas-Molina et al., 2012), are vital components of
marine ecosystems and provide habitat for many coral reef-dependent communities (Lewis, 2006).

The genus Millepora includes calcareous hydroids that are not classified in the group of true
stony corals (Radwan and Aboul-Dahab, 2004). Milleporids are commonly known as “fire corals”
due to their ability to inflict painful wounds in human epithelial tissues through the secretion of
toxins (Radwan, 2002), which are stored in the nematocysts (Shiomi et al., 1989; David et al., 2008).

Millepora complanata is a common resident of the Mesoamerican Reef System in the Mexican
Caribbean (Ibarra-Alvarado et al., 2007). This organism inhabits shallow water and the reef crest
(Stromgren, 1976) where it forms plate-like colonies composed of multiple clones (Lewis, 1991).
Like many scleractinian corals and other cnidarians, M. complanata lives in mutualistic symbiosis
with dinoflagellate algae of the family Symbiodiniaceae (commonly known as zooxanthellae) (Davy
etal., 2012).

Dinoflagellates reside in the symbiosomes, which are phagosome-derived vacuoles within
cnidarian gastrodermal cells (Lehnert et al., 2014). Symbiodiniaceae algae provide photosynthetic
fixed carbon to their host, in exchange, cnidarians supply their symbionts with nitrogenous
compounds (Sproles et al., 2018). Within host tissues, coral-associated symbionts may reach
population densities of several millions per square centimeter and the holobiont may contain
more than one Symbiodiniaceae genus (LaJeunesse, 2002). Diverse studies have analyzed the
symbiotic relationship between stony corals (class Anthozoa) and their symbionts (Furla et al.,
2005; Davy et al., 2012; Gusmao et al., 2020; Tivey et al., 2020; Xiang et al., 2020). However,
hydrocoral-Symbiodiniaceae symbiosis is poorly understood. Investigations on the mutualistic
relationship between reef-building cnidarians and Symbiodiniaceae algae have increased in the
“omics age” (Meyer and Weis, 2012; Bi et al., 2019; Simona, 2019) and the sea anemone Exaiptasia
diaphana, formerly known as Aiptasia pallida, has been widely employed as a model to study
cnidarian endosymbiosis (Lehnert et al., 2012; Tortorelli et al., 2020). A gene expression analysis
of cnidarian-algae association in Anthopleura elegantissima evidenced a complex modulation of
host gene expression related to oxidative stress, apoptosis, cell proliferation, cell adhesion, and lipid
metabolism (Rodriguez-Lanetty et al., 2006).
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It has been demonstrated that reef-building cnidarians are
also associated with a diverse community of bacteria and other
microorganisms (Tandon et al., 2020). These microorganisms are
key components of the coral holobiont and play a major role
in nutrient cycling, which is fundamental for reef development
(Rajasabapathy et al., 2020).

Environmental stressors, such as UV radiation and high
temperature can lead to “bleaching the disruption of the
symbiosis between cnidarians and Symbiodiniaceae (Hughes
et al, 2017). Unfortunately, the frequency and seriousness
with which bleaching occurs have increased in recent years,
seriously compromising coral populations around the world
(Sully et al, 2019). Considering that perturbations induced
by climate change have threatened the integrity and resilience
of marine ecosystems, several investigations have analyzed the
bleaching phenomenon, using transcriptomic approaches to
understand the molecular mechanisms underlying the responses
of cnidarians and symbionts to heat stress (Mayfield et al., 2011,
2014; Pinzon et al., 2015).

Investigations aimed at characterizing the transcriptomes
of reef-building cnidarians have focused on species of the
class Anthozoa (Kitchen et al, 2015; Kenkel and Bay, 2017;
Pootakham et al.,, 2018; Veglia et al., 2018; Rivera-Garcia et al.,
2019; Ryu et al., 2019; Chiu et al., 2020). Regarding organisms
of the class Hydrozoa, analysis of the transcriptomes from
Hydractinia echinata and Hydra vulgaris showed the presence
of evolutionary-conserved proteins and hitherto undescribed
sequences in metazoans (Soza-Ried et al., 2010; Wenger and
Galliot, 2013). However, with respect to de novo transcriptome
assemblies of cnidarians of the genus Millepora, only one study
has been reported on the branching hydrocoral M. alcicornis
from the Caribbean (Ortiz-Gonzélez et al., 2017).

RNA-seq-based transcriptomic approaches have become
powerful tools directed toward recognizing all the expressed
genes codified by a genome under certain conditions.
Additionally, generation of new gene catalogs enables
identification of ortholog sequences across related taxa. In
this study, we used a metatranscriptomic sequencing approach
to describe, for first time, the metatranscriptome of M.
complanata and its associate symbionts in order to generate a
new reference metatranscriptome of reef-building cnidarians of
the class Hydrozoa.

DATA DESCRIPTION

Sample Collection

Fragments of M. complanata colonies (~10cm) were collected
by SCUBA (Self-Contained Underwater Breathing Apparatus)
diving at the Parque Nacional Arrecife located in Puerto Morelos,
Quintana Roo, México (21°00'00” and 20°48'33" North latitude
and 86°53'14.40” and 86°46'38.94” West longitude), during
November 2016 (Permit No PFP/DGOPA-139/15). Samples
were immediately frozen in liquid nitrogen and transported
to the “Laboratorio de Investigacién Quimica y Farmacologica
de Productos Naturales in the Universidad Auténoma de
Querétaro,” Queretaro, Mexico for RNA isolation.

RNA Extraction

Total RNA from three biologically independent M. complanata
colonies was extracted according to Valderrama-Chdirez et al.
(2002) with some modifications. Briefly, 0.1g of hydrocoral
tissue (previously ground with mortar and pestle in liquid
nitrogen) was mixed with 1 mL of extraction buffer (150 mM
Tris base, 2% SDS, 1% 2-mercaptoethanol, and 100 mM EDTA
adjusted to pH 7.5 with saturated boric acid). Afterward, 100
WL of potassium acetate 5M, 250 WL of absolute ethanol,
and 500 pL of chloroform-isoamyl alcohol (25:1) were added
and mixed by vortex for 1min. Samples were centrifuged at
12.0E3 rpm for 10 min, the top layer was removed and 500
pL of lithium chloride 8 M were added. Samples were stored
overnight. Extracted RNA was precipitated by centrifugation at
12.0E3 rpm for 10 min, washed with 250 pL of ethanol 70%
and re-suspended in sterile water. Isolated RNA was resolved
with a 4% agarose electrophoresis gel (run conditions: 75V
during 60 min) and the RNA integrity number was measured
with an Agilent™ Eukaryote Total RNA Nano chip. Run results
generated by the Nexseq500 sequencing system yielded 39.18
Gbp with high quality reads (78.43% > Q30) in 2 x 150 medium
performance plate.

cDNA Libraries Preparation, Sequencing,
and Metatranscriptome Assembly

RNA samples were sent to the “Laboratorio de Servicios
Genomicos,” LANGEBIO CINVESTAV-Campus Irapuato for
c¢DNA libraries preparation with Truseq RNA sample prep
v2 of Illumina, according to the manufacturer’s instructions.
Subsequently, cDNA libraries were sequenced on the Illumina
NextSeq500™ platform (2x150) generating 35 GB and 120
million reads. Quality control of raw reads was assessed using
FASTQC (Brown et al., 2017), none of the libraries showed any
issue. Each library was independently assembled with rnaSPAdes
(Bankevich et al., 2012). To improve the accuracy of isoform
reconstruction after initial assembly, all sample contigs were
merged to reduce sequence redundancy using CD-HIT-EST
(Li and Godzik, 2006). A unique identifier was assigned to
each FASTA sequence of the assembled transcriptome. Raw
data obtained from the sequencing was submitted to the NCBI
Sequence Read Archive (SRA) database (Bioproject accession:
PRJNA524427; Biosample accession: SAMN11026413). Pair-end
reads yield displayed as a maximum 16,431,435 reads. FASTQC
analysis of all samples showed a GC content of 40.3%. Assembled
transcripts resulted in an N50 value of 510 and an average contig
length of 480, whereas statistics of transcriptome assemblies
previously obtained from M. alcicornis showed an N50 value of
749 and an average contig length of 550 (Ortiz-Gonzalez et al.,
2017). Metatranscriptomic contigs were annotated in order to
separate cnidarian and symbiont transcripts.

Splitting of the Transcripts and
Transcriptome Completeness Estimation
Sequences from M. complanata and Symbiodiniaceae were
classified by comparing two custom databases. A cnidarian
database was constructed using the transcriptomes from
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Millepora alcicornis (ID GFASO01, BIOPROJECT PRJNA344421),
Hydra vulgaris (ID GGKF01, BIOPROJECT PRJNA399692),
Millepora  squarrosa  (ID  GFGUO1, = BIOPROJECT
PRJNA350711), and Nematostella vectensis (ID HADPO,
BIOPROJECT PRJEB13676). On the other hand, a database
containing the following Symbiodiniaceae transcriptomes
was created: Symbiodinium sp. (clade Al, ID GAKYO01,
BIOPROJECT PRJNA206215), Symbiodinium sp. (clade A2, ID
GBGWO01, BIOPROJECT PRJNA237994), Breviolum sp. (clade
B2, ID GBRZ01, BIOPROJECT PRJNA260330), Cladocopium sp.
(clade C, ID GBSCO1, PRJNA260340), Cladocopium sp. (clade
C, ID GAFOO01, PRJNA175601), uncultured Cladocopium sp.
(clade C, ID TADMO1, BIOPROJECT PRJDB4715), Durisdinium
sp. (clade D, ID GAFP01, BIOPROJECT PRJNA175600),
Durisdinium sp. (clade D, ID GBRRO1, BIOPROJECT
PRJNA260333), uncultured Durisdinium sp. (clade D, ID
IADNO1, BIOPROJECT PRJDB4715), and Symbiodinium
muscatinei (ID GFDR03, BIOPROJECT PRJNA359147).
M. complanata metatranscriptome was compared against
the customized cnidarian and Symbiodiniaceae databases
using Blastn. Python scripts were used for splitting and
retrieving confidently identified sequences (e-value threshold
of 1.0E-20) from M. complanata and Symbiodiniaceae. This
procedure enabled assigment of 60, 907 (42,6%) sequences to M.
complanata, and 61, 139 (42.8%) sequences to Symbiodiniaceae
algae. Completeness of the separated transcriptome sequences
was assessed with BUSCO using the Eukaryota database (Simao
et al.,, 2015). Sequences assigned to Cnidaria possessed 75.3% of
orthologs from Eukaryota core, whereas Symbiodiniaceae
sequences displayed 51.8%. Figurel shows the relative
contribution of M. complanata and Symbiodiniaceae algae
to the assembly. Statistics of split sequences showed that M.
complanata sequences possessed 36.8% GC content and a
maximum contig length of 5, 954 bp, whereas symbionts’
transcripts exhibited 50.9% GC content and a maximum contig

length of 6,744 bp (Figure 1A). GC content distribution and the
length of split sequences are shown in Figure 1B. The assembled
transcriptome was submitted to the Transcriptome Shotgun
Assembly (TSA) project of NCBI. This TSA has been deposited
in DDBJ/EMBL/GenBank under the accession GIXC00000000.
The version described in this paper (GIXC01000000) is the
first one.

Functional Annotation and Gene Ontology
All bioinformatic analyses were performed in the Databiology
Lab platform (https://www.lab.databiology.net/). Sequences
were annotated by sequence homology against the NCBI
non-redundant  database  using Diamond  (Buchfink
et al, 2015) (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/)  (e-value
threshold of 1.0E-6). The annotation of transcripts for
M. complanata and Symbiodiniacea subsets are found in
Supplementary Material (M_complanata_annotations.xlsx and
Symbiont_annotations.xlsx). Gene Ontology (GO) terms were
retrieved from Blastx hits with the Blast2GO software v. 5.2.
Sequences were analyzed with “Mapping and Annotation.” GO
were grouped into Biological Process (BP), Molecular Function
(MF), and Cellular Component (CC) domains. GO annotations
across sub-ontologies were visualized with WEGO 2.0 (https://
wego.genomics.cn). The most over-represented GO terms
across sub-ontologies for M. complanata were “cell” with 53.2%
(CC), “catalytic activity” with 47% (MF), and “cellular process”
with 58% (BP). Whereas, the most prevalent GO terms for
Symbiodiniacea were “membrane” with 48.7% (CC), “catalytic
activity” with 58.4% (MF), and “metabolic process” with 49.2%
(BP) (Figure 2).

