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Resumen
La simbiosis entre corales y los dinoflagelados de la familia Symbiodiniaceae,

depende de la disponibilidad de luz solar que se atenua con la profundidad y latitud. Los
corales Porites panamensis y P. sverdrupi difieren en morfologia, preferencias de sustratoy
zonacion vertical, pero coexisten en El Requeson, Bahia Concepcion, Golfo de California. En
este sitio, P. panamensis ocurre en rocas en aguas someras mientras que P. sverdrupi se
distribuye mas profundamente como colonias de vida libre asociadas a camas de rodolitos.
El objetivo de este estudio fue evaluar la influencia de la profundidad y el hospedero (P.
panamensis y P. sverdrupi) sobre la funcionalidad metabdlica de los simbiontes
Cladocopium mediante un andlisis de expresién diferencial de los genes sobre expresados
de los simbiontes. Para ello fueron recolectados seis fragmentos de cada hospedero y se
generaron librerias pareadas de ARN-seq con lecturas de longitud de 150 pares de bases.
Se encontraron 11,749 y 15,877 genes expresados por Cladocopium sp. en P. panamensis y
P. sverdrupi, respectivamente. De estos, 107 se expresaron diferencialmente (p 0.01): 74
sobre-expresados en P. panamensis y 33 sobre-expresados en P. sverdrupi. Las funciones
en los genes sobre-expresados en Cladocopium sp. proveniente del coral de aguas someras,
se relacionan con la respuesta a estrés y la reparacién del dafio al ADN inducido por rayos
UV. Los genes sobre-expresados en Cladocopium sp. proveniente del coral de aguas
profundas presentan funciones asociadas a la degradacion de las proteinas y
modificaciones postraduccionales, que podrian estar relacionadas con estrés por baja
penetracién de luz y altos niveles de nutrientes disueltos. Las funciones de estos genes
expresados diferencialmente sugieren que la respuesta a estrés de Cladocopium sp. puede

desempeiiar un papel en la adaptacidn fisioldgica a diferentes profundidades y habitats.

Palabras clave: Cladocopium, Porites, luz, respuesta a estrés, profundidad.
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Summary
The symbiosis between corals and their algal symbionts hinges on the availability of

sunlight, which attenuates with depth and with latitude. Holobionts living near the
extremes of where this symbiosis can flourish may reveal critical physiological links in the
coral: zooxanthellae relationship. The high-latitude corals Porites panamensis and P.
sverdrupi differ in morphology, substrate preferences, and vertical zonation but co-occur at
El Requeson, Concepcion Bay, Gulf of California. P. panamensis occurs on rocks in shallow
waters at this site, while P. sverdrupi occurs deeper as free-living colonies associated with
rhodolith beds. The aim of this study was to evaluate the influence of the host (P.
panamensis and P. sverdrupi) and depth in the metabolic functions of Cladocopium through
differencial gene expression analysis. We report differentially expressed genes from
Cladocopium sp. zooxanthellae from these two hosts. We collected six fragments from each
coral host and made RNA-seq paired end libraries of 150 bp read length. We found 11,749
and 15,877 genes expressed by Cladocopium sp. in P. panamensis and P. sverdrupi,
respectively. 107 of these were differentially expressed (p-value 0.01): 74 up-regulated in
P. panamensis and 33 up-regulated in P. sverdrupi. Genes over-expressed in the
Cladocopium of the shallow water P. panamensis had molecular functions related to stress
response (both general and specifically to temperature) and the repair of UV-induced DNA
damage, while over-expressed genes in the Cladocopium of the deeper water P. sverdrupi
were involved in protein degradation and post-translational modifications, which could be
related to low light penetration stress and high levels of dissolved nutrients. The functions
of these differentially expressed genes suggest that the stress response of Cladocopium sp.

may play a role in physiological adaptation to different depth and habitats.

Keywords: Cladocopium, Porites, light, stress response, depth.
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Glosario de Términos

Holobionte: se refiere al coral como hospedero y a sus microorganismos asociados, que
incluyen a dinoflagelados de la familia Symbiodiniaceae, bacteria, virus, archea, fungi, algas
endoliticas y protistas (Peixoto et al., 2017). En el presente estudio se hace referencia a
holobionte cuando se habla del coral hospedero y los simbiontes de la familia

Symbiodiniaceae.

Genoma: conjunto completo de informacién genética de un organismo, almacenado en

moléculas de ADN, llamadas genes (NIH,2020).

Transcriptoma: conjunto completo de moléculas de ARN codificadas por un genoma

(Nature,2014).

Contig: de la palabra continuo, es una serie de secuencias de ADN superpuestas utilizadas
para hacer un mapa fisico que reconstruye la secuencia original de ADN de un cromosoma

o de una regién cromosdémica (NHGRI, 2020).

Transcrito: fragmento de ARN o ADN que ha sido transcrito respectivamente de un
templado ADN o ARN (Nature, 2014). En el presente estudio un transcrito hace referencia
a los archivos de salida del software Trinity utilizado para ensamblar el transcriptoma de los

holobiontes P. panamensis y P. sverdrupi.

Porcentaje de GC: representa la cantidad de pares Guanina-Citosina en la molécula de ADN,
genoma o transcriptoma que se estd investigando. Algunas veces es expresado como razon

GC. El contenido de GC es una caracteristica del genoma de un organismo o de cualquier

G+T

fragmento de ADN o ARN. El contenido GC en porcentaje se calcula: ———— X100
A+T+G+T

(Madigan & Martinko, 2003).

Lecturas de extremos pareados: se refiere a dos extremos de la misma molécula de ADN,

se puede secuenciar un extremo, darle la vuelta y secuenciar desde el otro extremo. Las dos



Xi

secuencias que se obtienen son lecturas emparejadas o pareadas, esto permite generar

secuencias de alta calidad (Wang et al., 2009).

FDR: tasa de descubrimiento falso (False Discovery Rate, por sus siglas en ingles), es un
método para conceptualizar la tasa de errores de tipo | en pruebas de hipdtesis nulas
cuando se realizan comparaciones multiples. Es el complemento del valor positivo
predictivo (PPV) que es la probabilidad de que, cuando se obtenga un resultado

‘significativo’ haya un efecto real (Colquhoun, 2014).

N50: (indica que la mitad de las secuencias del transcriptoma estd en contigs mayores o
iguales a este tamafio), que es un estadistico reportado para ensambles de genomas y
transcriptomas que describe la calidad del ensamble que esta fragmentado en contigs de

diferentes longitudes en pares de bases (bp) (Tritt et al., 2012; Henson et al., 2012).

GO: Ontologia de Genes (Gene Ontology, por sus siglas en inglés) es una iniciativa
bioinformatica que busca unificar la representacion de un gen y los atributos de los
productos de un gen de todas las especies. GO es parte de un gran esfuerzo de clasificacion
como nomenclatura de genes que se enfoca en la funcién de los genes y sus productos.
Posee tres categorias: Componente Celular, Funcién Molecular y Proceso Biolégico. Cada
termino tiene un nombre y un identificador alfanumérico uUnico (The Gene Ontology

Consortium, 2019; Ashburmer et al., 2000).

E-value: el valor esperado que representa el niumero de alineaciones diferentes con
puntajes equivalentes o mejores que S (puntaje calculado en cada alineamiento) que se
espera que ocurran en una base de datos por casualidad. Mientras mas bajo es el valor mas

significativo es la alineacién (Fassler & Cooper, 2011).



1. INTRODUCCION

Las comunidades coralinas del Golfo de California son ecosistemas productivos de
gran diversidad e importancia bioldgica, ya que albergan especies tropicales cerca de su
limite norte de distribucién (Iglesias-Prieto et al., 2003). Prestan servicios ambientales que
van desde proteccidn de la costa contra huracanes hasta servicios recreacionales (Brander
et al., 2007). En el Golfo de California se encuentran 20 especies de corales escleractinios,
predominando especies de los géneros Pocillopora, Porites y Pavona (Iglesias-Prieto et al.,
2004; Saavedra-Sotelo et al., 2013; Glynn et al., 2017). Los corales del género Porites
cumplen un rol funcional y estructural importante en los arrecifes del Caribe y del Pacifico
y se consideran resistentes a cambios ambientales (Potts et al., 1984; Edmunds, 2011). En
el Golfo de California Porites panamensis es una especie importante por su amplia
distribucién y abundancia, mientras que Porites sverdrupi es la Unica especie endémica de
la regién y con reducida distribucion actual (Paz-Garcia et al., 2012; Paz-Garcia y Balart,

2016; Martinez-Castillo et al., 2018).

Las colonias de Porites panamensis se distribuyen en las areas costeras desde el
Golfo de California hasta Panamad, desde la orilla hasta los 36 metros de profundidad
(Guzman & Cortés, 2008). Sus poblaciones son abundantes y se encuentran como colonias
aisladas o parches con una alta tasa de producciéon de sedimento carbonatado en el Golfo
de California (Halfar et al.,, 2005; Glynn et al, 2017). Su morfologia puede ser masiva o
ramificada y alberga simbiontes fotosintéticos del género Cladocopium (antes designado
como Symbiodinium, Clado C) (Walther-Mendoza et al., 2016; Paz-Garcia et al., 2008;

Laleunesse et al., 2008).

Porites sverdrupi es considerada especie endémica del Golfo de California y sus
poblaciones han pasado por eventos de extincién local y expansion de su distribucion; se
encuentran generalmente a mas de 20 metros de profundidad (Lopez-Pérez et al., 2003;
Paz-Garcia & Balart, 2016). Su morfologia es ramificada, lo que le permite ser un coral de

vida libre y asociado a camas de rodolitos (Steller & Foster, 1995; Foster et al., 1997).



Porites panamensis y Porites sverdrupi se diferencian principalmente por su
morfologia y distribucion vertical en la columna de agua, y también se distinguen por su
fijacién al sustrato. El primero se fija a sustratos rocosos, conchas de bivalvos, rodolitos
vivos 0 muertos mientras que el segundo permanece libre dado su morfologia ramificada
(Lopez-Pérez et al., 2013; Paz-Garcia et al., 2016). P. panamensis tiene amplia distribucidn
y sus poblaciones son abundantes dentro del Golfo de California mientras que P. sverdrupi
se reporta solo en tres areas: Canal de San Lorenzo en la Bahia de La Paz, Isla de Santa
Catalina en la Bahia Loreto, y en la playa El Requesén en Bahia Concepcidn (Glynn et al.,

2017; Martinez-Castillo et al., 2018).

En la playa El Requesdn en Bahia Concepcion del Golfo de California se encuentra
Porites panamensis en la parte rocosa y somera que va de los 0 a 5 metros de profundidad
y P. sverdrupi asociada a camas de rodolitos desde 9 metros en adelante. En esta localidad
se cuenta con un intervalo de temperatura de 18 °C a 35 °C con alta productividad primaria
y bajas concentraciones de aragonita, lo cual es limitante para el crecimiento coralino y
puede generar estrés (Halfar et al., 2005; Rodriguez-Meza et al., 2009). La capacidad de los
corales de tolerar condiciones ambientales adversas estd relacionada con la simbiosis que
mantienen con dinoflagelados fotosintéticos de la familia Symbiodiniaceae (Guendulain,

2010; Peixoto et al., 2017; Lewis et al., 2018).

Symbiodiniaceae provee a su hospedero nutrientes organicos, oxigeno y energia
derivada de su actividad fotosintética mientras que los corales proveen a sus simbiontes de
nutrientes inorganicos, dioxido de carbono y proteccion (Stat et al., 2006). Existen 7
géneros, Symbiodinium (Clado A), Breviolum (Clado B), Cladocopium (Clado C), Durusdinium
(Clado D), Effrenium (Clado E), Fugacium (Clado F), Gerakladium (Clado G), dentro de la
familia y muchas especies que pueden influenciar las tasas de crecimiento, reproduccién y
sobrevivencia de sus hospederos ante el estrés ambiental (Helmkampf et al., 2018;
Laleunesse et al., 2010; Laleunesse et al., 2018). Esta interaccidon compleja entre coral-

dinoflagelado permite a los corales adaptarse localmente a distintos regimenes de luz y



profundidad e influencia los patrones evolutivos tanto del hospedero como del simbionte

(Iglesias-Prieto et al., 2004; Prada et al., 2014).

Symbiodiniaceae es un grupo muy complejo y de importancia ecoldgica vy
econdmica. Ha sido estudiado desde distintas disciplinas para comprender su diversidad y
funcién, y como pueden responder frente a cambios climaticos rdpidos (Shoguchi et al.,
2013; Laleunesse et al., 2018). En la actualidad, se estudian los genomas los cuales son los
sets completos de genes de una célula y el transcriptoma o grupo de genes transcritos de
ARN codificados por el genoma en circunstancias especificas (National Human Genome
Research Institute, 2015). Estos estudios incluyen interacciones especificas simbionte-
hospedero en su habitat natural o cultivos aislados de simbiontes bajo diferentes
condiciones controladas de laboratorio (Genikhovich & Technau, 2009; Liew et al., 2016:

Lin et al., 2017).

