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RESUMEN

Las poblaciones de la medusa de bola de cafion Stomolophus meleagris han aumentado
significativamente en los ultimos afios, asociandose al aumento de la temperatura del agua de mar;
lo anterior, ha incrementado el interés cientifico para entender las respuestas metabdlicas y
energéticas de S. meleagris ante los cambios ambientales. Este estudio, se enfoca en la
bioenergética de las medusas sometidas a estrés térmico. En organismos expuestos a diferentes
temperaturas, se cuantificd la concentracion de metabolitos, se determiné la tasa respiratoria
corporal y mitocondrial, se caracterizo la cadena de transporte de electrones y se evaluo la presencia
de enzimas mitocondriales alternas. La tasa respiratoria de los organismos mostrd un incremento
en el consumo de oxigeno al aumentar la temperatura del agua. La concentracion de glucosa,
glucdégeno y proteinas totales disminuyd mientras que el L-lactato aument6 al incrementar la
temperatura ambiental y el tiempo de exposicion. La tasa respiratoria de las mitocondrias aisladas
de organismos expuestos a estrés térmico, conservaron una tasa de consumo de oxigeno similar a
la de organismos en condiciones normales y, de la misma forma, el potencial transmembrana se
mantuvo, sugiriendo que la cadena de transporte de electrones continué activa y acoplada a pesar
de los cambios de temperatura. En las mitocondrias de la medusa se identificaron los complejos de
la cadena de transporte de electrones candnica, asi como tres enzimas alternas diferentes ain no
reportadas en las medusas incluyendo dos NADHs tipo Il, una glicerol-3-fosfato deshidrogenasa y
una oxidasa alterna, cuya actividad se detectd en organismos sometidos a diferentes temperaturas.
La evidencia sugiere que las mitocondrias de S. meleagris poseen una cadena respiratoria
ramificada activa y la ATP sintasa. El incremento de la temperatura del agua promovié un aumento
significativo en la frecuencia respiratoria, correlacionada con el alza de temperatura y el tiempo de
exposicion. De acuerdo con los datos obtenidos, se sugiere que esta especie confronta los efectos
del aumento de la temperatura del agua de mar mediante el empleo simultaneo del metabolismo
anaerobico y el uso de reservas energéticas. Ademas, las enzimas alternas identificadas en la cadena
respiratoria podrian conferirle habilidades adaptativas. Los resultados de este estudio confirman la

habilidad bioenergética de S. meleagris para adaptarse y sobrevivir a los cambios de temperatura.

Palabras clave: medusas, bioenergética, fisiologia, mitocondria, temperatura
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ABSTRACT

The populations of the cannonball jellyfish Stomolophus meleagris have proliferated
significantly in recent years, which has been associated with the increase in seawater temperature.
This has increased scientific interest in understanding the metabolic and energy responses of S.
meleagris to environmental changes. This study focuses on understanding the bioenergetics of S.
meleagris when exposed to heat stress. In organisms exposed to different temperatures, the
concentration of some metabolites was quantified, the respiratory rate was measured in organisms
and their mitochondria, and the electron transport chain and its alternate enzymes in isolated
mitochondria were characterized. The respiratory rates of the organisms showed an increase in
oxygen consumption with increasing water temperature. The concentration of glucose, glycogen
and total proteins decreased while L-lactate increased with increasing water temperature and
exposure time. In mitochondria, respiratory rates showed oxygen consumption even under
conditions of heat stress, and the transmembrane potential was maintained, indicating that the
electron transport chain was active and coupled without changes due to temperature changes. Four
complexes belonging to the electron transport chain (NADH dehydrogenase, succinate
dehydrogenase, cytochrome c oxidase, ATPase, and the alternative enzymes NADH type II,
glycerol-3-phosphate dehydrogenase, and an alternative oxidase) were identified, which were also
active in control organisms. The evidence suggests the presences of an active electron transport
chains formed by enzymatic complex of a branched electron transport chains and ATP synthase.
The increase in the water temperature promoted a significant increase in the respiratory rate,
correlated with increased temperature and exposure time. Organisms deal with these changes
through anaerobic metabolism and the use of energy reserves. Also, mitochondria have branched
respiratory chains, which may give adaptive abilities. This shows a capacity in S. meleagris to

adapt and survive temperature changes.

Keyword: jellyfish, bioenergetic, physiology, mitochondrion, temperature

13



1. INTRODUCCION

En los ultimos afios, debido al fenémeno de cambio climético, las investigaciones
cientificas se han enfocado a las respuestas de los organismos ante la variabilidad ambiental, donde
diversos estudios sobre ecologia, evolucion y gendmica han arrojado nuevos datos para identificar
e interpretar la forma en las que las especies interactian con el ambiente en multiples niveles de
organizacion bioldgica (Dheilly et al., 2014). EI cambio climatico es un fenémeno global
provocado, principalmente, por un incremento en las concentraciones de los gases en la atmdsfera,
y que implica un aumento de la temperatura del mar de hasta 2.8 °C ocasionando graves
consecuencias en el ambiente marino que incluyen muertes masivas, especies en peligro de
extincion, o movimientos migratorios de especies (Portner, 2014). Sin embargo, los organismos
vivos han fijado selectivamente un conjunto de estrategias con valor adaptativo que les permiten
sobrevivir a cambios extremos en el ambiente, algunas de las cuales, ante condiciones de estrés
extremo, requieren un arduo esfuerzo del metabolismo y la produccidén-consumo de energia, de tal
manera que, aunque las condiciones externas sean adversas, los organismos tengan la capacidad de
mantener su homeostasis (Kurochkin et al., 2009). Histéricamente se ha determinado que uno de
los factores externos que tienen mayor influencia sobre el metabolismo, crecimiento y tasa
reproductiva de organismos marinos, es la temperatura del agua (Barshis et al., 2013). Se sabe que
el estrés que provocan los cambios térmicos afecta funciones y respuestas fisiologicas, y produce
dafio oxidativo en los tejidos de invertebrados marinos, tales como los cnidarios (Abele et al., 2002;
Heise et al., 2003).

Muchos de los problemas fisioldgicos que se observan en los organismos al estar sometidos a estrés
térmico, estan relacionados con un cambio en las respuestas metabolicas, principalmente la
produccion de energia, ya que en condiciones normales, la produccion de energia en forma de
moléculas de adenosina trifosfato (ATP), a través del metabolismo aerdbico, es suficiente para que
las células realicen sus funciones. Sin embargo, durante periodos de estrés los costos energéticos
de mantenimiento aumentan debido a la implementacion de estrategias de proteccion y reparacion
de dafios, donde la eficiencia aerdbica disminuye y cuando ocurren condiciones de estrés
prolongadas, el suministro de ATP se apoya con el metabolismo anaerébico para compensar el

abastecimiento insuficiente de energia aerdbica permitiendo la sobrevivencia a corto plazo del
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organismo, con el tiempo, la baja cantidad de energia producida no permite la sobrevivencia de la
poblacion (Sokolova et al., 2012).

Una caracteristica de los organismos vivos es poseer limites de tolerancia a la temperatura, o
ventana térmica ambiental, con intervalos 6ptimos y criticos que generalmente explican la
distribucion de las especies (Portner y Knust, 2007; Portner y Farrell, 2008). Sin embargo, el
mantener estas ventanas térmicas ambientales a lo largo de su historia evolutiva, puede limitar a
las especies en su capacidad de dispersion y su capacidad de adaptarse a los cambios climéticos
(Bennett et al., 2021).

Los organismos ectotermos o poiquilotermos que no regulan su temperatura corporal y tienen
movilidad como las medusas adultas, muestran como primeras respuestas a los cambios de
temperatura las de tipo conductual y se movilizan entre microambientes y a lo largo de la columna
de agua para mantenerse en un rango de temperaturas cercanas a la Optima; sin embargo, esto puede
impactar energeticamente y podria reducir su condicion fisica (Miller y Stillman, 2012).

Los cnidarios son un filo de organismos vivientes con uno de los registros fosiles mas antiguos y
podria entenderse como uno de los grupos de animales marinos con mayor éxito y resiliencia en la
naturaleza. Dentro de este grupo, las medusas se distribuyen en todos los mares del mundo y a
diversas profundidades. Debido al tipo de ciclo de vida metagénico que tienen, aparecen y
desaparecen estacionalmente, presentando abundancias maximas durante primavera o verano,
cuando el alimento planctonico es mas abundante (Farach-Espinoza, 2018).

Ademas del efecto de las variaciones ciclicas estacionales en el niUmero de organismos de una
poblacidn, otros tipos de factores parecen haber contribuido al drastico incremento a nivel mundial
en el tamafio de las poblaciones de medusas durante las pasadas dos décadas (Condon et al., 2012;
Graham et al., 2014; Pitt et al., 2018; Schnedler-Meyer et al., 2018). Dentro de dichos factores se
encuentra entre otros, el cambio climético, pues se ha sugerido que las medusas son unos de los
pocos animales que podrian beneficiarse con este fendmeno (Purcell, 2012).

Los factores que contribuyen a la formacion de las floraciones de medusas son muchos y complejos
(Pitt et al., 2018; Goldstein y Steiner, 2020), sin embargo, la llegada de medusas a nuevas zonas
costeras es un fenémeno natural que ha ido en aumento, generando gran interés e incentivando la
busqueda de respuestas a este fenomeno.

A la fecha son pocos los estudios sobre el efecto de la temperatura en las respuestas metabolicas y

bioenergéticas de los cnidarios. En las especies mas estudiadas como corales y anémonas, se ha
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observado la activacién de diferentes enzimas antioxidantes como la catalasa, superéxido
dismutasa o glutation peroxidasa, para contrarrestar el dafio oxidativo ante el incremento de
temperatura en el agua de mar (Hawkridge et al., 2000; Richier et al., 2003).

Respecto a las medusas también existen varios estudios en especies como la medusa bola de cafién
(Stomolophus meleagris), que es explotada comercialmente, se distribuye en el Pacifico mexicano
y en afios recientes ha registrado apariciones masivas (Lopez-Martinez y Alvarez-Tello, 2013).
Anteriormente, se le podia encontrar desde la parte norte de Sonora, en la region del Alto Golfo
(Lépez-Martinez y Alvarez-Tello, 2013; Ldpez-Martinez et al., 2017), hasta el Ecuador, en
Sudamérica (Preciado, 2016); sin embargo, recientemente se ha reportado en aguas de Estados
Unidos, lo que sugiere que su distribucion pudo modificarse hacia el norte debido a condiciones
generadas por eventos climaticos como “El Nifio” que potencia su capacidad de reproduccion y su
habilidad para colonizar areas nuevas (Lopez-Martinez y Herrera-Cervantes, 2017). Lo anterior
supone que esta especie enfrenta cambios de temperatura en el mar a los que se ha venido adaptando
de manera exitosa, pero a la fecha son pocos los estudios realizados y aun se desconoce la capacidad
de respuesta a factores externos (Lopez-Martinez, 2013).

Este trabajo tiene la finalidad de evaluar respuestas fisioldgicas y bioenérgeticas de la medusa bola
de cafion del Golfo de California ante eventos de variaciones de temperatura en el agua de mar, lo

cual permitira entender sus procesos adaptativos y los cambios poblacionales que se han observado.
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2. ANTECEDENTES

2.1. Las Medusas a Nivel Mundial

Uno de los grandes pilares de la evolucion de los metazoarios son las medusas. Estos organismos,
poseen estructuras ancestrales que permiten explicar las distintas variaciones morfoldgicas de las
especies que actualmente habitan el planeta.

Las medusas pertenecen al filo Cnidaria, donde también se ubican los corales, las anémonas y las
hidras. En particular, la clase Scyphozoa es la unica que incluye a los organismos que hoy se
conocen como “medusas verdaderas” o de consistencia rigida (Cedefio-Posso, 2010).

Las medusas son organismos acudticos visibles a simple vista y de gran valor en las areas de
arrecifes coralinos, ademas son importantes miembros de la comunidad pelégica, ya que son
voraces depredadores de plancton (Kinoshita et al., 2006). También se ha observado que las
medusas pueden ser habitat de muchas especies de peces juveniles y crustaceos (Lynam y Brierley,
2007; Lopez-Martinez y Rodriguez-Romero, 2008); de hecho, los cangrejos juveniles y una
variedad de especies utilizan a las medusas como sitios de proteccion y medio de distribucion
(Kingsford et al., 2000; Lynam y Brierley, 2007; Alvarez-Tello et al., 2015).

Las medusas llegan a formar grandes aglomeraciones en algunas regiones del mundo y estas
agrupaciones se han asociado a factores ambientales como la temperatura y salinidad del agua de
mar, asi como a la disponibilidad de nutrientes o a la precipitacion y vientos (Fig. 1; Purcell et al.,
2007).
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Figura 1. Aglomeraciones de medusa Rhopillem‘a s:pp. en las costas mediterraneas (Tomado de
Lamb, 2017).

La medusa Stomolophus meleagris se distribuye en las costas del Golfo de California donde se
alimenta de zooplancton, incluyendo larvas de especies de importancia comercial, tales como
camaron y jaibas, asi como de huevos y larvas de peces (Padilla Serrato et al., 2013); esta especie
también ha mostrado incrementos considerables en sus abundancias en la Gltima década (L6pez-
Martinez y Alvarez-Tello, 2013).

2.2. Medusa Bola de Cafion (Stomolophus meleagris)

Esta especie se identifica por su color azul intenso, aunque presenta variaciones de color desde el
blanco hasta una coloracion morado-rosa (Nevarez-Lépez et al., 2021).
Este grupo de organismos pertenece a la clase Scyphozoa, orden Rhizostomeae, donde estan

agrupadas las “medusas verdaderas” y a la familia Stomolophidae.

Filo: Cnidaria
Clase: Scyphozoa
Orden: Rhizostomeae
Familia: Stomolophidae

Género: Stomolophus
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Los organismos adultos de la especie S. meleagris tienen morfologia medusoide (Fig. 2). Su forma
medusa asemeja a una campana que puede llegar a medir 15 cm de diametro y pesar entre 800 y
900 g. Debajo de la campana, se observan los brazos orales en forma de un tronco rugoso con un
orificio central que comunican en el interior con la cavidad géstrica (Lopez-Martinez y Alvarez-
Tello, 2013).

ﬂar!ales
radiales

Exumbrela

Ropalia

Subumbrela , ~~Escapula

Musculatura
circular Brazos orales
Figura 2. Morfologia y anatomia de Stomolophus meleagris (tomado de Cedefio-Posso, 2010).

2.2.1. El Ciclo de Vida de las Medusas y su Papel en el Ecosistema

Las medusas son organismos dioicos y sus gonadas se ubican en la cavidad gastrovascular. Durante
la reproduccion, los gametos de los adultos hembra y macho pasan a la cavidad gastrovascular y
salen al exterior por la boca, por lo que la fecundacion es completamente externa. Los gametos
fecundados forman una larva planula, la cual presenta forma oval irregular y su color es traslucido
(Fig. 3); la planulalibre se adhiere a un sustrato en el fondo para cambiar a su estado de escifostoma,
donde toma una forma cilindrica y desarrolla los tentaculos y bulbos. Cuando el escifostoma ha

formado los bulbos, comienza su fase de estrobilacion, donde los bulbos comienzan a separarse
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para formar los estrobilos que dardn lugar a las éfiras. Una vez que las éfiras son liberadas al
ambiente nadan libremente y forman lo que sera la medusa joven, su estdmago va adquiriendo
forma concava y los brazos orales se desarrollan. Al alcanzar la forma de medusa, el ciclo de vida
comienza de nuevo con la reproduccion (Calder, 1982).

Cuando las condiciones ambientales le son adversas al organismo, se ha observado que los
escifostomas pueden formar quistes llamados podocistos o formar un pie llamado estolén, entrando
a la fase asexual del ciclo en donde los nuevos organismos tienen la misma informacion genética

que sus predecesores (Urias-Padilla, 2020; Fig. 3).

Medusa

IR Huevo
N\ V ‘// m m "\, Fertilizado
Efira < -“ .', - Q d £
(Vista d \
ventral) P
lg Planula
W
\ I8 \
Efira Podocisto ~_——,
(Vista - ~ Escifostoma
lateral) Y joven

' \'\ - \ Escifostoma
B \\ \ ‘ / (Completamente
Estrol?llo desarrollado)
tardio

Estrobilo

Figura 3. Ciclo de vida de S. meleagris segun Calder (1982) (Tomado de Brotz et al., 2017).
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Ademas de su papel como depredadores, las medusas forman parte de la dieta de otros organismos
pelagicos, incluyendo sifonoforos, ctendforos, quetognatos, otras medusas, peces y tortugas
(Vitdria et al., 2021). En el 2002, Sommer y colaboradores consideraron a las medusas en el
extremo de la cadena trofica en el ambiente pelagico, ya que poseen un valor relativamente bajo
como alimento para vertebrados. Sin embargo, Padilla-Serrato y colaboradores (2013),
determinaron que S. meleagris puede ubicarse en el nivel tréfico tres, como un consumidor
importante de zooplancton de nivel secundario, alimentandose de huevos de anchoa, lo cual tiene
implicaciones ecoldgicas, pues los periodos de apariciones masivas de medusas se ven afectados
negativamente por la abundancia de presas, al tiempo que aumenta la mortalidad natural debida a
la depredacion de S. meleagris. En otras regiones pesqueras importantes como China, las
floraciones de medusas han contribuido al colapso de algunas pesquerias debido a las altas tasas
de consumo de zooplancton que constituyen dicha comunidad (Kingsford et al., 2000; Hiromi et
al., 2006; Tremblay, 2010). Se ha considerado que el incremento en las abundancias de medusas
en ciertas zonas podria convertirse en un factor que afectaria los volimenes de importantes recursos
tanto para las actividades pesqueras como para la gestion y para la economia regional (Padilla-
Serrato et al., 2013).

2.2.2. Distribucion de S. meleagris

La medusa bola de cafién ha sido identificada en el Océano Atlantico desde la costa este de Estados
Unidos hasta Brasil y en el Océano Pacifico, desde las costas del sur de California hasta Ecuador
(SeaL.ifeBase, 2017).

En las costas mexicanas, S. meleagris fue reportada en bahias y lagunas desde el estado de Sonora
hasta el estado de Oaxaca (Ocafia y Gémez, 1999). Dentro de los primeros estudios de esta especie,
desde el sur de Sonora hasta Nayarit, se observo que los organismos en fase medusa son abundantes
durante verano-otofio (Gomez-Aguirre, 1991).

La distribucion de esta especie se ha relacionado a zonas litorales y sistemas lagunares poco
profundos (1 a 10 mts), en presencia de salinidades entre 30 a 36 %o y temperatura superficial del
mar de 21 a 28°C, siendo su temperatura 6ptima 23 °C (Puente-Tapia, 2009; Griffin y Murphy,
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2011); los organismos se localizan generalmente entre la zona de rompientes y los 3 km mar
adentro, formando aglomeraciones en forma de parches o franjas (Torres et al., 2001). Se ha
reportado que las apariciones masivas varian de intensidad de un afio a otro, en diferentes escalas
temporales y espaciales, aunque se han observado mayormente durante épocas calidas (Olguin,
2016).

En la regién de la costa de Sonora, los organismos adultos de S. meleagris en su forma medusa
estan presentes en los meses de enero-julio en el area de la Laguna Las Guésimas, al sur del
municipio de Guaymas (L6pez-Martinez y Alvarez-Tello, 2013).

2.3. El Cambio Climatico, la Temperatura y su Efecto en los Invertebrados Marinos

El océano cubre el 71% de la superficie del planeta, tiene el papel mas importante en el ciclo global
del carbono y afecta directamente el ritmo y alcance de los cambios en el clima, lo que a su vez
impacta en la biota oceanica con serias implicaciones ecosistémicas y en actividades economicas
del ser humano (Hays et al., 2005). Los ecosistemas marinos, particularmente los que se encuentran
cerca de la costa, estan experimentando crisis por los cambios en el clima, con repercusiones
fisiolégicas en los organismos que ahi habitan (Hofmann et al., 2005).

