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|. RESUMEN

Los dinoflagelados son protistas unicelulares que forman el phylum Pyrrophyta y
presentan caracteristicas nucleares que han sido tema de diversas investigaciones en
el campo de la biologia celular, molecular y evolutiva como son: la ausencia de
proteinas histonas, un alto contenido de DNA formando cromosomas en un estado
liquido cristalino y permanentemente condensados durante todo el ciclo celular, la
conservacion intacta de la envoltura nuclear durante la mitosis y huso mitético

extranuclear.

La mayor parte de las investigaciones enfocadas al nucleo de dinoflagelados se han
realizado en organismos de vida libre, por lo tanto, el objetivo principal de este trabajo
fue estudiar las caracteristicas nucleares de Symbiodinium sp., una especie simbionte
de anémonas, a nivel de microscopia 6ptica (MO) y microscopia electrénica de

transmision (MET).

La técnicas de contraste generales realizadas con azul de toluidina y con acetato de
uranilo - citrato de plomo se utilizaron para describir las caracteristicas de la relacion
simbidtica y la ultraestructura general de Symbiodinium sp., también se realizd un

estudio morfométrico en MO para conocer su tamafio celular y nuclear.

La ultraestructura del nacleo de Symbiodinium sp., se estudié con técnicas citoquimicas
e inmunocitoquimicas. Para caracterizar el arreglo del DNA se realizaron contrastes
preferenciales con PTA y especificos con Amina de Osmio y DAPI, al igual que

inmunolocalizaciones electronicas con los anticuerpos AntiDNA y AntiZ-DNA.

Para estudiar las ribonucleoprotéinas (RNPs) se realiz6 un contraste preferencial con
acetato de uranilo- EDTA- citrato de plomo y la inmunolocalizacién con el anticuerpo
Y12 para snRNPs. El nucleolo se describié con la técnica especifica para las regiones

del organizador nucleolar (AgNOR).



Los resultados que se obtuvieron fueron los siguientes: A) La simbiosis entre
Symbiodinium sp., y su hospedero se distribuye de manera abundante en los tentaculos
de la anémona, B) El tamafio celular de Symbiodinium sp., es de 9 um, este valor se
encuentran en el rango descrito para dinoflagelados simbiontes, C) La morfologia y
ubicacion de sus cloroplastos, pirenoides, vacuolas digestivas y ndcleo son semejantes
a las descritas en otras especies de dinoflagelados simbiontes y de vida libre, D) El
nacleo de Symbiodinium sp. mide 3 um, su morfologia es arriionada y el DNA se
arregla en forma de cromosomas ovalados, compactados y bandeados, con asas de
DNA en su periferia transcripcionalmente activas, E) Las RNPs del nucleo de
Symbiodinium sp., son parecidas a las de especies de vida libre y se distribuyen en dos
regiones: en la region pericromosomal se encuentran fibras y granulos
pericromatinianos, aqui se lleva a cabo la transcripcion y el procesamiento del RNAm,
en la region extracromosomal se encuentran RNPs polimérficas de diferente tamafio,
por ultimo, F) El nucleolo se ubica en la periferia y posee un componente fibrilar denso

altamente argirofilico.

Se concluyd que las caracteristicas ultraestructurales del nucleo de Symbiodinium sp.
son muy parecidas a las de especies de vida libre y confirman que las RNPs del
phylum Pyrrophyta tienen una organizacion estructural y funcional semejante a la de

eucariontes superiores.



II. INTRODUCCION

El ndcleo celular es un compartimento limitado por una cisterna interrumpida por poros,
contiene el material genético constituido por el acido desoxirribonucleico (DNA), y los
componentes necesarios para la transcripcion de la informacion genética en acido
ribonucleico (RNA), para el procesamiento del RNA y, eventualmente para la
duplicacién del DNA (Vazquez — Nin et al., 2003).

El ndcleo celular ha sido tema de numerosas investigaciones entre las cuales destacan
las enfocadas en las estructuras involucradas en los eventos nucleares de la expresion
genética incluyendo la transcripcion, el “splicing” y el transporte del RNA pre-mensajero
(Puvion & Puvion., 1996). Tales investigaciones se han realizado en nucleos
interfasicos de animales, plantas, hongos y protistas, en los cuales se observan
estructuras que contienen RNA y DNA con una distribucion espacial similar entre los

primeros tres grupos, y una mayor diversidad entre los protistas (Jiménez et al., 1989).

2.1 NUCLEO CELULAR

2. 1.1 Cromatina

La cromatina es el arreglo basico del DNA nuclear con proteinas histonas y no histonas,
las histonas son las responsables de formar el nivel mas basico de organizacion
cromosomal, el nucleosoma, el cual esta formado por un filamento de DNA enrollado en
un octamero de histonas (un par de cada una de las histonas H2A, H2B, H3 y H4). Los
nucleosomas se encuentran conectados por puentes de 20 a 80 pares de bases (pb)
para formar lo que se conoce como “collar de perlas” o fibra de 10 nanémetros (nm). En
un segundo nivel de condensacion, una quinta histona (H1) se une a los nucleosomas
compactandolos para formar una fibra de 30 nm de didmetro llamada solenoide, cada
vuelta de un solenoide contiene seis nucleosomas con una molécula de H1 asociada a
cada unidad nucleosomal. El solenoide se enrolla sobre si mismo para formar una fibra
mas gruesa de cromatina, la que, a su vez, se organiza en asas (Alberts et al., 2002).
Actualmente, aunque aun se desconoce mucho de la organizacion de la cromatina, se
empieza a entender la organizacion de las fibras de solenoides y de las asas de

cromatina, durante la interfase y la mitosis.



En los nucleos interfasicos de la mayoria de los eucariontes se distinguen dos tipos de
cromatina, la cromatina compacta o0 heterocromatina y la cromatina extendida o
eucromatina. La heterocromatina se encuentra en forma de granulos o cumulos y los
genes que la constituyen no se expresan en la célula. La eucromatina se encuentra
formada por delgados filamentos de DNA y sus genes se expresan potencialmente
(Vazquez —Nin et al., 2003).

2. 1. 2 Particulas Ribonucleoprotéicas (RNPs)

En 1969 Wilhelm Bernhard caracterizé por primera vez una nueva clase de estructuras
ribonucleoprotéicas (RNPs) diferentes al nucleolo (Figura 1), desarrollé una técnica de
contraste preferencial en la que se utiliza el acido etilen-diamino-tetra-acético (EDTA)
como un agente quelante (Puvion & Puvion., 1996), y con la cual describié las

siguientes cinco RNPs no nucleolares:

e Fibras pericromatinianas (FPC). Se ubican en la periferia de la cromatina

compacta, se describen como la expresion morfologica del RNA recién
sintetizado; llegan a medir hasta 120 nandmetros (nm) de largo y son estructuras
de 3 a 5 nm de grosor (Monneron & Bernhard, 1969; Bernhard, 1969; Puvion &
Puvion., 1996).

e Gréanulos pericromatinianos (GPC). Se localizan cercanos a grumos de

cromatina compacta, miden de 30 a 50 nm de didmetro y presentan un centro
denso a los electrones constituido por RNA en forma de fibrillas de 2 a 3 nm de
diametro, las cuales se enrollan formando los granulos (Vazquez — Nin et al.,
2003), poseen un halo claro alrededor de aproximadamente 25 nm de diametro y
funcionan como almacén y/o transporte intranuclear del RNA mensajero
(Monneron & Bernhard, 1969).

e Fibras intercromatinianas (Fl). Representan el RNA recién sintetizado libre en

el nucleoplasma o de migracion al citoplasma (Puvion & Puvion., 1996).



e Granulos intercromatinianos (GIC). Son granulos de 20 a 25 nm de diametro,

polimorfos y a veces continuos con fibrillas, se encuentran agrupados en
cumulos dentro de la regién intercromatiniana. Son el almacén de la maquinaria
de “splicing” (Monneron & Bernhard, 1969; Puvion & Puvion., 1996; Vazquez —
Nin et al., 2003).

e Cuerpos espiralados (CE). Agregados esféricos de 0.3 a 0.5 micrometros (pm)

de diametro, son formados por fibras de 40 a 60 nm de espesor y estan situados
en la region intercromatiniana, en ellos se han encontrado tanto componentes
relacionados con el procesamiento del RNA pre-mensajero, como proteinas

nucleolares (Monneron & Bernhard, 1969; Vazquez — Nin et al., 2003).

Figura 1: Esquema del ndcleo interfasico de una célula eucarionte representando la distribucion de las
estructuras ribonucleoprotéicas. Cromatina (Cr); Granulos Pericromatinianos ( Il ); Fibras
Pericromatinianas (—); Granulos Intercromatinianos ( B8 ); Fibras Intercromatinianas ( N );
Nucleolo (Il ) y Cuerpo Espiralado ( ). Imagen modificada de Fine Structural Organization
of the Interfase Nucleus in Some Mammalian Cells. Monneron & Bernhard, 1969.



Nucleolo. Es un cuerpo nuclear facil de reconocer por su gran densidad y tamafio,
ademas es el sitio de sintesis y procesamiento del pre-rRNA y del ensamblado de las
subunidades del ribosoma. La ultraestructura nucleolar muestra centros fibrilares,
componente fibrilar denso y componente granular. El nucleolo se encuentra constituido
por genes rDNA, proteinas, rRNA y sus precursores, ademas de diferentes UsnoRNA.
En eucariontes superiores, durante la mitosis el nucleolo se disgrega y se reorganiza en
telofase alrededor de las regiones organizadoras del nucleolo (NOR) (Vazquez — Nin et
al., 2003).

En contraste con las plantas y los animales, los protistas no poseen un patron comdn en
su estructura nuclear, sin embargo, todos los protistas que han sido estudiados tienen
una envoltura nuclear con poros y un nucleolo facilmente identificable. La estructura, el
arreglo y el tamafio de las particulas RNP y la cromatina de los nucleos en interfase,
son muy variables entre cada phylum, por lo tanto, los trabajos realizados en este
campo son una aproximacién mas que puede conducir hacia la comprensiéon en la

investigacion de las relaciones filogenéticas de los protistas (Jiménez et al., 1989).

2. 2 DINOFLAGELADOS

Los Dinoflagelados son protistas microscopicos unicelulares que forman el phylum
Pyrrophyta, un grupo monofilético muy diversificado, ubicado dentro de los Alveolados
los cuales tienen como grupo hermano a los Ciliados y a los Apicomplexanos
(Saldarriaga et al., 2004; Wong & Kwok, 2005). El phylum Pyrrophyta se encuentra
constituido por dos clases, Dinophyceae con mas de 4 000 especies de vida libre y
Syndinophyceae con alrededor de 40 especies parasitas y simbiontes (Moreno et al.,
2005). Viven principalmente en aguas superficiales marinas pero también se les puede
encontrar en aguas dulces o salobres, alrededor del 90% de las especies son marinas
(Van Den Hoek et al, 1995). En condiciones favorables algunas especies de
dinoflagelados de vida libre como Alexandrium tamarense pueden reproducirse
facilmente y formar grandes grupos que tornan las aguas superficiales de color rojo

debido las neurotoxinas que producen, tales eventos son comunmente llamados



mareas rojas y suelen ser venenosas para muchos tipos de animales provocando la

muerte en cadena de organismos marinos (Hackett et al., 2004; Hackett et al., 2005).

