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RESUMEN

Las medusas son un recurso natural poco explotado en México pero de gran riqueza
bioldgica por sus caracteristicas altamente especializadas. En los Ultimos afios, estudios
poblacionales de la medusa bola de canon Stomolophus meleagris que se distribuye en las costas
del noroeste de México, demuestran que en la Gltima década existe un incremento significativo
en su distribucion y abundancia. Se ha propuesto que el incremento en la temperatura de la masa
oceanica es mayormente el factor que afecta la dindmica de las poblaciones de medusas, pero
existe escasa informacion sobre las adaptaciones de estos organismos a los cambios ambientales.
Este estudio tiene por objetivo determinar el efecto de la temperatura del agua sobre el
metabolismo energético de S. meleagris. Un total de 27 medusas adultas fueron expuestas a tres
temperaturas del agua (18, 23 y 28 °C, n=9 por tratamiento) bajo un disefio completamente al
azar, durante 1, 6 y 12 h. Se aislaron las mitocondrias para evaluar su tasa de consumo de oxigeno.
Por otra parte, se cuantificaron las concentraciones de sustratos y metabolitos como proteinas,
glucosa, glucogeno y L-lactato en la campana de la medusa, mientras que el contenido de ATP
fue medido en las mitocondrias aisladas. Ademas, se evaluo la actividad de las enzimas citrato
sintasa en las mitocondrias y L-lactato deshidrogenasa (L-LDH) en la campana. El incremento
de la temperatura del agua ocasion6 un aumento en la tasa de consumo de oxigeno mitocondrial.
Se detectaron cambios en la composicion bioquimica, mostrando cambios menores en los niveles
de glucosa y proteinas entre tratamientos, el glucogeno y ATP unicamente fueron estables a 23
°C y la concentracion de L-lactato cambi6 en todas las temperaturas. Ademas, las enzimas citrato
sintasa y L-LDH fueron afectadas por la temperatura del agua, permaneciendo activas en todos
los tratamientos y con mayor actividad aerobica a 28 °C durante las primeras horas,
posteriormente la demanda energética se sostuvo por las vias aerdbica y anaerobica. La medusa
S. meleagris entra en un estado de depresion metabdlica a 18 °C, disminuyendo su actividad para
resguardar reservas energéticas. Finalmente, tanto en temperaturas de 18 y 28 °C existi6 la
tendencia por incrementar las reservas energéticas en forma de glucdgeno, siendo mas rapida la
respuesta a 28 que a 18 °C, esto como un comportamiento por aumentar la sobrevivencia de los

individuos ante las temperaturas extremas.

Palabras clave: Bioenergética, metabolismo, mitocondria, medusa, temperatura.
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ABSTRACT

Jellyfish are a little exploited natural resource in Mexico but of great biological wealth due
to their highly specialized characteristics. In recent years, population studies of the cannonball
jellyfish Stomolophus meleagris that is distributed on the coasts of the Mexican northwest, show
that in the last decade there has been a significant increase in its distribution and abundance. It
has been proposed that the increase in the temperature of the oceanic mass is the main factor that
affects the dynamics of jellyfish populations, but there is little information on the adaptations of
these organisms to environmental changes. This study aims to determine the effect of water
temperature on the energy metabolism of S. meleagris. A total of 27 adult jellyfish were exposed
to three water temperatures (18, 23, and 28 °C, n=9 per treatment) under a completely random
design, during 1, 6 and 12 h. Mitochondria were isolated to evaluate their rate of oxygen
consumption. The concentrations of substrates and metabolites such as proteins, glucose,
glycogen, and L-lactate in the jellyfish bell were quantified, while the ATP content was measured
in the isolated mitochondria. Furthermore, the activity of the enzymes citrate synthase in the
mitochondria and L-lactate dehydrogenase (L-LDH) in the bell were evaluated. The increase in
water temperature caused an increase in the rate of mitochondrial oxygen consumption. Changes
in the biochemical composition were detected, showing minor changes in glucose and protein
levels between treatments, glycogen, and ATP were only stable at 23 °C and the L-lactate
concentration changed at all temperatures. The enzymes citrate synthase and L-LDH were
affected by the temperature of the seawater, remaining active in all the treatments and with higher
aerobic activity at 28 °C during the first hours, the energy demand was sustained by the aerobic
and anaerobic pathways. The jellyfish S. meleagris shifts into a metabolic depression state at 18
°C, decreasing its activity to maintain energy reserves. Finally, at seawater temperatures of 18
and 28 °C, there was a tendency to increase energy reserves in the form of glycogen, this response
was faster at 28 than at 18 °C, this is suggested as a protective mechanism which allows the

survival of individuals to face extreme temperatures.

Keywords: Bioenergetics, metabolism, mitochondria, jellyfish, temperature.
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1. INTRODUCCION

A lo largo de la historia evolutiva de la vida, podemos observar cambios entre la gran
diversidad de especies que existen en la actualidad y aquellas que existieron en el pasado. Las
caracteristicas especificas que diferencian a una especie de otra estan en continuo cambio
dependiendo de la presion que el ambiente ejerce sobre ellas. La biologia de los organismos y
los cambios que el ambiente provoca sobre los mismos han sido validados por multiples
herramientas como los estudios bioquimicos que aunados a la evidencia f6sil y a los estudios
biogeograficos y geoldgicos entre otros, permiten establecer las relaciones filogenéticas entre las
especies y los cambios fisiologicos que en ellos promueve la variabilidad ambiental (Curtis et
al.,2011; Lane, 2015).

El planeta desde que se form6 hace 4.6 millones de afios ha pasado por muchos cambios,
incluyendo variaciones en la temperatura ambiental, catdstrofes naturales, extinciones masivas y
aun asi la vida se ha abierto paso. Todos los eventos anteriores mencionados han moldeado a la
tierra de manera gradual, teoria conocida como el “uniformismo” propuesta por James Hutton en
1788 (Curtis et al., 2011). Las especies que aun habitan este planeta han ido continua y
gradualmente adaptandose y sobreviviendo a los cambios ambientales (Arita, 2016). Por otro
lado, también se tiene evidencia de algunas especies cuyos cambios morfoldgicos son minimos
y no son muy diferentes de sus ancestros. Este ultimo es el caso de los cnidarios (medusas,
anémonas de mar y corales), grupo de organismos que aparecieron muy pronto después de las
primeras células animales y se sugiere han permanecido con muy pocos cambios desde su origen
(Scott, 1986).

Dentro del Phylum Cnidaria que comprende alrededor de 9,000 especies vivas con organizacion
tisular basica y simple, se encuentra el orden Rhizostomae que comprende a las medusas con
caracteristicas especificas que las distinguen de los demés ordenes como la carencia de una boca
central y la ausencia de tentaculos en el borde de la campana. Las medusas de este orden pueden
nadar activamente utilizando la musculatura de la region sub-umbrelar (debajo de la campana).
Dentro de este orden podemos ubicar a los géneros Cassiopea, Cephea, Eupilema, Mastigias,
Rhizostoma y Stomolophus spp. (Brusca y Brusca, 2005).

En los ultimos afios el incremento registrado en las poblaciones de medusas a nivel mundial, ha
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promovido el interés cientifico en estas especies y su biologia basica (Williams, 2015). Estudios
poblacionales de diferentes especies de medusas, incluyendo a la medusa bola de canén
Stomolophus meleagris en las costas del Noroeste de México, demuestran que en la ultima década
existe un incremento significativo en la distribucién y abundancia de estos organismos (Lopez-
Martinez y Alvarez-Tello, 2013). Existen registros que muestran como la temperatura de la masa
oceanica ha aumentado 1 °C desde 1880 hasta 2016, y se propone que para 2100 aumentara 2 °C
mas. A la fecha una de las hipotesis que explica los cambios observados en las poblaciones de
medusas establece que el incremento en la temperatura de la masa oceanica que ha generado el
cambio climatico global, es mayormente el factor que modifica la distribucion de las especies y
favorece el crecimiento de sus poblaciones (Goldstein y Steiner, 2019).

Reportes previos indican que la temperatura global de la superficie del planeta ha aumentado en
0.6 °C desde finales de 1950, esto ha provocado un aumento del nivel medio del mar entre 10-
20 cm como consecuencia del derretimiento de los polos (Cubasch et al., 2013) y las
concentraciones de oxigeno disueltas en el agua marina han declinado tanto en el mar abierto
como en las costas, generando un aumento significativo en el nimero de zonas hipdxicas en las
que la vida marina esté en riesgo (Breitburg et al., 2018).

Estudios previos han demostrado que el aumento de la temperatura también promueve en los
organismos que se acelere la tasa metabodlica de manera exponencial (Hill ef al., 2006; Mathews
et al., 2013). La tasa metabolica se conoce como la cantidad de energia utilizada por unidad de
tiempo y generalmente se mide a través de la respiracion o la tasa de consumo de oxigeno de los
organismos (Aljbour et al., 2017). En el caso particular de los organismos poiquilotermos como
las medusas, existe un rango de temperatura dptima en el que cada especie mantiene un estadio
de equilibrio interno en su metabolismo; sin embargo, una vez que se excede el rango de
tolerancia térmica, es posible que la actividad del metabolismo aerébico disminuya (Portner y
Farrell, 2008), seguida de un aumento del metabolismo anaerobico (Gambill y Peck, 2014).
Sabemos que el proceso respiratorio de un organismo se lleva a cabo dentro de la célula,
especificamente en la mitocondria, organulo doble membranoso de gran importancia cuya
funcion principal radica en formar una fuerza impulsora de protones que promueva la sintesis de
ATP (Rich y Marechal, 2010). EI ATP (adenosin trifosfato) es la molécula que guarda la energia
quimica que necesita la célula para funcionar y es el producto final del metabolismo energético

(Mathews et al., 2013). Asi, el metabolismo energético estd definido por todos aquellos procesos
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que se llevan a cabo en la célula para la producciéon de ATP y es en la mitocondria donde se
produce el ~95 % del ATP que la célula necesita para cubrir sus funciones basicas (Diaz, 2010).
En el caso particular de las medusas, se sabe que el aumento de 1 °C en la temperatura del mar
es un factor importante para el proceso de estrobilacion de los polipos, estadios que forman parte
de la fase asexual de reproduccion de estas especies (Rahat y Adar, 1980). Entonces, se sugiere
que es en este punto, donde existe una relacion entre los efectos del calentamiento global y la
apariciéon masiva de nuevas poblaciones de medusas, incluyendo a la especie Stomolophus
meleagris.

A la fecha existe escasa informacion reportada acerca del metabolismo energético y la funcioén
mitocondrial de la medusa bola de cafidon Stomolophus meleagris, y el efecto que los cambios de
temperatura del agua provocan en estas variables. Este es el primer estudio sobre la fase medusa
de S. meleagris que mide la respuesta del metabolismo energético frente a las variaciones en la
temperatura, dado que el estrés por la temperatura del agua por el cambio climatico favorece a la
proliferacion de la medusa S. meleagris.

El objetivo de este estudio es determinar el efecto que la temperatura del agua ejerce sobre la tasa
de consumo de oxigeno mitocondrial de S. meleagris y, los cambios en la concentracion de
metabolitos y composicion bioquimica de sus tejidos. Asi mismo, se pretende identificar y
caracterizar dos enzimas del metabolismo energético central de la medusa, la enzima citrato
sintasa del metabolismo aerobio y la lactato deshidrogenasa del metabolismo anaerobio para
evaluar los cambios de actividad frente al incremento de la temperatura. Lo anterior permitira

generar conocimiento sobre la fisiologia de la especie ante los efectos del cambio climético.

16



2. ANTECEDENTES

2.1. Los Cnidarios, Caracteristicas Generales y Relaciones Filogenéticas

Los cnidarios son invertebrados marinos, cuyo Filo comprende alrededor de 11,000 especies
descritas de medusas, anémonas y corales (Appeltans et al., 2012). El Filo Cnidaria comprende
organismos metazoos diblasticos con organizacidon tisular basica. Su simetria es radial,
conformados principalmente por una campana (umbrela) y tentaculos o brazos orales que
contienen células especializadas llamadas cnidocitos, encargadas de producir toxinas conocidas
como cnidos o nematocistos (Brusca y Brusca, 2005).

Los cnidarios cuentan con una Unica cavidad corporal que deriva del endodermo y una capa
intermedia (mesénquima o mesoglea) derivada del ectodermo. Estos organismos carecen de un
sistema nervioso centralizado, 6rganos respiratorios, circulatorios y excretores diferenciados
(Brusca y Brusca, 2005). Ademaés, cuentan con una cavidad gastrovascular en donde se digieren
los alimentos por medio de enzimas, a través de un mecanismo similar al estomago de los
hominidos (Curtis et al., 2011).

Dentro del Filo Cnidaria y el Subfilo Medusozoa se encuentra el Orden Rhizostomae que incluye
a las medusas que carecen de una boca central, la cual es sustituida por pequenas “bocas”
(ostiolos) que comunican el exterior con un sistema de canales que llevan hacia ocho apéndices
en el interior con forma de brazos. Las medusas de este orden no tienen tentaculos en el borde de
la campana como la mayoria de las especies (Brusca y Brusca, 2005). Dentro de este orden se
encuentra el género Stomolophus, cuya especie Stomolophus meleagris, también conocida como
medusa bola de cafidn, es el objeto del presente estudio. El cuadro 1 muestra la clasificacion

taxondmica de la medusa bola de caiion.
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Reino  Animalia
Phylum Cnidaria
Subphylum Medusozoa
Clase Scyphozoa
Orden  Rhizostomae
Familia Stomolophidae
Género  Stomolophus
Especie  Stomolophus meleagris

Cuadro 1. Clasificacion taxondmica completa de Stomolophus meleagris Agassiz (1862). Tomado y modificado
de Pico-Vargas et al. (2016).

El Filo Cnidaria es un grupo amplio de organismos con diferentes formas y estadios de ciclo de
vida que ocupan gran variedad de habitats. A menudo se hace referencia de ellos como
“organismos simples” cuando realmente esta simplicidad estd basada en malentendidos de su
biologia (Zapata et al., 2015).

Segun el registro fosil del Filo Cnidaria, los primeros organismos se encontraron durante el
periodo Ediacara, en el sur de Australia, hace ~550 millones de afios. Se considera que el origen
de los cnidarios estd muy cercano al origen de los metazoos o primeros animales en la tierra,
ademas, los andlisis filogenéticos recientes confirman que los cnidarios son grupo hermano de
Bilateria cuya aparicion data de hace ~580 millones de afios (Brusca y Brusca, 2005; Dunn et al.,
2014).

La figura 1 muestra el Filo Cnidaria dividido en dos, por un lado la clase Anthozoa y por otro
lado el subphylum Medusozoa con sus clases derivadas. La separacion de estos grupos de
especies emparentadas o clados, se basa en analisis filogenéticos con datos moleculares

respaldados por caracteres morfologicos (Marques y Collins, 2004; Collins ef al., 2006).
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Figura 1. Relaciones evolutivas dentro del phylum Cnidaria, clasificaciéon tradicional. Tomado y modificado
de Zapata et al. (2015).

De acuerdo a estudios anteriores, existe controversia sobre el origen y las relaciones filogenéticas
de los Cnidarios, pues dentro del Subfilo Medusozoa el ordenamiento de los clados que divergen
del mismo no es claro. Se sabe que dentro de este Subfilo se encuentran descritas ~3,700 especies.
Segun Daly et al. (2007), el Subfilo Medusozoa se subdivide en cuatro clases: Staurozoa,
Scyphozoa (medusas verdaderas), Cubozoa (cubomedusas) e Hydrozoa (hidras, hidromedusas y
sifonoforos).