Diversos estudios sugieren como resultado del cambio climatico, que la temperatura del mar se
incrementara aproximadamente 2.8 °C para 2100, provocando que muchas especies de plantas y
animales no sean capaces de adaptarse localmente o de migrar rapidamente a zonas donde las
temperaturas sean éptimas para su desarrollo. Durante el siglo XXI un gran nimero de especies
ingresaron a las listas de organismos en riesgo de extincidn, especialmente por las interacciones de
los cambios climéaticos (calentamiento, derretimiento de los polos, variaciones en las
precipitaciones, reduccion del flujo de los rios, acidificacion del océano y aumento de regiones
anoxicas) con otros estresores como lo son modificaciones de habitat, sobreexplotacion de
poblaciones de especies, contaminacidn, eutrofizacidn y presencia de especies invasivas (Porter,
2014).

En las ultimas décadas, diversos estudios han evaluado la hipétesis de que las condiciones

ambientales comprometen la fisiologia y la inmunidad en los organismos y facilitan la generacién
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de brotes nuevos de enfermedades. Estresores ambientales como la contaminacion y los cambios
de temperatura son los factores méas estudiados en invertebrados marinos (Mydlarz et al., 2006).
En la naturaleza, algunas especies tienen la capacidad de recuperarse de algln desastre, cambio o
alteracion en el ambiente, regresando posteriormente a su estado inicial. A esta capacidad se le
conoce como resiliencia, sin embargo, estd tiende a tener un efecto en el crecimiento, la
sobrevivencia, resistencia a enfermedades y en las adecuaciones evolutivas de la especie que
pueden presentar intervalos de tolerancia al estrés y marcar limites biogeograficos, seleccionando
los microhabitats éptimos y generando patrones ecoldgicos en las especies (Barshis et al., 2013).
A la fecha, se ha documentado la disminucion de ciertas poblaciones de medusas en ecosistemas
como en Bahia Santa Helena, en la costa oeste de Sudéfrica, ya que el habitat se ha degradado,
asociado al aumento del desarrollo, la industrializacion y la contaminacion (Mills, 2001). Sin
embargo, aunque la degradacion ambiental suele conducir a la pérdida de especies, la eutrofizacion
(el incremento en los aportes de sustancias nutritivas, como nitratos o fosfatos, en ambientes
acuicolas) también puede conducir al incremento en la presencia y abundancia de medusas en
ambientes locales, como las lagunas caribefias y los fiordos escandinavos (Arai, 2001). Los niveles
decrecientes de oxigeno (hipoxia) en algunos cuerpos de agua, a menudo asociados con la
eutrofizacion, también pueden favorecer el aumento de las poblaciones de medusas (Purcell et al.,
2007).

Actualmente se sugiere, aunque con poca evidencia, que algunas apariciones masivas de medusas
pueden ser indicadores de cambios regionales inducidos por las alteraciones de las variables
ambientales (temperatura, pH, oxigeno, entre otras) en vez de una respuesta a los cambios
antropogeénicos (Richardson et al., 2009; Duarte et al., 2012).

En los ultimos afios, las condiciones oceanicas se han modificado mas alla de la variabilidad natural
tanto en temperatura, salinidad, didéxido de carbono, oxigeno disuelto Oz, pH, y otros;
especificamente la temperatura del agua, que al aumentar genera una reduccion en la solubilidad
del oxigeno, generando zonas hipdxicas, una mayor produccion de CO2, y la disminucion en el pH,
provocando asi el fendmeno de acidificacion en el océano (Paulmier et al., 2011).

Asi, la temperatura del mar juega un papel crucial en los procesos bioldgicos de los organismos.
En 1989, Cury y Roy determinaron que los organismos marinos presentan intervalos limitantes
ante episodios de estrés térmico a los que denominaron “ventanas ambientales”, que representan

un intervalo de temperatura éptimo para el desarrollo de cada especie para llevar a cabo los

23



procesos fisioldgicos manteniéndose en homeostasis. Sin embargo, en intervalos de temperatura
fuera de los valores optimos, los procesos bioldgicos se entorpecen y los organismos cambian
patrones, alterandose periodos reproductivos, crecimiento y metabolismo. Se ha reportado que al
presentarse cambios de temperatura en el océano, el aumento en la produccion de CO2, su difusion,
y la disminucion consecuente del pH, promueven que las ventanas térmicas ambientales se
reduzcan, lo que provoca a su vez que los organismos sean mas susceptibles. Asi, ante condiciones
de estrés, algunos organismos tienen respuestas adaptativas que les permiten sobrevivir, mientras
que otras especies no poseen esa capacidad de adaptarse, lo que aumenta su riesgo de extincion en
un futuro (Portner, 2014).

De acuerdo con Richardson (2008), el incremento de la temperatura podria provocar aumentos no
solo en las abundancias de medusas sino ademaés tener un efecto sobre las comunidades de plancton.
Purcell (2005) reportd que, en 11 especies de medusas, las abundancias han ido en aumento
comparado con las que se presentaron hace 100 afios, asociandolas con procesos de calentamiento
de los océanos. Asi, mediante un analisis de serie de tiempo de 10 afios, se encontrd que especies
templadas pueden beneficiarse del calentamiento global, pero las medusas tropicales podrian
disminuir en abundancia porque muchas especies pueden tener un maximo térmico de alrededor
de 34-35 °C. Ademas, la evidencia experimental sugiere que las medusas exhiben tasas mas rapidas
de reproduccion asexual y sexual a temperaturas mas calidas (Liu et al., 2009; Han y Uye, 2010;
Pascual et al., 2015).

En laregion del Golfo de California, donde S. meleagris habita, la temperatura superficial del agua
tiene variaciones estacionales, con valores aproximados de 15 a 22 °C para los meses de invierno
mientras que en verano los valores son de 24 a 33 °C (LOpez-Martinez y Herrera-Cervantes, 2017);
sin embargo, las proyecciones futuras muestran una tendencia de incrementar de 2 a 3 °C para
2099, aumentando los periodos calidos en el afio, lo que repercutira en los procesos biogeoquimicos

alterando también los procesos bioldgicos de los organismos que habitan esta zona (Pértner, 2014).

2.3.1. Respuestas de los Invertebrados Marinos a los Cambios de Temperatura

Sabemos que las especies de animales resilientes tienen la capacidad para persistir, adaptarse y
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recuperarse de eventos estresantes como los impactos climaticos (Berbés-Blazquez et al., 2017).
Esta capacidad de adaptacion de las especies se obtiene a lo largo de su historia evolutiva por
procesos de seleccion natural, de forma que entre mayor sea su ajuste evolutivo, mayor sera su
resiliencia y mayores seran las respuestas del organismo ante cambios ambientales (Brennan et al.,
2020).

Se ha sugerido que los cambios de temperatura en el océano provocados por el cambio climéatico
generardn una cascada de respuestas en los organismos marinos. Algunas especies podrian
modificar sus tasas de calcificacién y de formacion de tejido, dentro de la célula ocurriran
modificaciones metabolicas importantes relacionadas con el transporte de oxigeno, con la tasa de
intercambio i6nico y con la produccion de energia, entre otras; todas ellas consecuencia de
respuestas tanto a nivel transcripcional en la expresion de genes, como a nivel traduccional en la
sintesis de proteinas (Porter, 2014).

A pesar de que en organismos primitivos como los cnidarios, se ha descrito poco sobre las
diferentes respuestas fisioldgicas y moleculares, se ha reportado que los cambios de temperatura
pueden generan mayor susceptibilidad para responder ante ataques de patogenos (Mydlarz et al.,
2016). Tal es el caso de especies como la anemona de mar que muestra un incremento en la
produccion de EROS, que activan procesos de fagocitosis y le confieren al organismo proteccion
contra bacterias (Hutton y Smith, 1996). Hawkridge y colaboradores (2000), también observaron
en anemonas la activacion de las enzimas antioxidantes en asociacion con los nematocistos, como
respuestas del sistema inmune para ayudar a contrarrestar el ataque de patdgenos.

En el 2011, Kvitt y colaboradores reportaron en los corales Acropora aspera y Stylophora
pistillata, que el aumento de temperatura activa en la cavidad gastrica, la regulacién de procesos
de apoptosis en los organismos en su fase de polipos. La apoptosis es posiblemente un mecanismo
de proteccion ante posibles ataques de patdgenos, otorgandoles a los organismos un periodo de
tiempo para adaptarse y sobrevivir.

En 2013, Barshis y colaboradores realizaron un analisis transcriptomico de poblaciones de corales
sometidos a cambios de temperatura, observaron que en temperaturas bajas y altas, se genera un
aumento en el nimero de genes expresados, detectandose genes que codifican a proteinas de
choque térmico (HSP’s) y algunas otras moléculas como chaperonas y enzimas antioxidantes,
concluyendo gue estos organismos poseen mecanismos de respuesta fisioldgica e intracelular para

reaccionar ante el estrés ambiental.
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Para algunas especies de medusas como Aurelia aurita, también se han reportado cambios en las
densidades poblacionales dependientes de la temperatura, alterando la liberacién de éfiras y la
densidad de las agregaciones de los organismos (Lucas, 2001). En A. aurita a temperaturas de 30
°C y alta intensidad de luz, se aceleran los procesos de estrobilacién y la produccion de éfiras, sin
embargo, su sobrevivencia es baja, por lo que la temperatura es una determinante importante de
los procesos reproductivos (Liu et al., 2009).

En adultos de la medusa Cassiopea sp. se han reportado mayores tasas de pulsacion de la campana
y un alto consumo de oxigeno en organismos expuestos a altas temperaturas (32 °C) que los
observados en temperaturas bajas de 20 y 26 °C (Aljbour et al., 2017). En otro estudio de los
mismos autores se reportd un aumento en masa corporal por el incremento en la temperatura del
agua y perdida de ésta en condiciones de frio extremo (20 °C); sin embargo, las enzimas catalasa y
superoxido dismutasa (SOD) no mostraron cambio en su actividad indicando que Cassiopea sp. no

presenta signos de estrés térmico bajo las condiciones evaluadas (Aljbour et al., 2019).

2.3.2. S. meleagris Ante los Cambios de Temperatura

En 2016, Olguin report6 que al someter polipos de la medusa bola de cafion a temperaturas de 19
°C ocurren procesos de enguistamiento e interrupcion de los procesos de estrobilacion, lo que
repercute en el nimero de éfiras liberadas y por lo tanto en el nimero de medusas que llegaran a la
fase adulta. Sin embargo, en temperaturas superiores a los 19 °C, los organismos en fase p6lipo
pueden tolerar las temperaturas hasta los 29 °C, aunque en los rangos de 27-29 °C las éfiras
liberadas presentan malformaciones posiblemente por estrés térmico (Castelo, 2012).
Recientemente, Urias-Padilla (2021) observé en pélipos de S. meleagris sometidos a estrés térmico
en condiciones de laboratorio, que a temperaturas extremas de 35 °C, se presentan procesos de
enquistamiento, malformaciones y muerte de los organismos; sin embargo, en una temperatura de
27 °C, los procesos de reproduccion asexual fueron mas exitosos, generando incrementos en la
poblacién.

Estudios similares en medusas adultas de S. meleagris como el de Sastré-Velazquéz (2020),

reportan un aumento en la tasa de consumo de oxigeno mitocondrial conforme la temperatura del
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agua incrementa y cambios en la concentracion de metabolitos asociados a los cambios de
temperatura indicando ajustes en el metabolismo para regular su gasto energético. Por su parte,
estudios realizados en el ambiente natural (Lopez-Martinez y Alvarez-Tello, 2013) reportaron que
la presencia de S. meleagris responde a la temperatura, ya que incrementos de 2 °C inducen la
liberacion de las éfiras a la columna de agua. En el Golfo de California, de acuerdo con las
estimaciones de abundancia reportadas de 2002 a 2012, se encontr6 que los periodos reproductivos
se encuentran asociados con cambios en la temperatura del mar, siendo afectados durante eventos

frios y favorecidos en eventos calidos (Lopez-Martinez y Herrera-Cervantes, 2017).

2.4. Metabolismo Energetico

El balance energético es uno de los requerimientos fundamentales para que los organismos puedan
sobrellevar las condiciones de estrés y mantengan sus mecanismos fisiologicos, bioquimicos y de
comportamiento que les permitan tolerar los cambios y mantener la homeostasis (Buchman, 2002).
En los organismos marinos en condiciones éptimas, la demanda energética guarda un equilibrio
que se mantiene gracias a la energia que aporta el metabolismo aerdbico distribuyéndose en los
diferentes procesos celulares. Sin embargo, bajo condiciones de estrés moderado, la demanda de
energia se centra hacia el mantenimiento de la célula dejando por un lado la demanda de energia
para los procesos como crecimiento y reproduccion, beneficiando a la sobrevivencia. En
condiciones de estrés extremo, las demandas energéticas incrementan y el metabolismo aerobico
no aporta suficiente energia para el mantenimiento celular, por lo que en muchos organismos, el
metabolismo anaerdbico se activa para aportar energia adicional. Sin embargo, cuando la condicion
de estrés extremo se prolonga, la demanda de energia es muy alta y el aporte de ésta por el
metabolismo aerdbico y anaerdbico se hace insuficiente, lo que se considera como rango pésimo
de sobrevivencia y los organismos mueren (Sokolova et al., 2012).

Se ha observado en los animales, que las adaptaciones metabdlicas y las diferentes estrategias
fisioldgicas que desarrollan para la sobrevivencia ante condiciones de estrés requieren una
coordinacion que les permita consumir y reservar energia eficientemente para mantener su

homeostasis (Kurochkin et al., 2009). Asi, el funcionamiento de las células para la produccion de
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energia mediante la respiracion celular y la sintesis de ATP, se llevan a cabo en la mitocondria.
Ademaés de produccion de energia, las mitocondrias estdn involucradas en la termogénesis,
homeostasis del calcio, sintesis de proteinas y procesos de apoptosis (Rousset et al.,2004).

La respiracion celular definida como “el conjunto de reacciones que utilizan electrones de
moléculas de alta energia, NADH y FADH., para producir ATP a través de una cadena de
transporte de electrones que se encuentra en la membrana de las mitocondrias”, incluye enzimas,
productos e intermediarios involucrados en un proceso de respiracion que se forma en un conjunto
dindmico de sustancias y reacciones dentro de la mitocondria (Mathews et al., 2002).

Las mitocondrias estan formadas por cuatro compartimentos: una membrana externa, el espacio
intermembrana, una membrana interna y la matriz mitocondrial (Fig. 4). Este organulo lleva a cabo
muchas funciones incluyendo el metabolismo de aminoéacidos, lipidos y nucledtidos, biosintesis de
cofactores hierro-azufre (Fe-S), la expresion del genoma mitocondrial, entre otros; sin embargo, la
funcion principal de la mitocondria en la célula es el metabolismo energético mediante la

respiracion y la consecuente sintesis de ATP (Pfanner et al., 2019).
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Figura 4. Cadena de transporte de electrones mitocondrial

Las membranas mitocondriales permiten el paso de pequefias moléculas como aminoacidos y

acidos grasos y mantienen el gradiente electroquimico creado por el sistema respiratorio

28



mitocondrial, el cual es necesario para la conservacion de energia y produccion de moléculas de
ATP (Rousset et al., 2004).

Como se muestra en la Fig. 4, la fuerza proton motriz generada por la respiracion mitocondrial se
utiliza para la sintesis de ATP mediante un mecanismo denominado “fosforilacion oxidativa”. Este
mecanismo se lleva a cabo mediante reacciones de oxidorreduccion (redox) por dos vias: en la
primera el complejo I, la NADH:ubiquinona oxidorreductasa 0 NADH deshidrogenasa
(E.C.1.6.5.3) capta las moléculas de NADH: (producidas en el ciclo de Krebs) y las desprotoniza
oxidandolas. Dichos protones son captados y transferidos de la molécula de flavin mononucleétido
(FMN) a las subunidades Fe-S, ambas en el complejo I, para posteriormente ser liberados en el
espacio intermembranal, lo que genera un cambio electroquimico entre el espacio intermembranal
y la matriz mitocondrial. En cada una de estas reacciones se liberan dos electrones (2e”) que son
captados por la ubiquinona (CoQ), que se transforma en el radical inestable de semiquinona y una
vez completamente reducido se denomina ubiquinol (parte 1 del ciclo Q), siendo este ultimo el que
transporta los electrones al complejo 111. Esta reaccion se acompafia por la transferencia neta de 4
protones desde la matriz mitocondrial hasta el espacio intermembrana (Mathews et al., 2002).

La segunda via de entrada a la cadena es por el complejo 11, succinato-deshidrogenasa o succinato:
ubiquinona reductasa (E.C.1.3.5.1) que realiza la transformacion del succinato a fumarato en el
ciclo de Krebs, captando las moléculas de FADH2y desprotonizandolas. Asi, los protones liberados
son transferidos a las subunidades de Fe-S y al espacio intermembranal; en esta Ultima reaccion se
liberan 2e” por cada H™ que son captados por la ubiquinona que se transforma con cada electrén a
semiquinona y posteriormente a ubiquinol (parte 1 del ciclo Q). Estos electrones de las ubiquinonas
son captados por el complejo IlI, citocromo bc: o ubiquinol: citocromo ¢ oxidorreductasa
(E.C.1.10.2.2) y se transfieren por dos vias con la participacion del citocromo b y las unidades de
Fe-S. Asi, las moléculas de ubiquinol se desprotonizan transformandose nuevamente en ubiquinona
(parte 2 del ciclo Q) y se bombean 2H" al espacio intermembrana.

Por su parte, el citocromo ¢ que se encuentra soluble en el mismo espacio se reduce captando los
electrones para transportarlos al complejo IV y posteriormente, el complejo 1V, la citocromo ¢
oxidasa o ferrocitocromo C:0O. oxidorreductasa (E.C. 1.9.3.1), es el catalizador terminal de la
cadena respiratoria. Este complejo reduce el Oz a H20 utilizando el citocromo ¢ reducido y lo
oxida, liberando los electrones que son captados por unidades de Fe-S y después por citocromo a-

Cu y citocromo az-Cu. Los electrones son utilizados para la formacion de moléculas de agua (1/2
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0. =2 H20) que quedan en la matriz mitocondrial. Una vez que se ha generado un potencial de
membrana (A¥m) por la diferencia de cargas a ambos lados de la membrana y una fuerza proton
motriz, la ATP sintasa 0 FoF1-ATPasa (E.C.3.6.3.14) lleva a cabo el proceso de fosforilacion
oxidativa, utilizando el flujo espontaneo de los protones desde el espacio intermembrana hacia la
matriz mitocondrial para generar cambios conformacionales en la porcion catalitica de la enzima
que permiten captar moléculas de ADP y Pi para producir ATP (Nicholls y Ferguson, 2003).
Ademéas de los complejos enzimaticos previamente descritos de la cadena de transporte de
electrones candnica, algunos seres vivos cuentan con enzimas alternas que participan activamente
en el funcionamiento de una cadena respiratoria entonces denominada “ramificada”. Dentro de las
enzimas alternas reportadas hasta la fecha estan las NADH tipo Il (NADH2) que apoyan al
complejo | captando moléculas residuales de NADH, estas enzimas pueden encontrarse tanto en la
parte externa como en la parte interna de la membrana interna mitocondrial y no atraviesan la
membrana ni son capaces de bombear protones (Kerscher, 2000). Este tipo de enzimas se han
descrito en protistas, hongos y algunos metazoarios primitivos como los cnidarios (Matus-Ortega
et al., 2011), pero no existe reporte alguno de la existencia de este tipo de enzimas en las medusas.
Otra enzima alterna que se ha descrito, es la glicerol-3-fosfato deshidrogenasa mitocondrial
(mitGPDH), la cual se encuentra localizada en la parte externa de la membrana interna
mitocondrial. La mitGPDH una enzima que reduce el FAD y ha sido descrita como el componente
mas simple de la cadena respiratoria de los mamiferos; esta enzima también ha sido reportada en
algunas especies como la primera deshidrogenasa productora de EROS en la mitocondria (Drahota
et al., 2002). La mitGPDH participa introduciendo electrones al ciclo de las quinonas sin bombeo
de protones al espacio intermembrana. La alta concentracion de mitGPDH se ha asociado con
incremento en las especies reactivas de oxigeno (EROS) y la fuente probable de esto podria ser el
sitio Q-CoQ ya que se encuentra mas expuesto superficialmente en la estructura de la enzima. La
transferencia de electrones en condiciones normales a CoQ es un proceso de dos electrones, pero
en condiciones de estrés se puede generar inestabilidad en la semiquinona, lo que produciria un
desacoplamiento de la cadena respiratoria mitocondrial y la fuga de electrones hacia el interior de
la matriz mitocondrial (Drahota et al., 2002; Mracek et al., 2013). En organismos como el abejorro
Bombus terrestris, esta enzima apoya durante el proceso de termogénesis necesario para iniciar el
vuelo (Masson et al., 2017).