La adaptacion de los dinoflagelados a una gran variedad de ambientes se ve reflejada
en su diversidad de formas, tipos de nutricidbn y un enorme registro fosil que data de
varios millones de afios atras. Algunos dinoflagelados forman asociaciones simbidticas
con muchos invertebrados marinos, y especialmente, las interacciones con Cnidarios
de la clase Antozoa (corales, anémonas, zoantidos y gorgonias) son las responsables
de la formacién de arrecifes coralinos los cuales albergan un cuarto de la biodiversidad
marina. Los dinoflagelados que se distribuyen abundantemente en los tentaculos y en el
disco oral de los antozoos, son organismos fotosintéticos comunmente llamados
zooxantelas, un término que se aplica especificamente a los integrantes del género
Symbiodinium (Davy & Turner, 2003; Hackett et al., 2004; Furla et al., 2005).

La asociacién entre invertebrados marinos como las anémonas Yy los dinoflagelados del
género Symbiodinium revela un largo proceso de adaptaciones evolutivas (ecologicas,
fisiologicas, estructurales y moleculares) que han contribuido a la supervivencia de
ambos organismos. Por una lado, Symbiodinium actia como una fuente de energia
para su hospedero proporcionandole nutrientes que no se encuentran de manera
abundante en los arrecifes debido a la competencia que ejerce la gran cantidad de
organismos que viven en este habitat, y por otra parte, las anémonas proporcionan a
Symbiodinium un ambiente seguro en el cual pueden llevar a cabo su nutricion autétrofa
y una proliferacion exitosa, todo lo anterior indica que se mantiene una translocacion
considerable y bidireccional de nutrientes entre ambos participantes (Toller et al., 2001,
Whitehead & Douglas, 2003; Furla et al., 2005; Pochon et al., 2006).

El tipo de asociacion simbiodtica que ocurre entre Symbiodinium y los antozoos se
conoce como endocitobiotica, pues en ésta un organismo vive dentro del citoplasma
celular de otro organismo. Se ha descrito que existen dos membranas que separan a

Symbiodinium del sistema gastrovascular del antozoo, la primera es la membrana



simbiosomal que lo separa del citoplasma del hospedero y la segunda es la membrana

celular propia del hospedero (Farmer et al., 2001; Wakefield & Kempf, 2001).

Las asociaciones entre antozoos y Symbiodinium implican varias limitaciones para el
hospedero: (a) los requerimientos fotosintéticos de Symbiodinium limitan al cnidario a
una zona de alta radiacién solar en el océano, lo cual requiere el desarrollo de
mecanismos de defensa contra el dafio que provocan los rayos ultravioleta (UV),
(b) debido a la localizacién intracelular de Symbiodinium, el hospedero debe
abastecerlo con CO; para que realice la fotosintesis y con nitrégeno inorganico y fosfato
para la biosintesis de compuestos organicos, y (c) el oxigeno producido por el simbionte
durante la fotosintesis lleva a la hiperoxia en los tejidos del hospedero (Furla et al.
2005). Ante estas limitaciones, se han desarrollado adaptaciones evolutivas paralelas
entre los protagonistas de estas asociaciones que finalmente los benefician, por
ejemplo, arriba del 50% del carbono fijado por Symbiodinium puede transferirse hacia el
hospedero y ser convertido principalmente en lipidos y proteinas (Hackett et al., 2004),
también moléculas como la glucosa, el glicerol y la alanina liberadas por el simbionte
son aprovechadas por el hospedero durante la respiracion y el crecimiento (Graham &
Wilcox, 2000; Whitehead & Douglas, 2003), por su parte Symbiodinium aprovecha las
sustancias de desecho del hospedero como el nitrdgeno en forma de amonio y urea, el
fésforo organico en forma de glicerolfosfato y aminoacidos sulfuros como la cisteina
(Dodge, 1987; Van Den Hoek et al., 1995).

Los miembros de la division Pyrrophyta tienen una composicion citoplasmética tipica de
eucariontes (Alverca et al., 2006), son generalmente caracterizados por tener clorofila a
y ¢, B- caroteno, ficobilinas y una o mas de las xantofilas: peridina, neoperidina,
fucoxantina, dinoxantina y neodinoxantina (Spector, 1984; Morden & Sherwood, 2002;
Yoon et al., 2005). El producto principal de reserva de los Dinoflagelados es el almidén,
el cual es sintetizado y almacenado fuera de los cloroplastos, los lipidos es otro

producto importante de reserva (Van Den Hoek et al., 1995).



Los analisis filogenéticos moleculares sugieren que los dinoflagelados del género
Symbiodinium surgieron aproximadamente hace 50 millones de afios durante el Eoceno
temprano y la mayoria de los linajes existentes se diversificaron a partir del Mioceno
medio, hace aproximadamente 15 millones de afios (Pochon et al., 2006). En la
actualidad se sabe gque dicho género se encuentra representado por un grupo diverso
de linajes genéticos mayor a 23 en todo el mundo (Rowan & Powers, 1992; Rodriguez,
2003).

2. 2.1 Caracteristicas nucleares

Los dinoflagelados son eucariontes verdaderos que poseen caracteristicas nucleares
similares tanto morfolégicas como moleculares y bioquimicas, pero grandes diferencias
con respecto al nucleo de otros eucariontes (Saldarriaga et al., 2004). También poseen
caracteristicas unicas dentro de su ciclo celular y en los patrones de sintesis de DNA
(Soyer - Gobillard et al., 1990).

El ndcleo celular de los dinoflagelados varia en forma, tamafio, contenido de DNA y
namero de cromosomas, tanto en especies de vida libre como en especies simbiontes
(LaJeunesse et al., 2005). Los dinoflagelados poseen diferentes morfologias nucleares
(Figura 2), como la tipica forma ovalada (Crypthecodinium cohnii, Oxyrrhis marina y
Amphidinium carterae), la tetragonal (Gymnodinium lalitae), la triangular (Gymnodinium
dodgei), la arrinonada (Glenodinium oculatu y Alexandrium fundyense) y la forma de U o
V (Peridinium cinctum, Prorocentrum micans y Gonyaulax spp.) (Spector, 1984; Alverca
et al., 2006).



Figura 2: Micrografias Opticas de cinco nucleos de especies de vida libre contrastados con DAPI. (A)

Akashiwo sanguinea y (B) Amphidinium cartera poseen un nucleo ovalado. Barras de escala 8
pum y 4 um respectivamente. (C) Alexandrium lusitanicu y (D) Alexandrium fundyense poseen
nacleos de forma arrifionada, el nucleolo (*) sin contraste, se encuentra rodeado por cromosomas
especificamente contrastados. Barras de escala 8 um. (E) Prorocentrum micans, con nucleo en
forma de V. Barra de escala 20 um. Imagen tomada y modificada de Topology of splicing and

SnRNP biogenesis in dinoflagellate nuclei. Alverca et al., 2006.

Los dinoflagelados poseen caracteristicas nucleares que no se observan en otros
grupos de eucariontes como son la conservacion intacta de la envoltura nuclear durante
la division celular (Bhaud et al., 2000) y la organizacion del DNA empaquetado en forma
de cromosomas, que junto con el nucleolo se mantienen permanentemente

condensados durante todo su ciclo celular (Spector, 1984).

Los cromosomas de los dinoflagelados son haploides con excepcion del género
Noctiluca que en etapa vegetativa sus cromosomas son diploides (Santos & Coffroth,
2003). Por otra parte, arriba del 60% de las secuencias génicas de los dinoflagelados
son repetitivas y no codificantes, su contenido de DNA es muy variable y oscila en una
rango de 1.5 a 400 pico gramos por nucleo (pg/n), que comparado con el de otros
eucariontes es muy alto pues en algunas plantas se suelen encontrar valores que
oscilan alrededor de los 40 pg/n y en células humanas el contenido de DNA es de
aproximadamente 5.6 pg/n (Spector, 1984; Bhaud et al., 2000; Saldarriaga et al., 2004;
Moreno et al., 2005; Alverca et al., 2006).

Los dinoflagelados poseen un alto contenido de las bases guanina y citosina (G+C)

esto se ha atribuido a la presencia de secuencias gendmicas metiladas (Rizzo, 1987),

las cuales constituyen aproximadamente el 70% de su genoma (Moreno et al, 2005),
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tales como la 5-hidroximetiluracilo (5-HOMeU) que sélo poseen los dinoflagelados y que
reemplaza del 12-70% de la timina (Hackett et al., 2004), la N°®-metiladenina que
sustituye a la adenina y la 5-metilcitosina que ocupa el lugar de la citosina (Gonzalez,
1988), se ha propuesto que estas bases representan un vestigio neutral de un

mecanismo que operd en una etapa temprana de su evolucion (Spector, 1984).

Los andlisis bioquimicos y ultraestructurales realizados en nudcleos de dinoflagelados
confirman la ausencia de proteinas histonas, este rasgo es Unico de este grupo puesto
que diversos analisis filogenéticos los clasifican como eucariontes verdaderos del grupo
de los alveolados, como los ciliados y apicomplexanos que poseen histonas, esto
indica la posibilidad de que los dinoflagelados perdieron las histonas en algiin momento
de su evolucion, lo cual resulta sorprendente debido a que las mutaciones en estas
proteinas aun las mas puntuales son letales en plantas y animales actuales (Vazquez —
Nin et al., 2003).

La relacion entre la cantidad de proteina y la cantidad de DNA que existe en el nacleo
de dinoflagelados oscila en un rango de 1:10 muy diferente a la de otros organismos
eucariontes cuya relacién es 1:1 y en procariontes 1:1.75 (Bhaud et al., 2000; Moreno et
al., 2005; Chan & Wong, 2007).

Aunque el DNA de los cromosomas de los dinoflagelados perdio las histonas y
nucleosomas, los cromosomas contienen una pequefia cantidad de proteinas basicas
que han sido llamadas “histone-like” (HLP), estas proteinas de union al DNA se
encuentran dentro del rango de peso molecular de las histonas y son basicas por su
alto contenido de lisina, se ha especulado que tiene una funcion reguladora en la
transcripcion (Rizzo, 2002). Las HLPs se han localizado en la periferia de los
cromosomas (un sitio transcripcionalmente activo), por ejemplo, en investigaciones
inmunocitoquimicas realizadas con HLPs de Crypthecodinium cohnii (HCC) revelaron
su localizacién en las asas extracromosomales durante la fase G1 (donde se lleva a
cabo la sintesis de proteinas) y dispersas en los cromosomas durante la mitosis, asi

como en las regiones del organizador nucleolar (Wong & Kwok, 2005).
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La ubicacion y concentracion de las proteinas HCC en el nucleo podria organizar las
asas de DNA extracromosomal en diferentes topologias, debido a que se ha
descubierto que una alta concentracion de HCC condensa eficientemente el DNA lo que
haria posible el plegamiento del DNA que se encuentra transcribiéndose en la periferia
cromosomal (Chan & Wong, 2007) demostrando que las HLPs se encuentran

involucradas en la expresion genética.