Estudios gendmicos y transcriptdmicos recientes describen las funciones clave en
Symbiodiniaceae que les permiten estar adaptados evolutivamente al estilo de vida como
endosimbiontes (Shinzato et al., 2014; Aranda et al., 2017; Lin et al., 2017). En el coral
Porites panamensis se ha reportado alta diversidad de simbiontes a lo largo de su
distribucién (Golfo de California hasta Costa Rica) del género Cladocopium sp.; los
simbiontes del coral P. sverdrupi pertenecen a este mismo género (Méndez, 2016). Por lo
que Cladocopium sp. presente en estos corales es un buen modelo de estudio para
comprender las adaptaciones que se puedan encontrar en el sistema de estudio (coral —
profundidad). Existen genomas preliminares publicados que comparan Cladocopium con
genomas de otros géneros de Symbiodiniaceae brindando informacion descriptiva del
genoma y su adaptacion a la simbiosis (Liu et al., 2018; Shoguchi et al., 2018). Sin embargo,
no se han realizado estudios comparativos in situ a nivel de transcriptoma entre especies

de corales de diferentes profundidades que alberguen a Cladocopium.

El presente estudio se realizd con la finalidad de comprender la influencia de los

simbiontes Cladocopium sobre la adaptacién funcional de dos especies coralinas



congenéricas (P. panamensis y P. sverdrupi) que habitan las costas del Golfo California a
diferentes profundidades, una somera y otra que se distribuye a mayores profundidades,
empleando un analisis de expresion diferencial de los genes sobre expresados de los

simbiontes.



2. ANTECEDENTES

2.1 Condiciones ambientales dptimas para el desarrollo coralino
Los corales escleractinios se encuentran generalmente en aguas tropicales y

subtropicales debido a las condiciones ambientales que requieren para su desarrollo y
supervivencia. Algunos corales toleran cambios en estas condiciones o estdn adaptados a
un rango especifico, mientras que otros pueden ser muy sensibles a estos cambios. Los
corales escleractinios se encuentran en declive debido a cambios en la temperatura y
acidificacion del océano, y otros impactos ambientales (Veron et al., 2009). Las condiciones
6ptimas para su desarrollo son una temperatura entre 18.4 °Cy 23 °C; la luz, debido a que
los simbiontes que albergan la necesitan para realizar fotosintesis y proporcionar energia y
nutrientes a los corales; y la saturacidon de aragonita, que es una fuente de carbono para

gue los corales puedan construir su esqueleto (Guinotte et al., 2003; Manzello et al., 2008).

Es importante para el desarrollo de corales escleractinios la relacién simbidtica que
mantienen con dinoflagelados de la familia Symbiodiniaceae. Cambios en las condiciones
ambientales éptimas pueden generar una disrupcion de esta asociacion, y ocurre la pérdida
de simbiontes conocida como blanqueamiento del coral (Weis, 2008). Algunos corales y sus
simbiontes son tolerantes a diferentes rangos de temperatura, regimenes de luz debido a
la profundidad en que se encuentran, pH y altas concentraciones de nutrientes, mientras
gue algunos pueden ser muy sensibles y poco tolerantes a cambios ambientales drasticos
(Dubinsky & Stambles, 2011). Como ejemplo, numerosas colonias de Pocillopora en el Golfo
de California sufrieron blanqueamiento debido a un descenso de 2-4 °C, debajo del
promedio, de la temperatura superficial del océano por evento de enfriamiento en 2008; la
pigmentacion de la colonia, las densidades celulares de simbiontes, la capacidad del
fotosistema Il y la mortalidad fueron usadas para evaluar la condicién de 84 colonias de
Pocillopora marcadas y monitoreadas por dos afios previo al evento de enfriamiento y
blanqueamiento. El 100% de las colonias que albergaban simbiontes tipo Clb-c
(Cladocopium) sufrieron blanqueamiento y de estas el 56% mortalidad total o parcial,

mientras que solamente una colonia de 59, que albergaban simbiontes tipo D1



(Durusdinium) sufrié blanqueamiento y mortalidad parcial. Por otro lado, colonias de
corales de los géneros Porites y Pavona asociadas a simbiontes de tipo C (Cladocopium), no
encontrados en las colonias Pocillopora no fueron afectadas por el descenso de

temperatura en el Golfo de California (LaJeunesse et al., 2010).

2.2 Corales hospederos: Porites panamensis y Porites sverdrupi

Los corales del género Porites presentan una taxonomia compleja. Pueden crecer
en muchos ambientes, pero son vulnerables a impactos locales, aislamiento genético y
tienen capacidad de dispersion limitada (Paz-Garcia & Balart, 2016; Saavedra-Sotelo et al.,
2013). Son importantes formadores de estructuras arrecifales en el caribe y el pacifico
mexicano.

La especie, P. panamensis se encuentra en comunidades de coral en sustratos
rocosos que van desde 0 a 36 metros y sus poblaciones son abundantes como colonias
aisladas o parches en el Golfo de California y se distribuye hasta Panama (Guzmdn & Cortés,
2008). Se reproduce la mayor parte del afio de manera sexual y es una especie gonocébrica
con transmisidn vertical de simbiontes, esto es, que las larvas heredan los simbiontes de los
parentales transmitidos durante la fecundacion (Paz-Garcia, 2008c; Chavez-Romo et al,,
2013; Byler et al., 2013).

Las poblaciones de P. panamensis a lo largo de su distribucion estan adaptadas a
condiciones variantes que incluyen baja salinidad, temperaturas extremas, pH bajo (< 7.8),
aguas eutrdficas y ventilas hidrotermales (Halfar et al., 2005; Cabral-Tena et al., 2013;
Oporto-Guerrero et al.,, 2018). Se sugiere que el éxito de esta especie es debido a la
diversidad genética y capacidad de sus simbiontes (Cladocopium) de tolerar diversas

condiciones ambientales (Oporto-Guerrero et al., 2018; Walther-Mendoza et al., 2016).

Porites sverdrupi es endémica del Golfo de California y sus poblaciones han pasado
por eventos de extincién local y expansidn de su distribucidn relacionados a cambios en la
temperatura del océano (Paz-Garcia & Balart, 2016). El reporte mas reciente de su

distribucién indica que hay tres sitios con poblaciones saludables: Arrecife San Lorenzo en



Bahia de la Paz, Isla de Santa Catalina en Bahia Loreto, y El Requesén en Bahia Concepcidn
(Martinez-Castillo et al., 2018). Esta especie se encuentra en la categoria ‘vulnerable’ segliin
la Unidn Internacional para la Conservacion de la Naturaleza (IUCN, por sus siglas en inglés)
por ser de distribucién limitada, susceptible a degradacién de su habitat, enfermedades y

temperaturas extremas (Chiriboga et al., 2008).

P. sverdrupi presenta morfologia ramificada que le permite ser un coral de vida libre
asociado a camas de rodolitos, aunque en estadios iniciales de su desarrollo requiere de un
sustrato del cual se desprende (Reyes-Bonilla et al., 1997; Paz-Garcia & Balart, 2016). Se
considera que la diversidad genética de esta especie es alta y con flujo genético entre la
poblacién de Bahia de Loreto y el Requesdn (Martinez-Castillo et al.,2018). A pesar de su
importancia como especie endémica de la regién ha sido poco estudiada en lo que respecta

a su ecologia, fisiologia, reproduccion y simbiontes.

2.3 Dinoflagelados de la familia Symbiodiniaceae

Los dinoflagelados miembros de la familia Symbiodiniaceae son simbiontes
fotosintéticos en los arrecifes coralinos, siendo abundantes e importantes en estos
ecosistemas debido a su alta productividad (Finney et al., 2010; Pochon et al., 2012; Lin et
al., 2015). Pueden encontrarse asociados a varios phylum de metazoos incluyendo Cnidaria,
Mollusca, Porifera, Platyhelminthes y eucariotas unicelulares como Foraminifera y Ciliados
(LaJeunesse et al., 2018). Difieren en su habilidad de establecer una relacién simbidtica con
el hospedero ya que algunos son tolerantes a diversas temperaturas, profundidades y
distintos niveles de estrés, y otros son muy especificos en cuando al hospedero y las

condiciones ambientales (Dubinsky & Stambles, 2011).

La familia Symbiodiniaceae contiene 9 géneros, antes designados como “clados” de
la A alal, que se diferencian por su morfologia, fisiologia, ecologia, bioquimica, genética y
comportamiento (Pochon & Gates, 2010; Laleunesse et al., 2018). El género Cladocopium
(antes clado C) es el que surgié mas recientemente en el tiempo, y dentro del cual hay dos

especies descritas (C. goreaui y C. thermophilum) y muchas variantes no descritas como



especies (ej.C1, Cvl) (Shoguchi et al., 2018). Los corales P. panamensis y P. sverdrupi
albergan simbiontes pertenecientes al género Cladocopium (Walther-Mendoza et al., 2016;

Laleunesse et al., 2018).

2.4 Genoma y transcriptoma de Symbiodiniaceae
El genoma de Symbiodiniaceae es de 1-5 GB, siendo el mas pequefio comparado con

el de otros dinoflagelados, debido a su pequefio tamafio celular (Aranda et al., 2017). La
duplicacién de genes en este grupo es un mecanismo evolutivo que permite expansiones
linaje-especificas para estilos de vida simbidticos, especialmente para genes que codifican
para transportadores de iones (Shouguchi et al., 2018).

La organizacion y regulaciéon de los genes incluye la existencia de regiones
promotoras inusuales para muchos genes, ADN que contiene 5-hidroximetiluracil
(reemplazando 12-70% de timina), una gran dependencia en la traduccidon para la
regulacién de genes, y su mecanismo de regulacion transcripcional Unico (Lin, 2011; Bayer
et al., 2012). El genoma nuclear es muy largo y utiliza bases de ADN modificadas no
encontradas comunmente en eucariotas. Ademads, el genoma de los plastidos esta
contenido en mini-circulos que codifican para 18 genes (Leggat et al., 2011). El genoma
nuclear de Cladocopium muestra expansiones especificas de dominios repetidos y una alta
frecuencia de genes que carecen de intrones (Shouguchi et al., 2018).

Los estudios de genomas y transcriptomas de Symbiodiniaceae indican la capacidad
de establecer y mantener la simbiosis con corales, siendo las funciones mas representadas:
el transporte transmembrana de moléculas, mecanismos de respuesta ante especies
reactivas de oxigeno, y proteccién contra radiacién por rayos UV (Gonzalez-Pech et
al.,2017). Esto incluye la presencia de una gran cantidad de dominios transportadores de
membrana especificos para bicarbonato, amonio, fosfato, lipidos, glicerol, aminoacidos,
colina, azucares, sulfatos, también transportadores generales de iones (Barfield et al.,
2018). Los genes involucrados en provision de nutrientes a sus hospederos son abundantes
y estdn asociados a metabolismo de carbohidratos, lipidos, nucleétidos, energia

metabdlica, y biosintesis de glicanos (Aranda et al.,2017).



Los transcriptomas presentan una amplia cantidad de genes asociados con rutas
metabodlicas de aminodcidos, vitaminas, terpenoides, policétidos, cofactores, biosintesis de
metabolitos secundarios que son genes que no se han encontrado expresados en el
hospedero, y esto indica complementariedad molecular entre hospederos y simbiontes
(Lyn et al., 2017).

Se han identificado los genes involucrados en mecanismos de reconocimiento a
hospederos y de transporte de nutrientes; y se reportan diferencias entre las enzimas
involucradas en las rutas de biosintesis de glicanos ricos en manosa, lo que sugiere que las
variaciones en la estructura de las glicoproteinas estdn relacionadas con la especificidad de
reconocimiento del hospedero (Lin et al., 2015). También se han detectado rutas de sintesis
de aminoacidos complementarias entre hospederos y simbiontes, por ejemplo entre la
anemona Aiptasia pulchella y Symbiodinium sp., 7 a 12 amino acidos son sintetizados por el
simbionte y traslocados a la anemona (Wang & Douglas, 1999; Lehnert et al., 2014). Entre
Porites australiensis y Cladocopium tipo C15, se reportan aminodcidos sintetizados por
ambos, y asparagina sintetizada por el simbionte mientras que la cisteina por el coral
(Shinzato et al., 2014).

Hasta la fecha hay tres borradores de genomas publicos de Symbiodiniaceae, y
varios transcriptomas disponibles, pero se conoce poco del contenido de genes o la funcién
bioldgica y sus variaciones entre y dentro de cada género (Gonzalez-Pech et al., 2017). La
tabla | resume algunos datos de transcriptomas publicos de Cladocopium sp. como el

nuimero total de secuencias y el N50.
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Tabla I. Transcriptomas de Cladocopium (Clado C).

