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I. RESUMEN

Symbiodinium es un género de dinoflagelados simbidticos que establece una
endosimbiosis mutualista con invertebrados marinos como los corales constructores de
arrecifes. Debido a su habilidad fotosintética, estos dinoflagelados son sensibles a las
condiciones cambiantes de luz de su entorno. Previamente se identifico que en
Symbiodinium la luz modula el nivel de fosforilacién en residuos de treonina de una
proteina con peso molecular de ~75 kDa. Aqui demostramos a través de secuenciacion
parcial de aminodcidos que la identidad de esta proteina de Symbiodinium microadriaticum
es la de un homologo de las proteinas BiP (Binding Protein, por sus siglas en inglés), que
pertenecen a la familia HSP70 de reticulo endoplasmico; por ello, la denominamos
SmicHSP75. Nos planteamos determinar si el nivel de fosforilacion de esta proteina es
dependiente de las propiedades de la luz con la que se provoca el estimulo. Por ello, se
realizd un analisis del perfil de fosforilacion de SmicHSP75 y se encontré que la minima
intensidad de 1 pmol foton/cm?s, y todos los tipos de espectros de luz ensayados afectaron
su nivel de fosforilacion. Adicionalmente, se desarrollaron anticuerpos policlonales contra
una region C-terminal de la proteina enddgena, que nos permitieron demostrar que
SmicHSP75 presenta al menos cuatro isoformas fosforiladas en treonina. Por otro lado, se
observo que la modificacion de SmicHSP75 por fosforilacidon se suprimié en condiciones
que requieren la actividad de esta chaperona, tales como el estimulo de luz o con un
tratamiento de temperatura. Por el contrario, un alto nivel de fosforilacién se observo en
condiciones de oscuridad, y un nivel similar observado con inhibidores de la sintesis de
proteinas inclusive bajo condiciones de luz, sugirieron un vinculo entre esta, y su estado
inactivo. Por lo tanto, nuestros datos permiten proponer un modelo en el cual SmicHSP75
existe en dos formas diferentes que se pueden interconvertir a una proteina inactiva
fosforilada y una forma desfosforilada activa, las cuales estarian relacionadas con algin

mecanismo de la sintesis de proteinas.



II. ABSTRACT

Symbiodinium is a genus of symbiotic dinoflagellates that establishes a mutualistic
endosymbiosis with marine invertebrates including the reef-building corals. Due to their
photosynthetic ability, these dinoflagellates are sensitive to the changing light conditions of
their enviroment. It was previously identified that, in Symbiodinium, light modulates the
level of phosphorylation in threonine residues of a protein with a molecular weight of ~ 75
kDa. Here, we demonstrate through partial amino acid sequencing, that the identity of this
protein from Symbiodinium microadriaticum 1s that of a BiP (Binding Protein) homolog,
which belongs to the HSP70 family of endoplasmic reticulum; thus, we designated this
protein as SmicHSP75. We set out to determine if the level of phosphorylation of this
protein is dependent on the properties of the light with which the stimulus is caused.
Analysis of the SmicHSP75 phosphorylation profile was performed and it was found that
the minimum intensity of 1 pmol photon/cm?s, and all types of tested light spectra affected
its phosphorylation level. Additionally, polyclonal antibodies were developed against a C-
terminal region of the endogenous protein, which allowed us to demonstrate that
SmicHSP75 consists of at least four threonine-phophorylated isoforms. On the other hand,
it was observed that the modification of SmicHSP75 by phosphorylation was suppressed
under conditions that require the activity of this chaperone, such as light stimulation or with
temperature treatment. Conversely, a high level of phosphorylation was observed under
dark conditions, and also in the presence of protein synthesis inhibitors despite being under
light conditions. These data suggested a link between high phosphorylation levels and its
inactive state. Therefore, our data allows to propose a model in which SmicHSP75 exists in
two different forms that can be interconverted between an inactive phosphorylated protein
and an active dephosphorylated one, both of wich probably involved in protein synthesis

events.