Las investigaciones realizadas sobre su estructura genética revelan la ausencia de
TATA box o de secuencias consenso en sus promotores, asi como una gran cantidad
de DNA con genes individuales que contienen regiones repetitivas y multiples copias

de genes en tandem (Moreno et al., 2005).

2. 2.2 Cromosomas

Los cromosomas poseen una morfologia redonda u ovalada y se encuentran
permanentemente condensados durante todo el ciclo celular, lo que representa una
diferencia significativa con respecto a los cromosomas de eucariontes superiores, los
cuales sélo se encuentran condensados durante la division nuclear; otro grupo con
cromosomas claramente discernibles durante todos su ciclo celular es Euglenophyta
(Van Den Hoek et al., 1995).

La morfologia y la estructura de los cromosomas de Dinoflagelados es quiza la
caracteristica mas prominente que poseen en el nucleo. En cortes ultrafinos observados
en microscopia electronica de transmision (MET), estos cromosomas muestran un
arreglo con elementos granulares y fibrilares, los filamentos de DNA de
aproximadamente 2.5 nm de diametro dan una apariencia “bandeada” al cromosoma
con una periodicidad de 110 = 10 nm (Spector, 1984; Van Den Hoek et al., 1995), pero
no se observa un patron como el bandeado Q, G o C caracteristico de los cromosomas

metafasicos de eucariontes superiores (Soyer - Gobillard et al., 1990).

El nimero de cromosomas del phylum Pyrrophyta varia ampliamente, desde 4 en
Syndinium borgerti hasta 325 en Endodinium chattoni, generalmente los dinoflagelados
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de vida libre contienen mas cromosomas que los simbiontes. El tamafio cromosomal
varia en un rango de 0.5 a 1 um de diametro y cerca de los 15 um de largo (Spector,
1984; LaJeunesse et al., 2005). Los calculos realizados en reconstrucciones nucleares
tridimensionales de 5 especies del género Symbiodinium indicaron el numero de
cromosomas por nucleo haploide; en S. microadriaticum subespecie microadriaticum
97, en S. microadriaticum subespecie condylactis 98, en S. kawagutii 26, en S. pilosum
78y en S. goreauii 74 (LaJeunesse et al. 2005).

En la especie diploide Pyrocystis lunula se realizo el primer cariograma en el cual los
cromosomas fueron arreglados de acuerdo a su morfologia (V, Y 0 J) y a su tamafio, asi
se contaron 49 pares de cromosomas: el 1, 2 y 4 con forma V, el 15, 46 y 47 con forma
Y, y todos los demas con forma J (Seo & Fritz, 2006).

Se han detectado altos niveles de metales de transicion como hierro, niquel, cobre y
Zinc en la cromatina lo que sugiere que estos elementos pueden ser parte estructural
importante de los cromosomas tomando el lugar de las histonas que normalmente se
unen a la carga negativa del grupo fosfato de las moléculas de DNA (Gonzéalez, 1988).
Dichos metales se encuentran en un estado dinamico y se ha propuesto que la
condensacion cromosomal permanente puede estar relacionada con una interaccion
metaloproteina-DNA. Por otra parte, también se han encontrado los cationes Ca** y

Mg** que juegan un importante papel en la estabilizacién cromosomal (Taylor, 1987).

La peculiar estructura de los cromosomas de Dinoflagelados ha llamado la atencion de
varios investigadores que han propuesto modelos para explicar la forma en que son
compactados tomando en cuenta su apariencia en MET. El modelo mas aceptado es el
de Bouligand (Figura 3) en el cual propone que el patrén arqueado de los cromosomas
es el resultado de una serie de discos paralelos equidistantes formados por moléculas
de liquido cristalino en fase colestérica (genéticamente inactivo) cuya orientacion
describe una hélice que gira continuamente hacia la izquierda a lo largo de un eje
(colestérico). En cada disco se superponen los filamentos de DNA con la misma

orientacion de las moléculas en fase colestérica, por lo tanto cuando se realizan cortes
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oblicuos en este tipo de estructuras se manifiesta una serie de arcos dentro de cada

disco debido a las orientaciones sucesivas de las moléculas de DNA.

El modelo de Bouligand posee tres propiedades que son requeridas para la funcion del
DNA: puede concentrar grandes cantidades de DNA, es una estructura fluida (favorece
la segregacion) y mantiene un orden entre las moléculas de DNA (el cual es requerido
en ciertas reacciones) (Leforestier & Livolant, 1993; Bouligand & Norris, 2001).

Los cromosomas de dinoflagelados poseen asas laterales hacia el nucleoplasma donde
las concentraciones de DNA son mucho mas bajas que en el cuerpo del cromosoma
(Gonzalez, 1988; Bhaud et al., 2000; Moreno et al, 2005; Alverca et al., 2006). La fase
de liquido cristalino colestérico observada en los cromosomas de dinoflagelados puede
tedricamente minimizar la compactacion después de la replicacion y por lo tanto, facilitar

la segregacion de los cromosomas (Wong & Kwok, 2005).

Tomando en cuenta la ultraestructura cromosomal de los dinoflagelados, se pueden
reconocer dos zonas:. una transcripcionalmente inactiva constituida por el DNA que
forma el cuerpo del cromosoma y una regién periférica difusa que contiene el DNA
activo de la transcripcion, en esta ultima se pueden observar asas de DNA que entran'y
salen del cromosoma, las curvaturas de dichas asas requieren un sistema para
neutralizar localmente las cargas electronegativas, el cual puede ser donado por
proteinas de union al DNA ricas en aminoacidos basicos que ya han sido aisladas del

genoma de dinoflagelados (Minguez et al., 1994).
Se ha propuesto que la topoisomerasa tipo Il encontrada en dinoflagelados

probablemente participe en la formacion de las asas de DNA periféricas o en la

organizaciéon de los cromosomas (Mak et al., 2005).
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Figura 3: Interpretacion del arreglo ultraestructural de los cromosomas de dinoflagelados. (A) serie de
planos formados por moléculas de liquido cristalino colestérico, la orientacién de las moléculas
describen una hélice que gira hacia la izquierda. (B) filamentos de DNA que se superponen en
cada plano y que toman la misma orientacion de las moléculas. (C) asas de DNA que salen de
cada disco apilado. (D) serie de discos con filamentos de DNA en una continda rotacion hacia la
izquierda. En cortes oblicuos se observa el patron arqueado caracteristico de los cromosomas de
dinoflagelados. Imagen tomada y modificada de Chromosome separation and segregation in

dinoflagellates and bacteria may depend on liquid crystalline states. Bouligand & Norris, 2001.

2. 2. 3 Ciclo celular

El ciclo celular de dinoflagelados de vida libre ha sido estudiado utilizando Ila
sincronizacion de crecimiento celular conjugada con inhibidores de la sintesis de DNA
(Bhaud et al., 2000). En el caso de dinoflagelados simbiontes las investigaciones se han
realizado en sistemas modelo hospedero-simbionte (Myrionema ambionse -
Symbiodinium) en donde se manipulan los periodos de luz-oscuridad y la alimentacion

para estudiar el crecimiento celular de Symbiodinium (Fitt, 2000). Los resultados han
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demostrado que los dinoflagelados llevan acabo el ciclo de vida tipico de eucariontes
superiores con las fases G1-S-G2-M y siguen un ritmo circadiano en el cual la divisién
celular ocurre principalmente al final de la fase oscura y el crecimiento y biosintesis de
muchas proteinas ocurre durante la fase de luz correspondiente a la fase G1 del ciclo
celular (Wong & Kwok, 2005).

Las fases del ciclo celular de dinoflagelados se caracterizan por poseer cromosomas
con morfologias especificas, aunque el alto grado de compactacion del DNA en el
genoma de los dinoflagelados y la ausencia de histonas y nucleosomas pone en duda
como se lleva acabo la replicacion y/o la transcripcion del genoma en estos organismos.
En eucariontes superiores estos procesos dependen ampliamente de la estructura
dinamica de la cromatina y de los nucleosomas (Bhaud et al., 2000). A pesar de las
publicaciones que describen el ciclo celular de dinoflagelados, la sucesion precisa de

los cambios en la morfologia de los cromosomas se mantiene aun desconocida.

Bhaud en el 2000 describi6 la ultraestructura de los cromosomas durante el ciclo celular
de dinoflagelados de la especie Crypthecodinium cohnii utilizando cultivos sincronizados
y un blogueador de la fase S temprana que inhibe la actividad de la DNA polimerasa. El
nucleo en interfase posee numerosos cromosomas condensados y bandeados, también
se distingue facilmente el nucleolo con una apariencia similar a la de eucariontes
superiores con zonas fibrilares y granulares (Dodge, 1987; Sluiman, 1993). Las células
en la fase G1 temprana poseen un bajo contenido de DNA, cromosomas con su
morfologia tipicamente arqueada y los limites entre los cromosomas y el nucleoplasma
son de una apariencia ondulada, ademas posee numerosas asas de DNA que salen del
centro del cromosoma hacia el nucleoplasma el cual es denso y granular. La fase G1
tardia es similar a la G1 temprana, pero el DNA que forma los cromosomas se observa
mucho mas condensado, el aspecto ondulado de los limites cromosomales es ausente
y con pocas las asas de DNA periféricas. Durante la fase S se observan cromosomas
con diferentes morfologias que en secuencia describen como un cromosoma
compactado en fase G1 es parcialmente descondensado, cabe recalcar que dicha fase

es muy corta. Los cromosomas en la fase G2 se encuentran muy condensados y con un
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doble nimero de arcos en comparacién con los cromosomas que se encuentran en la
fase G1, ademas no se observa una apariencia granular en el nucleoplasma (Bhaud et
al., 2000).

La mitosis de los dinoflagelados es caracteristica del grupo debido a que la envoltura
nuclear se mantiene intacta y los cromosomas se unen a ella, la envoltura nuclear se
invagina y forma canales citoplasmaticos que atraviesan el nucleo (Oakley & Dodge,
1974), éstos contienen los microtubulos del huso mitético extranuclear que se disponen
en el mismo lugar en que se encuentran unidos los cromosomas, pero del lado
citoplasmatico (Figura 4). Como consecuencia de este arreglo estructural, el huso
mitético no se encuentra en contacto directo con los cromosomas, como sucede en
otros eucariontes, puesto que se encuentran separados por la envoltura nuclear (Kubai
& Ris, 1969; Bhaud et al.,, 2000; Yeung et al., 2000). Debido a lo anterior se ha
propuesto que la segregacion de cromatidas hermanas podria darse por movimientos
de la envoltura nuclear (Oakley & Dodge, 1974), el reciente descubrimiento de que la
separaciéon cromosomal en bacterias es mediada por la actina, abri6 la posibilidad de tal
proteina nuclear puede jugar un papel importante durante la mitosis de dinoflagelados
(Wong & Kwok, 2005).

