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Abreviaturas
EFM: Modo de flujo elemental
NADPH: Nicotinamida adenina
dinucleotido fosfato
GS: Glutamina sintetasa
GOGAT: Glutamina-oxoglutarato
aminotransferasa
NADP: Fosfato de dinucledtido de
nicotinamida y adenina
GDH: Glutamato deshidrogenasa
ROS: Especies reactivas de oxigeno
SER: Serina
GLU: Glutamato
GLN: Glutamina
GLI: Glicina
ALA: Alanina
ASN: Asparagina
ASP: Aspartato

pM: micromolar

Glosario
Cnidaria: Filo de animales invertebrados,
algunos con relaciones simbi6ticas con
microalgas
Anémona: Invertebrado marino que
pertenece al filo Cnidaria, el mismo filo de
los corales.
Microalga: Microorganismo microscopico
fotosintético
Hospedero: organismo que alberga a otro
organismo.
Modelo: representacion simplificada de un
sistema
Estrés: Alteraciones que se producen en un
organismo en respuesta a presiones externas
e internas.
Blanqueamiento coralino: Fendmeno en el
que los corales expulsan las microalgas

simbidticas.
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1. Resumen
Algunos corales, animales del filo Cnidaria, se caracterizan por tener una asociacion con
microalgas fotosintéticas de la familia Symbiodiniaceae. Esta relacion simbidtica es la base
fundamental para que estos animales puedan vivir en aguas marinas oligotroficas tropicales y
subtropicales, y construir el colorido y biodiverso ecosistema arrecifal coralino. Sin embargo, su
lento crecimiento, su dificultad y alto costo de reproduccion en cautiverio, han dificultado
algunos estudios experimentales que aborden preguntas claves de su relacion simbidtica. Por
ello, la anémona Exaiptasia diaphana de la clase Anthozoa, es uno de los mejores modelos para
el estudio de simbiosis por tener ventajas como realizar estudios a escala gendmica. Con el fin de
comprender un poco mas su interaccion simbidtica, esta investigacion se baso en el andlisis de
Modos de Flujo Elemental para evaluar los efectos de la glucosa sobre la red metabdlica de la
anémona. Se tuvo en cuenta el estado aposimbiotico, bloqueando la entrada de glucosa y amonio,
y el simbiotico, con flujo normal de estos metabolitos. Los resultados muestran que la condicion
aposimbidtica provoca una disminucion en las reacciones de biomasa de algunos aminoacidos no
esenciales y carbohidratos, en comparacion con la condicién simbidtica. Esto se debe a que la
glucosa translocada por los simbiontes es utilizada por el hospedero para reciclar el amonio y
posteriormente incorporarlo a los aminoacidos. Ademas, la desactivacion de algunas reacciones
implicadas en el metabolismo de Exaiptasia y la heterotrofia (obtencidn de nutrientes de fuentes
externas) explica la disminucién del potencial metabolico de los metabolitos de biomasa,

fundamental en procesos como la respiracion, el crecimiento y la reproduccion del hospedero.

Palabras clave: Simbiosis, Modo de flujo elemental (EFM), modelo, genoma, Symbiodiniacea



2. Abstract
Some corals, animals of the Cnidaria phylum, are characterized by having an association with
photosynthetic dinoflagellates of the Symbiodiniaceae family. This symbiotic relationship is the
fundamental basis for these animals to be able to live in tropical and subtropical oligotrophic
marine waters, and build the colorful and biodiverse coral reef ecosystem. However, its slow
growth, its difficulty and high cost of reproduction in captivity, have made it difficult for some
experimental studies that address key questions of their symbiotic relationship. For this reason,
the Exaiptasia diaphana anemone of the Anthozoa class is one of the best models for the study of
symbiosis because it has advantages such as carrying out studies on a genomic scale. In order to
better understand their symbiotic interaction, this research relied on Elemental Flow Modes
analysis to assess the effects of glucose on the anemone's metabolic network. The aposimbiotic
state was taken into account, blocking the entry of glucose and ammonium, and the symbiotic
state, with normal flow of these metabolites. The results show that the aposimbiotic condition
causes a decrease in the biomass reactions of some non-essential amino acids and carbohydrates,
compared to the symbiotic condition. This is due to the fact that the glucose translocated by the
symbionts is used by the host to recycle the ammonium and subsequently incorporate it into
amino acids. In addition, the deactivation of some reactions involved in the metabolism of
Exaiptasia and heterotrophy (obtaining nutrients from external sources) explains the decrease in
the metabolic potential of biomass metabolites, essential in processes such as respiration, growth,
and reproduction of the host.

