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RESUMEN

La simbiosis mutualista entre cnidarios y dinoflagelados del género Symbiodinium se
caracteriza por el reciclamiento de nutrientes, en donde el dinoflagelado aporta al
hospedero fotosintetatos, principalmente en forma de glicerol, para su crecimiento y
calcificacion (en el caso de los corales escleractinios). Sin embargo, el mecanismo de la
produccion del glicerol no ha sido elucidado de manera concluyente. Debido a esto, en este
trabajo se evalud la produccion del glicerol estimulada por estrés osmotico en dos especies
de Symbiodinium en cultivo, originalmente extraidas de cnidarios. Se determind el efecto
del estrés sobre el crecimiento (curvas de crecimiento), fotosintesis (curvas P-1y la
eficiencia fotoquimica del fotosistema II), y expresion de genes (RT-PCR) relacionados con
la fijacion de carbono y sintesis de glicerol. Los resultados mostraron que el incremento de
la presion osmédtica afecta positivamente la produccion del glicerol, reduce la tasa de
crecimiento y no afecta la fotosintesis en Symbiodinium sino hasta después de una semana.
Se demostro por primera vez que, al igual que ocurre en simbiontes recién aislados
estimulados por extractos del hospedero, la produccion de glicerol puede ser estimulada por
condiciones de osmolaridad elevada en cultivos de Symbiodinium, sin afectar el desempefio
fotosintético del simbionte, pero si su crecimiento. En términos de la relacion simbidtica
alga-cnidario, estos resultados sugieren que el flujo de carbono es desviado hacia la sintesis
de glicerol para compensar un desajuste osmotico, lo que establece una competencia con la
sintesis de lipidos y proteinas, llevando a reducir la division celular del simbionte e
incrementando la translocacion de glicerol hacia el cnidario. Se presenta un mecanismo

hipotético del estimulo que podria resultar en la produccion del glicerol en la simbiosis.



INTRODUCCION

La relacion Symbiodinium-cnidario, es una interaccion simbiotica donde ambos organismos
obtienen beneficios para su desarrollo debido a un reciclaje de nutrientes, haciendo de estos
un consorcio capaz de prosperar en aguas ocednicas tropicales poco profundas y
oligotroficas (Yellowlees et al., 2008). Tal es la eficiencia de esta simbiosis, que lleva a la
formacion de estructuras geologicas conocidas como arrecifes coralinos, considerados
como unos de los ecosistemas mas diversos del planeta, que ademas de proteger las costas
de fendmenos meteorologicos como los huracanes, generan 30,000 millones de dolares

netos por afio en diversas economias (Cesar et al., 2003).

Esta eficiencia simbidtica brinda tres ventajas generales para el hospedero. Primero, las
algas simbiontes exportan la mayor parte del carbono fijado al hospedero principalmente en
forma de glicerol (Muscatine, 1967; Trench 1971b), aumentando la tasa de crecimiento del
mismo (Allemand et al., 2004). Segundo, permite que el hospedero pueda tomar nutrientes
inorganicos como el amonio y el fosfato que no son absorbidos por los cnidarios no
simbioticos (Muller-Parker et al., 1990; Pomeroy y Kuenzler, 1969). Y tercero, en el caso
de los corales escleractinios, eleva las tasas de calcificacion (Allemand ef al., 2004). Las
ventajas para el alga simbionte son, la maximizacion para la captacion de la luz (Enriquez
et al., 2005) y el acceso a concentraciones mas elevadas y poco fluctuantes de nutrientes

que las del agua de mar en donde habitan (Yellowlees et al., 2008).

Debido a la importancia de la transferencia de carbono hacia el cnidario, se han planteado
algunas hipotesis que tratan de explicar los factores que activan la fijacion del CO, y
liberacion de los productos fotosintéticos en Symbiodinium (Yellowless et al., 2008).
Algunos investigadores atribuyen este efecto a un “factor hospedero” (Muscatine, 1967,
Trench 1971c y Gates et al., 1995) y otros dicen que es un artefacto creado por el cambio
de las condiciones del microambiente del dinoflagelado recién aislado (Seibt y Schlichter,

2001) todavia sin llegar a conclusiones claras.

El glicerol es el principal fotosintetato transferido al cnidario, (Muscatine, 1967; Trench

1971b) y el osmolito mayormente utilizado por células eucariotas para contrarrestar el



estrés de agua (Yancey et al., 1982, Yancey, 2005), lo cual sugiere que la sintesis de este
polialcohol en el dinoflagelado simbionte podria inducirse por gradientes o estimulos
osmoticos. En la busqueda de explicar y demostrar este posible mecanismo, se estudio in
vitro la sintesis del glicerol en dos especies de Symbiodinium estresadas con alta

osmolaridad en condiciones de luz.



ANTECEDENTES

En la evolucidn, las relaciones interespecificas tienen una participacion importante al
permitir que los organismos puedan co-evolucionar y surgir favorablemente en diferentes
habitats. El ejemplo mas relevante esta representado por la relacion endosimbidtica, por la
cual probablemente se originaron las células eucariotas (el origen de la mitocondria y el
cloroplasto, propuesto por Margulis en 1967). La simbiosis, fue definida por de Bary a
mediados del siglo XIX como la asociacion mutua permanente o duradera entre dos o mas

organismos de especies diferentes (Thrall ef al., 2006).

De forma general, el término simbiosis se emplea para referirse a la interdependencia de
dos o0 mas especies. Cuando un simbionte vive a expensas del otro la simbiosis se califica
como parasitismo, y como mutualismo cuando ambas especies se benefician de esta
asociacion. Existen muchos ejemplos de asociaciones simbidticas entre diferentes grupos
de organismos, tales como las interacciones alga-hongo, hongo-planta, bacteria-mamiferos,
bacteria-planta y la interaccion alga-cnidario (Ahmadjian y Paracer, 1986; Muscatine y

Porter, 1977).

El phylum Cnidaria incluye las clases, Anthozoa (corales), Hydrozoa (hidras, anémonas),
Scyphozoa y Cubozoa (medusas) (Veron, 2000; Barnes, 1974). Estan compuestos
basicamente por dos capas de cé€lulas, el ectodermo y la gastrodermis, separadas por la
mesoglea (capa no celular gelatinosa que puede servir de sostén e intercambio de

sustancias, Veron, 2000) (Fig. 1).

Las especies simbioticas de los cnidarios, albergan comunmente a algas dinoflageladas del
género Symbiodinium en células endodérmicas que recubren la cavidad gastrovascular
dentro de vacuolas denominadas simbiosomas (Fig.1). Una excepcion son las almejas y los
caracoles del genero Strombus que los albergan extracelularmente en canales especializados
del manto, manteniendo una asociacion mutualista entre ellos (Stat et al., 2006, Begon et

al., 2006).



Los corales (clase Anthozoa, orden Scleractinia. Bourne, 1990), se dividen en hermatipicos,
los cuales son constructores de arrecifes y se distribuyen so6lo en las regiones tropicales, y
los ahermatipicos, que no forman arrecifes y se distribuyen en todo el mundo. Muchos
corales hermatipicos mantienen una asociacién simbiotica con Symbiodinium, mientras que

son pocos los corales ahermatipicos que poseen esta caracteristica (Veron, 2000;
Nybakken, 1993).

ectodermis
mesoglea
gastrodermis +

nematocistos
Symbiodiniumg
cilios — B o=

tentaculo

disco oral
cavidad corporal
cono oral

boca

faringe

gonadas

mesenterios

membrana plasmatica del hospedero

células endodérmicas del coral

pared celular del alga mer del simbis

" derivada del hospedero

Figura 1. Estructura general del pélipo (arriba) y del simbiosoma (abajo). Ilustraciones tomadas de Veron, 2000;
Yellowless et al, 2008.



Los dinoflagelados (clase Dinophyceae) son protistas alveolados con un origen
monofilético cercanamente relacionado con los apicomplexa (Stat et al., 2006). Forman
parte del plancton, poseen dos flagelos que les sirven para su movilidad en vida libre y
estan armados con placas hechas de celulosa, llamadas tecas. Los dinoflagelados pueden
ser autdtrofos, heterotrofos o de nutricion mixta (Nybakken, 1993). Los dinoflagelados
autotrofos se caracterizan por presentar un cloroplasto con tres membranas y poseer el

carotenoide peridinina (Morse et al., 1995).

Los dinoflagelados del género Symbiodinium (familia Symbiodiniaceae, Orden Suessiales,
clase Dinophyceae, Stat ef al., 2006), pueden establecer simbiosis mutualista con otros
Phyla de invertebrados marinos como, Mollusca (caracoles y almejas), Platelmintos
(gusanos planos) y Porifera (esponjas), y con protistas unicelulares como los foraminiferos
(Trench, 1979; Pawlowski et al., 2001). Ademas, constituyen un género diverso que
contiene por lo menos nueve (A-I) clados divergentes (Pochon y Gates, 2010), donde seis
de ellos (A-D, F y G) estan presentes en los corales escleractinios (LaJeunesse, 2001;

Coffroth y Santos 2005; Stat et al., 2006; Stambler, 2011).

Symbiodinium puede estar en forma de quiste vegetativo (5-15 um de tamafio) o en
zoospora movil. El quiste vegetativo haploide es la forma simbidtica dominante y la

zoospora en vida libre (Fig.2, Stat et al., 2006).

Figura 2. Ciclo de vida de Symbiodinium. A, quiste vegetativo. B, quiste vegetativo en division. C, zoospora en
desarrollo. D, zoospora. CL, cloroplasto. N, Nucleo. PA, productos de acumulacion. FL, flagelo longitudinal. FT, flagelo
transversal (diagrama tomado de Stat et al., 2006).



Entre las principales ventajas de la relacion simbiotica cnidario-Symbiodinium se encuentra
la maximizacion de la captacion de luz por la arquitectura del esqueleto de los cnidarios
(Enriquez et al., 2005) y la disposicidon de nutrientes inorganicos como, el amonio y los
fosfatos productos del metabolismo del hospedero, elementos fundamentales para que el
alga fotosintetice eficientemente y pueda transferir el carbono fijado hacia el cnidario para

que este pueda crecer y calcificar (Pearse y Muscatine, 1971; Allemand ef al., 2004).