Estudios previos han estimado las relaciones evolutivas que existen entre especies representantes
de la clase Scyphozoa con anélisis bioinformaticos de maxima verosimilitud y bayesiano para
los genes ribosomales 18S y 28S. A la fecha, es el estudio filogenético con mayor peso dentro de
los Scyphozoos, el cual sugiere que la clase Scyphozoa se compone por dos grupos: la subclase
Discomedusae y el orden Coronatae, mismos que son clados hermanos entre si (Bayha et al.,
2010; Helm, 2018). Existe escasa evidencia fosil relacionada con la clase Scyphozoa, sin
embargo, la fauna descrita del periodo pre-cambrico ediacarico incluye formas que se le han
asignado como Scyphozoos, Hydrozoos y Anthozoos (Arai, 1997).

Lo anterior sugiere que las medusas tienen un origen monofilético que data del Ediacara muy al
inicio de la historia evolutiva de los animales (Dunn et al., 2014; Helm, 2018), por lo que su
morfologia y respuestas fisiologicas cuentan con una larga historia de cambios a los que debieron

adaptarse hasta la época actual para sobrevivir y reproducirse.
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2.2 La Medusa Bola de Caiion Stomolophus meleagris

Las medusas del género Stomolophus spp. abundan en las costas del océano Pacifico, del océano
Atlantico y del Golfo de México (Gomez-Aguirre, 1991). La medusa bola de candn Stomolophus
meleagris se encuentra distribuida desde la costa Norte de Sonora hasta las costas de Ecuador en
América del Sur. Dada la naturaleza de su ciclo de vida las medusas son estacionales, presentan
abundancia maxima durante la primavera y verano, mismas estaciones en las cuales el
zooplancton del cual se alimentan es mas abundante (Mills, 2001).

Se considera a la medusa bola de cafiéon un depredador importante en la cadena tréfica del
ambiente que habita, suele ser carnivora y tiene preferencia por un tamafio especifico de presas,
las medusas de mayor tamafio consumen presas mas grandes (Purcell y Arai, 2001). Ademas de
alimentarse de zooplancton, la dieta de S. meleagris también incluye huevos de peces, sin
embargo, la preferencia por este alimento se le relaciona con la gran disponibilidad del mismo
en la bahia de Chesapeake en el Sur de Virginia, Estados Unidos (Purcell et al., 1994). Otros
estudios también han reportado que las medusas pueden ingerir larvas de gasteropodos y
copépodos (Larson, 1991; Puente-Tapia, 2009).

Respecto a las condiciones ambientales Optimas para el desarrollo de la medusa Stomolophus
meleagris se han reportado: una temperatura de 22.5°C, salinidad del agua de 36 ppm,
concentraciones de oxigeno disuelto de 4.9 a 8.6 mg/L y un pH de 8.3 (Carvalho, 2009).

La medusa bola de candn S. meleagris es tacil de reconocer dada la forma de bola y coloracion
azul con las que cuenta, aunque existen variedades de colores café y blanco. El tamafio de la
medusa bola de cafion puede alcanzar los 20 cm de longitud y cuenta con una cubierta en forma
de paraguas (campana o umbrela). Debajo de la campana se encuentran unos tallos rugosos con
un orificio central denominados: brazos orales, cuyo nombre se debe a la funcién de atrapar e
introducir el alimento hacia la boca. Su desplazamiento consiste en las contracciones producidas

por el borde de la campana (Lopez-Martinez y Alvarez-Tello, 2013).
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2.2.1 El Ciclo de Vida de las Medusas

La figura 2 muestra el ciclo de vida de S. meleagris que inicia desde la fase medusa adulta, en la
cual se da la reproduccion sexual por medio de la liberacion de gametos, tanto del macho como
de la hembra al medio marino y la fecundacion es externa. El gameto fertilizado desarrollara una
larva ciliada de vida libre conocida como “planula”, que nada para adherirse al bentos y
posteriormente transformarse en un “p6olipo” o “escifostoma”, ya en esta etapa se fija en un
sustrato donde alcanza su maximo estado de madurez, si las condiciones del ambiente no son
propicias, este puede reproducirse por via asexual formando podocistos, mismos que daran
origen a un nuevo escifostoma con la misma informacion genética pero con mayor capacidad de

resistir eficientemente a las presiones ambientales (Cargo y Schultz, 1996).

Medusa

Gameto

\ Plinula

Escifostoma
juvenil

- N Escifostoma
Jjuvenil maduro

Figura 2. Ciclo de vida de Stomolophus meleagris. Tomado de Calder (1982).

Cuando las condiciones del ambiente son Optimas para el escifostoma, se inicia el proceso de
“estrobilacion”, por lo que el organismo ahora se denomina “estrébilo”. Por medio de los

procesos de segmentacion y metamorfosis, la estrobilacion tiene como resultado la produccion
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de organismos de vida libre conocidos como “éfiras” a partir del estrobilo (Spangenberg, 1968).
Es posible que a partir de cada estrobilo se generen una o més éfiras y finalmente, la base del
estrobilo vuelve a su tamafio normal como escifostoma, mismo que es capaz de repetir la
estrobilacion. Finalmente es la éfira quien se desarrollard en una medusa adulta y el ciclo se repite

(Calder, 1982).

2.2.2 Las Medusas y el Cambio Climatico

Debido a la evidente tendencia del calentamiento global, el incremento de la temperatura en el
mar es uno de los fenomenos mas estudiados (Purcell, 2005). Una gran variedad de estudios han
determinado que los cambios en la temperatura y la salinidad del océano, afectan directamente
los procesos fisiologicos de los organismos que ahi habitan. La temperatura es ademas un factor
determinante que produce cambios importantes en el metabolismo y la reproduccion (Kinne,
1971).

Recientemente en varios lugares del mundo, incluyendo las costas mexicanas, se han reportado
aumentos en la distribucion de poblaciones ya existentes de medusas y la aparicion de
poblaciones nuevas (Lopez-Martinez y Alvarez-Tello, 2013). Lo anterior se ha atribuido al
aumento de la temperatura del agua y al factor antropogénico (Curtis et al., 2011), pues se ha
logrado establecer una relacion entre las variaciones climaticas y el tamafio de las poblaciones
de medusas que por sus repentinas apariciones masivas impactan de manera negativa a
pescadores y nadadores.

Estudios previos sobre la relacién del cambio climatico con el tamafio de las poblaciones de
medusas destacan que la temperatura tiene mayor efecto sobre el tamafio de la poblacion y la
reproduccion asexual de las mismas (Dawson y Hammer, 2009). Las temperaturas mas céalidas
se encuentran asociadas con una mayor abundancia de especies de medusas.

Actualmente se cuenta con un registro de las ultimas décadas que demuestra cambios en las
condiciones de las aguas costeras debido a las actividades humanas, mismas que podrian

beneficiar a las poblaciones de cnidarios sobre los peces. A pesar de que la eutrofizacion, la pesca
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y la acuicultura tienen un efecto negativo en la mayoria de especies marinas, estas actividades
humanas favorecen las apariciones masivas de poblaciones de medusas (Purcell et al., 2007).
La eutrofizacion se refiere al aumento de nutrientes y turbidez en las areas costeras por actividad
antropogénica. El aumento de nutrientes a menudo conduce a una mayor biomasa en todos los
niveles troficos (Daskalov, 2002). Asi, una mayor cantidad de alimento disponible para pdlipos
y medusas aumenta su tasa reproductiva (Lucas, 2001; Stibor y Tokle, 2003). La eutrofizacién
también reduce la claridad del agua y la penetracion de la luz, lo que beneficia a los depredadores
no visuales (medusas) contra aquellos visuales (peces) (Eiane ef al., 1999).

Por otra parte, la pesca acta a favor de las poblaciones de cnidarios mediante la eliminacion de
sus depredadores, pues la pesca de otras especies consumidoras de zooplancton elimina la
competencia por el alimento, quedando mayor cantidad de alimento disponible para las medusas,
puesto que las dietas de peces zooplanctivoros y medusas coinciden en espacio y tiempo (Arai,
2005; Purcell y Sturdevant, 2001).

La acuicultura también beneficia involuntariamente a las poblaciones de medusas. Como se
mencion6 anteriormente, debido a la acuicultura se presenta el efecto de eutrofizacion por la
adicion del alimento a los cultivos. Ademas, las estructuras que se instalan para los cultivos sirven
de sustrato adicional donde las planulas pueden adherirse y producir pdlipos (Lo et al., 2008).
Debido al éxito comercial que tiene la produccion de medusas en paises como China y Malasia,
existen programas dedicados al incremento de las poblaciones de medusas (Anoénimo, 2004; Liu

y Bi, 2006).

2.3 La Fisiologia y el Metabolismo Energético de los Organismos

Los animales obtienen nutrientes del ambiente que utilizan para sobrevivir, metabolizarlos y
hacer uso de sus productos en procesos celulares. Los nutrientes se obtienen por el alimento y
son necesarios para mantener la composicion quimica celular (Hill ez al., 2006). En los sistemas
vivos, la energia necesaria para las reacciones de biosintesis viene de la oxidacién de materia
organica, ya que en los organismos aerobios, el oxigeno es el aceptor final de electrones,

quedando reducido al final durante la produccion de energia quimica por un proceso llamado
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fosforilacion oxidativa que se lleva a cabo en las mitocondrias de cada célula (Mathews et al.,
2013).

La célula transforma la energia de los alimentos en energia quimica en forma de ATP (adenosin
trifosfato). El metabolismo energético es una serie de procesos intracelulares que llevan a cabo
la generacion de energia quimica. Asi, la tasa metabolica de los organismos resulta de la
velocidad de consumo de energia quimica por unidad de tiempo (Mathews et al., 2013). Las dos
rutas metabolicas que se interconectan para producir la energia en la célula se distinguen una de
otra por su dependencia del oxigeno, siendo el metabolismo aerobio oxigeno-dependiente,
mientras que el metabolismo anaerobio se lleva a cabo en ausencia de oxigeno (Arai, 1997); estas
dos vias metabdlicas principales estdn presentes en organismos ancestrales en la linea evolutiva
como los invertebrados (Hochachka, 1991). En el caso de la medusa bola de cafion es escasa la
informacion referente a su metabolismo energético, mismo que es de interés conocer para
explicar y comprender su fisiologia y como ésta le permite sobrevivir frente a los cambios del

ambiente que la rodea.

2.3.1 La Mitocondria y su Funcion en la célula

Las mitocondrias son organelos celulares en forma de cilindros alargados que ocupan un volumen
considerable del espacio citoplasmatico de la célula (hasta el 20 % en células hepaticas); su
didmetro esta entre 0.5 y 1 um y cuentan con una doble membrana altamente especializada que
diferencia dos espacios, la matriz mitocondrial y el espacio intermembranal (Alberts et al., 2008).
En la membrana mitocondrial externa (MME) se encuentran proteinas porinas, que fungen como
canales que atraviesan la bicapa lipidica externa permitiendo el paso de moléculas menores a
5,000 daltones y agua. La membrana mitocondrial interna (MMI) por su parte, es altamente
especializada, contiene fosfolipidos como la cardiolipina, que le confiere la capacidad de ser
impermeable a los iones. Ademds de la bicapa lipidica, la MMI cuenta con proteinas
transmembranales que permiten el transporte de moléculas especificas de y hacia la matriz

mitocondrial; varias de estas proteinas forman los complejos enzimaticos multiméricos que
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actuan en la cadena transportadora de electrones y la fosforilacion oxidativa, proceso por el cual
se genera la mayor parte del ATP celular (Low, 1956; Ryan y Hoogenraad, 2007).

Se ha reportado que mediante los procesos de adaptacion de los organismos a un ambiente que
se encuentra en constante cambio, también la mitocondria ha experimentado cambios
considerables en los organismos eucariotas, desde su origen endosimbiotico hace alrededor de 2
mil millones de afios cuando las concentraciones de oxigeno en la atmdsfera alcanzaron su mayor
nivel, hasta la fecha (Martinez-Cruz et al., 2012). Sin embargo, durante el proceso de adaptacion
al ambiente, existen moléculas y procesos metabolicos mitocondriales cuyas caracteristicas al
parecer son altamente conservadas, tal es el caso de las enzimas y rutas metabdlicas que
participan en el proceso de generacion de energia en presencia o ausencia de oxigeno (Boore,
1999). Los estudios sobre la funcion mitocondrial de las medusas scyphozoos son limitados, se
desconoce como es que responden a los cambios ambientales, y cual es su respuesta ante las

variaciones de la temperatura.

2.3.2 Las Rutas Metabdlicas Aerobia y Anaerobia

Algunos organismos vivos cuentan con habilidades para sobrevivir en ambientes con bajos
niveles de oxigeno, o incluso en ausencia del mismo. Existen microorganismos que sobreviven
y crecen en un medio anaerobio, obteniendo la energia necesaria para cubrir la demanda
metabolica a partir de procesos en los cuales no interviene el oxigeno como la fermentacion
(Soldatov et al., 2010). Asi como las bacterias, las células animales pueden reducir el piruvato a
lactato por un proceso denominado glucdlisis anaerobia, mecanismo que se activa cuando la
produccion de piruvato se da con mayor rapidez que la oxidacion del mismo mediante el ciclo
de Krebs y/o en ausencia de oxigeno (Mathews et al., 2013).

De acuerdo a estudios previos, la glucdlisis es una ruta metabodlica ancestral que probablemente
apareci6 antes de que los primeros organismos fotosintéticos conocidos comenzaran a aportar O
a la atmosfera del planeta. De modo que la glucdlisis funciond inicialmente en ausencia de
oxigeno. La conversion de glucosa en piruvato conlleva la reduccion de dos NAD" a NADH;

para que la ruta actie en condiciones anaerobias, el NADH debe reoxidarse y volver a su forma
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de NAD' transfiriendo sus electrones a un aceptor electronico y poder mantener en la célula los
niveles de NAD" y repetir el ciclo si la célula lo requiere. La ruta del acido lactico o glucdlisis
anaerobia conlleva la produccion de dos moléculas de ATP vy, es la principal opcion de las
bacterias anaerobias con el fin de utilizar el NADH para reducir el piruvato a lactato, reaccion
catalizada por la enzima lactato deshidrogenasa (LDH) (Mathews et al., 2013).

A diferencia del metabolismo anaerobico, el metabolismo de los organismos aerobios requiere
del oxigeno como ultimo aceptor de electrones dada su gran afinidad por los mismos, fungiendo
como agente oxidante (Mathews et al., 2013). La atmosfera se compone por una mezcla de
diferentes gases entre los cuales se encuentra el oxigeno en su forma O», el carbono como CO2 y
el hidrogeno en H>O (formas energéticamente mas estables). De esta manera, una célula es capaz
de producir energia a partir de aztcares y otras moléculas orgéanicas siempre y cuando sus atomos
de hidrégeno y carbono se combinen con el oxigeno, proceso al cual se le denomina como
respiracion (Alberts et al., 2008). Se sabe que, asociado a la disminucién de la actividad
metabolica aerobia, hay un aumento del metabolismo anaerobio (Gambill y Peck, 2014). Aljbour
et al. (2018) reportaron que el metabolismo de la medusa Cassiopea sp. tiende por la produccion
de energia a través de la via anaerdbica en organismos expuestos a contaminacion del agua por
metales pesados, pudiendo mantener su demanda energética ante condiciones desfavorables. Por
otro lado, un estudio de termotolerancia con Cassiopea sp. muestra un aumento de la via

anaerobica cuando los organismos se exponen a temperaturas frias (Aljbour ef al., 2019).