Se cree que la profase comienza antes de la formacion de los canales citoplasméaticos
con el alargamiento y separacion parcial de los cromosomas en sus formas tipicas en V
o Y. Bhaud describi6é por primera vez un alineamiento de los cromosomas tipo metafase
en el cual el nacleo muestra una apariencia plana antes de la segregacion, el
alineamiento es en varios planos alrededor de canales citoplasmaticos. Durante la
anafase y la telofase se da la separacion completa de las cromatidas hermanas y el
nucleolo es la estructura que se divide hasta el final antes de que se formen las dos
células hermanas, pero este es un proceso que aun no ha sido bien estudiado (Bhaud
et al., 2000; Seo & Fritz, 2006). Los resultados del estudio de la funcién de la
topoisomerasa Il en el ciclo celular de los dinoflagelados, demuestran que durante la
fase G2/M dicha enzima actla como promotor en la segregacion de los cromosomas
durante la mitosis (Mak et al., 2005).

17



el A 3=

Figura 4: Mitosis de dinoflagelados. En las tres micrografias electrénicas se observan los canales
citoplasmaticos (CC) que atraviesan los nucleos dividiéndolos en dos células hermanas, durante
este proceso los cromosomas (*) se mantienen unidos a la envoltura nuclear (—). Imagenes
tomadas y modificadas de: Morphology and behaviour of chromosomes during the cell cycle and
mitosis. Bhaud et al., 2000; Division in the dinoflagellate Gyrodinium cohnii (Schiller). A New Type
of Nuclear Reproduction. Kubai & Ris, 1969; Kinetochores associated with the nuclear envelope in

the mitosis of Dinoflagellate. Oakley & Dodge, 1974.

2. 2. 4 Particulas Ribonucleoprotéicas (RNPs)

Los trabajos ultraestructurales, citoquimicos, y autorradiograficos (Gonzalez, 1988;
Echeverria et al., 1993; Moreno et al., 2005; Alverca et al., 2006) enfocados al estudio
del nucleo de dinoflagelados revelan que las RNPs (Particulas ribonucleoprotéicas) que
se encuentran en el nucleoplasma de los dinoflagelados, difieren en morfologia y

tamafio con las observadas en el nucleo de animales, plantas y hongos.
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Las RNPs de dinoflagelados se han estudiado utilizando la técnica de contraste
preferencial desarrollada por Bernhard W. en 1969, de esta manera se ha podido
observar que en la periferia de los cromosomas se localizan fibras y granulos
pericromatinianos, estos ultimos con un diametro de 30-50 nm y rodeados por un halo
blanco, los cuales se pueden encontrar aislados o en grupos. También existen granulos
extracromosomales dispersos en el nucleoplasma, estos son de menor tamaiio y llegan
a formar pequefios grupos, por otra parte, utilizando técnicas de inmunolocalizacién
(Alverca et al., 2006) se ha comprobado la presencia de estructuras que poseen RNAs
pequefios nucleares (U1l a U6) tales como los cuerpos de espiralados o de Cajal cuyo
namero varia en un rango de 1 a 23 dependiendo de la especie y el estado fisiologico

de la célula (Alverca et al., 2006).

2. 2.5 Transcripcion

Tomando en cuenta las diferencias nucleares de los dinoflagelados se puede llegar a
pensar que la organizacion, regulacion y la expresion de genes podrian ser diferentes a
la de otros eucariontes, pero se ha encontrado que la topologia de la transcripcion en
dinoflagelados es similar a la de eucariontes superiores, puesto que evidencias
experimentales y observacionales (Gonzalez, 1988; Soyer - Gobillard et al., 1990;
Echeverria et al., 1993; Moreno et al., 2005; Alverca et al., 2006) apoyan fuertemente la
idea de que la transcripcion en dinoflagelados ocurre en los filamentos de DNA
periféricos del cromosoma, proceso similar al de eucariontes superiores en donde la
transcripcion se da al borde de la cromatina compacta, sitio en el que se encuentran las

fibras pericromatinianas (Puvion & Puvion., 1996).

La existencia de compartimentos subnucleares, especificos para la transcripcion y la
biogénesis de snRNPs (small nuclear ribonucleoproteins) en dinoflagelados, ha sido
estudiada utilizando inmunofluorescencia y MET. Estos estudios han mostrado la
presencia de proteinas (histone-like), factores de transcripcion y actina nuclear en las
asas de DNA que salen de los cromosomas, lo que sugiere que cumplen con una
funcién importante en la remodelacion, la transcripcién y el “splicing” del RNA (Alverca
et al., 2006).
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El tamafio de las RNPs no nucleolares encontradas en el nacleo de dinoflagelados
simbiontes es muy pequefio (Gonzélez, 1988), si se les compara con las RNPs de
eucariontes superiores, por ejemplo, las particulas mas grandes que se han encontrado
en los dinoflagelados simbiontes Illegan a medir hasta 12 nm, mientras que en
eucariontes superiores estas particulas llegan a medir hasta 0.5 um, existen casos en
gue las RNPs de dinoflagelados de vida libre son ultraestructuralmente muy parecidas a
las observadas en animales y plantas como es el caso de los cuerpos espiralados que
alcanzan tamafios grandes, por ejemplo, en especies como Akashiwo sanguinea y

Alexandrium lusitanicum llegan a medir 0.5 pum (Alverca et al., 2006).
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lll. OBJETIVO

Caracterizacion del nucleo de dinoflagelados simbiontes utilizando técnicas 6pticas

ultraestructurales, citoquimicas e inmunocitoquimicas.
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IV. MATERIAL Y METODO

4. 1 Material Biologico
Se utilizaron Dinoflagelados simbiontes de anémonas (Figura 5), que fueron colectadas
en el arrecife coralino de la Isla Santiaguillo en el estado de Veracruz, México.

Figura 5: Arrecife coralino. Las anémonas (—) forman parte importante del ecosistema arrecifal, se fijan
al sustrato en zonas de alta iluminacién solar e intercambian nutrientes con otros organismos

como los corales (C).

4. 2 Procesamiento para Microscopia Electrénica

Las anémonas colectadas fueron fragmentadas en trozos pequefios y procesadas de
dos maneras para obtener blogues incluidos en resina epoxica y en resina acrilica, los

dos protocolos que se siguieron se describen en la figura 6.
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Dinoflagelados simbiontes de anémonas de la Isla Santiaguillo

Inclusién en resina epoxica

Fijacién
Paraformaldehido al 4% vy
Glutaraldehido al 2.5%, 3 lavados
con PBS (Buffer

Salino) 10 minutos (min) ¢, a

de Fosfatos

temperatura ambiente (T. A.).

Deshidratacion
Serie de alcoholes etilicos: del 60%
hasta el 96% durante 20 min %, a
T.A., 3 cambios de alcohol absoluto
durante 15 min ¢/, y 3 cambios de

oxido de propileno 15 min ¢/,

Preinclusién

Se utilizaron proporciones de oOxido de
propileno con resina epoxica (2:1, 1:11y
1:2) durante 24 horas “/, a T. A. Se
mantuvo el tejido durante 12 horas en

cada proporcion.

Inclusion
Se incluyd en resina epodxica pura y se

polimerizaron en una estufa a 60 °C.

Fijacion
Paraformaldehido al 4 %, 3 lavados con
PBS de 30 min ¢/, a 4 °C.

Deshidratacion

Serie de alcoholes etilicos: al 30% durante
60 min a 4°C, 60%, 70% y 90% durante 60
min ¢/, a -20 °C, alcohol absoluto 12 horas
a -20°C y alcohol absoluto 60 min a -20 °C.

Preinclusién

Se utilizaron proporciones de Lowicryl con
etanol absoluto (1:1y 2:1) durante 60 min
‘/, a -20 °C. Lowicryl al 100% 60 min a
-20 °C.

Inclusion
100% en
capsulas de gelatina y se polimerizé con

Se incluyé con Lowicryl al

luz ultravioleta a -20 °C durante toda la
noche.

Figura 6: Esquema general del procesamiento de material biol6égico para microscopia electrénica.

Inclusion en resina acrilica (Lowicryl K4M)

23



Los bloques incluidos en ambas resinas se cortaron en un ultramicrotomo Leica, se
obtuvieron cortes semifinos de aproximadamente 250 nm de espesor y se montaron en
portaobjetos para realizar el estudio morfométrico, también se sacaron cortes ultrafinos
de 60 - 90 nm los cuales se montaron en diferentes tipos de rejillas (cobre, niquel y oro)

para realizar el estudio citoquimico e inmunocitoquimico.

4. 3 Procesamiento para Microscopia Optica

Las anémonas fueron fragmentadas en trozos pequefios y procesadas de la siguiente
manera: la fijacion fue con paraformaldehido al 4% en amortiguador de fosfatos por 2
horas a 4°C, se realizaron 3 lavados con PBS, después se deshidraté con etanol
gradual (70, 80 y 90%) por 30 minutos cada uno y dos cambios de etanol absoluto.
Posteriormente, se colocaron las muestras en las siguientes sustancias: alcohol- xilol
(30 minutos), aceite de cedro- xilol (1 hora), xilol (15 minutos), parafina-xilol (1 hora) a
60°C, parafina pura 1 (1 hora) a 60°C, parafina pura 2 (1 hora) a 60°C y finalmente el
tejido se incluyo en bloques de parafina.

Los bloques se cortaron en secciones de 1 a 2 um de grosor y se montaron en
portaobjetos cubiertos con poli-L-lisina para evitar que se desprendan durante su

manejo.

4. 4 Técnicas de Contraste General

4. 4.1 Contraste general con Azul de Toluidina
Los cortes semifinos incluidos en resina epdxica que se montaron en los portaobjetos
fueron contrastados de la siguiente manera: se les agregé una gota de azul de toluidina
y se calentaron hasta que apareciera un halo alrededor de la gota, posteriormente se

lavaron con agua destilada y se montaron con medio de montaje Entellan.

4. 4. 2 Contraste general con Acetato de Uranilo y Citrato de plomo
En esta técnica se utilizan compuestos quimicos con elementos de elevado numero
atomico y sales con poca capacidad de ionizarse. Estos compuestos se unen a las
proteinas y a los &acidos nucleicos contrastando la mayoria de los componentes

celulares, sin manifestar ninguna especificidad (Vazquez - Nin & Echeverria, 2000).
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Para realizar este tipo de contraste se utilizaron rejillas de cobre con cortes ultrafinos
incluidos en resina epoxica, primero se contrastaron con Acetato de Uranilo por 20 min
dentro de una caja de petri con algodén humedo y protegidas de la luz, posteriormente
se lavaron por goteo con agua destilada y se contrastaron con Citrato de Plomo en una
caja de petri con “lentejas” de hidréxido de sodio durante 10 min, después se lavaron

por goteo con agua destilada y se dejaron secar.