Otra enzima reportada como parte de la cadena respiratoria ramificada de algunas especies es la
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oxidasa alterna (AOX), que sustituye o apoya al complejo 1V si este perdiera su actividad, ya que
cataliza la oxidacion del quinol y reduce el oxigeno a agua (McDonald y Gospodaruou, 2019). Sin
embargo, la contribucion de la AOX para generar fuerza proton motriz es minima y no es una
enzima energéticamente eficiente (Tward et al., 2019). La AOX no esta presente en todos los
organismos, su presencia se restringe a especies de invertebrados ancestrales como esponjas,
crustaceos y moluscos (Rodriguez-Armenta et al., 2018; McDonald y Gospodaruou, 2019).

De acuerdo con estudios previos, el consumo de oxigeno mitocondrial de una cadena respiratoria
candnica se acopla con la fosforilacion de ADP para la producciéon de energia quimica; sin
embargo, este proceso no es eficiente al 100%, puede ser parcial y verse afectado por diversos
factores o estresores como los cambios de temperatura. Se ha reportado que la temperatura puede
llegar a causar el desacoplamiento de la cadena y la fuga de protones del espacio intermembrana
hacia la matriz mitocondrial perdiendo el gradiente electroquimico y la fuerza proton motriz
necesarias para la sintesis de ATP (Demine et al., 2019).

A pesar de la importancia y las consecuencias graves que los cambios de temperatura pueden
provocar en la bioenergética de los organismos, existen escasos reportes sobre los efectos de este
factor en el metabolismo y los procesos bioenergeéticos de las medusas.

En 2021, Urias-Padilla reporto para pélipos y éfiras de S. meleagris, cambios morfologicos y
bioquimicos cuando estos fueron expuesto a diferentes temperaturas, confirmando que las
respuestas y temperatura Optima son diferentes en cada fase del ciclo de vida. En otro estudio
reciente, Sastré-Velasquez (2020) observo que en condiciones experimentales, los organismos de
S. meleagris en la temperatura éptima de 23 °C, mantienen constantes las concentraciones de
metabolitos como glucosa, L-lactato, glucégeno y proteinas y mantienen su metabolismo aerdbico
activo produciendo altas concentraciones de ATP. En ese estudio se observo que el aumento de la
temperatura provoca un incremento significativo de la tasa de consumo de oxigeno en las
mitocondrias de la medusa. También se registrd que en organismos expuestos a 18 y 28 °C, hay un
rapido decremento en la concentracion de metabolitos, sin que la cantidad de moléculas de ATP se
vea afectada, lo que aparentemente le permite al organismo sobrellevar el estrés térmico.

De acuerdo con los resultados anteriores, se ha observado de manera general el funcionamiento del
metabolismo y la produccién de energia de S. meleagris; sin embargo, el hecho de que los
organismos incrementen su produccion de energia en diferentes condiciones de estrés térmico abre

diferentes preguntas sobre su metabolismo energético como: ;Cémo funciona el metabolismo
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energético de la especie?, ;como esta conformada y como funciona la cadena respiratoria

mitocondrial? ;como produce energia la mitocondria de S. meleagris bajo estrés térmico?
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3. JUSTIFICACION

Las medusas existen en el planeta desde hace mas de 500 millones de afios, con un papel
ecolégico importante ya que son grandes estructuradores de los ecosistemas. Se ha sugerido que
las perturbaciones ambientales de origen antropogénico, entre las que se incluye el cambio
climatico, podrian afectar las poblaciones de estos organismos en los siguientes afios. Sin embargo,
la informacion sobre diversos aspectos de su fisiologia y bioquimica son escasas. Asi, estudiar la
respuesta fisioldgica de la medusa bola de cafiéon (Stomolophus meleagris), una especie que se
explota comercialmente y que desempefia un papel ecolégico importante en el Golfo de California,
simulando condiciones extremas de temperatura ambiental, es de importancia fundamental para
dilucidar las adaptaciones bioquimicas y fisioldgicas que posee esta especie para tolerar futuros
cambios en la temperatura del Golfo de Californiay podria explicar parcialmente el éxito evolutivo

de este especie.
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4. HIPOTESIS

Si la medusa bola de cafién Stomolophus meleagris es una especie tolerante al aumento de
temperatura ambiental, entonces posee adaptaciones en su metabolismo y en sus mitocondrias que

contribuyan a mantener un estado energético estable.
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5. OBJETIVOS

5.1. Objetivo General

Evaluar el efecto de los cambios de temperatura del agua en el metabolismo central y rutas
bioenergéticas de la medusa bola de cafidn S. meleagris

5.2. Objetivos Especificos

1. Evaluar el efecto de la temperatura ambiental en la tasa metabdlica y la concentracion de
metabolitos de la medusa bola de cafion Stomolophus meleagris sometida a diferentes
temperaturas.

2. Caracterizar la cadena de transporte de electrones en las mitocondrias aisladas de S. meleagris.

3. Evaluar el efecto de la temperatura en la funcion mitocondrial de S. meleagris.
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6. METODOLOGIA

6.1. Bioensayo para Evaluar el Efecto de la Temperatura en el Consumo de Oxigeno del

Organismo y en la Concentracion de Metabolitos de S. meleagris

Un total de 120 organismos en etapa adulta de 5-6 cm de didmetro de campana, fueron capturados
en marzo 2018 mediante una red de cuchara, en la zona de Las Guasimas, Guaymas, Sonora. Una
vez capturados los organismos se trasladaron en cubetas de 20 L con agua de mar, al Laboratorio
Experimental Acuicola del Centro de Investigaciones Biologicas de Noroeste, S.C. (Unidad
Guaymas). Los organismos se mantuvieron en 12 tinas plasticas de 100 L con suficiente espacio
para su movilidad, a una temperatura ambiente de 20 °C durante 3 dias para su aclimatacion. Los
organismos se alimentaron con nauplios vivos de Artemia spp., ad libitum. Posteriormente la
temperatura de las tinas se modifico gradualmente (1.5 °C por hora), hasta alcanzar las siguientes
temperaturas experimentales: tres tinas a 18 °C, tres tinas a 23 °C (temperatura 6ptima), tres tinas
a 28 °Cy tres tinas a 33 °C (Fig. 5). Los niveles de oxigeno disuelto se mantuvieron en 6 mg/mL y

la salinidad en 35 ppt, siendo monitoreados frecuentemente mediante una sonda YSI.

n=10 n=10 n=10 n=10
3 A A A A
n=10 n=10 n=10 n=10 n=10 n=10 n=10 n=10
B C B i C B C B C
T=18°C T=23°C T'=282C
Control

Figura 5. Disefio Experimental del Bioensayo de Exposicidn a Diferentes Temperaturas.

Una vez alcanzada la temperatura especifica de cada tratamiento se tomaron muestras de 2 medusas
de cada tina réplica a las 0.5, 2, 6 y 12 h. Las muestras de campana y los brazos orales de cada

organismo se mantuvieron a -20 °C, para su analisis posterior.
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Al final, los organismos restantes se mantuvieron vivos por un periodo de 15 dias. Al tercer dia de
exposicion (72 h) se monitored el consumo de oxigeno de 2 organismos de cada tina (n=24) y se

determinaron cambios de comportamiento, morfoldgicos y se registro la sobrevivencia.

6.1.1. Cuantificacion de Metabolitos en la Campana de S. meleagris en Diferentes

Temperaturas

A partir de las muestras del bioensayo almacenadas a -20 °C, se disectaron 100 mg de tejido de la
campana de cada organismo para evaluar cada uno de los metabolitos. Estos fragmentos de tejido
se transfirieron a un microtubo, se les adicionaron 3 volumenes de agua milli Q y se homogenizaron
mecanicamente. Los homogenizados crudos se centrifugaron a 10,000 rpm por 10 min a 4 °C. De

cada muestra centrifugada, se recupero el sobrenadante y se cuantificaron los metabolitos.

6.1.1.1. Concentracion de proteinas totales de la campana de S. meleagris. La concentracion de
proteinas solubles totales de los homogenizados de tejido de las medusas experimentales fue
evaluada por el método de Bradford (1976). Se construy0 una curva estandar utilizando una
concentracion inicial de albumina de suero bovino (BSA) de 2 mg/mL y se realizaron seis
diluciones seriadas (1:2) con agua milli Q. Posteriormente de cada dilucién se tomaron 5 pL y se
le adicionaron 45 pL de agua milli Q y 250 pL de reactivo Bradford. Cada medicion se realizé por
triplicado a una longitud de onda de 595 nm en un lector de microplacas iMark (BioRad, E.U.). Se
cuantifico la concentracion de proteinas solubles totales de cada muestra utilizando 5 pL del
homogenizado de tejido siguiendo el protocolo anterior y se dejaron incubando durante10
min a temperatura ambiente, posteriormente se midié la absorbancia como se mencioné

previamente.

6.1.1.2. Cuantificacion de glucosa. La concentracion de glucosa se cuantifico en cada uno de los

homogenizados de la campana de los organismos experimentales siguiendo el protocolo del kit
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Glucose GOD-PAP (Randox). Se utilizé una solucion estandar de glucosa de 5 mg/mL y agua milli
Q como blanco. Las mediciones se realizaron por triplicado utilizando 60 uL de muestray 200 uL
de reactivo R1 del kit. Cada reaccion se midid por espectrofotometria a 490 nm en un lector de
microplacas iMark (BioRad).

6.1.1.3. Cuantificacion de glucégeno. La concentracion de glucégeno se determiné mediante el
método reportado por Van Handel (1965), basado en el principio de la degradacién de los
polisacaridos de la muestra a monémeros en forma de glucosa reaccionando al calor y al
acido sulfturico (H2S04) con pH acido; estos mondémeros reaccionan con el reactivo antrona
generando un cromogeno verdeazulado. Se utilizé como base una curva estandar de glucosa
con concentraciéon de 2 mg/mL y se realizaron 6 diluciones seriadas (1:10 v/v) con acido
tricloroacético (TCA) al 20 %. Posteriormente, se tomaron 0.1 mL de cada dilucién y se
adicion6 1 mL de antrona al 0.1 %, la mezcla se incub6 a 90 °C por 5 min, inmediatamente
después se mantuvo en hielo durante 2 min y se determiné la absorbancia a 620 nm en un
lector de microplacas Bio-Tek Synergy™ HT por triplicado y se utilizaron las datos para
construir la curva.

Para cuantificar el glucdgeno en las muestras de campana, se utilizaron 300 pL del homogenizado
preparado previamente y se le adicionaron 300 pL de TCA al 20 %, posteriormente se centrifugd
la mezcla a 3,600 rpm por 10 min a 4 °C. Se recuper0 el sobrenadante (~300 L) en un tubo estéril
y se tomo una alicuota de 100 uL y se le adicionaron 2 mL de etanol absoluto frio, esto con el fin
de precipitar el glucdgeno. Después, la mezcla se centrifugd a 3,600 rpm por 10 mina 4 °Cy se
recupero el pellet eliminando por evaporacion el excedente de etanol mediante una incubacion a
70 °C por 5 min. El pellet obtenido de cada muestra se resuspendi6é con 100 pL de agua milliQ y
se agregd 1 mL de la mezcla reactivo antrona (0.1 %)/H2SO4 (72 %) para después seguir el

protocolo descrito en el parrafo anterior. Cada una de las muestras se determiné por triplicado.

6.1.1.4. Cuantificacion de L-Lactato. La concentracion de L-lactato de las muestras del ensayo
fue evaluada siguiendo el protocolo del kit Lactate-PAP (Randox). Se utilizaron 10 pL del

homogenizado de campana y se mezclaron con 200 pL del reactivo R1b del Kkit,
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posteriormente se incub6 durante 5 min a 37 °C. Se utilizé como estandar una concentracion
conocida de 0.39 mg/mL de L-lactato del kit y como blanco se utiliz6 agua milli Q. Las
mediciones de cada muestra se realizaron por triplicado en un lector de microplacas iMark

(BioRad) a una longitud de onda 546 nm.

6.1.1.5. Cuantificacion de ATP. La concentraciéon de ATP en el tejido de la campana de la
medusa bola de cafién se determind con el kit ATP Assay (Calbiochem) por luminiscencia en
un lector multimodo de microplacas Varioskan LUX (Thermo Scientific, EU) en las
instalaciones del Laboratorio de Ecologia Molecular del Departamento de Investigaciones
Cientificas y Tecnolodgicas de la Universidad de Sonora.

Se construyo una curva estandar de ATP a partir de una concentracion inicial de 1 pg/mL con
cuatro diluciones seriadas (1:10 v/v). Se tom6 1 pL de cada dilucion y 50 pL de buffer NRB
(nucleotide releasing buffer), la mezcla se incubo en agitacion por 5 min a 22 °C en una microplaca
estandar con fondo blanco. Una vez finalizada la incubacion, se adicion6 1 pL de luciferasa (1
mg/mL) a cada reaccion, evitando la presencia de luz y se incub6 la mezcla por 10 min a 22 °C. Al
término de la incubacion se realizo la lectura de luminiscencia.

La concentracion de ATP se cuantificd por triplicado en cada uno de los homogenizados
previamente preparados. Se mezclé 1 mg/mL de proteina soluble de cada muestra con 50 L de

buffer NRB y se incubd la mezcla y se siguio el protocolo descrito en el parrafo anterior.

6.1.2. Consumo de Oxigeno de S. meleagris en Diferentes Temperaturas

Después de la exposicion de los organismos a las temperaturas experimentales por un periodo de
72 h, se evaluo el consumo de oxigeno de dos organismos por duplicado de cada tina ( n= 24). Se
utiliz6 una camara respirométrica de 30 cm de didmetro y 25 cm de alto conectada a un oximetro
modelo 782 acoplado a un electrodo tipo Clark (Strathkelvin Instruments, Escocia). Cada
organismo elegido al azar de las tinas se colecto utilizando un vaso de precipitado de 250 mL, se

puso en reposo durante 10 min para disminuir el estrés por el movimiento, posteriormente se
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cambid al organismo a la parte inferior de la camara respirométrica llena con agua limpia de la tina

a la temperatura especifica de su tratamiento. El tiempo de cada medicion fue de 30 min.

6.1.3. Analisis Estadisticos

Se realizaron pruebas de distribucion normal y homocedasticidad. Los resultados se analizaron
mediante una prueba normal de Shapiro-Wilk para pequefios conjuntos de datos. Se realiz6 el
analisis de los cambios en las tasas de consumo de oxigeno frente a la temperatura mediante un
ANOVA de una via tomando como variable dependiente la concentracion de oxigeno y como
variable independiente la temperatura, seguido de un analisis post-hoc de Fisher.

Los datos de cuantificacion de metabolitos se analizaron utilizando un ANOVA de dos vias,
tomando como variable dependiente la concentracion y como variables independientes la
temperatura y los tiempos de muestreo post exposicion, seguido de la prueba de comparaciones
multiples de Fisher post-hoc para determinar la significancia. Los andlisis estadisticos se realizaron
utilizando NCSS 2007 (Hintze, 2007) y las diferencias se consideraron significativas si la

probabilidad de error de tipo | era inferior a 0.05.

6.2. Caracterizacion de la Cadena de Transporte de Electrones de las Mitocondrias de S.

meleagris

Se utilizaron medusas adultas aclimatadas a temperatura Optima (23 °C) para llevar a cabo la
caracterizacion de la cadena de transporte de electrones e identificar la presencia de posibles

enzimas alternas.
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6.2.1. Aislamiento de Mitocondrias de Organismos de S. meleagris

Se aislaron las mitocondrias de organismos adultos de la medusa bola de cafién utilizando el
método de centrifugacion diferencial. Los organismos se disectaron individualmente y se elimino
el tracto digestivo y gonadas. El tejido restante de cada muestra se transfirid a un tubo conteniendo
3 volumenes de buffer de aislamiento frio BE1 (&cido 1,4-piperazinedietanosulfonico (PIPES) 4
mM pH 6.8, sacarosa 250 mM, KCI 50 mM, EDTA 1 mM) y se homogenizaron mecanicamente
utilizando tres pulsos de 20 s en frio con un homogeneizador Braun. Posteriormente, la mezcla se
filtré utilizando dos capas de gasa para separar el excedente de tejido. EI homogenizado obtenido
se centrifugo a 5,000 rpm por 10 s a 4 °C. Se recupero el sobrenadante y se centrifug6é nuevamente
a 12,000 rpm por 15 min a 4 °C, descartandose de nuevo el sobrenadante y el pellet se resuspendio
2 volimenes de buffer de aislamiento frio BE2 (PIPES 4 mM a pH 6.8, sacarosa 290 mM, KCI 20
mM y MgCl> 1 mM). Posteriormente, la mezcla se centrifugd a 3,000 rpm por 5 mina 4 °Cy se
recupero el pellet que se resuspendio en 2 volumenes de BE2.

Como control positivo y para fines comparativos también se aislaron mitocondrias de corazén
bovino. Se homogenizaron 250 g de tejido de corazon bovino fresco con buffer de extraccion E3
(sacarosa 250 mM, KCI 150 mM, EGTA 1 mM, trizma base 10 mM, BSA 0.1%, PMSF 1 mM a
pH 7.4) y se filtraron a través de tres capas de gasa. Posteriormente, se obtuvo el extracto
mitocondrial siguiendo el método de centrifugacion diferencial descrito por Rodriguez-Armenta y
col. (2018).

De cada muestra se realizo la cuantificacion de proteinas solubles de las fracciones mitocondriales

mediante el método de Bradford (1976) y utilizando BSA como estandar.

6.2.2. Concentracion de Proteinas Totales en Aislados de Mitocondrias de S. meleagris

La concentracion proteica de los extractos mitocondriales fue evaluada por el método de Bradford
(1976). Cada muestra se diluy6 1:40 (39 puL de aguay 1 pL de extracto mitocondrial) y se afiadieron

2 UL de tritdn al 1%. Posteriormente se prepararon mezclas con 5 pL de cada dilucién, 45 pL de
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agua milli Q y 250 pL de reactivo Bradford por triplicado, se dejaron incubando durante 5 min a
temperatura ambiente y después se midid su absorbancia en un equipo lector de microplacas iMark
(BioRad, E.U.) a una longitud de onda de 595 nm.

6.2.3. Determinacion de Consumo de Oxigeno Mitocondrial de S. meleagris

Para comprobar la presencia de membranas intactas en las mitocondrias aisladas de S. meleagris
se evalud la tasa de consumo de oxigeno en los estados no fosforilante (1) sin ADP y fosforilante
(117) con ADP. Para lo anterior se utilizd un oximetro acoplado a un electrodo tipo Clark
(Strathkelvin Instruments modelo 782, Escocia). Las mediciones se realizaron adicionando 200 g
de proteina mitocondrial en buffer de respiracion BR mas MgCl, 1 mM, buffer fosfato 10 mM
(NaHPO4 y NaH2PO4) y succinato 10 mM como sustrato respiratorio.

En ausencia de ADP (estado no fosforilante 1V), se midio el consumo de oxigeno mitocondrial
durante 3 min, posteriormente se agregé ADP 0.1 mM y se midio el consumo de oxigeno en estado
fosforilante 11l durante 10 min. Después, se utilizé carbonilcianuro-p-trifluor-methoxofenil
hidrazona (FCCP) 0.75 uM como agente desacoplante. EI volumen final de reacciones fue de 200
uL, todos los experimentos se realizaron por triplicado. Para confirmar la integridad de las
mitocondrias, con los datos adquiridos se estimo el control respiratorio mitocondrial (CR) como la
relacion de los estados 111/ 1V (Brand y Nicholls, 2011).

La existencia de posibles enzimas alternas en la cadena respiratoria mitocondrial de S. meleagris,
se determind a través de la medicion de las tasas de consumo de oxigeno de las mitocondrias en
presencia de varios sustratos especificos e inhibidores de las enzimas canénicas y alternas.