2.3.3 La Glucdlisis y el Ciclo de Krebs

La oxidacién de la glucosa se lleva a cabo en el citoplasma por un proceso llamado glucolisis,
este mecanismo produce dos moléculas de NADH (nicotidamida adenina dinucleétido en su
estado reducido), dos ATP y dos moléculas de piruvato. El piruvato entra a la matriz mitocondrial
donde serd oxidado a acetil-coenzima A (Acetil CoA), éste Gltimo pasa por una reaccion de
condensacion con el oxaloacetato para formar citrato, primera reaccion del ciclo del acido citrico
(ciclo de Krebs). El citrato y todos los productos del ciclo de Krebs al final se oxidaran

produciendo dioxido de carbono y agua, ademés de seis moléculas de NADH, dos de FADH»
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(flavin adenin dinucledtido en su forma reducida) y dos de guanina trifosfato (GTP) que sera
metabolizado para formar ATP. Las moléculas con capacidad reductora y el succinato
(intermediario del ciclo de Krebs) cumplirdn un papel importante en la cadena respiratoria

mitocondrial, especificamente en los complejos [ y II (Rich y Marechal, 2010).

2.3.4 La Cadena Transportadora de Electrones y la Fosforilacion Oxidativa.

La figura 3 muestra en la membrana mitocondrial interna (MMI) los complejos enziméticos de
la cadena respiratoria y el complejo V de la fosforilacion oxidativa. Como se menciono
previamente, el NADH y el FADH en presencia de succinato, alimentan la cadena de transporte
de electrones en la MMI; los complejos transportan electrones de manera secuencial del I al IV,
a la par que bombean protones desde la matriz mitocondrial hacia el espacio intermembrana
generando un gradiente de protones que es indispensable para que el complejo V (ATP sintasa)

lleve a cabo la fosforilacion oxidativa o sintesis de ATP (Cardol et al., 2005).

DAV ATV AT MMM

.. H
|Espac1o mtermemhranal H* H* H* HY g +
H H H

H+ H+ H+ H+ H+ H+

W 2 DIV

g 0

ADP + P; ATP

Figura 3. Complejos enzimaticos involucrados en la cadena transportadora de electrones y la fosforilacion
oxidativa. MME: Membrana mitocondrial externa; MMI: Membrana mitocondrial interna. Modificado de
Whitehouse et al. (2019).
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Los cuatro complejos enzimaticos de la cadena transportadora de electrones en las mitocondrias
de los mamiferos se conocen como: NADH deshidrogenasa (complejo I), succinato coenzima Q
reductasa (complejo II), citocromo reductasa (complejo III) y citocromo ¢ oxidasa (complejo IV)
(Ryan y Hoogenraad, 2007). Los complejos se conectan transfiriendo electrones de uno al otro
haciendo uso de la ubiquinona (UQ) como intermediario y del complejo IV como el que cataliza
la donacién final de electrones al oxigeno formando agua. Se sabe que por cada dos electrones
que pasan desde el NADH hasta el oxigeno para producir una molécula de agua, se libera un total
de diez protones en el espacio intermembrana (Figura 3; Whitehouse et al., 2019).

El complejo V o “FoF1-ATP-sintasa” (EC 3.6.3.14), es el complejo multimérico que cataliza la
fosforilacion del ADP con fosfato inorganico utilizando el gradiente electroquimico que se
genero por accion de la cadena transportadora de electrones (Mueller et al., 2004). La ATP-
sintasa es una maquina giratoria compuesta por dos rotores conocidos como el dominio Fo
(hidrofébico) que atraviesa la membrana mitocondrial interna y el dominio F; (hidrofilico) que

sobresale hacia la matriz mitocondrial (Figura 4; Whitehouse et al., 2019).

Espacio intermembrana

Membrana mitocondrial interna F
0

Matriz

F,

ATP

-
Figura 4. Estructura molecular de la ATP-sintasa de bovino (PDB ID: 5SARA). Tomado y modificado de
Whitehouse et al. (2019).

La union de ADP + Pi (Fosforo inorgédnico) promueve la sintesis del ATP y su posterior

liberacion a la matriz mitocondrial en donde juega un papel esencial en la produccion de energia
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que cada organismo requiere para cumplir sus funciones, siendo esta una funcion muy

conservada entre los organismos (Martinez-Cruz, 2011).

2.4 Las Medusas, la Temperatura y la Respuesta Metabdlica

Las medusas son organismos poiquilotermos ya que su temperatura corporal depende
directamente de la temperatura ambiental; son incapaces de regular su temperatura interna
generando una diferencia con la del ambiente. En estos organismos, existe un rango de
temperatura para cada especie en el cual funcionan de manera 6ptima y menos 0ptima conforme
se aproximan a los extremos del mismo, inclusive llegan a detener el metabolismo aerobio
cuando se acercan demasiado a los limites térmicos (Pdrtner y Farrel, 2008). La temperatura es
uno de los factores principales que generan grandes cambios en el metabolismo de los
organismos, desencadenando diferentes respuestas que mantengan la demanda energética
requerida para soportar el estrés por temperatura (Hill ez al., 2006). A pesar de lo anterior es poca
la informacion sobre la respuesta metabdlica ante los cambios de la temperatura del medio en S.

meleagris, siendo de interés su estudio para el entendimiento de la biologia de la especie.

2.4.1 Efecto del Incremento de la Temperatura en la Biologia de la Medusa Cassiopea sp.

Existen muy pocos estudios relacionados con el entendimiento de los procesos bioenergéticos de
la medusa frente a los cambios en la temperatura del agua. En el estudio realizado por Aljbour et
al (2017) con la medusa del género Cassiopea sp. se reportaron mediciones de la eficiencia
enzimatica en funcién de la actividad del sistema de transporte de electrones (ETS por sus siglas
en inglés) frente a los cambios en la temperatura, mostrando como resultado un incremento en la
actividad del ETS en las medusas que fueron expuestas a una temperatura de 32°C por un periodo
de 2 h, ademas, observaron que medusas expuestas a la misma temperatura durante dos semanas

no demostraron cambios significativos respecto al grupo control. Otros resultados del mismo
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estudio demostraron que a mayor temperatura la medusa Cassiopea sp. aumentd su masa
corporal, redujo su consumo de energia aerobica y presentd una reduccion en el contenido de
proteina en los brazos orales, a diferencia de lo anterior, a temperaturas bajas hay una pérdida de
masa corporal, no hay cambio significativo en el metabolismo aerdbico y hay un aumento en el
contenido de proteina (Aljbour et al., 2017).

En otros estudios con Cassiopea sp. frente a estrés oxidativo causados por la contaminacion con
metales en el agua se report6 una alta actividad de la enzima lactato deshidrogenasa (LDH) y una
baja en el radio piruvato cinasa PK/LDH; los autores sugirieron que estas medusas tienen una
mayor dependencia del metabolismo anaerobico para producir la energia requerida que sostenga
la demanda metabdlica. Ademas, observaron que hubo una disminucion significativa en el
contenido de proteinas de los tejidos, lo cual sugiri6 que la medusa consume sus propias proteinas
para utilizarlas como fuente alternativa de energia con el objetivo de satisfacer las demandas
energéticas necesarias para la desintoxicacion inducida por los contaminantes (Aljbour ef al.,
2018).

Investigaciones mas recientes realizadas por Aljbour ef al. (2019) mostraron un incremento en el
consumo de energia, estrés oxidativo y reduccion de la masa corporal de medusas Cassiopea sp.
mantenidas a baja temperatura de manera cronica (20 °C durante 2 semanas); revelando que esta
medusa fue afectada negativamente por la disminucion de la temperatura en el medio presentando
deformidades al principio y concluyendo en la muerte de los individuos. Los estudios existentes
concluyen que Cassiopea sp. podria ser una especie de medusa favorecida por el aumento en la
temperatura del mar, consiguiendo incrementar su distribucion y el tamafio de sus poblaciones,
sin embargo, aun se desconocen muchos aspectos fisiologicos y bioquimicos de la respuesta de
estas especies a las variaciones de la temperatura (Aljbour et al., 2019).

Actualmente son escasos los reportes acerca del metabolismo energético de la medusa bola de
canon Stomolophus meleagris, y el efecto que la variacion de la temperatura del agua provoca en
la tasa metabolica de esta especie. Los estudios mencionados anteriormente tienen en comuin que
la medusa Cassiopea sp. se encuentra en estrés ante la disminucion de la temperatura, siendo mas
tolerante ante el incremento de la misma, ademas, a temperaturas mas calidas no se muestra un
aumento significativo de sus reservas energéticas (Aljbour et al., 2017; Aljbour et al., 2018;

Aljbour et al., 2019).
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En las costas del Pacifico mexicano se han confirmado las apariciones masivas de poblaciones
de Stomolophus meleagris y existe evidencia clara del calentamiento del mar como consecuencia
del calentamiento global y del efecto indirecto que las actividades humanas generan en la
proliferacion de las medusas. Lo anterior hace necesario abordar el estudio de esta especie y
ampliar el conocimiento desde su biologia basica y tratar de entender algunas de las respuestas
fisiologicas del organismo al cambio en la temperatura y como éste factor afecta el metabolismo
y la bioenergética de esta especie. Mediante el presente estudio se pretende conocer la respuesta
del metabolismo energético de la medusa bola de cafidon en funcion de sus mitocondrias y la tasa
respiratoria de las mismas por unidad de tiempo; se tiene ademds como objetivo, cuantificar
metabolitos y sustratos involucrados en el metabolismo energético a partir de tejido de campana
(proteina, glucosa, L-lactato y glucogeno) y extracto mitocondrial (ATP) de medusas expuestas
a diferentes temperaturas, asi como evaluar la actividad de enzimas involucradas en el
metabolismo aerobio (citrato sintasa) y anaerobio (lactato deshidrogenasa). Todos estos
resultados proveeran informacion suficiente para un mejor entendimiento del metabolismo

energético de S. meleagris durante los cambios de la temperatura del medio.
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3. HIPOTESIS

El estrés térmico promueve en Stomolophus meleagris, un incremento en la tasa
respiratoria mitocondrial, cambios significativos en su composicion bioquimica y la afecta la

actividad de enzimas involucradas en el metabolismo energético.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo General

Evaluar los cambios que ocurren en el metabolismo energético de la medusa bola de cafion

Stomolophus meleagris en respuesta a las variaciones de la temperatura del medio.

4.2 Objetivos Especificos

1. Evaluar la tasa de consumo de oxigeno a partir de mitocondrias aisladas de la medusa
Stomolophus meleagris expuesta a diferentes temperaturas.

2. Cuantificar metabolitos y sustratos involucrados en el metabolismo energético de la
campana (proteina, glucosa, glucogeno y L-lactato) y del extracto mitocondrial (ATP) de
la medusa frente a variaciones de la temperatura.

3. Identificar y evaluar la actividad enzimatica a diferentes temperaturas de las enzimas
citrato sintasa y L-lactato deshidrogenasa, involucradas en el metabolismo aerobio y

anaerobio.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1 Evaluacion del Metabolismo Energético de Stomolophus meleagris

5.1.1 Bioensayo del Efecto de la Temperatura

Se realiz6 un bioensayo en las instalaciones del Centro de Investigacion en Alimentacion y
Desarrollo, A.C., situado en la ciudad de Hermosillo, Sonora. Un total de 27 medusas adultas de
la especie Stomolophus meleagris con una talla promedio de 4.5 cm, fueron muestreadas de la
laguna las Guéasimas, Sonora (27°51'38.1"N 110°34'32.5"W), para transportarlas al Laboratorio
de Bioenergética y Genética Molecular del Centro de Investigacion en Alimentacion y Desarrollo
unidad Hermosillo. Los organismos se aclimataron durante 10 dias en tinas de 20 L en
condiciones constantes: 20 °C de temperatura del agua, oxigeno disuelto de 5 mg/L, recambio
diario de agua y alimentadas diariamente con Artemia spp.

Los organismos fueron ayunados 24 h antes del bioensayo y se distribuyeron aleatoriamente en
nueve acuarios con un volumen de 20 L de agua salada cada una, conteniendo tres medusas por
acuario. Tres acuarios (n=3) fueron asignados a una de tres temperaturas de acondicionamiento
o tratamientos experimentales: 18, 23 y 28 °C. Se control6 la concentracion de oxigeno disuelto
en el agua (5 mg/mL) a lo largo del bioensayo. Una vez que las medusas se aclimataron, se ajusto
la temperatura al valor especifico para cada tratamiento: las tinas de 18 °C se colocaron en un
cuarto frio para bajar la temperatura del agua, mientras que las tinas de 23 y 28 °C contaban con
calentadores sumergibles cada una para alcanzar y mantener las temperaturas mencionadas.
Una hora después de establecidas las temperaturas en las tinas de cada grupo se tomo la primera
muestra, seguido de otros dos muestreos a las 6 y 12 h de exposicion. En cada muestreo se tomo
una medusa de cada tina y de cada temperatura. Las medusas muestreadas en cada tiempo se
disectaron individualmente, una mitad de la campana se congel6 a -20 °C para analisis posteriores

al bioensayo y el resto del organismo fue utilizado para el aislamiento de mitocondrias.
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5.1.2 Aislamiento de las Mitocondrias de Stomolophus meleagris

Se aislaron mitocondrias de la campana y brazos orales de cada organismo muestreado a su
respectivo tiempo y temperatura, para comenzar con el aislamiento de las mitocondrias por el
método de centrifugacién diferencial modificado de Rodriguez-Armenta et al. (2018). Se
utilizaron 35 g de tejido y 400 mL de buffer de extraccion 1 en frio (sacarosa 0.125 M, sorbitol
0.375 M, KCI1 150 mM, EGTA 1 mM, BSA 0.5 %, K-HEPES 20mM, a pH 7.5). La mezcla fue
homogenizada y filtrada por gravedad a través de dos capas de gasas y el filtrado se centrifugé a
5,000 rpm por 10 seg a 4 °C para separar los restos celulares en el pellet y las mitocondrias en el
sobrenadante. La fraccion mitocondrial o sobrenadante se centrifug6 a 12,000 rpm por 15 min a
4 °C. El precipitado resultante fue resuspendido en 20 mL de buffer de extraccion 2 (sacarosa
0.125 M, sorbitol 0.375 M, KCI1 150 mM, EGTA 0.025 mM, K-HEPES 20 mM, a pH 7.5) para
ser centrifugado a 3,000 rpm por 5 min a 4 °C; el sobrenadante se recuperd y se almacend en
frio, mientras que el pellet fue resuspendido en 10 mL de buffer de extraccion 2 para pasar por
una centrifugacion mas en las ultimas condiciones mencionadas. El ultimo sobrenadante
recuperado se mezcld con el almacenado anteriormente y ésta mezcla resultante se centrifugd a
12,000 rpm por 15 min a 4 °C. Por tltimo, la fase liquida fue desechada y el pellet que contenia

las mitocondrias se resuspendio en 0.5 mL de buffer de extraccion 2.

5.1.3 Cuantificacion de la Proteina Soluble de las Mitocondrias Aisladas

La concentracion proteica de los extractos mitocondriales fue evaluada por el método de
Bradford (1976) el cual consiste en la formacidon de un complejo entre el colorante azul de
Coomassie G-250 y las proteinas contenidas en el extracto, complejo cuya absorbancia se detecta
a los 595 nm.