La fotosintesis es basicamente la reduccion del CO, a carbohidrato (CH,0) por los
electrones del H,O utilizando la luz como catalizador (Berg ef al., 2008). La luz cataliza la
transferencia de electrones desde el centro de reaccion P680 del fotosistema II (PSII) hasta
el centro de reaccion P700 del fotosistema I y la reduccion de la ferrodoxina, a través de
transportadores de electrones especializados, para generar ATP y NADPH (Berg et al.,
2008; Nelson y Cox, 2004; Falkowski y Raven, 1997).

Los productos de las reacciones fotoquimicas son utilizados principalmente en las
reacciones organicas del ciclo de Calvin-Benson; ademas, se utilizan en la reduccion de
tiorredoxina, para la regulacion de la fijacion de carbono y sintesis de ATP (Berg et al.,
2008), en la reduccion de nitrato o sulfato y en la reaccion de Mehler, para la eliminacién
de radicales libres de oxigeno y formacion de ATP (Falkowski y Raven, 1997). Y cuando
hay un exceso de energia, ésta puede ser disipada de forma no fotoquimica (NPQ, de sus
siglas en inglés, non-photochemical quenching, Bilger y Bjorkman, 1990; Maxwell y
Johnson, 2000; Lombardo, 2011) o simplemente se pierde como fluorescencia (Falkowski y

Raven, 1997).

La fijacion de carbono ocurre con las reacciones del ciclo de Calvin-Benson; primero se da
la fijacion de CO; sobre la ribulosa 1,5-bifosfato para formar dos moléculas de 3-
fosfoglicerato utilizando 3 moléculas de ATP. Seguidamente se reduce el 3-fosfoglicerato
para generar hexosas consumiendo 2 moléculas de NADPH, y por tltimo, se regenera la

ribulosa 1,5-bisfosfato para que se pueda seguir con la fijacion de CO; (Berg ef al., 2008).



Sobre la base de la eficiencia de la simbiosis alga-cnidario, la transferencia de carbono
organico del dinoflagelado al cnidario puede representar hasta el 50 % del carbono fijado
en incubaciones in vitro, siendo un fenémeno sostenible (Trench, 1971a, 1971by 1971c;
Muscatine ef al., 1972), que puede llegar a cubrir el 70 % de los requerimientos basales del
coral (Muscatine et al., 1981; Gates et al., 1999) e incluso el 95 % del requerimiento
energético del hospedero (Falkowski et al.,1993). En comparacion con las demas algas que
pierden algo del carbono fijado al medio externo por procesos de “escurrimiento”, en los
dinoflagelados en simbiosis este carbono es “exportado” hacia el coral, llegando a
funcionar el cnidario holosimbionte (unidad hospedero y huésped) como un autétrofo

(capaz de sintetizar su propio alimento) (Iglesias-Prieto y Trench, 1997b).

El fenomeno de transferencia de fotosintetatos fue observado inicialmente en experimentos
que emplearon bicarbonato radioactivo, indicando la presencia de '*C en tejidos del animal,
lo que demostrd que dicha fijacion ocurria por las algas simbiontes (Muscatine, 1967;
Trench, 1971b; Muscatine et al., 1972). Posteriormente se emplearon algas recién aisladas
que al ser expuestas a extractos crudos preparados de tejido animal, estimulaban la fijacién
de carbono y liberacion de fotosintetatos (Muscatine, 1967; Trench, 1971a, b, ¢; Muscatine
et al., 1972). El posible inductor de este proceso se le dio el nombre de “factor hospedero”.
Sin embargo, se han encontrado resultados contradictorios de este “factor hospedero” que
ponen en duda su existencia, como la inhibicién o ausencia de estimulo en la liberacion de
fotosintetatos (Withers et al., 1998; Davy y Cook, 2001; Grant et al., 2004). Ademas, se ha
podido aumentar el estimulo de liberacion de fotosintetatos al diluir el factor hospedero en
agua de mar (Muscatine ef el., 1972). Para explicar estos controvertidos resultados Grant et
al., (2003) propusieron la existencia de un factor hospedero de liberacion y otro de
inhibicién de la fotosintesis (HRF y PIF respectivamente, por sus siglas en inglés) en los

extractos crudos de tejido animal

Las caracterizaciones parciales del factor hospedero indican que se trata de moléculas de
tamano pequefio (<1 kDa), aparentemente representadas por aminoacidos, que estimulan
una mayor produccion de glicerol que el agua de mar en Symbiodinium (Battey y Patton,

1987; Gates et al., 1995; Cook y Davy, 2001; Grant ef al., 2004). Sin embargo, en la



purificacion parcial de ambos factores se observan incongruencias en la metodologia
utilizada y ausencia de caracterizaciones cromatograficas de dicha purificacion (Grant et
al., 2001; Grant et al., 2006). Ademas, Seibt y Schlichter (2001) demostraron que el agua
de mar afecta la fotosintesis de algas recién aisladas, lo cual genera resultados que podrian
interpretarse como artefactos. De esta forma, el estimulo e inhibicidn en la produccion de
fotosintetatos estudiado hasta ahora in vitro podria ser un sinergismo del cambio drastico
del microambiente del dinoflagelado cuando es sacado de su microhdbitat natural (el
simbiosoma) (Goiran et al., 1997; Wang y Douglas, 1997), lo cual deja este proceso aun sin

explicacion.

En microalgas como la clorofita halotolerante Dunaliella y Symbiodinium en simbiosis, uno
de los mayores productos de la fijacion de carbono es el glicerol; ademas, es la principal
forma de carbono organico transferido por Symbiodinium al cnidario (ademas de transferir
péptidos, amino acidos, azucares, lipidos, carbohidratos complejos e incluso proteinas;
Muscatine, 1967, Muscatine ef al., 1984; Trench, 1971b, 1979; Markell y Wood-Charlson,
2010), indicando posiblemente que la fijacion de carbono en el dinoflagelado se desvia
hacia la formacion de glicerol (Withers et al., 1998; Davy y Cook, 2001; Grant et al.,
2006).

El glicerol se forma por la reduccién de dihidroxiacetona fosfato (DHAP) a glicerol 3-
fosfato (G3P), reaccion llevada a cabo por la enzima glicerol 3-fosfato deshidrogenasa
(GPD) o dihidroxiacetona fosfato reductasa (DHAPR) (Ghoshal et al., 2002). Ademas, el
glicerol puede ser sintetizado a partir de la hidrolisis de triglicéridos o por la
interconversion de la DHAP proveniente del ciclo de las pentosas fosfatos y/o glucdlisis, o
por la gliceroneogénesis donde se convierte el piruvato a DHAP, de la cual se genera
glicerol 3-fosfato (Nelson y Cox, 2005). En organismos fotosintetizadores osmo-
reguladores como Dunaliella, 1a produccion de glicerol es regulado por la osmolaridad
externa y su sintesis proviene principalmente de la fijacién de carbono (Liska et al., 2004) y

de la degradacion de almidon (Avron, 1986).



En términos de adaptacion al estrés de agua u osmotico, los organismos se dividen en: a)
osmo-conformadores, que utilizan osmolitos organicos para mantener la presion osmotica
celular igual que la del fluido medioambiental externo; y b) osmo-reguladores que usan
transportadores i6nicos y osmolitos organicos para regular homeostaticamente la presion

osmotica interna (Yancey, 2005).

Los osmolitos compatibles u organicos, ademas de sus funciones metabdlicas, son los
mayores componentes utilizados por las células para mantener su presion osmotica basal y
para soportar cambios osmoticos de su medio exterior, sin producir el efecto desfavorable
que podrian tener algunos iones sobre la estructura y funcion de las macromolélulas

(Yancey, 1982).

Yancey et al., 1982 y Yancey, 2005 categorizaron los osmolitos compatibles segin su
naturaleza quimica, en carbohidratos, aminodcidos y derivados, metilaminas y urea (ésta
ultima podria ser no compatible). Todos los organismos utilizan estos osmolitos para
protegerse del estrés de agua, con excepcion de las halobacterias que utilizan el K' (Yancey

et al., 1982, Yancey, 2005).

El holosimbionte cnidario-alga, presumiblemente se comporta como osmoconformador a
nivel del animal (Somero y Yancey, 1997) y como osmo-regulador por parte de
Symbiodinium (Yancey et al., 1982, 2010; Goiran et al., 1997). En algunos cnidarios
(corales, medusas y anémonas), los mayores osmolitos son las betainas, la dimetiltaurina, la
taurina y el dimetilsulfopropionato (DMSP), este ltimo se encuentra en bajas
concentraciones en los corales simbidticos, ya que supuestamente provienen del simbionte

(Yancey et al., 2010).

Se ha mostrado evidencia experimental que sugiere que el glicerol producto de la
fotosintesis de Symbiodinium, es la fuente de energia para la calcificacion en los corales
escleractinios (Colombo-Pallotta et al., 2010). Sin embargo, el estimulo que induce la
sintesis de este fotosintetato no ha sido esclarecido. En otros organismos incluyendo algas

verdes, la produccién del glicerol ocurre cominmente como respuesta a un desequilibrio
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osmotico (Yancey et al., 1982). Por lo tanto, en este trabajo de tesis se plantea el estudio in

vitro de la produccién de glicerol en el alga simbionte bajo un estimulo de alta osmolaridad.
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OBJETIVOS

Objetivo general

Estudiar la induccion de la sintesis del glicerol en Symbiodinium bajo estrés osmotico.

Objetivos especificos

1. Estudiar el efecto del estrés osmotico en Symbiodinium, sobre la produccion de
glicerol, fotosintesis y crecimiento.

2. Determinar el efecto del estrés osmotico en la expresion de los genes que codifican
para las enzimas, ribulosa 1, 5-bifosfato carboxilasa/oxidasa, gliceraldehido fosfato

dehidrogenasa, glicerol 3- fosfato dehidrogenasa, y 6-fosfogluconato dehidrogenasa.
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MATERIALES Y METODOS

1. Condiciones experimentales y cultivo de Symbiodinium

Se utilizaron dinoflagelados aislados de dos especies de cnidarios simbioticos, el coral
Montastrea faveolata (mf11.5b.1, genotipo “ITS2” B17) y la medusa Cassiopeia
xamachana (KBS, genotipo “ITS2” A1) de la coleccion de cultivos de la Dra. M. A.
Coffroth (Universidad Estatal de Nueva York en Buffalo, USA).