La presencia de enzimas alternas como la NADH2 externa mitocondrial y la glicerol-3-fosfato
deshidrogenasa mitocondrial (mitGPDH), se detectd utilizando sus sustratos respiratorios
especificos NADH 1 mM o glicerol-3-fosfato (G3P) 10 mM, respectivamente. Durante la medicion
se acelerd el consumo de oxigeno agregando FCCP 1 mM y después se agregaron inhibidores
especificos segun el caso incluyendo rotenona 50 uM (R) y antimicina A 5 uM (AA) para inhibir
los complejos mitocondriales 1 y 111, respectivamente (Cabrera-Orefice et al., 2014).

La presencia de una oxidasa alterna (AOX) en las mitocondrias de medusas se determind utilizando
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succinato 10 mM como sustrato respiratorio, FCCP 0.75 uM como desacoplante y los inhibidores
especificos octil-galato (OG) 50 uM y KCN 0.1 mM (Guerrero-Castillo et al., 2011). Todos los

ensayos se realizaron por triplicado en reacciones con volumen final de 200 pL.

6.2.4. Potencial de Membrana de Mitocondrias de S. meleagris

Para confirmar la eficiencia del método de aislamiento y la funcionalidad de las mitocondrias se
evaluo el potencial de la membrana mitocondrial (A¥m) siguiendo los cambios de fluorescencia
del colorante cationico safranina-O, el cual es afin a la membrana interna de mitocondrias
energizadas en las longitudes de onda de excitacion-emision 495-586 nm. La fluorescencia
aumenta cuando el AWm se disipa (Figueira et al., 2012). Las evaluaciones se realizaron en un
lector de microplacas multimodo Varioskan LUX (Thermo Scientific, EE. UU.) en el Laboratorio
de Ecologia Molecular de la UNISON. Cada mezcla de reaccion constaba de un volumen total de
200 pL que incluia 5 mg/mL de proteina mitocondrial, buffer de respiracion BR (sacarosa 0.125
M, D-sorbitol 0.375 M, KCI 150 mM, K-HEPES 20 mM pH 7.5), Tris-fosfato 10 mM, safranina-
O 10 uM vy succinato 10 mM como sustrato respiratorio. Para inducir la pérdida de potencial
transmembrana se utilizo FCCP 0.4 uM, los resultados se expresaron en unidades de fluorescencia

relativa (UFR) y cada muestra se evaluo por triplicado.

6.2.5. Identificacion de los Complejos de la Cadena de Transporte de Electrones Mediante
Geles de Actividad

Los complejos de la cadena respiratoria candénica (NADH-deshidrogenasa, succinato-
deshidrogenasa, citocromo c oxidasa y ATP sintasa) se identificaron en las mitocondrias de
medusas expuestas a la temperatura éptima 23 °C en el Laboratorio de Genética Molecular del
Instituto de Fisiologia de la UNAM. Se prepararon geles de poliacrilamida nativa de alta resolucién

(hrCN-PAGE) del 4-12 % con un grosor de 1.5 mm de espesor siguiendo el protocolo descrito por
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Wittig y colaboradores (2007). Las mitocondrias aisladas de S. meleagris se solubilizaron con 1 g
de N-dodecil-p-D-maltésido (LM) por g de proteina mitocondrial mediante agitacién durante 60
min a 4 °C. Una vez solubilizadas, las mitocondrias se centrifugaron a 14,000 rpm durante 60 min
a 4 °C y se recuper6 el sobrenadante. La concentracion de proteina mitocondrial soluble del
sobrenadante se determind a 595 nm por el método de Bradford (1976).
Cada complejo mitocondrial se detectd por un analisis de actividad en gel. Se cargaron 400 ug de
proteina mitocondrial y se corrid la electroforesis usando dos soluciones amortiguadoras, el buffer
catodico (tricina 50 mM, LM al 0.01%, imidazol 7.5 mM, desoxicolato sodico 0.05%) y el buffer
anddico (imidazol 25 mM pH 7.0). La electroforesis se corrié a 15 mA durante 45 min (Wittig et
al., 2007) en una camara de electroforesis Mini-PROTEAN® Tetra Cell (BioRad, USA).
Una vez separadas las proteinas se detectd la actividad de cada complejo en un gel individual
mediante la incubacion en una solucion que contenia sustratos especificos de la siguiente manera:
a) Se detecto la actividad del complejo | o NADH deshidrogenasa incubando el gel por 30
min en una solucion que contenia 0.5 mg de bromuro de tetrazolio azul nitro (NBT)/mL,
Tris 10 mM (pH 7.0) y NADH 1 mM (Zerbetto et al., 1997). Se tomo imagen de las bandas
de actividad obtenidas.
b) La actividad del complejo 11 o succinato deshidrogenasa se detect6 incubando el gel por 16
h en una solucion gque contenia succinato 5 mM (pH 7.4) y 0.5 mg de NBT/mL, Tris 10
mM (pH 7.0) (Zerbetto et al., 1997) y se tomo la imagen de las bandas de actividad.
c) Laactividad en gel del complejo IV o citocromo C oxidasa (COX) se detecto incubando el
gel de hrCN-PAGE por 2 h en un buffer de fosfato 50 mM (pH 7.4), 15 mg de citocromo
C reducido como sustrato y diaminobencidina 2 mg/mL (Wittig y Schégger, 2007) y se
tomo la imagen de las bandas de actividad.
d) Laactividad ATPasa del complejo V se detecto incubando el gel durante 24 h a temperatura
ambiente en buffer de actividad (glicina 540 mM, Tris 70 mM (pH 8.4), ATP 6 mM, MgSQOa4
14 mM y Pb(NOz3). al 0.2% ) (Wittig et al., 2007). Se tomaron fotografias de las bandas
obtenidas.
e) La actividad de las NADH deshidrogenasas tipo Il (NDH2) alternas se detect6 incubando
el gel por 1 h en una solucion que contenia 0.5 mg de bromuro de tetrazolio azul nitro
(NBT)/mL, Tris 10 mM (pH 7.0) y NADH 1 mM (Zerbetto et al., 1997) y se fotodocumento

la imagen.
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f) La actividad de la glicerol-3-fosfato deshidrogenasa mitocondrial alterna (mitGPDH) se
detect6 incubando el gel durante 10 h en una solucion que contenia 0.5 mg de bromuro de
tetrazolio azul nitro (NBT)/mL, Tris 10 mM (pH 7.0) y GPDH 5 mM (pH 7.0) (Zerbetto et
al., 1997).

6.2.6. Inmunodeteccién de la Oxidasa Alterna AOX Mitocondrial de S. meleagris

Debido a la ausencia de una técnica para detectar la actividad de la AOX en gel y para confirmar
su presencia en las mitocondrias de S. meleagris se realizé un analisis Western-blot. Para ello se
solubilizaron las mitocondrias aisladas con buffer RIPA 5X (Tris-HCI 100 mM (pH 7.5), NaCl 750
mM, Na;EDTA 5 mM, EGTA 5 mM, NP-40 al 5%) y polietilenglicol (PEG) 400 al 1%. Se
cuantifico la concentracion de proteina soluble de la muestra solubilizada, se diluyeron 100 ug de
proteina mitocondrial solubilizada en buffer 4X (Tris 0.5 M (pH 6.8), glicerol al 10%, SDS al 10%,
B-mercaptoetanol al 0.05% y azul de bromofenol al 0.01%) y se incubaron a 90 °C durante 5 min.
Posteriormente, las muestras de proteinas se separaron por electroforesis en gel de poliacrilamida
en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE) al 10% (Laemmli, 1970). La electroforesis se llevo
a cabo a 15 mA durante 45 min.

Una vez que las proteinas mitocondriales se separaron, las proteinas fueron electro-transferidas a
una membrana de PVDF mediante el sistema electroblotting semi-hiumedo (BioRad, USA) con un
buffer de transferencia (Tris 25 mM, glicina 192 mM y metanol al 20% (pH 7.0); Towbin et al.,
1979). Posteriormente, la membrana se lavd 3 veces durante 5 min con solucion TBS-T (Tris 50
mM, NaCl 104 mM (pH 7.6), tween 20 al 0.1 %) y se blogue6 con leche en polvo sin grasa al 5%
en TBS-T durante 60 min. Después, la membrana se incub6 con un anticuerpo monoclonal de
Sauromatum guttatum anti-AOX (Agrisera) diluido 1:1000 (v/v) durante 24 h a 4 °C. Una vez
transcurrido el tiempo, la membrana se lavo 3 veces por 5 min en solucién TBS-T y posteriormente
se incub6 a 37 °C durante 60 min con el anticuerpo secundario IgG anti-raton de cabra (H+L)
conjugado con peroxidasa de rabano (BioRad) diluido en TBS-T 1:10000 (v/v). La membrana se
lavd nuevamente 3 veces durante 5 min con solucion TBS-T y agua milli Q. Las bandas se

revelaron con una solucion cromogénica (diaminobencidina 0.6 mg/mL en solucion TBS-T/agua
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milli Q) en la cual se incubd la membrana durante 5 min, una vez reveladas las bandas se tomo la

imagen de los resultados.

6.2.7. Identificacién de las Enzimas Alternas Mediante Espectrometria de Masas en Tandem
(LC-MS/MS) y Analisis Bioinformatico

Para confirmar la identidad de las enzimas alternas de la cadena respiratoria mitocondrial de S.
meleagris se separaron las proteinas mitocondriales en geles hrCN-PAGE Yy se tifieron los geles
con azul de coomasie 0.2%. Las bandas con actividad especifica de NADH2 y mitGPDH se
identificaron comparando los patrones proteicos con los geles de actividad descritos en los incisos
e y f de la seccion 6.2.5, y con la membrana de Western blot, las cuales se recortaron
cuidadosamente. Las bandas extraidas del gel se cortaron en fragmentos de 0.5 mm, posteriormente
se destifieron realizando lavados con acetonitrilo y se redujeron con DTT 10 mM disuelto en
bicarbonato de amonio 25 mM, seguido de la alquilacion de proteinas con iodoacetamida 55 mM.
Las proteinas presentes en las bandas de gel se digirieron con tripsina grado espectrometria de
masas (Pierce™ trypsin protease, MS grade, Thermo Scientific, USA) durante toda la noche a 37
°C.

Con apoyo Yy asesoria del Dr. José Angel Huerta, los péptidos obtenidos de la digestion en gel se
desalaron mediante cromatografia de fase reversa por medio de extraccion en fase sélida
(ZipTipC18, Merck KGaA, Darmstadt, Alemania) y se analizaron mediante LC-MS/MS utilizando
un cromatografo de liquidos nanoACQUITY UPLC System (Waters, Milford, MA, USA) acoplado
a un espectrometro de masas hibrido SYNAPT HDMS Q-TOF (Waters) bajo las condiciones
reportadas por Maldonado-Cervantes et al. (2015). Los datos se obtuvieron mediante la
Adgquisicion Dependiente de Datos (DDA), alternando la energia de colision para la fragmentacion
de los iones precursores. En el modo de baja energia se emplearon 3 eV, mientras que en el de alta
energia se emple6 una rampa de voltaje de 15-45 eV durante 3 s de integracion.

Una vez obtenidos los datos del analisis LC-MS/MS se utiliz6 el programa Protein Lynx Global
Server v 2.4 (Waters, Milford MA) vy las proteinas se identificaron con los datos de los archivos
.PKL y el motor de busqueda PEAKS Studio v8.0 (Bioinformatics Solutions Inc. Ontario, CAN)
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utilizando una base de datos generada con las secuencias de las proteinas traducidas del
transcriptoma de la medusa bola de cafién (Li et al., 2014, https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
bioproject/PRINA238144). Los pardmetros de busqueda fueron los siguientes: tripsina como
proteasa especifica, permitiendo la omision de un sitio de corte; la tolerancia de masa para los iones
precursores y para sus iones fragmento fue de 100 ppm y 0.05 Da, respectivamente. Se
consideraron como modificaciones variables la carbamidometilacion de cisteina, propionamida C
y oxidacion de metionina. La identificacion se considero satisfactoria tras obtener al menos dos

péptidos y un score> 20.

6.2.8. Analisis Bioinformatico de las Enzimas Alternas Confirmadas de S. meleagris

A partir de los datos de los transcritos de S. meleagris publicados por Li et al. (2014) con el nUmero
de acceso al Genbank (BioProject PRINA238144), se realizo el ensamblaje del transcriptoma de
S. meleagris con el apoyo del Dr. Raul Llera del Instituto de Ciencias del Mar y Limnologia Unidad
Mazatlan. Se identificaron los transcritos codificantes de enzimas mitocondriales alternas NADH2,
mitGPDH y AOX y con el objetivo de caracterizar parcialmente sus proteinas con herramientas
bioinformaticas se obtuvo la secuencia deducida a partir de los nucleétidos usando el sitio Expasy
(http://www.expasy.org/translate/). Posteriormente, cada secuencia fue comparada con las bases
de datos de proteinas utilizando el algoritmo BlastP (Altschul et al., 1990) y ya identificadas otras
secuencias proteicas en diferentes especies, se construy6 un alineamiento multiple para cada una
de las enzimas alternas utilizando el software Mega v.10.

Las relaciones filogenéticas de la proteina deducida de las enzimas alternas de la medusa bola de
cafion se analizaron con las de otras especies disponibles en el Genbank. Se utilizaron un total de
18 proteinas disponibles en Genbank de NADH2, 22 proteinas de mitGPDH y 14 proteinas de
AOX. Los arboles filogenéticos se construyeron en el software MEGA v.10 utilizando el método
de distancia del vecino mas cercano (Saitou y Nei, 1987) y se eligio el arbol consenso mas confiable

y parsimonico mediante un analisis bootstrap con 1000 réplicas.
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6.3. Bioensayo para Evaluar el Efecto de la Temperatura en la Funcion Mitocondrial en S.

meleagris

Un total de 36 organismos en etapa adulta de 5-6 cm de diametro de campana fueron capturados
en marzo 2019 en la zona de Las Guasimas, Guaymas, Sonora. Los organismos se trasladaron en
cubetas de 20 L con agua de mar al Laboratorio de Bioenergética y Genética Molecular en
Hermosillo, Sonora y se mantuvieron en tinas de plastico a una temperatura ambiente de 20 °C
durante 10 dias para su aclimatacion en una salinidad de 35 ppt y una concentracion de oxigeno
disuelto de 6 mg/L. Los organismos se alimentaron con nauplios de Artemia spp., ad libitumy se
realizaron recambios de agua del 80% cada 5 dias.

Al inicio del ensayo la temperatura de las tinas se incrementd gradualmente (1.5 °C por h), hasta
alcanzar las siguientes temperaturas experimentales, dos tinas de 20 L a 18 °C, 23 °C y 28 °C. Los
niveles de oxigeno disuelto se mantuvieron a 6 mg/mL y la salinidad a 35 ppt. La temperatura y el
oxigeno de cada tanque se monitorearon y controlaron continuamente durante el experimento con
un termdémetro sumergible y un oximetro 550a YSI.

Se tomaron muestras de medusas después de la exposicion durante 4 h a cada temperatura, se
realizd la extraccion de mitocondrias de los organismos completos utilizando pool de tres
organismos de cada una de las diferentes temperaturas de exposicion utilizando el método de
centrifugacion diferencial reportado en la seccion 6.2.1 de este documento. Para evaluar el efecto
de la temperatura sobre la funcion mitocondrial se determind y compar6 el consumo de oxigeno
mitocondrial (seccién 6.2.3) y el potencial transmembrana (seccién 6.2.4). El resto de los
organismos se utilizaron para detectar el efecto de la temperatura en la actividad de los complejos
mitocondriales y enzimas alternativas mediante hrCN-PAGE y western blot siguiendo los métodos

descritos en las secciones 6.2.5 y 6.2.6; los resultados se compararon entre tratamientos.
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7. RESULTADOS Y DISCUSIONES

7.1. Efecto de la Temperatura en la Tasa Metabolica y en la Concentracion de Metabolitos de la

campana de S. meleagris

La temperatura es un factor ambiental que influye en las reacciones fisioldgicas de un organismo,
induciendo cambios en la velocidad de las reacciones bioquimicas, asi como cambios en los flujos
metabolicos, entre muchos otros (Sokolova y Portner, 2007). Los cambios en el metabolismo
reflejan tanto el consumo de energia por parte de un organismo, como la capacidad para realizar
un trabajo y pueden conducir a un crecimiento mas rapido, estilos de vida mas vigorosos, tasas de
mutacion mas altas e incluso efectos a nivel del ecosistema (lverson et al., 2020).

Dentro de los resultados de la exposicion a diferentes temperaturas, los organismos expuestos a las
temperaturas extremas de 18 °C y 33 °C, presentaron cambios morfoldgicos a partir de los 4 dias
de exposicién. Los organismos expuestos a 18 °C sobrevivieron durante 5 dias (fig. 6) y presentaron
pérdida de tejido en forma de cavidades en la parte superior de la campana. Por su parte, los
organismos expuestos a 33 °C, sobrevivieron durante 14 dias, pero presentaron disminucién del
23% de su biomasa humeda (n=12; p=0.0002). En los organismos expuestos a 23 y 28 °C, no se

observaron cambios morfologicos.
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Figura 6. Porcentaje de sobrevivencia de organismos adultos de la medusa S. meleagris
expuestos a diferentes temperaturas (n=12).
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Es importante considerar que, bajo las condiciones experimentales, los organismos estuvieron
restringidos a un espacio determinado y alimentados solo con A. franciscana; de tal forma que no
tuvieron la capacidad de responder de manera conductual al estrés térmico para moverse en
busqueda de mejores condiciones de temperatura y de alimento variado como sucederia en su

ambiente natural.

7.1.1. Efecto de la Temperatura en la Composicion Bioquimica y en los Metabolitos de la
Campana de S. meleagris

La concentracion de proteinas solubles totales mostrd cambios significativos por efecto de la
temperatura y del tiempo de exposicion (p=0.001). Los organismos expuestos a las temperaturas
extremas, 18 °C y 33 °C, mostraron una disminucién significativa a las 12 h post-exposicion (hpe);

mientras que a 23 y 28 °C no se detectaron cambios (fig. 7).
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Figura 7. Concentracion de proteinas solubles totales de la campana de S. meleagris expuesta
a diferentes temperaturas. Los datos indican la media £ DE (n=3). Letras diferentes indican
diferencia estadistica entre ambos factores, temperatura y tiempo de exposicion (p = 0.0001).
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La concentracion de glucosa en la campana de la medusa presento variaciones significativas en los
organismos expuestos a 18, 28 y 33 °C (p=0.0001); los organismos expuestos a las tres
temperaturas mostraron una reduccion paulatina de la concentracion de glucosa, alcanzando sus
niveles mas bajos a las 12 hpe (fig. 8). La concentracion méxima de glucosa en la campana de S.
meleagris se encontré a las 0.5 hpe en organismos sometidos a 28 °C, seguida de la observada en
organismos a 33 °C.
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Figura 8. Concentracion de glucosa de la campana de S. meleagris expuesta a diferentes
temperaturas. Los datos indican la media £ DE (n=3). Letras diferentes indican diferencia
estadistica entre ambos factores, temperatura y tiempo de exposicion (p = 0.0001).

Los niveles de glucogeno, como molécula de reserva de energia, permanecieron relativamente
estables durante las primeras 2 hpe (fig. 9). Sin embargo, a las 12 hpe los niveles de concentracion
de estas reservas energéticas mostraron cambios significativos en organismos expuestos a las
temperaturas extremas, 18 y 33 °C (p <0.001). No se detectaron cambios en la concentracion de

glucdgeno de las muestras de los organismos expuestos a 23 y 28 °C.
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Figura 9. Concentracion de glucdgeno de la campana de S. meleagris expuesta a diferentes
temperaturas. Los datos indican la media £ DE (n=3). Letras diferentes indican diferencia
estadistica entre ambos factores, temperatura y tiempo de exposicion (p = 0.0035).