Keywords: Symbiosis, Elemental Flow Mode (EFM), model, genome, Symbiodiniacea



3. Introduccion
El sistema arrecifal, formado por corales escleractinios hermatipicos (Filo Cnidaria),
proporcionan una serie de beneficios, como proteccién costera y albergue de una gran diversidad
de vida marina (Ahmed et al., 2007). Estos animales forman una asociacion simbidtica
mutualista con microalgas dinoflageladas de la familia Symbiodiniaceae, que se localizan en una
estructura transmembranal al interior de las células gastrodérmicas, denominada simbiosoma
(Wakefield & Kempf, 2001). Las microalgas proporcionan moléculas orgénicas producto de la
fotosintesis conocidas en su conjunto como fotosintetatos; entre estos fotosintetatos transferidos
al hospedero se encuentra el glicerol, la glucosa, algunos aminoacidos y algunos lipidos, los
cuales son utilizados en diferentes rutas metabolicas. El cnidario, por su parte, le ofrece a su
huésped proteccidn, nutrientes inorganicos como fosforo y nitrogeno (principalmente en forma
de amonio, NH,") (Burriesci et al., 2012; Yellowlees et al., 2008) y un ambiente luminico idéneo
(Enriquez et al., 2005).
Por otro lado, esta asociacion es sensible a distintos factores provocados por el hombre, como el
cambio climético global (Baker et al., 2008), la acidificacion de los océanos (Kroeker et al.,
2010) y los excesos de nutrientes (Tomascik & Sander, 1985). Estas condiciones de estrés
provocan que el animal expulse al dinoflagelado, un evento conocido como blanqueamiento
coralino (Gates et al., 1992).
El reciclaje de nutrientes en la simbiosis Cnidaria-microalga ha permitido el éxito de los arrecifes
de coral durante millones de afios en aguas oceénicas oligotroficas sub- y tropicales. Sin
embargo, se desconocen algunos efectos del desequilibrio de este reciclaje sobre el metabolismo
del hospedero, en parte, por la dificultad y el costo de trabajar con corales en condiciones de
laboratorio. Por tanto, Exaiptasia diaphana -primo- cercano de los corales, es un organismo
modelo que posee diferentes ventajas, como su alta informacion genomica, metabolomica,
fisiolégica y molecular, que la hacen ideal para experimentos en cualquier parte del mundo
(Radecker et al., 2017).
La comprension de la ruta del reciclaje de nutrientes se debate con gran interés en la actualidad,
puesto que la asimilacion de nitrogeno la realiza principalmente el simbionte. Sin embargo, en
otros estudios han demostrado que el hospedero es quien controla la disponibilidad de nitrégeno
en forma de amonio, y a su vez la densidad de la microalga (Cui et al., 2019; Falkowski et al.,

1993). Por consiguiente, es importante estudiar estos mecanismos metabolicos para entender la



regulacion del reciclaje de nutrientes en la simbiosis Cnidaria-microalga, bajo diferentes estados
simbidticos de la anémona. Se conoce que la glucosa translocada hacia el hospedero es
fundamental en la asimilacion de nitrogeno a través de la sintesis de aminoacidos, lo cual
compromete su supervivencia en condiciones que inducen la pérdida de sus simbiontes (Cui

et al., 2019). Por tal razon, se requiere abordar desde la biologia de sistemas y estudios in silico,
el estudio de la configuracion metabdlica en el sistema modelo de simbiosis Exaptasia, bajo los
estados simbidtico y aposimbidtico

Los sistemas modelo ayudan a conocer como funciona la biologia de la simbiosis, para que
después sean aplicadas a los estudios de organismos en laboratorio. Exaiptasia como uno de los
sistemas modelo mejor estudiado, ha ayudado a los bidélogos a comprender de manera
experimental un poco mas la biologia y los mecanismos moleculares de la simbiosis Cnidario-
microalga (Weis et al., 2008).

En este estudio, se investigo el impacto de la glucosa translocada en el metabolismo de la
anémona Exaiptasia diaphana en su estado simbidtico y aposimbiotico. Se utilizé el analisis de
Modo de Flujo Elemental (EFM) para determinar el potencial maximo de metabolitos,
incluyendo algunos aminoécidos no esenciales y carbohidratos, y se compararon las diferencias
cuando se bloqued la principal fuente de carbono (glucosa) y nitrégeno (amonio), en contraste

con un flujo normal de estos metabolitos.
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4. Marco teorico y antecedentes
4.1 Relacién simbiédtica Cnidario-microalga.
La relacion mutualista donde ambos socios se benefician, es la caracteristica fundamental en los
arrecifes de coral (Sheppard et al., 2018). Algunos corales del Filo Cnidaria, del Orden
Actiniaria, albergan algas unicelulares de la familia Symbiodiniaceae, y al igual que cualquier
fotoautoétrofo, usan la energia solar para sintetizar fotosintetatos, lo cual les permite colonizar
ambientes oligotréficos (Roth, 2014). En esta asociacion su éxito se da por el movimiento
bilateral de metabolitos, el alga le proporciona el carbono fijado al hospedero para su
crecimiento, y este a su vez le brinda nutrientes, ambiente luminico idoneo y proteccion, dejando
un trato que les cuesta la independencia, puesto que la mayoria de los corales no pueden vivir sin
estos dinoflagelados (Sheppard et al., 2018). Se tiene registro que la simbiosis comenz6 hace
aproximadamente 240 millones de afios en el Triasico, segun lo indica el fésil Pachythecalis
major (Muscatine et al., 2005), lo que demuestra la antigiiedad y la estabilidad de esta relacién a
lo largo de la historia evolutiva.
La relacion no es del todo obligada, dado que puede llevar a la expulsar a sus simbiontes en
ciertas condiciones de estrés. Este evento se le conoce como blanqueamiento, debido a la
disminucion tanto de la densidad de dinoflagelados, como la concentracidn de pigmentos (Fitt
et al., 2001). Son varios los elementos que por hechos humanos tienen en riesgo la supervivencia
de los corales. Estos riesgos son principalmente el calentamiento global inducido por el aumento
de gases efecto invernadero; la acidificacion de los océanos, producto del incremento en la
concentracion de CO; en la atmosfera; la eutrofizacion debido al incremento de nutrientes como
el nitrato (NO3z"), amonio (NH,") y fésforo inorganico (Fabricius et al., 2005); asi como otros
factores como el turismo y la sobrepesca (Morais et al., 2018).
En el caso del Cnidario Exaiptasia pulchella, se ha evidenciado que la liberacion de microalgas
es provocada por el estrés térmico, obligando a la expulsion de su simbionte (Gates et al., 1992).
La concentracion de microalgas en corales juveniles puede llegar al 8% cuando se someten a una
temperatura de 31 °C, mientras que a 28 °C esta concentracion de simbiontes incrementa a 87%
(Abrego et al., 2012). Ademas, el aumento de la temperatura también afecta negativamente la
fisiologia de la calcificacion del hospedero (Dellaert et al., 2022). De igual modo, la

acidificacion del océano no solo podria afectar negativamente los organismos calcificantes sino a
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muchos otros, y de la misma forma ocasionar cambios ecoldgicos irreversibles (Kroeker et al.,
2010).