Taxonomic Analysis
The assembled metatranscriptome was compared against the
NCBI non-redundant database (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/)
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FIGURE 2 | Gene ontology analysis assigned to M. complanata and Symbiodiniaceae.
and accession number(s) can be found at: https://www.ncbi.

using Diamond (Buchfink et al., 2015) (e-value threshold of 1.0E-
6) and MEGAN v. 6.19.8 was employed to perform the taxonomic
analysis (Huson et al., 2016). Taxonomy assignments resulted in
61, 604 hits, most of them were assigned to Dinophyceae (41.2%),
Cnidaria (16.8%), and Proteobacteria (3.8%), the remaining
percentage (37.2%) corresponded to non-dominant phyla such as
Bacteroidetes, Actinobacteria, Firmicutes, Haptista, Ascomycota,
Microsporidia, Chordata, Nematoda, Arthropoda, Mollusca,
Placozoa, Ciliophora, Perkinsozoa, Bacillariophyta, Oomycota,

Chlorophyta, and Streptophyta.
NOVELTY OF PRESENTED DATA

We describe, for the first time, the metatranscriptome of
the M. complanata holobiont. After assignment of transcripts,
cnidarian and symbiont transcriptomes were classified either as
Millepora (42.6%) or Symbiodiniaceae (42.8%). Over-represented
Dinophyceae hits imply a dominance of symbiotic algae
sequences, which indicates that Symbiodiniaceae algae represent
a common characteristic of hydrocorals’ holobionts. The
information obtained from M. complanata metatranscriptome
will be a key piece for understanding the cellular survival
processes, phylogeny, and physiology of milleporids from the

class Hydrozoa.
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Abstract: To date, few studies have been carried out aimed at characterizing the toxins synthesized
by hydrocorals of the genus Millepora. The purpose of this study was to explore the toxin diver-
sity and antibacterial activity of the “fire coral” M. complanata using a transcriptomic data mining
approach. In addition, the cytolytic and antibacterial activities of the M. complanata nematocyst
proteome were experimentally confirmed. Cytolysins were predicted from the transcriptome by
comparing against the Animal Toxin Annotation Project database, resulting in 190 putative tox-
ins, including metalloproteases, hemostasis-impairing toxins, phospholipases, among others. The
M. complanata nematocyst proteome was analyzed by 1D and 2D electrophoresis and zymography.
The zymograms showed different zones of cytolytic activity: two zones of hemolysis at ~25 and
~205 kDa, two regions corresponding to phospholipase A2 (PLA2) activity around 6 and 25 kDa, and
a proteolytic zone was observed between 50 and 205 kDa. The hemolytic activity of the proteome
was inhibited in the presence of PLA2 and proteases inhibitors, suggesting that PLA2s, trypsin,
chymotrypsin, serine-proteases, and matrix metalloproteases are responsible for the hemolysis. On
the other hand, antimicrobial peptide sequences were retrieved from their transcripts with the am-
PEPpy software. This analysis revealed the presence of homologs to SK84, cgUbiquitin, Ubiquicidin,
TroTbeta4, SPINK9-v1, and Histone-related antimicrobials in the transcriptome of this cnidarian.
Finally, by employing disk diffusion and microdilution assays, we found that the nematocyst pep-
tidome of M. complanata showed inhibitory activity against both Gram-positive and Gram-negative
bacteria including S. enteritidis, P. perfectomarina, E. coli, and C. xerosis, among others. This is the first
transcriptomic data mining analysis to explore the diversity of the toxins synthesized by an organism
of the genus Millepora. Undoubtedly, this work provides information that will broaden our general
understanding of the structural richness of cnidarian toxins.

Keywords: Millepora complanata; transcriptomics; toxin diversity; cytolysins; antibacterial peptides
Key Contribution: This transcriptomic analysis reveals the diversity of toxins expressed in the “fire

coral” Millepora complanata. The M. complanata nematocyst proteome shows inhibitory activity against
Gram-positive and Gram-negative bacteria.

1. Introduction

Cnidarians are simple and ancestral organisms considered as the oldest lineage of poi-
sonous animals, which have the ability to synthesize molecules capable of inducing different
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toxic effects and lethality [1]. Cnidarian venoms are stored in the nematocysts, specialized
organelles for defense and prey capture [2]. These complex chemical mixtures contain
mainly peptidic and proteinaceous components, which have been categorized into three
principal groups, based on their mechanism of action: (a) enzymes (e.g., metalloproteases
and phospholipases A2 (PLA2s)) [1,3]; (b) pore-forming toxins (PFTs) (e.g., actinoporins,
jellyfish toxins (JETs), hydralysins (HIns), etc.) [4]; and (c) neurotoxins (e.g., toxins that
target voltage-gated sodium channels (NaTXs), toxins targeting voltage-gated potassium
channels (KTXs), Kunitz peptides, etc.) [5]. PLA2 and metalloprotease activities have
been widely described for cnidarian venoms [6]. Particularly, PLA2s have been found in
cnidarians of the classes Anthozoa, Scyphozoa, Cubozoa, and Hydrozoa [4].

Cnidarian toxins possess a wide spectrum of biological effects, for instance, PLA2s hy-
drolyze the sn-2 ester bond of glycerophospholipids producing lysophospholipids and fatty
acids [7]. These toxins also display other pharmacological effects, such as neurotoxicity [8].
Regarding cnidarian venom metalloproteinases, which are metal-dependent peptidases,
they are responsible for several toxic effects, including skin damage, myonecrosis, edema,
and inflammation [6]. On the other hand, PFTs play an important role in cnidarians’ de-
fense. The cytolysis induced by PFTs involves the formation of transmembrane pores,
which leads to cellular disruption due to osmotic imbalance [4,9,10]. The most-studied
group of cnidarian PFTs are actinoporins (e.g., equinatoxin II). Cnidarians can also synthe-
size neuroactive toxins [5], which are employed for immobilizing preys and predators by
modulating gating of voltage-dependent sodium channels or blocking voltage-dependent
potassium channels during the repolarization stage [11].

In addition to toxins, cnidarians synthesize other types of bioactive molecules, which
represent valuable potential sources of lead compounds useful for the development of new
drugs [12]. Some of these compounds have antibiotic activity and constitute an important
part of the innate immune response of cnidarians, which inhabit hostile environments
abundant in bacteria, viruses, and parasites [13].Thus, these marine organisms use their
toxins and antimicrobial compounds to face intra and interspecific competition and to
defend themselves against microbial pathogens [14]. In fact, a significant antimicrobial
activity against a broad spectrum of Gram-positive and Gram-negative bacteria has been
demonstrated for numerous cnidarian extracts [15]. Interestingly, several peptides from
cnidarians, mainly from the Hydrozoa class, have shown significant antimicrobial activity
against multi-resistant strains of Gram-positive and -negative bacteria (e.g., Hydramacin-1,
Periculin-1, Kazal-2, and Arminin) [13].

Hydrocorals of the genus Millepora are very important from an ecological perspective,
as they are important builders of coral reefs. These cnidarians, commonly known as “fire
corals”, are also toxinologically relevant, since when coming into contact with human skin,
they induce local and systemic effects that include severe pain, blisters, eruptions, nephrotic
syndrome, pulmonary edema, and acute renal failure [16]. To date, few studies have been
carried out on the toxins produced by organisms of the genus Millepora, compared to the
wide range of toxinological investigations that have been carried out on other cnidarians.
These studies have revealed that “fire corals” produce similar toxic effects. It has been
reported that the venoms of M. dichotoma and M. platyphylla caused violent seizures and
death in less than a minute when administered intravenously in mice, in addition to
inducing hemolysis and dermonecrosis [17,18]. Similarly, M. alcicornis and M. tenera elicited
lethal effects, hemolysis, and dermonecrosis in mice [19-21].

Previous studies carried out by our research group demonstrated that the aqueous
extract of M. complanata elicited calcium-dependent contractions in guinea pig ileum and rat
aorta [22]. Moreover, intravenous administration of this extract caused severe seizures and
immediate death in mice with a lethal dose 50 (LD50) of 4.62 ug protein/g of body weight.
Doses lower than the LD50 induced lung and kidney injury ascribed to the presence of
cytolysins [23]. Interestingly, we found evidence that the aqueous extract of M. complanata
contains heat-stable toxins of non-protein nature, capable of inducing convulsions and
lethality in mice [23].
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Our group has also been working with another Millepora species, M. alcicornis. We
found that the aqueous extract of this hydrocoral caused hemolysis of rat erythrocytes,
displayed PLA2 activity, and induced a concentration-dependent contraction of rat aortic
rings. When intravenously administered, the extract was lethal to mice (LD50 of 17 ug
protein/g of body weight), and provoked kidney, liver, and lung damage [24]. A direct
zymography analysis showed that this extract contained two types of hemolysins; some
of them were proteins with molecular mass ranging from 28 to 30 kDa, which possessed
PLAZ2 activity, and the others had a molecular mass of approximately 200 kDa and did not
elicit PLA2 activity [24].

Despite their toxinological importance, there is very little information regarding the
primary structure of hydrocoral toxins. The amino acid sequence of only one of them
has been determined, an 18 kDa protein (MCTx-1) purified from M. dichotoma, whose
primary structure was deduced from its cDNA. This toxin showed homology with der-
matopontins, which are proteins of the extracellular matrix of mammals [25]. Recently, by
using a proteomics approach, we identified five toxin-like sequences in the soluble pro-
teome of M. complanata corresponding to two PLA2s (acidic PLA2 PA4 and acidic calcium-
independent PLA2-like protein), two PFTs (echotoxin-2 and DELTA-actitoxin-Oorlb), and
one metalloprotease (Predicted: astacin-like metalloprotease toxin 5) [26]. In addition, we
detected putative toxin sequences, including a metalloprotease (Disintegrin and metallo-
proteinase domain-containing protein 7), a PLA2, and an actitoxin (DELTA-actitoxin-Atela
like) in the soluble proteome of M. alcicornis [27].

Although the lethality and cytolytic activity of Millepora crude extracts have been pre-
viously described, very few efforts have been addressed in order to characterize the toxins
synthesized by these species; at present, their chemical structure and their mechanisms
of action have not been fully described. The aim of the present study was to explore the
diversity of M. complanata toxins and to predict the presence of antimicrobial peptides using
a transcriptome data mining approach. In addition, the cytolytic and antibacterial activities
of the proteome of M. complanata nematocysts were experimentally confirmed.

2. Results
2.1. Annotation and GO Terms Assignment

Overall, 412,660 sequences from the M. complanata transcriptome were analyzed
(DDBJ/EMBL/GenBank accession GIXC00000000). Annotation by sequence homology
against the UniProtKB/Swiss-Prot database resulted in 75,287 hits. The mapping analysis
showed ontology candidates for 74,949 sequences. Gene ontology (GO) terms were assigned
to 66,788 sequences. Overrepresented GO terms across the molecular function (MF) subon-
tology are displayed in Figure 1A. Binding (GO0005488), catalytic activity (GO0003824),
transporter activity (GO0005215), structural molecule activity (GO0005198), molecular
function regulator (GO0098772), and transcription regulator activity (GO0140110), among
others, were highly represented terms in M. complanata transcriptome.

2.2. Detected Putative Toxins

The M. complanata predicted proteome resulted in 2,475,960 hypothetical proteins.
Annotation against the Animal Toxins Annotation Project database showed 3024 hits. After
filtering, overall, 190 putative toxins were detected. According to their molecular function,
toxins were classified as follows: metalloproteases, hemostasis-impairing toxins, phospho-
lipases, nucleotidases, lipases, carboxypeptidases, phosphodiesterases, PFTs, complement
system-impairing toxins, aminopeptidases, glycosidases, acetylcholinesterases, and others.
The distribution of identified putative toxins is displayed in Figure 1B. Several M. com-
planata putative toxins showed high sequence similarity with previously reported toxins,
two representative alignments of a hemolysin-like toxin and a hydralysin-like toxin are
shown in Figure 2.
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Figure 1. (A) Overrepresented gene ontology (GO) terms across the molecular function (MF) subon-
tology and (B) toxin distribution from the M. complanata transcriptome.

2.3. Virtual Screening of Antimicrobial Peptides (AMPs)

Overall, 1,459,793 protein sequences with length smaller than 100 amino acids were
analyzed by amPEPpy. After prediction of antimicrobial peptides (AMPs), 1,397,261 se-
quences displayed at least one physicochemical-like property related to antimicrobial
activity. Derived from annotation against AMPs databases, 1966 hits were obtained from
the APD3 database, whereas 3875 hits were recovered from the DRAMP database. Most
of the hits showed sequence similarity with SK84, cgUbiquitin, Ubiquicidin, TroTbeta4,
SPINK9-v1, and Histone-related antimicrobials. The top ten AMP hits are shown in Table 1.