Previo a la cuantificacion se construy6d una curva de calibracion partiendo de una concentracion
inicial de albumina de suero bovino (BSA, por sus siglas en inglés) de 2 mg/mL, a partir de la

cual se realizaron seis diluciones seriadas (1:2) con agua milli Q, quedando las siguientes
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concentraciones finales: 2, 1.3, 1, 0.5, 0.25, 0.125 y 0.0625 mg/mL. Posteriormente de cada
dilucion se tomaron 5 pL y se le adicionaron, 45 pL. de agua milli Q y 250 puL de reactivo
Bradford. Cada dilucion se midio por triplicado a una longitud de onda de 595 nm en un lector
de microplacas iMark (BioRad, E.U.).

Para la cuantificacion de proteinas solubles totales de las muestras se realizaron diluciones 1:40
(39 pL de agua milli Q y 1 pL de extracto mitocondrial) y se le adicionaron 2 pL de Triton 1 %.
Las reacciones se prepararon en una microplaca con 5 uL de las diluciones, 45 pL de agua milli
Q y 250 pL de reactivo Bradford por triplicado. La microplaca con las reacciones cargadas se
dej6 incubando durante 5 min a temperatura ambiente para entonces medir la absorbancia en el

equipo lector de microplacas iMark (BioRad, E.U.) a 595 nm.

5.1.4 Medicion de la Tasa de Consumo de Oxigeno Mitocondrial

La tasa de consumo de oxigeno mitocondrial fue evaluada con un respirdmetro conectado a un
electrodo tipo Clark (Strathkelvin 782 System, U.K.) para detectar el nivel de oxigeno consumido
por las mitocondrias en cada reaccion y se realizaron trazos del cambio en el nivel de oxigeno
disuelto en cada reaccion respecto al tiempo (Chance y Williams, 1995).

Cada reaccion incluyo6 200 pg de proteina soluble mitocondrial, 4 uL de buffer de fosfato (fosfato
de sodio dibasico 500 mM vy fosfato de sodio monobasico 500 mM), 4 L de succinato (10 mM)
como sustrato respiratorio, I pL de cloruro de magnesio (1 mM) y buffer de respiracion (sacarosa
62.5 mM, sorbitol 187.5 mM, KCl 75 mM y HEPES 10 mM) para alcanzar un volumen final de
200 pL.

El tiempo de cada reaccion se extendid hasta que se generd una pendiente representativa del
consumo de oxigeno en cada estado evaluado. Se evalud el estado IV o no fosforilante en
ausencia de adenosin difosfato (ADP) y el estado III fosforilante, en presencia de ADP (0.3 uM).
Al final de la medicion se adiciond carbonilcianuro-p-trifluorometoxifenilhidrazona (FCCP 0.75
uM) como agente desacoplante de las mitocondrias para comprobar su estado previo acoplado y
cada medicién se realizd por duplicado. Posteriormente se calculo el coeficiente respiratorio

(CR), el cual es indicador del grado de desacoplamiento mitocondrial. E1 CR se define como un
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cociente del estado III mitocondrial entre el estado IV y un resultado <1 sugiere que la cadena de
transporte de electrones y la fosforilacion oxidativa en la membrana mitocondrial interna se
encuentran desacopladas, de manera que no habria produccion de energia por la via aerobica

(Brand y Nicholls, 2011).

5.2 Cuantificacion de los Metabolitos y Sustratos Involucrados en el Metabolismo Energético

de Stomolophus meleagris

Para la cuantificacion de los diversos metabolitos y sustratos de la campana de las medusas
expuestas a las diferentes temperaturas, se disectaron 100 mg de tejido de campana de cada
organismo y se colocaron en microtubos de 1.7 mL para las distintas determinaciones
incluyendo: proteinas solubles totales, glucosa, L-lactato, glucogeno. Por su parte, para la
determinacion del contenido de ATP mitocondrial se partid de 1 mg/mL de proteina de la fraccion

mitocondrial aislada de cada muestra.

5.2.1 Cuantificacion de Proteinas Solubles Totales en la Campana de Stomolophus

meleagris

Se prepararon homogenizados de tejido con 100 mg de tejido de campana de cada medusa del
bioensayo. La preparacion se realizo en frio, utilizando tijeras de diseccion para cortar, macerar
y liberar los componentes celulares. Después se anadieron 300 pL de agua milli Q, repitiendo el
proceso de homogenizado con tijera y finalmente se utiliz6 un homogenizador con pistilo. La
mezcla resultante se centrifugd a 12,000 rpm por 10 min a 4 °C, recuperando el sobrenadante en
un microtubo de 1.7 mL y se almacend en frio. La concentracion de proteinas solubles totales se
evalud usando el método reportado por Bradford (1976) descrito en el apartado de cuantificacion

de proteinas solubles totales de las mitocondrias aisladas.
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Para la cuantificacion de las muestras de tejido se utilizaron 50 pL de tejido homogenizado y 250
uL de reactivo Bradford para cada reaccion. Se incluyd un blanco en el cual sustituy6 el volumen
de homogenizado de tejido por agua milli Q. Las reacciones se incubaron durante 5 min a
temperatura ambiente y posteriormente se midid la absorbancia por triplicado a 595 nm en un

lector de microplacas iMark (BioRad, E.U.).

5.2.2 Cuantificacion de Glucosa en la Campana de Stomolophus meleagris

La concentracion de glucosa de cada muestra del bioensayo se evaludé con el protocolo
modificado descrito en el kit Glucose GOD-PAP de la casa comercial Randox, la cual se basa en
dos reacciones acopladas. Primero la enzima glucosa oxidasa en presencia de agua y oxigeno
degrada a la glucosa dispuesta en la muestra produciendo 4cido glucénico y peroxido de
hidrégeno. Después, el perdxido de hidrogeno resultante reacciona con la enzima peroxidasa en
presencia de 4-aminofenazona y fenol para producir 4 H,O y el cromo6geno quinoneimina, mismo
que se detecta a una densidad optica de 490 nm.

Para las determinaciones se utilizé una solucion estandar de glucosa del kit con una concentracion
de 5 mg/mL y un blanco que sustituye el volumen de la muestra por agua milli Q. Para las
muestras cada reaccion incluyd 60 uL de extracto de tejido homogenizado (homogenizado como
se describid para la cuantificacion de proteinas solubles totales) y 200 pL del reactivo R1 del kit.
La reaccion se midid espectrofotométricamente a 490 nm en un lector de microplacas iMark

(BioRad, E.U.) y cada muestra fue evaluada por triplicado.

5.2.3 Cuantificacion de Glucdgeno en la Campana de Stomolophus meleagris

La cuantificacion de glucogeno se realizd en el laboratorio de virologia del Centro de
Investigaciones Biologicas del Noroeste (CIBNOR) unidad Hermosillo, mediante el método

reportado por Van Handel (1965) en donde los polisacéridos totales de la muestra se degradan a
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sus mondmeros por accion del calor y del pH 4cido que genera el 4cido sulfirico (H2SOs)
hidrolizando los enlaces del polimero. Los mondmeros actiian en una reaccion de condensacion
con el reactivo antrona, generando un cromogeno verde-azulado cuya absorbancia se detecta a
una longitud de onda de 620 nm.

Para la cuantificacion se construyd una curva estandar partiendo de una concentracion inicial de
glucosa de 2 mg/mL. Se prepar6 una dilucion serial (1:10) con 4cido tricloroacético al 20 %
(TCA, por sus siglas en inglés), quedando las concentraciones finales en 2, 0.2, 0.02, 0.002,
0.0002, 0.00002 y 0.000002 mg/mL. De cada dilucién se tomaron 0.1 mL y se adicion6 1 mL de
antrona al 0.1 %, la mezcla fue incubada a 90 °C por 5 min. Por ultimo, las reacciones pasaron
por una incubacion en hielo de 1 min y se determino la absorbancia a 620 nm por triplicado.
Para cuantificar el glucogeno, se homogenizé mecanicamente 100 mg de tejido de campana en
300 pL de agua milli Q, adiciondndole 300 pL. de TCA al 20 %. La solucion resultante se mezclo
por inversion manual de los tubos y posteriormente se centrifugd a 3,600 rpm por 10 min a 4 °C.
Se recuperd el sobrenadante (~300 mL) para transferirlo a un tubo estéril. Después, para
precipitar el glucogeno, se tomo una alicuota de 100 mL del sobrenadante y se le adiciond 2 mL
de etanol absoluto frio para centrifugarlo de nuevo a 3,600 rpm por 10 min a 4 °C. Se desech6
sobrenadante y el excedente de etanol fue eliminado por evaporacién con una incubacién del
pellet en placa caliente a 70 °C durante 5 min.

Después el pellet recuperado de cada muestra se resuspendi6 en 100 pLL de agua milli Q y se le
agregd 1 mL de antrona (0.1 %) disuelta en H2SO4al (72 %). A continuacion, las muestras fueron
incubadas a 90 °C por 5 min y al terminar se colocaron en hielo durante 2 min. La evaluacion de
cada muestra se llevd a cabo espectrofotométricamente en un lector de microplacas iMark

(BioRad, E.U.) midiendo su absorbancia a 620 nm por triplicado.

5.2.4 Cuantificacion de L-Lactato en la Campana de Stomolophus meleagris

El contenido de L-lactato en la campana de las medusas expuestas a diferentes temperaturas fue
evaluado espectrofotométricamente en un lector de microplacas iMark (BioRad, EU) siguiendo

el protocolo del kit Lactate-PAP (Randox). El L-lactato presente en la muestra funge como
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sustrato para la enzima lactato-oxidasa, produciendo piruvato y peroxido de hidrogeno, éste
ultimo participard con la 4-aminoantipirina y el TOOS (N-etil-N-(2-hidroxi-4-sulfopropilo)-m-
toluidina) en una reaccion catalizada por la enzima peroxidasa, generando 4 H>O y un compuesto
colorimétrico purpura que se mide su absorbancia a 546 nm.

De manera que se mezclaron 10 pL de tejido homogenizado con 200 pL del reactivo R1b del kit
para incubarlo durante 5 min a 37 °C. Se utiliz6 el estandar de L-lactato del kit con una
concentracion de 0.39 mg/mL, més un blanco y cada reaccion se evaluo por triplicado en el lector

de microplacas antes mencionado a 546 nm.

5.2.5 Cuantificacion de ATP en Mitocondrias de Stomolophus meleagris

El contenido de ATP en mitocondrias de la medusa bola de caién fue determinado en el
laboratorio de ecologia molecular de las instalaciones del Departamento de Investigaciones
Cientificas y Tecnoldgicas de la Universidad de Sonora (DICTUS), utilizando el kit ATP Assay
(Calbiochem). El método se basa en la reaccion de la enzima luciferasa que cataliza la conversion
de luciferina a oxiluciferina y luz, esto anterior en presencia de oxigeno, Mg®" y el ATP que se
encuentra en las muestras. Primero se construye una curva estandar partiendo de una
concentracion inicial de 1 ug/mL de ATP para hacer cuatro diluciones seriadas (1:10) obteniendo
las concentraciones de 1, 0.1, 0.01, 0.001 y 0.0001 ug/mL. Después, las reacciones se componen
por 1 puL de cada dilucion y 50 pL. de buffer NRB (Nucleotide Releasing Buffer) para dejarlas
incubar en agitaciéon por 5 min a 22°C en una microplaca blanca para luminiscencia.
Posteriormente se adiciona 1 pL de luciferasa (1 mg/mL) a cada reaccion (en ausencia de luz)
para dejarlas incubar 10 min a las mismas condiciones anteriores. Finalmente se mide la
luminiscencia y se grafican los valores obtenidos contra la concentracidon para obtener la curva
de calibracion para ATP.

Para la evaluacion de las muestras se mezclaron 1 mg/mL de proteina soluble previamente
cuantificada de los extractos mitocondriales con 50 pL de buffer NRB, seguido de una incubacion
de 5 min a 22 °C. Una vez termine la incubacién se adiciona 1 pL de enzima luciferasa (en

ausencia de luz) para volver a incubar en la misma temperatura durante 10 min. Las mediciones
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se realizaron por triplicado luminométricamente en un lector multimodo de microplaca

Varioskan LUX (Thermo Scientific, E.U.) en una microplaca blanca para luminiscencia.

5.3 Identificacion de las Enzimas Citrato Sintasa y Lactato Deshidrogenasa de la Medusa

Stomolophus meleagris y Evaluacion de su Actividad Enzimatica

A partir de una buisqueda realizada en la base de datos depositada en el GenBank se identificaron
dos transcritos codificantes de una citrato sintasa putativa (indicadora de la funcién mitocondrial
y del metabolismo aerobio) y de una lactato deshidrogenasa putativa (indicadora del metabolismo
anaerobio). Para confirmar la identidad de ambas enzimas en el metabolismo energético de la
medusa se caracterizaron sus secuencias nucleotidicas putativas, se realizaron alineamientos
multiples, se construyo un modelo tridimensional y se establecieron sus relaciones filogenéticas.
Una vez confirmada la identidad de ambas enzimas se evalud6 el efecto de la temperatura en la

actividad enzimatica de las medusas del bioensayo.

5.3.1 Alineamiento Multiple de la Secuencia Aminoacidica de Citrato Sintasa de

Stomolophus meleagris

Se realiz6 una busqueda de la secuencia de la enzima citrato sintasa en el transcriptoma de S.
meleagris publicado por Li ef al. en 2014 y se encontr6 la secuencia de un probable citrato
sintasa. A partir de la secuencia nucleotidica se dedujo la estructura primaria de la enzima

empleando la herramienta del sitio web Expasy (http://www.expasy.org/translate/); ésta tltima

fue comparada con las bases de datos de proteinas con el algoritmo Blast P (Altschul ez al., 1990).
Una vez identificadas ésta y otras secuencias aminoacidicas de citrato sintasa de diferentes

especies, se construy6 un alineamiento multiple utilizando el software MEGA version 7.
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5.3.2 Construccion del Modelo Estructural de Citrato Sintasa de Stomolophus meleagris

El modelo tedrico 3D de la citrato sintasa se generd por comparaciéon de homologias con las
coordenadas de los dominios de citrato sintasa del cerdo Sus scrofa ya depositada en el banco de
datos SCOPe con el codigo d2ctsa y en el banco de datos de proteinas (PDB, por sus siglas en
inglés) con el codigo 2CTS (Remington et al., 1982), con un 67 % de identidad con la secuencia
de la enzima putativa de la medusa. Las coordenadas del modelo predictivo se construyeron

utilizando el servidor Phyre2 (Kelley et al., 2015 http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/~phyre2). Para la

visualizaciéon del modelo obtenido se uso el software PyMOL Molecular Graphics System,

Version 1.7.5.0.

5.3.3 Relacion Filogenética de la Secuencia Aminoacidica de Citrato Sintasa de

Stomolophus meleagris

Las relaciones filogenéticas de la citrato sintasa de la medusa bola de cafiéon se determinaron
incluyendo la secuencia deducida de aminoacidos obtenida anteriormente, como las secuencias
aminoacidicas de citrato sintasa disponibles en el GenBank de 48 especies animales. Con los
datos introducidos en el alineamiento multiple construido previamente con el software MEGA
version 7 se construy6 el arbol que propone las relaciones filogenéticas utilizando el método de

distancia de datos del vecino mas cercano (Saitou y Nei, 1987).

5.3.4 Evaluacion de la Actividad Enzimatica de Citrato Sintasa

Para determinar la actividad metabdlica de la medusa por la via aerdbica, se evaluo la actividad
de la enzima citrato sintasa como marcador de la funcidon mitocondrial en las muestras aisladas

de la campana de las medusas sometidas a diferentes temperaturas. La enzima citrato sintasa
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cataliza la reaccion de condensacion entre el acetil-CoA y el oxaloacetato para producir citrato
en el ciclo de Krebs. El método se basa en la generacion de CoA-SH (coenzima A unida a azufre
e hidrégeno) derivado del oxaloacetato, detectando la liberacion de grupos sulfhidrilos los cuales
reaccionan con el acido 5,5-ditriobis (2-nitrobenzodico) (DTNB, por sus siglas en inglés),
produciendo el anidon 5-tio-2-nitrobenzoato que tiene una coloracion amarillenta y se mide su
absorbancia a 412 nm (Kirby et al., 2007; Reisch y Elpeleg, 2007).