4.5 Técnicas de Contraste Citoquimico

Las técnicas de contraste citoquimico que se utilizan para observar la ultraestructura

celular suelen ser de dos tipos (preferencial y especifica).

4.5. 1 Contraste preferencial de RNP con Acetato de Uranilo- EDTA- Citrato
de Plomo

Entre los métodos que se utilizan para obtener el contraste preferencial de solo ciertas
estructuras, se encuentra la técnica que desarroll6 Bernhard W. en 1968, la cual se
basa en el uso clasico de sales como el uranilo, el EDTA (Acido-etilen-diamino-
tetracético) como agente quelante y el plomo.
Utilizando estas sustancias los componentes celulares que contienen
ribonucleoprotéinas son contrastados y las deoxiribonucleoproteinas pierden el
contraste sin ser extraidas. Este contraste preferencial se realizé utilizando rejillas de
cobre con cortes ultrafinos incluidos en resina epdxica, las cuales fueron contrastadas
con Acetato de Uranilo durante 6 min, se lavaron con agua destilada y después se
flotaron en EDTA (agente quelante) durante 1 min, se lavaron con agua destilada y se

contrastaron con Citrato de Plomo durante 7 min, al final se lavaron con agua destilada.

4. 5. 2 Contraste preferencial de DNA con Acido Fosfotlingstico (PTA)
La técnica de contraste que se realiza con PTA, fue propuesta por el Dr. Gerardo H.
Vazquez - Nin como un método muy simple cuyo resultado es el contraste preferencial
de deoxirribonucleoproteinas (DNP’s) en estado compacto y extendido; se basa en el
uso de medios de inclusion hidrofilicos como es el caso del glicolmetacrilato (GMA) vy el
Lowicyl vy la utilizacion del PTA como un agente contrastante (Vazquez - Nin et al.,
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1973). Para obtener este contraste se utilizaron rejillas de cobre con cortes ultrafinos
incluidos en resina acrilica (Lowicryl K4M), se colocaron sobre la soluciéon de PTA con
un pH de 2 durante 30 min a T. A., por Ultimo se lavaron suavemente con agua

destilada.

4. 5. 3 Contraste especifico para DNA con DAPI (4',6-diamidino-2-
phenylindole)

El DAPI es un colorante fluorescente que pertenece al grupo de los colorantes de indol,
forma puentes de hidrogeno con la doble cadena de DNA, por lo tanto, se utiliza para la
tincion especifica del ndcleo en células vivas y fijadas, para la contra-tincion en
inmunofluorescencias realizadas en material humano y botanico, y en citometria de
flujo. Este tipo de contraste se realizd en cortes incluidos en parafina los cuales se
desparafinaron con xilol e hidrataron con etanol gradual (del 100 al 30%) hasta llegar a
agua destilada, posteriormente se lavaron con PBS durante 3 min y se les agrego la
solucién de DAPI (Boehringer, 10 microgramos/mililitro) durante 5 min, se lavaron con
PBS y se montaron con medio de montaje para fluorescencia DAKO.

4. 5. 4 Contraste especifico para DNA con Amina de Osmio
Un método que también se utiliza para contrastar DNA de una forma especifica es el
que se realiza con una solucion de Amina de Osmio y diéxido de azufre después de
una hidrolisis con Acido clorhidrico en cortes incluidos tanto en resinas epéxicas como
en acrilicas (Vazquez - Nin et al., 1995). Para realizar esta técnica se utilizaron rejillas
de oro con cortes ultrafinos un poco gruesos (de 90 a 100 nm) incluidos en resina
epoxica, primero se hidrolizaron en una soluciéon 5N de acido clorhidrico durante 30 min
a T. A., posteriormente se lavaron por inmersion con agua destilada, se contrastaron
con Amina de Osmio dentro de capsulas cerradas durante toda la noche a 4°C en

absoluta oscuridad y al final se lavaron con agua destilada por goteo.
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4. 5.5 Contraste especifico de las Regiones del Organizador Nucleolar
(AgNOR) para microscopia Opticay electronica
La tincion de plata que contrasta regiones del organizador nucleolar (AgNOR), es
ampliamente utilizada para la evaluacion de la funcidn nucleolar, puesto que el AQNOR
corresponde a los sitios de transcripcion del RNA ribosomal, las modificaciones de los

RNA transcritos y su ensamble en ribosomas funcionales (Lindner, 1993).

El contraste para microscopia Optica se realiz6 en cortes desparafinados (como se
describié anteriormente), se incubaron en una solucion 2:1 de nitrato de plata al 50% vy
gelatina durante 45 min a T. A., siempre protegidos de la luz, al final los portaobjetos se

lavaron con agua destilada y se montaron con medio de montaje DAKO.

Para microscopia electronica se utilizaron rejillas de niquel con cortes ultrafinos
incluidos en resina acrilica (Lowicryl K4M), estés rejillas se incubaron por 10 minutos en
una solucién igual a la descrita para microscopia Optica, por ultimo se lavaron con agua

destilada.

4. 6 Estudio Morfométrico

El estudio morfométrico se realizo a nivel de microscopia Optica, después de calibrar el
microscopio con la ayuda de un ocular y una reglilla micrométrica, se obtuvieron
imagenes a un aumento de 100X de cortes semifinos incluidos en epdn y contrastados
con azul de toluidina. En cada micrografia se midieron en milimetros, el tamafio celular
de cada Dinoflagelado y el tamafio de los nucleos, tomando como criterio los diametros
mas grandes. Posteriormente, se realizO la conversion de milimetros (mm) a
micrémetros (um) de los datos obtenidos, tomando como base que 2.5 mm equivalen a
1 um, por ultimo, se procesaron en el programa Statistical Product for Service Solutions
(SPSS) para obtener la estadistica descriptiva pertinente.
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4.7 Técnicas Inmunocitoquimicas

Con las técnicas inmunocitoquimicas, muchas proteinas y otras moléculas antigénicas
se pueden localizar utilizando la especificidad que otorga la reaccion entre un antigeno
y su anticuerpo, lo que se llama inmunolocalizacion. El anticuerpo primario es a su vez
detectado por un segundo anticuerpo el cual fue desarrollado contra las gamaglobulinas
del animal que produjo el primer anticuerpo. Este procedimiento se puede emplear a
nivel de MO o de ME, en este ultimo caso hara que se pueda detectar una marca
electrodensa sobre los tejidos puesto que el segundo anticuerpo debe estar acoplado a
algun marcador como es el oro coloidal. La marca electrodensa sobre los tejidos
representada con granos de oro puede tener distintos tamafios que varian entre 2 y 30

nm de didmetro (Vazquez - Nin & Echeverria, 2000).

4. 7.1 Inmunolocalizacién de DNA, Z-DNA y proteinas Sm en cortes
ultrafinos para microscopia electronica

Las inmunolocalizaciones se realizaron en cortes ultrafinos incluidos en resina acrilica
(Lowicryl K4M) y montados en rejillas de niquel, los anticuerpos primarios fueron
diluidos en PBS - Albumina de Suero Bovino (BSA) 1mg/ml - Tween 20 al 0.05%
(5 Wl/20 ml) a las siguientes concentraciones: Anti-DNA (Mouse monoclonal, IgM,
PROGEN) diluido 1:10, reacciona con todas las formas de DNA nativo vy
desnaturalizado, el Anti— Z-DNA (Sheep polyclonal, IgG, Abcam) diluido 1:25, se ha
detectado especialmente en secuencias purina-pirimidina alternantes (CGCGCGCG) o
en secuencias en las que alguna base, especialmente las citosinas, se han modificado
por bromacién o metilacion lo cual hace que lo relacionen con el control de la expresion
genética durante la transcripcion (Rich & Zhang, 2003). Por ultimo, el Anti- Y12 (Mouse
monoclonal, IgG, NeoMarkers) diluido 1:1, reconoce antigenos Sm ribonucleoprotéicos
gue junto con los RNAs pequefios nucleares (Ul, U2, U4, U5 y U6) forman el
“spliceosoma” que participa en el “splicing” del pre-mRNA.

Para comenzar, cada rejilla se dejo flotando en suero normal de cabra (NGS) diluido

1:100 en PBS durante 5 minutos para bloquear sitios inespecificos, posteriormente se
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incubaron en el anticuerpo primario correspondiente diluido en PBS - BSA - Tween

dentro de una camara humeda durante toda la noche a 4°C.

Las rejillas se lavaron con PBS - Tween 0.02% por goteo y se flotaron durante 10
minutos en PBS, posteriormente se realizd un segundo bloqueo con NGS durante 3
minutos y se incubaron en el segundo anticuerpo durante 1 hora, en el caso del Anti-
DNA se utiliz6 Goat Anti-Mouse (GAM) IgM de 12 nm (Jackson) diluido 1:10 en PBS,
para el Anti- Z- DNA se utilizo Donkey Anti-Sheep (DAS) IgG de 12 nm (Jackson) diluido
1:20 en PBS y para el Y-12 se utiliz6 GAM IgG de 18 nm (Jackson) diluido 1:20 en PBS.
Las rejillas se lavaron con PBS durante 10 minutos y después con agua destilada otros

10 minutos. El contraste se hizo con Acetato de Uranilo durante 1 minuto.
Todas las rejillas que se obtuvieron de las técnicas de contraste y de las

inmunolocalizaciones se observaron y fotografiaron en el microscopio electronico JEM
1010, Jeol.
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V. RESULTADOS

En esta investigacion se observo la simbiosis entre una anémona y Symbiodinium sp..
La anémona como un animal diblastico posee dos capas epiteliales, el ectodermo que
se encuentra en contacto con el medio marino y el endodermo que se encuentra del
lado de la cavidad gastrovascular del antozoo, ambas capas se encuentran separadas

por la mesoglea (Figura 7) (Furla et al., 2005).

En las imagenes dpticas de los cortes transversales realizados a los tentaculos de las
anémonas, se puede observar la manera en que los dinoflagelados ocupan casi la
totalidad de la cavidad tentacular, se les suele encontrar de manera abundante por
debajo de la mesoglea, formando la poblacién celular mas grande de la capa
endodérmica o gastrodermis (Figura 7), la cantidad de dinoflagelados va disminuyendo
conforme se acercan al centro de la cavidad tentacular, se ha calculado que un
milimetro cuadrado de tejido hospedero puede contener aproximadamente de 1 a 2

millones de dinoflagelados (Graham & Wilcox, 2000).

La gran cantidad de organismos simbiontes que se encuentran en los tentaculos, es
debido a que en esta zona el hospedero recibe directa y prolongadamente la energia
solar y, por lo tanto, es el lugar en donde los dinoflagelados reciben la mayor cantidad

de fotones, los cuales son utilizados durante la fotosintesis.