2.4. Electrophoretic Analysis of the M. complanata Nematocysts Proteome

Approximately 200 g of M. complanata fragments were employed for obtaining the
nematocyst proteome. After protein extraction, 1.0 g of lyophilized powder was obtained
(yield 0.5%). The total protein content of the lyophilized proteome was 50 & 13 ug of protein
per mg. The SDS-PAGE electrophoretic analysis showed that the nematocyst proteome
of M. complanata contained peptides and proteins with molecular mass ranging from 6 to
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200 kDa (Figure 3A). The 2DE analysis allowed the detection of 575 protein spots, which
showed isoelectric point (IP) values between 3 to 10 (Figure 3B).
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Figure 2. (A) Multiple sequence alignment between a hemolysin-like protein from M. com-
planata (Mc_hemolisyn-like) and four centipede toxins (TX14A_SCODE or Scoloptoxin SSD14,
A0A646QER6_IMYRI, A0A646QI04_9MYRI, and A0A646QD69_9MYRI) (Amino acid conservation
is highlighted in blue). (B) Multiple sequence alignment between a M. complanata hydralysin-like
(Mc_hydralysin-like) toxin with four hydralysins (HLYS_HYDVU, HLYS1_HYDVU, HLYS2_HYDVU,
and HLYS3_HYDVU). Annotations: Upper flanking motif between positions 80-115 (gray line);
region responsible for transmembrane pore formation at positions 116-145 (black line); and lower
franking motif within positions 146-190 (blue line). (Amino acid conservation is highlighted in blue).
Table 1. Top ten antimicrobial peptides (AMPs) hits from the M. complanata predicted peptidome.
SeqID Accession Description Activity E-Value Sequence
Anti-Gram+; antifungal; 9 LPSFSGSMFNPEGMPGSGAGKGGGGGGSVRD
Mc1655639  DRAMPO3113  SKs4 antiviral 1310 AGGSFGKMEAAREEEYFRRLQKEQLKSLQHQLDEEVDHHERELKQ
Anti-Gram: GGMQIFVKTLTGKTITLEVEPSDTIENVKAKIQDKEGI
Mc2434582  DRAMPO03472  cgUbiquitin Corm e | 15 x 1077 PPDQQRLIFAGKQLEDGRTLSDYNIQKESTLHLVLRLRGGMQ
anti-bram-—; antifunga IFVKTLTGKTITLEVEP
Anti-Gramd+; GIPNLSTINVVAQVLGGKVHGSLARAGKVKGQTP
iquicidi y . —23
Mc1269566  AP020%  Ubiquicidin “xil?\f&‘;‘ N 6.1x 10 KVDKQDKKKKKTGGSHRRIQYNRRFVNVVPSEGRRRGPNSNNNS
Mc2063087  AP02804 Histone Anti-Gram+ 26 % 1017 RHLKNRTTSHGRVGATAAVYSAAILEYLTAEVLELAG

Mc1970206 AP02807 Histone H4 Anti-Gram— 8.6 x 1072

Mc2019202 AP02808

H2A NASKDLKVKRITPRHLQLAIRGDEELDAL
ETRGVLKVFLENVIRDAVTYTEHARRKTVTAMDVLY
ARKRQGKTLYGFGGGWGSLEWGEVAVGSPRDQAETNPRMLVG
Histone Anti-Gram— 17 % 1012 SREIQTAVRLILPGELAKHAVSEGTKAVKKYNSMAEL

H2B ) YIIKIKQFFFFFFFFFFESSFFFESIFLYSIKP
RKLPFQRLVREIAQDFKTDLRFQSTAVMALQEASEAYL

Mc1808465  AP02809  Histone H3 Anti-Gram— 83 x107% VGLFEDTNLCAIHAKRVTIMPKDIQLARRIRGERATLQTKNGYFYS
Mc1970206  APO2810  Histone Hd Anti-Gram— 5.1 x 102 ETRGVLKV%F%&%%&E?&E%@%E\él;&hfggkmf}émcmwcm
MI7775%  APOS%  TroThetad G 281071 KKAFTOEKNTLPTKETIEOEKSGDVKLVCTISTRPLLORYSV
Me130197  APOS0SS  SPINKowl  AMTCGRELETE 5,107 o o D G RSNGRIKKVSDGECTNAVL HOILVNIVAFHTPRQNT

2.5. Zymography Assay

The results from the zymography analysis are displayed in Figure 4. Two zones of
hemolysis were detected at ~25 and ~205 kDa (Figure 4A). Zymography assays of PLA2
showed the presence of two protein bands around 6 and 25 kDa (Figure 4B), whereas prote-
olytic activity was observed within a molecular mass range of 50 to 205 kDa (Figure 4C).
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Figure 3. (A) SDS-PAGE electrophoretic profile (Mc), and (B) Two-dimensional electrophoretic profile
of the nematocyst proteome of M. complanata. MW—molecular mass (kDa). IP—isoelectric point (pH).

M A B C
kDa

2057 —M— RS

113.1 ———

79.6 —H—

Figure 4. Zymographic analysis. (A) Hemolytic activity, two zones of hemolysis at ~25 and ~205 kDa.
(B) Regions corresponding to PLA2 activity around 6 and 25 kDa. (C) Proteolytic activity observed
within a molecular mass range of 50 to 205 kDa.
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2.6. Effect of Enzymatic Inhibitors on the Hemolytic Activity of the M. complanata
Nematocysts Proteome

The proteome of M. complanata nematocysts elicited a concentration-dependent hemol-
ysis of human erythrocytes with a hemolytic unit 50 (HU50) value of 9.49 + 1.03 ug of
protein per mL (Figure 5A). All six enzymatic inhibitors diminished the maximal hemolytic
activity of the proteome. Inhibition of the hydrocoral nematocysts proteome-mediated
hemolysis induced by each inhibitor was: 44.2% for Ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA,
non-selective protease inhibitor) (Figure 5B), 19.68% for BB-94 (2R,3S)-N4-Hydroxy-N1-
[(1S)-2-(methylamino)-2-oxo-1-(phenylmethyl)ethyl]-2-(2-methylpropyl)-3-[(2-thienylthio)
methyl] butanediamine (Batimastat, matrix metalloprotease inhibitor) (Figure 5C), 12.36%
for Na-Tosyl-L-lysine chloromethyl ketone hydrochloride (TLCK, trypsin inhibitor) (Fig-
ure 5D), 11.59% for N-p-Tosyl-L-phenylalanine chloromethyl ketone (TPCK, chymotrypsin
irreversible inhibitor) (Figure 5E), 37.59% for Phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF, ser-
ine protease inhibitor) (Figure 5F), and 19.66% for 2-[[3-(2-Amino-2-oxoacetyl)-2-ethyl-1-
(phenylmethyl)-1H-indol-4-yl]Joxy]-acetic acid (Veraspladib, sSPLA2 inhibitor) (Figure 5G).

100 < = Mc 100 = Mc 100 + = Mc 100 - w Mc
A Mc+EDTA 4 Mc+Batimastat A Mc+TLCK
80 80 80 80
g g 3
60 o 60 » 60 » 60
2 2 2
o o o
E E E
o s s
= T T
40 40 40 40
20 20 20 20
) .
FEL i (R
T T T T T T T T T T T T
0.5 1 2 0.5 1 2 0.5 1 2 0.5 1 2
Log Cong (pg/mL) Log Cong (pg/mL) Log Cong (pg/mL) Log Cong (pg/mL)
100 4 = Mc 100 4 = Mc 100 4 = Mc
A Mc+TPCK A Mc+PMSF 4 Mc+Varespladib
80 80 80 -
g g
60 - o 60 » 60
2 2
o o
E E
o s
T T
40 40 40
20 20 20 -
.
Y .
T T T T T T T T T
0.5 1 2 0.5 1 2 0.5 1 2
Log Cong (ug/mL) Log Cong (pg/mL) Log Cong (pg/mL)

Figure 5. Percentage of the inhibitory effect of enzymatic inhibitors on the hemolytic activity of
the proteome of M. complanata nematocysts. (A) Hemolytic activity (control), (B) 44.2% for EDTA,
(C) 19.68% for Batimastat, (D) 2.36% for TLCK, (E) 11.59% for TPCK, (F) 37.59% for PMSF, and
(G) Varespladib with 19.66% inhibition.

86



Toxins 2022, 14, 206

80f17

2.7. Antibacterial Activity Induced by M. complanata Nematocysts Peptidome

The susceptibility of bacterial strains to the effect of the M. complanata nematocysts
peptidome is shown in Table 2. These results showed that this fraction of the nematocyst
proteome has antibacterial effects against seven Gram-negative and three Gram-positive
bacteria. In the case of Gram-negative bacteria, the largest inhibition zone was 22 + 1 mm
corresponding to Escherichia coli, whereas, in the case of Gram-positive bacteria, the largest
inhibition zone diameter (20 & 0.5 mm) was observed for Bacillus koreensis.

Table 2. Susceptibility of bacterial strains to the effect of M. complanata nematocysts peptidome.

Species Antibacterial Activity ~ Zone Of Inhibition (mm) MIC 2 (ug/mL)
Gram(—) Salmonella agona — NA NA
Salmonella typhimurium + 20£1 0.4
Salmonella enteritidis + 18 £ 0.5 0.04
Salmonella infantis + 2+1 4
Salmonella typhi + 20£1 >4
Pseudomonas aeruginosa + 12+£05 4
Pseudomonas perfectomarina + 20+15 0.04
Escherichia coli + 22+1 0.04
Gram(+) Corynebacterium xerosis + 12+05 0.04
Kytococcus dedenturius - NA NA
Exiguobacterium amuntiacum — NA NA
Bacillus koreensis + 20 £0.5 4
Micrococcus luteus — NA NA
Microbacterium oleivorans + 17+£05 4
Staphylococcus cohnii - NA NA
Staphylococcus xylosus — NA NA
Staphylococcus aureus — NA NA

2 Minimum inhibitory concentration, (+) Active, (—) No active, (NA) Not assessed.

The antibacterial microdilution method indicated that Salmonella enteritidis, Pseu-
domonas perfectomarina, Escherichia coli, and Corynebacterium xerosis were the most sensitive
strains with minimum inhibitory concentration (MIC) values of 0.004 ug of protein per mL.

3. Discussion
3.1. Diversity of M. complanata Toxins and Prediction of Antimicrobial Peptides

Organisms of the Phylum Cnidaria are respected as the most venomous marine
organisms on Earth, whose toxins production is crucial for their survival [28]. Here, we
explored the toxin diversity synthesized by the “fire coral” M. complanata and predicted
the presence of antimicrobial peptides by using a transcriptome data mining approach.
After transcriptome annotation and GO analysis, several terms were found across the
MEF subontology. However, “toxin activity” was within the most overrepresented terms
(Figure 1A) and 190 sequences from the transcriptome resembled previously reported
toxins. These results support the diversity of toxins synthesized by cnidarians of the genus
Millepora [16,22,23,26].

In this study, the putative toxins detected in the M. complanata nematocysts pro-
teome included: metalloproteases, hemostasis-impairing toxins, phospholipases, nucleoti-
dases, lipases, carboxypeptidases, phosphodiesterases, pore-forming toxins, complement
system-impairing toxins, aminopeptidases, glycosidases, and acetylcholinesterases, among
others (Figure 1B). However, metalloproteases, hemostasis-impairing toxins, and phospholi-
pases (comprising phospholipases A and B) were predominant. Although hemolytic and phos-
pholipase A2 activities have been previously described for some Millepora species [18,29,30],
the presence of sequences associated with nucleotidases, lipases,carboxypeptidases, phospho-
diesterases, PFTs, complement system-impairing toxins, aminopeptidases, glycosidases, and
acetylcholinesterases was evidenced for the first time in an organism of the genus Millepora.
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Our results showed that more than fifty percent of the putative detected toxins corre-
sponded to metalloproteases and hemostasis-impairing toxins. A previous study, carried
out on the tentacle transcriptome of the jellyfish Chrysaora fuscescens, revealed highly ex-
pressed genes encoding metalloproteases, which have a key role during envenomation and
cause inflammation and tissue disruption [31]. Further research study performed on the
transcriptome of the jellyfish Cyanea capillata indicated the high abundance of transcripts
encoding metalloproteases [32]. Our study indicates that metalloproteases are important
components of hydrocoral venoms, similar to what happens with other cnidarians such
as jellyfishes.

On the other hand, hemostatic and hemorrhagic toxins are common components of
the venoms of crustaceans, blood feeding insects, leeches, snakes, and some cnidarians. For
example, it was found that in the transcriptome of four cerianthid species (Pachyceriantus cf.
maua, Isarachnanthus nocturnus, Ceriantheomorphe brasiliensis, and Pachycerianthus borealis),
more than 30% of transcripts related to toxin synthesis had homology to transcripts encod-
ing hemostatic or hemorrhagic proteins [33]. The results obtained from the transcriptome
analysis of M. complanata nematocysts proteome indicate that hemostasis-impairing toxins
play an important role in the mechanisms of toxicity induced by the “fire corals” for prey
hunting and defense against predators.