Cada reaccion consistio en 25 pL. de DTNB 10 mM (en Tris-HCI 1M, pH 8.1), 7.5 uL de acetil
CoA 10 mM, 25 pL de triton X100 al 10 % y agua milli Q. La mezcla se incub6 durante 5 min a
30°C y se le adicionaron 60 pug de la proteina mitocondrial previamente aislada y 12.5 pL de
oxaloacetato 10mM (en Tris-HCI 0.1 M, pH 8.1) para alcanzar un volumen final de 250 puL e
iniciar la reaccion. Inmediatamente se midi6 la absorbancia una longitud de onda de 412 nm en
un lector de microplacas iMark (BioRad, E.U.) en una cinética donde las mediciones se hicieron

cada 30 seg durante 3 min, todas las muestras fueron evaluadas por triplicado.

5.3.5 Alineamiento Multiple de la Secuencia Aminoacidica de L-lactato Deshidrogenasa

de Stomolophus meleagris

Se realiz6 una busqueda de la secuencia de la enzima L-lactato deshidrogenasa en el
transcriptoma de S. meleagris publicado por Li ef al. en 2014 y se encontrd la secuencia de una
probable lactato deshidrogenasa. A partir de la secuencia nucleotidica se dedujo la estructura

primaria de la enzima empleando la herramienta del sitio web Expasy

(http://www.expasy.org/translate/); ésta tltima fue comparada con las bases de datos de proteinas
con el algoritmo Blast P (Altschul ef al., 1990). Una vez identificadas ésta y otras secuencias
aminoacidicas de lactato deshidrogenasa de diferentes especies, se construyd un alineamiento

multiple utilizando el software MEGA version 7.
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5.3.6 Evaluacion de la Actividad Enzimatica de L-lactato Deshidrogenasa

Para determinar la actividad metabolica de la medusa por la via anaerobia, se evaluo la actividad
de la enzima L-lactato deshidrogenasa (L-LDH) en los homogenizados de tejido de la campana
de los organismos sometidos a diferentes temperaturas. La L-LDH cataliza la reaccion de
reduccion del piruvato a L-lactato mediante la oxidacion de NADH a NAD" en el citoplasma y
su actividad se determin6 con el kit LD opt. (LDH P-L, Randox). Se utilizaron 60 pg de proteina
soluble del extracto de tejido de campana con 200 puL de reactivo R1b reconstituido con el
reactivo R1a del kit, cada reaccion se llevo a un volumen final de 250 pL con agua milli Q. Una
vez constituida la mezcla se mantuvo 30 seg a temperatura ambiente y posteriormente se midio
la absorbancia inicial en un lector de microplacas iMark (BioRad, E.U.) a 340 nm. Después de
la primera medicion se tomaron lecturas cada 30 seg durante 3 min, cada muestra fue evaluada

por triplicado.

5.4 Analisis Estadistico

Se aplicaron pruebas de bondad de ajuste a la normal y homogeneidad de varianzas para
confirmar el uso de pruebas paramétricas, previo al andlisis estadistico de los datos. Los
resultados obtenidos de las variables consumo de oxigeno, composicion bioquimica, actividad
enzimatica fueron sometidos a un analisis de varianza de dos vias (ANOVA-GLM), para un
disefio completamente al azar con arreglo factorial de tratamientos 3 x 3, tres temperaturas de
acondicionamiento (18, 23 y 28 °C) y tres tiempos de muestreo (1, 6 y 12 h). El modelo
estadistico incluy¢ el efecto fijo de los factores y su interaccion. Las significancias se estimaron
para una P<0.05. En caso de significancias, las medias fueron separadas por la prueba de
comparacion multiple de Fisher (P<0.05). Todas las pruebas estadisticas se efectuaron en el
paquete informatico NCSS 12. Todas las pruebas estadisticas se efectuaron en el paquete

informatico NCSS 12.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Evaluacion del Metabolismo Energético de Stomolophus meleagris

6.1.1 Efecto de la Temperatura del agua sobre el Consumo de Oxigeno Mitocondrial

El consumo de oxigeno se evalud para determinar el efecto de los distintos tratamientos de
temperatura sobre la funcion mitocondrial. La figura 5 muestra los trazos que representan la tasa
de consumo de oxigeno de las mitocondrias aisladas de las medusas expuestas a 18, 23 y 28 °C
en los estados respiratorios III fosforilante (en presencia de ADP) y IV no fosforilante (en
ausencia de ADP). Al final de cada experimento se anadi6 el agente desacoplante FCCP para
confirmar, con el incremento del consumo, que las mitocondrias aisladas de organismos
completos de medusa bola de cafion estaban intactas.

En la figura 5 se puede observar el comportamiento de las distintas pendientes para cada
condicion de temperatura del agua. Aquellas pendientes més inclinadas representan un consumo
de oxigeno mas rapido en natgO>/mL. Por otro lado, el coeficiente respiratorio calculado en los
organismos expuestos a 18 °C resultd ser menor a 1, mientras que en los organismos expuestos
a 23 y 28 °C fue mayor que 1. Lo anterior sugiere que la baja temperatura induce el
desacoplamiento de la membrana interna mitocondrial de S. meleagris y por lo tanto, no hay

produccion ATP por la via aerébica (Brand y Nicholls, 2011).
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Figura 5. Trazos representativos del consumo de oxigeno (natgO2/mL) de las mitocondrias aisladas de
organismos completos de Stomolophus meleagris. Las graficas ordenadas en columnas de izquierda a derecha
segun los distintos tratamientos térmicos (18, 23 y 28 °C) y en filas de arriba hacia abajo conforme al tiempo de

exposicion (1, 6 y 12 h). Sustrato respiratorio: succinato (10 mM). M: proteina mitocondrial (200 pg). CR:
coeficiente respiratorio (estado III/ estado 1V). Los valores representan las medias de los duplicados.

Por otra parte, la figura 6 presenta la tasa de consumo de oxigeno de las mitocondrias en los
estados a) III (fosforilante) y b) IV (no fosforilante). Se observa que en ambos casos, la tasa de
consumo de oxigeno mitocondrial increment6 (P<0.05) conforme se aument6 la temperatura del
agua. Ademas, por efecto del tiempo de exposicion se detecté una disminucion del consumo de
oxigeno en las temperaturas de 23 y 28 °C (P<0.05).

Los resultados obtenidos en las medusas expuestas a 23 °C que es considerada como la
temperatura Optima para esta especie (Carvalho, 2009), indican que con s6lo 1 h de exposicion a
temperaturas de 18 y 28 °C es posible detectar cambios significativos en el comportamiento del
metabolismo energético de la medusa S. meleagris, sugiriendo que esta especie tiene la habilidad
de desplegar rapidas respuestas metabdlicas. En los organismos expuestos a 28 °C, se
encontraron los valores mas altos de la tasa respiratoria después de 1 h de exposicion, mismos
que disminuyeron (P<0.05) mas de la mitad a las 6 h, manteniéndose estables hasta las 12 h.
Respecto a las medusas que fueron expuestas a 18 °C se observo una tasa de consumo de oxigeno
mitocondrial menor (P<0.05) que en los demds tratamientos, con mitocondrias aparentemente
desacopladas segun su coeficiente respiratorio (CR), la cual se mantuvo constante hasta las 6 h;

sin embargo, a las 12 h la tasa respiratoria aument6 (P<0.05) a pesar del bajo valor de CR, lo
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anterior sugeriria que las mitocondrias a 18 °C no necesariamente estaban desacopladas, pues se
aceler6 su consumo de oxigeno como un intento por conseguir mas energia para sobrevivir al

estrés por temperatura durante tiempos prolongados.
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Figura 6. Tasa de consumo de oxigeno (natgO2/mL) de las mitocondrias aisladas de organismos completos
de Stomolophus meleagris. a) Consumo de oxigeno en estado III fosforilante (en presencia de ADP), b) Consumo
de oxigeno en estado IV no fosforilante (en ausencia de ADP). Las barras representan a la media + error estandar

de la interaccion temperatura y tiempo de exposicion. *°4°f Letras diferentes indican diferencias significativas
(P<0.05).

Los resultados anteriores concuerdan con lo reportado por Aljbour ef al. (2017) en la medusa
Cassiopea sp. donde se detectd la mayor actividad metabdlica (expresada como la actividad del
sistema de transporte de electrones, ETS por sus siglas en inglés) en los organismos que fueron
expuestos a temperaturas mas altas; confirmando que los cambios de la temperatura del medio
tienen un efecto en el metabolismo energético de estas especies. Es importante resaltar que este

es el primer estudio en donde se reportan las tasas respiratorias de las mitocondrias aisladas de

una especie de medusa.
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6.2 Cuantificacion de los Metabolitos y Sustratos Involucrados en el Metabolismo Energético

de Stomolophus meleagris

6.2.1 Cuantificacion de Proteinas Solubles Totales en la Campana de S. meleagris

La concentracion de proteinas solubles totales presentes en la campana de la medusa durante la
primera hora de exposicion, no mostré diferencias entre la temperatura de 23 °C comparada con
18 y 28 °C, sin embargo, éstas ultimas dos si resultaron ser distintas entre ellas, encontrandose
la mayor la cantidad de proteina soluble en el tratamiento de mayor temperatura (P<0.05; figura
7).

Por su parte, solo se observaron diferencias en los niveles de proteina por el efecto del tiempo de

exposicion en el tratamiento de 28 °C, mostrando una disminucion a las 6 h (P<0.05).
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Figura 7. Concentracion de proteinas solubles totales (mg/mL) en la campana de S. meleagris. Las barras
representan a la media + error estdndar de la interaccion temperatura y tiempo de exposicion. ¢ Letras diferentes
indican diferencias significativas (P<0.05).

La disminucién del contenido de proteinas en las medusas expuestas a 28 °C coincide con el
reporte previo de Aljbour ef al. (2017) en la medusa Cassiopea sp., en el cual se demostrd que

en periodos prolongados el incremento de la temperatura disminuy6 el contenido de proteinas a
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las 48 h de exposicion. Asi, estos resultados sugieren que el metabolismo de la medusa bola de
cafion expuesta a altas temperaturas consumiria los carbohidratos y lipidos por la via aerdbica,
de manera que se inclina por utilizar a las proteinas para la sintesis de ATP, explicando asi el
decremento de los niveles de proteina desde las 6 h de exposicion.

De acuerdo con Arai (1997), es probable que en los scyphozoos los carbohidratos y las proteinas
se utilicen como principales sustratos energéticos en periodos de anaerobiosis, debido a que un
producto de las rutas anaerdbicas posteriores a la glucolisis, son una gran cantidad de
aminoacidos. Consistente con lo anterior, Van Aardt et al. en 2016 reportaron que un aumento
de la temperatura por encima de los niveles Optimos favorece el catabolismo proteico del
escorpion Opistophthalmus latimanus. Lo anterior propone que el alto nivel de proteina durante
la primera hora de exposicion a 28 °C se deba a que en este tiempo no es necesario recurrir al
metabolismo de proteinas para sostener la demanda energética.

Si bien no se detecté una disminucion significativa del nivel de proteinas en campana de S.
meleagris a 18 °C con respecto a 23 °C (P>0.05), se puede apreciar en todos los tiempos
muestreados, que el contenido de proteina tiende a ser ligeramente menor a 18 °C, lo cual
concuerda con lo propuesto Fraser y Roger (2007), quienes sugieren que cualquier cambio en la
concentracion de proteina de un tejido y animal estara relacionado con el crecimiento. Por tanto,
los resultados sugieren que a 18 °C, la medusa podria estar reteniendo una proporcion de su
contenido de proteina sintetizada, lo cual significa que su metabolismo proteico se encuentra
ineficiente y como consecuencia, se expresa en una baja tasa de crecimiento la cual se observo
en el bioensayo con respecto a los organismos expuestos a 23 °C.

Ademéds, cabe sefialar que en las medusas expuestas a 18 °C, se observd una tendencia al
incremento del nivel de proteina por efecto del tiempo, el cual no llego a ser significativo, de tal
manera que los organismos no estan formando proteina muscular para el crecimiento, proceso
que si se alcanzo a ver en las medusas expuestas a 23 °C a las 12 h. Por lo anterior, las medusas
expuestas a temperaturas por debajo de la dptima expresan una depresion metabdlica (Guppy y

Withers, 1999).
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6.2.2 Cuantificacion de Glucosa en la Campana de S. meleagris

Respecto al contenido de glucosa libre en la campana de la medusa bola de cafion, se observo un
efecto de la temperatura del agua, tiempo de muestreo y de su interaccion (P<0.05). Los
resultados muestran una rapida respuesta después de 1 h de exposicion, en donde en las
temperaturas de 18 y 28 °C hay una disminucién (P<0.05) de la glucosa en comparacion con las
expuestas a 23 °C, que es la temperatura optima (figura 8). Esto sugiere que cuando la medusa
se encuentra a 18 0 28 °C consume glucosa como primera fuente energética, disminuyendo desde
el primer tiempo evaluado (P<0.05). Estos resultados se pueden comparar con los resultados de
Van Aardt et al. (2016), quienes encontraron que el contenido de glucosa en escorpiones
Opistophthalmus latimanus también se ve afectado y disminuido por las temperaturas de 7 y 37

°C.
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Figura 8. Concentracion de glucosa libre (mg/mL) en la campana de S. meleagris. Las barras representan a la
media =+ error estandar de la interaccidén temperatura y tiempo de exposicion. ¢ Letras diferentes indican
diferencias significativas (P<0.05).

Con relacion al tiempo de exposicion (1, 6 y 12 h) se observo que, el contenido de glucosa en los
tratamientos de 18 y 28 °C mostraron niveles constantes en todos los tiempos (P>0.05). Por su
parte en el tratamiento de 23 °C se observan cambios por efecto del tiempo (P<0.05; figura 8),

mostrando una disminucion de la glucosa a las 6 h, de manera que los niveles de glucosa, sugieren
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que la medusa en condiciones Optimas utiliza la glucosa como sustrato para la produccion de
energia.

El contenido de glucosa resultante de este estudio es bajo como lo reportado para otras especies
de ctendforos y cnidarios (Raymont y Krishnaswamy, 1960; Percy y Fife, 1981). Ademas de lo
descrito por Beers (1966) quién concluye que las formas con alto contenido de agua como las
hidromedusas y los quetognatos, tienen un contenido de carbohidratos mas bajo que otros taxas.
De acuerdo con Raymont y Conover (1961), el contenido de carbohidratos de los animales
planctonicos es generalmente bajo y no parece representar una reserva nutricional significativa,

misma idea que se encuentra apoyada con lo publicado por Percy y Fife (1981).

6.2.3 Cuantificacion de Glucégeno en la Campana de S. meleagris

La concentracion de glucogeno en la campana de la medusa bola de caion fue afectada por la
temperatura, tiempo de muestreo y su interaccion (P<0.05). Las medias de la interaccion tiempo
X temperatura se muestran en la figura 9. Después de 1 h de exposicion a 28 °C hubo un
decremento (P<0.05) de la concentraciéon de glucogeno con respecto a 23 °C (figura 9),
confirmando el uso de carbohidratos como fuente primaria de energia. Es notable que existe una
respuesta rapida por utilizar las reservas energéticas cuando S. meleagris se expone a altas
temperaturas, ya sea directamente por glucdlisis o utilizando intermediarios del ciclo de Krebs
para sintetizar aminoacidos que funjan como materia prima para la produccion de ATP (Mathews
et al., 2013). Este comportamiento coincide con investigaciones previas en el escorpion
Opistophthalmus latimanus expuesto a varias temperaturas, cuyo contenido de glucdgeno
disminuye a medida que aumenta la temperatura de exposicién por encima de la temperatura
Optima para la especie (Van Aardt, 2016).