Los arrecifes no perturbados viven en ambientes donde las concentraciones de los nutrientes del
agua circundante son relativamente bajas, por lo que su estrategia es tener alta capacidad para
reciclarlos (Roth, 2014). El exceso de nutrientes en el sistema, provoca inestabilidad con las
relaciones simbidticas y con el reciclaje natural de nitroégeno y fosforo, ocasionando un
desequilibrio que provoca dafios abruptos a los corales. En relacion con lo anterior, otros
organismos como algas, esponjas y bivalvos creceran en estos ambientes ricos en nutrientes, en
consecuencia, pasaran a competir por el espacio con los corales escleractinio que antes
dominaban alli (Bell et al., 2014). Conjuntamente, el incremento del ion PO, tiende a afectar o
inhibir la formacion de cristales de aragonita, importante proceso calcificacién en corales duros
(Simkiss, 1964).

Los peces son los responsables en gran parte de controlar el crecimiento de algas (Rasher et al.,
2012), para que los corales generen un habitat complejo donde tengan un lugar de reproduccion,
alimentacion y crecimiento (Mumby, 2016). La sobrepesca disminuye la densidad poblacional y
da via libre que las algas y las esponjas compitan por el espacio con los corales (Burkepile &
Hay, 2006; Loh et al., 2015). El turismo no controlado afecta claramente a los corales, ya sea por
contacto directo con ellos, las anclas de las embarcaciones o por contaminantes o toxinas que
Ilevan los turistas, se ha visto que degrada el arrecife y va perdiendo su valor ecosistémico
(Dearden et al., 2007; Hasler & Ott, 2008).

4.2 Exaiptasia como sistema modelo.

La pequefia anémona de mar Exaiptasia es un modelo fundamental en el estudio de las simbiosis
y de las interacciones metabolicas entre corales y microalgas (Radecker et al., 2017; Weis et al.,
2008). Algunas de sus ventajas son las siguientes: ) permite la induccién de la reproduccién
asexual, para obtener poblaciones clonales suficientes para realizar experimentos (Grawunder et
al., 2015); I1) se pueden mantener libres de simbiontes y ser reinfectadas con la microalga, lo que
facilita otros estudios sobre la adaptacion y evolucion de la simbiosis, asi como el conocimiento
de los mecanismos de flexibilidad y especificidad del simbionte; 111) cuenta con una amplia
gama de informacién molecular y celular; se ha secuenciado su genoma lo que ha permitido
comprender la funcién y evolucién de la endosimbiosis Cnidario-dinoflagelado (Baumgarten et
al., 2015; Bucher et al., 2016)
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4.3 Caracteristicas morfologicas, fisioldgicas y genomicas del Cnidario Exaiptasia

El género de anémonas Exaiptasia vive principalmente en etapa de pélipo sésil y habita en aguas
poco profundas subtropicales (Muller-Parker & Davy, 2001). Esta anémona se caracteriza por
poseer tentaculos largos y simples (hasta 96 en nimero), que pueden medir hasta 20 mm;
columna principalmente lisa de hasta 30 mm; cinclides notables a mitad de columna, su disco
pedial de hasta 10 mm de didmetro con forma ancha-regular, disco oral de 10 mm de didmetro,
posee seis pares de mesenterios con el mismo numero distal y proximal (Grajales & Rodriguez,
2014). En cuanto a su anatomia interna dispone de un musculo esfinter marginal mesogleal
difuso; musculos retractores fuertes y mesenterios organizados en cuatro ciclos hexaméricamente
(Grajales & Rodriguez, 2014) (Fig. 1).

Figura 1: Exaiptasia diaphana. A) caracteristicas externas de la anémona, las flechas indican los
cinclides B) anatomia interna, (parte superior) se observa los mesenterios y (parte inferior) corte
transversal de un tentaculo, se muestra estructuras como la ep: epidermis, me: mesoglea y ga:

gastrodermis (parte inferior). Tomado de Grajales & Rodriguez, 2014.

Las anémonas por su naturaleza permanecen solitarias, al igual que otros invertebrados que
afrontan desafios al alimentarse, protegerse, y adherirse a un sustrato (Clarke et al., 2020).
Cuentan con organulos especificos conocidos como cnidocistos que le permiten cumplir las dos

primeras acciones mencionadas anteriormente; ademas, le proporcionan veneno para Ssu
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mecanismo de defensa (Marino et al., 2004). Respecto a su adhesion, se ha identificado material
propio del disco pedal en el que se destacan cuatro clases de células secretoras de material
adhesivo que se componen de proteinas, glicanos y quinonas secretadas por el ectodermo del
disco del pie (Clarke et al., 2020)

El tamafio del genoma de Exaiptasia es haploide y es de ~260 millones de pares de bases (Mb),
casi la mitad del tamafio de Acropora digitifera, que es diploide con ~420 Mb (Shinzato et al.,
2011) y Nematostella vectensis, que es haploide con ~450 Mb (Putnam et al., 2007). En
Exaiptasia se han reconocido 29.269 modelos de genes, cerca del 94% de los cuales estan
respaldados con evidencias de ARN y el 89% tienen homologos con otros eucariotas. Su
diferencia de tamafio se le atribuye a la presencia baja de intrones cortos, ademas, alrededor del

26% de su genoma son secuencias repetidas (Baumgarten et al., 2015).

4.4 Ubicacién de Symbiodiniaceae en la simbiosis Cnidario-microalga

La simbiosis entre invertebrados marinos y microalgas de la familia Symbiodiniaceae es comdn
en diferentes miembros del filo Cnidaria, como corales pétreos y blandos (Ferrier-Pageés et al.,
2022), anémonas de mar (Voolstra, 2013) y medusas (Colley et al., 1983). En Exaiptasia, como
en todos los cnidarios, hay dos capas celulares: la ectodermis y la gastrodermis. Estas capas estan
separadas por una capa acelular llamada mesoglea (Kazandjian et al., 2008; Weis et al., 2008)
(Fig. 2). Sin embargo, en Exaiptasia, la epidermis carece de acceso directo a los alimentos y de
simbiontes (Bucher et al., 2016). Los dinoflagelados son fagocitados por las células
gastrodérmicas o endodérmicas, lo que da lugar a un complejo membranal que consiste en una
membrana de origen algal, una membrana que se desprende del simbionte y otra membrana
adicional que proporciona el huésped. Este conjunto se denomina simbiosoma (Kazandjian et al.,
2008; Weis et al., 2008).