III. INTRODUCCION

Symbiodinium es un género de dinoflagelados simbiodticos cuya importancia ecologica
destacable es la de establecer una endosimbiosis mutualista con invertebrados marinos del
filo Cnidaria (Trench 1979; Pawlowski et al. 2001); en particular con los corales que
construyen arrecifes. Los arrecifes de coral son ecosistemas que proveen el soporte a una
amplia variedad de formas de vida en su medio ambiente al crear un importante sustrato
para el asentamiento y como nicho de otros organismos. En esta asociacion mutualista,
Symbiodinium aporta mediante sus productos de la fotosintesis alrededor de un 95% de la
energia que requiere el huésped para llevar a cabo sus procesos metabdlicos, crecimiento y
desarrollo en su hébitat; por otro lado, el dinoflagelado se beneficia del acceso a nutrientes
que, en las aguas de mar oligotroficas en las que habita, se encuentran en baja
concentracion. En esta compleja relacion, es evidente que los dinoflagelados simbioticos
son fundamentales para el sostén de las abundantes formas de vida en los arrecifes.

La estabilidad de la asociacion coral-alga es susceptible a cambios en las
caracteristicas fisicas y quimicas del medio ambiente, las cuales pueden conducir a la
degradacion de la simbiosis con la subsecuente ruptura de la asociacion (Hoegh-Guldberg
1999; Hoegh-Guldberg et al. 2007; Lesser 2007). El aumento de la temperatura superficial
del mar debido al cambio climatico provoca la ruptura de la simbiosis Symbiodinium-coral,
lo que resulta en la pérdida de dichas células de Symbiodinium del hospedero (proceso
conocido como el blanqueamiento de los corales). Esto tiene como consecuencia, la
disminucion dréstica de la salud y la cobertura de los corales en todo el mundo, asi como
también una perdida considerable en el nacimiento de nuevas larvas (Hoegh-Guldberg
1999; Hoegh-Guldberg et al. 2007; Hughes et al. 2019). Los modelos de impacto del
cambio climéatico predicen que muchos arrecifes de coral sufriran dafios irreversibles en
cuestion de décadas (Carpenter et al. 2008; Pandolfi et al. 2011; Heron et al. 2017). Si bien
aun no se ha descubierto el papel mecanistico exacto que desempefia Symbiodinium en el
blanqueamiento de coral, sin embargo, el aumento de la produccion de ROS, como el
superoxido y el peroxido de hidrogeno, por las células de Symbiodinium en respuesta al

estrés por calor se considera un factor clave (Suggett et al. 2008; McGinty et al. 2012).



En un trabajo previo se encontr6 en Symbiodinium una proteina con peso molecular
de ~75 kDa cuyo nivel de fosforilacion en residuos de treonina es modulado en funcién de
estimulos de luz (Castillo-Medina 2013). En dicho trabajo se le identific6 como una
proteina homologa a una HSP90. Sin embargo, mediante analisis mas profundos
determinamos que en S. microadriaticum, la identidad inequivoca es la de un homodlogo de
las proteinas BiP (Binding Protein, por sus siglas en inglés), que pertenecen a la familia
HSP70 de reticulo endoplasmico. Debido a que la proteina que identificamos se obtuvo a
partir de extractos de S. microadriaticum y que ésta pertenece a la superfamilia HSP,
decidimos nombrarla aqui como SmicHSP75.

Las proteinas de choque térmico o HSP, juegan un papel relevante en la respuesta de
las células a una amplia variedad de condiciones ambientales y son importantes para la
recuperacion y supervivencia de los organismos (Lindquist 1986). Las HSP representan una
clase de chaperonas moleculares que son bien conocidas por sus respuestas rapidas al estrés
ambiental (Sgrensen et al. 2003). Por ejemplo, ante condiciones de estrés, la sintesis de
proteinas es afectada dando lugar a proteinas mal plegadas o con una conformacion
inadecuada, teniendo como consecuencia la formacién de agregados proteicos no
funcionales que comprometen la viabilidad de la célula. Ademas, estas proteinas juegan
papeles importantes en otros procesos celulares distintos de la proteccion contra el estrés,
tales como en la diferenciacion celular y la morfogénesis (Gunter y Degnan 2007), y en la
apoptosis y sefializacion celular (Arya et al. 2007; Beissinger y Buchner 1998; Liy
Srivastava 2004). En general, las HSP actian como un sistema buffer de las variaciones
ambientales y son por lo tanto importantes para mantener la homeostasis en los organismos.
Dentro de la familia de las HSP de peso molecular mayor se encuentran principalmente
HSP de pesos moleculares de 70 y 90 kDa llamadas por ello HSP70 y HSP90,
respectivamente. A pesar de la abundante informacion sobre la respuesta de induccion de
las HSP70 ante eventos de estrés, pocos reportes existen sobre fosforilacion como
mecanismo de su regulacion y menos aun, alguna informacion relacionada y reportada para
¢ésta proteina en Symbiodinium.