Primero se realizo la curva de crecimiento de Symbiodinium, sembrando 5 X 10° cel mL™
de cada cepa en 50 mL de medio ASP-8A' (Blank, 1987, ver anexos) en condiciones
control y de presion osmotica de ~1075 mOsM kg™ producida por 9 % de PEG 3350 en
medio ASP-8A. Las curvas se realizaron por triplicado y los conteos se hicieron en un
hemocitometro cada dos dias (para el genotipo B17) y cada cinco dias (para genotipo Al)
durante aproximadamente 30 dias. Ademas, fueron tomadas muestras de cada cepa para

determinar el glicerol producido durante los dias de conteo.

También se evaluo el efecto del estrés osmotico en el crecimiento del genotipo B17 durante
la fase logaritmica de la curva de crecimiento (a los 19 dias); para ello se hicieron conteos

cada dos dias.

Para determinar el efecto de la alta osmolaridad en la produccion de glicerol, se cultivaron
los genotipos Al y B17 de Symbiodinium en medio APS-8A hasta el dia 15 de crecimiento.
Las células se colectaron por centrifugacion y se resuspendieron en medio ASP-8A fresco a
una concentracién celular de 1.2 X 107 cel mL™; luego se tomaron 500 pL de células
después de terminado su ciclo de oscuridad y se incubaron a presiones osmoticas crecientes
producidas con diferentes solutos (Tabla 1) durante una hora (1 h) con iluminacioén de 62
umol quanta m™ s (medido con un sensor 4n wallz LI-LICOR 1400 data logger). Bajo las
mismas condiciones anteriores, se determind el porcentaje de glicerol extracelular en el

experimento con maxima presion osmoética para ambos genotipos.

"El medio ASP-8A es un medio definido que equivale a agua de mar artificial
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Posteriormente, se midio el efecto del estrés osmotico durante 12 horas de luz utilizando
100 mM de sorbitol, manitol y glicina betaina. Los experimentos se realizaron
inmediatamente después de terminar el ciclo nocturno y por triplicado, cada uno con su

control.

Tabla 1. Presién osmética de solutos utilizados en los experimentos'.

Concentracion (mM) Presién Osmética (mOsM Kg™)
Sorbitol Manitol Betaina PEG
25 8744434 8744+34 8744+3.4
50 907.6 1.2 905.3 +4.7 896+ 1.4
100 953.3+2.1 959.7£0.6 940.5+4.9
200 10443 +£4.0 1064.7+1.5 1043 £0
4.5 % p/v 949.3+£4.0
9 % p/v 10753+ 1.5

! presion osmética del medio ASP-8A =852 +2.1 mOsm Kg™'. Los valores representan el promedio de tres medidas
independientes. Se muestra la media +DE

Los diferentes solutos se prepararon en medio ASP-8A y se determind la presién osmotica
producida de las soluciones por medio de un osmémetro crioscopico (Osmomat 030,
Gonotec, Tabla 1). El valor dado de 25 mM para todos los solutos fue obtenido por

regresion lineal.

Se evaluo el efecto del Na™ sobre la produccion de glicerol en Symbiodinium utilizando las
mismas condiciones experimentales descritas anteriormente, con modificaciones en el
medio ASP- 8A. Se realizaron dos experimentos, en el primero se cambiaron las
concentraciones de KCl y NaCl (de 3.87 mM en ASP-8A a 140 mM KCl y de 430 mM a
152.5 mM NaCl) del medio ASP- 8A, segun Seibt y Schlichter, 2001; y en el segundo se
emplearon concentraciones de 0 mM KCl y 50 mM NacCl. Todo ello con el fin de
amplificar el efecto del Na' sobre Symbiodinium al aumentar su concentracion. En el
primer experimento con Na', se utiliz6 100 mM de NaCl y 9 % de PEG 3350, para ejercer
presion osmdtica, y en el segundo se utilizaron concentraciones de 50 mM, 100 mM y 200
mM de NaCl. Solo se presentan resultados para el genotipo B17, ya que el genotipo Al no

crecid favorablemente en estas condiciones.
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Transcurrido el tiempo de estrés, para estimar glicerol total, las células se hirvieron durante
15 minutos y recolectaron por centrifugacion (5 minutos a 13800 X g); para las mediciones
de glicerol extracelular, las células fueron primero centrifugadas y el sobrenadante se
hirvid. Se colecto el sobrenadante con el glicerol disuelto y se determind su concentracion
empleando un ensayo comercial colorimétrico (Free Glycerol Reagent A, Sigma). Este
ensayo mide el glicerol libre y consiste en una reaccion enzimatica donde el glicerol es
fosforilado por la glicerol cinasa (GK), produciendo glicerol-1-fosfato, el cual es oxidado
por la glicerol fosfato oxidasa a deshidroacetona fosfato (DAP) y peroxido de hidrogeno
(H>0,), donde este ultimo es acoplado por la peroxidasa (POD) con 4-aminoantipirine (4-
AAP) y N-etil-N-(3-sulfopropil) m-anisidina de sodio (ESPA) para producir el colorante
quinoneimina, que muestra una absorbancia maxima a 540 nm. De este modo se cuantifico
la concentracion de glicerol presente en las muestras contra un estandar de glicerol (0.26

mg mL™).

2. Fotosintesis de Symbiodinium

Se determino el efecto del estrés osmotico sobre la eficiencia fotosintética de
Symbiodinium, mediante curvas de fotosintesis versus irradiancia (P-I) y el calculo de la

eficiencia fotoquimica del fotosistema II (®pgyy).

Para realizar las curvas P-I se utilizaron cultivos en fase exponencial de crecimiento (dia

15) con una densidad de 3.5 X 10°cel mL™.

La tasa fotosintética se midio polarograficamente por triplicado a una temperatura de 27°C,
siguiendo el método descrito en Iglesias-Prieto y Trench, 1994, para lo cual se emple6 una
camara de fase liquida (DW1, Hansatech Instruments Ltd., Norfolk, U.K.), conectada a un
bafo circulador con un controlador de temperatura (Termo Haake DC-10, Alemania). La
evolucion de oxigeno se midid mediante electrodos tipo Clark (Hansatech), calibrados con
aire y N, en medio de cultivo ASP-8A. Los datos fueron capturados en una computadora
equipada con un convertidor analdgico/digital usando el programa DATACAN V (Sable
systems, Inc., Las Vegas, NV, U.S.A).
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Al empezar las curvas P-I se agregd6 NaHCOs3 hasta alcanzar una concentracion final de
16.6 uM a fin de evitar la limitacion de CO,. Las células fueron expuestas inicialmente a
oscuridad por 5 min para medir la respiracion en oscuridad (Rp) y posteriormente
expuestas a diferentes intensidades luminicas (I): 8, 15, 42, 87, 105, 171, 207 y 300 pmol
quanta m™ s con un tiempo de induccién de 3 min (las dos primeras intensidades se
midieron por 5 min); para esto se utilizé una fuente de luz actinica” externa (CODA 1-150).
Previamente se calibraron las luces empleando tres filtros para atenuar la luz y un sensor de

luz 4 (WALTZ).

La eficiencia fotosintética (o) fue la pendiente de la regresion lineal de los primeros 4
puntos en la curva P-1. La tasa fotosintética méxima (Pmax) se calculo del punto mas alto de
produccion de oxigeno de la curva P-1, la irradiancia de saturacion (Ey) se calculd
dividiendo la tasa fotosintética méxima entre la eficiencia fotosintética (Pmax /0t), y la
irradiancia de compensacion E, se calcul6 a partir de la respiracion en la oscuridad entre la
tasa fotosintética (Rp/at). Estos resultados fueron normalizados por célula y por clorofila a

(Chl a).

La extraccion de clorofila se hizo con acetona fria y dimetil sulféxido (DMSO) durante
toda la noche y luego se cuantificé espectrofotométricamente a 630, 663 y 750nm (Jeffrey

y Humphery, 1975).

Los resultados se graficaron mediante el ajuste de la ecuacion de Jassby y Platt (1976),

agregando la respiracion (r) para obtener la fotosintesis neta.

P=r+ (Pmac*tanh (0*1/ Ppay))

Donde P es la tasa de produccion instantanea; tanh, tangente hiperbolica.

? Luz que induzca fotosintesis.
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Para determinar la eficiencia del PSII se utilizo 1.2 X 10" cel mL™ de concentracion celular
de cada cepa en 3mL, en la fase exponencial de crecimiento (dia 15). Se midio6 la
fluorescencia variable con un fluorémetro de pulsos de amplitud modulada (PAM).

Se dispuso de una camara oscura conectada a la fibra optica del PAM y perpendicular a este
se conectd una fuente de luz actinica (CODA 1-150), con una intensidad de luz 352 pmol

quanta m™ s, medida con un sensor de luz 47 (WALTZ).

Antes de empezar las mediciones, las cepas de Symbiodinium se aclimataron a la oscuridad
durante 1 h, para asegurar la relajacion total del PSIL. En seguida se empezaron las
mediciones, dando un primer pulso de luz saturante (en ausencia de luz actinica) para
determinar la eficiencia cuantica maxima (F,/Fy,). Luego de relajarse PSII, se retir6 la mitad
del volumen de cultivo y se agregd este mismo volumen de medio ASP-8A para el control
y 18 % de PEG 3350 en ASP-8A como tratamiento de choque osmotico, simultineamente
se encendio la luz actinica. Seguidamente se dieron pulsos de luz saturante cada 5 min
durante 50 minutos para determinar la eficiencia cuantica maxima efectiva (F\/F’y,). Los
pulsos fueron de maxima intensidad (12) y de 0.6 s de duracion. Los experimentos fueron

hechos por triplicado.

La eficiencia fotoquimica del fotosistema II (®pgy) se determind mediante la relacion de la
fluorescencia variable (Fv) y la fluorescencia basal (Fy) (®psi= Fv/ Fin 6 Fy/F’y); la

fluorescencia variable fue calculada a partir de la diferencia entre la fluorescencia maxima

(Fm 6 Fm") y Fo (Maxwell y Johnson, 2000).