Ademas, en este estudio se observo que hay un incremento (P<0.05) del contenido de glucdgeno
en las temperaturas extremas (18 y 28 °C) en distintos tiempos de exposicion. En las medusas
tratadas a 18 °C se detectd el aumento del contenido de glucogeno hasta las 12 h, mientras que
el incremento en los organismos expuestos a 28 °C fue a las 6 h (P<0.05). Lo anterior, sugiere

que en las medusas existe la capacidad de almacenar y mantener las reservas energéticas. En
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contraste, en los organismos expuestos a 23 °C el glucdgeno se mantuvo constante (P>0.05) en

todos los tiempos puesto que la medusa se encuentra en sus condiciones Optimas.
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Figura 9. Concentracion de glucosa (mg/mL) proveniente del glucogeno en la campana de S. meleagris. Las
barras representan a la media * error estdndar de la interaccién temperatura y tiempo de exposicion. **° Letras
diferentes indican diferencias significativas (P<0.05).

Los resultados observados en las medusas expuestas a baja temperatura (18 °C), sugieren que
esta especie entra en un periodo de depresion metabdlica, como se observa en muchas especies
de invertebrados, lo cual representa un mecanismo que le permite limitar su uso de energia y
cuidar las reservas energéticas frente a condiciones ambientales adversas; asi, debido a la baja
tasa respiratoria detectada a esta temperatura, la medusa no generara suficiente energia como
producto del metabolismo (Guppy y Withers, 1999).

La depresion metabolica permite por lo tanto, que el organismo haga uso limitado de sus reservas
energéticas, lo que explica la falta de cambios significativos en los niveles del glucogeno y
proteinas, siendo la glucosa libre el primer recurso utilizado para generar energia. Sin embargo,
existe la tendencia en todas estas variables hacia el aumento a las 12 h. Estudios previos
realizados en la carpa Carassius carassius reportaron resultados similares, demostrando que en
el metabolismo de los peces expuestos a temperaturas por debajo de su rango de tolerancia, se
sintetiza glucégeno como una respuesta adelantada a un periodo de hipoxia, se menciona que la

ganancia neta de las reservas de glucégeno es una estrategia para compensar la reduccion
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significativa de la tasa metabolica por efecto de la disminucion de la temperatura del agua (Varis

et al. 2016).

6.2.4 Cuantificacion de L-Lactato en la Campana de S. meleagris

En la figura 10 se presenta el comportamiento de la concentracion de L-lactato en la campana de
la medusa frente a diferentes temperaturas, la cual fue afectada por la temperatura, tiempo de
muestreo y su interaccion (P<0.05). Se detecté como respuesta primaria (1 h), que el L-lactato
incremento (P<0.05) en las temperaturas baja y alta (18 y 28 °C) respecto a la temperatura 6ptima
de (23 °C; P<0.05). Estos resultados indican que cuando la medusa se expone a temperaturas

extremas entra en un estado de estrés fisioldgico para producir acido lactico.
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Figura 10. Concentracion de L-lactato (mg/mL) en la campana de S. meleagris. Las barras representan a la
media + error estdndar de la interaccion temperatura y tiempo de exposicion. ¢ Letras diferentes indican
diferencias significativas (P<0.05).

Por su parte el efecto del tiempo mostréd que conforme aumenta el tiempo de exposicion los
niveles de L-lactato disminuyeron significativamente en las tres temperaturas experimentales
(P<0.05), indicando que aun en los organismos en la condicion Optima, el estrés del manejo

experimental pudo haber promovido un incremento inicial en los niveles de L-lactato.
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Por otra parte, el aumento de L-lactato en los organismos de 28 °C a las 12 h indica que la via
anaerdbica continua activa al mismo tiempo que la via aerdbica, esto para mantener la alta tasa
metabolica de los organismos en esta temperatura y la demanda energética que esta conlleva por
un periodo prolongado (P<0.05). Es importante mencionar que a baja temperatura (18 °C), a
pesar de que los niveles de lactato bajan y se estabilizan, esta ruta contintia estando activa con
los niveles sostenidos de L-lactato.

Lo anterior es comparable con un estudio realizado en los moluscos Mytilus galloprovincialis y
Anadara inaequivalvis Br., de los cuales éste ultimo presentd niveles de lactato mas altos
acompafiado de una reduccion del consumo de oxigeno cuando ambas fueron sometidas a hipoxia
como un factor estresor. Ademas, A. inaequivalvis Br. presentd mayor actividad de la enzima
lactato deshidrogenasa (LDH) en comparacion con M. galloprovincialis, 1o cual es indicador de
que la via anaerobia se encuentra activa (Soldatov ef al., 2010). En el caso de S. meleagris se
observd que cuando se expone a temperaturas mas bajas, la tasa de consumo de oxigeno
mitocondrial disminuye, captando menos oxigeno que podria ser utilizado por la via aerdbica y
generando un periodo de estrés fisiologico en Stomolophus meleagris, como consecuencia, se
activa la via anaerobia a la par de la aerobia, respuesta inmediata que se puede observar desde la
primera hora de exposicion a las temperaturas extremas (18 y 28°C), mismo comportamiento que

ocurre por efecto del tiempo a las 12 h de exposicion a 28 °C.

6.2.5 Cuantificacion de ATP en las mitocondrias de S. meleagris

El contenido de ATP en las mitocondrias aisladas fue afectado por los factores estudiados y su
interaccion (P<0.05). Los resultados de la interaccion temperatura y tiempo de exposicion se
presentan en la figura 11, los cuales revelan un aumento a las 6 h en los tratamientos de 18 y 28
°C, seguidos de una disminucion a las 12 h a las mismas temperaturas (P<0.05). Por otra parte,

los niveles de ATP se mantuvieron constantes a 23 °C (P>0.05).
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Figura 11. Concentracion de ATP (mg/mL) en las mitocondrias de S. meleagris. Las barras representan a la
media + error estandar de la interaccion temperatura y tiempo de exposicion. 2°°%f Letras diferentes indican
diferencias significativas (P<0.05).

Los resultados de la primera hora de exposicion mostraron que el cambio en la temperatura del
agua (18 y 28 °C) promovi6 un incremento (P<0.05) en la produccién de ATP mitocondrial de
las medusas, sin importar que éste fuera un aumento o disminucion del factor ambiental. Lo
anterior sugiere una rapida y eficiente respuesta al estrés térmico para sobrevivir a condiciones
desfavorables. Es importante destacar que el contenido de ATP de las mitocondrias fue producido
exclusivamente por la via aerobica, lo cual confirma que durante las 12 h de exposicion esta via
se mantuvo activa frente a las temperaturas extremas.

Por lo tanto, los resultados sugieren que la produccion total de ATP de la campana de las medusas
sera la suma de lo reportado en este estudio por las mitocondrias a través de la via aerdbica, mas
lo que pudiera producirse por la via anaerobica activa en todas las condiciones evaluadas.

Esta es una respuesta fisiologica que puede representar un mecanismo de compensacion
bioquimica frente a las bajas temperaturas y se puede comparar con los resultados de Amato y
Christner en 2019, quienes encontraron que la concentracion de ATP en bacterias Psychrobacter
cryohalolentis K5 expuestas a bajas temperaturas, tuvieron una respuesta fisioldgica en la cual
compensan la disminucion de temperatura con un aumento de los niveles de ATP. Por otra parte,
se ha reportado que el contenido de ATP se incrementa por efecto del aumento de la temperatura
en la mosca Sarcophaga crassipalpis, esto como una medida en la cual los insectos pueden ser
capaces de mantener reacciones bioquimicas criticas para el mantenimiento celular (Dollo et al.,

2010).
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6.3 Identificacion de las Enzimas Citrato Sintasa y Lactato Deshidrogenasa de la Medusa

Stomolophus meleagris y Evaluacion de su Actividad Enzimatica

Los resultados de la busqueda realizada en el transcriptoma de la medusa bola de cafion S.
meleagris reportado por Li et al. (2014), permitieron la identificacion de dos transcritos
codificantes de una citrato sintasa putativa (indicadora de la funcion mitocondrial) y de una
lactato deshidrogenasa putativa (indicadora del metabolismo anaerobio). Las secuencias de

ambas proteinas deducidas fueron caracterizadas por medios informaticos para confirmar su

identidad.

6.3.1 Caracterizacion de la Proteina Deducida de la Enzima Citrato Sintasa de S.

meleagris

Secuencia del Transcrito, Proteina Deducida y Alineamiento Multiple

La secuencia nucleotidica putativa de la citrato sintasa de la medusa bola de cafién cuenta con
una longitud de 1913 pb, con una region 5’UTR (untranslated region, por sus siglas en inglés) de
50 pb (-1 a -50), un coddn de inicio ATG localizado en la posicion 1, el codon de término TAA
en la posicion 1429, y una region 3’UTR de 432 pb. La region codificante se detect6 en el marco
de lectura abierto 3 y consta de 1428 pb, codificando a una proteina deducida de 476

aminoacidos, con un peso molecular de 52.863 kDa y un punto isoeléctrico (pl) 6.68 (figura 12).
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GG -49

TAGATCCAAGGAGTAGTCGGAGACGGTGCGTTATCTGAAGATTTGAAARTGATGACCAGA 12
M M T R 4
GGAAGATTTACACAGCTTGCCAAAACTACTGCTAAGCTAACGACAAGAGACTTGCAGAAT 72
G R F T QL AKTTA AZ KT LTTIRTUDTIL Q N 24
GTCATTGGTATCGGCGTCAGATGTCTTTCATCAACTGCATCAACGGAATCAAACCTATCC 132
v I 6 I 6 VR CTUL S S TASTTESN L S 44
CTAAGAGAAACTCTTGCTAGGCTTGTACCAGAAAAAAGAAGAGAGGTACAGGAGTTTCGA 192
L R ETLAURTILV PEZ K RT®RTEUV Q E F R 64
ARACAGCATGGAGATACAAAAATCGGAGATGTTACTATTGGAATGGCTTATGGTGGAATG 252
K Q H G DT XK I G DUV T I GMHA ATY G G M 84
AGAGGCATTAAAGGCATGATTTGTGAAACATCTGTACTTGATCCAGTGGAGGGCATCAGA 312
R ¢ I K GM I CZET SV L D PV E G I R 104
TTTCGTGGATACACAATCCCTGAATGCCAAGAGATGCTTCCCAAGGCTGATGGAGGAAAT 372
F R G Y T I P EC Q& EMTIL P KADG G N 124
GAGCCTATTCCAGAGGGTATATTCTGGCTTCTGCTGACTGGTGAGGTCCCAACTAAAGCT 432
E P I PE G I F WL L L T G E V P T K A 144
CAGGTTGATGAAGTATCAAAGGAATGGGCTGCAAGAGCAGAATTACCACAGCATGTTGTT 492
Q VDEV S K EWA AATRIATETLUPOQUHV V 164
ATGATGTTGAACAACTTCCCAGATGATCTGCACCCAATGAGTCAGTTTAGTGCTGCTGTA 552
M M L NNTF P DUDTILUHU PMMS SOQTF S A A V 184
ACTGCTTTGAACAATCAGAGTAGATTTGCCAAAGCCTACCATGATGGAGTTTCCAAAAAA 612
T AL NN QS R F A KA Y HD G V S K K 204
GATTATTGGGAGTACACTTATGAAGATTCAATGGATTTAATTGCCAAGCTTCCAGTTATT 672
D YW E Y T Y ED S M DL I A K L P V I 224
GCAGCTGTAATTTACAGGAACCTCTATAAGGACGGAAAAGTGGCCTGCCTTGATCCAAGC 732
A AV I Y RNTIL Y K DG K V A C L D P 8 244
AAAGACTGGGGTGCAAACCTCACTACCATGT TGGGGTATGATAACCCAACATTTACAGAG 792
K DW GANL T T MTUL G Y DN P T F T E 264
TTGATGAGGCTGTACCTTGTTATTCACAGTGATCATGAAGGTGGTAACGTAAGTGCCCAC 852
L M R L Y L V I HS DHZETGTGN V S A H 284
ACAACTCATCTGGTTGGAAGTGCCCTCTCAGACCCTTACCTCTCATTTGCAGCTGGCATG 912
T T H LV GS AL S DUPYUL S FAATGM 304
AATGGTTTGGCTGGACCGCTTCATGGATTGGCTAATCAGGAAGTTTTGCTGTTTATTAAT 972
N G L A G P L HG UL AN S QTEVILILF I N 324
AAATTGACACAAGACATTGGCTCGAATCCAACACAAGAACAAGTTAAGGAATACTGCCTG 1032
K L T Q DI G S N P T Q E Q V K E Y C L 344
AACACATTGAAGACTGGGGTCATTCCTGGATACGGACATGCTGTTCTTAGGAAAACCGAT 1092
N T L K T G V I P G Y G HA V L R KT D 364
CCCCGCTACACATGCCAAAGGGAATTTGCTATGAAGCATTTGCCAGACGATCCCATGTTT 1152
P R Y TOCOQ RETFA AMZE KU HHTILPDTDPMF 384
AAGATTGTGAGCAATTTGTATGAGGTCGTTCCATCAATCCTGCAAGGGCTTGGARAGGTT 1212
K I Vv $ N L Y E V V P S I L Q G L G K V 404
GCAAATCCATGGCCTAATGTGGATGCCCATTCTGGTGTTCTTCTTCAGCATTACGGAATG 1272
AN P W PNV DAUH S GV L L Q HY G M 424
ACTGAGATGAACTTCTACACTGTTCTGTTTGGAGTTTCCCGTGCACTTGGCGTTCTGTCG 1332
T EMN F Y TV L F GV S RATLGV L S 444
TCACTGGTTTGGGATCGTGCTTTTGGTTTGCCAAT TGAGAGACCAAAAAGTATGAGCACT 1392
S L VvV WDR ATFGTULU®PTIETZ R PI KSMS S T 464
GAGGGACTGAAGAAGCTTGTTGATAATATGAAGAAGTANCTGCAGAAATTCAGCATGTAA 1452
E G L K K L V D N M K K * 476

ATTATGTAGTGCGAGCCAACCTAAATGTCAAAAGACTCATGCAACAGTATTAATAATTTG 1512
ATCACCTGCTTGATAAATTTTGCTGAGTACTTTTAACGTGACAATGTATTAGTTAAAGAA 1572
CAARATTCTCCTTTTTACACCATCCATCCATTCCATATGAGGAGCTGTTTTAACATGAACT 1632
AAAGTTTGATGAAAAATTTCGTGTGAATCTTATTTCTTTCTAATATTTTCTAAATCACTT 1692
ATTTTGCTTGACTTTCCTGTCGTTTGTTTCTACATATGCCTGGTCGTTTCGCATCGTATA 1752
TGAACACAGATATTGTTGGTATTCATGGGCGTTGTAAGCAGGAATATATCTTCAATTTTC 1812
TTAGCAATTATTTCCAATGCGATGTGAAAGTAAAGGTTTGAAAGTGATGCA 1863