La fosforilacion de HSP70 puede regular procesos celulares importantes como la
apoptosis, la degradacion de proteinas, y la progresion del ciclo celular, entre otros (Nitika

y Truman 2017). En Symbiodinium, el ciclo celular es modulado por fotoperiodos de luz-



oscuridad mas que por un ciclo circadiano endégeno (Wang et al. 2008). En €l se requiere
de la senal de luz entrante para crecimiento y sintesis de DNA; por otro lado, la entrada a
fase oscura es necesaria para la division celular que generalmente se completa al amanecer
o al comienzo del fotoperiodo de luz (Fitt 2000).

Debido a su naturaleza fotosintética, Symbiodinium debe contar con mecanismos
sensores finos para responder a las condiciones cambiantes de luz de su entorno. Més aun,
cuando este recurso generalmente le llega de manera limitada debido a las profundidades
variables a las que dichos hospederos viven en el arrecife, el angulo con relacion al sol, la
morfologia del esqueleto y la densidad de simbiontes que pueden generar efecto de sombra
a células mas internas. Los ciclos de fosforilacion/desfosforilacion de la proteina
SmicHSP75 constituyen un mecanismo para modular cambios externos como la luz y
temperatura. En este trabajo se realizé un analisis del perfil de fosforilacion de SmicHSP75
y se determinaron las intensidades y tipos de luz que afectan su desfosforilacion.
Finalmente, en funcion de los datos obtenidos se sugieren las posibles vias de sefializacion

en las que puede estar involucrada.



IV. ANTECEDENTES

A. Generalidades de los dinoflagelados fotosintéticos del género
Symbiodinium

Los dinoflagelados del género Symbiodinium establecen una relacion endosimbidtica
mutualista con muchos invertebrados de arrecifes, en particular los corales pétreos, que son
fundamentales para la existencia de ecosistemas de arrecifes de coral tropicales y
subtropicales en todo el mundo. Debido al cambio global causado por efectos
antropogénicos, estas comunidades marinas han sufrido una degradacion considerable y, de
continuar esta tendencia, se proyecta su colapso inminente. Sin embargo, queda claro a
partir del registro fosil que algunos corales formadores de arrecifes, y por lo tanto sus
simbiosis obligatorias, han sido resistentes a los cambios mas importantes en el clima
(Kiessling 2009). Las identidades especificas del Symbiodinium residente influyen en la
susceptibilidad de sus hospederos a las temperaturas ocednicas frias y calientes, lo que
contribuye a las grandes disparidades en la tolerancia térmica entre las colonias
individuales y las especies hospederas (LaJeunesse et al. 2010). Debido a que los
dinoflagelados simbidticos son virtualmente idénticos en su morfologia, la clasificacion
taxondmica a un nivel de especie ha sido muy cambiante. Antes de los recientes avances en
la tecnologia molecular, todas las microalgas simbioticas de corales eran erroneamente
incluidos en una sola especie, Symbiodinium microadriaticum, independientemente de la
especie del hospedero. Después, reconstrucciones filogenéticas revelaron que el género
Symbiodinium estd compuesto de muchos linajes divergentes evolutivamente (Rowan y
Powers 1992) referidas como clados, a los que arbitrariamente se les clasificaba con letras
(Rowan y Knowlton 1995); de este modo, en su momento se asignaron nueve clados del A
al I. A su vez, cada clado contiene “sub-clados”, “tipos”, “cepas”, que complican la
clasificacion taxondmica, y que en la literatura algunas veces eran designados como
equivalentes a especies (LaJeunesse et al. 2012). Recientemente, LalJeunesse y
colaboradores (2018), desarrollaron una re-clasificacion sistematica para el grupo de
Symbiodinium, en la cual proponen a los clados como equivalentes a géneros dentro de la
familia Symbiodiniaceae, y proporcionaron descripciones formales de siete: Symbiodinium

sensu stricto (clado A), Breviolum (clado B), Cladocopium (clado C), Durusdinium (clado



D), Effrenium (clado E), Fugacium (clado F), y Gerakladium (clado G). El presente trabajo
de investigacion se desarrolld en la primera especie formal descrita, Symbiodinium
microadriaticum (filotipo A1), que en la reciente clasificacion pertenece al género
Symbiodinium propiamente. Para efectos practicos de esta tesis se seguirda manejando el
género Symbiodinium en general para todas las especies.