3. Expresion de genes relacionados con la sintesis de glicerol via ciclo de Calvin-

Benson en Symbiodinium

Se extrajo el ADN de 100 pL de células sedimentadas de cada una de las cepas de
Symbiodinium para estandarizar las reacciones de PCR de los diferentes genes en estudio
(Tabla 2). Las células se rompieron con un buffer de lisis (0.2 M tris, 2 mM EDTA, 0.7 %

SDS, pH 7) y perlas de vidrio bajo agitacion. Posteriormente se precipitaron las proteinas
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con una solucion de 9 M acetato de amonio. El ADN se precipitd con isopropanol y 3 M de

acetato de sodio y se lavo con etanol al 70 % (LaJeunesse et al., 2003).

Para evaluar la integridad del ADN, se realiz6 una amplificacion en cadena de la
polimerasa (PCR) utilizando los cebadores de ITS (Internally Transcribed Spacer, para el
ADN ribosomal 18s) para Symbiodinium. La PCR se llevo a cabo por 40 s a 94 °C, 40 s a
52°Cy 1 mina 72 °C, por 35 ciclos. Los productos de PCR fueron visualizados en un
trans-iluminador (ULTRA-LUM) después de una electroforesis horizontal en gel de

agarosa al 1 % tefiido con bromuro de etidio (10 mg mL™).

Para el andlisis de la expresion de algunos genes relacionados con la fijacion de carbono y
la sintesis de glicerol (Tabla 2) se tomaron 1 X 10’ células, colectadas por centrifugacion a
4000 X g, para cada tratamiento (control y estrés) después de estimular su fotosintesis
durante 1 h a 62 pmol quanta m™ s, Las células se rompieron con reactivo TRI Reagent®
(SIGMA) y perlas de vidrio durante 3 min de agitacion a 4600 rpm en un agitador de perlas
(Bead Beater, BioSpec). Seguidamente, se extrajo el ARN de estos lisados segun las

recomendaciones del fabricante y modificaciones de Rosic y Hoegh-Guldberg (2010).

El ARN se resuspendio en 20 pL de agua libre de ARNasas y se determiné su

concentracion y pureza en un espectrofotémetro Nanodrop 2000 C (Thermo Scientific).

Los cebadores para los genes gpd y 6pg se construyeron de secuencias EST del
"Comparative transcriptome analysis of dinoflagellate symbionts from reef-building corals"
(en preparacion, Till Bayer et al., 2011), para rcb se utilizo la secuencia descrita para
Symbiodinium en el GeneBank con clave de acceso AF298221.1 y para gapdh se utilizaron

cebadores que amplifican especificamente la gapdh de cloroplasto (Takishita et al., 2003).
Los oligonucleotidos se escogieron de las regiones conservadas de aminoacidos de las

secuencias anteriormente nombradas en comparaciéon con sus homologos en distintos

organismos, mediante el programa BLAST COBALT (ver anexos). La extension de los
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oligonucledtidos fue de 21 nucleotidos, y el producto de PCR fue de alrededor de 500 pares
de bases (pb) (Tabla 2).

Para el andlisis de expresion se utiliz6 la técnica de RT-PCR semi-cuantitativo. Se obtuvo
el ADN complementario (cDNA) a partir del ARN aislado (1 pg) de simbiontes estresados
osméticamente y de simbiontes en condiciones control, utilizando oligonucleétidos de dT;s,
siguiendo las indicaciones del fabricante (PROMEGA, USA). Luego de obtener el cDNA,
se realizo la reaccion de PCR con 0.4 uM de oligonucleotidos especificos para cada gen

(Tabla 2). El nimero de ciclos fue establecido por la estandarizacién del producto de PCR

(Tabla 2).

Tabla 2. Condiciones para la RT-PCR en el analisis de expresién.

Gen Secuencia de oligonucledtidos Producto Condiciones de PCR
(5’-3) esperado (40 ciclos)

reb 5’: TTCTCCGCCAACATAAC(t/c)GC 466 pb 94 °C, 3 min; 62.8 °C 50s; 72°C 1
3’: AG(a/g)TTCTCGAAGAAGGC(c/t)GG min

gapdh* | DINPLAL. 5’ 752 pb 94°C,405s;50°C40s;72°C 1
ATHGCNATGAARGAYCCNGA min
DINPLA2. 3’:
ATYTCNGCRCADATYTCYTC

opg 5’: CACAATGCAGGCGAGTATGCG 474 pb 94 °C, 50;66 °C50s;72°C 1
3’ ACATTTGCGCATAAGAGGCAAT min

dhapr 5”: GTCCTCATGGGCGCCAAC 378 pb 94°C,405s;64°C40s;72°C 1
3’: GGCGGCAGGAATCGAAAA min

*gen control (“housekeeping gene”)

El producto de PCR se evalu6é mediante electroforesis horizontal de agarosa al 1.5 %y
tefiido con bromuro de etidio; se hizo una foto de los geles y se cuantificaron los pixeles de
cada banda mediante el programa ImageJ (http://imagej.nih.gov/ij). Todas las PCRs se

realizaron en un termociclador Perkin Elmer 2400.

4. Actividad enzimatica especifica de DHAP-reductasa

Para evaluar el efecto de la alta osmolaridad en la actividad especifica de DHAP-reductasa,
se incubaron 2 X 10" cel mL™" de Symbiodinium por una hora en condiciones control y en

1075 mOsM Kg’ (9 % PEG, 3350) en luz luego de salir del ciclo de oscuridad.
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Seguidamente se colectaron las células por centrifugacion, se resuspendieron en buffer
TrEd (10 mM de trietanolamina, 1 mM de EDTA, 1 mM DTT, pH 7.5) con inhibidores de
proteasas (SIGMA) y se rompieron con perlas de vidrio en un agitador de perlas (bead

beater) por 2 minutos a 4800 rpm.

El extracto crudo se colect6 en hielo y se centrifugd por 15 min a 8100 X g, se tom¢ el
sobrenadante (extracto de proteinas) y se dividid la muestra para determinar la
concentracion de proteinas y para realizar la medida de la actividad especifica de DHAP-
reductasa, a esta ultima muestra se agregé PEG, 3350 hasta una concentracion de 15 %.
La actividad especifica de DHAP-reductasa se midié mediante la absorbancia a 339 nm de
longitud de onda en un espectrofotometro DW-2 (SLM-AMINCO). Los ensayos se
prepararon en un volumen final de 2 mL a pH 7.5 con una concentracién final de 200 uM
de NADH y 500 uM de DHAP. La reaccién se inici6é agregando 100 pL de extracto crudo,
tomando mediciones al tiempo cero y después de 5 min para determinar la delta de

absorbancia.

La concentracion de proteinas se determind por el método de Bradford utilizando una curva
estandar de albimina segun las indicaciones del fabricante (SIGMA). Las mediciones de
absorbancia se realizaron a 595 nm de longitud de onda en un espectrofotometro (DW-2,

SLM-AMINCO).

Los calculos de la actividad especifica se realizaron segiin Bergmeyer y GraB3l (1983, ver
anexos) cuyas unidades son U g', donde U se define como un pumol de sustrato por minuto

y g son gramos de proteina.

5. Analisis estadistico.

A fin de corroborar la significancia de los resultados comparativos, se emplearon pruebas
estadisticas ANOVA de una via y prueba-T (Zar, 2010), utilizando el software
STATISTICA 8. Las graficas se realizaron con el software Sigmaplot y Microsoft Office

Excel.
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RESULTADOS

1. Produccion de glicerol en Symbiodinium

Se realiz6 la curva de crecimiento de cada una de las cepas de Symbiodinium (genotipos Al
y B17, Fig. 3), en ellas se observé que la fase de crecimiento exponencial comprende
aproximadamente los primeros 10 dias para el genotipo Al y del dia 4 al 15 para el
genotipo B17, mientras que la fase estacionaria fue alcanzada en el dia 20 por ambos
genotipos. Todos los experimentos de estrés osmotico fueron realizados al dia 15, ya que
las células no se encontraban limitadas por nutrientes (Rodriguez-Roman e Iglesias-Prieto,
2005) y estaban en una concentracion celular adecuada de la fase de crecimiento

exponencial.

7.0 1

Logqglc//r]

0 5 10 15 20 25 30
Tiempo (dias)

Figura 3. Curva de crecimiento de Symbiodinium. Se muestra la cinética de crecimiento del genotipo B17
(linea y punto negro) y el genotipo Al (linea y punto gris). Los conteos celulares se hicieron cada dos y cinco
dias respectivamente para cada cepa. N= 3. Se muestra la media +DE

Seguidamente se determind si la sintesis de glicerol en Symbiodinium se podia estimular al
incrementar la presion osmética exterior (Fig. 4A y 4B). Los resultados obtenidos
mostraron que la produccion de glicerol total en ambos genotipos (Al y B 17) era inducida

a razén del incremento de la presion osmotica exterior (Fig. 4A y 4B), sin que este efecto
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fuera exclusivo a un soluto en particular. Sin embargo, la produccion de glicerol en el

genotipo Al fue mayor que en el genotipo B 17 (Fig. 4A y 4B).

El efecto de todos los solutos sobre ambas cepas fue similar, a excepcion de la betaina que
solo indujo la produccion de glicerol a partir de 900 mOsM kg de presién osmotica,
observandose ademas, la disminucion de este efecto a 1050 mOsM kg™ (Fig. 4B). Por otro
lado, el polietilenglicol (PEG), el sorbitol y el manitol, fueron los solutos que indujeron
mayormente la produccién del glicerol (Fig. 4A y 4B), aunque este ultimo produjo un

efecto menor en el genotipo A1 en comparacion con los demas solutos (Fig. 4A y 4B).
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Figura 4. Produccion del glicerol en Symbiodinium bajo choque osmético. A) Genotipo Al; B) Genotipo
B17. Se incubaron 1X10° cel mL™ durante 1 h en diferentes presiones osméticas (852 mOsM kg™ control, 874
mOsM kg™, 903 mOsM kg, 951 mOsM kg y 1057 mOsM kg, empleando: medio de cultivo ASP-8A
(control), sorbitol, manitol, betaina y polietilenglicol (PEG, 3350). N=3. Se muestra la media +DE.