Los organismos de S. meleagris expuestos a la temperatura 6ptima de 23 °C, no mostraron cambios
significativos en la concentracion de L-lactato en la campana (p>0.05). Por el contrario, cuando
las medusas fueron expuestas a 18, 28 y 33 °C, se detectd un aumento significativo en la
concentracion de lactato a las 2 hpe. Los cambios mas evidentes fueron en los organismos
expuestos a 18 °C (p <0.0001), cuyos niveles de lactato después de incrementar disminuyeron (6
hpe) y fueron insignificantes después de 12 hpe. Los organismos a 28 y 33 °C mostraron un

aumento progresivo de los niveles de L-lactato desde las 2 hasta las 12 hpe (fig. 10).
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Figura 10. Concentracion de L-lactato de la campana de S. meleagris expuesta a diferentes
temperaturas. Los datos indican la media £+ DE (n=3). Letras diferentes indican diferencia
estadistica entre ambos factores, temperatura y tiempo de exposicion (p = 0.0001).

Las concentraciones de ATP en la campana de S. meleagris fueron significativamente mayores en
organismos expuestos durante 12 h a las temperaturas extremas de 18, 28 y 33 °C (fig. 11). La
concentracion de ATP en organismos a 23 °C se mantuvo sin cambios significativos durante el
experimento. El cambio mas importante se observo en los organismos expuestos a 33 °C a las 12
hpe, pues la cantidad de ATP aumenté ~2 veces con respecto a los organismos expuestos a la

misma temperatura a las 0.5 y 2 hpe.
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Figura 11. Concentracion de ATP de la campana de S. meleagris expuesta a diferentes
temperaturas. Los datos indican la media £ DE (n=3). Letras diferentes indican diferencia
estadistica entre ambos factores, temperatura y tiempo de exposicion (p = 0.0001).

Todos los metabolitos evaluados en este estudio estan involucrados en la produccion de energia.
La glucosa como la molécula que da inicio a la ruta de glucdlisis; el glucégeno, como reserva, al
metabolizarse en glucosa que serd catabolizada; el L-lactato, como el producto del metabolismo
anaerdbico y precursor gluconeogénico, las proteinas solubles totales que también participan en la
produccion de energia en el metabolismo de los aminoacidos (a-cetoglutarato u oxaloacetato)
durante el ciclo de Krebs (Mathews et al., 2002) y como producto final la molécula de ATP que se
observa con incremento constante en las diferentes temperaturas, indicandonos que el proceso de
producciodn de energia en las mitocondrias realizado por la cadena de transporte de electrones y la
ATPasa estan funcionando a pesar del estrés térmico al que estan sometidos los organismos.

Se ha reportado que el estrés térmico puede generar cambios en los procesos bioguimicos para re-
ajustar el estado de homeostasis, lo que tiene implicaciones directas para el equilibrio energético,
ya que el restablecimiento de un estado estable requiere de energia para lograr cambios fisiolégicos,

morfoldgicos y/o conductuales para proteger a la célula del dafio inducido por el estrés y minimizar
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una disminucion en la adecuacion y la aptitud del organismo (Sokolova, 2021).

Del conjunto de metabolitos analizados en la campana de la medusa S. meleagris, los cambios mas
notables por efecto de la temperatura son los que se observaron en la concentracion de glucosa.
Los niveles de este metabolito disminuyeron de manera constante en las temperaturas de 18, 28 y
33 °C desde el inicio hasta las 12 hpe. La disminucién més marcada se produjo en los organismos
de la temperatura extrema mas alta (33 °C) después de 12 hpe, con una reduccion de ~ 94% de la
concentracion. Es interesante subrayar que conforme los niveles de glucosa se agotaron, la
concentracion de glucogeno también disminuy6 gradualmente. Se ha reportado que el glucégeno
es la principal fuente de energia tanto en vertebrados como en invertebrados durante las
fluctuaciones ambientales (Hoffman y Katz, 1998; Oliveira et al., 2004; Bacca et al., 2005). Asi,
los resultados de este estudio demuestran que, bajo condiciones de estrés térmico, la medusa bola
de cafion utiliza el glucégeno como una fuente de energia alterna durante el agotamiento de la
glucosa para satisfacer la demanda de ATP.

Respecto al L-lactato, se confirmé la habilidad de la especie para activar la ruta metabdlica
anaerdbica cuyo producto, el L-lactato, se acumulo en los organismos expuestos a 28 y 33 °C. Estos
resultados son compatibles con los observados en cuanto al uso de la glucosa y el glucdgeno,
debido a que el lactato es un subproducto de la glucdlisis. Es importante mencionar que el lactato
puede ejercer una profunda influencia en la economia de la glucosa, ya que bajo ciertas
condiciones, puede ser un importante precursor de la sintesis de glucosa (Kreisberg, 1972). Los
niveles elevados de L-lactato estan asociados con altas temperaturas e indican el uso del
metabolismo anaerdbico para la produccién de energia (Sokolova et al., 2012).

En este estudio también las concentraciones de proteinas en la campana de S. meleagris se vieron
afectadas por la temperatura, sugiriendo que podrian estar participando en el aporte de moléculas
para la produccion de energia. Estos resultados coinciden con lo reportado en la medusa Cassiopea
sp., expuesta a altas temperaturas, donde también observaron pérdidas de masa (Aljbour et al.,
2017).

En los invertebrados marinos se ha reportado que para mantener el equilibrio energético, la mayor
fuente de energia es el metabolismo aerdbico; sin embargo, en condiciones de estrés se pueden
mantener activas tanto las rutas aerébicas como el metabolismo anaerobico (Sokolova et al., 2012).
Dentro de las observaciones mas relevantes de este estudio esta que el aumento de la temperatura

y del tiempo de exposicion promueven un incremento en la concentracién de ATP, incluso en
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organismos a 18 °C, donde se observé la mortalidad mas alta. Lo anterior sugiere que a pesar de
que el gasto energético por el estrés térmico es muy alto, los organismos cuentan con mas de un
mecanismo de adaptacién para producir grandes cantidades de energia, razon por la que el ATP
continud incrementando.

Respecto a las concentraciones de ATP en otras especies de cnidarios hay poca informacion previa.
En el coral Acropora grandis se ha reportado una variacion anual en la concentracion de ATP con
un pico alto en invierno (temperaturas bajas) y otro a principios de primavera como una respuesta
al estrés térmico (Fang et al., 1997). De igual forma se ha reportado que al exponer especimenes
de la anémona de mar Metridium senile a temperaturas bajas, las concentraciones de ATP fueron
mas altas con un consumo de oxigeno bajo, contrario a lo que sucedié en condiciones célidas,
probablemente como una compensacion de la tasa metabdlica por la condicion de estrés extremo
(Walsh y Somero, 1981).

7.1.2. Efecto de la Temperatura en la Tasa de Consumo de Oxigeno de Organismos Adultos

de S. meleagris

Las tasas de consumo de oxigeno de organismos adultos de S. meleagris incrementaron conforme
la temperatura del agua aumento, mostrando diferencias significativas (p <0.001; Fig. 12). Las
tasas de consumo de oxigeno observadas en los cuatro tratamientos estuvieron entre 0.03 y 0.215
pgO2/h/g peso humedo (los organismos a temperatura 6ptima mostraron una tasa de consumo de
oxigeno de 0.143 pgO./h/g peso himedo). Las tasas de consumo de oxigeno de los organismos
expuestos a 18 °C fueron tres veces mas bajas que las observadas en organismos a temperatura
Optima (23 °C), mientras que los organismos expuestos a 28 °C mostraron tasas mas altas que a 23
°C. Los organismos expuestos a 33 °C mostraron un consumo de oxigeno ~ 0.5 veces mayor que la

de los organismos a temperatura éptima.
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Figura 12. Tasa de consumo de oxigeno de organismos adultos de S. meleagris expuestos a
diferentes temperaturas. Los datos indican la media + DE (n=3). Letras diferentes indican
diferencias estadisticas significativas (p<0.001).

Es bien sabido que la exposicidn de animales marinos ectotérmicos a condiciones mas calidas eleva
el consumo de oxigeno, incrementando las tasas metabolicas y la produccion de ATP para lograr
cubrir los requerimientos de energia en forma de ATP (Abele, 2012). El incremento en el consumo
de oxigeno por la temperatura se confirmé en S. meleagris; sin embargo el uso de las reservas
energéticas en forma de ATP mostré cambios significativos, pero no directamente proporcionales
a la temperatura. Al inicio del ensayo, las concentraciones de ATP mas bajas se observaron en los
organismos expuestos a 18 y 33 °C, en donde el gasto energético fue mayor que en los organismos
a temperatura optima. Sin embargo, al final del ensayo los organismos de todos los tratamientos,
excepto el control, incrementaron su concentracion de ATP.

Considerando los resultados anteriores se sugiere que los adultos de S. meleagris cuentan con varias
estrategias para mantener la produccion de ATP, principalmente a través de sus rutas metabdlicas,
la aerobia en la mitocondria y la anaerobia al mismo tiempo.

Los resultados obtenidos también sugieren que la ventana ambiental térmica de la fase medusa de

S. meleagris se amplia hacia temperaturas calidas donde la temperatura pejus es de 18 y 33 °C,
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rango de condicién entre el dptimo y el pésimo, donde el gasto energético es cubierto por el
metabolismo aerdbico y anaerdbico por un periodo corto de tiempo, permitiendo el rendimiento
6ptimo del organismo sostenible en el tiempo (Sokolova et al., 2012; Verbeck et al., 2016). Por lo
anterior, se sugiere una curva térmica en donde 23 °C es la temperatura 6ptima, una temperatura

pejus limite de 18 y 33 °C y temperaturas criticas menores a 18 °C y superiores a 33 °C (fig. 13).
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Figura 13. Ventana térmica ambiental de S. meleagris en su fase medusa. Topt: temperatura
Optima, Tp: temperatura pejus, T¢: temperatura critica.

Estos resultados coinciden con reportes previos en los organismos que constituyen las floraciones
masivas de S. meleagris a temperaturas ambientales menores a 20 °C, que presentan
malformaciones en la campana. También, en condiciones de eventos tipo La Nifia (la fase fria de
un fendmeno climatico ciclico natural), los organismos crecen menos y alcanzan su primera
madurez en tallas menores comparadas con las de condiciones mas céalidas (eventos tipo El Nifio),
donde las floraciones son mas abundantes, los organismos alcanzan tallas mayores y maduran con
tallas superiores a los 7 cm (Carvalho Saucedo et al., 2012; Farach-Espinoza, 2018).

Tomando en cuenta los resultados obtenidos en este trabajo y lo observado en el medio natural,

durante los periodos de temperaturas frias se considera que el gasto energético es alto y los
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organismos optan por dirigir su energia hacia el mantenimiento y la sobrevivencia, dejando de lado
otros procesos como el crecimiento, mientras que su reproduccion entra a la fase asexual para dejar
descendencia. Sin embargo, en condiciones célidas, los organismos tienen tasas metabdlicas mas
altas, crecen y se reproducen, confirmando lo antes sugerido por varios autores, quienes proponen
que las medusas pudieran ser uno de los grupos de organismos que se beneficie con el
calentamiento global (Purcell, 2012; Holst, 2012; Goldstein y Steiner, 2017).

Los cambios en la concentracion de metabolitos, el incremento en las concentraciones de ATP y
en la tasa de consumo de oxigeno sugieren que las estrategias de respuesta de la medusa bola de
cafdn al estrés térmico podrian ser explicadas, al menos parcialmente, por el funcionamiento de la

maquina productora de energia quimica: la mitocondria y su cadena de transporte de electrones.

7.2. Caracterizacion de la Cadena de Transporte de Electrones en Organismos Adultos de S.

meleagris

7.2.1. Tasa de Consumo de Oxigeno Mitocondrial y Potencial Transmembrana (A¥m)

Se evalud el consumo de oxigeno de las mitocondrias aisladas de organismos a temperatura 6ptima
23 °C para evaluar la integridad y el acoplamiento. La figura 14a, muestra el trazo de la tasa de
consumo de oxigeno mitocondrial en estado Il (fosforilante) y estado IV (no fosforilante). La
relacion estado 111/ 1V mostro un valor promedio del control respiratorio (CR) de 1.575, lo que
confirma que las mitocondrias se encontraban acopladas y respirando (Brand y Nicholls, 2011). A
su vez, el consumo de oxigeno aumentd después de las adiciones de ADP y FCCP, confirmando

que el método de aislamiento permitio obtener mitocondrias intactas y acopladas.
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Figura 14. a) Tasa de consumo de oxigeno y b) Potencial transmembrana (A¥m) de las
mitocondrias aisladas de S. meleagris. Los nimeros indican la tasa de consumo de oxigeno en
ngatmO/mg de proteina/min. M: mitocondrias; ADP: adenosin-difosfato; FCCP: carbonilcianuro-
p-trifluorometoxifenilhidrazona. Los trazos representan los valores promedio de triplicados

En las mitocondrias de los vertebrados se han reportado valores de CR mayores a 10 (Brand y
Nicholls, 2011); sin embargo, en algunos invertebrados como Artemia franciscana o Litopenaeus
vannamei, los valores reportados son menores a 5 (Rodriguez-Armenta et al., 2018; Méndez-
Romero, 2020).

Ademas del consumo de oxigeno, se midio el potencial de la membrana mitocondrial de las
medusas usando una sonda fluorescente en la misma muestra. La figura 14b, muestra la
disminucion de fluorescencia al agregar las mitocondrias a la reaccion formandose el potencial,
mientras que el incremento observado al adicionar el desacoplante indica la pérdida de potencial y

desacoplamiento de la cadena respiratoria mitocondrial.

7.2.2. Deteccion de Enzimas Alternas Mitocondriales

El consumo de oxigeno se evalud en los aislados mitocondriales en presencia de sustratos NADH2
y la mitGPDH. La figura 15a muestra un incremento del consumo de oxigeno de las mitocondrias

al incrementar los valores después de la adicién de ADP, utilizando NADH como sustrato lo que
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sugiere la presencia de una NADH2 externa, ya que las mitocondrias no internalizan el sustrato y

la enzima lo oxida acelerando el consumo de oxigeno.
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Figura 15. Deteccion de enzimas alternas mitocondriales de S. meleagris: a) NADH
deshidrogenasa tipo Il externa, b) GPDH deshidrogenasa mitocondrial (mitGPDH). M:
mitocondrias; ADP: adenosin-difosfato; FCCP: carbonilcianuro-p-trifluorometoxifenilhidrazona;
R: rotenona; AA: antimicina; KCN: cianuro de potasio. Los numeros indican la tasa de consumo
de oxigeno en ngatmO/mg de proteina/min. Se muestran los valores promedio de los triplicados.

De acuerdo con los resultados obtenidos utilizando glicerol-3-fosfato como sustrato respiratorio,
se sugiere la presencia de una GPDH mitocondrial, ya que al desacoplar la cadena respiratoria y
posteriormente inhibir los complejos I, 11 'y IV de la cadena con sus inhibidores respectivos, el
consumo de oxigeno se mantuvo, demostrando que el sustrato fue utilizado por una isoforma
mitocondrial de GPDH, una enzima alterna en la cadena respiratoria (fig. 15b).

Dentro de las enzimas alternas de la cadena respiratoria mitocondrial, las NADH2 se han descrito

exclusivamente en plantas, hongos, levaduras y protistas. En la levadura, la NADH deshidrogenasa
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de tipo Il interna es necesaria para la condicion aerdbica, sin embargo, la presencia de una NADH
de tipo Il externa es la via mas importante para la reoxidacion del NADH citoplasmatico en
condiciones aerdbicas, ya que la enzima utiliza el NADH citosélico derivado de la glucdlisis
(Kerscher, 2000).

Por su parte, la presencia de una enzima alterna mitGPDH en la parte externa de la membrana
interna mitocondrial ha sido reportada en otros invertebrados como el abejorro (Bombus terrestris)
y en el crustdceo A. franciscana con implicaciones importantes en sus procesos fisiologicos
(Masson et al., 2017; Rodriguez-Armenta et al., 2018).

La mitGPDH de S. meleagris estd unida a la superficie externa de la membrana mitocondrial interna
ya que las mitocondrias usan G3P como sustrato respiratorio. Esta enzima es el componente mas
simple de la cadena respiratoria de los mamiferos, ya que consta de una subunidad de 74 kDa activa
como homo-oligomeros. La enzima reduce la FAD, transfiere electrones a la coenzima Q sin
bombeo de protones y representa una parte central de la lanzadera de fosfato de glicerol (Drahota
et al., 2002; Mracek et al., 2013; 2014). Segln estudios previos en mitocondrias aisladas de tejido
adiposo marrén de rata, la mitGPDH aumenta la produccién de perdxido de hidrdégeno en presencia
de glicerol-fosfato como sustrato respiratorio y ferricianuro de potasio (CN) como aceptor de
electrones (Drahota et al., 2003); sugiriendo que el radical anion superoxido era la especie reactiva
producida por mitGPDH. Se propuso asi, un mecanismo especifico que indica que la transferencia
de electrones de mitGPDH a la coenzima Q es altamente susceptible a la fuga de electrones y la
CoQ como un sitio adicional de produccion de EROS mediada especificamente por mitGPDH
(Vrbacky et al., 2007; Mracek et al., 2014).

En este estudio también se detectdé una enzima oxidasa alterna (AOX) en los aislados
mitocondriales de S. meleagris. Se midieron los cambios en la tasa de consumo de oxigeno
agregando primero octilgalato (OG) como inhibidor especifico para las AOX, detectandose una
disminucion del consumo de oxigeno (fig. 16a), después el complejo IV (citocromo ¢ oxidasa) se
inhibi6é con KCN vy los valores disminuyeron mas. De igual manera, al agregar KCN primero, el
consumo de oxigeno se mantuvo, pues la AOX funciona como enzima alterna al complejo 1V,

manteniendo el consumo de oxigeno (fig. 16b).
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Figura 16. Deteccion de la oxidasa alterna (AOX) en las mitocondrias de la medusa bola de
cafidn S. meleagris. a) Inhibicion con OG y KCN; b) Inhibicion con KCN y OG. M: mitocondrias;
FCCP: carbonilcianuro-p-trifluorometoxifenilhidrazona; KCN: cianuro de potasio; OG:
octilgalato. Los numeros indican la tasa de consumo de oxigeno en ngatmO/mg de proteina/min.
Se muestran los valores promedio de los triplicados.

Los resultados obtenidos sugieren que la cadena de transporte de electrones de las mitocondrias de
S. meleagris cuenta con al menos tres enzimas alternas activas en las medusas adultas. Asi en
condiciones Optimas de temperatura, los organismos se mantienen en movimiento constante dentro
de la columna de agua, cubriendo energéticamente sus funciones bésicas, de modo tal que la
presencia de enzimas alternas en la cadena de transporte de electrones les podria conferir una

producciodn de energia constante en sus mitocondrias.

7.2.3. lIdentificacion de Complejos Canonicos Mitocondriales y Enzimas Alternas

Para caracterizar la cadena respiratoria mitocondrial de la medusa y confirmar la presencia de las
enzimas alternas NADH2 y mitGPDH se determind la actividad en gel hrCN-PAGE de los
diferentes complejos mitocondriales. En la figura 17, las flechas muestran las bandas con actividad

especifica de los complejos I, I, IV y V y en su caso bandas adicionales con menor peso molecular.
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Figura 17. Actividad en gel de los complejos mitocondriales canonicos y enzimas alternas. a)
HrCN PAGE 4-12% gel con tinciéon de coomasie; b) Actividad del complejo I; ¢) Actividad del
complejo 11; d) Actividad de complejo IV; e) Actividad del complejo V. Carriles: 1. S. meleagris.
2. Corazon de bovino. El estandar de peso molecular se indica en el lado izquierdo del gel hrCN
PAGE con tincion de Coomasie.

Los resultados de cada uno de los geles, muestran que los complejos mitocondriales de la medusa
cuentan con pesos moleculares menores comparados con sus homologos en el corazén de bovino.
La figura 17b muestra el complejo | de S. meleagris como una banda con masa molecular
aproximada de 850 kDa, siendo menor a la del bovino que es de 1,000 kDa (Wittig y Schégger,
2007) y dos bandas con actividad pero de menor tamafio descritas mas adelante. En la figura 17c,
la actividad del complejo 11 de la medusa se observa como una banda de aproximadamente 110
kDa, mientras que en el bovino la banda de actividad muestra una masa molecular de 123 kDa
(Wittig y Schagger, 2007). En el caso del dimero del complejo IV (figura 17d), se observa la banda
de actividad de S. meleagris con un peso molecular aproximado de 380 kDa, siendo menor a la
banda de actividad de bovino con un peso de 410 kDa (Wittig et al., 2010).