La estrecha relacion que guarda Symbiodinium sp., con su hospedero (Figura 8) resulta
en beneficios importantes para ambos, ya que mientras el simbionte contribuye a la
nutricion del hospedero fijando didxido de carbono y liberando oxigeno, el hospedero
libera nitrégeno en forma de urea y amonio el cual es aprovechado por el simbionte
(Van Den Hoek et al., 1995; Furla et al., 2005).

30



Figura 7: Microscopia optica contrastada con Azul de Toluidina. Corte transversal del tentaculo de una
anémona. Ectodermo (Ec), Mesoglea (Ms), Endodermo (En), Dinoflagelados (—), Cavidad

tentacular (Ct).
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Figura 8: Micrografia electrénica contrastada con Acetato de Uranilo y Citrato de Plomo. Se puede

observar la estrecha relacion entre Symbiodinium sp. y las células endodermales de la anémona.
Endodermo (En), ndcleo de las células Endodermales (—), Symbiodinium sp. (*), Cavidad
Tentacular (CT). 2000X.

5. 1 Caracteristicas Ultraestructurales de Symbiodinium sp.

La ultraestructura de Symbiodinium sp. (Figura 9), muestra los cloroplastos ubicados
hacia la periferia celular, tienen forma alargada y varios tilacoides en su interior
orientados de forma paralela al eje mayor del organelo. El nacleo ocupa una posicion
central y es de forma arriionada, se puede distinguir la envoltura nuclear, los
cromosomas compactados, un nucleoplasma fibrogranular y un prominente nucleolo

siempre con una posicién hacia la periferia nuclear.
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Figura 9: Micrografia electronica contrastada con Acetato de Uranilo y Citrato de Plomo. Ultraestructura
caracteristica de Symbiodinium sp. con cloroplastos (Cl) hacia la periferia, nucleo (N) con

cromosomas condensados (—), nucleolo (*) y varias vacuolas (V) 25 000X.

Otros organelos de gran tamafio son el pirenoide y las vacuolas digestivas (Figura 10A).
El pirenoide es de forma redonda y posee un halo blanco alrededor constituido por
polisacaridos, es un organelo que se encuentra delimitado por una membrana que es
continua con la membrana de los cloroplastos (Figura 10B). Aunque al pirenoide se le
han atribuido varias funciones, su rol especifico con el cloroplasto es aun desconocido.
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El pirenoide se ha definido como una estructura que puede servir como (a) un sitio para
almacenar almidon, (b) un almacén temporal de productos primarios fotosintéticos, y (c)
un sitio de produccion de la enzima almidén sintasa responsable de la conversion de la

glucosa en almidén (Spector, 1984; Dodge, 1968).

Las vacuolas digestivas de Symbiodinium sp., son los organelos que aparecen mas
oscuros en los métodos de contraste habituales. Poseen una elevada autofluorescencia
y generalmente tienen un tamafio mayor al del pirenoide. Se sugiere que las vacuolas
digestivas son estructuras temporales de acumulaciéon en las que se han encontrado
microcuerpos y ribosomas, por lo tanto, se cree que son cuerpos llenos de productos de
la autolisis. Las vacuolas digestivas se mueven hacia la superficie celular y liberan su

contenido al exterior (Taylor, 1987).

Figura 10: Micrografias electronicas contrastadas con Acetato de Uranilo y Citrato de Plomo. (A) Corte
transversal de Symbiodinium sp., en donde se distinguen la vacuola digestiva (VD), el pirenoide
(P) y los cloroplastos (Cl). 10 000X. (B) Pirenoide (P) delimitado por una continuacién de la
membrana (—) de los cloroplastos (Cl). 15 000X.
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5. 2 Estudio Morfométrico de Symbiodinium sp.

En las micrografias Opticas que se tomaron a los tentdculos de las anémonas
procesadas, se encontr0 una poblacion abundante de dinoflagelados en la capa
endodérmica con un nucleo bien contrastado y varios cromosomas en su interior
(Figura 11), el tamafio celular de cada dinoflagelado se midi6 en una muestra
representativa de la poblacion (N=141), y el tamafio nuclear se midié en una muestra
(N=162).

B

Figura 11: Micrografia éptica contrastada con Azul de Toluidina. Corte transversal del tentaculo de una
anémona, se pueden observar dinoflagelados del género Symbiodinium sp., con tres de sus
organelos celulares; el nicleo con cromosomas condensados (—), el pirenoide (P) con su halo

blanco y la vacuola digestiva (VD) de gran tamafio y muy contrastada. 100X.

Con respecto al tamafio celular de Symbiodinium sp., los datos poseen una distribucion
normal (Figura 12) con una media de 9 um y una desviacion estandar de 0.73, mientras
que los valores del tamafio nuclear se distribuyen con una media de 3 pm y una
desviacion estandar de 0.31. La informacion obtenida de este estudio morfométrico se

resume en la tabla 1.
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Figura 12: Grafica que muestra la distribucion de los datos de las dos variables medidas en

Symbiodinium sp.

-
=]

Tamano celular y nuclear de
Symbiodimium sp.

Tamafio Celular

Tamaiio Nuclear

Symbiodimium sp.

Symbiodinium sp.

Valor Valor
Minimo | Maximo | Media Desviacion
N (um) (um) (um) Estandar
Tamano Celular de
S 141 7.6 10.4 9 0.7301
Symbiodinium sp.
Tamano Nuclear de
162 2.4 3.6 3 0.3170

Tabla 1: Estadistica descriptiva de las dos variables medidas. Se muestra el rango en el que oscilan los

datos, la media que corresponde a cada variable y su desviacion estandar.




5. 3. Caracterizacion del Nucleo de Symbiodinium sp.

5. 3. 1 Caracteristicas Ultraestructurales
La tincidén estandar con acetato de uranilo-citrato de plomo muestra el nucleo celular de
Symbiodinium sp., delimitado por la envoltura nuclear, con sus cromosomas de forma
ovalada tipicamente compactados y bandeados, también se puede observar el

nucleoplasma con particulas polimorficas de diferente tamafio (Figura 13).

El nucleolo en todos los casos se observd adosado a la periferia nuclear, su
composicién se asemeja a la de eucariontes superiores ya que se une intensamente a
los agentes de contraste y posee regiones fibrilares y granulares, en esta especie no se
detectaron centros fibrilares. Es comun que al nucleolo se le encuentre en contacto con

cromosomas que posiblemente posean regiones del organizador nucleolar (Figura 14).

5. 3. 2 Cromatina
La tincion con DAPI contrastd especificamente el nicleo de Symbiodinium sp. (Figura
15A), su forma es arrifionada y dependiendo del plano en el que se corte puede verse

redondo u ovalado (Figura 15B).

La tincidn con acido fosfotingstico contrasta la cromatina compacta y extendida, en los
cromosomas no se observan detalles ultraestructurales como el bandeado, pero en su
periferia hay finos filamentos de cromatina irradiados hacia el espacio
extracromosomal, por otra parte, es posible distinguir el espacio que ocupa el nucleolo,

negativo a esta técnica (Figura 16).
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Figura 13: Contraste general con Acetato de Uranilo y Citrato de Plomo. (A) Nudcleo celular de
Symbiodinium sp. Membrana nuclear (*), cromosomas bandeados cortados en diferentes planos
(Cr), y nucleoplasma (np) con particulas (—) polimérficas de diferente tamafio. 40 000X. (B)
Cromosomas bandeados (Cr) con filamentos en su periferia y nucleoplasma con particulas
polimorficas (—). 100 000X.
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Figura 14: Tincion con Acetato de Uranilo — Citrato de Plomo. Nucleolos adosados a la envoltura nuclear
con sus componentes fibrilar denso (CFD) y granular (CG), es comin ver cromosomas (Cr) en la
periferia nucleolar. Se pueden observar ribosomas (—) adosados a la envoltura nuclear (*).
120 000X.
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Figura 15: Micrografia Optica tefiida con DAPI. (A) Tentaculo cortado en forma transversal, cada punto
azul (—) en la cavidad tentacular (CT) corresponde a un nucleo de Symbiodinium sp. (B) Nicleo
arrifionado de Symbiodinium sp. cortado en diferentes planos. Los puntos brillantes dentro de

éste pertenecen a los cromosomas compactados.
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Figura 16: Contraste preferencial para DNA con PTA. (A y B) Cromosomas (Cr) con fibras de DNA (—)
irradiadas hacia el espacio extracromosomal. 50 000X. (C) Seccién nuclear en donde se
distinguen fibras de cromatina laxa que rodean a los cromosomas (—), el nucleoplasma (np) y el

nucleolo (nu) adosado a la envoltura nuclear (*) se encuentran negativos a la técnica. 60 000X.
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Debido a la elevada sensibilidad y especificidad de la tincibon con Amina de Osmio
unicamente el DNA de los cromosomas adquiere contraste, dejando el nucleoplasma y
los componentes extranucleares practicamente sin tincion (Figura 17A). En imagenes a
gran aumento es posible visualizar de una forma mas clara la apariencia bandeada de
los cromosomas proporcionada por la disposicion de los filamentos de DNA (Figuras
17D, 17E vy 17F).

Los espacios que se observan entre el DNA cromosomal posiblemente son ocupados
por las moléculas del liquido cristalino que contribuyen a la morfologia caracteristica de
los cromosomas. Estos espacios son mas pequefios que los que se observan en otras
especies de dinoflagelados de vida libre como Amphidinium carterae (Bouligand &
Norris, 2001; Alverca et al., 2006). Por otra parte, también se observan fibras de DNA
descondensadas que se extienden desde el interior de los cromosomas hacia el
nucleoplasma (Figuras 17B, 17C, 17D, 17E y 17F).

Los cromosomas que se ubican cercanos al nucleolo se encuentran en un estado
menos compacto, comparados con los que se encuentran en el nucleoplasma, e
incluso algunos ya se encuentran parcialmente dentro de este compartimento (Figuras
17By 17C).

La inmunolocalizacion de DNA en el nucleo interfasico de Symbiodinium sp., marca de
forma positiva zonas electrodensas correspondientes a los cromosomas compactos y
bandeados, no existe una densidad significativa de marca en el nucleoplasma
demostrando que todo, o al menos, la mayor parte de los filamentos de DNA se

encuentran empaquetados dentro del cromosoma.
Las particulas de oro coloidal aparecen esparcidas en toda la superficie cromosomal, y

en la mayoria de los casos, se encuentran en mayor cantidad en la zona central y

disminuyen hacia la periferia (Figura 18).
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Figura 17: Contraste especifico para DNA con Amina de Osmio. (A) Nucleo celular con cromosomas
bandeados (Cr) y nucleoplasma (np) totalmente sin contraste. 60 000X. (B y C) Cromosomas
ocupando parcialmente el nucleolo (nu) y con fibras de DNA en su periferia (—). 50 000X y
60 000X respectivamente. (D, E y F) Cromosomas bandeados dentro de los cuales existen
espacios que posiblemente ocupan las moléculas del liquido cristalino, se puede distinguir mejor
el DNA (—) descondensado en la regidn pericromosomal. 100 000X, 100 000X y 80 000X

respectivamente. Barras de escala 100nm.