14
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Figura 2: Organizacion de la simbiosis Cnidario-dinoflagelado. El simbionte vive en el
simbiosoma que conforman varias membranas. MPS: Membrana plasmaética del simbionete,
MSS: Membrana por desprendimiento de la membrana externa del simbionte, MSH: Membrana
del simbiosoma. NS: nucleo del simbionte, CI: cloroplasto, NH: nucleo del hospedero MPH:

membrana plasmatica del hospedero. Modificado de Garrett et al., 2013; Lehnert et al., 2014.

4.5 Metabolismo general de Exaiptasia.

El carbono orgénico que obtienen los Cnidarios simbioticos proviene principalmente  de los
fotosintetatos traslocados por el dinoflagelado. Granparte de los fotosintetatos son de bajo peso
molecular, como la glucosay el glicerol (Burriesci et al., 2012; Starzak et al., 2020). De igual
manera, se liberan aminoacidos (casi todos esenciales), lipidos y acidos organicos, en conjunto,
el carbono transferido puede suministrar hasta el 95% de la energia total a su hospedero (Fig. 3)
(Muscatine et al., 1984). Se presumia que la liberacion de carbono esta regulada por una
molécula llamada Factor de Liberacion del Huésped (HRF) (Davy et al., 2012), este factor
aparentemente, induce principalmente la produccién de glicerol (Muscatine & Porter, 1977). Sin
embargo, no se sabe como es el modo de accion de este factor, llegando a sugerirse que es un
artefacto producto de un estrés provocado por el aislamiento del simbionte de su hospedero
(Suescun-Bolivar et al., 2012; Suescun-Bolivar & Thome, 2015). Las moléculas que se
transportan al cnidario, son utilizadas para la respiracién del organismo y para almacenarlos
como el glucogeno y lipidos, o para usarlos en su crecimiento y reproduccion cuando hay

nitrogeno disponible (Sheppard et al., 2018).
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El hospedero adquiere el nitrégeno de diferentes maneras, bien sea organico (aminoacidos de
glicina y alanina) e inorganico (en forma de amonio NH,") disuelto en el agua de mar, o de
manera heterotrofica (consumo de plancton) y de material particulado atrapado en los polipos
(Fig. 3. Mills & Sebens, 2004). Estas fuentes de nitrégeno son fundamentales para el crecimiento
y reproduccion del animal, no obstante, en ocasiones suele ser escaso y su estrategia simbidtica
estd en conservarlo y reciclarlo, mecanismo exitoso para la sobrevivencia en lugares pobres en
nutrientes (Fig. 3. Sheppard et al., 2018).

Los corales asimilan el amonio a través de la via NADP-glutamato deshidrogenasa, donde
anaboliza su conversién en glutamato y este a Su vez se usa Como precursor para sintetizar otros
aminoéacidos (Cui et al., 2019). En la simbiosis es probable que exista una relacion entre el
metabolismo del carbono y el nitrégeno. De acuerdo con Cui y col (2019), en estado
completamente simbidtico, la cantidad de glucosa traslocada al hospedero mejora su capacidad
para captar amonio. Este “secuestro” del amonio le permite al cnidario controlar la
disponibilidad de nitrogeno transferido hacia el simbionte, lo cual regula la densidad de las
microalgas.

Por otro lado, se ha sugerido que la liberacion de metabolitos del simbionte hacia su hospedero,
impulsa la sintesis de algunos aminoéacidos en él (Cui et al., 2019; Sheppard et al., 2018). En el
catabolismo de aminoacidos del cnidario, los desechos de amonio vuelven a estar disponibles
para ser asimilado tanto por el hospedero como el simbionte. Conjuntamente, hay evidencias que
indican que los Cnidarios solo sintetizan 8 de los 20 aminoacidos que componen las proteinas,
losrestantes son transferidos por el dinoflagelado o son obtenidos a través de los alimentos
(Lehnert et al., 2014). En conjunto, se sustenta la dependencia metabolica entre ambos socios.
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Figura 3: Interacciones nutricionales Cnidario-microalga. 1) Absorcién de carbono inorganico
disuelto (CID) en forma de bicarbonato o CO, del agua de mar. 2) Fotosintesis, el carbono fijado
a través del ciclo de Calvin, donde se sintetizan biomoléculas como aminoécidos. 3)
translocacion de productos fotosintéticos. 4) translocacion inversa 5) Los productos translocados,
la materia organica disuelta (MOD) y la materia organica en particulas (MOP) los usan para el
metabolismo del hospedero. 6) asimilacion de amonio-nitrégeno inorganico disuelto (NID), tanto
por el hospedero como por el simbionte. 7) asimilacion del nitrato por parte del simbionte. 8)
asimilacion del fosfato por parte del simbionte. Modificado de Davy et al., 2012.

Por otra parte, el metabolismo de la anémona varia cuando se encuentra en estrés térmico (Main
et al., 2010; Radecker et al., 2017). En investigaciones de Hiller et al., 2016, se han identificado
alrededor de 50 compuestos de los perfiles metabolicos de la simbiosis; constan de 11 acidos
grasos y amidas, 18 aminodcidos, 5 &cidos grasos saturados, 12 poliinsaturados y un péptido. En
estado Optimo se encuentra una gran diversidad y cantidad de acidos grasos saturados,
monoinsaturados y poliinsaturado (Hillyer et al., 2016). En condiciones de estrés, la
fotoinhibicion reduce la energia celular (ATP y NADPH) y se da el aumento de las especies
reactivas de oxigeno (Smith et al., 2005), afectando las reservas lipidicas y las membranas de
ambos socios. Las biomoléculas como los lipidos y los acidos grasos son fundamentales en la
simbiosis porque son parte del metabolismo primario y en su intercambio mutuo (Dunn et al.,
2012), participan en la homeostasis celular y en la construccion de las membranas celulares
(Diaz-Almeyda et al., 2011).