Respecto a la actividad del dimero del complejo V ATPasa, la banda detectada es de
aproximadamente 1,000 kDa en la medusa, representando el dimero activo, mientras que en el

bovino tiene un peso molecular de 1194 kDA (fig. 17¢).
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La diferencia del tamafio de los dimeros de actividad en los complejos entre las especies puede
estar dada por la misma complejidad de los organismos y sus historias evolutivas, presentandose
complejos més grandes en organismos mas evolucionados en tiempo como los bovinos.

A partir de las dos bandas difusas de menor tamafio molecular, pero con actividad deshidrogenasa
observadas en las mitocondrias de la medusa (fig. 17b), los resultados del gel de la figura 18a
confirmaron dos bandas ahora definidas (A y B) con actividad tipo NADH deshidrogenasa.
Asimismo, se detectd la actividad de mitGPDH en las mitocondrias de S. meleagris (C) y de
bovino, en ambos casos, el peso molecular fue de alrededor de 150 kDa (fig. 18b).

W «4—— 850 kDa

| ~600 kDa (A)
— ~550 kDa (B)

vy

(C) 150 kDa—»|

1 2 1 2

Figura 18. Actividad en gel de enzimas alternas. a) NADH2 en las mitocondrias de S. meleagris,
(bandas A y B) y b) mitGPDH en las mitocondrias de S. meleagris (banda C) y de bovino. 1. S.
meleagris. 2. Mitocondrias de corazén de bovino.

7.2.4. Inmunodeteccidn de Oxidasa Alterna Mitocondrial (AOX)

Se confirmo la presencia de una AOX en los aislados de mitocondrias de S. meleagris mediante un
analisis Western blot. La figura 19 muestra una banda detectada con peso molecular de alrededor
de 32 kDa (banda D), lo cual concuerda con lo reportado para la AOX mitocondrial de crustaceos

como A. franciscana como control positivo (Rodriguez-Armenta et al., 2018).
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Figura 19. Inmunodeteccion de la oxidasa alterna AOX en aislados mitocondriales. 1. S.
meleagris. 2. Artemia franciscana (control positivo).

La presencia de tres enzimas alternas diferentes detectadas en los aislados mitocondriales en
condiciones optimas, aunada a los resultados previos obtenidos por oximetria, sugieren que las

mitocondrias de S. meleagris cuentan con una cadena de transporte de electrones ramificada.

7.2.5. Determinacion de la Identidad de Proteinas

Para confirmar la identidad de las enzimas alternas de S. meleagris, se cortaron cuatro bandas de
los geles (Fig. 18a, 18b y 19) y se secuenciaron e identificaron por un andlisis LC-MS/MS de las
bandas A-D. De acuerdo con los resultados que se muestran en la Cuadro 1, la banda A con
identidad de NADH2-1 mostr6 cuatro péptidos que comparten una alta identidad con la proteina
alternativa NADH2 mitocondrial posiblemente externa. La banda B identificada como NADH2-2
mostré cinco péptidos que comparten alta identidad también con proteina alterna NADH2
mitocondrial posiblemente interna. La banda C del analisis se identific6 como una mitGPDH y
mostré seis péptidos con alta identidad con este tipo de enzimas. Finalmente, la banda D mostro
cuatro péptidos que comparten alta identidad con la oxidasa alterna mitocondrial. Todas las
secuencias de péptidos obtienen puntuaciones superiores a 20 ppm, que representan coincidencias
encontradas con las secuencias de proteinas traducidas del transcriptoma de S. meleagris (Li et al.,
2014, https://www.ncbi.nlm.nih.gov/ bioproject/PRINA238144).

Estos resultados confirman la existencia de dos NADH2, una mitGPDH y una AOX como parte de

una cadena respiratoria tipo ramificada en las mitocondrias de medusa bola de cafion.
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Cuadro 1. Secuencias de péptidos e identidad de proteinas de Stomolophus meleagris detectadas por ensayo de actividad en gel e
identificadas por LC-MS / MS y andlisis bioinformatico utilizando las secuencias de proteinas traducidas del transcriptoma de medusa
bola de cafidn (Disponible en https://www.ncbi. nm.nih.gov/bioproject/PRINA238144).

Banda | Proteina | PM tedrico/ Pl | Puntaje ? CPb CS¢ Secuencia de péptidos

A NADH2-1 65.4/6.84 37.2 4 11% | KALVLGDWIK.S
K. ALVLGDWIKSATVGRDTSRL.I

R.HQNNARFYEAEC(+57.02)TDIDVEK.K
C12:Propionamide

R.ARAFAEADVNK.D

B NADH2-2 51.4/8.51 43.0 5 20% | RKYQRQDAEFYEAEC(+71.04)IAVNVNER.K
C14:Propionamide
K.YGKTKEIVDLPYGM(+15.99)CVWAAGTSPR.Q
M14:Oxidation

K.NAPGVFAIGDC(+57.02) GTVEM(+15.99)K.R
C11:Carbamidomethylation; M16:Oxidation
R.LVSDVIELFEK.A
K.DGSLSIDEFCDIM(+15.99)EKAKK.L M13:Oxidation
C mitGPDH 78.8/6.91 48.5 6 16% | RAFLDTMGYK.T

K.YDYAC(+71.04)GTSSR.S C5:Propionamide
R.AFLDTM(+15.99)GYKTVVNLR.D M6:Oxidation
K.AVFNLDIEEYK.L
R.TTGLM(+15.99)LEGGDGWSPTYFLR.L M5:Oxidation
R.LVSDFPYIEAEVR.Y

D Oxidasa 37.2/7.23 44.2 4 22% | RIFVGYLEEEAVKTYTYCLECIDNGK.L
Alterna R.TSFDLISLYKIGIMDESK.W
AOX K.C(+71.04)TPQKPLWSC(+57.02)LRASYVRGLIGFR.G
Cl:Propionamide; C10:Carbamidomethylation
R.ADEAHHR.F

PM teorico: Peso molecular tedrico de la proteina

PI: Punto isoeléctrico tedrico

2 Puntaje de coincidencias encontradas con las secuencias de proteinas traducidas del transcriptoma de S. meleagris
(Disponible en: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/bioproject/PRINA238144).

b CP: Coincidencia de péptidos.

¢ CS: Porcentaje de Cobertura de secuencia.
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7.2.6. Relaciones Filogenéticas de Enzimas Alternas Presentes en S. meleagris

Las secuencias nucleotidicas de las enzimas alternas confirmadas en este estudio se identificaron
y analizaron usando la base de datos del transcriptoma de S. meleagris publicada por Li et al.
(2014). Se obtuvieron las secuencias deducidas de aminoacidos de dos NADH2, una mitGPDH y
una AOX, con esto, se realizaron los alineamientos y relaciones filogenéticas de secuencias con las
reportadas en Genbank.

Por primera vez en cnidarios, estos resultados confirmaron cuatro enzimas mitocondriales
alternativas dentro de una cadena respiratoria ramificada. Para la secuencia 1 de NADH2-1, se
obtuvo una secuencia deducida con 585 aminoacidos y para la secuencia 2 de NADH2-2, se obtuvo
una secuencia deducida de 462 aminoacidos

El alineamiento multiple de las secuencias deducidas de las NADH2s muestra varias regiones
conservadas (ejemplificado en la fig. 20) comparada con secuencias predichas de otros cnidarios y
otros grupos de organismos. La fig. 21 muestra que las dos secuencias de NADH2 de S. meleagris
tienen una relacion evolutiva cercana con otras medusas verdaderas como la medusa luna Aurelia
aurita y las relaciones con otras especies de cnidarios como Hydra vulgaris (un hidrozoo hidroide)
o Stylophora pistillata (un coral) son mas lejanas; sin embargo, este tipo de enzimas alternas
aparecen en la historia de la vida animal desde los organismos mas ancestrales como es el caso de
los cnidarios y otras especies de invertebrados marinos.

Actualmente, son pocas las secuencias disponibles de NADH2, lo que hace complicado analizar
completamente las relaciones filogenéticas de metazoarios mas antiguos, sobre todo en los grupos
diploblasticos como los poriferos, placozoos, cnidarios y ctendforos (Erpenbeck y Worheider,
2007), aunque con los avances en los métodos de obtencion de datos, un muestreo amplio de datos
gendmicos, morfoldgicos y funcionales (como la presencia de algunas enzimas alternas) entre los
diferentes grupos de animales es necesario para comprender la evolucion animal, lo que nos
permitiria reconstruir la serie de cambios evolutivos gque llevaron a la diversidad de animales (Dunn
et al., 2014).
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M. musculus HPFTLTSAPEEE IRAAGDWTRNLIRTFEQQHSPMPRIEVDGPFGTVSEDVEFQYEVAVLVGAGIGVTPFA 420
C. nasturtii RTFPIPGIAENA IEEAVAIRDRLMSNFDKAATMS---——-—-—-——-— PGPERDRLLTYIVVGGGFAGIEVE. 255
D. bipectinata NDFGTPGVEQHC VVEANNFNERFRHALLQS---——--————-—-—————— YGRGTPLDJAIVGGGATGVQLA. 193
D. pteronyssinus NTFNIPGVEKKYV] IDDVREIREKLEFNNFATAKNNNL--————-———— SPKEKEKLLSJAIVGGGFAGVETA. 382
C. intestinalis NTFGIPGVKEHA] LSDARGIRDRIISNFELANQPGS-— —-DEATQDQLLHJVIVGGGPTGVEFG 247
A. ventricosus NTFGVPGVEKYA VVDAQRIRRIILSNCEKALSPTL--—--—--——-— SSEENKRLLHYVIVGGGPTGVEFG. 215
A. tenebrosa NTFGVPGVYDHA IADARKIRNQILKNFELAVQPGI—-——-—-—-——-— SEEDKRRLLHFVIVGGGPTGVEFG. 211
S. pistillata NTFGVPGVYDHA ISDARMIRNQILKNFELAMQPGV - ——-SEEEKKRLLHJVIVGGGPTGVEFG 226
0. faveolata NTFGVPGVYEHA IADARQIRNQILKNFELALQPGV--—=-=-—-—-—-— AEEEKKRLLHFVIVGGGPTGVEFG 221
L. anatina NAFNVPGVEEHA IVHAQRIRRRIISNFELALQPHI --——---—-—-— SPAEKQRLLHYVIVGGGPTGIEFG. 272
L. polyphemus NTENVRGVNEHA LSHARQIRNRILSNFELAVQPEI - —-DEEEQKRLLHYJVIVGGGPTGVEFG 229
P. maximus NTENIPGVRENSFFLHEVADARKIRNRILSNFELSIQPGI-——---——-— TYEEAKRLLHFVIVGGGPTGVEFG. 229
C. virginica NTENVPGVEDHA SESERKKLLNYFVIVGGGPTGVEFG. 209
C. gigas NTENVPGVEEHA ——-SESERKQLLNJVIVGGGPTGVEFG 213
H. vulgaris ATFNIQGVKENT SDEELQRLLHYVVVGAGPTGVEFS 250
A. queenslandica NTEFNVPGVNENC PEEEMKRLLRYVVVGGGPTGVEFA 270
D. gigantea NTENTPGVEENCHFLKHSIDDVRQIRNSIVDCFETAAIKDQ- —-SESDIKRLLHJVVVGGGPTGVEFA, 256
S. meleagris 2 ATYGTPGVKENT IQDAQRIRANIMDHLETAAYPGQ--——-—-—-—-—-— EPPEVARLLHFVVVGGGPTGVEFA. 266
S. meleagris 1 STFNIKGVKEHTH. IFDAQMIRRNIINSFENASYPGR--—-----—--— TEEEIKKLLHFVVVGGGPTGVEFAAELSD----F 260
A. aurita STENIKGVKEHTH. ILDAQLIRRNIINSLENASYPGK--——---—-—-— SEEEVRALLHYVIIGGGPTGVEFAAELKD----F 259
M. musculus WICR--ET FNNLLNSLEQEMEELGKMDFLNYR--L--—--— FLTGWDSNIAGHAALNFDRATDI 502
C. nasturtii LREFDDTHF SGRIMPEVSLQTSEWVLDDLEKRG--ANVHLYTHLKSAVN---—-—=—-——-— GNVEL 330
D. bipectinata Q-TPEMRV' GPRILPSFPEDVSEGARKQLEALK--ISVRTGAMVSGVDE-——————=——~— KGFIL 268
D. pteronyssinus E-AKFAKI LPNMLPICEKSVSEFANNTLDQQK--IKRYNNCRVTLVDA-- 457
C. iIntestinalis GLQOQKVKV' —-NKILGSFDKRLREYAEKKIIKRK--QFEILQGVVAKVTR-—————————— NNVHL 322
A. ventricosus S-EELFKV —AGILGSFDEKLRSYAEKKLSERP--NFTLLKTAVVEVKE-—-————=————— DCVIL 289
A. tenebrosa E-KVNVRV —QHILPSFDEKLRTYAEKKMKQCE--QFKLLQSSVTEVHQ-- 285
S. pistillata E-RCNVRV —RQILPSFDEKLRTFAESKMRQRD--QFELLQSSVTQVHA 300
0. faveolata E-KANVSV —RQILPSFDEKLRTFAEKKMRQRD--QFDLVQSSVTEVHA 295
L. anatina \'T-KAEIQT —QQILASFDKRLQAYAERKIKERP--NFHLIKSNVTEVKA-— 346
L. polyphemus C-EKLVQV' —NKILSSFDKRLQSYAEKKIKERD--RFNLVQSSVTEVKT 303
P. maximus K-QYEVRV' —-NQILGSFDERLRNYAEKKIRERN--RFTLLQSAVTEVKS 323
C. virginica R-KDQVHV -NQILSSFDESLRKYAENKIKQRE--RFKLVKSSVTEVTA-- 283
C. gigas TIEQDVA---— R-KDQVHV —-NQILSSFDESLRKYAENKIKQRE--RFQLVKSSVTQVTS 287
H. vulgaris VKDDLQ---- HLIEKAQT LKRVLYTFSEDISSYTEELFKKQG--INVVTSTFVTGIEK 326
A. queenslandica ol —IKDHFEVI GDHILNTYDEQISDFTEQNFNRNHHNVEILTGTRVIGVEH-— 345
D. gigantea VKEDLK---- -LVQHART RDHILNNYDEQISDYTEKHFKTDY--IDCVTDSRVTEVKE 331
S. meleagris 2 VGSELS---- —-IKDNIKL YRGVLSTYDQEIGLYVDDKFKDDG--IDVVKGARVLEINN 341
S. meleagris 1 VRHDLE---- —-LHDKVST YNKLLSTYDEEISHYVESRENKDQ--INCVTSTFVTEVED 335
A. aurita VKHDLV---- —-LHDKIST FNKILSTYDEEISHYVQSRENKAQ--INCVTSTFVTEVED 334
M. musculus LTG---LKQKTSFGRPMWDNEFSRIATAHP---—----— KSAV--fp-—-4---—"—-"-"-"-"-""---- GVFLCGPRTLAKS---LRK---- 586
C. nasturtii STGE--—--- VIASDLIVWTAGVMANPTVVRGADLP---VEKRGR| DLRVGTSERFIEGAWAAGDISAIPD-——-—-—-—-——-— 414
D. bipectinata KDGS----- RVDAQFRVWAAGVKAPDVTRV-LDGL--DCARGGQ PNLQTTQD----DRIFAVGDCSFITE---—-—-—-——-—-— 352
D. pteronyssinus VDKNST-SFKIPASQVIWVSGIMQTSFVKK-LIDKIEQQKDNRF [PDLSVIGT---KD-MYAFGDCSRLTVKPLSSIIYK- 541
C. intestinalis KDGT----- KIPCGLVVWSTGLSPRPFVQQ-LTFR---KDKYGHEMTNRKLQVPDVDD-EHSVFSLGDCADIEG--—=-—-—-—=--— 406
A. ventricosus 373
A. tenebrosa = KGGD----- KIRCGLVVWSTGLAPRSFTAS-LDLP---KNKAQQLLVECLQIKGV-E-DSSLFSVGDCSFVEP-—-—=-—-—-——--— 369
S. pistillata  KDGE----- KLPCGLVVWSTGLAPRPFTAS-VELP---KNNNSQLIVKFLRVQGI-D-DGSVFAIGDCSFIES-—-——-—-—-——--— 384
0. faveolata 379
L. anatina QDGT----- VIPCGLVVWSAGLAPRPFTQF-LDSP---KNNRGOIMTHOYLRVLGD-P-TGNVYALGDCAEVEH-—--—--—--——— 430
L. polyphemus ILPCGLVVWSTGLAPRPFTHS-IDVP---KNKQGQ 387
P. maximus KDGS-----TLPCGLVVWSTGVAPRPFVKS-LDVP---KNKQGQ 407
C. virginica DLPCGLVVWSTGLSPTHFVKS-LAVD---KNRNGQ 367
C. gigas DLPCGLVVWSTGLSPTQFVKS-LGVD---KNRNGQ 371
H. vulgaris QODSQTKKHSVMPFGLCVWCGGITPRELTKK-VINQI PGONNKMG HLKVKNT---SN-VFALGDCAVVQYTKISDYVEML 410
A. queenslandica LDKSSDQKSTIPCGMCVWSTGVAPKQLTRQ-MMLKIQNQKRGKA YLRVKGA---EG-IFAIGDCSTIEQNLMLEKAQQL 429
D. gigantea FDKKTKEKRVETYGTCVWATGIAPLPLTKE-IAKKLPEQNNRHG YLRVKNS---NGTIYAIGDCSVVEQEKIVKSVKEW 415
S. meleagris 2 KYGKTKEIVDLPYGMCVWAAGTSPRQLTKD-IIQSVPGOKNRNALLTHYDFLQVKNA---PG-VFAIGDCGTVEMKRLVSDVIEL 425
S. meleagris 1 MDANTKEKSKMPFGMCVWAAGIAPRPITKS-FIDKVPGQTNRNA FLHVANT---EG-VYALGDCSTIELHRLSDEVHHL 419
A. aurita MDATTKEKSTIPFGMCVWAAGIAPRPLTKS-FIAKVPGQTNRNA HLHVLNT---EG-VFALGDCATIELHRMSDEVQHL 418

Figura 20. Alineamiento multiple de la secuencia deducida de aminoacidos de NADH2 de S.
meleagris y otros grupos animales. Aurelia aurita (Genbank: Seg1660.9), Stylophora pistillata
(Genbank:XP_022799964.1), Orbicella faveolata (Genbank: XP_020602540.1), Pecten maximus
(Genbank:XP_033748227.1), Crassostrea gigas (Genbank:XP_011418241.2), Crassostrea
virginica (Genbank: XP_022342033.1), Ciona intestinalis (Genbank: XP_002122465.1), Actinia
tenebrosa (Genbank: XP_031558797.1), Dendronephtya gigantea (Genbank: XP_028392983.1),
Araneus ventricosus (Genbank: GBL78024.1), Hydra vulgaris (Genbank: XP_002159552.2),
Amphimedon queenslandica (Genbank: XP_003389527.1), Dermatophagoides pteronyssinus
(Genbank: XP_027202825.1), Contarini nasturtii (Genbank: XP_031636827.1), Drosophila
bipectinata (Genbank: XP_017094204.2), Mus musculus (Genbank: XP_006528578.1), Limulus
polyphemus (Genbank: XP_022235771.1) y Lingula anatina (Genbank: XP_013399906.1). Color
gris indica sitios conservados. Los cuadros rojos indican regiones mas conservadas.
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Figura 21. Arbol filogenético de la NADH2 de S. meleagris con el método del vecino més
cercano. Los nameros por arriba/debajo de los nodos indican los porcentajes de arranque no
paramétricos del boostrap (1000 réplicas)

De las cuatro enzimas alternas detectadas en las mitocondrias de S. meleagris, la mitGPDH es la
de mayor peso molecular (78,799 Da). El alineamiento multiple, ejemplificado en la figura 22, se
realizd con secuencias ya reportadas, siendo la mayoria de ellas secuencias predichas a partir de
transcriptomas ensamblados de novo, pero todas con homologia superior a 60% con la secuencia
de S. meleagris.