Aislado de: tipo Numerode N50(bp) Largo total Sitio de colecta Referencia
secuencias (Mbp)

Acropora C 26,986 534 12.546 America Samoa Ladner et al.,
hyacinthus 2012
Montipora C 55,588 687 30.570 Aquarium culture Gonzalez-Pech et

digitata stock al., 2017b
Siderastrea C 65,683 1,746 97.581 Belice Davies et al.,
siderea 2016
cultivo C1 45,782 1,443 45.706 MMETSP Keeling et al.,
2014
Acropora Cc1 116,479 1,323 106.169 Symbiont Culture Levin et al., 2016
tenuis Facility at the AIMS
cultivo C15 37,277 1,299 33.008 MMETSP Keeling et al.,
2014
Porites C15 26,627 1,571 32.01 Okinawa, Japon. Shinzato et al.,
australiensis 2014

METSP: Marine microbial eukaryote transcriptome sequencing project. AIMS: Australian Institute of Marine
Science

2.5 Estudios de expresion de genes en Symbiodiniaceae
La mayoria de los estudios de expresion de genes en corales y sus simbiontes,

relacionados con distintas condiciones de estrés térmico, ciclos de luz y oscuridad, niveles
de CO; simulando distintos niveles de acidificacion, se han desarrollado bajo condiciones
controladas de laboratorio y con cultivos aislados de simbiontes (Bayer et al., 2012; Barshis
et al., 2014; Gierz et al., 2017; Rivest et al., 2018). Algunos estudios contrastan ambientes
naturales que presentan diferencias en temperatura del agua, por provenir de sitios de
latitudes diferentes y sitios con distintos niveles de eutrofizacién (Lin et al., 2017; Barfield

etal., 2018).

Los estudios enfocados y utilizando distintos niveles de estrés térmico, han
encontrado genes sobre expresados que codifican para proteinas de respuesta a estrés,
genes antioxidantes y proteinas de choque térmico, incluyendo factores de transcripcién y

moléculas chaperonas, proteinas de reparacion de dafio al ADN, genes relacionados a la
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fotosintesis y genes implicados en regulacion del ciclo celular (Gierzs et al., 2017). Los genes
diferencialmente expresados por estrés debido a aguas eutréficas se asocian a plasticidad
fisiolégica de los simbiontes. Los genes afectados estan relacionados a la biosintesis de
metabolitos secundarios, al transporte de nutrientes, procesamiento de proteinas en el
reticulo endoplasmatico, ribosomas, fotosintesis y regulacion del ciclo circadiano (Lin et al.,

2017).

Los estudios de expresion de genes realizados en diferentes hospederos y
simbiontes concuerdan en que mdultiples factores, como adaptacién local a distintos
ambientes y diferentes combinacién coral-simbionte, son importantes para modelar las
tasas y patrones espaciales de adaptacién de los corales frente al calentamiento global, Ia
capacidad de respuesta y adaptacién al ambiente por parte de los dinoflagelados

Symbiodiniaceae (Gonzalez-Pech et al., 2017; Barfield et al., 2018).

2.6 Estudios de Symbiodiniaceae en diferentes rangos de profundidad

Los corales escleractineos se distribuyen en toda la zona fética, donde estdn
expuestos a gradientes de luz de diversos ordenes de magnitud que dependen de la
profundidad, y esto da como resultado patrones de zonacién vertical de los corales (Veron,
2000; Iglesias-prieto et al., 2004). Este patrén de zonacion batimétrico sugiere la hipdtesis
de que diferentes tipos de dinoflagelados simbidticos permiten a sus hospederos adaptarse
y aclimatarse a un rango fético de habitats. Esto se evidencid en un estudio que utilizd
enzimas de restriccion para caracterizar taxonédmicamente los simbiontes de algunas
especies de corales del género Montastraea, encontrandose diferencias significativas en la
distribucién de ellas a diferentes profundidades (0-6 y 6-14 metros) (Rowan & Knowlton,
1995). La funcidén ecoldgica de Symbiodiniaceae y especificidad de hospedero asociada a
diferencias en profundidad también ha sido encontrada en los corales Madracis mirabilis y
M. pharencis, donde los simbiontes Breviolum tipo B13 y el B15 estdn restringidos a aguas

someras (1- 25 metros) y profundas (25 — 40 metros), respectivamente (Frade et al., 2008).
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En el Golfo de California Iglesias-Prieto y colaboradores (2004) entregan evidencia
del comportamiento fisioldgico diferencial de los simbiontes de dos especies de corales
escleractineos dominantes en los arrecifes, Pocillopora verrucosa y Pavona gigantea,
distribuidos en dreas someras y profundas respectivamente. Mediante mediciones de la
irradiancia y fluorescencia in situ asi como luego de trasplantes a las profundidades de la
otra especie coralina, demuestran que los simbiontes que alberga cada especie estan
adaptados a un régimen particular de luz, siendo un aspecto importante para entender la
diversificacion de nichos. Demostraron que a 2.5 m de profundidad la irradiancia es 4 veces
mayor que a 9.5 m. Al mismo tiempo verificaron la identidad de los simbiontes
genéticamente en muestras de ambas especies coralinas, y concluyen que los simbiontes
explican los patrones de distribucion vertical de los corales Pocillopora verrucosa (0-6 m,
simbionte Durusdinium tipo D1) y Pavona gigantea (6-14m, simbionte Cladocopium tipo
Clc). Los resultados sugieren la capacidad diferencial de los simbiontes de ajustar su
aparato fotosintético a sub-saturaciones de intensidades de luz. Ademas, en este estudio
sefialan que presiones geograficas y de seleccidon local pueden también influenciar las
interacciones especificas entre hospederos y simbiontes, y la capacidad de los simbiontes

de especializarse a un hospedero en una regién particular (Iglesias-Prieto et al.,2004).
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3. JUSTIFICACION

El coral Porites panamensis posee una gran importancia por ser uno de los
principales formadores de comunidades arrecifales del Pacifico oriental desde el Golfo de
California hasta Panama. Por el contrario, el coral Porites sverdrupi es endémico del Golfo
de California y se encuentra dentro de la categoria de vulnerable segun la UICN, ya que sus
poblaciones son susceptibles a eventos de extincién local. La simbiosis que mantienen estos
corales con dinoflagelados de la familia Symbiodiniaceae les permite adaptarse y sobrevivir
a diversas condiciones, por lo que es de gran importancia a distintos niveles, evolutiva y
ecoldogicamente. Esta investigacion aporta conocimiento a nivel molecular sobre los
simbiontes Cladocopium sp. asociados a P. panamensis y P. sverdrupi, del Golfo de California
ofreciendo los primeros estudios a nivel de expresion de genes para Cladocopium sp. a
diferentes profundidades y diferentes hospederos, aportando valiosa informacién sobre los
procesos bioldgicos y funcion molecular que desempefian estos simbiontes en sus
hospederos. Esta informacién ayudara a entender como responden los genes de diferentes
especies a diferentes condiciones y les permite estar adaptados localmente en su ambiente
natural, asi como a las consecuencias probables ante cambios significativos en su entorno,

como los niveles del mar.
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4. HIPOTESIS

Los dinoflagelados de la familia Symbiodiniaceae poseen diferencias evolutivas,
ecoldgicas, moleculares y funcionales que les ha permitido adaptarse a diferentes
ambientes, regimenes de luz, y hospederos de manera especifica, por esto, en este estudio
se espera encontrar diferencias en la expresidon de genes del transcriptoma de Cladocopium
sp. proveniente de los hospederos P. panamensis y P. sverdrupi distribuidos a diferentes

profundidades en la localidad de El Requesdn, Bahia Concepcidn, Golfo de California.



15

5. OBIJETIVOS
5.1 General

Comprender la funcién de Cladocopium sp. en los corales P. panamensis y P.

sverdrupi de la localidad el Requesén, Golfo de California.

5.2 Especificos
Determinar la expresion diferencial de genes del transcriptoma Cladocopium sp. de

las dos especies de coral.

Identificar las funciones moleculares y procesos bioldgicos implicados en los genes

diferencialmente expresados de Cladocopium sp.



16

6. MATERIALES Y METODOS
6.1 Golfo de California y caracteristicas de la localidad el Requesdn

El Golfo de California presenta un gradiente de temperaturas que van desde 13 °C
en invierno hasta 34 °C en verano y se ve afectado por fendmenos decadales como el Nifio
y la Nifia que ocasionan anomalias en el calentamiento y enfriamiento en la temperatura
superficial del océano, respectivamente (Fielder, 2002; Manzello et al., 2008). Presenta
también un gradiente en concentraciones de clorofila y bajas concentraciones de aragonita
(Halfar et al., 2005; Lluch-Cota et al., 2007). Algunas especies de coral en el Golfo de
California presentan patrones de distribucién vertical debido al régimen de luz al que estan
adaptados sus simbiontes que les permiten vivir a profundidades especificas (Iglesias-Prieto

et al., 2004).

Figura 1 a) Sustrato rocoso parte somera. b) Camas de rodolitos a mayor profundidad > 5
metros. C) Porites panamesis unido al sustrato rocoso d) Porites sverdrupi coral de vida
libre, sobre rodolitos. Fotografias tomadas en salida de campo 2018.

El Requesdn, se encuentra dentro de la Bahia Concepcidon en Golfo de California

donde se reporta un intervalo de temperatura de 18 a 35 °C (Rodriguez-Meza et al., 2009).
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La parte somera (0 a 5 metros aprox.) posee una cobertura rocosa con presencia del coral
Porites panamensis y a mayor profundidad (> 5 metros) se encuentran los corales de vida
libre Porites sverdrupi asociados a camas de rodolitos (Steller & Foster, 1995; Reyes-Bonilla
et al., 1997). En este sitio la penetracién de luz disminuye con el aumento de profundidad
como consecuencia de concentracion de nutrientes y sedimentos disueltos por la
acumulacién de metales como arsénico, mercurio, hierro y sulfatos que precipitan, se

disuelven y dispersan en la Bahia (Forrest et al., 2005; Leal-Acosta et al., 2013).

El Requesén es un sitio natural donde es posible encontrar a los corales P.
panamensis y P. sverdrupi distribuidos a diferentes profundidades en la columna de agua.
Este patrdn de zonacién vertical que permite el estudio de sus simbiontes para comprender

aspectos sobre su ecologia y funcién molecular.
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Figura 2. Sitio de recolecta de especimenes El Requesdn
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6.2 Recolecta de corales e identificacion

Se recolectaron 12 fragmentos de coral de seis colonias de Porites panamensis y seis
colonias de Porites sverdrupi en la localidad el Requesdn, dentro de la Bahia Concepcidn en
el Golfo de California. La recolecta se realizd a dos estratos de profundidad: somero (1-5
metros) y profundo (9 a 14 metros). De cada fragmento se tomé nota de la profundidad y
registro fotografico de la colonia. Los fragmentos de 1x1 cm fueron preservados en el buffer
RNA later y luego almacenados a - 20°C hasta la extraccién de ARN.

La identificacidn de los corales en el campo se basé en su morfologia. Sin embargo,
debido a la plasticidad morfoldgica que poseen las especies de coral se realizdé una
extraccion de ADN y amplificacidn por PCR (Polimerase Chain Reaction) para corroborar las
especies de coral, utilizando los marcadores mitocondriales especificos ND5, ND4, ND1 para
distinguir entre especies del género Porites (Paz-Garcia et al., 2016). Las condiciones de PCR
se encuentran descritas en Paz-Garcia et al. (2016). Los productos de PCR fueron enviados
a secuenciar al laboratorio de Genomics Facility del departamento de Ciencias Bioldgicas de
la Universidad Estatal de Louisiana (LSU, Louisiana State University, por sus siglas en inglés).

Los cromatogramas de las secuencias obtenidas fueron analizados mediante el
programa Codon Code Aligner y alineadas en MEGA7. Posteriormente, se realizaron analisis
de diversidad haplotipica (h) y diversidad nucleotidica () con el programa DnaSP6 (Rozas
et al., 2017) transformadas a formato roedhl para la construccidn de la red de haplotipos
mediante el método de ‘Median Joining’ en el programa Network v.5.0. (fluxus-
engineering.com). Finalmente, se verificé la concordancia morfolégica y genética de los

corales colectados.