43



Figura 18: Inmunolocalizacion de DNA. (A, B y C) Nucleo interfasico de Symbiodinium sp. Se observan
particulas de oro coloidal sobre los cromosomas (—). 60 000X, 50 000X y 50 000X

respectivamente. Barras de escala 500 nm.
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La inmunolocalizacion de Z-DNA marcé las zonas periféricas de los cuerpos
cromosomales (Figura 19) confirmando la presencia de DNA con esta conformacion en
los sitios en donde se encuentran fibras y granos pericromatinianos rodeados por un

tipico halo claro (Alverca et al., 2006).

Figura 19: Inmunolocalizacién de Z-DNA. Las particulas de oro coloidal se distribuyen especialmente en

la zona pericromosomal (—).10 000X. Barra de escala 100nm.

5. 3. 3 Particulas Ribonucleoprotéicas (RNPs)

La técnica para la tincion de RNPs realizada con Acetato de Uranilo- EDTA- Citrato de
Plomo, contrasta fuertemente el nucleolo con sus componentes fibrilar denso y
granular, al igual que una gran cantidad de granulos polimorficos que se encuentran
dispersos de manera homogénea en la region intercromatiniana y llegan a formar
cumulos de aproximadamente 50 nm de didmetro. Los cromosomas compactos se
encuentran totalmente destefiidos y con un halo oscuro en su periferia. En la region
pericromatiniana es posible distinguir finas fibras ribonucleoprotéicas saliendo de los
cromosomas hacia el nucleoplasma y granulos pericromatinianos semejantes a los que
se encuentran en eucariontes superiores pero de un tamafio menor que oscila en un

rango de 10 a 25 nm de diametro (Figura 20).
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Figura 20: Contraste preferencial
para RNPs. (A) Nicleo de
Symbiodinium sp., se observan
cromosomas (Cr) blanqueados con
una halo oscuro en su periferia (*).
El  nucleolo con sus dos
componentes, el fibrilar denso
(CFD) y el granular (CG) aparece
muy contrastado, y en el
nucleoplasma (np) se encuentra la
presencia de RNPs (—). 60,000X.

(B) Cromosomas (Cr) con fibras
pericromatinianas (FPC) saliendo
hacia el nucleoplasma, granulos
pericromatinianos (—) y RNPs
formando pequefios cumulos ().
120,000X. Recuadro. Cudmulos
RNPs con un diametro aproximado
de 50 nm. Barra de escala, 100 nm.
100,000X.

(C) Nucleolo adosado a la envoltura
nuclear (*), se distinguen sus
componentes fibrilar denso (CFD) y
granular  (CG), se observan
cromosomas destefiidos en su
periferia. Recuadro. Se observan
fibras y granulos pericromatinianos
(—) en los cromosomas (Cr) que se
encuentran en contacto con el
nucleolo (*). 120,000X.

46



Con esta misma técnica se contrastaron estructuras ubicadas cerca de la periferia
nuclear parecidas morfologicamente a los cuerpos de Cajal (Figura 21), pero si se les
compara en tamafio con los que se encuentran en los nacleos celulares de mamiferos,
estos llegan a ser hasta 5 veces menores, midiendo aproximadamente 100 nm de

didmetro.

Figura 21: Contraste preferencial para RNPs con Acetato de Uranilo- EDTA- Citrato de Plomo. (A, B y
C) Estructuras de forma similar a los cuerpos de Cajal (—) miden aproximadamente 100 nm de
diametro y se ubican cercanas a la periferia nuclear (*) o en contacto directo con ésta. En el
nucleoplasma y en la periferia de los cromosomas (Cr) se observan RNPs (>). 150,000X,
120,000X y 150,000X respectivamente.
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El anticuerpo monoclonal Anti-Y12 que localiza proteinas relacionadas con la
maduracion del RNA pre-mensajero en mensajero maduro (“splicing”), se localizé en
dos sitios especificos, alrededor de los cuerpos condensados del cromosoma y en la

region extracromosomal (Figura 22).

Figura 22: Inmunolocalizacién de proteinas Sm. Los sitios en los que aparece distribuida la marca es
principalmente en la periferia cromosomal (—) y en la regiéon extracromosomal (*). (A) 60 000X.
(B) 40 000X.
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5. 3. 4 Nucleolo
La impregnacion argéntica contrasta fuertemente el nucleolo de los dinoflagelados
(Figura 23), los dos componentes nucleolares, tanto el fibrilar denso como el granular
son argirofilos y se puede diferenciar facilmente uno del otro (Figura 24A, 24B y 24C),
de acuerdo a la literatura (Jordan, 1984; Spector, 2001; Alberts et al., 2002) las partes
contrastadas intensamente corresponden a el componente fibrilar denso formado por
fibrillas de 8 a 10 nm de didmetro y se encuentran rodeadas por el componente
granular, una zona menos densa al haz de electrones que alberga granulos de 15 a 25

nm de didmetro aproximadamente.

10um .

Figura 23: Impregnacién argéntica (AgNOR). Micrografia éptica que muestra la especificidad de la

técnica contrastando fuertemente el nucleolo (—) de Symbiodinium sp. 100X.

49



Figura 24: Impregnacion argéntica (AgNOR). (A, B y C) Micrografias electronicas en donde se observa
la ultraestructura nucleolar, el componente fibrilar denso (*) lo conforman las zonas mas densas
gue se encuentran rodeadas por el componente granular (CG) de menor densidad. (B) 30,000X,
(Cy D) 50,000X.
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VI. DISCUSION

Los resultados que se obtuvieron al estudiar la simbiosis entre una anémona y
Symbiodinium sp., muestran que ésta se ubica en las células gastrodermales de la capa
endodérmica del hospedero, un sitio analogo al sistema digestivo de los bivalvos donde

también ocurren asociaciones simbioéticas (Farmer et al., 2001).

La mayor poblacion de Symbiodinium sp. se encontré en los tentaculos de la anémona
ocupando casi la totalidad de la cavidad gastrovascular. Se sabe que las células
gastrodermales que se encuentran en la columna que forma el cuerpo de las anémonas
albergan pocos simbiontes (de 1 a 3), en comparacion con las células gastrodermales
de los tentaculos que contienen entre 10 y 40 simbiontes ya sea todos de la misma
especie 0 especies diferentes del género Symbiodinium (Fitt, 2000; LaJeunesse &
Trench, 2000; Toller et al., 2001; Belda — Baillie et al., 2002; Ishikura et al., 2004; Apprill
& Gates, 2007). Las diferentes especies del género Symbiodinium que se encuentra
dentro del hospedero se agrupan por especie en sitios especificos formando “nichos”

en el tejido del hospedero (Sampayo et al., 2007).

El tamafio poblacional del simbionte y su ubicacion dentro del tejido de la anémona son
caracteristicas de gran importancia para los integrantes de esta simbiosis, las
anémonas pueden regular la poblacion de simbiontes en su interior dependiendo de las
condiciones ambientes y metabdlicas. Los hospederos pueden expandir o contraer sus
tejidos limitando la cantidad de nitrégeno que le proporcionan a Symbiodinium y

fragmentando la gastrodermis (Sandeman, 2006).

La gran cantidad de Symbiodinium sp., encontrada en los tenticulos resulta logico
debido a que tienen mayor superficie de contacto con el ambiente y pueden recibir una
gran cantidad de fotones para realizar la fotosintesis y producir los azUcares necesarios
utilizados por las anémonas para realizar diferentes funciones metabdlicas y ademas, el
simbionte protege al hospedero de los dafios provocados por la constante exposicion a

la radiacion ultravioleta ya que Symbiodinium posee aminoacidos tipo micosporina que
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absorben eficientemente los rayos UV y los disipan como calor para evitar la formacion

de radicales libres potencialmente toxicos para el hospedero (Furla et al. 2005).

Los individuos de la especie Symbiodinium sp., son pequefios y esféricos al igual que
todas las especies del género Symbiodinium que han sido estudiadas previamente, en
cambio, los dinoflagelados de vida libre poseen formas mas variadas que asemejan
cuernos, alas, collares, etc. (Hackett et al., 2004).

En cuanto a la ultraestructura de Symbiodinium sp. los resultados muestran que
comparten caracteristicas en comun con otras especies de dinoflagelados. La
morfologia de Symbiodinium sp. y la posicibn de sus cloroplastos se asemeja a la
observada en dinoflagelados de vida libre como Aureodinium pigmentosum (Dodge,
1968) o Amphidinium carterae (Moreno et al., 2005) y en dinoflagelados simbiontes
como Symbiodinium corculorum (Farmer et al., 2001) o Symbiodinium bermudense
(Wakefield et al., 2000), estas especies al igual que Symbiodinium sp., poseen
pirenoides con una morfologia que ya ha sido descrita anteriormente como un organelo
en etapa madura (Dodge, 1968). La elevada autofluorescencia de los pirenoides puede
deberse a que posiblemente almacenen moléculas diferentes a la clorofila, como por
ejemplo flavinas o luciferinas, ademas se sabe que en los dinoflagelados la
autofluorescencia aumenta con el proceso de fijacion del material biolégico (Tang &
Dobbs, 2007).

Con respecto al estudio morfométrico, el tamafio celular de Symbiodinium sp. oscila
entre los 7.6 y 10.4 um, un valor muy comun entre los dinoflagelados simbiontes ya que
poseen los tamafios mas pequefos de todos los géneros de dinoflagelados estudiados
hasta el momento. Por ejemplo, Symbiodinium microadriaticum mide entre 6 y 7 um,
Symbiodinium californium entre 7.5 y 10 um y Symbiodinium goreaui entre 6 y 8 um.
Los dinoflagelados de vida libre poseen los tamafios mas grandes como Alexandrium
tamarense que mide 25 um, Karenia mikimotoi 29 um y Prorocentrum micans que mide
30 um (LaJeunesse et al., 2005).
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El tamafio nuclear de Symbiodinium sp., ocupa valores entre los 2.4 y 3.6 um, se sabe
gue el rango en el que oscila el tamario nuclear de los dinoflagelados es muy amplio, va
desde los 5 um como en Crypthecodinium cohnii hasta los 40 um como en

Gymnodinium nelson (Spector, 1984).

El ntcleo de Symbiodinium sp. se observo con diferentes técnicas de contraste como el
DAPI o la tincibn con Acetato de Uranilo y Citrato de Plomo, mostré su forma
arrifionada parecida a la de especies de vida libre como Alexandrium tamarense o
Glenodinium oculatum (LaJeunesse et al., 2005), y a la de especies simbiontes como
Symbiodinium bermudense (Wakefield et al., 2000; Wakefield & Kempf, 2001). Dicho
nucleo se encuentra limitado por una doble membrana y contiene tres componentes: el
primer componente son los cromosomas que contienen el DNA vy proteinas
cromosomales, el segundo componente, el nucleolo que sintetiza el RNA ribosomal y el

tercer componente, el nucleoplasma, contiene una gran variedad de particulas.