Aunado a los resultados anteriores, se determind que hasta el 100 % del glicerol producido
por Symbiodinium es liberado al medio extracelular (Tabla 3); ademas, se observo que la

produccion de glicerol en el genotipo B17 bajo un estrés osmoético inducido con 100 mM de
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sorbitol, manitol o betaina, puede ser sostenida durante 12 h en condiciones de luz (Tabla
4). Estos resultados son similares a los obtenidos por Muscatine (1967), Muscatine et al.,
1972 y Trench (1971a,b,c) quienes observaron una liberacion continua de glicerol hasta por

10 h al incubar simbiontes recién aislados en extracto crudo de tejido de hospedero.

Tabla 3. Porcentaje de glicerol extracelular producido en Symbiodinium.

Genotipo % de glicerol Extracelular

Control Alta osmolaridad*
Al 100 +£6.63 96 £6.01
B17 100 +£14.90 100 +£31.48

*9 % de PEG, 3350, ~1075 mOsM kg’l.Se muestra la media = DE

Tabla 4. Produccion del glicerol en el genotipo B17 bajo 12h de estrés hiper-osmoético. Las
células fueron incubadas por 12h en presencia de los solutos, sorbitol, manitol y betaina, a una
concentracion de 100 mM.

Control Sorbitol Manitol Betaina

Glicerol total después de
12h (ng mL" en 10°cel  0.93+045 4.65+0.19 322+136 129
mL™)

N = 2. Se muestra la media + DE. Resultados normalizados a 1X10° Cel mL™.

El efecto del Na' en la produccion de glicerol sélo fue medido en el genotipo B17 debido a
que el genotipo A1 no creci6 adecuadamente bajo estas condiciones de cultivo. La
concentracion de glicerol producida por el simbionte incubado en 100 mM de NaCl fue
similar a la concentracion medida en condiciones control (t=-1.265; df=4; p=0.275,
Fig.5A); mientras que los incubados en 9 % de PEG produjeron 2.6 veces mas glicerol que
el control (t =-9.803; df = 4; p = 0.0006, Fig. 4 y 5A). Ademas, el incremento de la
concentracion de NaCl (50 a 200 mM) en los cultivos, estimul6 negativamente la
produccion de glicerol en Symbiodinium (Fig. 5B), debido posiblemente al efecto negativo

que tiene sobre su fotosintesis (Seibt y Schlichter, 2001).
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Figura 5. Efecto del Na* en la produccién de glicerol en Symbiodinium. A) Symbiodinium crecidos en
medio ASP-8A modificado en las concentraciones de K' y Na' (140 mM y 152.5 mM, respectivamente).
Condiciones control (C), con 100 mM de NaCl y 9 % de polietilenglicol (PEG, 3350) por 1 h en condiciones
de luz. B) Symbiodinium cultivadas en medio ASP-8A 0 mM KCl y 50 mM NacCl (control), experimentos de

1 h en condiciones de luz. N=3. Se muestra la media £DE. Concentracidn celular A, 8.8X10° cel mL! yB,
2.3X10° cel mL™".

2. Fotosintesis en Symbiodinium

Una vez que se determin6 que el aumento de la presion osmotica induce la produccion de
glicerol en Symbiodinium, se estudié el efecto de este estrés sobre su fotosintesis (Fig. 6 y
7, Tabla 6). En los resultados obtenidos se observo que la alta osmolaridad no afecto

significativamente la tasa maxima de fotosintesis (Pyax) durante la primera hora de estrés

(Fig. 6A y 6C; Tabla 5).

Al igual que los resultados en la produccion de glicerol (Fig. 4A y 4B), se observaron
algunas diferencias significativas entre ambos genotipos en la evolucion de las reacciones
organicas de la fotosintesis. Al finalizar la hora de estrés, el genotipo Al fue mas eficiente
por célula, mientras que el genotipo B17 parece ser mas eficiente por clorofila a (Fig. 6A y
6C; Tabla 5). No obstante, el genotipo B 17 disminuye su eficiencia fotosintética

(parametro o) en condiciones de estrés sin afectar su Py (Fig. 6A y 6C; Tabla 5).
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Figura 6. Curva P-1 de Symbiodinium bajo 1 h de estrés (A y C,) y 1 semana de estrés (B y D). Arriba A
y B normalizada por célula (10° cel); abajo, C y D normalizada por miligramo de clorofila  (mg Chl ).
Osmolaridad de 1075 mOsM kg equivalente a 9 % PEG 3350. N=3. Se muestra la media + DE.

El efecto méas evidente del estrés osmotico sobre la fotosintesis se observo después de una

semana. Ambos genotipos disminuyeron significativamente su fotosintesis maxima (Ppx)

por célula con respecto a su control (6B; Tabla 5). Ademas, el genotipo Al también redujo

su P.x con respecto al obtenido al inicio del estrés (Fig. 6A y 6B; Tabla 5).
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Igualmente, el genotipo B17 disminuy6 su Py, por clorofila a (Chl @) con respecto a su

control (Fig. 6D; Tabla 5), ademas de incrementar 4 veces su respiracion (R) (Tabla 5).

Mientras que el genotipo Al en ambas condiciones experimentales, disminuy6 tnicamente

su P« por Chl a con respecto al obtenido después de 1 h de estrés (Fig. 6C y 6D; Tabla 5).

Tabla 5. Parametros fotosintéticos de Symbiodinium expuesto a alta osmolaridad. Fotosintesis
méxima (Pp,y) y respiracion (R). Valores expresados en pmol O, s™ cel” y umol O, s mg Chl a'.

Concentracién celular 3X10° cel mL™. N = 3. Se muestra la media + DE. Muestras de una semana
de cultivo incubadas una hora (1 h) y una semana (1S) bajo alta osmolaridad. Datos analizados por
ANOVA de 1-via.

Al estadistico B17 estadistico
CONTROL ESTRES a=0.05 CONTROL ESTRES a=0.05
Hmosl 02_ P,.. 5-40E-6 5.12E-6 0.937783 2.83E-6 2.41E-6 0.838496
s" 10°cel +£2.92E-7 + 1.07E-6 +4.56E-7 +£2 47E-7
1h R 1.59E-6 1.32E-6 0.793110 1.27E-6 7.94E-7 0.207280
+1.29B-7 +8.22E-8 +4.87B-7 +1.27B-7
o 7.67E-8 6.33E-8 0.344447 5.33E-8 2.33E-8 0.016227
+1.1547E-8  +5.77E9 +1.15E-8 +5.77E-9
P 1.52E-4 1.44E-4 0.978566 2.17E-4 1.85E-4 0.457405
wmol O, +8.23E-6 +3.02E-5 +3.5E-5 +1.9E-5
s mgChl | R 4. 47E-5 3.71E-5 0.983236 9.76647E-5 6.10E-5 0.176230
- +3.64E-6 +2.32E-6 +3.74E-5 +9.74E-6
o 2.00E-06 2.00E-06  1.000000 3.67E-6 2E-6 0.000659
£0 +0 +5.77E-7 +0
P 446E-6 2.56E-6 0.000250 3.35E-6 2.56E-6 0.013649
wmol O, +2.45E-7 +2.4E-7 + 1.69E-7 +2.64E-7
s 105cel 1.83E-6 1.4E-6 0.657404 3.72E-7 8.76E-7 0.534401
1S +7.36E-7 +4.79E-7 +£24719E-8  +1.087E-
7
o 5.33E-8 5.67E-8 0.245282 3.00E-8 3.00E-8 1.000000
+2.08E-8 +1.15E-8 +£0 +£0
P,.. 419E-5 3.66E-5 0.976562 3.64E-4 2.43E-4 0.000279
umol O, + 8.68E-6 +4.43E-6 +1.8E-5 +2.5E-5
s mg Chl | R 1.56E-5 2.E-5 0.869213 4.03E-5 8.34E-5 0.000515
- +6.29E-6 +6.8E-6 +2.68E-6 +1.0E-5
o 433E-7 8E-7 0.528490 3.00E-6 2.67E-6 0.598763
+2.08E-7 +1.7E-7 0 +5.77 E-7

La concentracion de clorofila a fue determinada en ambas cepas de Symbiodinium (Tabla

6). El genotipo Al increment6 la concentracion de Chl a después de una semana; la

concentracion de Chl @ medida en condiciones control fue el doble que en condiciones de

estrés (p<0.05, Tabla 6); esta disminucion en la concentracion de Chl a en estrés sugiere

que hubo a una foto-aclimatacion (Fig. 7B). Mientras que en el genotipo B17 no se
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encontraron cambios significativos entre las concentraciones de Chl a del control y el estrés

de una semana (p>0.05, Tabla 6).

Tabla 6. Concentracion de clorofila a en los tratamientos. N = 3. Datos analizados por ANOVA
de 1-via. 0=0.05. Se muestra la media + DE.

Al B17
CONTROL ESTRES CONTROL ESTRES

1 hora 248 +0.21 248 +0.21 1.000 | 0.91£0.62 0.91+0.62 1.000

1 semana 8.18+0.60 490+ 1.65 0.008 | 0.65+0.11 0.74+ 0.05 0.994
0.000 0.032 0.506 0.651

Los genotipos A1 y B17 en ambas condiciones experimentales presentaron cinéticas
similares de recuperacion en la eficiencia cuantica del PSII (®pgy). Al inicio del
experimento, @pgy; disminuyd dramaticamente al momento de encenderse la luz, y se
recuperd después de varios minutos hasta alcanzar su estabilizacion (Fig. 7). Sin embargo,
la recuperacion de la eficiencia cudantica efectiva (®pgy; en condiciones de luz) en ambas
cepas bajo estrés osmotico se redujo cerca de un 10 % con respecto a sus controles (Fig. 7A

y 7C).

Después de una semana en condiciones de estrés, ambos genotipos incrementaron su
eficiencia cuantica maxima (®pg; después de una aclimatacion en oscuridad) con respecto
al control (Fig.7B y 7D). El genotipo A1 presentd una mejor cinética de recuperacion de
®pgyy efectiva en condiciones de estrés (Fig.7B), contrariamente, a lo observado en el
genotipo B17 (Fig.7D). Sin embargo, la recuperacion final de ®@pgjy efectiva para ambas
cepas después de una semana de estrés fue similar a la observada en el estrés inicial (Fig.