La temperatura elevada induce estrés térmico en los cnidarios simbiontes, lo que altera el
metabolismo de los aminoacidos en el simbiosoma (Cui et al., 2019). Bajo condiciones normales,
los aminoé&cidos se translocan entre el simbionte y el hospedero (Wang & Douglas, 1999), pero
bajo estrés térmico, se observa una acumulacion de aminoéacidos especificos, como glutamina,
isoleucina y valina, en el simbionte (Hillyer et al., 2016). Esta respuesta podria estar relacionada
con la fotoinhibicion de la microalga, que reduce su demanda energética y su capacidad de
sintetizar proteinas, asi como su transferencia de carbono organico al hospedero (Whitehead &
Douglas, 2003). Estos cambios metabdlicos podrian comprometer la estabilidad y la

funcionalidad de la simbiosis.
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4.6 Modelos estequiométricos de redes metabdlicas

Los modelos son representaciones simplificadas y precisas de los fendbmenos naturales, que
permiten explicarlos y comprenderlos mejor, incorporando los detalles relevantes de cada caso
(Machado & Fernandes, 2021). Mediante la investigacion empirica, los modelos pueden
describir las dinamicas clave de un sistema y predecir eventos futuros. Asimismo, los modelos
ofrecen puntos de partida para la toma de decisiones basada en las predicciones que generan
(Bryce et al., 2016) (Svoboda & Passmore, 2013).

El metabolismo es el conjunto de procesos quimicos que ocurren en las células, mediante los
cuales los nutrientes se transforman en moléculas organicas esenciales para la vida, como
nucleotidos, acidos grasos, proteinas y carbohidratos. Estos procesos son catalizados por
enzimas, que facilitan y aceleran las reacciones quimicas. En cada reaccion, los reactivos o
sustratos se convierten en productos, manteniendo el balance de atomos y cargas eléctricas entre
ambos lados de la ecuacion (Maarleveld et al., 2013). EI modelo estequiométrico utiliza sistemas
de ecuaciones lineales para representar y analizar los balances de masa del metabolismo celular,
basandose en las redes metabdlicas reconstruidas a partir de la informacion genémica (Kuepfer,
2014). Reconstruir las redes metabdlicas tiene varios beneficios, ya que permite integrar datos
omicos, orientar el descubrimiento basado en hipotesis y ademas revelar las propiedades
emergentes del sistema (Oberhardt & Palsson, 2009).

Reconstruir las redes metabolicas trae consigo varios beneficios, puesto que contextualizan datos
omicos, direcciona el descubrimiento basado en hipétesis y ademas descubre las propiedades del
sistema mismo (Oberhardt & Palsson, 2009).

Se han realizado trabajos utilizando modelos metabdlicos para evaluar simbiosis. Por ejemplo, se
ha demostrado a través de los modos de flujo elementales (EFM) que la Chlorochromatii CaD3
fija el nitrogeno por la via de Alanina deshidrogenasa cuando esta en estado libre, mientras que
en simbiosis con la B-proteobacteria, asimila el nitrégeno por la via GS/IGOGAT (Cerqueda-
Garcia et al., 2014). Ademas, se ha investigado la relacion mutualista entre las leguminosas y
bacterias rizobianas mediante reconstrucciones metabolicas a escala del genoma, analizando sus
rutas de fijacion simbidtica del nitrogeno y el intercambio de nutrientes planta-bacteria (diCenzo
et al., 2020).

Los EFM son vectores 0 conjuntos de reacciones minimas que conducen a una red metabolica

factible en estado estacionario (Trinh et al., 2009). Es decir, no se puede "eliminar” una reaccion
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mientras exista un flujo estable y, ademas, no contiene ningdn bucle en la red. Todos los EFM
evaluados describen los posibles caminos que se pueden tomar, es decir, todas las rutas probables
que un determinado sustrato puede seguir para convertirse en un producto en condiciones
estacionarias (\Volkova et al., 2020).

El anélisis de los EFM puede ser Util para determinar si una célula es apta para producir un
metabolito a partir de un determinado sustrato; si hay al menos un EFM, significa que es posible.
Ademas, el rendimiento estequiométrico se calcula a través de la cadena de reacciones de los
EFM, lo que permite conocer el modo con la eficiencia maxima (Zanghellini et al., 2013). En
resumen, los EFM se utilizan para identificar vias metabolicas en estado estacionario, analizar el
rendimiento Optimo para la sintesis de biomasa y predecir propiedades de la red (Klamt et al.,
2017).

Por consiguiente, el presente estudio pretende por medio del analisis de Modos de flujo
elemental (EFM) evaluar la relacion entre el genoma y la fisiologia de Exaiptasia diaphana con
el fin de aclarar los efectos de la entrada de glucosa translocado en el estado simbidtico y a la

expulsion del simbionte, simulando el efecto del estres térmico que ocasiona este fendmeno.
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5. Hipotesis
Los flujos de glucosa transferida desde el simbionte hacia su hospedero afectan la red metabolica

de Exaiptasia modelada

6. Objetivos
6.1 Objetivo general
Modelar el efecto de los flujos de entrada de glucosa sobre la red metabdlica del cnidario
Exaiptasia diaphana bajo las condiciones de simbiosis y aposimbiosis, utilizando modelos

de flujos elementales (EFM)

6.2 Objetivos especificos
-Reconstruir la red metabolica de Exaiptasia diaphana por medio del software Pathway-Tools.
-Evaluar el flujo metabdlico de la red establecida de Exaiptasia diaphana bajo el estado

simbidtico y aposimbiotico, mediante el anélisis de EFM.
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7. Materiales y método

Para alcanzar los objetivos propuestos, los métodos se ejecutaron en tres fases. La primera fase,
se llevd a cabo la basqueda de bases de datos sobre la informacion genémica de Exaiptasia
diaphana. Se busco informacion de secuencias gendémicas de la anémona en diferentes bancos de
ADN, principalmente de la Colaboracién Internacional de Bases de Datos de Secuencias de
Nucleotidos, es decir, de GenBank
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/assembly/GCE_001417965.1/). A partir de alli, se descargé de

las bases de datos de Refseq el formato gendmico GenBank (.gbff).