One of the main biological effects demonstrated for extracts and venoms obtained
from Millepora species is the hemolysis that they produce in erythrocytes from different
species. However, the chemical structure of hemolysins synthesized by “fire corals” has
not been characterized. A putative hemolysin and a putative PFT identified from the
M. complanata transcriptome were selected for multiple sequence alignment analysis in
order to identify conserved structural motifs that are present in PFTs and hemolysins previ-
ously identified in hydrozoans and in animals that do not belong to the phylum Cnidaria
(Figure 2). Amino acid conservation (highlighted in blue) between a hemolysin-like protein
(642 amino acids length) from M. complanata (Mc_hemolysin-like) and four centipede toxins
was observed: one from a Thai centipede Scolopendra dehaani hemolysin (TX14A_SCODE
or Scoloptoxin SSD14) and three from Hemiscolopendra marginata (AOA646QER6_IMYRI,
A0A646QI04_9IMYRI, A0A646QD69_IMYRI) (Figure 2A). It was previously found that
Scoloptoxin SSD14 elicited a dose-dependent human platelet aggregation (maximum re-
sponse at 3.2 ug/mL) and induced hemolysis on mice and rabbit erythrocytes (35 and
65% at 5 ug/mL, respectively) [34]. In addition, a hydralysin-like toxin (244 amino acids
length) was identified from the M. complanata transcriptome. This protein sequence was
similar to that of hydralysins from the green hydra Chlorohydra viridissima. Hydralysins and
their homologs share a group of conserved motifs with known pore-forming toxins such
as aerolysins [35]. The M. complanata hydralysin-like toxin (Mc_hydralysin-like toxin) de-
tected in this work showed conserved sequence motifs of four hydralysins (HLYS_HYDVU,
HLYS1_HYDVU, HLYS2_HYDVU, and HLYS3_HYDVU) (Figure 2B). Specifically, three
characteristic conserved motifs (highlighted in blue) from aerolysins were identified in the
Mc_hydralysin-like toxin: a) the upper flanking motif between positions 80-115 (gray line);
b) the region responsible for transmembrane pore formation at positions 116-145 (black
line); and c) the lower franking motif within positions 146-190 (blue line) (Figure 2B) [35].
These results suggest that PFTs, such as hydralysins, may be synthesized by M. complanata
and they could display mechanisms of pore formation similar to aerolysins. Moreover, it
is very likely that proteins structurally related to these types of toxins contribute to the
hemolysis induced by Millepora venoms.

On the other hand, it has been recognized that cnidarians are valuable sources of
antimicrobial peptides [13]. Therefore, a virtual screening for identifying antibacterial pep-
tides in the peptidome of M. complanata nematocysts was carried out. Most of the hits from
the predicted peptidome showed sequence similarity to SK84, cgUbiquitin, Ubiquicidin,
TroTbeta4, SPINK9-v1, and Histone-related antimicrobials (Table 1). After the bioinformat-
ics analysis, the antimicrobial activity of the M. complanata nematocysts peptidome against
Gram-negative and Gram-positive bacteria was confirmed using the diffusion method. The
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results demonstrated that, in fact, the hydrocoral peptidome possessed broad-spectrum an-
tibacterial activity against both Gram-negative and Gram-positive groups, with S. enteritidis,
P. perfectomarina, E. coli, and C. xerosis being the most sensitive strains (Table 2). One of the
AMPs identified in this work corresponds to cgUbiquitin. According to a previous study,
the AMP cgUbiquitin, found in the Pacific oyster Crassostrea gigas, possesses potent antibac-
terial activity against Gram-positive and -negative bacteria. Particularly, this non-hemolytic
AMP elicits an antimicrobial effect (through a non-lytic mechanism) on Streptococcus iniae
and Vibrio parahaemolyticus with a minimal effective concentration of 7.8 and 9.8 ug/mL,
respectively [36]. Additionally, homologs to SPINK9-v1 were found in the transcriptome of
M. complanata. SPINK9 and their variants are epidermal antimicrobial peptides synthesized
by human skin that selectively kill E. coli by a mechanism that involves cell membrane
and cytoplasm targets [37]. Ubiquicidin was another potential AMP detected in the M.
complanata transcriptome. This peptide displayed significant antimicrobial activity against
Listeria monocytogenes, Salmonella typhimurium, Escherichia coli, Staphylococcus aureus, and an
avirulent strain of Yersinia enterocolitica. Ubiquicidin restricts the intracellular growth of
microorganisms in the cytosol of macrophages [38].

Our results constitute the first evidence that Millepora species produce antimicrobial
compounds, whose chemical structure needs to be elucidated. It is very likely that some
peptides structurally related to those found in the putative peptidome are responsible for
the antimicrobial activity; however, this hypothesis needs to be experimentally confirmed.
Antimicrobial compounds synthesized by hydrocorals might represent novel leads for the
development of new anti-infective molecules.

3.2. Cytolysins from the Nematocyst Proteome of M. complanata

Cnidarian nematocyst venom comprises a complex mixture of toxic proteins and
peptides, which are employed for prey paralysis or predator deterrence [39,40]. Similar
to what was found in the Hydra magnipapillata proteome, the nematocyst proteome of
M. complanata contained proteins with a molecular mass range between 10 and 70 kDa [31].
However, prominent high molecular mass bands of approximately 200 kDa were observed
in the M. complanata proteome (Figure 3A). It is estimated that cnidarian venom possesses
a high variety of compounds (about 250), mainly of proteinaceous origin [41]. Here,
575 protein spots were detected in the nematocyst proteome of M. companata (Figure 3B).
These findings could imply that hydrocorals synthesize a greater structural diversity of
toxins compared to other cnidarians such as Cyanea capillata (53 putative toxins), Nemopilema
nomurai (69 putative toxins) [42], Chrysaora fuscescens (163 proteins) [43], Cyanea nozakii
(20 proteins), Chrysaora caliparea (12 proteins), and Lychnorhiza malayensis (8 proteins) [44].

Although differences in the venom composition of cnidarians belonging to different
classes have been observed, cytolytic toxins are very important components of cnidarian
venoms [45]. In fact, cytolysis is a well-known effect induced by toxins of cnidarians, in-
cluding hydrozoans, such as Physalia physalis, Pandea rubra, Arctapodema sp., and Colobonema
sericeum, among others [46]. Regarding Millepora species, potent hemolytic activity has been
reported for M. complanata [47], M. alcicornis [24], M. dichotoma [29], and M. platyphylla [30].
The zymographic analysis of the nematocyst proteome of M. complanata showed two zones
of hemolytic activity that were detected at ~25 and ~205 kDa (Figure 4A). These results
were in accordance with a previous study carried out by our research group on M. alcicornis,
which indicated that the venom of this hydrocoral contains hemolysins with molecular
mass of ~28-30 kDa (with PLA2 activity) and ~200 kDa [24]. These findings suggest that
both hydrocorals synthesize hemolytic proteins with similar molecular mass. The PLA2
zymogram revealed two zymolytic bands at approximately 6 and 25 kDa (Figure 4B).
Low molecular mass toxic PLA2s have been found in some cnidarians, including Adam-
sia carciniopados (13.5 kDa) [8], Bunodosoma caissarum (14.7 kDa) [48], Condylactis gigantea
(14.5 kDa) [49], and Urticina crassicornis (12.4 kDa) [50]. However, the PLA2s found in
these cnidarians had molecular masses greater than 12 kDa. Thus, the presence of a 6 kDa
PLA2 in the proteome of M. complanata nematocysts could indicate that this hydrocoral
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synthesizes PLA2s with structural characteristics different from those of other cnidarian
PLA2s, whose structural features remain to be elucidated.

Furthermore, the zymograms of proteolytic enzymes showed bands within a molecular
mass range of 50 to 205 kDa (Figure 4C). Proteases with approximate molecular mass
of 30 kDa have been described as important constituents of some jellyfish venoms [51].
Particularly, it has been found that proteases of the astacin-like metalloprotease family
are ubiquitous components of cnidarian venoms. A 32.3 kDa homolog of astacin-like
metalloproteinase was detected in the hydrozoan Podocoryne carnea [52]. Another astacin-
like toxin of 30.38 kDa has been identified in the venom of Stomolophus meleagris [51].
Nevertheless, proteases higher than 50 kDa have not been previously reported for any
Millepora species. The high molecular mass metalloproteases found in the venom of
M. complanata could play an important role in capturing prey and digestion.

The results obtained through zymography agree with those derived from the transcrip-
tome analysis, which suggested that the nematocyst proteome of M. complanata contains
a mixture of hemolysins, proteases, and phospholipases. The presence of various types
of toxins in the venom of M. complanata indicate that this organism possesses a sophisti-
cated biochemical system involved in efficient capture and digestion of prey. To further
characterize the hemolytic activity elicited by the M. complanata nematocyst proteome, we
assessed the influence of specific enzymatic inhibitors. EDTA was capable of reducing
44.2% of the hemolysis induced by the hydrocoral nematocyst proteome, which implies
that almost half of the cytolysins responsible for this activity are divalent ion-dependent
toxins. In fact, divalent ions such as Ca?* are necessary for conformational changes in
enzyme catalysis and toxin activity of cnidarian proteases [53]. Moreover, inhibition of
the hemolytic effect by trypsin, chymotrypsin, serine-proteases, and matrix metallopro-
teases inhibitors indicated the involvement of several proteases in the hemolytic activity
elicited by the proteome of M. complanata nematocysts. Considering that, in a previous
study, our research group identified the astacin-like metalloprotease toxin 5 in the soluble
proteome of M. complanata [26], it is very likely that some of the proteases responsible for
the hemolytic effect induced by the proteome of M. complanata nematocysts belong to the
astacin family of metalloproteases. Several studies have shown that these types of toxins
are common components of cnidarian venoms [54-56], where they act as spreading agents,
which facilitate the diffusion of other toxins contained in the same venom.

Although the mechanism of hemolysis induced by cnidarian venoms has not been
completely characterized, it has been previously demonstrated that, in the case of Millepora
species, phospholipases A2 significantly contributes to hemolytic activity. In the present
study, we found that the PLA2 inhibitor Varespladib significantly diminished (19.66%) the
hemolytic activity of the M. complanata nematocyst proteome, confirming that this effect
can be partly attributed to the presence of PLA2s.

4. Conclusions

In this study, we determined the toxin diversity of the “fire coral” M. complanata using
a transcriptome data mining approach. Metalloproteases, hemostasis-impairing toxins, and
phospholipases (including phospholipases A and B) were predominant putative compo-
nents of this “fire coral” venom. The hemolytic activity elicited by the nematocyst proteome
of this hydrocoral can be ascribed to the presence of toxic proteases (including trypsin,
chymotrypsin, serine-proteases, and metalloproteases) and PLA2s. On the other hand, the
prediction of antimicrobial peptides revealed homologs to SK84, cgUbiquitin, Ubiquicidin,
TroTbeta4, SPINK9-v1, and Histone-related antimicrobials. Moreover, the M. complanata
nematocyst peptidome exhibited broad-spectrum antimicrobial activity against both Gram-
negative and Gram-positive bacteria including S. enteritidis, P. perfectomarina, E. coli, and
C. xerosis. This is the first report regarding the toxin diversity and antibacterial activity
of the venoms produced by Millepora species, which will contribute to broadening our
understanding of the mechanisms underlying the toxic effects produced by these impor-
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tant cnidarians. Additionally, the potential of these hydrocorals as a valuable source of
structurally and functionally diverse biomolecules was evidenced.

5. Materials and Methods
5.1. Ethics Statement

All experimental procedures described in this study were carried out after obtaining
authorization by the ethics committee of the Faculty of Chemistry of the Autonomous Uni-
versity of Queretaro (Permit number CQB19/058). M. complanata specimen sampling was
authorized by the Mexican Ministry of Environment and Natural Resources-SEMARNAT
(Permit number PFP/DGOPA-139/15).

5.2. Transcriptomic Data Acquisition

The M. complanata assembled transcriptome was downloaded from the NCBI Tran-
scriptome Shotgun Assembly (TSA) project (DDBJ/EMBL/GenBank under the accession
GIXC00000000.1) (accessed on 1 May 2021) [57].

5.3. Functional Annotation and Gene Ontology

Sequences from the transcriptome were annotated using sequence homology against
the UniProtKB/Swiss-Prot database (https://www.uniprot.org/, accessed on 1 June 2021)
with the DIAMOND software (e-value threshold of 1.0 x 107°) [58]. GO terms were
assigned for Blastx hits using the Blast2Go software [59]. Briefly, sequences were analyzed
employing Mapping and Annotation, and GO terms were grouped into the MF domain.
GO terms across MF categories were visualized with Python scripts (code repository:
https://github.com/vhelizarraga/Fire_coral_analysis.git, accessed on 1 June 2021).

5.4. Identification of Putative toxins

M. complanata proteome was predicted from transcriptome sequences for all three for-
ward and reverse frames using the Seqinr software [60] (Charif and Lobry, 2007). Thereafter,
putative toxins were identified in the predicted proteome using Blastp [61]. Shortly, protein
sequences were annotated by sequence homology against the Animal Toxin Annotation
Project database version UniProtKB 2021_01 (https://www.uniprot.org/program/Toxins,
accessed on 1 July 2021) using an e-value threshold of 1.0E-6. After annotation, the hits
were filtered and classified; only sequences with an e-value equal to or smaller than 1.0E-20
and matching a length > 10 amino acids were considered toxins.