6.3 Extraccion de ARN y generacion de librerias

Para la extraccion de ARN total se utilizé el kit de extraccidn RNeasy Plus Mini kit
(QIAGEN) (Shinzato, 2014) siguiendo el protocolo de fabrica (Lin et al., 2017). Las librerias
fueron generadas usando el kit para lllumina NEBNEXT Ultra directional RNA Library Prep,

siguiendo las instrucciones del fabricante. Se describen a continuaciéon brevemente:
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primero se realizé la purificacion de ARN mensajero utilizando micro-esferas magnéticas
poly-T, seguido de una fragmentacion y pegado de cebadores para la sintesis de la primera
y segunda cadena de cDNA. Luego se purificé la doble cadena de cDNA usando micro-
esferas AMPure XP y se realizd la reparacidn de colas al agregar dA para preparar las dobles
cadenas de cDNA vy ligar los adaptares Illlumina. Se realizé una segunda purificacién con
micro-esferas AMPure XP, seguido del enriquecimiento por PCR y ligado de primers de
identificacién para cada libreria. Finalmente, se purificd la reaccién de enriquecimiento
mediante micro-esferas AMPure XP.

Las librerias fueron enviadas para verificaciéon de calidad mediante un Bioanalizer
(Agilent High Sensitivity Chip) al laboratorio de Genomics Facility del Departamento de
Ciencias Bioldgicas de LSU. El andlisis realizado para comprobar la calidad fue un ensayo de
ADN de alta sensibilidad (High sensitivity DNA assay). Luego se realizé la secuenciacion
simultanea de transcriptomas de hospederos (Porites panamensis y P. sverdrupi) y
simbiontes (Cladocopium sp.) usando la plataforma Illumina-HiSeq3000/4000 en,
Oklahoma Medical Research Foundation NGS Core, generando lecturas pareadas de 150 pb
(pares de bases).

6.4 Analisis bioinformaticos

Todos los analisis bioinformaticos fueron realizados en el servidor de la Universidad
Estatal de Luisiana (LSU) en el cluster SuperMike-Il (mike.hpc.Isu.edu), el cual posee 146
TFlops Peak Performance con 440 nodos que ejecuta el sistema operativo Red Hat
Enterprise Linux 6. A este servidor es posible acceder por medio de una plataforma segura
(SSH), utilizando tu propia cuenta y contrasefa asignadas por High Performance Computing
de LSU. La memoria por nodo disponible es de 32/64/256 GB para ejecutar trabajos. La

figura 3 muestra el resumen de los procedimientos realizados, que luego seran descritos.
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Figura 3. Procedimientos para los analisis bioinformaticos

6.5 Cortar los adaptadores y bases de baja calidad
Para revisar la calidad de las lecturas obtenidas se utilizé el software FastQCv. 0.11.8

(Andrews, 2010). Este muestra estadisticos de calidad de las lecturas obtenidas para cada
libreria, cuantifica las lecturas, el porcentaje de GC (guanina y citocina), el contenido de
cada base nucleotidica, la longitud de las lecturas, y el valor de calidad de Phred (Q) de cada
base se calculd bajo la formula:
Q=-10 Log10 (P) (1)
donde,
Q= calidad de Phred

P= probabilidad de que la base sea errénea

Posteriormente, se eliminaron los adaptadores y las bases de mala calidad mediante
el software Trimmomatic 0.38 (Bolger et al., 2014). Los pardmetros de calidad fueron:
escaneo de las lecturas con un slidingwindow de 10 pb de ancho, cortando cuando la calidad
media por base de la lectura caia debajo del valor de Phred de 20. Las lecturas con longitud

menor de 60 pb fueron descartadas.
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Luego de realizado el corte, se corrieron los resultados nuevamente en el programa
FastQC para observar la calidad de las librerias, ademas de obtener los estadisticos basicos
como %CG y numero total de lecturas. A continuacion, en la figura 4 se observa un ejemplo

de una libreria cruda y luego de cortar adaptadores y bases de mala calidad.

coral: Porites sverdrupi
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Figura 4 Lecturas de la muestra 134 _R1.En el eje y: valores de calidad de Phred, rango entre
40-20 mayor calidad. Eje x: posicion de la base en la lectura va de 1 a 149. Barra amarilla:
75% rango intercuartilico. Linea azul: valor medio de calidad.

6.6 Ensamble “De Novo”

Un ensamble “de novo” construye una lista de transcritos que proveen una buena
representacion del transcriptoma, usando las lecturas de RNA-seq las cuales son muy
utilizadas para estudiar organismos no modelo (Lafond-Lapalme et al., 2017). Para
ensamblar los transcritos del hospedero y simbionte se utilizo el software Trinity (Grabherr
et al.,2011; Hass et al., 2013). El software Trinity depende de otros programas para
funcionar: Jellyfish (k-mer counting software), Fastool (fasta and fastg format Reading and
conversioén), bowtie2, Python, jdk y samtools. Para la presente investigacion se realizaron
tres ensambles de novo; uno para cada holobionte (incluye hospedero y simbiontes) (P.

panamensis y P. sverdrupi) y un ensamble global con los dos corales. Este Ultimo, tomando
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en cuenta que los transcritos de los hospederos seran excluidos del ensamble por ser de
interés solamente los transcritos de Cladocopium sp.

Los parametros utilizados para los ensambles “de novo” fueron: lecturas tipo “fq”,
maximo de memoria utilizada 200 Gigas, 16 nucleos del servidor por nodo, orientacién de
las lecturas cadena-especifica “RF”, lecturas pareadas “left” y “right”. De los archivos de
salida generados por Trinity, se conservé Unicamente el archivo con extension “.fasta” que

contiene el ensamble.

6.7 Verificacion de calidad del ensamble

Se revisaron las estadisticas basicas de los ensambles “de novo” con la herramienta
TrinityStats.pl que incluye en paquete de software Trinity. Esta herramienta proporciona el
total de genes y transcritos ensamblados, el porcentaje de GC, el valor N50, la longitud
media y promedio de los transcritos y el nimero total de bases ensambladas (Hass et al.,
2013).

Posteriormente, se evalué la calidad e integridad de cada ensamble mediante el
programa BUSCO v. 3.0.2 (Seppey et al., 2015). BUSCO utiliza grupos de genes ortdlogos de
una sola copia anotados en bases de datos propias del programa, para brindar una medida
cuantitativa de la integridad de los ensambles de genomas y/o transcriptomas en términos
de contenido de genes esperado. BUSCO utiliza los modelos de Markov del programa
HMMER v.3.1b2 (Eddy, 2009) y predicciones de novo del programa Augustus 3.2.1 (Stanke
et al., 2008), y requiere también los programas Python y BLAST+. Mediante BUSCO, se
evalud la expectativa evolutiva del contenido de genes de los ensambles de los holobiontes
P. panamensis y P. sverdrupi, contra las bases de datos de genes ortélogos de ‘Metazoa’ y

‘Protista’ (www.orthodb.org). Se utilizaron estas dos bases de datos ya que son las que

mejor se adecuan a los organismos de estudio. Los resultados de la ejecucidon de BUSCO se
muestran en términos de porcentaje para la base de datos que fue utilizada bajo las
siguientes categorias: (C) genes ortélogos completos, (S) con una sola copia, (D) duplicados,
(F) fragmentados y (M) ausentes. Se realizé un mapeo de las lecturas de las librerias a cada

transcriptoma con el fin de conocer que tan bien se incorporaron las lecturas al
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transcriptoma, e identificar la posicién de origen de las lecturas en el ensamble, mediante

el programa Bowtie2 v.2.3.4.1 (Langmead, 2012).

6.8 Separacién de transcritos de coral y simbionte

Para distinguir entre los transcritos correspondientes a hospederos y simbiontes, se
hizo un mapeo de las lecturas de nucleétidos con especies ya codificadas mediante la
herramienta BLAST. Esta herramienta ha sido utilizada para identificar secuencias similares
compartidas, basado en alineamientos locales entre una secuencia de consulta y una
secuencia objetivo de una base de datos (Gonzalez-Pech et al., 2018). Para ello, se crearon
cuatro bases de datos con 16 ensambles de genomas y transcriptomas disponibles/publicos
hasta el mes de agosto de 2018 para corales y Symbiodiniaceae (Tabla Il). Las bases de datos
fueron clasificadas de la siguiente manera 1) Hospedero 2) Symbiodiniaceae 3) corales
aposimbiodticos (libres de simbiontes) y 4) Symbiodiniaceae cultivado (Davies et al., 2016;
Rivest et al., 2018). Las bases de datos 1y 2 provienen de fragmentos de coral (hospedero
+ simbiontes) y podrian contener contaminacion de cnidario o simbiontes. La tercera base
de datos son ensambles libres de simbiontes (corales aposimbidticos), es decir, de corales
en estado larvario que no poseian ningun tipo de simbionte asociado. Los ensambles de la
ultima base de datos contienen secuencias de Symbiodiniaceae de vida libre o provienen

de lineas de cultivo en laboratorio libres de secuencias contaminantes de hospederos.

Tabla Il. Ensambles de genomas y/o transcriptomas utilizados para separar los contigs de
Porites panamensis y P. sverdrupi de Symbiodiniaceae

Referencia Base de datos Fuente

Acropora hyacinthus Coral Barshis et al., 2013
Acropora millepora Coral Moya et al., 2012

Porites astreoides Coral Kenkel et al., 2013

Porites astreoides Coral Mansour et al., 2016
Porites rus Coral Wibberg, D. 2018 submitted
Acropora digitifera Apocoral Shinzato et al., 2011
Acropora hyacinthus larva Apocoral Mever et al., 2012
Acropora tenuis Apocoral Matz lab

Porites lutea Coral Liew et al., 2016

Galaxea fascicularis Coral Linetal., 2017
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Symbiodinium goreaui C1 Sym Liuetal., 2018
Symbiodinium sp. Clade C Y103 Sym_Cultivado Shoguchi et al., 2018
Symbiodinium microadriaticum A Sym_Cultivado Aranda et al., 2017
Symbiodinium sp. Clade A Y106 Sym_cultivado Shoguchi et al., 2018
Symbiodinium Clade C Sym Ladner et al., 2012
Symbiodinium Clade D Sym Ladner et al., 2012

Las bases de datos fueron indexadas en Blast, y se realizaron busquedas de Blast
traducidas (tblastx v2.4.0, Camacho et al., 2009), del transcriptoma ensamblado del coral
(hospedero y simbiontes) contra las 4 bases de datos siguiendo el procedimiento descrito
por Davies et al. (2016). En él, si un contig del transcriptoma del coral posee un traslape de
aminodcidos > 50 pb con 80% de identidad (cut-off) a cualquier secuencia de cnidarios serd
considerado como contig del hospedero, por otro lado, si el mismo contig tuvo un traslape
de 50 pb con 80% de identidad con alguna secuencia de Symbiodiniaceae cultivado, fue
removido del transcriptoma del hospedero.

Los contigs de Symbiodiniaceae fueron identificados de la misma manera,
removiendo los contigs que se asignen a la base de datos de coral aposimbidtico con un
traslape en las secuencias de aminoacidos de 50 pb y 80% de identidad. Luego del filtrado
los contigs que presentaron buen traslape con las bases de datos de Blast coral
aposimbiodtico y Symbiodiniaceae cultivado, fueron removidas porque no es posible
determinar su origen. Esta aproximacion conservadora aumenta la confianza en que los
transcritos de Symbiodiniaceae encontrados si pertenecen al simbionte y no al hospedero.

Luego de remover los contigs que pertenecen al hospedero y los contigs ambiguos
(presentes en Symbiodiniaceae y en coral), queda el ensamble de transcriptoma de los
simbiontes de interés (Cladocopium sp.), con el que se generaron las estadisticas del
ensamble utilizando Trinitystats.pl. Luego se procedié a los anadlisis de expresion diferencial
y anotacion de genes expresados diferencialmente.

6.9 Andlisis de expresién diferencial
Se utilizé el ensamble global de Cladocopium sp. para los andlisis de expresién

diferencial. Para la estimacion de la abundancia y cuantificacion de los transcritos se utilizd
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el software RSEM v1.3.1 (Li & Dewey, 2011). Luego, se realizé la construccién de matrices
de conteo utilizando la funcién de Trinity ‘abundance stimate to matrix’.

El nimero significativo de genes expresados diferencialmente (DEGs) se calculd con
el paquete DESeq2 de R 1.10.1 (Wright et al., 2015; Barfield et al., 2018; Lin et al.,2017) que
provee rutinas estadisticas para determinar la expresion diferencial en datos digitales de
expresion de genes usando un modelo basado en distribucidon binomial negativa (Love et
al., 2014). Los parametros utilizados para considerar un gen diferencialmente expresado
fueron el valor de Log2FoldChange > 2 y un valor de P < 0.01. Los valores de P resultantes
fueron ajustados con una tasa de correccidn de descubrimiento falso (FDR, False Discovery
Rate por sus siglas en inglés) usando el método de Benjamini-Hochberg utilizado
previamente en estudios transcriptémicos con corales (Lin et al., 2017; Barfield et al., 2018).
El mapa de expresién diferencial fue generado utilizando heatmap2 como paquete de R (Lin

etal., 2017).