Figura 12. Secuencia nucleotidica y deducida de aminoacidos de la enzima citrato sintasa de la medusa bola
de caiién Stomolophus meleagris. Los codones de inicio y término se encuentran enmarcados; la firma
caracteristica de citrato sintasa sombreada en gris.
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A partir de la secuencia aminoacidica deducida de la citrato sintasa se construyo6 un alineamiento
multiple donde se identificaron distintas caracteristicas de la enzima (figura 13). La secuencia
deducida de aminoécidos de S. meleagris comparte un porcentaje de identidad del 73.76 % con
la secuencia de citrato sintasa del polipo de agua dulce Hydra vulgaris (GenBank:
XP 012555512.1), con la medusa luna Aurelia aurita (86.4 1 %, PRINA490213), con la
anémona Exaiptasia pallida (71.14 %, XP_020899677.1), con el nemdatodo Dictyocaulus
viviparus (66.59 %, KJH47853.1), el ostion de Virginia Crassostrea virginica (64.43 %,
XP 022303747.1), el gallo Gallus gallus (67.44 %, XP_015155773.1), la rana de ufias africana
Xenopus laevis (67.42 %, NP_001080194.1), el humano Homo sapiens (66.22 %, NP_004068.2)
y con el toro Bos taurus (66.67 %, NP_001038186.1).
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s .
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ADFRKEHANTKIGEVTVGMVYGGMRSIKGLVTETSVLDPEEGIRFRGYSIPECQKLLPTA 111
QEFRKQHGDTKIGDVTIGMAYGGMRGIKGMICETSVLDPVEGIRFRGYTIPECQEMLPKA 120
QEFRKQHNDTKIGDVTVGMAYGGMRGIKGMICETSVLDPVEGIRFRGYTIPECQEMLPKA 117
LEFRKKYGNEKLGEYTVDQAYGGMRGIKGLVTETSHLDPIEGIEFRGYTIPQCQELLPKA 117
KEFRAKHGSTVIQSINVDMIYGGMRTMKGMVTETSVLDPEEGIRFRGYSIPECQKMLPKA 113
IAFRKEHGKTKVGEVTVDMMYGGMRGIRGLVTETSVLDPDEGIRFRGYSIPECQKLLPMA 110
KSFRQQHGSTAIGQITVDMVYGGMRGMKGLIYETSVLDPDEGIRFRGFSIPECQKLLPKA 112
KNFKQQHGKTVIGQVTVDMVYGGMRGMKGLVYETSVLDPDEGIRFRGYSIPECQKLLPKA 110
KTFRQQHGKTVVGQITVDMMYGGMRGMKGLVYETSVLDPDEGIRFRGFSIPECQKLLPKA 108
KAFRQQHGKTVVGQITVDMMYGGMRGMKGLVYETSVLDPDEGIRFRGYSIPECQKLLPKA108
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recuadros rosa: aminodcidos del sitio activo (His 312, His 357 y Asp 412).

Figura 13. Alineamiento multiple de la secuencia am1n0ac1d1ca de citrato sintasa. Recuadro rojo: dominio
PF08447.11 (aas. 178-242; 244-297); recuadro amarillo: firma PS00480 de citrato sintasa (aas. 354-366);
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Figura 13. Alineamiento multiple de la secuencia aminoacidica de citrato sintasa (continuacion).
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LQYYGLTEMNYYTVLFGVSRALGVLASLVWDRALGLPIERPKSMTTELLKKHVGAS-—--- 472

LOYFGMNEMSFYTVLFGVSRALGCLSQLIWSRGMGLPLERPKSHSTDGLMKLAAAAAK-- 471
LOHYKMTEMNYYTVLFGVSRALGCMASLIWDRALGLPIERPKSFDTPSLKKLASQAK--- 467
LQYYGMKEMKYYTVLFGVSRALGVLSQLIWSRALGFPLERPKSMSTAGLMQLVGYKSGRI 472
LQYYGMTEMNYYTVLFGVSRALGVLSQLIWSRALGFPLERPKSMSTDGLMQLVGSKSG-- 468
LQYYGMTEMNYYTVLFGVSRALGVLAQLIWSRALGFPLERPKSMSTEGLMKFVDSKSG-- 466
LQYYGMTEMNYYTVLFGVSRALGVLAQLIWSRALGFPLERPKSMSTDGLMKEFVDSKSG-- 466

hokg e o kk gkokkkkokkkkkokk g s Kk gok K sk kR KKk * *

——————————————————————————————————————— 464
——————————————————————————————————————— 476
——————————————————————————————————————— 470
——————————————————————————————————————— 472
——————————————————————————————————————— 471
——————————————————————————————————————— 467
RPGSPASEHQPSSSPGQAELTREFLQHGRRSWSPLALQS 511
——————————————————————————————————————— 468
——————————————————————————————————————— 466
——————————————————————————————————————— 466
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El analisis de la secuencia aminoacidica de la citrato sintasa de la medusa bola de cafidon confirmé
que contiene la firma PS00480 caracteristica de la citrato sintasa: G-[FYAV]-[GA]-Hx-[IV]-
x(1,2)-[RKTQ]-x(2)-[DV]-[PS]-R (dénde “x” es cualquier aminoacido, los corchetes incluyen a
uno o varios aminodcidos y los nimeros entre paréntesis indican el nimero de repeticiones que
podria tener “x” aminoacido) que se encuentra en la region 178-242 de la secuencia de S.
meleagris (Karpusas et al., 1990). También se identific6 en la secuencia putativa, el dominio
PF08447.11, mismo que se encuentra interrumpido por el residuo Pro243 de S. meleagris para
después continuar, ubicandose ambas partes de este dominio en las posiciones 178-242 y 244-
297. Por ultimo se localizaron los aminoacidos involucrados en la catalisis, las histidinas 312,

357 y la asparagina 412 (Gold et al., 2019).

Modelo Estructural Predictivo

El modelo predictivo de la citrato sintasa de la medusa S. meleagris se construyd usando como
templado la estructura cristalografica de la enzima del cerdo Sus scrofa (codigo 2CTS;
Remington et al., 1982).

El modelo predictivo de la proteina de la medusa conserva la conformacion globular
caracteristica de las citrato sintasas y cuenta con un nivel de confianza del 100 %, una cobertura
del 91 % de los aminoécidos de la secuencia deducida y un porcentaje de identidad del 67 %
(figura 14). El modelo se compone en un 60 % de hélices alfa, 3 % de laminas beta y 21 % de
loops entre estas estructuras y permite observar a los aminoacidos del sitio activo ubicados en

una hendidura que los mantiene cercanos entre ellos.
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Figura 14. Modelo estructural predictivo de la citrato sintasa de S. meleagris. a) Estructura terciaria y b)
acercamiento al sitio activo. El dominio PF08447.11 (aas. 178-242; 244-297) marcado en rojo. La firma PS00480
de citrato sintasa (aas. 354-366) marcada en amarillo. Los aminoécidos del sitio activo (His 312, His 357 y Asp
412) marcados en rosa.

Estudios previos han sugerido que la separacion del dominio PF08447.11 por la interrupcion del
residuo Pro243, puede conferirle distintas caracteristicas a la actividad de la enzima puesto que
en otras especies los residuos de prolina inducen una torcedura distintiva que permite que las
hélices alfa sean mas largas (Bernardi et al., 2011); de modo que éste puede ser un mecanismo
de regulacion postraduccional, modificando la estructura de la enzima y con esto su actividad
catalitica. Lo anterior es congruente con el hecho de que este modelo predictivo muestra al
monodmero de la citrato sintasa, misma que so6lo es activa cuando se presenta como homodimero,
sufriendo un cambio conformacional necesario en donde existan dos sitios activos que puedan
recibir al oxaloacetato y acetil-coenzima para su condensacion hacia citrato (Mathews et al.,
2013). Por lo anterior, el modelo estructural cuenta con las caracteristicas especificas que
permiten confirmar que la medusa bola de caién cuenta con la enzima indicadora de actividad
mitocondrial y del metabolismo aerobio, sin embargo, se requiere obtener la estructura
cristalografica de la citrato sintasa de S. meleagris para estudios mas detallados.

Relaciones Filogenéticas

El analisis filogenético de citrato sintasa se realizo utilizando un total de 49 secuencias de
organismos de distintos grupos taxonémicos. Como se muestra en la figura 15, la proteina

deducida de citrato sintasa de S. meleagris se agrupa con las secuencias de otros cnidarios y éstos
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a su vez con otros invertebrados; mientras que las secuencias de vertebrados se encuentran

claramente separadas por el clado de los cordados.

Gallus gallus
Dramaius novashollandiae  |aves
Apterys rowi

Pogona vitticeps

Motechis scutatus Reptilia

a4 Python brittatus

Physeter catodon
Delphinapterus leucas }Cetacea
Balaenoptera acutorostrata scamrmoni
Bovidae Mammalia

100

Proboscidea
Macaca fascicularis Chordata
Homo sapiens
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}Prlmatss

Anabas testudineus
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Pangasianodon hypophthalmus
Chanos chanos
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Brissopsis Iyrifera Echinodermata
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Figura 15. Arbol filogenético de la secuencia aminoacidica de citrato sintasa. Construido a partir de las
secuencias de aminoacidos de 49 especies bajo los parametros del método del vecino mas cercano en el software
MEGA version 7.

Estos resultados que muestran evidencia sobre la presencia de la citrato sintasa en la medusa bola
de cafién S. meleagris, generando un acercamiento para entender el origen de la especie en la
historia evolutiva de los animales, puesto que ésta enzima es muy conservada entre los distintos
reinos de la vida. Existen reportes previos que sugieren que las medusas se originaron en una
etapa muy temprana de la vida en el planeta, posterior a la aparicion de los primeros organismos

eucariotas en un ambiente escaso de oxigeno, por lo anterior es posible que la enzima formara
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parte de los primeros organismos que tuvieron capacidad de metabolizar el oxigeno como una
nueva habilidad para la generacion de energia a partir de las mitocondrias adquiridas por
endosimbiosis segun la teoria propuesta por Sagan en 1967. Con base en lo anterior, se pueden
generar distintas hipotesis que expliquen la actividad del metabolismo energético de S. meleagris
y como ésta puede variar su comportamiento independientemente de los niveles de oxigeno o por
las variaciones de factores fisicos como la temperatura, de manera que se vuelve necesaria la
evaluacion de la actividad enzimatica de las enzimas involucradas en el metabolismo aerobio y

anaerobio, con el fin de completar un marco general basico de su metabolismo energético.

6.3.2 Evaluacion de la Actividad Enzimatica de Citrato Sintasa de Stomolophus meleagris

En la figura 16 se muestra la actividad de la enzima citrato sintasa en las mitocondrias aisladas
de S. meleagris sometida a diferentes temperaturas. Se observaron cambios significativos debidos
a ambos factores estudiados y su interaccion (P<0.05). Se observo que después de la primera
hora de exposicion, a 28 °C hubo un incremento del 355.1 % respecto a las temperaturas mas
bajas (P<0.05), indicando que a mayor temperatura se muestra mayor actividad enzimatica en

todos los tiempos muestreados.
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Figura 16. Actividad enzimatica de la citrato sintasa en las mitocondrias de S. meleagris. Las barras
representan a la media + error estandar de la interaccion temperatura y tiempo de exposicion. *** Letras diferentes
indican diferencias significativas (P<0.05).
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A pesar de que no se detectaron diferencias significativas entre las temperaturas de 18 y 23 °C,
en cada uno de los tiempos muestreados (P>0.05), hubo cambios en la actividad enziméatica por
efecto del tiempo, siendo la enzima mas activa a las 6 h de exposicion en todos los tratamientos
(P<0.05).

En los organismos expuestos a 18 y 23 °C se observo un aumento en la actividad de la enzima a
las 6 h, seguido de un decremento a las 12 h (P<0.05). Lo anterior, en el caso especifico de las
medusas expuestas a 18 °C es importante porque a actividad de citrato sintasa como enzima
indicadora del metabolismo aerobico confirmé que la ruta aerdbica se encuentra activa a pesar
de que las mitocondrias mostraron un coeficiente respiratorio muy bajo, estdn acopladas y tienen
la capacidad de producir energia por esta via; lo anterior concuerda también con los resultados
obtenidos de la concentracion de ATP mitocondrial.

En un estudio previo se evalud el efecto de la temperatura en la actividad de la citrato sintasa de
los crustaceos Euphausia superba, Meganyctiphanes norvegica, Serolis polita y Idotea baltica,
mostrando resultados similares para las cuatro especies, donde la actividad de la citrato sintasa
aument6 casi de manera lineal conforme aumentaba la temperatura hasta un maximo de ~40 °C.
Ademas, se reportd que después de los 30 min de exposicion de la enzima a 40 °C, pierde su
actividad y comienza a desnaturalizarse (Vetter, 1995).

En la medusa bola de cafiéon se observaron cambios en la actividad de la enzima citrato sintasa a
28 °C después de las 12 h, explicado con un decremento en el metabolismo aerobio posiblemente
por la pérdida de la actividad de la enzima durante un periodo prolongado, acompafiado de una
disminucién de los niveles de ATP después de las 6 h; ademas del incremento del metabolismo
anaerobio observado como un incremento en la actividad de la LDH al igual que en la produccion
de L-lactato. Todo con el objetivo de mantener la demanda energética para sobrevivir al estrés
por efecto de la temperatura, de tal modo que en periodos prolongados la demanda energética se

sostiene por la via aerobia y anaerobia.

6.3.3 Caracterizacion de la Proteina Deducida de la Secuencia de 1a Enzima L-lactato

deshidrogenasa de S. meleagris

Secuencia del Transcrito, Proteina Deducida vy Alineamiento Multiple

64



La secuencia nucleotidica de una putativa lactato deshidrogenasa de la medusa bola de canén
cuenta con una secuencia parcial de 2041 pb, con 59 pb en la region 5’UTR, los codones de inicio
y término se localizan en las posiciones 1 y 1111, respectivamente y una region 3’UTR de 869
pb. La region codificante se detectd en el marco de lectura abierto 3 y consta de 1110 pb,
codificando a una proteina deducida de 370 aminoacidos, con un peso molecular de 40.624 kDa

y un punto isoeléctrico (pl) 5.34 (figura 17).