5.5. Multiple Sequence Alignments

Representative putative toxins (one hemolysin and one PFT) were selected for multiple
sequence alignment analysis against the related homolog sequences from the
UniProtKB/Swiss-Prot protein database. ClustalOmega was used for sequence align-
ment (https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/, accessed 1 August 2021) [62] and the
results were visualized with the Jalview software version 2.11.1.4 [63].

5.6. Prediction of AMPs

Sequences with a length smaller than 100 amino acids were retrieved from the
predicted M. complanata proteome using Linux (code repository: https://github.com/
vhelizarraga/Fire_coral_analysis.git, accessed on 2 September 2021). Potential AMPs were
identified from these sequences with amPEPpy [64]. The antimicrobial activity was inferred
by implementing a random forest classifier using the distribution descriptor set from the
Global Protein Sequence Descriptors. Sequences less than 10 amino acids long and contain-
ing nonstandard amino acids were not evaluated. Sequences with a predicted probability
higher than 0.8 were recovered. Annotations were carried out employing the DIAMOND
software [58] against the following two databases: the Data Repository of Antimicrobial
Peptides—DRAMP (http://dramp.cpu-bioinfor.org/, accessed on 30 September 2021) [65];
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and the Antimicrobial peptide Database—AP3 (https://wangapd3.com/main.php, ac-
cessed on 30 September 2021) [66].

5.7. Sample Collection and M. complanata Nematocysts Proteome Preparation

Specimens of M. complanata were obtained from the Parque Nacional Arrecife de Puerto
Morelos, Quintana Roo, Mexico in November 2016. Samples were collected using a chisel
and hammer at 4 m depth and stored in liquid nitrogen. Extraction of nematocysts content
was carried out by osmotic shock as previously described [24]. This procedure is commonly
employed for extracting cnidarians toxins and the resulting extract is enriched with soluble
peptides and mainly, but not exclusively, from nematocyst origin [67,68]. Briefly, 200 g of
hydrocoral sample was placed in a 500 mL beaker and 300 mL of triple distilled deionized
water at pH 7 was added. Protein extraction was carried out employing a seesaw shaker for
24 h at 4 °C. The resulting aqueous extract was centrifuged at 12,000 rpm until sediments
were not present. Thereafter, the solution was filtered using a Waltman 40 cellulose filter
and frozen at —70 °C. Subsequently, the frozen aqueous extract was lyophilized and the
protein content was determined using a 2D Quant kit from GE Healthcare as per the
manufacturer’s instructions.

5.8. One-Dimensional and Two-Dimensional Polyacrylamide Gel Electrophoresis

The nematocyst proteome was analyzed employing sodium dodecyl sulfate poly-
acrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) as previously described [27]. The lyophilized
powder containing 80 pug of protein was resuspended in proteomic grade water. Samples
(n = 3) were resolved in 18% polyacrylamide using Tris-glycine as a running buffer (run-
ning conditions: 120 V for 1.5 h). In addition, the nematocyst proteome was analyzed
by high-resolution two-dimensional electrophoresis (2DE) as previously described [26].
Samples (750 ug of protein; n = 3) were solubilized in rehydration buffer (8M urea, 2%
SDS, 0.375M Tris-HCl (pH 8.8), 20% glycerol, and 2% DTT (w/v)) and separated by iso-
electrofocusing. Immobilized pH gradient strips (pH range 3-10) were loaded on an
isoelectrofocusig system Bio-Rad PROTEAN®{12™ (Hercules, CA, USA, Bio-Rad) for a
total of 20,000 Vh. After isoelectrofocusing, the IPG strips were reduced using equilibration
buffer containing 6M urea, 2% SDS, 0.05 M Tris—-HCI, pH 8.8, 50% glycerol, and 2% (w/v)
dithiothreitol (DTT), and alkylated with 6 M urea, 2% SDS, 0.05 M Tris—-HC, pH 8.8, 50%
glycerol, and 2.5% (w/v) iodoacetamide. Thereafter, samples were run on TGXTM 18%
polyacrylamide precast SDS-PAGE gels (CA, USA, Bio-Rad) at 150 V for 2 h at 4 °C. Protein
bands and spots were visualized by silver staining. The Precision Plus Protein Dual Color
Standards (Bio-Rad, CA, USA) were used for molecular mass estimation.

5.9. Zymographic Analysis

Hemolytic and PLA2 activities were assessed using indirect zymography. All zymo-
graphic analyses were carried out employing 100 ug of protein. Samples were resolved
by SDS-PAGE as previously described. After running SDS-PAGE, gels were washed with
100 mM Tris—HCl for 1 h and incubated with 50 mM Tris—HCl, 140 mM NaCl, 2.5 mM
CaCly, pH 7.4 on substratum gels. In the case of hemolytic activity, the gels were incubated
for 4 h at 37 °C on substratum gels (agar 1.5%), enriched with washed human erythrocytes
(3%). For PLA2 activity detection, gels were additionally washed with 100 mM Tris-HCl
and 1.0%, Triton X-100 (pH 7.4) for 1 h to remove traces of SDS and incubated for 15 h
at 37 °C on an agarose gel (2%) prepared with 50 mM Tris-HCl and 6% egg yolk. PLA2
from honeybee venom (Apis mellifera) was employed as a positive control. On the other
hand, the protease activity was determined by direct zymography. Then, 12% SDS-PAGE
gels containing gelatin (2 mg/mL) or casein (2 mg/mL) were used for protein separation.
Afterward, gels were washed twice for 20 min with Triton X-100 2.5% and then were
incubated for 17 h at 37 °C in 0.5 mM CaCl,, 20 mM Tris-HCI (pH 7.4). Next, gels were
stained with Coomassie Blue R-250 (0.125%) in methanol (45%) and acetic acid (10%) for
1 h. Finally, gels were cleared with ethanol (40%) and acetic acid (10%). Protein bands
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displaying enzymatic activity appeared as clear bands in the zymogram gels. Zymographic
analyses were determined in three biological replicates.

5.10. Hemolytic Activity Assay

The hemolytic activity of the M. complanata nematocysts proteome was determined as
previously reported [24]. In short, samples of human erythrocytes (1%) were suspended
in 1 mL Alsever’s solution (120 mM D-glucose, 30 mM sodium citrate, 7 mM NaCl, and
2 mM citric acid, pH 7.4). The following protein concentrations were assessed: 2.18, 3.16,
4.5,6.6,7.9,9.56,11.48, and 24.54 ug of protein per mL. Samples were incubated at 37 °C
for 30 min and centrifuged at 2300 rpm. Subsequently, the free hemoglobin in the su-
pernatant was measured spectrophotometrically at 415 nm. The HU50 was determined
using the DRC package of R statistical software (code repository: https://github.com/
vhelizarraga/Fire_coral_analysis.git, accessed on 2 October 2021) [69]. Specific inhibitors
of hemolysis were used as controls: Nx-Tosyl-L-lysine chloromethyl ketone hydrochloride
(TLCK, trypsin inhibitor), N-p-Tosyl-L-phenylalanine chloromethyl ketone (TPCK, chy-
motrypsin irreversible inhibitor), BB-94; (2R,3S)-N4-Hydroxy-N1-[(1S)-2-(methylamino)-2-
oxo-1-(phenylmethyl)ethyl]-2-(2-methylpropyl)-3-[(2-thienylthio)methyl] butanediamine
(Batimastat, matrix metalloprotease inhibitor), Phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSE, ser-
ine protease inhibitor), Ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA, non-selective protease
inhibitor), and 2-[[3-(2-Amino-2-oxoacetyl)-2-ethyl-1-(phenylmethyl)-1H-indol-4-yl]oxy]-
acetic acid (Veraspladib, sPLA2 inhibitor). The optimum concentration of each inhibitor
was standardized according to previously reported concentrations. Inhibition induced by
each inhibitor on the hemolytic activity was measured after incubation for 30 min at 37 °C.

5.11. Antibacterial Activity Assay

The nematocysts proteome of M. complanata was filtered using Amicon® filter tubes
according to the manufacturer’s instructions (Amicon® Pro Purification System, Merck
KGaA, Darmstadt, Germany). Then, the antibacterial activity of this proteome fraction,
containing peptides smaller than 10 kDa, was evaluated against 17 species of Gram-positive
and Gram-negative bacteria by the disc diffusion method. The following bacteria strains
were employed: Salmonella agona, Salmonella typhimurium, Salmonella enteritidis, Salmonella
infantis, Salmonella typhi, Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas perfectomarina, Escherichia
coli, Corynebacterium xerosis, Kytococcus dedenturius, Exiguobacterium amuntiacum, Bacillus
koreensis, Micrococcus luteus, Microbacterium oleivorans, Staphylococcus cohnii, Staphylococcus
xylosus, and Staphylococcus aureus. In short, plates containing Muller-Hinton agar were
inoculated with 10 pL of bacterial suspension (adjusted to the McFarland standard No.1).
Plates were dried for 15 min and then employed for the sensitivity test. Sterile discs
were impregnated with M. complanata peptidome samples (40 pg protein/disc; n = 3) and
placed on the Muller-Hinton agar plates. Then, plates were incubated at 37 °C for 24 h.
Inhibition zone diameters were determined after incubation. The MIC was assessed by
the agar microdilution method using 96-well plates. MIC was determined employing the
following protein concentrations: 400, 40, 4, 0.4, 0.04 and 0.004 pg/uL. All analyses were
carried out in triplicate using bacterial suspensions adjusted to the McFarland standard
No. 1. The 96 well plates were incubated at 37 °C for 24 h and the MIC was calculated
spectrophotometrically at 600 nm.
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“El Nifio” Southern Oscillation (ENSO) 2015-2016 caused that many M. complanata
colonies that live in the Mexican Caribbean experienced extensive bleaching. The purpose
of this work was to analyze the effect of bleaching on the cellular response of M.
complanata, employing a transcriptomic approach with RNA-seq. As expected, bleached
specimens contained a significantly lower chlorophyll content than unbleached hydrocorals
and the presence of algae of the genera Durusdinium and Cladocopium. was only found in
tissues of unbleached M. complanata, which could be associated to the greater resistance
that these colonies exhibited during bleaching. We found that 299 genes were
differentially expressed in M. complanata bleached colonies following the 2015-2016 ENSO
in the Mexican Caribbean. The differential response of M. complanata to bleaching showed
enriched terms for functional categories, such as ribosome, RNA polymerase and basal
transcription factors, chaperone, oxidoreductase, among others. Our results suggest that
the heat-shock response mechanisms displayed by M. complanata include: an up-
regulation of endogenous antioxidant defenses; a higher expression of heat stress
response genes; up-regulation of transcription-related genes, higher expression of genes
associated to transport processes, inter alia. This study constitutes the first differential
gene expression analysis of the molecular response of a reef-forming hydrozoan during
bleaching.
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Abstract

“El Nifio” Southern Oscillation (ENSO) 2015-2016 caused that many M. complanata
colonies that live in the Mexican Caribbean experienced extensive bleaching. The
purpose of this work was to analyze the effect of bleaching on the cellular response of
M. complanata, employing a transcriptomic approach with RNA-seq. As expected,
bleached specimens contained a significantly lower chlorophyll content than unbleached

hydrocorals and the presence of algae of the genera Durusdinium and Cladocopium.
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was only found in tissues of unbleached M. complanata, which could be associated to
the greater resistance that these colonies exhibited during bleaching. We found that 299
genes were differentially expressed in M. complanata bleached colonies following the
2015-2016 ENSO in the Mexican Caribbean. The differential response of M.
complanata to bleaching showed enriched terms for functional categories, such as
ribosome, RNA polymerase and basal transcription factors, chaperone, oxidoreductase,
among others. Our results suggest that the heat-shock response mechanisms displayed
by M. complanata include: an up-regulation of endogenous antioxidant defenses; a
higher expression of heat stress response genes; up-regulation of transcription-related
genes, higher expression of genes associated to transport processes, inter alia. This
study constitutes the first differential gene expression analysis of the molecular

response of a reef-forming hydrozoan during bleaching.

Keywords: Millepora complanata, RNA-seq, transcriptomics, coral bleaching, thermal

stress.