6.10 Anotacion de genes

Para identificar los genes de Cladocopium sp. que se expresaron diferencialmente
en cada hospedero se anotaron por medio de BLASTx (busca en bases de datos de proteinas
usando un query traducido de nucleétidos) con un valor de e-value < 1x10%° (Davies et al.,
2016; Ladner et al., 2012; Lin et al., 2017), utilizando la base de datos de Swiss-Prot (a
manually annotated and reviewed protein sequence database) (Lin et al., 2017), la base de
datos de TREmbl (automatically annotated and not reviewed) y la base de datos nr (non-
redundant protein data base) de la NCBI (por sus siglas en inglés, National Center for
Biotechnology Information). Este procedimiento también se realizé para identificar los
genes de Cladocopium sp. de cada coral (P. panamensis y P. sverdrupi) que luego fueron
ingresados al programa Venny v.2.1,, el cual utiliza los ID de cada gen identificado y compara
los genes exclusivos para cada grupo y los genes compartidos. Se generd una base de datos
con todos los ID’s de transcritos los cuales tuvieron hit con las bases de datos de proteinas.

La anotacion funcional se realizdé asignando las categorias de ontologia génica GO

terms (Gene Ontology, por sus siglas en ingles), proceso bioldgico, funcion molecular y
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componente celular de cada gen anotado, mediante un analisis de GO terms en la base de
datos de UniProtkKB (Uniprot Protein Knowledgebase) que contiene informacion de
proteinas anotadas, revisadas y validadas por un curador. Los términos de GO, obtenidos
para los genes expresados diferencialmente, fueron graficados con el software REVIGO para
cada categoria segun los valores de P de la expresidn diferencial para gen (Supek et al.,
2011). Este software utiliza los Go terms asignados para cada gen y los resume removiendo
los términos redundantes. Los analisis pueden ser visualizados como graficos de dispersion,
graficos de interaccién de procesos o nubes de etiquetas. Los resultados se presentan en

graficos de frecuencias para cada categoria.
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7. RESULTADOS

7.1 Librerias de ARNseq y control de calidad
Se obtuvieron 12 librerias pareadas con lecturas de longitud de 150 pares de bases

(bp). Se eliminaron los adaptadores y las lecturas de baja calidad. En el anexo A se observa
el nimero de lecturas eliminadas luego de este proceso, el porcentaje de citocina y guanina
para cada libreria luego del corte de calidad, y el nUmero total de lecturas a ensamblar para

cada holobionte.

Las librerias poseen mas de medio milldn de lecturas. Para el holobionte P.
panamensis se obtuvo un total de 25, 861,926 lecturas a ensamblar, y para el holobionte P.
sverdrupi, se obtuvo un total de 37,557,132 lecturas a ensamblar (Anexo A). La muestra
153, perteneciente a P. sverdrupi, tuvo una baja cantidad de lecturas, por lo cual no fue
tomada en cuenta para los andlisis, al poder influir en los andlisis de expresion diferencial
dado su bajo numero de lecturas y dar lugar a interpretaciones erréneas. El porcentaje
promedio de lecturas eliminadas para P. panamensis fue 67% y para P. sverdrupi 48 %; el

porcentaje promedio de citocina y guanina para ambos corales fue 46.6%.

7.2 Ensamble de los holobiontes

En el ensamble del holobionte Porites panamensis, se obtuvo un total de 303,006
transcritos con un porcentaje de CG de 46.75. La N50 de los contigs fue de 433 pb, siendo
la media de longitud de los contigs de 302 pb. En el ensamble del holobionte Porites
sverdrupi se obtuvo un total de 430,204 transcritos con un porcentaje de CG de 47.48. La
N50 para este ensamble fue de 379 pb con una longitud media de contigs de 266 pb. En el
ensamble global considerando ambos holobiontes, se obtuvo un total de 603,078
transcritos con un porcentaje de CG de 46.86. Se obtuvo una N50 de 400 pb, y una longitud

media de los contigs de 269 pb.

7.3 Verificacion de calidad del ensamble

La base de datos protista de BUSCO tiene un total de 215 grupos de genes ortdlogos,

algunos de organismos modelo. En la presente investigacion, al comparar los datos del
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ensamble del holobionte P. panamensis (considerando transcritos de coral y simbiontes)
contra esta base de datos, se obtuvo 43 grupos de genes ortélogos completos, 5
fragmentados y 167 ausentes. Para el holobionte P. sverdrupi, se obtuvo un total de 68
grupos de genes ortélogos completos, 2 fragmentados y 145 ausentes del total de 215. Por
otro lado, la base de datos Metazoa posee 978 grupos de genes ortdlogos, de los cuales al
compararlos contra el ensamble del holobionte P. panamensis se obtuvo que, 352
estuvieron completos, 361 fragmentados y 265 ausentes. Mientras que al comparar con el
ensamble del holobionte de P. sverdrupi se obtuvo un total de 477 grupos de genes
ortélogos completos, 292 fragmentados y 209 ausentes. Del mapeo de lecturas a los
ensambles mediante Bowtie2, se obtuvo un 82.10% para el ensamble del holobionte P.
panamensis y 77.09%, para el ensamble del holobionte P. sverdrupi, de tasa de

alineamiento de las lecturas.

7.4 Separacién de transcritos de coral y simbiontes

Al realizar la busqueda mediante tblastx de los ensambles de los holobiontes contra
las 4 bases de datos: Coral, Apocoral, Symbiodiniaceae y Symbiodiniaceae cultivos se
obtuvo, para el ensamble del holobionte P. panamensis mas de un millén de hits con valores
menores o igual a un e-value1E®; de esos valores se tomaron en cuenta Unicamente los hits
gue tenian al menos 50 bp (50 aminodcidos) de alineamiento y el 80% de identidad. Luego
de esto se eliminaron los duplicados, y se retuvo de la base de datos de coral 80,616 hits,
8,679 de apocoral, 28,444 de Symbiodiniaceae y 17, 802 de cultivos, tal como se observa

en la Fig. 5.

Del total de hits de la base de datos de Symbiodiniaceae, 26,175 tuvieron hits
también con la base de datos de coral y apocoral, por lo que fueron descartados como
contigs ambiguos. Del total de hits de la base de datos de cultivos 1,642 resultaron contigs
ambiguos. Finalmente, con la certeza de tener contigs solamente del simbionte retuvimos

un total de 18,429 contigs, como se observa en la Fig. 6.
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TBLASTX HITS: HOLOBIONTE P. PANAMENSIS
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Figura 5 TBLASX hits del ensamble P. panamensis contra cuatro bases de datos. El color azul

representa el primer filtro que corresponde al e-value, el anaranjado al segundo filtro y el
gris la cantidad total de contigs Unicos.
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Figura 6. TBLASTX hits del ensamble P. panamensis y las bases de datos exclusivas de
simbiontes. En gris el total de contigs no ambiguos, exclusivos del simbionte.
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Luego de remover los contigs ambiguos y retener solamente los hits exclusivos de
simbionte, se utilizo TrinityStats.pl para obtener los datos del ensamble de Cladocopium sp.
proveniente del ensamble original del holobionte P. panamensis. Se obtuvo en este
ensamble 13,725 transcritos con un N50 de 554, % CG de 54.39 y una longitud media de los
contigs de 463 pb, con un total de 6,689,763 bases ensambladas.

Para el ensamble del holobionte P. sverdrupi se obtuvieron mds de un millén de hits
con valores menores o igual a un e-valuelE®; de esos valores se tomaron en cuenta
unicamente los hits que tenian al menos 50 bp (50 aminodacidos) de alineamiento y el 80%
de identidad. Luego de esto se eliminaron los duplicados, y se retuvo de la base de datos

de coral 82,371 hits, 9,389 de apocoral, 42,475 de Symbiodiniaceae y 26,148 de cultivos de
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Symbiodiniaceae (Fig.7).

TBLASTX HITS: HOLOBIONTE P. SVERDRUPI
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Figura 7 TBLASX hits del ensamble P. sverdrupi contra cuatro bases de datos. El color azul

representa el primer filtro que corresponde al e-value, el anaranjado al segundo filtro, y el
gris oscuro a la cantidad total de contigs Unicos.
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Del total de hits de la base de datos de Symbiodiniaceae, 25,935 tuvieron hits
también con la base de datos de coral y apocoral, por lo que fueron descartados como
contigs ambiguos. Del total de hits de la base de datos de cultivos, 15,252 resultaron contigs
ambiguos. Finalmente, con la certeza de tener contigs solamente del simbionte se retuvo

un total de 27,436 contigs, como se observa en la Fig. 8 en la ultima columna gris.

HOLOBIONTE P. SVERDRUPI

M Total hits M ambiguos M Retener

AT75

25,935
}
27,436

16,540
15,252

10,896

SYMBIODINIACEAE CULTIVOS TOTAL

Figura 8. TBLASTX hits del ensamble P. sverdrupi y las bases de datos exclusivas de
simbionte. En gris el total de contigs no ambiguos, exclusivos del simbionte.

Al remover los contigs ambiguos y retener solamente los hits exclusivos de
simbionte, se utilizé TrinityStats.pl para obtener los datos del ensamble de Cladocopium sp.
proveniente del ensamble original del holobionte P. sverdrupi. Se obtuvo en este ensamble
19,093 transcritos con un N50 de 563, % CG de 54.10 y una longitud media de los contigs
de 385 pb, con un total de 8,952,300 bases ensambladas.

7.5 Ensamble global de Cladocopium sp.
Se obtuvo el ensamble “de novo” de Cladocopium sp. luego de filtrar y retirar los
transcritos de los corales P. panamensis y P. sverdrupi. Se obtuvo un total de 33,770 genes

de Trinity o transcritos, con un porcentaje de GC de 54.40 y un N50 713. En la tabla lll se
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observa la comparacién de los estadisticos de cada ensamble de holobionte y de
Cladocopium sp.
Tabla lll. Estadisticos de los ensambles “de novo” obtenidos. TTT: total transcritos de trinity,

%CG: porcentaje citocina-guanina. Pb: pares de bases. HPp: holobionte P. panamensis. HPs:
holobionte P. sverdrupi

Ensamble TTT %CG N50 NUmero de bases
(pb) ensambladas

Holobionte P. 303,006 46.75 433 119,898,460
panamensis

Cladocopium 13,725 54.39 554 6,689,763
sp. 430,204 47.48 379 159,232,967
Holobionte P. sverdrupi

Cladocopium 19,093 54.10 563 8,952,300
sp. 603,078 46.86 400 233,478,572
Global (HPp+HPs)

Cladocopium sp. 47,855  54.40 713 26,600,456

7.6 Genes expresados diferencialmente

Para el andlisis de expresion diferencial se consider6 como tratamientos
independientes a cada hospedero. Se obtuvieron 107 genes expresados diferencialmente
(> 2-fold; p<0.001), 74 sobre-expresados y 33 sobre-expresados, para Cladocopium sp.
provenientes de los hospederos P. panamensis y P. sverdrupi, respectivamente, tomando
como diferentes tratamientos cada hospedero. La figura 8 muestra el agrupamiento
jerdrquico de los genes diferencialmente expresados (DEGs, por sus siglas en inglés), en
donde las filas representan cada gen y las columnas las réplicas para cada tratamiento. Cada
tratamiento se agrupa con sus réplicas con un patrdn similar de expresion de genes. En la
Fig.9, el color amarillo representa un mayor nivel de expresion en la escala de la figura y el

morado un nivel de expresién menor.
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P. sverdrupi < P. panamensis

Figura 9. Agrupamiento jerarquico de DEGs. El mapa muestra los genes (filas) con expresién
diferencial (Trinity/DESeq2 > fold 2, FDR 0.001) entre las réplicas (columnas) de
Cladocopium sp. de diferentes hospederos.

7.7 Anotacién de genes
Mediante Blastx de los ensambles de Cladocopium sp, provenientes del hospedero

P. panamensis y P. sverdrupi contra la base de datos de Swiss-Prot (UniProt Release
2019_05) con un e-value 1E-10 (Davies et al., 2016; Lin et al., 2017). Para P. panamensis se
identificaron un total de 2,295 y para P. sverdrupi 2,745 genes; 362 genes fueron

compartidos, siendo exclusivos de P. panamensis 1,933y 2,384 de P. sverdrupi (Fig.10). Esta
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cantidad de genes no representa el total de genes, sino solamente los cuales fue posible

anotar en la base de datos de proteinas validadas y revisadas.

A B

1933 2383

(41.3%) (50.9%)

Figura 10. Genes de Cladocopium Unicos para cada especie. A) Cladocopium sp. (holobionte
P. panamensis) B) Cladocopium sp. (holobionte P. sverdrupi).