En la segunda fase, se realiz0 la reconstruccion de la red metabdlica de Exaiptasia. En el
software Pathway-tools, se reconstruyo la red metabolica del objeto de estudio, a partir de su
anotacién funcional. Una vez obtenidas las rutas, se procedio a curarlas manualmente en el
mismo programa, teniendo en cuenta las vias metabdlicas de Exaiptasia en la plataforma Kegg
(https://www.kegg.jp/pathway/epa01100+110243311).

La tercera fase del estudio consistié en evaluar el efecto de la entrada y salida de metabolitos en

la estructura de la red metabdlica en estados simbidtico y aposimbiotico. Para ello, se
seleccionaron algunas reacciones necesarias para cumplir con los objetivos, incluyendo la
glucdlisis, el ciclo del acido tricarboxilico (TCA), y reacciones de biosintesis de algunos
aminoacidos no esenciales como L-serina, L-glutamina, L-glutamato, L-alanina, L-glicina, L-
asparagina, y L-aspartato. Estas reacciones se exportaron en formato SBML al programa CNApy
(https://cnapy-org.github.io/CNApy/).

En CNApy, se agregaron reacciones artificiales a algunos metabolitos (los externos), con el fin
de que tuvieran su ruta y evitar los callejones sin salida. Asimismo, se crearon reacciones de
intercambio (EX_) para metabolitos como el H20; CO2, Pi, NH4; NAD, NADH, etc. (ver tabla
6 en anexos).

Con el propdsito de visualizar los efectos de la translocacion de la glucosa, se crearon reacciones
de salida o de biomasa de los aminoéacidos y carbohidratos a evaluar. En la primera condicion,
aposimbiotica, se bloqueo la entrada del metabolito glucosa y amonio a la estructura de la red y
en la segunda condicion simbiotica, se dejé la entrada libre de la glucosa como metabolito
externo. En ambos casos, en el software CNApy, se realizé el analisis de Modo Elemental de
Flujo (EFM). Los resultados del analisis, que incluyen los flujos de reaccion y el listado de

reacciones en formato Numpy, fueron cargados en Python y guardados en formato .txt. En R, se
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visualizaron los datos, mostrando el potencial metabolico de las reacciones para luego ser

guardados en archivo. tsv.

8. Resultados

8.1 Reconstruccion metabolica de Exaiptasia diaphana

El tamafio del genoma de la anémona Exaiptasia diaphana es de 256.132.296 pb y su

reconstruccion metabdlica ha revelado la presencia de 242 rutas, 24.711 genes, 20.132 genes de

proteinas, 1.991 genes de ARN y 371 pseudogenes. En la figura 4 se muestran las principales

vias metabolicas reconstruidas por el software Pathway-tools.
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En los anexos se incluyen tablas que contienen los nombres de todas las rutas identificadas en la
reconstruccion metabolica de la anémona. A continuacion, se presenta una tabla que muestra las
principales rutas y la cantidad correspondiente:

Tabla 1: Capacidades biosintéticas de una célula de Exaiptasia diaphana.

Rutas Cantidad
Biosintesis de aminas y poliaminas 3
Biosintesis de aminoacidos 20
Carga de aminocil-tRNA 1
Biosintesis de compuestos aromaticos 2
Biosintesis de carbohidratos 20
Biosintesis de cofactores, transportadores y vitaminas 27
Otras biosintesis 3
Biosintesis de poliprenilo 4
Biosintesis de metabolitos secundarios 12
Biosintesis de tetrapirrol 2

8.2 Evaluacion in silico de efectos de la translocacion de la glucosa sobre el metabolismo de
Exaiptasia diaphana.

En el estado aposimbidtico, se observa la entrada de alimento del mar, que es posteriormente
transformado en colina, precursor para la sintesis de aminoacidos. Se observa la utilizacion

energética de las reacciones en el modelo. Como productos de salida, las reacciones de biomasa

de los aminoacidos y algunos carbohidratos (Figura 5).
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Figura 5: Esquema del modelo en estado aposimbiotico utilizado para el analisis en el software
CNApy. GLU (glutamato), GIn (glutamina), Ser (serina), Gli (glicina), Ala (alanina), Asp
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(aspartato) y Asn (asparagina); mientras que los carbohidratos incluyen UDP-Glu (UDP-glucosa)

y glucogeno.

En el estado simbiotico, se observa la entrada de glucosa a través del transportador GLUT, la

entrada de amonio externo y la utilizacion energética de las reacciones en el modelo. Como

productos de salida, las reacciones de biomasa de los aminoacidos y algunos carbohidratos.
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Figura 6: Esquema del modelo en estado simbidtico. GLU (glutamato), GIn (glutamina), Ser

(serina), Gli (glicina), Ala (alanina), Asp (aspartato) y Asn (asparagina); mientras que los

carbohidratos incluyen UDP-Glu (UDP-glucosa) y gluc6geno.

Con el fin de evaluar la translocacion de glucosa asimilada por el simbionte, se tomaron en
cuenta dos condiciones: la simbiotica, que se refiere a la interaccion bioldgica entre el alga y el
cnidario, y la aposimbidtica, que ocurre cuando hay expulsion del simbionte y que puede ser
causado por ciertos tipos de estrés, originando el blanqueamiento coralino.

Los célculos del Modo de Flujo Elemental realizados en el software CNApy arrojaron 50264
EFM en el estado aposimbidtico y 988906 EFM en el simbidtico. Estas unidades representan la
cantidad minima de unidades funcionales en estado estacionario de la red metabdlica.