CT -58
GGTTTGGAAGGAGGCGTTAATGCTACTGAAGGAGGAATCTGTGTGGACTTGACTAAAE:E 3
M 1
GATAAAATTACTGACCTTAACCCAGAAGATTTTGATGTCACAGTGGAACCAGGTGTCAAA 63
p x I T DL N P EDF DV T V E P G V K 21
CGAGATGATTTGAATCACTATGTGAAGGATGCTGGACTCTGGTTTCCTGTTGATCCCGGG 123
R D DL NHY V K DA GUL W F P V D P G 41
GCAGAGTGCTCATTATGTGGTATGGTTGCCACAAGTGCCTCTGGAACAAATGCTGTTAGG 183
A E C s L C GGM VAT S A S G T N A V R 61
TATGGCACTATGCGGGAAAATGTTATAAACCTGGAGGTGGTTCTTGCAGATGGGACGATT 243
Yy 6 T M R E NV I NL E V V L A D G T I 81
ATCCATACTGCCGGCAAAGACCGACGCACAAAAAAAACTGCTGCTGGATACAATTTGACG 303
I # T A G K D R R T K K T A A G Y N L T 101
AATTTATTTGTTGGGTCAGAAGGAACTCTAGGGCTGATAACGAAAGCAACTCTGAGACTG 363
N L F V G S E G T L G L I T K A T L R L 121
TACCCTGTGCCTGAATCAATCGTCGCGGCTGTCTGCAACTTCCCAACGATTAAAGATGCT 423
Yy p V P E S I VvV A A V C N F P T I K D A 141
GTGGACAGTGTTGTGATGATTCTGCAGTGTGGTATACCTATTGCTCGCATTGAGTTAATG 483
v b s Vv Vv m™M I L Q C G I P I A R I E L M 161
GATGACATTGCTATGGACATGTGCAACAAATACTCCGGGATGGATTACGCAGTCGCCCCT 543
b bl aAaMDMTCNIKY S GMD Y A V A P 181
TCGCTGTTCCTTGAGTTTCATGGAAGTGACAAGAGTGTTGAAGATCAACTCGAGAAAACA 603
s L F L E F H G S D K s V E D Q L E K T 201
AGTGAAATCGTGAACATGAATGACGGATCAAACTTCTTTTGGGCGAAGGAGATGGAAGAA 663
s E I vV N M N DG S N F F W A K E M E E 221
AGAAACCGTCTTTGGAAAGCAAGACACAGTATGTATTATGCTGCGCTCGCGTACAGGCCG 723
R N R L W K AR H S M Y Y A A L A Y R P 241
GGTTGCAAGGGAATTGTAACTGATGTTTGCGTTCCGATTTCTAACCTTCCTGAATTGGTT 783
G ¢ K G I vTDV CV P I S N L P E L V 261
ACCGCGGCCAAGGAAGATGCGATTTCGTCAAATTTAGTCACTCCAGTTCTAGGTCACGTG 843
T A A K E DA I S S N L V T P V L G H V 281
GGCGATGGCAACTTCCACTGCTTTGTTATTGTCAATCCTCAGGACCCAGGTGAAATCTCT 903
G b GG N F HCUF VI VNP QD P G E I S 301
GCAGCTAAGCATTTCCATGAGAGACTCGCCAGGCATGCTCTTTCACTGAACGGAACCTGC 963
A A K H F HEIRLAWRHAIL S L N G T C 321
ACAGGGGAACACGGTATTGGAATCGGCAAAATGAAGTTGCTTGAAGAGGAGCTTGGTAAC 1023
T G E H G I G I G KM KL L EEE L G N 341
AACACTTTCAACGTAATGAAGCAGATCAAGCGATCGCTGGATCCCAAAAATATTCTCAAT 1083
N T F NV M K @Q I K R S L D P K N I L N 361
CCAGGAAAAGTGCTTGATTATTATTACE§§ETTATATTTAACGGCCGCTGATGTAGATAT 1143
P G K vV L D Y Y Y * 370

AAGTAATTTAAATACGCTTTTGATTAGATGTACGCAATATAAGCTTACCTTTTATTCAAA 1203
TAAGCTGAGAATGACGCAAATAGCGGCGCTGCTTCAATTAACAAATAAATTTTCGCCAGC 1263
ATATATCCCATGAGAGTCTTTGAGAGGTTATTTCAACGAACTATGATTATATGCATGTAA 1323
TTGTAAAACGTTTACTCCTCAGGGGCCCTACCCCTTTCATGCTTTTGCCCATTTCCTTCC 1383
ATGCAAAGACCAAATGGTATATGCCCTTGATCTCACCTCGACGTAACCTTAGACAAAGTG 1443
CACATTATTTATTTCTGTTCCCCAATTCATATGCTAATAACAGTAGGGAAAAGGGAATTA 1503
GATTAAACATGACCCGTCTTGAAGAGAAGGAGCATAAACAGCTCATAAGAAATATCTCCA 1563
TTATTTAAGGATTCCTATACACTTTCTTCCTGTATACCTAAGCCCTCTCTTCTAAACCTT 1623
TTGTTAATTGTATCTCCTTGTTTTTCATCTCCAATTTTTATTCCAAGATTTTTCCCGTTT 1683
TAACCTAATTCCAATTGCCGTCTTTTGTTTTAGATTTCAGTATATAGATTTGAGATTTAA 1743
GACTTAAGACACGACGTCATTTTACATGGAATAGAAACACCAAAGACCTTAGATTTATTA 1803
TCAATCCTTGTGCGTGTGAATTATTATTATGATAAACCGTGGAAAATGTACTGGTTTGGT 1863
ATAATATAAAATTGACTTTATGGAACATATCATTAATTCTATACTAATATGTATAGTTTA 1923
AAATGTTGGGGTCAATCTGAATGGTTGTTCAAACTCTTTGCGCAAAAGTTGCATTGAAG 1982

Figura 17. Secuencia nucleotidica y deducida de aminoacidos de la enzima lactato deshidrogenasa de la
medusa bola de caiién Stomolophus meleagris. Los codones de inicio y término se encuentran enmarcados.
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Después del andlisis bioinformatico de la secuencia a través del alineamiento multiple y del
modelamiento estructural en MEGA 7 y Phyre 2 respectivamente, no se contd con la
identificacion de la secuencia de L-LDH de S. meleagris. Sin embargo, existen estudios en otras
especies de cnidarios los cuales reportan la presencia de la L-lactato deshidrogenasa, tal es el
caso en la anémona Exaiptasia pallida (KXJ04848.1) y en los corales Pocillopora damicornis
(XP_027060424.1), Stylophora pistillata (XP_022798238.1) y Acropora millepora
(XP_029199029.1; Baumgarten et al., 2015; Voolstra et al., 2017; Cunning et al., 2018; Ying et
al.,2019). Por lo anterior se sugiere que la L-lactato deshidrogenasa si forma parte del esquema
metabolico de la medusa bola de cafidon, haciendo necesario evaluar la actividad de L-lactato
deshidrogenasa de medusas S. meleagris expuestas a diferentes temperaturas, ensayo en el cual

se logro observar actividad de la enzima a través del tiempo.

6.3.4 Evaluacion de la Actividad Enzimatica de L-lactato Deshidrogenasa en campana de

Stomolophus meleagris

En la figura 18 se muestra la actividad de la enzima L-lactato deshidrogenasa (L-LDH) en la
campana de las medusas. Los resultados mostraron menor actividad en todos los tiempos a 18 °C
(P<0.05); mientras que en el tratamiento de 23 °C se observaron altos niveles de actividad durante
las primeras 6 h de exposicion, detectando una disminucidon de su actividad hasta las 12 h
(P<0.05). Por ultimo, a 28 °C la enzima perdi6 actividad a las 6 h, incrementdndose nuevamente

a alas 12 h de exposicion.
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Figura 18. Actividad enzimatica de L-lactato deshidrogenasa (L-LDH) en la campana de S. meleagris. Las
barras representan a la media * error estdndar de la interaccion temperatura y tiempo de exposicion. #°¢ Letras
diferentes indican diferencias significativas (P<0.05).

Los resultados muestran que la medusa en condiciones Optimas mantiene activo su metabolismo
anaerobico, el cual va disminuyendo conforme la medusa se va aclimatando a las nuevas
condiciones, encontrandose los valores mas bajos después de 12 h en donde se asume que el
organismo depende en su mayoria del ATP que produce por la via aerébica. En cuanto a las
medusas expuestas a 28 °C, los cambios observados por efecto del tiempo concuerdan con los
resultados del contenido de L-lactato el cual a las 6 h disminuy6 y posteriormente aumento a las
12 h. A su vez también se relacionan con la disminucion de actividad de citrato sintasa a las 12
h y con la disminucion del contenido de ATP mitocondrial.

Basado en lo anterior, se sugiere que la medusa S. meleagris mantiene activo su metabolismo
anaerobico desde el inicio del bioensayo.

Por otra parte, las medusas expuestas a 18 °C mostraron que la temperatura juega un papel crucial
para la actividad de la LDH, ya que presenta los niveles més bajos en todos los tiempos evaluados
con respecto a las demds temperaturas. Lo anterior sugiere que la medusa bola de caiidon se ve
mas afectada por periodos prolongados a bajas temperaturas que a las altas temperaturas,
consideracion que coincide con lo propuesto por Aljbour et al. (2017) en la medusa Cassiopea
sp., debido que en S. meleagris también disminuy?6 el contenido de ATP y la actividad aerobica
(véase figuras 11 y 16, respectivamente) y no se activa la via anaerdbica para poder mantener los

niveles de energia suficientes para sobrevivir.
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Integracion de Resultados

El conjunto de resultados obtenidos en las medusas expuestas a 23 °C, permitio detectar un
decremento de los niveles de glucosa y lactato a las 6 h, acompanado de niveles constantes de
proteinas, el glucogeno y el ATP mitocondrial. Estos hallazgos apuntan a que la medusa bola de
cafion es capaz de mantener activo su metabolismo aerdbico a 23 °C.

Por otra parte, en los organismos expuestos a 28 °C se detectd la mayor tasa de consumo de
oxigeno mitocondrial, acompafiado de un incremento en la tasa metabolica total del organismo,
esto expresado como una rapida oxidacion de los nutrientes a mayor temperatura.

Debido a que los organismos expuestos a mayor temperatura tienen un metabolismo mas rapido,
estos generaran mas ATP por la via aerobia y producirdn mas energia para crecer, lo cual se
puede apreciar en los resultados de ATP y en los de actividad de la citrato sintasa (figuras 11 y
16; Rastrick y Whiteley, 2013). No obstante, la tasa metabolica, la sintesis de proteina, la
actividad de la citrato sintasa y los niveles de ATP no pueden sostener la demanda energética
conforme avanza el tiempo, debido a que tienden a disminuir e intentan estabilizarse en un estado
de actividad constante con el objetivo de conservar la energia que producen y en consecuencia,
el crecimiento de la medusa se detiene o debe ser muy bajo, de manera que la energia en reserva
pueda ser utilizada para enfrentar la temperatura alta. Lo anterior se apoya por un estudio
realizado por Nevarez-Lopez et al. (datos no publicados) en el cual se logré observar que las
medusas no sélo no crecen, sino que disminuyen su tamafio de manera significativa conforme la
temperatura del agua incrementa.

A 28 °C durante el transcurso del tiempo la energia comenzo a reservarse y debido a que la via
anaerodbica se activo muy rapido (como se aprecia en los resultados de L-lactato y LDH), las
reservas de ATP se acumularon a las 6 h de exposicion. Posteriormente a las 12 h todo empezo
a disminuir, la tasa metabolica decrement6 y se mantuvo estable, la proteina almacenada
disminuyo, la actividad aerobica se redujo pero nunca tanto como en los organismos expuestos a
18 y 23 °C y como consecuencia, el ATP también disminuy6. Cabe destacar que a las 12 h
también se observa que en S. meleagris el metabolismo aerébico sigui6é funcionando, aunque
estos mecanismos no se sostienen, pues después de 6 dias incrementd la tasa de mortalidad de
los individuos (Nevarez-Lopez et al., datos no publicados).

En la temperatura de 28 °C desde el inicio del experimento, la glucosa se abatié con el cambio

de la temperatura, bajando un 46.79 % con respecto a la temperatura 6ptima, por lo que el
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agotamiento de los carbohidratos ocurri6 antes que el de las proteinas, como normalmente ocurre
en los organismos, por lo que a 28 °C hay una mayor cantidad de proteina producida desde el
inicio para ser utilizada después como se menciono6 anteriormente. Estos resultados indican que
la medusa bola de cafion utiliza primero los carbohidratos para la produccion de energia en forma
de ATP, mientras que la proteina aumenta con respecto a las medusas expuestas a 23 °C. De esta
manera, mientras se metabolizan los carbohidratos, se almacenan las proteinas para ser utilizadas
cuando la glucosa se agote, teniendo distintos sustratos para la produccion de energia en funcion
del tiempo de exposicion (Arai, 1997).

Por ultimo, las medusas expuestas a 18 °C presentaron la tasa metabdlica mas baja y sus
mitocondrias consumieron oxigeno a menor velocidad entrando en un estado de depresion
metabolica para reducir el consumo de energia por debajo de su tasa metabolica estandar puesto
que son organismos ectotermos. Lo anterior esta relacionado con el contenido de ATP, que por
la via aerdbica aportarda menos ATP si la tasa respiratoria es menor en comparacion con los otros
tratamientos.

Los resultados obtenidos muestran que a 18 °C no cambi6 el contenido de proteinas en tejido de
la campana, esto esté relacionado con la fisiologia de la medusa, dado que la sintesis de proteinas
funciona para reparar y reemplazar otras proteinas existentes para el crecimiento y reproduccion
(Rastrick y Whiteley, 2013). A diferencia de lo observado a mayor temperatura, a bajas
temperaturas, el crecimiento de los organismos fue muy bajo o nulo si se compara con lo que
crecerian en su temperatura optima.

En cuanto a la glucosa libre en el tejido de la campana, disminuy6 al inicio del experimento
confirmando que es el primer recurso energético utilizado por la medusa para metabolizarlo y
formar ATP, aunque el glucégeno se quedd almacenado como reserva energética.

Por otra parte, se detectd un incremento en el contenido de L-lactato a baja temperatura desde la
primera hora de exposicion, lo que es indicador de estrés térmico. A pesar de esto la via aerdbica
no se detuvo, puesto que las mitocondrias continuaron consumiendo oxigeno, produciendo ATP
y la enzima citrato sintasa sigui6 activa, aunque con menor actividad que en temperaturas de 23
y 28 °C. Esto sugiere que las medusas expuestas a bajas temperaturas, dependen menos de la via
anaerobica de lo que dependen aquellas expuestas a temperaturas altas. Estos resultados
acompafiados con los datos de oximetria nos indican que las mitocondrias de medusa S. meleagris

expuesta a 18 °C se encuentran acopladas y que la demanda energética de sus tejidos se mantiene
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a través del metabolismo aerobio a pesar de obtener coeficientes respiratorios (CR) mas bajos
que los otros tratamientos. A las 12 h se observo una tendencia al almacenamiento de energia

aumentando el contenido de glucdégeno en campana y una reduccion de ATP mitocondrial.
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7. CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en este estudio indican que la tasa de consumo de oxigeno
mitocondrial y el metabolismo aerdbico de Stomolophus meleagris aumentan a 28 °C y
disminuyen a 18 °C, generando diferentes respuestas en cada temperatura. A 28 °C la medusa
opta por utilizar las proteinas como fuente alterna para la produccidon de energia durante las
primeras 6 h de exposicion, después de este tiempo la via anaerdbica incrementa su actividad
para sostener la demanda energética en conjunto con la via aerdbica. Por otra parte, cuando S.
meleagris se expone a 18 °C entra en un estado de depresion metabdlica con el fin de resguardar
las reservas energéticas para sobrevivir por periodos prolongados. En las temperaturas de 18 y
28 °C existe la tendencia de sintetizar glucogeno con diferente tiempo de respuesta, siendo mas
rapida la respuesta a temperaturas altas que a las bajas, esto como una respuesta que le permite
al organismo incrementar las reservas energéticas para aumentar la sobrevivencia de los
individuos ante las temperaturas extremas. Finalmente, S. meleagris tiene una capacidad
adaptativa que le permite mantener sus niveles energéticos estables, a pesar de exponerse por
tiempos prolongados a temperaturas extremas, estos hallazgos demuestran como las medusas
cuentan con los mecanismos bioquimicos que les permiten enfrentar grandes cambios
ambientales, lo que explicaria la capacidad de sobrevivencia de esta especie, desde su temprana

aparicion en la historia evolutiva animal, hasta la actualidad.

71



8. RECOMENDACIONES

Se recomienda abordar en futuros estudios la identificacion y caracterizacion de la enzima
L-lactato deshidrogenasa en S. meleagris, enzima que juega un papel importante en la generacion
de energia por la via anaerdbica, cuya proteina no pudo ser confirmada en este estudio. Lo
anterior sera de gran importancia para una mayor comprension de la biologia de la medusa y de

su metabolismo energético.
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