De los 107 genes expresados diferencialmente fue posible identificar 51 genes
sobre-expresados en Cladocopium sp., 30 provenientes del hospedero P. panamensis 'y 21
provenientes del hospedero P. sverdrupi. En la tabla IV se encuentra la informacién de los
30 genes anotados para Cladocopium sp. del hospedero P. panamensis; de estos se
observan en negritas (tabla IV) los genes que se consideran conservados en los
dinoflagelados simbidticos (Rosic et al., 2015); genes correspondientes a proteinas de
choque térmico HSP (Heat Shock Protein genes, por sus siglas en inglés), genes
fotosintéticos y genes de las proteinas quinasas calcio-dependientes, ademas de genes de

respuesta a estrés (Lin et al., 2019).

Tabla IV. Genes sobre-expresados para Cladocopium sp. del hospedero P. panamensis

UniProt ID Descripcion Blast especie Blast e-value
RL1S DICDI 60S rlbosomal protel'n LlS/L.ong chain base S.ymb/od./n/.um 1.67E-18
- biosynthesis protein 2b microadriaticum

Symbiodinium
microadriaticum
ACTC_PISOC Actin, cytoplasmic Pisaster ochraceus 1.66E-79

Symbiodinium
microadriaticum

AOA1Q9CXV7_SYMMI 60S ribosomal protein L5 3.96E-29

AOA1Q9F3H7_SYMMI Ahal_N domain-containing protein 1.05E-50
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ATPA_XENLA ATP synthase subunit alpha, mitochondrial Xenopus laevi 1.03E-176
AOALQ9ERRO_SYMMI Choline-sulfatase, partial Symbiodinium 2.07E-47
microadriaticum
CYSK_STAHA Cysteine synthase Symbiodinium 7.83E-21
microadriaticum
PHRA_AGRFC Deozyribodipyrimidine photo-lyase Agrobacterium fabrum 1.29E-74
. - . Macrocystis
FCPB_MACPY Fucoxanthin-chlorophyll a-cbinding protein e /e i dinium 5.23E-14
B, chloroplastic/light-harvesting protein
sp. C3
AOALQOEI12_SYMMI GDP-mannose transporter GONST4 Symbiodinium 6.72E-34
microadriaticum
GLTB_MYCTU Glutamate synthase [NADPH] large chain Mycobacterium 1.35E-165
tuberculosis
BIP3_TOBAC Luminal-binding protein 3 Symbiodinium 1.31E-54
microadriaticum
CP19D_ARATH Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase CYP19-4 Arabidopsis thaliana 1.98E-75
GLT16_HUMAN Polypeptide N- Symbiodinium 3.92E-94
- acetylgalactosaminyltransferase 16 microadriaticum
AO0A1Q9CDM9_SYMMI Pentatricopeptide repeat-containing protein S.ymblod.ml.um 1.98E-17
microadriaticum
RUXG_ARATH Probable small nuclear ribonucleoprotein G Arabidopsis thaliana
AOATQOEU17_SYMMI Protein O-Ilnked-rjannose beta-1,2-N- S‘ymb/od'lnl‘um 1.91E-47
acetylglucosaminyltransferase 1 microadriaticum
TAR1_KLULA Protein TAR1 Kluyveromyces lactis 6.77E-13
RRT15_YEAST Regulator of rDNA transcription protein 15 Saccharomyces 2.77E-16
cerevisiae
RRT15_YEAST Regulator of rDNA transcription protein 15 Saccharomyces 3.37E-14
cerevisiae
AOA1QODH34_SYMMI Sulflde:qwr?one OX|d(?reductase, S‘ymb/od'lnl‘um 5.43E-26
mitochondrial microadriaticum
TBA_LYTPI Tubulin alpha chain Lytechinus pictus 6.42E-35
TBB_LYTPI Tubulin beta chain Lytechinus pictus 6.42E-35
TBB_LYMST Tubulin beta chain Lymnaea stagnalis 6.83E-30
Uncharacterized ABC transporter ATP- Haemophilus
Y036_HAEIN binding protein/ Calcium-dependent protein  influenzae/Symbiodinium 5.52E-54
kinase 3 microadriaticum
AOA1Q9E1G7_SYMMI Uncharacterized protein Symbiodinium 9.18E-24
microadriaticum
YCX91_PHAAO Uncharacterized protein ORF91 Phalaenopsis aphrodite 3.82E-17
YCX91_PHAAO Uncharacterized protein ORF91 Phalaenopsis aphrodite 3.82E-17
AOALQ9EITO_SYMMI Vegetative incompatibility protein HET-E-1 Symbiodinium 3.22E-128

microadriaticum

En la tabla V se presenta la informacidn correspondiente a los 21 genes anotados

para Cladocopium sp. proveniente del hospedero P. sverdrupi. Se identific6 un gen
conservado (en negritas, tabla V) que se incluye en la categoria “housekeeping genes”
(HKGs, por sus siglas en inglés) y genes de respuesta a estrés, ademds de genes que

codifican para proteinas ribosomales y genes implicados en la producciéon de energia.



36

Tabla V. Genes sobre-expresados en Cladocopium sp. del hospedero P. sverdrupi

Uniprot ID Descripcion Blast especie Blast e-value

ANR50_HUMAN Ankyrin repeat domain-containing protein 50 Homo sapiens 9.48E-21

ATPI_RHDSA ATP synthase subunit a, chloroplastic Rhodomonas salina 5.93E-67

DCPS_BOVIN m7GpppX diphosphatase Bos taurus 1.14E-26

GLNA3_BUTFI Glutamine synthetase Butyrivibrio fibrisolvens 2.72E-34

RL30_BRABE 605 ribosomal protein L30 Branchiostoma 3.29E-52

belcheri

RS12_CYAPA 40S ribosomal protein S12 Cyanophora paradoxa 1.10E-32

TMED9_HUMAN Transmembrane emp24 domain-containing protein 9 Homo sapiens 8.38E-23

UGAT_BELPE Cyanidin-3-0-glucoside 2-O-glucuronosyltransferase Bellis perennis 2.19E-20

AOA1Q9EKR3_SYMMI E3 ubiquitin-protein ligase SIS3 Symbiodinium 6.55E-61
microadriaticum

AOA1Q9DMB5_SYMMI E3 ubiquitin-protein ligase SHPRH Symbiodinium 2.69E-21
microadriaticum

AOA1Q9DRY9_SYMMI Mitogen-activated protein kinase S'ymblod‘m/‘um 3.15E-100
microadriaticum

AOA1Q9EWU2_SYMMI Phthiocerol synthesis polyketide synthase type | PpsA S.ymbloc{:m.um 3.84E-12
microadriaticum

AOALQOEWU2_SYMMI Phthiocerol synthesis polyketide synthase type | PpsA Symbiodinium 1.46E-12
microadriaticum

AOA1Q9EWU2_SYMMI Phthiocerol synthesis polyketide synthase type | PpsA S.ymblod.m/.um 9.41E-14
microadriaticum

AOA1Q9DTPL_SYMMI Polyphosphatidylinositol phosphatase INP53 symbiodinium 1.14E-17
microadriaticum

AOA1QOCRZ7_SYMMI Potassium/sodium h‘yperpolarlzatlon-actlvated cyclic S'ymblod‘/n/‘um 4.59E-20
nucleotide-gated channel 4 microadriaticum

DIM1_HUMAN Probable dimethyladenosine transferase Homo sapiens 3.49E-55

AOA1Q9DEF7_SYMMI putative dipeptidase Symbiodinium 7.90E-20
microadriaticum

AOA1Q9CGI7_SYMMI Tubulin alpha-3 chain symbiodinium 3.29E-54
microadriaticum

AOA1Q9DUES_SYMMI Zinc finger CCCH domain-containing protein 55 Symbiodinium 1.99E-90
microadriaticum

7.8 Categorias de ontologia de genes (GO terms)
Se obtuvo la asignacién de las categorias de ontologia génica para los genes sobre-

expresados que lograron anotarse. De los 30 genes de Cladocopium sp. proveniente del
hospedero P. panamensis se tiene que corresponden a: 41 funciones moleculares, 32

procesos bioldgicos y 36 componentes celulares.

El proceso bioldgico (BP) con mayor frecuencia fue el de procesos metabdlicos del
nitrégeno (GO: 0006807, 38.74%), el cual incluye reacciones quimicas y rutas metabdlicas
gue involucran compuestos organicos e inorgdnicos que contienen nitrégeno, incluyendo

fijacion del nitrégeno, nitrificacion, denifriticacion, procesos de asimilacion y reduccion del
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nitrégeno y la inter-conversién de nitrégeno organico y amonio. Le siguen los procesos
asociados a respuesta celular estimulada por dafio al ADN (GO: 0006974, 2.36%),
reparacién al ADN (GO:0006281, 2.23 %), y transporte transmembrana de iones (GO:
0034220, 3.52%).

La funcién molecular (MF) con mayor frecuencia fue la actividad catalitica
(GO:0003824) que es la catalisis de reacciones bioquimicas que ocurren a temperaturas
fisiologicas. Seguido de ésta tenemos la actividad de la enzima transferasa (GO:0003735)
gue cataliza la reaccién de transferencia de un grupo (metil, glicosil, acil, compuestos
fosforilados, otros compuestos), la unién de nucledtidos (GO:0009982), y unién de iones
metalicos (GO:0005216) con interacciones selectivas y no covalentes con cualquier ion
metdlico. El componente celular (CC) mds representado en los genes sobre-expresados es
la membrana (G0:0016020), componentes integrales de membrana (G0O:0016021) que
consisten en productos de genes y complejos proteicos que estan en la regién hidrofdbica

de la membrana, y el citoplasma (GO:0005737).

Las categorias con mayor porcentaje de frecuencia se presentan en el anexo B,
excepto las categorias con un porcentaje 0.03 < las cuales fueron: (BP) reparacién foto
reactiva (GO:0000719), fotosintesis (GO:0009765), glicosilacién de proteinas via treonina
(GO:0018243) y via serina (G0:0018242); (CC) complejo proteico SMN-Sm (G0:0034719),
cuerpo multivesicular (GO:0005771), P granula (GO:0043186), complejo espliceosomal de
tipo U12 (GO:0005689), lumen del reticulo endoplasmatico (G0O:0005788), U5 snRNP
(GO:0005682), particula de reconocimiento de sefial focalizacion del reticulo
endoplasmatico (GO:0005786); (MF) Unién a la ciclosporina A (G0O:0001671), actividad
transferasa de polipéptido N-acetylgalactosamina (G0:0003824), unién a la proteina Hsp90
(G0:0005200), actividad foto-liasa (GO:0005525), actividad de la enzima glutamato sintasa
(NADPH)(G0:0008484), activador de la ATPasa (GO:0004355).

Para los 21 genes anotados de Cladocopium sp. provenientes del hospedero P.

sverdrupi se obtuvo que corresponden a 29 funciones moleculares, 32 procesos bioldgicos
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y 21 componentes celulares. Algunos genes presentaron hasta 11 GO asignados por
categoria, mientras que otros no tenian GO asignado al no haber informacion disponible o

no estar caracterizadas aun las categorias GO para dichos genes sobre- expresados.

La funcién molecular con mayor frecuencia fue la actividad catalitica (GO:0003824,
65.83%), seguido de la actividad de la enzima hidrolasa (GO:0016787, 22.29%) que cataliza
la hidrolisis de varios enlaces (ej. C-O, C-N, C-C), y la unién de acidos nucleicos (GO:0003676,
21.23%). El proceso biolégico con mayor frecuencia fue el proceso metabdlico de
compuestos nitrogenados (GO:0006807,38.74%), seguido por transporte transmembrana
(GO:0055085, 8.92%) que se refiere al transporte de un soluto a través de la bicapa lipidica,
y traduccion (GO:0006412, 5.69%). El componente celular con mayor frecuencia fue la
membrana (G0O:0016020, 61.69%), seguido de componentes integrales de membrana

(GO:0016021, 55.87%) y el citoplasma (GO:0005737, 26.02%).