El histograma muestra la comparacion del flujo maximo de las reacciones en concentracion

micromolar (uM). En el estado aposimbiotico, se calcularon los siguientes valores en biomasa:
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glutamina 34 uM, glutamato 29 uM, serina 40 uM, glicina 21 pM, alanina 16 uM, aspartato 11
uM y asparagina 29 uM. En el estado simbiotico, se obtuvieron los siguientes valores: glutamina
88 uM, glutamato 88 puM, serina 206 uM, glicina 292 puM, alanina 124 uM, aspartato 122 uM y
asparagina 122 uM. En cuanto a los carbohidratos, en el estado aposimbidtico se registraron
valores de UDP-glucosa 44 uM y glucdgeno 13 uM, mientras que en el estado simbiotico se
encontraron valores de UDP-glucosa 152 uM y glucdgeno 52 uM. (Figura 7 (A)).

El fold change muestra la comparacion entre ambos estados. El aminoécido con mayor
decremento fue la glicina, casi cuatro veces en el estado aposimbidtico que en el simbidtico. Le
siguieron el aspartato y la alanina, con 3.5 y 3 veces mas, respectivamente. En cuanto a los
carbohidratos, el glucogeno mostré una disminucion dos veces mayor en el estado aposimbiotico

que en el simbidtico (Figura 7 (B))
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9. Discusion

9.1 Efecto de la translocacion de glucosa sobre el hospedero

El incremento en la produccion de aminoacidos no esenciales, efecto de la entrada de glucosa,
segun el modelo obtenido en este estudio, coincide con datos experimentales que han mostrado
la capacidad de E. diphana para incorporar carbono derivado de la glucosa para la biosintesis de
aminoacidos (Cui et al., 2019). Ademas, se ha demostrado que este mecanismo regula la
proliferacion de simbiontes, donde el hospedero utiliza la glucosa para reciclar el amonio
residual a través del ciclo GS/IGOGAT vy posteriormente incorporarlo a los aminoacidos (Cui
etal., 2022).

La utilizacion de glucosa en Exaiptasia diaphana es diferente a la de los corales. Esta anémona
utiliza el carbono derivado de la glucosa principalmente para la asimilacién de amonio y la
subsiguiente sintesis de aminoacidos (Cui et al., 2022). Por su parte, Stylophora pistillata,
aunque tiene una mayor capacidad de absorcion de 13C-glucosa, su menor incorporacion en
metabolitos que contienen nitrdgeno indica que los corales utilizan una parte significativa de la
glucosa para satisfacer las necesidades energéticas que demanda la calcificacion (Cui et al.,
2022).

En este sentido, se plantea que Exaiptasia diaphana, al no calcificar, utiliza los fotosintatos
traslocados por el simbionte principalmente para procesos de crecimiento, desarrollo y
reproduccion (Burriesci et al., 2012; Matthews et al., 2018). También, se observé un aumento en
la biomasa de glucdgeno, un carbohidrato de reserva identificado en células moviles llamadas
glucocitos, que migran a sitios de alta demanda energética durante la gametogénesis,
regeneracion y reproduccion asexual en anémonas (Shick, 2012).

La serina y la glicina fueron los aminoacidos que registraron mayor potencial metabolico. La
formacion de serina comienza en el acido 3-fosfoglicérico, un intermediario de la glucélisis. De
igual forma, la serina es precursora de la sintesis de glicina (Carbonero, 1976), lo cual explica el
aumento de su biomasa ante la adicion de glucosa en el metabolismo de Exaiptasia diaphana. Se
ha planteado que la serina tiene una gran influencia en la proliferacion celular, ya que su
ausencia puede afectar el metabolismo mitocondrial, los niveles esenciales de aminoacidos y la
formacion de lipidos de membrana (Gao et al., 2018).

La glicina es un aminoacido que tiene un papel importante en la estructura de ciertos péptidos, ya

que sus residuos pueden ocupar posiciones que otros aminoacidos no podrian, debido a su
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caracter no polar. Esto le permite dar flexibilidad a las cadenas peptidicas y adaptarse al medio
hidrofobico de las proteinas. Ademas, se ha sugerido que la glicina actia como osmoprotector
contra el estrés generado por altas temperaturas y como antioxidante, protegiendo a las células de
los radicales libres (Matilla et al., 2002).

Segun Hillyer (2017), en estudios experimentales de E. diaphana sobre los perfiles metabolicos,
se observo una acumulacion de varios aminoacidos durante la exposicion a una elevacion de la
temperatura a 32°C, entre ellos la serina y la alanina. En comparacion con el modelo de nuestro
estudio, la glicina y la serina disminuyeron 3.7 y 2.3 veces, respectivamente, mientras que, en el
experimental, la glicina aumento6 0.3 veces y la serina 0.7 veces.

Otro de los aminoacidos que mostré un aumento significativo en su biomasa fue el acido
aspartico. Se ha determinado que este aminoacido es el mas extendido en los tejidos animales y
juega un papel fundamental en la formacion del sistema nervioso tanto en vertebrados como
invertebrados (Aniello, 2007).

El 4cido glutdmico, otro metabolito que aumentd su biomasa, es un precursor de aminoacidos a
través de la via NADP-glutamato deshidrogenasa (NADP-GDH) (Roberts et al., 2001). La
glutamina, esta relacionada con funciones metabdlicas, como el intercambio de nitrégeno entre
tejidos y el mantenimiento de la homeostasis (Newsholme et al., 2003).

El aumento de la biomasa en estos dos aminoacidos (GIn, Glu) es un indicador de la asimilacién
de nitrdgeno en estado simbidtico, ya que el amonio es asimilado a través del ciclo glutamina
sintetasa/glutamina:2-oxoglutarato aminotransferasa, donde se agrega amonio a la glutamina
para la sintesis de glutamato (Pernice et al., 2012).

En general, se ha determinado que los aminoacidos no esenciales tienen diferentes funciones
metabolicas como la sintesis de sustancia peptidicas y no peptidicas, regulacion de la expresion
génica, regulacion de las vias de sefializacion celular, regulacion del metabolismo energético y
regulacién de la funcion inmune (Hou et al., 2015).