Con respecto a los cromosomas, en el contraste fluorescente con DAPI se observo el
nacleo de Symbiodinium sp. con varios cromosomas en su interior, como en el caso de
las especies Amphidinium carterae, Akashiwo sanguinea, Alexandrium lusitanicum,
Alexandrium fundyense y Prorocentrum micans (Alverca et al., 2006). Los nucleos
obsevados en MET y contrastados con Acetato de Uranilo y Citrato de Plomo mostraron
detalladamente la morfologia de los cromosomas, éstos son tipicamente ovalados,
compactos, bandeados y con fibras en su periferia, parecidos a los que se observan en

la especie Crypthecodinium cohnii (Spector, 1984).

En los contrastes realizados con PTA y Amina de Osmio en Symbiodinium sp., se
confirmé la naturaleza de los filamentos que salen de los cromosomas hacia el
nucleoplasma estos son cromatina laxa, aunque existen filamentos resistentes a la
RNasa (Echeverria et al., 1993) y negativos a la Amina de Osmio por lo que se supone
que podrian ser proteinas del nucleoesqueleto. La especificidad del contraste con
Amina de Osmio mostré que los cromosomas de Symbiodinium sp., poseen un alto

contenido de DNA y poco liquido cristalino negativo a la tincion.
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La inmunolocalizacion realizada con Anti DNA en Symbiodinium sp., ademas de marcar
especificamente los cuerpos cromosomales, marcé los lugares en donde se habian
visto fibras de DNA pericromosomales, y la inmulocalizacion con Anti Z-DNA fue
positiva en la region pericromosomal demostrando que la transcripcion del DNA se
localiza en esta zona, al igual que en las especies de dinoflagelados de vida libre como
Prorocentrum micans (Soyer-Gobillard et al., 1990) y Akashiwo sanguinea (Alverca et
al., 2006).

El segundo componente del nucleo de Symbiodinium sp., el nucleolo, no habia sido
estudiado en trabajos anteriores realizados en este género, tiene una morfologia
semejante a la de eucariontes superiores. En el contraste con AgNOR, el nucleolo
mostro una fuerte afinidad por el componente fibrilar denso lo que indica la presencia de
proteinas argirofilicas, una caracteristica que también se observa en dinoflagelados de
vida libre como Akashiwo sanguinea y Crypthecodinium cohnii. En el componente
fibrilar denso se lleva a cabo la transcripcion y el procesamiento del RNA ribosomal
(Spector, 2001). Se sabe que el numero de NORs y la organizacion funcional del
nucleolo es caracteristico de cada especie, y su composicion consiste en RNAs
ribosomales y proteinas como la fibrilarina y la nucleolina demostrando que el nucleolo
de los dinoflagelados es muy similar al nucleolo de plantas, pero a diferencia del
nucleolo de muchos eucariontes, este se mantiene organizado a través de todo su ciclo

celular incluyendo la mitosis (Spector, 1984; Moreno et al., 2005).

Y por ultimo, el tercer componente del ndcleo de Symbiodinium sp., el nucleoplasma, se
encuentra constituido por una gran variedad de particulas, algunas de ellas ya han sido
descritas como: a) particulas ribonucleoprotéicas heterogeneas nucleares (hnRNPSs)
que forman un complejo de proteinas y RNA mensajero, y b) particulas
ribonucleoprotéicas pequefias nucleares (SNRNPSs) involucradas en el procesamiento y
transporte de las hnRNPs (Spector, 1984).
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El contraste con acetato de uranilo- EDTA- citrato de plomo, permitioé la observacion de
dos regiones dentro del nucleoplasma: a) la region pericromosomal, constituida por una
lamina, fibras y granulos pericromatianos, y b) la region extracromosomal constituida

por RNPs de diferente forma y tamafio.

En la regién pericromosomal de Symbiodinium sp., la lamina EDTA- positiva que se
observa podria ser una estructura involucrada en mantener el arreglo cromosomal, en
tratamientos realizados con DNasa después de una hidrolisis con proteasa se observo
que los cromosomas no son totalmente digeridos, sino que dejan espacios rodeados
por un borde laminar (Echeverria et al., 1993), este borde podria ser el mismo que se
observa con la técnica para RNPs de Bernhard realizada en este trabajo. Las fibras y
los granulos pericromatinianos que se observaron en Symbiodinium sp., son parecidos
en forma y tamafo con los estudiados anteriormente en especies del mismo género y
difieren con especies de vida libre solo en el tamafio. Por ejemplo, en especies
simbiontes los granulos pericromatinianos miden de 10 a 47 nm de didmetro
(Echeverria et al., 1993), y en dinoflagelados de vida libre miden de 30 a 50 nm.
(Alverca et al., 2006). Las asas de DNA pericromosomales observadas con Amina de
Osmio y detectadas con AntiDNA, co-localizan con las fibras y granulos

pericromatinianos.

La region extracromosomal de Symbiodinium sp. la conforman RNPs de menor tamafio
que los granulos pericromatinianos, son parecidas a las descritas por Gonzalez en
1988 en donde las particulas mas pequefias miden 5 nm de diametro y las mas grandes
son cumulos que miden aproximadamente 12 nm de didmetro. También en ndcleos de
dinoflagelados simbiontes se han realizado tratamientos con DNasa y RNasa con los
cuales se ha observado una red de fibras resistentes a ambos tratamientos en esta
misma region, lo cual sugiere que podrian tratarse de fibras del nucleoesqueleto,
debido a que los resultados obtenidos en este trabajo con la tincion de Amina de Osmio

no muestran fibras contrastadas en esta zona.
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Las estructuras ribonucleoprotéicas parecidas a los cuerpos de Cajal observadas en
Symbiodinium sp. son de menor tamafio (100 nm) a las observadas en dinoflagelados
de vida libre, por ejemplo, en Akashiwo sanguinea y Alexandrium lusitanicum los
cuerpos de Cajal llegan a medir hasta 500 nm de diametro, se sabe que la cantidad de
estas particulas por nucleo suele variar dependiendo de la especie, debido a esto se
puede encontrar solo uno como en Amphidinium carterae o hasta 23 como en

Alexandrium fundyense (Alberca et al. 2006).

En la inmunolocalizacion de proteinas Sm se observd la ubicacion de factores de
“splicing” (snRNAs), los cuales se distribuyen en ambas regiones, tanto en la
pericromosomal como en la extracromosomal, comprobando que en dinoflagelados
simbiontes la conservacion de las proteinas Sm involucradas en la biosintesis del RNA
es esencial, al igual que en dinoflagelados de vida libre y eucariontes superiores
(Alverca et al., 2006). Se han realizado analisis con la secuencia completa del U5
snRNA de Crypthecodinium cohnii compardndola con las secuencias U5 snRNA de
humanos, ratas y pollos mostrando un 70%de homologia (Spector, 1984), esto sugiere

que los snRNAs surgieron tempranamente en la evolucion de los eucariontes.

Tomando en cuenta todo lo anterior, se confirmd la existencia de compartimentos
nucleares para la transcripcion y el “splicing” en Symbiodinium sp., mostrando que la
transcripcion ocurre en las asas de DNA que salen de los cromosomas. En esta region
pericromosomal se han encontrado proteinas tipo histonas, factores de transcripcion,
cromatina con conformacion Z-DNA, y actina nuclear (involucrada en la remodelacion
cromosomal, en la transcripcion y el “splicing” del RNA), también aqui se da la
incorporacion de uridina tritiada y la deteccion de proteinas Sm (Alverca et al., 2006),
todas estas evidencias confirman que los dinoflagelados llevan a cabo un “splicing” co-
transcripcional con caracteristicas funcionales similares a las de otros eucariontes a
pesar de la pérdida de histonas que implica una forma de remodelaciéon cromatiniana

aun desconocida.
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VII. CONCLUSION

La simbiosis entre Symbiodinium sp. y su hospedero se distribuye de manera
abundante en los tentaculos de la anémona como generalmente sucede en los

cnidarios.

El estudio morfométrico de Symbiodinium sp. mostré que su tamario celular es de 9 um
y el nuclear de 3 um, estos valores son mas pequefios que los de dinoflagelados de

vida libre.

En las micrografias electronicas contrastadas con Acetato de Uranilo y Citrato de Plomo
se observd que la morfologia y ubicacion de los cloroplastos, pirenoides y vacuolas
digestivas de Symbiodinium sp. son muy semejantes a las descritas en otras especies

de dinoflagelados de vida libre y simbiontes.

El ndcleo de Symbiodinium sp. contrastado con DAPI y con azul de toluidina es de
forma arriionada y posee varios cromosomas en su interior, este organelo se
caracterizé a nivel de MET con las técnicas de contraste general, preferencial y
especifico realizadas con Acetato de Uranilo - Citrato de Plomo, PTA y Amina de
Osmio , asi como con técnicas inmunocitoquimicas hechas con antiDNA y antiZ-DNA,
se observo que el DNA se encuentra en forma de cromosomas ovalados, compactados
y bandeados con asas de DNA en su periferia transcripcionalmente activas.

Las RNPs del nucleo de Symbiodinium sp. contrastadas con Acetato de Uranilo- EDTA-
Citrato de Plomo se distribuyen en dos regiones: pericromosomal y extracromosomal,
estas zonas también son marcadas positivamente con el anticuerpo Y12, en la region
pericromosomal se encuentran granulos y fibras de forma y tamafio semejantes a los
estudiados anteriormente en especies del mismo género, en esta zona se lleva acabo la
transcripcion y el procesamiento del RNAm. La region extracromosomal posee RNPs
mas pequefas que los granulos pericromatinianos y los cuerpos de Cajal son parecidos

a los de especies de vida libre pero se encuentran en menor nimero y tamafio.
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El nucleolo se ubica en la periferia nuclear es compacto y posee los componentes
fibrilar denso y granular, contrastado con la técnica de AQNOR se observé que posee
proteinas argirofilicas y un componente fibrilar denso muy contrastado en comparacion
con el componente granular que es menos denso, esta morfologia también se observa

en dinoflagelados de vida libre.

Como conclusion general, la caracterizacion del nacleo de Symbiodinium sp. confirma
que el phylum Pyrrophyta presenta diferencias relevantes con eucariontes superiores
como la presencia de cromosomas permanentemente condensados, a pesar de esta
caracteristica la organizacion estructural y funcional de las RNPs es parecida a la de

eucariontes superiores.

Auln quedan cosas por saber sobre la biologia de los dinoflagelados, por ejemplo, como
se da la regulacion de la expresion genética y la compactacion de los cromosomas, que
pueden contribuir a un gran avance no so6lo en el campo de la biologia celular y
molecular de los dinoflagelados, sino también, en el entendimiento de la evolucién de

eucariontes superiores.
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