7A, 7B, 7C y 7D).
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Figura 7. Eficiencia fotoquimica del PSII (®@pg;;) en Symbiodinium bajo estrés osmotico (1075 mOsM kg’
' PEG 9 %, linea puntuada) contra condiciones control (linea sélida) después de incubar una hora (A, Al y C,
B17) y una semana (B, Al y D, B17). N=3. Se muestra la media + DE.
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3. Expresion de genes relacionados con la sintesis de glicerol via ciclo de Calvin-

Benson en Symbiodinium

Mediante RT-PCR semi-cuantitativo se evaluo la expresion de los genes que codifican para
las enzimas, Rubisco (rch), gliceraldehido 3-fosfato dehidrogenasa (gapdh), glicerol 3-
fosfato dehidrogenasa (gpd) o dhap-reductasa y la 6-fosfogluconato dehidrogenasa (6pg)
después de estresar osmoéticamente (1075 mOsM kg™') a Symbiodinium durante 1 h (Fig. 8).

El analisis semi-cuantitativo de RT-PCR sugiere que los genes de rcb y dhapr se sobre-
expresan en condiciones de estrés osmotico (Fig. 8). En el genotipo Al en condiciones de
estrés, se observo que los genes rcb y dhapr se expresaron 1.6 y 2.0 veces mas con respecto
al gen control gapdh (Fig. 8A), mientras que 6pg mantiene su expresion relativa similar en
ambas condiciones (Fig. 8A y 8B). Por otro lado, el calculo de la actividad especifica de la
enzima DHAP-reductasa de este genotipo en condiciones de estrés, fue 2.4 veces mayor

que su control (Tabla 7).

Solo se muestran los resultados de los genes rcb y dhapr para el genotipo B17, ya que los
demas genes no amplificaron con las condiciones de PCR establecidas. En este genotipo
unicamente el gen dhapr incrementd su expresion en condiciones de estrés con respecto a

su control, siendo un resultado no concluyente debido a que no se amplific6 el gen control.

A

reb gapdh dhapr Bpg

gontre aEnas contred asrds oontral asras contred [Eas

X 1.8X X 11X X 22X X 11X

B

izl dhapr

control eses contrl it et
X 1.1X X 1.4X

Figura 8. Expresion de genes asociados con la fijacion de carbono y sintesis de glicerol en Symbiodinium
bajo choque osmético. RT-PCR de ARN extraido de cultivos expuestos a condiciones control y estrés
osmotico durante una hora para los genotipos Al (A) y B17 (B). Solo se muestran los resultados de los genes
rcb y dhapr para el genotipo B17. Geles de agarosa al 1.5 % fueron escaneados y se cuantifico la intensidad
relativa (X) de bandas con el programa Imagel.
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Tabla 7. Actividad catalitica especifica de DHAPR (Z./m,) de Symbiodinium. Las mediciones se
realizaron en extracto crudo del genotipo Al en condiciones de estrés hiper-osmotico y control
después de una hora en condiciones de luz. N=3.

Control Alta osmolaridad*

Z/m;  30745ug £123.5 7254ug +£354

*9 % de PEG, 3350.

4. Crecimiento en Symbiodinium.

Para determinar el efecto de alta osmolaridad en la tasa de crecimiento (p) de
Symbiodinium, se realizaron curvas de crecimiento de los genotipos A1 y B17 en

condiciones normales y bajo estrés osmotico durante 30 dias (Fig. 9).

La tasa méaxima de crecimiento en Symbiodinium disminuy6 fuertemente en condiciones de
alta osmolaridad. En el genotipo B17 se redujo 3 veces con respecto a su control, pasando
de una p=0.435 £ 041 a una p= 0.141 + 0.026; mientras que en el genotipo Al esta se
redujo a la mitad, pasando de una p=0.498 + 0.029 a una p= 0.236 + 0.043.

Ambos cultivos de Symbiodinium en condiciones control, llegaron a la fase estacionaria
después del dia 22 (Fig. 9A y 9B). Sin embargo, en condiciones de alta osmolaridad la
poblacioén del genotipo A1 decrece con el tiempo, aparentemente sin alcanzar la fase

estacionaria (Fig. 9A), contrario a lo observado en el genotipo B17 (Fig. 9B).

El genotipo B17 en condiciones de alta osmolaridad, triplico el tiempo de division celular
(6.84 dias™ + 1.3) con respecto a las condiciones control (2.26 dias + 0.62). Del mismo
modo, el genotipo A1 duplico este tiempo (2.98 dias™ + 0.54) en comparacién a su control

(1.39 = 0.078).

30



7.0 7.0

6.5 6.5

6.0

= >
9, L,
o o 55
(o] (@]
S g I
50 P
-
it
45 A
40
0 5 10 15 20 25 30 0 5 10 15 20 25 30
Tiempo (dias) Tiempo (dias)

Figura 9. Efecto del estrés osmético sobre el crecimiento de Symbiodinium. Genotipos Al (A) y B17 (B),
crecidos en medio ASP-8A en condiciones normales de presion osmotica (852 mOsM kg, linea solida) y de
estrés osmotico (1075 mOsM kg™, PEG 9 %, linea punteada). N = 3. Se muestra la media + DE.

Ambos genotipos en estrés osmotico, disminuyeron la produccion de glicerol a lo largo de
los dias de crecimiento (Fig. 10). La produccion de glicerol después del décimo dia en
condiciones de estrés se mantuvo estable y sostenida, mostrando posiblemente una
adaptacion osmotica (Fig. 10). Los porcentajes de fotosintesis invertidos en la produccion
de glicerol en el primer dia de estrés para ambos genotipos, sugieren que estan utilizando
reservas energéticas como almidon, las cuales eventualmente disminuyen y la fotosintesis

empieza a sostener tal produccion (Fig. 10).

Symbiodinium en pleno crecimiento redujo 3.6 veces su tasa maxima de crecimiento (p) al
ser expuesto a un choque osmotico de alta osmolaridad; p pasé de 0.274 £ 0.030 antes del
estrés a 0.076 £ 0.010 después del estrés. En estas condiciones de estrés, Symbiodinium
tarda 9 + 1.18 dias en dividirse en vez de 0.5 + 0.003 dias que tardaria en condiciones
control. Sin embargo esta reduccion no fue letal, ya que al parecer Symbiodinium se

mantiene en su Ultima division celular (Fig. 11).
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Figura 10. Efecto del estrés osmotico sobre la produccion de glicerol durante el crecimiento de
Symbiodinium. Genotipos Al (A) y B17 (B), crecidos en medio ASP-8A en condiciones normales de presion
osmotica (876 mOsM kg’, no detectable) y en estrés osmotico (~1075 mOsM kg'l, PEG 9 %, linea sobre
circulos negros). % P, porcentaje inferior de fotosintesis utilizada en la produccién de glicerol (X). % inferior
calculado con estequiometria 1 O,:1 Carbono fijado y % superior con estequiometria 1.66 O,:1C.
Normalizada a 1X10° cel mL". N = 3. Se muestra la media + DE.
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Las mediciones del didmetro celular promedio de ambas cepas de Symbiodinium después de
1 h del choque osmoético no cambiaron significativamente (Al, t=0.978; df = 100; p =
0.330; B17,t=0.350; df = 100; p =0.727, Fig. 12 A). Este cambio se volvio significativo
hasta la séptima semana bajo condiciones de estrés (t = 6.201; df = 58; p < 0.001, Fig. 12).
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Figura 11. Efecto del estrés osmético sobre el crecimiento de Symbiodinium (genotipo B17) antes de
haber alcanzado la fase estacionaria. Crecimiento en medio ASP-8A a condiciones normales de presion
osmotica (852 mOsM kg™) y después del dia 20 en condiciones de estrés osmético (1075 mOsM kg, PEG 9
%). N = 3. Se muestra la media = DE
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Figura 12. Cambio del tamafio celular de Symbiodinium (A) bajo1 h (N =31+ DE) y (B) 7 semanas (N
=45 + DE) de estrés osmético (1075 mOsM kg‘l, PEG 9 %). N = 3. Se muestra la media + DE
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DISCUSION

Symbiodinium puede encontrarse como un organismo de vida libre o establecer simbiosis
con algunos invertebrados marinos (Venn et al., 2008). Su crecimiento poblacional en vida
libre y en cultivo depende principalmente de la disposicion de nutrientes y de la luz. En
cultivo este dinoflagelado crece exponencialmente y sigue un tnico ciclo celular, con
condiciones de luz y oscuridad de 12 h:12 h, estando en fase G1/S en luz y en fase G2/M en
oscuridad (Fig. 4, Stambler, 2011), mientras que en simbiosis su tasa de duplicacioén
disminuye, similar a lo observado en condiciones de alta osmolaridad (Fig. 9, 11),
permaneciendo virtualmente en G1 (Stambler, 2011), efecto inducido por el hospedero

mediante una posible limitacion de nutrientes (Rees, 1991; Falkowski et al.,1993).

La tasa de crecimiento de Symbiodinium en condiciones in vitro disminuyd por efecto del
estrés osmotico (Fig. 9 y 11); ademas, este estrés produjo que Symbiodinium tardara 9 dias
para dar paso a una nueva generacion (Fig. 9) tal como sucede in hospite (Stambler, 2011).
Es tal el control de la division celular del simbionte, que solo se establece un dinoflagelado
por simbiosoma (Trench, 1993), lo cual permite que esta relacion simbiotica sea mutualista
en vez de parasita (Trench, 1987; Baghdasarian y Muscatine, 2000). Estos resultados
simulan el posible control de la division celular del dinoflagelado en simbiosis (Rees,
1991), el modulador en este caso, una limitacion por carbono, pues aparentemente todo el
carbono fijado y las reservas fueron empleados para producir glicerol (Fig. 10), el cual fue

exportado hacia el exterior celular (Tabla 3).

La produccion de glicerol fue estimulada por el aumento de la presién osmotica exterior,
ademas, esta produccion se mantuvo en el tiempo y durante el crecimiento del simbionte.
Estos resultados son similares a los encontrados por Muscatine (1967), Muscatine et a/
(1972) y Trench (1971 a,b,c), de tal modo que la produccion y transferencia de alimento

desde el simbionte al hospedero podria ser continua y sostenida.