Las categorias con mayor porcentaje de frecuencia se presentan en el anexo B,
excepto las categorias con un porcentaje 0.03 < las cuales fueron: (BP) recubrimiento COPI
de la vesicula de Golgi (GO:0048205, 0.001%), regulacién positiva de procesamiento de
ARNr (GO: 2000234, 0.0020%), respuesta celular a la menadiona (G0:0036245, 0.0020%),
transporte de sustancias desde los endosomas temprano hasta el Aparato de Golgi
(GO:0034498, 0.004%), transporte retrégado de endosoma a membrana plasmatica
(G0O:1990126, 0.004%), ruta de sefializacién mediada por azucar (GO:0010182, 0.005%),
salida de proteinas del reticulo endoplasmatico (RE) (GO:0032527, 0.014%), escisién de 5’-
cap dependiente de la desadenilacion de ARNm nuclear-transcrito (GO:0000290, 0.0190%)
y corte cis de ARNm via spliceosoma (GO: 0045292, 0.031%); (CC) compartimiento
intermedio de membrana entre RE-Golgi (GO:0045292, 0.0310%); (MF) actividad de la
difosfatasa m7G (5°) pppN (GO:0050072, 0.0030%), unidén cap de ARN 7-metilguanosina
(G0O:0000340, 0.0070%), actividad de la cianidina-3-0-glucosido 2-0-
glucuronosiltransferasa (G0:0102160, 0.0120%) y unién de sintaxina (G0:0019905,
0.0270%).
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Algunos GO de cada categoria se encontraron representados en Cladocopium de P.
panamensis y P. sverdrupi con la misma frecuencia de expresién de genes mientras otros
solo se presentaron en uno de los dos. Se comparten cuatro, ocho y ocho GO’s para las
categorias proceso bioldgico (Fig.11), funcién molecular (Fig.12) y componente celular
(Fig.13). El GO de actividad catalitica es el de mayor frecuencia tanto para Cladocopium de

P. panamensis y P. sverdrupi con un 65.83% que no se muestra en la Fig.12.

Proceso Biologico

transporte de proteinas
procesamiento de ARNr P. sverdrupi P. panamensis
integracion del ADN
respuesta celular por estimulo de dafio al ADN
reparacién de ADN
proceso biosintetico de amino acidos celulares
metilacion
fosforilacion de proteinas
proteolisis
transporte transmembrana de iones
transporte de iones
traduccién
transporte transmembrana
proceso oxido-reduccion

procesos metabolicos de compuestos de nitrégeno
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Frecuencia de expresion de genes

Figura 11. Procesos biolégicos representados en los genes sobre-expresados en
Cladocopium de P. panamensis y P. sverdrupi. Frecuencia de expresion de genes calculada
para cada GO a partir del p-value adj. de la expresion diferencial de genes utilizando el
Software REVIGO.
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Figura 12. Funciones moleculares representadas en los genes sobre-expresados en Cladocopium de P. panamensis y P. sverdrupi.

Frecuencia de expresidn de genes calculada para cada GO a partir del p-value adj. de la expresidn diferencial de genes. Utilizando

el software REVIGO.
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Componente Celular

membrana del reticulo endoplasmatico P. sverdrupi P. panamensis
exosoma extracelular

nucleolo

aparato de Golgi
reticulo endoplasmatico
citoesqueleto
mitocondria

citosol

ribosoma

ntcleo

membrana plasmatica
citoplasma
componente integral de membrana

membrana
0.00% 10.00% 20.00% 30.00% 40.00% 50.00% 60.00% 70.00%

Frecuencia de expresion de genes

Figura 13. Componentes celulares representados en los genes sobre-expresados en Cladocopium de P. panamensis y P. sverdrupi.
Frecuencia de expresion de genes calculada para cada GO a partir del p-value adj. de la expresién diferencial de genes, utilizando
el software REVIGO.
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8. DISCUSION

Los dinoflagelados de la familia Symbiodiniaceae han sido estudiados desde
distintas disciplinas para comprender aspectos evolutivos y ecoldgicos, debido a su
importancia como simbiontes de los corales formadores de arrecifes y la susceptibilidad de
este sistema simbionte-coral a cambios en su ambiente natural, que generan condiciones

de estrés que afectan la simbiosis.

Los estudios comparativos de los simbiontes dinoflagelados se encontraban aun en
etapas tempranas hasta la incorporacion de la tecnologia de secuenciacion de nueva
generaciéon (NGS, por sus siglas en ingles). Los estudios gendmicos y transcriptomicos de
Symbiodiniaceae han ido incrementando a pesar de no ser un organismo modelo (Leggat
et al., 2011). En la ultima década se han realizado estudios sobre transcriptomas de varios
corales hospederos en diferentes contextos, como la respuesta de Symbiodinium a distintas
condiciones de laboratorio, estudios evolutivos en diferentes géneros de Symbiodiniaceae,
descripcién de la ecologia funcional y diversificacion de nicho, hasta aspectos muy
especificos como expresion de elementos retrotransposones activados por estrés térmico

(DeSalvo et al., 2010; Shinzato et al., 2014; Parkinson et al., 2016; Chen et al., 2018).

Este estudio presenta los primeros transcriptomas “de novo” ensamblados para
Cladocopium sp. proveniente de los corales P. panamensis y P. sverdrupi. Al compararlo con
estadisticos de transcriptomas de Cladocopium sp. proveniente de otros corales, es posible
decir que los transcriptomas de este estudio estan dentro del rango de lo reportado
previamente para estadisticos como numero total de transcritos, N50, y numero total de
genes predichos. Los valores obtenidos de N50 estan entre de 534 a 713 lo cual esta dentro
del rango de valores obtenidos por otros (Ladner et al., 2012; Riesgo et al., 2014; Gonzalez-
Pechetal., 2017). EI N50 es considerado un estadistico que refleja la calidad de un ensamble
(O’neil & Emrich, 2013), por lo que obtener valores dentro del rango reportado por otros

autores es un indicador de la calidad de los ensambles generados. El niUmero total de genes



43

predicho y porcentaje de CG también se encuentra dentro del rango de valores reportado

por otros autores (Rosic et al., 2015; Gonzalez-Pech et al., 2017).

8.1 Implicaciones ecoldgicas de los genes expresados diferencialmente: procesos biolégicos
y funciéon molecular

El presente estudio desarrollé el analisis de expresion diferencial de genes de
Cladocopium sp. presente en dos hospederos, en un sitio con diferentes profundidades que
implica diferencias ambientales en cuanto a penetracién de luz y temperatura. Se
detectaron 107 genes de Cladocopium sp. que se expresan diferencialmente en los dos
hospederos, y esto denota la influencia del ambiente y el hospedero a nivel molecular. Las
diferencias ambientales en factores como temperatura e irradiancia, diversidad y
abundancia de hospederos y de simbiontes, que varian de region a region, son factores que
se cree modulan la especificidad expresada en ciertos holobiontes (coral-simbiontes)

(Iglesias-Prieto et al., 2004).

Los simbiontes de los corales de distribucion somera de este estudio (P. panamensis)
expresan un set de genes diferentes al de los simbiontes de los corales de distribucidn
profunda (P. sverdrupi) que conllevan a la expresién de distintas proteinas. Estos estan
involucrados en algunos procesos biolégicos y funciones moleculares similares como el
metabolismo del nitrédgeno, el transporte transmembrana, transporte de iones y actividad
catalitica (Fig.11 y 12). Estos procesos que estdn representados con mayor frecuencia
indican algunos de los procesos fundamentales para la simbiosis dinoflagelado-coral,
relacionados con transporte de nutrientes, reciclaje de nitrogeno, comunicaciéon celular,
estrés oxidativo, que son procesos que han sido propuestos como adaptaciones fisiolégicas
necesarias para el estilo de vida simbidtico de los dinoflagelados (Rosic et al., 2015, Lin et
al.,, 2017, Golzalez-Pech et al., 2017). Implican un flujo de nutrientes y compuestos del

simbionte hacia el hospedero (Shinzato et al., 2014).
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A pesar de estos procesos compartidos, también se observa la expresion diferencial
de genes que sugieren la respuesta y adaptacién por parte de los simbiontes a la
profundidad en que se encuentran sus hospederos. Esta adaptacién local, especializacion
de simbiontes a una zonacidn vertical especifica se ha estudiado desde otras perspectivas
y técnicas de analisis como enzimas de restriccion (Rowan & Knowlton 1995), marcadores
moleculares (Frade et al., 2008) y experimentos de trasplantes de corales de una
profundidad a otra para comprobar la especificidad de los simbiontes (Iglesias-Prieto et al.,
2004). En este estudio se presenta evidencia a nivel de expresion de genes, que sugiere que
las diferencias en los patrones de expresién de genes entre diferentes linajes de
Symbiodiniaceae, cultivados y bajo condiciones ambientales controladas, evidencian
divergencia evolutiva y podrian ser adaptaciones (Parkinson et al., 2016), en este caso

adaptaciones locales a dos profundidades.

A pesar de ser diferentes genes los sobre-expresados (tabla IV y V) en Cladocopium
sp. para cada hospedero y profundidad, estos codifican para procesos bioldgicos similares.
Ademas, cumplen especificamente con las necesidades que cada hospedero pueda
presentar segun la profundidad a la que se encuentre. Como Cladocopium sp. en el
hospedero P. panamensis (somero 0-5 m) sobre expresa un gen de respuesta a estrés, que
responde al estimulo de dafio al ADN al codificar la enzima ‘deoxyribodipyrimidine photo-
lyase (phr)’(Hemond et al., 2015); ella estd involucrada en la reparacion por dafio al ADN
inducido por luz UV mediante la foto reactivacién que es uno de los principales mecanismos
de reparacion al ADN en larvas planulas de corales expuestas a altos niveles de radiacién

UV por flotar cerca de la superficie (Reef et al., 2009).

La respuesta al dafio por luz UV de Symbiodiniaceae es absorber y bloquear la
radiacion UV mediante producciéon de aminodcidos mycosporine-like (MAAs) (Banaszak et
al., 2000; Gordon & Leggat, 2010). Sin embargo, esta reportado que Cladocopium (Clado C)
ha evolucionado perdiendo familias de genes, entre ellas los genes realizan la biosintesis de

MAAs (Shoguchi et al., 2018). Los resultados confirman que Cladocopium al perder la familia
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de genes productores de MAAs, sobre expresa el gen phr como mecanismo de respuesta al
dafio por radiacién UV (tabla 1V); la expresion diferencial de fotoliasas también ha sido
reportada como respuesta a estrés térmico por Symbiodiniaceae (Fugacium, Clado F)
(Gierzs et al., 2017). En este estudio, el gen phr se sobre expresa en Cladocopium sp
proveniente del coral recolectado en aguas someras P. panamensis, pero no en
Cladocopium sp. proveniente del coral P. sverdrupi (aguas profundas 9 — 14 metros) quizds

debido a que no se encuentra expuesto a la misma cantidad de radiacidn por rayos UV.

Diferencias en expresién de genes pueden ser funcionalmente importantes y estar
influenciadas por seleccion natural relacionada a la diversificacion de nichos (Parkinson et
al.,2016). Cladocopium sp. de P. sverdrupi, expresa diferentes genes relacionados con la
respuesta a estrés, como el gen ‘ankyrin repeat domain-containing protein 50 (AR)’ y ‘Zinc
finger CCCH domain-containing protein 55’ (Lin et al., 2019); mientras que Cladocopium en
P. panamensis expresa los genes ‘Choline-sulfatasa’ considerado como sefial de estrés y con
funcién molecular de transporte de metales, reportado en el estudio del holobionte
Orbicella faveolata conteniendo Cladocopium tipo C7 y C12 (Daniels et al.,, 2015) y
‘Pentatricopeptide repeat-containing protein (PPR)’ considerado gen de respuesta a estrés
reportado en la especie Fugacium kawagutti (Lin et al., 2019). Esto sugiere que los
simbiontes Cladocopium sp. de cada hospedero de este estudio estan bajo diferentes tipos
de estrés por las condiciones que se presentan en cada micro-habitat del que fueron
colectados (aguas someras y aguas profundas); también es probable que estos respondan

al estrés segun los requerimientos de su coral hospedero.

Por otro lado, las PPR son los principales mediadores en la expresién de genes a
nivel post-transcripcional en los organelos, tienen roles en la transcripcidén, procesamiento
de ARN, corte, edicidn y traduccién, y por esto son muy importantes en la expresion del
genoma y biogénesis de organelos (Manna, 2015). El gen PPR sobre expresado en
Cladocopium sp. de P. panamensis podria estar relacionado con él procesamiento normal

de ARN dentro de las células. Los dominios AR median numerosas interacciones entre
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proteinas y contribuyen a varias funciones celulares de sefializacion, regulacién del ciclo
celular y transporte (Mosavi et al., 2004); también se han reportado su rol en degradar
proteinas en simbiontes termo sensibles (Cladocopium, tipo C1) (Levin et al., 2016). El gen
‘ankyrin repeat domain-containing protein 50 (AR) sobre expresado en Cladocopium sp. de
P. sverdrupi, puede relacionarse tanto al funcionamiento celular regular como a estrés por

temperatura.