La complejidad funcional de estas sustancias resalta la importancia de la relacion simbidtica que
establece Exaiptasia diaphana con dinoflagelados de la familia Symbiodiniaceae, ademas de
aumentar el interés por el estudio del comportamiento metabdlico ante eventos estresantes que
pueden inducir a blanqueamiento e inestabilidad en la produccion de metabolitos esenciales para

el desarrollo del hospedero.
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9.2 Bloqueo de la entrada de glucosa y amonio sobre la red de E. diaphana

Exaiptasia diaphana presenta cambios generalizados en su proteoma cuando se encuentra en
estado simbidtico y aposimbioticos. Se ha demostrado que en estado aposimbiotico, las
anémonas presentan una mayor expresion de proteinas involucradas en la mediacion del estrés
oxidativo, ademas de proteasas y quitinasas que indican cambios metabdlicos de autotrofia a
heterotrofia (Oakley et al., 2016). Las anemonas simbidticas tienen una expresion
significativamente mayor de proteinas involucradas en el almacenamiento y transporte de
lipidos, transporte de carbono inorganico, trafico intracelular y endocitosis, transporte y ciclo del
nitrégeno. En particular, se encontré un aumento de transportadores de amonio y multiples
enzimas que participan en el metabolismo de los aminoacidos. (Oakley et al., 2016) Los
resultados obtenidos en este modelo junto con los hallazgos experimentales mencionados,
permiten  presumir que la simbiosis esté direccionada a satisfacer requisitos metabolicos del
hospedero, entre los cuales se encuentra el reciclaje de nitrégeno para sintesis de aminoacidos
(Cui et al., 2019). De igual forma, este sistema de retroalimentacion metabdlica permite
establecer la estabilidad del endosimbionte y controla su capacidad de proliferacion.

Una de las amenazas para la simbiosis funcional es el estrés térmico. Se ha demostrado que este
estresor abidtico provoca la fotoinhibicidn del simbionte, lo que causa la disfuncion de la
simbiosis y finalmente su expulsién Gates et al., 1992). En un estudio de Hillyer et al. (2017) en
Exaiptasia diaphana, se determind que el estrés térmico induce a una reduccion en la
transferencia de carbono a grupos metabdlicos centrales como galactosa, fructosa y maltosa. Sin
embargo, en condiciones de estrés, el simbionte mantiene la fijacidén de carbono en compuestos
como la glucosa, lo que puede representar la continuacion de la translocacion y una
compensacion ante la pérdida de otros simbiontes (Hillyer et al., 2017).

Otros estudios han demostrado que la tolerancia térmica de los simbiontes es un mecanismo que
regula los niveles de especies reactivas de oxigeno (ROS) vy, por lo tanto, el estrés oxidativo que
sufre el hospedero (Cziesielski et al., 2018). En este sentido, la tolerancia del simbionte frente a
eventos estresantes tiene un papel fundamental en el mantenimiento funcional de la simbiosis y
en la adaptacion a cambios en la temperatura.

De igual forma, se han encontrado cambios en vias de redes centrales y homeostaticas inducidos
por estrés termico, que muestran disminucion en la actividad de la via de la glucélisis y en el

metabolismo del piruvato (Hillyer et al., 2016). También, se ha evidenciado cambios en las
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reservas de aminoacidos en el hospedero, especificamente en el aminoacido glutamato, el cual se
acumula mayormente en el simbionte ante eventos de estrés térmico (Matthews et al., 2018). A
diferencia de la glucalisis, vias vinculadas a la generacion de energia a través de la
glucogenolisis como el ciclo del &cido tricarboxilico (TCA), la biosintesis de coenzima Ay la
fosforilacion oxidativa, aumentan su actividad, donde las reservas de energia se catabolizan para
producir ATP, lidiando de esta forma con la pérdida de energia que implica la fotoinhibicion en
la relacion hospedero-simbionte (Hillyer et al., 2016).

Por otra parte, Exaiptasia diaphana como organismo modelo tiene la ventaja de sobrevivir
aposimbioticamente, limitado de carbohidratos ricos en energia en periodos prolongados. Sin
embargo, a partir de la absorcién del carbono organico proporcionado por el agua, tiene la
capacidad de sintetizar aminoacidos y generar desechos que son liberados al mar (Cui, et. Al
2019).

Como lo indica la evidencia y los resultados de este modelo, el establecimiento de la simbiosis y
su rompimiento implican cambios en la red metabdlica del hospedero cnidario, encaminados a
mantener la relacion simbidtica funcional y el equilibrio metabolico ante factores estresantes.
Estos estudios de perfiles metabdlicos en organismos modelo permiten tener mayor
conocimiento de la incidencia de factores estresantes, producto de la intervencidn antropica, en

el desarrollo y adaptabilidad de los cnidarios.
10. Conclusién

El modelo metabdlico a escala gendémica, usando el anélisis EFM, permitié evaluar el efecto de
la translocacion de glucosa sobre el metabolismo de Exaiptasia diaphana. Al bloquear la entrada
de glucosa y amonio, simulando la expulsién del simbionte, se observé una disminucion en la
cantidad de reacciones de biomasa en aminoacidos y carbohidratos. Esto se debio,
probablemente, a las diferentes reacciones que se desconectaron en el estado aposimbidtico, lo
que llevé al blogueo de vias implicadas en la biosintesis. Sin embargo, la heterotrofia a través de
la colina, permitié la sintesis de glicina/serina, precursores para la produccién de otros

aminoacidos.

La translocacién de glucosa favorece el reciclaje de nutrientes, como la incorporacién de amonio

en los aminoacidos glutamato/glutamina a través de la via GS/GOGAT. Ademas, la transferencia
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de fotosintetatos, en su impacto en las redes metabdlicas, es importante, ya que contribuye a la

respiracion, el crecimiento y la reproduccién del hospedero.
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