Introduction

Coral reefs, built by scleractinian corals and hydrocorals, play a substantial role in
marine ecology and human sustainability. Reef-forming cnidarians establish a
mutualistic symbiosis with photosynthetic algae of the Symbiodiniaceae family
(Gonzalez-Pech et al. 2019). Cnidaria-Symbiodiniaceae symbiosis is essential for coral
reefs sustenance, since photosynthetic algae supply most of the energetic requirements

of their cnidarian hosts, which enables coral skeleton growth by calcium carbonate
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deposition (Cziesielski et al. 2019). Nowadays, coral reefs are seriously endangered by
an accelerated human-induced climate change, which has resulted in a drastic
worldwide coral cover decline that seriously threats marine biodiversity (Hein et al.
2019, Rinkevich 2019). The current increased and prolonged thermal stress causes the
breakdown of Cnidarian-Symbiodiniaceae symbiosis, which triggers coral bleaching.
This phenomenon consists in a decrease or loss of symbionts” population leading to
destabilization of the balance in the symbiotic community of reef-forming holobionts
(Hoegh-Guldberg 1999, Hughes et al. 2017, Lesser 2006; Suggett & Smith 2020). The
large scale climatic phenomenon known as “El Nino southern oscillation” (ENSO)
significantly contributes to coral bleaching events. During a bleaching episode, a state
of oxidative stress, generated by the overproduction of reactive oxygen species (ROS),
causes the expulsion of algae from the host. These perturbations induced by climate
change seriously threaten the integrity and resilience of coral reefs and marine
ecosystems that depend on them (Montero-Serra et al. 2019). In recent years, high
mortality rates of coral reefs all over the world have triggered a rapid deterioration of
reef structures and a far-reaching environmental impact (Eakin et al. 2019). Numerous
scientific studies aimed at understanding the etiology and effects of coral bleaching
have been conducted employing transcriptomics approaches, which have demonstrated
that thermal stress induces the differential expression of genes encoding different
cellular components and diverse molecular processes. Similar studies carried out on
non-reef forming cnidarians have also provided key information about the responses of
these organisms to thermal stress. A study carried out on the sea anemone Anthopleura

elegantissima, exposed to thermal stress and high UV radiation, evidenced a differential
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expression of genes that code for cytoskeletal proteins and proteins associated to
biosynthesis, cell proliferation, apoptosis, and transport (Richier et al. 2008). On the
other hand, exposure to heat stress elicited an increase in the expression of transcripts
related to cell death signaling pathways and calcium homeostasis in the symbiotic
Anemonia viridis (Moya et al. 2012). Regarding studies performed on reef-forming
cnidarians, a cDNA microarray analysis showed differentially expressed genes related
to oxidative stress, Ca2* homeostasis, cytoskeletal organization, cell death, calcification,
metabolism, protein synthesis, heat shock proteins (HSP), and transposon activity in the
Caribbean coral Montastraea faveolata subjected to experimental heat stress (DeSalvo
et al. 2008). An investigation of the effect of thermal stress on Acropora palmata
revealed modifications in the expression of genes related to growth arrest, chaperone
activity, nucleic acid stabilization, and removal of damaged macromolecules (DeSalvo et
al. 2010). Some transcriptomic studies have supplied relevant information regarding the
molecular mechanisms underlying the heat tolerance exhibited by certain coral species.
An RNA-Seq experiment indicated a constitutive up-regulation of genes codifying for the
gluconeogenesis enzymes, pyruvate carboxylase and phosphoenolpyruvate
carboxykinase, and the lipid beta-oxidation enzyme acyl-CoA dehydrogenase in Porites
astreoides specimens that lived in warmer coastal areas (Kenkel et al. 2013) An RNA-
Seq-based investigation was performed on bleached and unbleached colonies of
Obicella faveolata and several putative immunity genes were identified (Anderson et al.
2016). Interestingly, some species of the Red sea (Stylophora pistillata) and the
Mediterranean (Balanophyllia europaea), subjected to a long-term gradual temperature

increase, showed a massive up-regulation of genes involved in the generation of
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metabolic energy, indicating a highly dynamic transcriptome response to thermal stress
(Maor-Landaw et al. 2017). In another study, the transcriptome response of heat-
stressed Acropora hyacinthus colonies was assessed. Colonies maintaining higher
expression levels of heat-responsive genes during the experimental time (20 h)
underwent severe bleaching and those genes, whose expression fast returned to
normal levels were associated with low bleaching (Seneca & Palumbi, 2015). Thomas et
al (2019) evaluated the impact of repeated bleaching events on two heat sensitive
Acropora species (Acropora gemmifera and Acropora hyacinthus) living in reefs located
on the southern coast of American Samoa. By examining transcriptome wide changes
in gene expression, they found that recovery from recurrent bleaching events comprises
diverse physiological processes and symbiont shifting (Thomas et al. 2019). Evidently,
whole-transcriptome gene expression studies have allowed a much deeper insight into
complexity of the holobiont’s stress response (Mayfield et al. 2014, Kaniewska et al.
2015, Gonzalez-Pech et al. 2017). The vast majority of investigations aimed at
evaluating the influence of heat stress on the cellular processes of reef forming
cnidarians have focused on Anthozoa species, and to date very little is known about the
cellular response of Hydrozoa species to thermal stress. Two previous proteomics
studies, carried out by our research group, demonstrated that thermal stress induced
changes on the soluble proteome of M. alcicornis and M. complanata. A differential
expression of proteins related to exocytosis, calcium homeostasis, cytoskeleton
organization, and toxins was detected in Millepora alcicornis (Olguin-Lépez et al. 2019),
whereas Millepora complanata showed differential expression of proteins related to

primary metabolism, cytoskeleton, signaling, DNA repair, stress response, redox
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homeostasis, exocytosis, calcium homeostasis, and toxins (Hernandez-Elizarraga et al.
2019). Recently, we reported the metatranscriptome of the M. complanata holobiont
(Hernandez-Elizarraga et al. 2021), however, no prior transcriptomics studies have
addressed the impact of increased ocean temperature on the cellular response of
hydrocorals. Therefore, the objective of this study was to determine the differences
observed at the transcriptomic level between unbleached and bleached Millepora
complanata holobionts that were exposed to the 2015-2016 "El Nifio" Southern

Oscillation in the Mexican Caribbean.

Materials & Methods

Ethics statements

This investigation was approved by the Research Ethics Committee of the Faculty of
Chemistry at the Autonomous University of Querétaro, México (approval code
CBQ19/058). The collection of M. complanata specimens was authorized by Secretaria
del Medio Ambiente y Recursos Naturales de México (SEMARNAT) (permit number

PFP-DGOPA-139/15).

Hydrocorals sampling

Unbleached (UMc) and bleached (BMc) M. complanata fragments were collected in the
Parque Nacional Arrecife de Puerto Morelos, Quintana Roo, México (21°00°00” and
20°48'33” North latitude and 86°53'14.40” and 86°46'38.94” West longitude) in
November 2016, after the ENSO event of 2015-2016. Twenty samples with an

approximate area of 25 cm?2 were collected from the edges of bleached (BMc) and
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unbleached (UMc) colonies of M. complanata located at ~5 m-depth and at a distance
of at least 10 m between them. Each fragment, either bleached or unbleached, was
sampled from different colonies. Collected hydrocoral samples were immediately

preserved in liquid nitrogen.

Quantification of chlorophyll content

To assess the degree of bleaching in M. complanata samples, the total chlorophyll
content was determined by a spectroscopic method, using a SPAD 502 Plus
Chlorophyll Meter (Tierranegra-Garcia et al. 2011). Briefly, superficial hydrocoral layers
(~25 mm2 and ~2 mm thickness) were cut from UMc (n = 8) and BMc (n = 8)
specimens. Then, samples were analyzed with the SPAD 502 equipment and
chlorophyll concentration was expressed as pmol m2. The SPAD 502 equipment
determines the relative amount of chlorophyll by assessing the transmittance of the
samples at 650 nm (the wavelength at which chlorophyll absorbs light), and at 940 nm,
which is a reference wavelength used to adjust for non-specific variances between
samples. This instrument calculates a SPAD-value (0-100), which is directly related to
the amount of chlorophyll. Statistical significance difference in chlorophyll contents

between UMc and BMc samples was assessed with a Student’s t-test (p<0.05).

Genomic DNA extraction and Symbiodiniaceae detection by rDNA markers
Genomic DNA was extracted from three UMc and BMc biologically independent M.
complanata samples with a CTAB (Cetyl Trimethyl Ammonium Bromide) adapted

method (Dellacorte, 1994). In brief, coral fragments were powdered with mortar and
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pestle in liquid nitrogen. Extractions were carried out with 0.1 g of hydrocoral tissue and
1 mL of CTAB buffer (CTAB 2%, NaCl 1.4 M, EDTA 0.2 M, and Tris-HCI 0.1 M pH 8.8).
Afterward, 500 pL of chloroform-isoamyl alcohol (24:1) were added. Extracted DNA
samples were precipitated with a 4 M sodium acetate buffer and resuspended in purified
water. Symbiodiniaceae genotypes were determined with specific primers for PCR
amplifications of rDNA markers according to the Symbiodiniaceae identification method
proposed by Correa and Mieog (Correa et al. 2009, Mieog et al. 2007). Primers
employed for the genera Symbiodinium (ITS2 locus), Cladocopium (ITS1 locus),
Durusdinium (ITS1 locus), and Breviolum (LSU-28S locus) are listed in Supplemental
Table S1. PCR reactions were performed in 20 pL volumes containing 7.5 pL of sterile
water, 2 pL of 10X Taq Buffer with KCI, 1.5 yL MgCl 25 mM, 2 pL of genomic DNA, 2.5
uL of 2.5 M forward and reverse primers, and 0.5 U/uL of Taq polymerase. Reactions
were carried out in a T100 Bio-rad thermocycler under the following conditions: step 1,
95 °C during 10 min; step 2, 35 cycles consisting of 95 °C during 30 s, 60 °C during 30
s, and 72 °C during 30 s; step 3, 72 °C during 10 min. Amplification products were
resolved in 4% agarose gels for 45 min at 75 V and were sent to the IPICyT (Instituto
Potosino de Investigacion Cientifica) for DNA sequencing with a 3130 Genetic Analyzer
by Applied Biosystems. The amplification of rDNA markers was confirmed by alignment
of the sequences to the Non-redundant NCBI database (accessed May 29, 2019) using
Blastn with an e-value threshold of 1.0E-6. rDNA sequences from the detected
Symbiodiniaceae haplotypes were used to perform a phylogenetic analysis by the

Neighbor-Joining tree inference method to explore the relationship of M. complanata
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symbionts and other symbionts, whose rDNA sequences are deposited in the

GeneBank.

RNA isolation, sequencing, and metatranscriptome assembly

RNA was isolated from biologically independent UMc (n = 3) and BMc (n = 5)
specimens (0.1 g of tissue per sample) according to a method previously reported
(Hernandez-Elizarraga et al. 2021). Briefly, hydrocoral tissue samples were mixed with

1 mL of extraction buffer (150 mM Tris base, 2% SDS, 1% 2-mercaptoethanol, and 100
mM EDTA pH 7.5 with saturated boric acid). Then, 100 uL of potassium acetate 5 M,
250 pL of absolute ethanol, and 500 pL of chloroform-isoamyl alcohol (25:1) were
added and vortexed for 1 min. Samples were centrifuged at 12 000 rpm for 10 min,
afterward, the top layer was transferred to a new tube and 500 pL of LiCl 8 M were
added. RNA was precipitated overnight. Extracted RNA was centrifuged at 12 000 rpm
for 10 min, washed with 250 uL of ethanol 70% and resuspended in sterile water.

RNA quality was assessed with an Agilent™ Eukaryote Total RNA Nano chip (Mueller et
al. 2004). cDNA libraries were constructed using the TruSeq RNA Library prep kit as per
manufacturer instructions. Subsequently, cDNA libraries (multiplexed) were sequenced
on the lllumina NextSeq platform using 2 x 150 bp (four lanes). Raw reads were
analyzed with FASTQC for quality control (Brown et al. 2017). Raw data were submitted
to the Sequence Read Archive (SRA) of the NCBI as Bioproject: PRINA524427 and
Biosample: SAMN11026413. To get a better isoform reconstruction from the RNA-seq
data, each cDNA library (per sample) was independently assembled using SPAdes-

RNA (Bankevich et al. 2012). Then, a combined base metatranscriptome was made by
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clustering contig sequences with CD HIT-EST to reduce sequence redundancy (Li et al.
2006, Fu et al. 2012). Assembled metatranscriptome was submitted to the
Transcriptome Shotgun Assembly (TSA) repository from the NCBI. Thereafter, Kallisto
(Bray et al. 2016) was used to quantify expression levels of each library and an
abundance table was created. Additionally, data were grouped into two expression
tables comprising effective counts (CPM) and transcripts per million (TPM). Statistics of
the assembly were calculated with Python and R custom scripts (The scripts used in

this study are found in

https://github.com/vhelizarraga/Effect_thermal_strees_on_Mcomplanata.qgit).

Information on biological replicates used to achieve the claimed statistical power is
displayed in Supplemental Table S4. The statistical power for this experimental design
was calculated with RNASeqgPower in R. A power > 0.66 was retrieved for a fold-change
of 2 using a 10% probability of a Type 1 error occurring (alpha = 0.1). To explore the
variation among unbleached and bleached samples, we carried out a Multidimensional
Scaling analysis (MDS) to visualize differences between unbleached and bleached

hydrocorals, using CPM data in R and the edgeR package (Robinson et al. 2010).