A pesar de que la alta osmolaridad estimula la produccién de glicerol en Symbiodinium, se
observo que el Na' tuvo un efecto contrario (Fig. 5), lo que concuerda con los resultados de

Seibt y Schlichter (2001), quienes demostraron que el aumento del sodio afecta
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negativamente la fijacion de carbono en Symbiodinium. De igual manera Goiran y
colaboradores (1997) demostraron que el Na" se transporta activamente a través de la
membrana de Symbiodinium al cambiar el ambiente ionico (Na" y K") hasta establecer su
homeostasis. En este contexto, los resultados obtenidos llevan a suponer que en términos de
la produccion de glicerol, el efecto toxico del sodio resulta mas importante que su efecto

osmotico.

El glicerol es un osmolito que se emplea para regular cambios de osmolaridad en algas
como Chlorella autotrophica (Ahmad y Hellebust, 1984) y algas verdes del género
Dunaliella, en la cual se ha estudiado ampliamente su induccion en el proceso de osmo-
regulacion (Vegmann, 1971; Avron, 1986; Belmans y Laere, 1987 Chitlaru y Pick, 1991;
Liska et al., 2004). El glicerol también es empleado como osmolito en los flagelados
Chlamydomonas (Ahmad y Hellebust, 1986; Husic y Tolbert, 1986) y en algunos
alveolados patdgenos (filogenéticamente cercanos a los dinoflagelados). Estos alveolados
podrian estar utilizando el glicerol para resistir cambios de presion osmética en sus
diferentes estadios de infeccion (Promeneur et al., 2006), de manera similar a los resultados
obtenidos en Symbiodinium bajo condiciones de alta osmolaridad y a lo que podria estar

pasando en simbiosis.

Si no existiera regulacion de la presion osmotica, se esperaria que el volumen celular
cambiara por efecto del aumento de la presiéon osmotica exterior; sin embargo, el didmetro
de Symbiodinium no cambid después de 1 h en alta osmolaridad (Fig. 12A), debido a que el
simbionte pudo utilizar vacuolas para ayudar a mantener su turgencia celular (Franklin et
al., 2004), o simplemente la rigidez de su pared celular mantuvo su forma (Blank, 1987),
ocultando los cambios en el tamafio celular. Estos cambios, también dependen del tiempo
de exposicion al estrés y la severidad de este (Mayfield y Gates, 2007); por tal razon la
disminucion del diametro de Symbiodinium solo se aprecid después de 7 semanas bajo
estrés osmotico, a pesar de que el gradiente que se establecid experimentalmente fue de

1.26 veces mas que en condiciones control (Fig. 12).
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La fotosintesis en Symbiodinium es un proceso fundamental para mantener la simbiosis con
el cnidario, por lo tanto no debe ser afectada negativamente. Las curvas de fotosintesis-
irradiancia mostraron que la fotosintesis méxima, la respiracion y la eficiencia fotosintética
(o) en Symbiodinium permanecieron similares, tanto en condiciones de estrés como en
condiciones control a pesar del aumento en la produccion de glicerol. Estos resultados
fueron diferentes a los hallados en el alga halotolerante Dunaliella, cuya fotosintesis
maxima y respiraciéon aumentan junto con la produccion de glicerol bajo condiciones de
alta osmolaridad (Liska, 2004). Sin embargo, se ha observado que organismos osmo-
reguladores fotosintetizadores expuestos a ambientes hiper-osmoticos, disminuyen su
fijacion de carbono sin dejar de acumular glicerol (Husic y Tolbert, 1986; Ahmad y
Hellebust, 1984 y 1986). Por otro lado, Trench (1971c) demostré que Symbiodinium
incubado con homogenizado de cnidario puede fijar cerca de 10 veces mas carbono que en
agua de mar, mientras que los resultados de Grant et al. (2001, 2004, 2006) muestran que
en simbiontes recién aislados bajo el efecto del “factor hospedero”, la fijacion de carbono y
la produccion de glicerol permanecen igual e inclusive menores a las observadas en

condiciones control.

La reduccion de la eficiencia cuantica efectiva de PSII (® psp) en Symbiodinium por el
choque hiper-osmotico, posiblemente se deba a que el simbionte perciba este cambio de
osmolaridad como un aumento en la intensidad de luz, lo cual aparentemente sucede
cuando disminuye la reduccion de nitrato (Rodriguez-Roman e Iglesias-Prieto, 2005). La
energia no utilizada en la reduccion de nitrato (cerca de 1/3 de la fotosintesis maxima)
genera presion sobre el fotosistema 11, lo cual induce al simbionte a foto-aclimatarse
mediante el aumento de la expresion de Rubisco, para hacer mas eficiente la utilizacion de
la energia fotoquimica en la fijacion de carbono. Este cambio pudo ser remplazado por una
posible modificacion de la antena de PSII, como lo muestran los resultados del cambio en
la concentracion de Chl a y el aumento de la eficiencia cudntica después de una semana.
Ademas, la alta osmolaridad indujo el aumento en la expresion relativa y la actividad

especifica (2.4 veces mas que en condiciones control) de la enzima DHAPR.
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El aumento de la expresion génica relativa de Rubisco y DHAPR, y el incremento de la
actividad enzimatica especifica de esta tltima producto del estimulo de alta osmolaridad,
junto con el porcentaje de fotosintesis invertido en la produccion de glicerol (hasta el 100
% y el 94 % de la fotosintesis, en los genotipos Al y B17 respectivamente. Fig. 10),
sugieren que la fijacion de carbono se dirige hacia la sintesis de glicerol, simulando de esta

manera in vitro lo que podria estar sucediendo en simbiosis.

Las diferencias encontradas entre los dos genotipos de Symbiodinium bajo el tratamiento de
alta osmolaridad, tanto en la produccion de glicerol como en los procesos fisiologicos, fue
debido a la gran diversidad genotipica y fisiologica de este género de microalgas (Coffroth

y Santos 2005; Iglesias-Prieto y Trench, 1997a, 1997b; Iglesias-Prieto et al., 2004).

Los resultados de exposicion al estrés osmotico sugieren que posiblemente en simbiosis el
cnidario “engafia” al simbionte de esta manera, activando la via de sintesis y
“translocacion” de glicerol. Este estrés por alta osmolaridad puede ser provocado por tres
posibles vias. Primero, que sea un coctel de sustancias que el hospedero concentre en el
espacio virtual de la membrana del simbiosoma y la pared celular del simbionte. Este caso
seria muy poco probable, ya que representaria un gasto neto de energia controlar
continuamente este gradiente osmotico para mantener la méxima produccion de glicerol en

Symbiodinium.

La segunda via seria que este “estrés” proviniera de la misma osmolaridad interior de los
cnidarios (osmo-conformadores, 1000 mOsm) la cual podria ser 2.5 veces mayor a la
osmolaridad que pueda tener el dinoflagelado asumiendo que es osmo-regulador (400
mOsm, Yancey, 2005; Hagedorn et al., 2010, Yancey et al., 2010; Goiran et al., 1997)
generando de esta manera un gradiente de presion osmotica, al cual Symbiodinium deberia
reaccionar presumiblemente produciendo glicerol. Sin embargo, esta presion es similar a la
cual el simbionte se encuentra en vida libre en agua marina (1000 mOsm, Yancey, 2005);
por lo tanto se necesitaria una presion osmotica mayor para incrementar la sintesis de
glicerol, como lo indican los resultados. Si se diera alguna (o ambas) de las situaciones

anteriores en la simbiosis alga-cnidario, de existir dicho gradiente osmético, tendria que ser
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modificado constantemente, ya que de permanecer estable seria resuelto por el alga

sintetizando osmolitos diferentes al glicerol (Hagedorn et al., 2010, Yancey et al., 2010).

La tercera opcion es la més probable. En términos de una simbiosis mutualista, el cnidario
puede estar activando una via de transduccion de senales a través de receptores de presion
(Sayeed y Baenziger, 2009; Saito y Tatebayashi, 2004), induciendo al simbionte a producir
glicerol, el cual seria translocado hacia el animal posiblemente mediante acuagliceroporinas
(Pavlovic-Djuranovic et al., 2003; Promeneur et al., 2006) y de esta forma cubrir hasta el

95 % del requerimiento de energético basal del cnidario (Falkowski et al.,1993).

El mecanismo de induccion de produccion de glicerol en simbiosis por Symbiodinium
podria estar mediado por receptores regulados corriente abajo. Estos receptores podrian ser
del tipo de dos componentes (como los de la ruta HOG “high osmolarity glicerol”, Saito y
Tatebayashi, 2004), ya que la mayor produccion de glicerol se da en las primeras horas de
exposicion al estrés osmotico o al homogenizado de tejido de cnidario (Trench, 1971¢),
hasta alcanzar después de varios dias un estado estacionario de produccion (Fig. 10), o la
aparente osmo-adaptacion. Sin embargo, los resultados sugieren que de no alcanzar un
nuevo equilibrio osmético, Symbiodinium tendria que invertir toda la fotosintesis en la

produccion de glicerol.

Este mecanismo podria explicar el efecto del controvertido factor de liberacion (HRF)
caracterizado y estudiado hasta ahora (Battey y Patton, 1987; Gates et al., 1995; Cook y
Davy, 2001; Grant et al., 2003 y 2004; Goiran et al., 1997; Wang y Douglas, 1997; Seibt y
Schlichter, 2001), ya que se encontr6 que los mayores osmolitos en Symbiodinium y en
corales no corresponden a la mezcla de aminoacidos denominada “factor hospedero”

(Hagedorn et al., 2010, Yancey et al., 2010).

El mecanismo que podria estarse dando in hospite se resume en la Figura 13. El simbionte
se encuentra en el simbiosoma del huésped, donde el cnidario estimula los receptores de
presion del dinoflagelado en condiciones de luz, provocando que el simbionte sienta la

necesidad de protegerse de un estrés hidrico. Esta situacion genera un incremento en la
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presion del PSII, que se traduce como una mayor intensidad luminica posiblemente
disminuyendo la reduccion de nitrato, llevando al simbionte a foto-aclimatarse por la
induccidn de la sintesis de enzimas involucradas en la fijacion de carbono y la sintesis de
glicerol. Cuando los “sumideros” de energia fotoquimica se saturan, esta energia podria ser

disipada no foto-quimicamente (NPQ).