Cladocopium en ambos hospederos expresa genes involucrados en procesos
biolégicos como procesamiento y modificaciones de ARN, metabolismo de ATP,
modificaciones postraduccionales de proteinas. Genes involucrados en estos procesos han
tenido también expresion diferencial en condiciones eutréficas (Lin et al., 2017). Los genes
sobre expresados en Cladocopium de P. sverdrupi realizan modificaciones
postraduccionales de proteinas como ubiquitinacién, metilacién y fosforilaciéon; mientras
qgue en P. panamensis solamente estd sobre expresados genes del proceso bioldgico
glicosilacion. Alta representacidon de proteinas involucradas en modificaciones
postraduccionales ha sido reportada para Cladocopium tipo C3, entre éstas el grupo de
proteinas de ubiquitina reportada como grupo de proteinas de respuesta al estrés (Leggat
et al., 2007), ademas la medida de ubiquitinacién de proteinas es usada como indicador de
degradacidn de proteinas, y en Fugacium kawaguti la ubiquitinacion es reportada como
indicador de estrés oxidativo (Roberty et al., 2016). Se sobre expresan en Cladocopium del
hospedero P. sverdrupi, los genes ‘E3 ubiquitin-protein ligase SHPRH’ y ‘E3 ubiquitin-protein
ligase SIS3’ también reportadas en Symbidinium microadriaticum (Aranda et al., 2017). Y en
humanos SHPRH participa en una ruta metabdlica fundamental en mecanismo de
reparacion al ADN que protege el genoma ante estrés genotoxico (Motegi et al., 2006). Esto
puede ser indicativo que el coral P. sverdrupi y sus simbiontes se encuentra bajo algun tipo
de estrés, aunque no es posible de decir si esta relacionado con las condiciones de luz y

temperatura a la profundidad que se encuentra esta especie.
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Los diferentes genes sobre expresados se podrian interpretar como diferenciacidn
ecoldgica de Cladocopium y adaptacidon a regimenes de luz especificos debido a la
distribucién de profundidad de sus hospederos en el sitio de estudio. Sin embargo, es
necesario realizar experimentos bajo condiciones de luz controladas en estos corales para
corroborar lo planteado en este estudio sobre Cladocopium. O experimentos con P.

panamensis a diferentes profundidades

8.2 Genes relacionados con la fotosintesis
La adaptacion a regimenes de luz Unicos durante un tiempo evolutivo de algunas

especies (como Symbiodinium minutum, S. pseudominutum, S. psygmophilum, S.
eanigmaticum) se ve reflejada en la variacién de expresiéon de genes entre especies que
presentan sobreexpresion de genes relacionados a la fotosintesis (Parkinson et al., 2016).
Estas diferencias pueden tener un rol crucial en la ecologia y evolucion de la simbiosis coral-
dinoflagelado. En este estudio, la sintesis de aminodcidos y fotosintesis fueron procesos
bioldgicos presentes solamente en Cladocopium sp. de P. panamensis, que es el hospedero

de distribucion somera en el sitio de estudio.

Se conoce que las diferencias en niveles de expresion entre genes relacionados a la
fotosintesis pueden estar relacionadas con la variacién en el ciclo circadiano (dia y noche)
(Hemond & Vollmer, 2015) en un mismo hospedero o entre especies de simbiontes, o
puede asociarse a la variacion funcional en la bioquimica de la fotosintesis (Parkinson et al.,
2016). En el caso del gen ‘Fucoxanthin-chlorophyll a-c binding protein B, chloroplastic’ sobre
expresado en Cladocopium sp. de P. panamensis esta involucrado en la fotosintesis al tener
funcién molecular como proteina colectora de luz (‘light-harvesting protein, LH) y unién de
clorofila, y podria estar relacionada a cierto grado de estrés térmico al que estén expuestos
los corales de distribucion somera en este sitio. Esto ha sido reportado con niveles de
expresion significativos en simbiontes (Fugacium, clado F) expuestos a estrés térmico (Gierz

etal., 2017).
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Por otro, lado se han reportado genes relacionados con la fotosintesis, y con funcién
de unién de clorofila como ‘peridinin-chlorophyll a-binding protein’, y las ‘intrinsic
membrane-bound LHPs’ que no estan reguladas por la intensidad de luz, sino que sugieren
la posibilidad que el control de las funciones fotosintéticas esta dado por control-
postranscripcional (Xiang et al., 2015). Otras caracteristicas como diferentes mecanismos
de transcripcion de los genes de minicirculos también pueden facilitar la especializacién
ecoldgica de los simbiontes a diferentes regimenes de luz (Dang & Green 2010). Esto ultimo,
también podria ser considerado en el presente estudio debido a los genes sobre expresados

implicados en procesamiento del ARN.

A pesar de que la sobre expresién de genes relacionados con la fotosintesis en
Cladocopium presente en el coral P. panamensis podria ser debido a una variacion funcional
bioquimica, al régimen de luz al que estda sometido o a un mecanismo de control
postranscripcional de la fotosintesis. Hay evidencia que sugiere que las proteinas LHC (Light-
Harvesting protein Complex, por sus siglas en inglés) poseen una evidente diversidad
funcional que permite a los dinoflagelados simbidticos utilizar con eficiencia la variedad de
condiciones de luz que se pueden encontrar en el medio marino; al menos, esto sefalan
Bold y colaboradores (2012) que ocurre en Cladocopium tipo C3. Por lo que se evidencia
que Cladocopium esta funcionalmente adaptado al régimen de luz que presenta su

hospedero, P. panamensis, en su distribucién somera (0 a 5 m).

8.3 Genes relacionados a procesos celulares esenciales
La expresién de algunos genes como actina, tubulina, cicofilina, calmodulin, y

proteinas de choque térmico como HPS70 y HPS90, se mantiene estable en diferentes
géneros de la familia Symbiodiniaceae, debido al rol en procesos celulares esenciales y son
independientes del estrés al que estén expuestos los corales (Rosic et al., 2015). En este
estudio se sobre expresan el gen ‘Tubulin Alpha-3 chain’ en Cladocopium de P. sverdrupi y
los genes ‘actin cytoplasmatic’, ‘tubulin alpha chain’, ‘tubulin beta chain’ en Cladocopium
de P. panamensis; ellos tienen la funcién molecular de unién de GTP (guanosin trifosfato) y

union de nucleétidos de importancia en la transduccidn de sefiales fuera de la célula las
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cuales se activan al unir GTP y se desactivan al estar unidas al GDP, y son principales
constituyentes de los microtubulos que pueden estar asociados con diversas proteinas e
influir en su estado de polimerizacion (Lehninger, Nelson & Cox, 2004). Estos genes son
comunmente usados como HKGs (house keeping genes) (DeSalvo et al., 2010b; Rosic et al.,
2011b) por ser genes requeridos para el mantenimiento de las funciones basicas celulares,

en el caso de tubulina y actina, involucrados en la organizacion del citoesqueleto.

Por otro lado, las proteinas de choque térmico han sido reportadas en corales como
indicadoras de estrés, sin embargo, en Symbiodiniaceae los patrones de expresién de estas
proteinas sugieren una regulacion independiente del hospedero (Rosic et al., 2011). Las
proteinas de choque térmico estdn involucradas en el plegamiento y desplegamiento de
proteinas, asi como en procesos de degradaciéon y transporte, y se consideran
evolutivamente conservadas e importantes para regular funciones celulares (Sorensen et
al., 2003), por lo que la sobre expresion de la proteina “Ahal_N domain-containing protein”
en Cladocopium del hospedero P. panamensis, que desempeiia la funcién molecular de
unién a la proteina HPS90, actia como chaperona de unidn y activadora de ATPasa, y no se
consideraria como gen de respuesta a estrés sino como gen conservado para funciones

celulares regulares.

El nitrégeno es un factor limitante en ambientes oligotréficos en aguas marinas
tropicales, por lo que muchos organismos marinos poseen la habilidad de asimilar nitrégeno
de fuentes inorganicas (Pernice et al., 2012). Dado esta limitacion de nutrientes la
traslocacion de nitrégeno orgénico en forma de aminodacidos, de parte de Symbiodiniaceae
al coral es muy importante (Gordon & Leggat, 2010). Evidencia de esto es que los dominios
de transportadores de amonio estan altamente enriquecidos en todas las especies de
Symbiodiniaceae, y se han identificado en el genoma 68 dominios transportadores de
amonio en Symbiodinium microadriaticum, 42 en Breviolum minutum, y 46 en Fugacium

kawagutti (Aranda et al., 2017).
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En Cladocopium sp. los procesos biolégicos con mayor frecuencia para ambos
hospederos fueron procesos metabdlicos de compuestos de nitrégeno (Fig.11 y 12). Se
conoce que tanto los corales como los dinoflagelados de Symbiodiniaceae son capaces de
asimilar amonio de su ambiente, ademas de producirlo metabdélicamente via las enzimas
glutamato deshidrogenasa y glutamina sintetasa. Por lo que la sobre expresién de los genes
glutamina sintetasa y glutamato sintasa [NADPH] de cadena larga en Cladocopium, de P.
sverdrupi y P. panamensis, respectivamente, nos indica la absorcion de nitrégeno
inorganico del ambiente, importante para la biosintesis de aminodcidos y la translocacién
de compuestos de nitrégeno al hospedero. La limitacién de nitrégeno en los simbiontes es
sugerida como mecanismo por el cual el hospedero induce la biosintesis de lipidos y
polisacaridos en Symbiodiniaceae (Peng et al., 2012), y se sabe que los lipidos son una de

las principales fuentes de energia de los corales por parte de sus simbiontes.

Los genes sobre expresados relacionados con procesos celulares esenciales nos
indican que Cladocopium independientemente del estrés al que esté sometido por las
diferentes condiciones que puedan presentarse para los corales en el sitio de estudio,
desempeiian las actividades celulares necesarias para procesos bioldgicos esenciales como
el metabolismo del nitrégeno, sintesis de aminoacidos y transporte transmembrana de
compuestos. Estos procesos a su vez son importantes para los hospederos que reciben

constantemente nutrientes de parte de sus simbiontes dinoflagelados.
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CONCLUSIONES

Se detectaron 107 genes expresados diferencialmente en el transcriptoma de
Cladocopium sp. respecto a dos hospederos, los corales Porites panamensis y Porites
sverdrupi.

La sobre expresion de 74 genes en Cladocopium del hospedero P. panamensis de
distribucién somera y 33 genes para el hospedero P. sverdrupi de distribucién
profunda en el sitio de estudio, indica cierto grado de especializacién ecoldgica por
parte de los simbiontes ya que responden a nivel molecular de manera diferente.
Los genes sobre expresados por Cladocopium proveniente de P. panamensis estan
involucrados en procesos biolégicos de respuesta a estrés por dafio al ADN inducido
por radiacién UV y genes de respuesta a estrés por temperatura, lo cual se podria
interpretar como diferenciacién ecoldgica o adaptacién a un régimen de luz
especifico.

Cladocopium proveniente de P. sverdrupi sobre expresa genes involucrados en
respuesta a estrés que estan involucrados en degradacidn de proteinas y
modificaciones postraduccionales de proteinas, los cuales pueden estar
relacionados a otro tipo de estrés como poca penetracion de luz o mayor cantidad
de nutrientes disueltos en el medio.

En Cladocopium de ambos hospederos se sobre expresaron genes involucrados en
procesos celulares esenciales como transporte de nutrientes, transduccién de
sefales fuera de la célula, metabolismo del nitrégeno esencial para sintesis de
aminodcidos, que codifican para proteinas estructurales y genes involucrados en el
procesamiento de proteinas. Estos genes se consideran conservados y de gran

importancia para la simbiosis que Cladocopium mantiene con sus hospederos.
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11. ANEXOS
Anexo A. Librerias de RNA-seq utilizadas en los analisis bioinformaticos
No. De lecturas Lecturas a
Especie coral ID Numero de lecturas eliminadas %CG ensamblar
Ndmero inicial Después del corte
de calidad
162_R1 7374816 2955485 4419331 46
162_R2 7374816 2955485 4419331 48
163_R1 6514717 593965 5920752 53
163_R2 6514717 593965 5920752 55
164_R1 7640735 3056027 4584708 44
Porites 164 _R2 7640735 3056027 4584708 44
Panamensis 165_R1 6109888 794540 5315348 45
165_R2 6109888 794540 5315348 46
166_R1 5612226 3408198 2204028 43
166_R2 5612226 3408198 2204028 43
167_R1 6055589 2122748 3932841 46
167_R2 6055589 2122748 3932841 47 25861926
150_R1 7016712 3127910 3888802 45
150_R2 7016712 3127910 3888802 46
151 _R1 6759743 4600868 2158875 47
151_R2 6759743 4600868 2158875 49
153 R1 149097 11581 137516 45
Porites 153_R2 149097 11581 137516 45
sverdrupi 134 _R1 5459095 3737562 1721533 46
134 R2 5459095 3737562 1721533 48
140_R1 6047503 3473407 2574096 46
140_R2 6047503 3473407 2574096 48
141_R1 5968465 3838819 2129646 a7
141_R2 5968465 3838819 2129646 48 37557132
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Anexo C. Anotacion funcional en categorias de ontologia génica (GO) de los genes sobre-
expresados de Cladocopium sp. proveniente del hospedero P. sverdrupi. Los resultados se
muestran como distribucién porcentual (%) de los GO.
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