Functional annotation, gene ontology terms assignment, and KEGG analysis
Sequences were annotated by sequence similarity using the Blastx software against the
non-redundant NCBI protein database with an e-value threshold of 1.0E-6. After
functional annotation, Blastx (e-value threshold < 1.0E-6) hits were employed to perform
the taxonomy analysis with MEGAN v. 6.19.8 (https://uni-

tuebingen.de/fakultaeten/mathematisch-naturwissenschaftliche-
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fakultaet/fachbereiche/informatik/lehrstuehle/algorithms-in-
bioinformatics/software/megan6/) (Huson et al. 2007). First, the distribution of
sequences at Domain rank was determined. Then, Top-20 hit species distributions were
retrieved. Transcripts belonging to cnidarian, symbiont, and microbiome were separated
using Blastx hits as follows: cnidarian sequences were obtained from Metazoa cores;
symbiont contigs were retrieved from Sar supergroup, and sequences from Bacteria,
Archaea, and Virus ranks were assigned as microbiome elements. Statistics of
separated sequences were obtained with Python and R scripts (
https://github.com/vhelizarraga/Effect_thermal_strees_on_Mcomplanata.git). Completeness
analysis for split host, symbiont, and microbiome transcriptomes were assessed by
comparing the transcripts with sets of the Benchmarking Universal Single-Copy ortholog
(BUSCO) v. 4.1.2 corresponding to Eukaryota, Metazoa, and Bacteria ortholog sets
from the OrthoDB v10 database (Simao et al. 2015). Finally, Blastx hits were employed
to retrieve gene ontology terms using Blast2GO (Conesa et al. 2005) for the following
sub-ontology groups: molecular function (MF), biological process (BP), and cellular
component (CC). Significant gene number differences between bleached and
unbleached samples were calculated with the Chi-square test. Finally, the pathways
from the Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) database were retrieved

for UMc and BMc with Blast2GO (Conesa et al. 2005).

Differential gene expression analysis

To detect the transcriptomic differences between bleached and unbleached Millepora

complanata holobionts following the 2015-2016 "El Nifio" Southern Oscillation in the
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Mexican Caribbean, a pairwise differential expression analysis was carried out using
edgeR (Robinson et al. 2010) for BMc. CPM values from the data sets were calculated
and samples were filtered using a CPM value of 3 and thereafter, they were normalized
using the TMM method (Robinson et al. 2010). Then, a likelihood ratio test (GLM) was
employed and the number of differentially expressed genes (DEGs) was retrieved using
a false discovery rate (FDR) < 0.05. An enrichment analysis, based on hypergeometric
distribution followed by FDR correction, and a gene network analysis were carried out
for DEGs from bleached samples to describe the relationship between enriched

pathways detected for bleached samples, using ShinyGO v0.66 (Ge et al. 2020).

Validation of DEGs by semi-quantitative PCR

Five DEGs were randomly selected for gene expression validation using semi-
quantitative PCR. Primers for PCR amplifications targeting myosin heavy chain,
superoxide dismutase, 10 kDa heat shock protein, zinc-metalloproteinase, and voltage-
dependent L-type calcium channel subunit beta-2 were designed with Primer3Plus
(Supplemental Table S2). PCR reactions were performed in 20 pL (7.5 pL of sterile
water, 2 pL of 10X Taq Buffer with KCI, 1.5 yL MgCl 25 mM, 2 pL of cDNA, 2.5 pL of
2.5 M forward and reverse primers, and 0.5 U/uL of Taq polymerase). Each
amplification was carried out in a T100 Bio-rad thermocycler under the following
conditions: a) 95 °C during 10 min; b) 35 cycles consisting of 95 °C during 30 s, 60 °C
during 30 s, and 72 °C during 30 s; and c) 72 °C during 10 min. Amplification products
were resolved in 4% agarose gels for 1 h at 75 V. Images from electrophoresis gels
were obtained with a ChemidocMP (Bio-Rad, CA, USA) equipment and processed with

the ImageLab software v6.0.1 (Bio-Rad, CA, USA). Briefly, intensity of the signals (n =3
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for each gene obtained from unbleached and bleached hydrocoral samples) were
filtered, and analyzed using Quantity Tools. The normalized data, expressed as a
function of pixel density (AU unities) were used to determine the statistical significance

of relative expression between selected DEGs with a Student’s t-test (p < 0.05).

Results

Degree of bleaching and Symbiodiniaceae genotypes

Fragments from unbleached (UMc) and bleached (BMc) Millepora complanata
specimens were collected in the Mexican Caribbean after the 2015-2016 “El Nifio” event
in November 2016. The corresponding seawater temperature records, including
maximum and minimum temperatures during November 2016 at the Parque Nacional
Arrecife de Puerto Morelos, Quintana Roo, Mexico are displayed in Figure 1a;
temperature values were compared with the average temperature of this region from
2007 to 2015 (source: http://seatemperature.info). Representative M. complanata
fragments (~5 cm length) are shown in Figure 1b. BMc specimens were almost
colorless compared to UMc samples. The chlorophyll content in M. complanata tissues
was measured to determine the degree of bleaching of hydrocoral colonies. As
expected, BMc samples showed a significantly lower chlorophyll content (46.29 + 12.95
umol m2) than that of UMc samples (255.91 + 40.67 pmol m2) (p < 0.05, intermediate
degrees of freedom = 6) (Figure 1c). The Symbiodiniaceae genotypes identified based
on the rDNA markers (best hits) are presented in Table 1. UMc specimens showed the
presence of four Symbiodiniaceae genera: Symbiodinium spp. (MH612580.1),

Breviolum spp. (DQ200698.1), Cladocopium spp. (AF360576.1), and Durusdinium spp.
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(JQ516983.1), while only Symbiodinium spp. (MH612580.1) and Breviolum spp.
(DQ200698.1) were found in BMc. A phylogenetic tree showing agglomerative neighbor-
joining (bottom-up) for Symbiodinium spp., Breviolum spp., Cladocopium spp., and

Durusdinium spp. is shown in Supplemental Figure S1.

Single-copy orthologs from the metatranscriptome

General analysis from De novo assembly of M. complanata’s base metatranscriptome
containing both UMc and BMc transcripts resulted in 412 660 contigs. These sequences
possessed an average size of 412 pb, a maximal assembled contig of 37 774 pb, and a
GC content of 43.0%. The assembled holobiont metatranscriptome was deposited in
GenBank under the accession GIXI00000000. From the metatranscriptome 169, 236
sequences were annotated by sequence similarity using the non-redundant NCBI
database. After sequence separation, summarized benchmarks in BUSCO notation for
host, symbiont, and microbiome subsets were retrieved (Figure 2a). This analysis
showed that 86.9% of the core genes were detected, including complete and partial
BUSCOs, for the host database; 56.86% for the symbiont database; and 20.97% of

BUSCOs corresponded to the microbial database.

Contribution of the transcripts in the holobiont

Taking into account taxonomy-assigned contigs using MEGAN (Huson et al. 2007)
(169, 236 sequences with an e-value < 1.0E-%), the assembled transcripts corresponded
to Eukaryotic (84.9%), Bacteria (14.8%), Archaea (0.2%), and Virus (0.2%) sequences.
Hit sequences were classified as follows: cnidarian sequences (37.8%), symbiont

sequences (37.4%), and sequences from the microbiome (15.1%) (Figure 2b). In
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addition, top-20 hit by species (based on the number of sequences matching species)
showed that M. complanata metatranscriptome mainly contained putative homologs to
Symbiodinium microadriaticum and Hydra vulgaris (Supplemental Figure S2). Summary
statistics of sequences before and after splitting is shown in Table 2.

Employing Blast2GO, gene ontology terms were assigned to cnidarian, symbiont, and
microbiome subsets under unbleached and bleached conditions. Figure 3 displays the
overrepresented terms across BP, CC, and MF sub-ontologies (left panel) and
significant terms, based on gene numbers per subset under unbleached and bleached
conditions (right panel). On the other hand, annotations were subjected to the KEGG
pathway analysis for unbleached and bleached samples. The most represented
metabolic pathways (based on the number of sequences per pathway) for UMc and
BMc are shown in Supplemental Figure S3. We found that 147 KEGG pathways were
retrieved from the M. complanata holobiont. Regarding bleached samples, pathways
comprising the highest number of gene products included: thiamine metabolism
(map00730), sucrose metabolism (map00500), and arginine and proline metabolism

(map00330), among others.

Intra-specific variation during bleaching

The arrangement of points derived from the MDS analysis indicated a better clustering
for unbleached samples than that obtained for bleached specimens (Supplemental
Figure S4). Genes whose expression was modified in bleached M. complanata were
determined. Pairwise expression analysis (p < 0.05) resulted in 299 significantly

differentially expressed genes, from which 265 were up-regulated and 34 were down-
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regulated in BMc (Figure 4a). Annotated DEGs are shown in Supplemental Table S3.
Enrichment analysis based on hypergeometric distribution followed by FDR correction
for DEGs showed overrepresented functional categories in bleached samples (p-value
cutoff of 0.05), which included ribosome, RNA polymerase, chaperone, oxidoreductase,
and basal transcription factors, among others. Gene networks explaining the
relationship between enriched GO terms detected in BMc are presented in Figure 4b.
Networks represent the hierarchical clustering summarizing the correlation between
enriched pathways. The relative expression of five randomly selected DEGs (myosin
heavy chain, superoxide dismutase, 10 kDa heat shock protein, zinc-metalloproteinase,
and voltage-dependent L-type calcium channel subunit beta-2) was validated using
semi-quantitative PCR. The expression levels of all the DEGs subjected to validation

were consistent with the pairwise expression analysis (Supplemental Figure S5).

Discussion

Symbiont diversity

Although hydrocorals are considered the second most important reef builders (Lewis et
al. 2006), they have been poorly studied. Particularly, the effect of climate change on
Millepora species has not been comprehensively addressed. Here, we describe for the
first time, differences observed at the transcriptomic level between unbleached and
bleached M. complanata holobionts that were exposed to the 2015-2016 "El Nifio"
Southern Oscillation in the Mexican Caribbean, which caused an exceptional rise in the
ocean temperature that resulted in massive episodes of coral bleaching worldwide

(Romero-Torres et al. 2020). M. complanata has been recognized as a very sensitive
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species to temperature stress, according to records of bleaching and mortality observed
during 1987, 1993, 1995, 1998, 2003, and 2005 (McClanahan et al. 2009). In the
present study, we demonstrated that bleached M. complanata specimens showed a
significant reduction (calculated p value < 0.001, degrees of freedom = 6) in total
chlorophyll content due to the loss of symbionts (Figure 1c). Interestingly, despite the
high temperatures recorded in November 2016 (Figure 1a), some hydrocoral samples,
collected simultaneously from colonies located at the same zone and depth in the
Mexican Caribbean did not experience bleaching (Figure 1b), which indicates intra-
species variation in M. complanata bleaching tolerance. A known mechanism of coral
resistance is linked to the diversity and abundance of Symbiodiniaceae algae (Swain et
al. 2018). It has been demonstrated in Anthozoa species that the presence of heat-
tolerant Symbiodiniaceae genera (e.g. Durusdinium and Cladocopium) improves the
resistance to coral bleaching (Qin et al. 2019, Chen et al. 2020, Poquita-Du et al. 2020).
However, a high variation related to thermotolerance can be observed within strains of
the same genera. Even though M. complanata has been recognized as a vulnerable
species to thermal stress and bleaching, the susceptibility of Symbiodiniaceae species
hosted by this hydrocoral has not been previously described. The occurrence of
Symbiodinium spp. and Breviolum spp. was expected (samples Mc1, Mc2, Mc3, BMc3,
and BMc5), since previous studies indicated that M. complanata from Mexico, Belize,
Barbados, and Colombia harbors these Symbiodiniaceae genera. However,
endosymbionts from the genera Cladocopium and Durusdinium had not been previously
identified in M. complanata from the Caribbean Sea (LaJeunesse, 2002; Banaszak et al.

20086, Finney et al. 2010, Grajales & Sanchez 2016). Former research has shown that
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endosymbiont dominance strongly depends on the geographic location (LaJeunesse
2002, Finney et al. 2010, Grajales & Sanchez 2016). For example, Breviolum spp. is a
dominant endosymbiont in M. complanata and M. alcicornis living in coral reefs of The
Bahamas, whereas Symbiodinium spp. endosymbionts are prevalent in hydrocorals
found in the Belize Barrier Reef (Samayoa et al. 2017). Moreover, it has been
demonstrated that depth influences the diversity in Symbiodiniaceae hosted by M.
complanata (Finney et al. 2016). Evidently, Symbiodiniaceae diversity in hydrocorals
depends on the reef habitat, as in the case of reef-forming cnidarians of the Anthozoa
class. In the present study, the presence of Durusdinium spp. and Cladocopium spp. in
unbleached M. complanata tissues could be associated to the greater resistance that
these hydrocorals showed to bleaching, as it has been observed in Anthozoa corals
(Pettay & Lajeunesse, 2009; Stat & Gates, 2011) nevertheless, this hypothesis needs to

be proved.