Los resultados de la figura 23 muestran que la mitGPDH también se encuentra representada en
otros grupos de invertebrados y su secuencia guarda relacion cercana con las secuencias de grupos
cercanos de cnidarios como corales (Acropora millepora) y anémonas (Actinia tenebrosa). Sin
embargo, es de resaltar que queda mas alejada de los grupos mas cercanos como medusa Aurelia
aurita y el hidrozoario Hydra vulgaris. Lo anterior, al igual que en las secuencias de NADH2,
puede deberse a que la mayoria de las secuencias disponibles en las bases de datos son secuencias

predichas en su mayoria, por lo que se requiere de secuencias confirmadas con menor rango de
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error y mas estudios sobre estas enzimas, su estructura y funcion en la cadena de transporte de

electrones.
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TSSRSTKLIHGGVRYLEKAVENLDLEQY----RMVKEALTERANLIDIAPHLAYPFPIMLPIYKYWQIPYFWLGIKAYDFVAGKQONLKSSYYLG
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TSSRSTKLIHGGVRYLQKAIMQLDREQY----RLVKEALHERANLLATIAPHLSAPLPIMLPVYRWWQLPYFWAGIKMYDLVSGRQLLRSSYVVG
TSSRSTKLIHGGVRYLEKATKGLDLEQY----RLVKEALHERANLLEIAPHLSSPLPIMLPVYKWWQLPYFWAGIKMYDLVAGRQCLRSSYVLS
TSSRSTKLIHGGVRYLEKATIKGLDLEQY----RLVKEALHERANLLEIAPHLSSPLPIMLPVYKWWQLPYFWAGIKMYDLVAGRQCLKPSYLLS
TSSRSTKLIHGGVRYLQKAIMNLDVEQY----RMVKEALHERANLLEIAPHLSAPLPIMLPLYKWWQLPYYWVGIKMYDLVAGSQCLKSSYVLS
TSSRSTKLIHGGVRYLQKAIMKLDIEQY----RMVKEALHERANLLEIAPHLSAPLPIMLPVYKWWQLPYYWVGIKLYDLVAGSNCLKSSYVLS
TSSRSTKLTIHGGVRYLQKAIMKLDIEQY----RMVKEALHERANLLEIAPHLSAPLPIMLPIYKWWQLPYYWVGIKLYDLVAGSNCLKSSYVLS
TSSRSTKLIHGGVRYLQKAIMKLDYEQY----MMVKEALHERSNLLDIAPHLSAPLPIMLPVYKWWQLPYYWAGIKMYDLVAGGQCLKSSYVLS
TSSRSTKLIHGGVRYLQKAIMKLDYEQY----MMVKEALHERANLLEIAPHLSAPLPIMLPVYSWWQLPYYWAGIKMYDLVAGAQCLKSSYVLS

PFIDLDYM-VYMFKYDSTHNRFKGEV--—-——-————————————————— K-==—-- AEGGKLVIDGHQITVFHERDPTNIKWGEAG

-PFIDLDYM-VYMFKYDSTHGRFKGTV-- —E------AKDGKLVINGKPVSVFACKDPTQIPWGETG
———————— PFIDLEYM-VYMFHYDSTHGKFKGEV---------—-—--—--—-—-——-—-———--K---——--HADGKLVINGKIISVSMIRNPKEI PWGTAG
———————— PFIDLEYM-VYMFKYDST HGQFKGDV---------------—----—--K------CESGNLIVNGKKIKVFQQOMNPSEIPWGENG

S el A MEEA DO INMBEECD % —AENGKLVVNGKSIFVYGKRNPEEIPWSESG
[KERALELFPMLKKDKLVGAIVYYDGQHNDARMNLSIALTATRLGATIANHTRVVELLREKGH----DGKEQLCGAKV:

[KSKALELFPMLKRDELVGALVYYDGQHEDARMNIVLAMTAIRMGGSLANRVEAKSLVKEKDH-
RKKALEITFPMLKKDKLRGALVYYDGQHDDARMNVSLAITAVRLGGSVMNYVEVLEVLKTPDY-
[KKKALELFPMLKKDRLVGALVYYDGQHDDARMNI SLAMTAVRMGGALTNHTEVVHLLKTMD
[KEKAIELFPMLRKDKLCGAIVYYDGQHNDARMNIATALTAARLGATVANHVKVVSLTKNKD
[KKDALELFPMLKKDKLCGAIVYYDGQQODDARMCLAVALTAARHGATVCNHVEVKELLKKDD
[REDALELFPMLRGDKLRGAIVYYDGQODDARMCLAISLTAARHGASITNHVEVLELLKKKNE-

[RSKALNLEPMLKKEKLFGAIVYYDGQHNDARMNLATIALTAIKYGATLANHVMVTGINKTKD{----DDKDKICGVHC-----VDILTGEEFNVR
[KEKT LELFPMLKRENLCGSVIYYDGQHNDARTNLALALTATIRNGATCLNHVEVLHLLKRKTA--DGENGEVVCGARV-—--— RDSETGLEWDVR
[KKKALELFPMLKKEKLCGAIIYYDGQHNDSRMNIATIALTAVRHGAAAINHTEVLSLLKKT THTAEGKVQEVVCGARM-—-—— RDNLTNEEYDVH
[KKKALELFPMLKKEKLCGAIIYYDGQHNDARMNLAIALTAVRHGASVANHVEVLSLLKKKEJD---NEDEVVCGAHV-----RDVITGEEFDVR
[KTRALELFPMLKKEKLVGGIVYYDGQHNDARMNIATIALTAARMGATIANHTEVLSLIKGNDE---NGNEVVKGARM-—--—-— RDCITGKNEFSVL
[KTRALELFPMLKKEKLVGGIVYYDGQHNDARMNIATIALTAARMGATVANHTEVLSVIKGKDJA---SGQEVIKGALV---—-— RDKMTGKEYSVL
[KSRALEHFPMLQKDKLVGAIVYYDGQHNDARMNLATIALTAARYGAATANYMEVVSLLKKTDHE---TGKERVSGARC-----KDVLTGQEFDVR
[KSRALEHFPMLQKDKLVGAIVYYDGQHNDARMNLATIALTAARYGAATANYMEVVSLLKKTDHO---TGKVHVSGARC----— KDVLTGQEFDVR
[KSRALEHFPMLQKDKLVGAIVYYDGQHNDARMNLATIALTAARYGAATANYMEVMSLLKKTDHO---TGKERVSGARC---—-— KDVLTGEEFDVR
[KNKALELFPMLKKDKLVGAIVYYDGQHNDARMNLATIALTAARHGAAIANYTEVVHLLKKTDAG---TGKEKVCGARC-----RDVITGNEFDVR
[KNKALELFPMLKRDKLVGAIVYYDGQHNDARMNLAIALTAARYGAVAANYTEVVHLLKRTDHE---TGKERVCGARC-—--—-— RDVISGQEFEVR

Figura 22. Alineamiento multiple de la secuencia deducida de aminoacidos de mitGPDH de

S. meleagris y otros grupos de animales.

Strongylocentrotus purpuratus (Genbank:

XP_030842675.1), Scleropages formosus (Genbank: XP_018598817.1), Penaeus vannamei
(Genbank: XP_027218186.1), Pecten maximus (Genbank: XP_033728265.1), Oryzias latipes
(Genbank: XP_004078020.1), Octopus sinensis (Genbank: XP_029649924.1), Nematostella
vectensis Genbank: XP_032237946.1), Hydra vulgaris (Genbank: XP_012555426.1), Haliotis
discus hannai (Genbank: BBL16119.1), Drosophila miranda Genbank: XP_033253958.1),

Daphnia magna (Genbank:

XP_032792310.1), Centruroides sculpturatus

(Genbank:

XP_023219594.1), Aurelia aurita (Genbank: Segl1823.5.P1 ), Asterias rubens (Genbank:
XP_033629601.1), Aedes albopictus (Genbank: XP_019533361.1), Actinia tenebrosa (Genbank:
XP_031572414.1), Acropora millepora (Genbank: XP_029203938.1), Acanthaster planci

(Genbank: XP_022111572.1), Salmo salar (Genbank: XP_014007931.1),

Mus musculus

(Genbank: NP_001139292.1), Bos taurus (Genbank: NP_001093766.1) y Homo sapiens
(Genbank: AAA65701.1). Los cuadros rojos indican regiones mas conservadas.
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Figura 23. Arbol filogenético de la mitGPDH de S. meleagris con el método del vecino méas
cercano. Los nameros por arriba/debajo de los nodos indican los porcentajes de arranque no
paramétricos del boostrap (1000 réplicas)

A pesar de los pocos estudios sobre las relaciones filogenéticas entre los metazoarios menores,
estos grupos de organismos eran abundantes en el periodo ediacarico (635-542 millones de afios),
durante el cual aparecieron y divergieron. Se considera que estos organismos, cuentan con genesy
proteinas altamente conservados y la ausencia de registros fosiles complica el analisis de sus
relaciones evolutivas y de los procesos evolutivos tipo transferencia horizontal de genes que
pudieron adquirir (Erpenbeck y Wérheider, 2007; Erwin, 2015).

De acuerdo con estudios previos sobre las AOX de otras especies, esta enzima funciona como
alterna al complejo 1V generalmente cuando éste se ve inhibido en condiciones de estrés (Del Sanz
et al., 2018), el alineamiento de la figura 24 muestra la similitud de la secuencia de S. meleagris

con la de otros invertebrados; sin embargo, la enzima no se ha reportado en vertebrados. Se
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observan regiones muy conservadas en la mayor parte de la secuencia comparadas, lo que

concuerda con lo reportado sobre la AOX al ser una enzima muy conservada presente sélo en

invertebrados (McDonald y Gospodaruou, 2019).

F. candida HKEPSAMYDKVALFAVKLMRTGFDIVSRYKE---PsGEMTKRAWLNRCLFLETVAGVPGMVGMARHLKSLRSM | 186
H. dujardini HKRPEGKVDWLAYIAVQTLRKSFDLISGYTF---—-GRKNEANWLRRIIFLETVAGVPGMMGAMVRHLKSLRSM | 221
L. anatina HRVPENFTDKAAFYSVKILRNSFDIFSGEN] RKRSEKQWLRRIIFLETVAGVPGMMAAMVRHLNSLRRM | 192
P. canaliculata HKPPEGIVDRLALITVKTLRGCFDVFEFSGFK| CORTDAKWLNRIIFLETVAAVPGMVAAMVRHMKSLRWM | 221
M. yessoensis HKPPSGVVDKMAFY SVKLMRKSFDLLTLFDF~----GERTERKWVLRICFLETVAGVPGMVAAMTRHLTSLRRL | 214
C. gigas HKPPEGFVDKLAFRSVKLLRSTFDLLTGENW----GERTEKKWVLRICFLETVAGVPGMVAAMTRHLHSLRRL | 185
E. affinis HRKPQGIADHLAYFSVMTLRTSFDLFSGYTEQNKILNTLDERSVLIRAIFLETVAGVPGFSAGMIRHLQSLRKM | 172
A. japonicus HE PPKGLADWVAYFGVKTLRLGFDVFSGEFV[ ----GERNEKKWLNRVIFLETVAGVPGMVAAMTRHLHSLRRL | 190
P. damicornis HOKPOKFVDELAYKSVQALRAAFDIISLYRE - ELDENRWLNRIIMLET IAGVPGMIAGMTRHFHALRRL | 184
E. pallida HEPPKTKIDKAAYYSVQALRSLFDLVSLYK[ ---—GPMTENKWLNRIIMLETVAGVPGMIGGMARHLKSLRKL | 183
A. millepora HQETVTKIDKLAYGSVQFLRIAFDIVSLYKY----GKMTENKWLNRIIMLETVAGVPGMI SAMARHFHSLRKL | 169
S. meleagris HYKPSGFVDWMAYCCVQTMRTSFDLISLYK] IMDESKWLTRIILLETVAGVPGMVAAMTRHFHSLRRM 174
A. aurita HYKPKGAVDWVAYGCVQTMRTAFDITISLYK] CTMDESKWLTRIILLETVAGVPGMVGAMTRHFHSLRRM | 186
A. rubens HKKPEGFVDWFAYSCVQTMRFSFDLISGYK] CVRSESKWLIRIIFLETVAGVPGMVAAMTRHLRSLRKL | 245
A. planci HKPPQGFVDWFAYTCVQTLRFSFDLLSGYKR---—GVRTEKKWLIRIIFLETVAGVPGMVAAMTRHLRSLRRM | 242
F. candida DHGWIHTLLAEAENERMHLLIFMKMKDPGLFFRFMVIVGQGVFFNFFLTYLISPRTCHRFVGYALEEEAVK | 259
H. dujardini DHGWIHTLLEEAENERMHLMVALQIKQPGKLFRFGVVASQGLFVNFFFLAYLVSPKFCHRFVGYLEEEAVK | 294
L. anatina DHGWIHTLLEEAENERMHLMTALQIRKPGLAFRGCVLLAQGVFVNVFFVSYLISPYFCHRFVGYLEEEAVK | 265
P. canaliculata DHGWIHTLLEEAENERMHLMTALQLKQPSTLFRMSVIGVQGVFVTMFFVWYAVSPRFCHRFVGYLEEEAVK | 294
M. yessoensis DHGWIHTLLEEAENERMHLMTALQLRQPTRLFRGCVIGAQGIFVTFFSFAYMLSPRFCHRFVGYLEEEAVI | 287
C. gigas DHGWIHTLLEEAENERMHLMTALQLRQPSWLFRSGVIVSQGAFVTMFSIAYMLSPRFCHRFVGYLEEEAVF | 258
E. affinis DHGWIHTLIEEAENERMHLLTFLELKKPGPIFRGVVVFTQLSFTAGFSLAYLISPHFCHRFVGYLEEQAVV | 245
A. japonicus DHGWIHTLLEEAENERMHLISALMIKKPSWFFRACVLISQGLFVNIFFIGYLVSPRMCHKFVGYLEEEAVK | 263
P. damicornis DNGWIHTLLEEAENERMHLMTALEMKQPGILFRGAILLAQGTFVNLFFLAYLISPKFCHRFVGYLEEEAVK | 257
E. pallida DHGWIHTLLEEAENERMHLMTALELKQPGTLFRGVIIGAQGVFVNMFFIAYLLSPRFCHRFVGYLEEEAVK | 256
A. millepora DHGWIHTLLEEAENERMHLMTALELKQPGMLFRGVILLAQGVFVNCFFIAYMLSPRFCHRFVGYLEEEAVK | 242
S. meleagris RDNGWIHTLLEEAENERMHLMTALELKQPGRLFRGSVLVLQGTFVNLFFLAYLISPKFCHRFVGYLEEEAVK| 247
A. aurita DNGWIHTLLEEAENERMHLMTALELKQPGKIFRGSVLVLQGIFVNMFFLAYLISPRFCHRFVGYLEEEAVK | 259
A. rubens DHGWIHTLLEEAENERMHLMTALELRKPGKLFMFGVLLTQGISVNLFFFAYLCSPRFCHRFVGYLEEEAVT | 318
A. planci DHGWIHTLLEEAENERMHLMTALE LRKPGRLEFTMAVLETQGIFVNMFFLAYLCSPRFCHRFVGYLEEEAVI | 315
F. candida TYTGLLKDIGHDEGHLESWGSEPAHSIAIRYYKLP----—-—-—-—-—-—--— ADAKVRD&EGCIRADEATHRDVNHT 332
H. dujardini TYTALLQHI-AEGGIPEWTDRPAPDVAKIYWKLP-----—-——-—-—-—--— EGATYYEMFAATRADEAHHRLVNHT | 367
L. anatina TYTKCLODI—-DSGSL-PWKNSPAPPIAKDYWQLP- —-PDAMMRDVJLLATRADEAHHRVVNHT | 338
P. canaliculata TYSKCLEDM—-EHGSITHWKTLPAPPVAINYWRLP-----—-—-—-—-—-— [LATRADEAHHRVVNHT | 367
M. yessoensis TYTKCIKDIKDGPMKHWQTQEAPDLAIRYWKLD----——-——-—-—-—--— [LATRADEAHHRVVNHT | 360
C. gigas TYSKCLKDI-ESGSLKHWQTKAAPDVAIRYWKLP- VLAIRADEAHHRVVNHT | 331
E. affinis TYTQILNKI—-DEGKLPMWKNLPAPVIAVKYWKLD------—-—-—-—--— [LATRADEAHHRQVNHT | 318
A. japonicus TYTKLLODIDSGVLPQWKTMPAPDVAIGYWKLS--—-——-——-—-——--— PEATMRDMFRAIRADEAHHREVNHK | 336
P. damicornis TYTHCIECI-DSGKLPLWENLLAPKIAVNYWKLP- [LATRADEAHHRVVNHT | 330
E. pallida TYTYCIECIDNGKLPV-—-—-—-————-———— WKLK-—--==———————- [LATRADEAHHRVVNHT | 329
A. millepora TYTYCLECIDDETLLIWKTKPAPQLAVNYWRLK--------—--—--— [LAIRADEAHHRVVNHT | 315
S. meleagris TYTYCLECI-$DNGKLPMWQRLAAPEIAKNYWRLE-----—-—--—--—-— LATIRADEAHHRFVNHT 320
A. aurita TYTYCLQCI—DDGRLPMWKGLKAPELARTYWRLP--------—-—-—--— [LAIRADEAHHRFVNHT | 332
A. rubens TYTKLIKDL—f-DDGKLKVWGNMAAPDLAVRYWKLKLQTLFKDQLDRSKPDALMRDMMLATIRADEAHHREVNHS | 391
A. planci TV ITKLIODL - DNKKLLVWGNMAAPDLAIRYWKLK-----—---—--—-— PDANMRDMILLAIRADEAHHRKVNHE § 388

Figura 24. Alineamiento multiple de AOX de S. meleagris y otros invertebrados. Aurelia
aurita (Genbank: Seg596.10.p1), Pomacea canaliculata (Genbank: XP_025083709.1),
Mizuhopecten yessoensis (Genbank: XP_021369549.1), Hypsibius dujardini (Genbank:
OWAb52662.1), Pocillopora damicornis (Genbank: XP_027050995.1), Folsomia candida
(Genbank: OXA38027.1), Lingula anatina (Genbank: XP_013379624.1), Exaiptasia pallida
(Genbank: XP_020896456.1), Eurytemora affinis (Genbank: XP_023322383.1), Crassostrea
gigas (Genbank: NP_001292289.1), Asterias rubens (Genbank: XP_033624963.1), Apostichopus
japonicus (Genbank: PIK54339.1), Acropora millepora (Genbank: XP_029196125.1) vy
Acanthaster planci (Genbank: XP_022090854.1). Los cuadros rojos indican regiones mas
conservadas.
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En el andlisis filogenético (fig. 25), se observa que la AOX de S. meleagris guarda una relacién

mas cercana con la medusa A. aurita, con equinodermos y corales. Al ser una enzima muy

conservada y presente solo en invertebrados, el conocimiento sobre su historia evolutiva es de

importancia para entender porqué esta enzima no estd presente en vertebrados considerando que

las otras enzimas alternas de la cadena de transporte de electrones si lo estan.
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Figura 25. Arbol filogenético de la AOX de S. meleagris con el método del vecino mas cercano.
Los nimeros por arriba/debajo de los nodos indican los porcentajes de arranque no paramétricos

del boostrap (1000 réplicas)

Los resultados anteriores permiten confirmar que cada una de las enzimas alternas reportadas en

este estudio como parte de una cadena respiratoria ramificada mitocondrial, estan representadas

en organismos simples con ancestros antiguos como los cnidarios y no necesariamente son

innovaciones de los organismos complejos, puesto que algunas de ellas no se han encontrado en

los vertebrados. En las medusas, a pesar de los escasos reportes de genomas y transcriptomas y

de la inexistente informacion acerca de la importancia y funcién que tienen estas enzimas dentro

de la cadena de transporte de electrones, se requieren mas estudios que permitan caracterizar su

estructura, caracteristicas cinéticas y su funcién en las medusas.
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7.3. Efecto de la Temperatura del Agua de Mar en la Funcién Mitocondrial de S. meleagris

Una vez confirmada la identidad y caracteristicas basicas de las enzimas alternas de la medusa, se

evaluo el efecto de la temperatura en la funcién mitocondrial y en la actividad de cada enzima.