Ya dirigida la fijacion de carbono hacia la produccion de glicerol, este es translocado hacia
el cnidario (Trench, 1971a, b, ¢) donde es consumido, estimulando de esta manera en el
simbionte la necesidad de seguir produciendo glicerol (Fig.13). Esta redireccion del flujo de
carbono junto con otras posibles vias hacia la sintesis de glicerol y una disminucion en la
fijacion de nitrato, hacen que el simbionte disminuya su tasa de duplicacion, debido
probablemente a la falta de energia quimica, a la acumulacion excesiva de NADH (Ansell
et al., 1997) y a la disminucidn en la sintesis de proteinas y de lipidos (Berg et al. 2008).
Sin embargo, Grant et al., (1997 y 1998) demostraron que no se reduce la concentracion de
triglicéridos en las algas expuestas a homogeneizado de coral, sino que aparentemente se
detiene su sintesis, al menos durante las 4 horas de observacion posteriores a la exposicion
de las algas al homogeneizado. De este modo se podria sugerir que la poblacion de

Symbiodinium en el hospedero esta limitada por carbono.

En esta investigacion se demuestra por primara vez que la produccion del glicerol en
Symbiodinium se puede estimular mediante el aumento de la presion osmética exterior,
producto de la activacion de un mecanismo rapido para contrarrestar la pérdida de agua
intracelular y alternativamente podria estar funcionando un mecanismo molecular que
induce a posibles osmosensores (Saito y Tatebayashi, 2004). En términos de la relacion
simbiotica Symbiodinium-cnidarios, esta respuesta presenta una ventaja evolutiva que el
hospedero aprovecha para obtener alimento y controlar las poblaciones del simbionte sin
afectar su desempefio fotosintético, dando como resultado una relacion simbidtica
mutualista (Trench, 1987; Stambler, 2011). Por lo tanto, se propone como hipotesis que en
simbiosis el flujo de carbono es desviado hacia la sintesis de glicerol, lo cual lleva a reducir

la division celular del simbionte.
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Figura 13. Hipotesis del posible mecanismo de induccion de la produccion de glicerol en Symbiodinium.
El cnidario engafia a Symbiodinium con un supuesto cambio de presion osmotica (hiper-osmoético)
estimulando (IP, inductores de presion) receptores de presion (RP) en la membrana celular (MC) del
simbionte. Esto activa una cascada de sefializacion que a su vez el simbionte traduce como un incremento de
luz, induciendo la sintesis de enzimas para la utilizacion de esta energia luminica en la fijacion de carbono y
la sintesis de glicerol, a fin de incrementar la presion osmotica interna. La sintesis de glicerol es constante
(aumenta por la degradacion de almidon (A), via pentosas fosfatos (PF) y piruvato (PV) ya que es translocado
hacia el cnidario. El desvio del carbono fijado hacia glicerol podria estar compitiendo con la sintesis de
triglicéridos (TG). Chl, cloroplasto; M, mitocondria; N, ntcleo; P, pirenoides; PC, pared celular; SP, sintesis
de proteinas; NPQ, non-photochemical quenching; ME, membrana del simbiosoma; EE, espacio del
simbiosoma; FC, fijacion de carbono (incluye regulacion por tiorredoxina); 6PG, 6-fosfogluconato; Rib 5-P;
ribulosa 5-fosfato; GAPDH, gliceraldehido 3-fosfato dehidrogenasa; G3P, gliceraldehido 3-fosfato; DHAP,
dihidroxiacetona fosfato; GPD, glicerol 3-fosfato deshidrogenasa; Gly 3-P, glicerol 3-fosfato. Mayores
detalles en el texto.
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De igual modo, se propone la DAPHR como un posible marcador molecular para estudiar
la activacion de la produccion de glicerol en la simbiosis alga-cnidario, ya que medir el
glicerol en el holobionte ha sido complicado. Ademads, en investigaciones futuras se podria
estudiar el posible mecanismo de “alta osmolaridad” que induce la sintesis de glicerol en
Symbiodinium en simbiosis, la caracterizacion del posible receptor y/o via de transduccion
de sefiales que desencadena esta respuesta, asi como los posibles transportadores de glicerol
en el simbionte y el cnidario, lo cual permitira explicar parte de la dependencia metabolica

que hace posible la existencia de esta relacion simbiodtica.
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CONCLUSIONES

>

Y

La produccion de glicerol en Symbiodinium puede ser estimulada por el aumento de
la osmolaridad exterior, siendo un proceso sostenido en el tiempo.

La alta osmolaridad reduce el crecimiento poblacional del simbionte.

El Na' afecta negativamente la produccion de glicerol en Symbiodinium.

La osmolaridad elevada no afecta la fotosintesis en Symbiodinium sino hasta
después de una semana en estrés.

El estrés osmotico es percibido como un aumento de luz por Symbiodinium,
generando presion sobre el PSII, provocando una aparentemente foto-adaptacion al
incrementar la expresion de Rubisco.

El choque osmotico incrementa la expresion y la actividad especifica de DHAP-
reductasa de Symbiodinium.

El glicerol producido en Symbiodinium puede ser medido en el medio extracelular.
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ANEXOS

I. Composicion del medio ASP-8A (Blank, 1987).

Solo se muestran las concentraciones de las sales, las cuales son las que mayor afectan a la presion
osmotica.

0.43 M Nac(l, 3.87 mM KCl, 36.6 mM MgSO,*7H,0, 7.48 mM CaCl,*2H,0, 0.5 mM NaNQOs, 0.07
mM KH,PO,, 0.15 mM acido nitrilo-acético, 8.25 mM Tris pH 9.0. Mezcla de metales; y vitaminas:
p-aminobenzoato sodico, Biotina (d-) (vitamina H), B12 (cianocobalamina), Colina di-citrato, acido
folico calcico, Inositol (mio-), acido nicotinico, orotato mono sodico, D- pantoténico, piridoxuna,
putrescina, riboflavina (B2), tiamina (B1).

II.  Analisis de secuencias génicas y definicion de cebadores.

a. dihidroxiacetona fosfato reductasa (dhapr)

Secuencias para el cebador 5° 5-GTC CTC ATG GGC GCC AAC -3

kb8 rep_c2613 ...cvviiiiiiiiiiia LRKLLGHE-VVLMGANVANEVAAGEF
GPDH1_Dunaliella viridis .................... SRI LG ID-CSVLMGAN IAAD IGRE EL
GPDH2_Dunaliella viridis .................... TRVLG ID-CSVLMGAN|IAGD IARE EL
Alexandrium catenella ACCO7............... RSCLGHN-VSVLMGAN IAKEVALGQF
Lingulodinium polyedrum ...................... KLLGHN-VSVLMGANVANEVAQGQF
Xenopus (Silurana) tropicalis ............... REKMDID-VSVLMGAN IANEVAAEKF
Secuencias para el cebador 3’ 5-TTT TCG ATT CCT GCC GCC -3’

kb8 rep_c2613 ...civiiiiiiiiiiian, GVADLITTCFG—GRNRKCAEAFVKAKG
GPDH1_Dunaliella viridis ..................... GVADVIASSYG--GRNRRVSEAWCKRRM
GPDH2_Dunaliella viridis .................... GVADLIASSYG—GRNRKVAEEWARRRN

Alexandrium catenella ACCO7 ..............
Lingulodinium polyedrum ......................
Xenopus (Silurana) tropicalis ............... GVADLITTCYG—GRNR KVSEAFVK S- -

b. 6-fosfogluconato deshidrogenasa (6pg).

Secuencias para el cebador 5’ 5’- CAC AAT GCA GGC GAG TAT GCG-3
Kb8 C7643 ... GGAGSCVKMFHNAGEYAVLQIWGEVHE
Kb8_C27469.......cvvvieiiiiiiiiiiiiiieeeeeee,

Z00X2_CA7370.. e,
Microcoleus chthonoplastes PCC 7420 ..GGAGSCVKMYHNAGEYAILQVWGEAYN
Prochlorococcus marinus str. MIT 9202 ..GGSGHFVKTV HNGIEYGIEQ | L AEAYD
Leishmania lainsoni .........cccccoevieveernenne GGAGSCVKMYHNAGEYAILQVWGEAYN
Leishmania major ............ccccocovveinvnraecns GGAGSCVKMYHNAGEYAVLQIWGEAYS
Trypanosoma cruzi strain CL Brener .....GGAGSCVKMYHNAGEYAVLQVWGEAFD
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Secuencias para el cebador 3’ 5- ACATTT GCG CAT AAG AGG CAAT-3

Kb8_C7643 ... DLFWAAAFAIIASYAQMFQCLRKMDEV
Kb8_C27469 .......eoeeiie e DLFWAAAFAI|IASYAQMFQCLRKMDEV
Z00X2_CA7370 ..o DLFWAAAFA|IASYAQMFQCFEE - - - K

Microcoleus chthonoplastes PCC 7420...QLYHAVSLSIIASYAQMFQCLRELDKV
Prochlorococcus marinus str. MIT 9202...PLFDAVVLATIASYAQGMDILREASAV
Leishmania 1ainsoni ............ccccccovevvenenne. QLYHAVSLSIIASYAQMFQCLRELDKV
Leishmania major ............ccccocevvvinvnnancns KLYHAVSLCIIASYAQMFQCLRELDKV
Trypanosoma cruzi strain CL Brener....... QLYHAVSI AIIACYAQMFQCLRALDKV

III.  Actividad catalitica especifica (Z,/m) (Bergmeyer, 1983)

ZC/ __ AAXVxX1000 _  AAX1000
msg EXAXVXAtXp EXAXAtXPXp

A=absorbancia

V= volumen de ensayo en L.

&= coeficiente de absorcion, en L mmol mm’

d=longitud del paso de la luz, mm.

v=volumen de muestra.

¢= fraccion del volumen de la muestra en el ensayo, v/ V.
= tiempo en segundos.

p= concentracion, g L™
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