Millepora holobiont composition

Orthologous groups of BUSCO cores were detected for host, symbiont, and microbiome
from the M.complanata holobiont. Contig-based taxonomic classification showed an
approximate hydrocoral-symbiont-microbiome ratio of 2:2:1 (Figure 2b). These results
suggest that Millepora holobionts mainly comprise cnidarians and Symbiodiniaceae
components, while the microbiome represents a smaller fraction of the holobiont’s
population. A similar host/symbiont composition has been observed for scleractinian
corals, such as Porites australiensis (Shinzato et al. 2014). There is growing evidence

demonstrating the important contribution of the microbiome to the coral holobiont
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survival and performance (Sogin et al. 2017, Osman et al. 2020). Here, we present the
first report of the microbial contribution to the M. complanata holobiont, however,
considering the low representation of bacteria sequences found in the present
investigation, future RNA-seq research targeting procaryote RNA is needed in order to
improve the characterization of the microbiome of the Millepora spp. holobiont.

Gene Ontology terms retrieved from the split sequences of the different components of
the holobiont under unbleached and bleached conditions showed differences across the
BP, CC, and MF sub-ontologies. A subsequent KEGG pathway analysis for BMc
evidenced that gene products from thiamine metabolism (map00730), sucrose
metabolism (map00500), and arginine and proline metabolism (map00330) were the
most prevalent pathways. These results represent the first snapshot of the metabolic

processes occurring within the M. complanata holobiont during bleaching.

Transcriptomic differences between bleached and unbleached M. complanata
holobionts

The DEGs analysis revealed significant (FDR < 0.05) changes in the expression of 299
genes in BMc specimens, which had experienced bleaching during the 2015-2016 “El
Nifio” (Figure 4a). Enriched functional categories (p-value cutoff of 0.05) from DEGs
included: ribosome, chaperone, oxidoreductase, helicase, RNA polymerase, among
others (Figure 4b). Representative enriched categories for bleached samples and some

of their corresponding DEGs are discussed below.

Translation and transcription
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The present study provides evidence that BMc samples showed significant
transcriptomic changes associated to protein biosynthesis (Figure 4b). Ribosome was
one of the enriched functional categories (p-value cutoff of 0.05) in BMc. The majority of
differentially expressed genes related to protein biosynthesis (e.g. 40S ribosomal
protein S20, 60S ribosomal protein L15, 40S ribosomal protein S14, among many
others) were up-regulated, and only three of these genes exhibited a diminished
expression (Elongation factor 1-alpha, Signal peptidase complex catalytic subunit
SEC11C, and 60S acidic ribosomal protein P0). A reduced expression of protein
biosynthesis genes has been observed in the anthozoans Orbicella faveolata and
Montastraea faveolata as part of their immediate response to thermal stress (Voolstra et
al. 2009, Pinzon et al. 2015). Whereas, some ribosomal structural components (e.g
ribosomal protein L24) were up-regulated in M. faveolata (Rosic et al. 2011). On the
other hand, several transcriptomic studies have proved that transcriptional regulation is
directly affected during coral bleaching (DeSalvo et al. 2008, DeSalvo et al. 2010, Rosic
et al. 2011, Souter et al. 2011) In fact, several transcriptional modules related to
important cellular functions and activities (sequence-specific DNA binding, motor
activity, and extracellular matrix structure) have been recognized as significantly
correlated with bleaching (Thomas et al. 2017). Our results showed that RNA
polymerase and basal transcription factors were enriched (p-value cutoff of 0.05) in
bleached samples. Particularly, seven genes involved in transcriptional processes were
up-regulated in the BMc specimens (general transcription factor IIF subunit 2, DNA-
directed RNA polymerase Il subunit RPB2, ATP-dependent RNA helicase DDX18,

protein arginine N-methyltransferase 1, KAT8 regulatory NSL complex subunit 3,
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putative transcription elongation factor B polypeptide 1, and circadian locomoter output
cycles protein kaput-like isoform X2) and no genes were down-regulated. These results
indicate that bleached M. complanata specimens did not show a low expression of
genes related to transcription and translation processes, unlike what has been observed
in corals of the Anthozoa class. This could imply a different response to thermal stress

between reef-forming hydrozoans and organisms of the Anthozoa class.

Cellular Transport

Seven cell transport-related genes were up-regulated in bleached M. complanata
specimens: ATP-binding cassette sub-family A member 2, protein RER1, protein
transport protein Sec61 subunit beta, charged multivesicular body protein 7, GTP-
binding protein SAR1a, vacuolar protein sorting-associated protein 11 homolog, and
Voltage-dependent L-type calcium channel subunit beta-2. This finding is in agreement
with a previous study carried out in Pocillopora damicornis subjected to thermal stress,
which showed an up-regulation of ion transporters, such as voltage-gated calcium
channels (Crowder et al. 2017). It has been observed that Ca2*-channels participate in
the calcification process of some scleractinian species. Particularly, voltage-gated Ca2*-
channels have been directly associated to transepithelial calcium transport and calcium
carbonate formation (Zoccola et al. 1999). Earlier investigations provided evidence that
blockade of voltage-gated Ca2*-channel Cay1 significantly diminished calcification in
Stylophora pistillata and Galaxea fascicularis (Marshall 1996, Tanbutté et al. 2015).

Therefore, it is likely that up-regulation of genes associated with Ca2* transport and
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signaling in BMc specimens is related to an optimization of cellular pathways involved in

regulating calcium carbonate deposition.

Antioxidant and thermal stress responses

It has been widely demonstrated that antioxidant enzymes constitute the first line of
defense of reef-forming anthozoans against thermal stress and UV radiation.
Particularly, superoxide dismutase, catalase, and ascorbate peroxidase play a key role
in both, host and symbiont antioxidant response during bleaching (Lesser et al. 1990,
Lesser, 1997, Downs et al. 2002, Lesser 2011, Hawkins et al. 2015, Krueger et al.
2015, Oakley et al. 2018). These enzymes importantly contribute to the maintenance of
cnidarian-Symbiodiniaceae homeostasis by neutralizing ROS to counteract oxidative
damage (Szabé et al. 2020). Investigations conducted on Acropora millepora and
Montipora digitata indicated that thermal stress induced an augmented expression of
antioxidant enzymes (Souter et al. 2011, Krueger et al 2015). In this study,
oxidoreductases (p-value cutoff of 0.05) were enriched and we observed an up-
regulation of the antioxidant enzyme superoxide dismutase in M. complanata
specimens that had experienced bleaching. This stress response is similar to that of
Anthozoa species (Downs et al. 2002). In addition to augmented expression of
antioxidant enzymes, an up-regulation of HSPs has been considered a ubiquitous
molecular response of scleractinian corals to heat stress (Rosic et al. 2011). HSPs are
responsible for maintaining critical cellular functions, including protein transport,
degradation, aggregation, unfolding, and folding under stress conditions (Serensen et

al. 2003). Furthermore, these chaperone proteins play a crucial role in cellular
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protection against damage caused by temperature stress (Black et al. 1995, Hayes &
King 1995, Fang et al. 1997). In this study, we found that the expression of a 10 kDa-
heat shock protein was up-regulated (p-value cutoff of 0.05) in BMc. Recently, Seveso
et al. demonstrated that the coral species Goniopora lobata, Porites lobata, Seriatopora
hystrix, and Stylophora pistillata showed a significant species-specific modulation of
HSPs expression in response to bleaching (Seveso et al. 2020). Moreover, one HSP70
(PdHSP70), whose expression was induced by high temperature, has been considered
an essential element in the prevention of bleaching of the stony coral Pocillopora
damicornis (Zhang et al. 2018). Up-regulation of genes related to both antioxidant and
heat shock response in bleached M. complanata are indicative of the cellular responses
of hydrocorals to defend themselves against the damage caused by thermal stress.
Superoxide dismutase and 10 kDa-heat shock protein could represent important

biochemical markers of heat stress in species of the genus Millepora.

Future of bleaching studies in Millepora species

Although Millepora species are among the most severely affected reef-building
organisms by anthropogenic environmental disturbances, up to now very little is known
about the cellular mechanisms by which these organisms cope with the stress induced
by increased ocean temperature and ultraviolet radiation. Our findings suggest that,
even in the absence of Symbiodiniaceae algae, hydrocorals are capable of carrying out
essential biochemical and molecular mechanisms, including ribosome, RNA polymerase

and basal transcription factors, chaperone, oxidoreductase, transport, among others.
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This is a pioneering study about the transcriptional response of hydrozoan species
during heat bleaching, which will contribute to future researches aimed at gaining
deeper insight into the overall cellular response mechanisms of reef forming hydrozoans
and their adaptation and acclimatization strategies against disturbances such as climate

change.
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Figure captions

Figure 1. Sample collection and quantification of total chlorophyll. a) Seawater
temperature records at Parque Nacional Arrecife de Puerto Morelos, Quintana Roo,
Mexico during November 2016 (the average temperature was calculated from years
2007-2015). b) Representative fragments of M. complanata specimens collected in the

Mexican Caribbean. UMC: Unbleached M. complanata. BMc: Bleached M. complanata.
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¢) Quantification of total chlorophyll content from UMc and BM specimens (n = 8).

Figure 2. Annotation of the sequences. a) Summarized benchmarking in BUSCO
notation for M. complanata subsets. b) M. complanata holobiont composition based on

taxonomy-assigned contigs.

Figure 3. Gene anthology terms for a) host, b) symbiont, and c) microbiome
subsets. Right panel: Gene Ontology terms across Biological Process (BP), Cellular
Component (CC), and Molecular Function (MF) sub-ontologies under unbleached and
bleached conditions. Left panel: GO terms with significant gene number differences

(p<0.05).

Figure 4. Differential gene expression analyses. a) Volcano plot showing
differentially expressed genes (DEGs) in bleached M. complanata determined with
edgeR. b) Gene network displaying enriched Gene Ontology terms from DEGs in
bleached M. complanata. Two pathways (nodes) are connected if they share 20% or
more genes. Darker nodes are more significantly enriched gene sets. Bigger nodes

represent larger gene sets. Thicker edges represent more overlapped genes.
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Figure 1

Sample collection and quantification of total chlorophyll

a b c
T 300
© = Max temp . L3
Mintomp 19
Ave Noviemp " e ..
» | E A 25,
| E. £
Gt F i 150
|- 3
§ E 4
3
2t | 7
E 8 % oh
3 26 616 o
E. w8
o B T S P o Cr E R
1357950BSITOVABETD g UMel UMc2 UMc3 BMcl BMc2 BMe3 BMed BMeS

Day

Peer] reviewing PDF | (2022:04:72832:0:1:NEW 26 Apr 2022)

135



PeerJ Manuscript to be reviewed

Figure 2

Annotation of the sequences
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Gene anthology terms for a) host, b) symbiont, and c) microbiome subsets
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Figure 4

Differential gene expression analyses
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Table 1(on next page)

Symbiodiniaceae identification with Blastn
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Table 1. Symbiodiniaceae identification with Blastn.

Hit description Scientific name Samples Max Quer Evalue Per. Hit
Score 'y Ident.  accession
cover

Symbiodinium sp. isolate CV94 Symbiodinium sp. (formerly Mcl; 268  87%  1E-67  89.72 MH612580.
internal transcribed spacer 1 Symbiodinium clade A) Mc2; % 1

Mc3;

BMc3
s15b1 p 28S large subunit ribosomal  Breviolum sp. (formerly Mcl; 187  98% 1E-43  97.30 DQ200698.
RNA gene Symbiodinium type B clone) Mc2; % 1

Mc3;

BMc5;
Symbiodinium sp. clade_C 185 Cladocopium sp. (formerly Mcl; 45  51% 1E-17  89.47 AF360576.1
ribosomal RNA gene, partial Symbiodinium sp. clade C Me2; %
sequence; internal transcribed spacer Mc3
1
)¢ clade D Symbiodiniy D sp. (formerly Mcl; 78.7 59%  4E-11 97.78 JQ516983.1
sp. clone 0907 _ZHM3 5 Symbiodinium sp. clade D) Mc2; %

Mc3
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Table 2(on next page)

Summary statistics of sequences before and after splitting
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1 Table 2. Summary statistics of sequences before and after splitting.

Holohi

o
q (Metaor

Number of total paired-end reads

Number of filtered and assembled contigs

Maximum contig length

Mean contig length

Mean GC content
Taxonomy-assigned counts
Cnidarian sequences (Millepora)
Number of contigs

Maximum contig length

Mean contig length

Mean GC content

Symbi q Sy
Number of contigs
Maximum contig length
Mean contig length
Mean GC content
Microbiome sequences
Number of contigs
Maximum contig length
Mean contig length

Mean GC content

181, 710, 932

412, 660
37,774 bp
4123 bp
43.0%

169, 236

64,077
37,754 bp
616.2 bp

40.9%

63, 400
10,204 bp
499.7 bp

51.1%

25, 561
8,965 bp
382.9 bp

51.9%
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