7.3.1. Tasa de Consumo de Oxigeno Mitocondrial de S. meleagris

Debido a que la temperatura es uno de los factores que mas afecta las tasas respiratorias, se evaluo
la tasa de consumo de oxigeno mitocondrial en los organismos experimentales expuestos a tres
diferentes temperaturas. Los resultados muestran que los valores del control respiratorio (CR)
aumentan, al igual que en la tasa respiratoria de todo el organismo (fig. 12) conforme aumenta la
temperatura del agua de mar. EI CR de las mitocondrias de medusas en la temperatura de 18 °C fue
de 1.224 (fig. 26a), en la temperatura éptima (23 °C) mostr6 un valor promedio de 1.575 (fig. 26b)
y en 28°C el CR fue de 1.808 (fig. 26¢). Aungue comparados con los otros tratamientos los valores
de CR son bajos en las mitocondrias aisladas de medusas a 18 °C, su consumo de oxigeno aumento
después de las adiciones de ADP y FCCP, confirmando que las mitocondrias se encontraban
integras, acopladas y respirando en las diferentes temperaturas.

La tasa de consumo de oxigeno mitocondrial de las medusas a 23 °C fue menor comparada con los
organismos a 18 °C y 28 °C, lo que nos indica que la cadena de transporte de electrones esta
utilizando mayor cantidad de oxigeno para realizar sus funciones al estar el organismo sometido a

estrés térmico.
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Figura 26. Tasas de consumo de oxigeno de las mitocondrias aisladas de S. meleagris a
diferentes temperaturas. a) 18 °C, b) 23 °C, ¢) 28 °C. Los numeros indican la tasa de consumo de
oxigeno en ngatmO/mg de proteina/min. M: mitocondrias; ADP: adenosin-difosfato; FCCP:
carbonilcianuro-p-trifluorometoxifenilhidrazona. Los trazos representan los valores promedio de
triplicados

Como parte del efecto de la temperatura en la funcion mitocondrial también se evalud el potencial
transmembrana de las medusas expuestas a 18 °C (Fig. 27), 23 °C (Fig. 27b) y 28 °C (Fig. 27c),
donde se observé el potencial transmembrana en las mitocondrias de las medusas en todos los
tratamientos y una pérdida de potencial después de adicionar el desacoplante FCCP, sin diferencias
por efecto de la temperatura, aunque se observa una diferencia mas marcada en la fluorescencia
emitida por las mitocondrias respirando y las mitocondrias al desacoplarse en el tratamiento a 28
°C (fig. 27c) que concuerda con una mayor tasa de consumo de oxigeno mitocondrial en esos
organismos (fig. 26¢). Estos resultados confirman que las mitocondrias aisladas se encontraban

integras, acopladas y respirando en los tres tratamientos.
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Figura 27. Potencial transmembrana mitocondrial en aislados mitocondriales S. meleagris a
diferentes temperaturas. a) 18 °C, b) 23 °C, c) 28 °C. M: mitocondrias; FCCP: carbonilcianuro-
p-trifluorometoxifenilhidrazona 1 mM. Los trazos representan los valores promedio de triplicados.

Las tasas de consumo de oxigeno mitocondrial se determinaron en los organismos expuestos a
diferentes temperaturas en presencia de los sustratos especificos para identificar el estado activo
de las enzimas alternas. Se detecto la presencia activa de la NADH2-1 (figs. 28a - 28c) y la

mitGPDH (28d, e, f) en las diferentes temperaturas de exposicion.
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Figura 28. Deteccion de las enzimas alternas mitocondriales por oximetria en la medusa bola de cafion S. meleagris expuesta a
diferentes temperaturas. a) NADH2-1 a 18 °C; b) NADH2-2 a 23 °C; ¢) NADH2-2 a 28 °C; d) mitGPDH a 18 °C; e) mitGPDH a 23
°C; f) mitGPDH a 28 °C. M: mitocondrias; ADP: adenosin-difosfato; FCCP: carbonilcianuro-p-trifluorometoxifenilhidrazona; R:
rotenona; AA: antimicina; KCN: cianuro de potasio. Los nimeros indican la tasa de consumo de oxigeno en ngatmO/mg de proteina/min.
Se muestran los valores promedio de los triplicados.
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Los resultados mostrados en las figuras 28a, b y c, sugieren que las mitocondrias de medusas a
diferentes temperaturas pueden usar NADH (1 mM) ex6geno como sustrato respiratorio, de tal
manera que, al no poder internalizarlo, la NADH2-1 es la enzima externa que lo utiliza
promoviendo que el consumo de oxigeno aumente en estado fosforilante. Estos resultados
demuestran que el estrés térmico al que estuvieron sometidos los organismos no inhibi6 la
funcionalidad de esta enzima alterna, pero si se detectaron diferencias en los valores de las tasas
respiratorias, siendo los valores més altos, los de las mitocondrias en la temperatura dptima.

Las figuras 28d, 28e y 28f muestran que en presencia de G3P como sustrato respiratorio la
mitGPDH, que también es una enzima externa, se encuentra activa en todas las temperaturas de
exposicion.

Estos resultados confirmaron la presencia activa de ambas enzimas en la cadena respiratoria
mitocondrial de las medusas, lo que sugiere que el estrés téermico no altera la expresion de estas
proteinas. Estas enzimas pueden tener un papel activo en el apoyo a la funcion mitocondrial para
mantener la homeostasis de la mitocondria en condiciones Optimas y de estrés.

De igual manera se observo que en las diferentes temperaturas de exposicion, la AOX esta activa
y apoyando a la mitocondria en el consumo de oxigeno cuando el octilgalato (OG) inhibid primero
a AOX y luego el KCN bloqued el complejo IV con el mismo patron en las diferentes temperaturas
de exposicion (fig. 29a, b, c).

Los resultados también muestran que la actividad de la enzima AOX no es afectada por efecto del
estres térmico y esta enzima es parte de la cadena de respiratoria mitocondrial.

La presencia y actividad de la AOX mitocondrial en las medusas bola de cafién no son controladas
por cambios de temperatura ambiental a corto plazo, ya que la enzima esta activa permanentemente,
dando a la especie una estrategia de sobrevivencia adicional, como se reporta en otros invertebrados
como el crustaceo A. franciscana, el cual también es un organismo ancestral con adaptaciones

fisiolégicas para sobrevivir en condiciones de anoxia (Rodriguez-Armenta et al., 2018).
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Figura 29. Deteccion de AOX por oximetria en la medusa bola de cafidon S. meleagris expuesta
a diferentes temperaturas. a) 18 °C. b) 23 °C. ¢) 28 °C. M: mitocondrias; FCCP: carbonilcianuro-
p-trifluorometoxifenilhidrazona; KCN: cianuro de potasio; OG: octilgalato. Los nimeros indican
la tasa de consumo de oxigeno en ngatmO/mg de proteina/min. Se muestran los valores promedio
de los triplicados.

7.3.2. Efecto de la Temperatura del Agua de Mar en la Actividad de las Enzimas Alternas

Mitocondriales de S. meleagris

Para determinar el efecto de la temperatura en las enzimas alternas, se evalué también la actividad
en gel de los aislados mitocondriales de organismos de S. meleagris expuestos a 18, 23 y 28 °C
(fig. 30). Ademas de la banda activa del complejo | de mayor tamafio, se detectaron las dos bandas
de actividad NADH?2 alternas en las tres temperaturas experimentales A (flechas pequefias en la
fig. 30a), todas ellas ambas activas sin efecto aparente por el estrés térmico.

Debido a que la actividad de AOX no es posible evaluarla en gel y que su actividad esta reportada

como alterna a la actividad del complejo IV en caso de que este ultimo sea inhibido por algun factor
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externo, también se evaluo la actividad en gel de la enzima citocromo ¢ oxidasa. Sin embargo, se
detectaron bandas de actividad correspondiente al peso molecular al reportado en este trabajo para
COX en S. meleagris en condiciones control y de menor peso que la banda de actividad reportada
en bovinos (410 kDa) (Wittig et al., 2010) y no se detectaron bandas adicionales (Fig. 30b),
sugiriendo que el complejo 1V no se ve inhibido por efecto del estrés térmico y la actividad de una

AOX detectada por oximetria podria ser constante.
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Figura 30. Actividad en gel de deshidrogenasas y oxidasas en mitocondrias aisladas de S.
meleagris expuestas a diferentes temperaturas. A) NADH2 b) citocromo ¢ oxidasa; c)
mitGPDH. 1a: S. meleagris a 18 °C, 1b: S. meleagris a 23 °C, 1c: S. meleagris a 28 °C y 2: corazon
de bovino.

La actividad en gel de la mitGPDH también se detectd en organismos en las tres condiciones
experimentales (figura 30c), mostrando que, las diferentes temperaturas no afectan la capacidad de

mitGPDH para oxidar el glicerol-3-fosfato a dihidroxiacetona fosfato.
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De acuerdo con los resultados anteriores, se confirmé que las bandas observadas en la figura 30a,
son dos isoformas de NADH2, que se sugiere apoyan la cadena respiratoria mitocondrial para
mantener la homeostasis y el funcionamiento incluso bajo condiciones de estrés como cambios de
temperatura. Sin embargo, es importante recalcar que se requieren mas estudios para confirmar la
identidad de cada una de las NADH2.

La enzima alterna mitGPDH que se encuentra en S. meleagris esta activa en condiciones 6ptimas
y de estrés térmico, probablemente como un mecanismo secundario para mantener el flujo de
electrones y el gradiente electroquimico, y asi ayudar en el control de la produccion de EROS como
se ha reportado en otros organismos como los crustaceos (Rodriguez-Armenta et al., 2018); sin
embargo su funcion requiere ser confirmada con estudios adicionales.

La presencia de estas enzimas alternas en la cadena de transporte de electrones también podria
conferirle a la mitocondria la capacidad de enfrentar cambios en las concentraciones de oxigeno
ambiental y estrés oxidativo, ya que los sitios de produccion de EROS son los complejos 1 y 111
mitocondriales. Asi, la AOX y NADH?2 interna podrian participar en el transporte de electrones
evitando la produccion de EROS en la cadena (McDonald y Gospodaruou, 2019).

Otro resultado importante de este estudio es la presencia de una AOX en las mitocondrias de
organismos expuestos a diferentes temperaturas (fig. 31). Aunque actualmente no existe una
metodologia para detectar actividad en gel de AOX, en todos los tratamientos se detect6 una sola
banda con un peso molecular aproximadamente de 32 kDa, lo que concuerda con lo reportado en

otras especies como Artemia franciscana (Rodriguez-Armenta et al., 2018; Fig. 25).

1a 1b

25kDa | - 5

Figura 31. Inmunodeteccion de oxidasa alterna AOX en mitocondrias aisladas de S.
meleagris expuestos a diferentes temperaturas. 1a: S. meleagris a 28 °C, 1b: S. meleagris a 18
°C, lc: S. meleagris a 23°C y 2: Artemia franciscana (control positivo).
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Se ha reportado que la AOX no se distribuye ampliamente a través de los metazoos y su aparicion
esta restringida a algunas especies de invertebrados, cominmente en grupos ancestrales como las
esponjas y los moluscos; también se ha sugerido la pérdida de esta enzima por procesos evolutivos
sobre todo, en organismos que tienen elevado gasto energético (McDonald y Gospodaruou, 2019).
A pesar de que S. meleagris es una especie que continuamente se mueve en la columna de agua y
aparentemente su gasto energético es alto, presenta este tipo de enzimas alternas que contribuyen
al mantenimiento de las funciones bioenergéticas de tal manera que el organismo pueda seguir
realizando sus diferentes procesos bioldgicos, incluso en condiciones de estrés térmico.

En conjunto, los resultados obtenidos de la caracterizacion de la cadena de transporte de electrones
y el efecto de la temperatura en su funcionamiento, refuerzan la idea de que 23 °C es la temperatura
Optima para estos S. meleagris como lo muestra la ventana ambiental propuesta en este trabajo (fig.
13). Respecto a temperaturas menores como 18 °C y basados en los resultados de oximetria, ésta
se podria considerar como una temperatura pejus, ya que la tasa de consumo de oxigeno
mitocondrial es muy baja comparada con la de los organismos a 23 y 28 °C, pero las mitocondrias
siguen funcionales y se encuentran acopladas produciendo ATP (fig. 11) por lo que la presencia de
enzimas alternas pudiera conferirle a los organelos la capacidad de seguir produciendo energia en
un estado acoplado, lo que concuerda con los resultados expuestos por Sastré-Velazquez (2020),
donde la concentracion de ATP en la mitocondria sigue incrementando pasadas las 6 h de
exposicion a 18 °C. Sin embargo, las mitocondrias permanecen en este estado sélo por un tiempo
limitado, ya que como se mostré en este trabajo, los organismos sometidos a esta condicién
presentaron malformaciones y muerte.

Por otro lado, los organismos a 28 °C mostraron una tasa de consumo de oxigeno mitocondrial mas
alta que las de los organismos a temperatura 6ptima, confirmando un efecto casi inmediato de la la
temperatura reflejado en los cambios de la concentracion de los metabolitos analizados en este
trabajo (Nevarez-Lopez et al., 2020). Asi el gasto energético extra causado por el efecto del estrés
térmico vuelve a su condicion normal (compensacion) después de las 6 h, por lo tanto se asume
que esta relacionado con el tiempo que tardan los organismos en aclimatarse.

Es importante recalcar que los resultados obtenidos en los diferentes andlisis de este estudio
confirmaron la existencia de al menos cuatro enzimas alternas que forman parte de la cadena de

transporte de electrones de S. meleagris, proponiéndose el siguiente modelo de una cadena
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respiratoria mitocondrial ramificada (fig. 26), donde se encuentran dos enzimas NADH2, una
mitGPDH y una AOX.
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+ + +
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mitocondrial
Figura 32. Cadena de transporte de electrones propuesta para S. meleagris. Cl: Complejo |
NADH deshidrogenasa. Cll: Complejo Il Succinato deshidrogenasa. ClIl: Complejo citocromo
bci. CIV: Complejo IV citocromo ¢ oxidasa. Flechas de color verde indican flujo de electrones.
Flechas de color azul indican flujo de protones. Flechas naranjas indican reacciones redox.

De acuerdo a los hallazgos de este estudio se sugiere que la presencia de varias enzimas alternas
dentro de la cadena respiratoria mitocondrial es un mecanismo adaptativo que les permite a los
organismos mantener un flujo de electrones constante dentro de la cadena respiratoria mitocondrial,
mantener el gradiente electroquimico y hacer uso eficiente del oxigeno disponible, incluso cuando
este se encuentre en exceso, limitando asi la produccién de EROS.

Esta ampliamente documentado que el aumento de la temperatura del agua de mar disminuye la
concentracion de oxigeno disponible en el agua; asi las variaciones de oxigeno disuelto provocan
un estado de estrés oxidativo que en algunos casos conlleva al aumento en la produccién de EROS,
principalmente por los complejos mitocondriales 1 y Ill. Sin embargo, las mitocondrias de las

medusas poseen la capacidad de mantener activa la cadena de transporte de electrones por varias
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vias de entrada como: 1) en el punto de reduccion de ubiquinona mediante el uso de NADH2, 2)
en el punto de oxidacion de ubiquinol mediante el uso de la AOX y 3) una mitGPDH que contribuye
a la reduccién del pool de ubiquinonas, logrando asi que la mitocondria mantenga un transporte
continuo de electrones y su potencial de membrana. Es asi como las enzimas alternas proporcionan
herramientas complementarias a las mitocondrias de esta especie para enfrentar condiciones
ambientales desafiantes que pueden afectar su equilibrio bioenergético y oxidativo (McDonald y
Gospodaryov, 2019). En 2012, Sokolova et al. sugirieron que la reorganizacién metabdlica
inducida por mecanismos adaptativos implica ajustes en la funcion mitocondrial. Los factores
estresantes como los cambios de temperatura aumentan la fuga de protones mitocondriales, cuyo
costo energético es muy elevado; sin embargo, S. meleagris es capaz de mantener altos niveles de
ATP a diferentes temperaturas a través de diferentes mecanismos, como se describid previamente
por Nevarez-Lopez et al. (2020). La presencia de cuatro enzimas alternas (dos NADH2, una
mitGPDH y una AOX) como parte de la cadena respiratoria ramificada no es una caracteristica
comun en la naturaleza; esto sugiere que las mitocondrias de S. meleagris estan excepcionalmente
adaptadas a la cambios ambientales continuos.

Estudios previos han reportado que algunas especies de invertebrados marinos como los crustaceos
también presentan proteinas desacoplantes (UCP’s) en sus mitocondrias, como una ruta alterna que
ayuda para que los organismos afronten el estrés y la excesiva produccion mitocondrial EROS
(Méndez-Romero, 2020). Asi, considerando la capacidad de respuesta de S. meleagris al estrés, se
abren nuevas preguntas como la posible presencia de UCPs en las mitocondrias de esta especie y
la posible existencia de rutas alternas para la producciéon de ATP como serian los fosfagenos, por

lo que se requieren mas investigaciones al respecto.
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8. CONCLUSIONES

Se presentan cambios metabdlicos sustanciales en la medusa bola de cafion S. meleagris en
respuesta a cambios de temperatura. Las temperaturas del agua de mar menores a la temperatura
Optima para los organismos (23°C), como lo fue 18°C, condujeron a una depresién metabdlica,
reduciendo la tasa de consumo de oxigeno y el recambio de glucosa.

En condiciones de calentamiento (28 y 33°C) los organismos de S. meleagris, presentan
incrementos en la tasa de consumo de oxigeno, seguido del agotamiento drastico de glucosa y un
uso gradual de las reservas energéeticas en forma de glucogeno. Asi pues, la estrategia por parte de
los organismos fue el uso de varias fuentes de energia como mecanismo de adaptacion para superar
condiciones desfavorables como el estrés térmico, que puede alterar su adecuacion bioldgica.

Las mitocondrias de la medusa bola de cafion S. meleagris, como fuente productora de energia,
cuentan con una cadena respiratoria mitocondrial ramificada, con enzimas alternas como la
NADH2, mitGPDH y AOX, aparentemente constitutivas que le confieren la capacidad de
mantenerse activas. Lo anterior le podria proporcionar una mejor capacidad de adaptacion a los
organismos en condiciones de estres.

En condiciones de estrés térmico, donde los organismos tienen un gasto energético mayor, la
cadena de transporte de electrones ramificada les permite a las mitocondrias mantenerse acopladas.
Las enzimas alternas NADH2, mitGPDH, AOX, apoyan a las mitocondrias a mantener la
produccidn de energia constante y sobrellevar el requerimiento excesivo de energia durante las

condiciones estresantes.
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9. RECOMENDACIONES

Es necesario seguir con las investigaciones sobre las respuestas fisioldgicas que tienen las
medusas, ya que nos pueden explicar muchas de las respuestas de otros organismos al tener una
historia evolutiva mas amplia.

Abordar la busqueda de proteinas desacoplantes (UCP’s) dentro de las mitocondrias y la
produccion de EROS durante los periodos estresantes de estrés térmico.

Realizar experimentos de silenciamiento génico de las enzimas alternas para ver respuestas de la
cadena de transporte de electrones mitocondrial al estar estas ausentes.

Realizar investigaciones sobre las respuestas fisiologicas de S. meleagris ante cambios en
concentraciones de oxigeno y compararlos con los presentados ante estreés térmico ya que, al
incrementar la temperatura las moléculas de oxigeno se dispersan y disminuye su disponibilidad,
por lo que las medusas también estarian afrontando estos cambios en el medio natural por efectos
del cambio climético.

Llevar a cabo investigaciones sobre las respuestas moleculares al estrés térmico y cambios en las
concentraciones de oxigeno, ademas de compararlas con las respuestas bioquimicas Yy
bioenergéticas que permitan un mayor entendimiento del comportamiento de la especie.

Realizar ensayos para evaluar las respuestas bioenergéticas en diferentes fases del ciclo de vida de
S. meleagris, a diferentes factores estresantes que permitan entender mejor cual seria la ventana
ambiental de la especie.

Establecer el poligono térmico de la medusa bola de cafidén S. meleagris para establecer condiciones
Optimas de cultivo a pequefia escala y con fines de cultivos comerciales.

Tomando en cuenta la ventana térmica ambiental propuesta, se recomienda realizar ensayos para

futuros cultivos de esta especie hasta fase de medusas adultas.
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11. ANEXOS
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