Symbiodinium vive dentro de las células de al menos cinco fila que incluyen Cnidaria
(corales, medusas y anémonas), Mollusca (caracoles), Platyhelmintes (gusanos planos),
Porifera (esponjas), y Foraminifera (foraminiferos) (Pawlowski et al. 2003). En la mayoria
de los casos, Symbiodinium esta localizado en unas vacuolas especializadas (denominadas
simbiosomas) dentro de las células endodérmicas de la cavidad gastrovascular y tentaculos
del huésped. La endosimbiosis cnidario-Symbiodinium es una simbiosis tipo mutualista que
se centra en un intercambio de nutrientes. Por un lado, los simbiontes dinoflagelados
translocan el 95% de su carbono fijado fotosintéticamente al huésped (Falkowski et al.,
1984), principalmente como glicerol (Muscatine 1967), pero también en forma de péptidos,
aminoacidos, azlcares y carbohidratos complejos (Hoegh-Guldberg et al. 2004). Por otro
lado, el simbionte recibe nutrientes inorganicos de desechos metabodlicos del hospedero que
incluyen amonio y fosfatos.

Muchos dinoflagelados, como es el caso de Symbiodinium, pueden existir tanto en un
estado mévil como en uno vegetativo, también conocido como cocoide, en su ciclo de vida
(Fig. 1; Freundenthal 1962; Schoenberg y Trench 1980). La forma cocoide posee un
diametro de entre 5 y 15 pm, y contiene compartimentos citosolicos caracteristicos de las
células eucariotas. Ademas, también contiene otros organelos que incluyen: cloroplastos
irregulares periféricos en forma de disco que contienen membranas tilacoidales paralelas
multilobuladas, productos de asimilacion, granulos de almidon, y una o dos vacuolas
(Freudenthal 1962). Esta forma cocoide es haploide y ademas es la forma dominante en el
estado endosimbiodtico con los invertebrados (Mitsuru et al. 2000) y pudiera estar bajo el
control del huésped. En dicho estadio endosimbidtico, la division celular de Symbiodinium
parece estar controlada por el hospedero a través de sefiales quimicas, secuestrandolo en su
forma cocoide (Koike et al. 2004), y manteniendo asi una densidad poblacional segun sus

necesidades.



La forma cocoide de Symbiodinium puede seguir una de varias rutas dentro de su
ciclo de vida. Una es la reproduccion asexual, en la cual se producen dos o tres células hijas
en cultivo. Alternativamente, Symbiodinium en forma cocoide también puede formar
zoosporas moviles con la adicion de platos tecales y un par de flagelos, uno longitudinal y
otro transverso. Esta zoospora movil es activa bajo iluminacion y la movilidad esta
regulada en un ciclo circadiano entre periodos de luz y oscuridad (Yacobovitch et al. 2003).
El desarrollo de gametos se ha propuesto, pero no se ha demostrado la reproduccion sexual
ni se ha identificado la formacion de tales gametos (Freudenthal 1962; Trench 1997). Sin
embargo, la evidencia molecular indica que los dinoflagelados del género Symbiodinium, al
menos en su forma cocoide, son haploides (Santos et al. 2003). Los cromosomas de los
dinoflagelados carecen de histonas y permanecen condensados a lo largo de su ciclo celular

(Roy y Morse 2013).

Figura 1. Morfologia y esquema del ciclo de vida de Symbiodinium. A, quiste vegetativo, B, division



B. Caracteristicas distintivas del aparato fotosintético de los dinoflagelados
del género Symbiodinium

Los dinoflagelados fotosintéticos presentan ciertas caracteristicas en comun en su
aparato fotosintético (Steidinger 1983). Los principales pigmentos que contiene dicho
aparato son la clorofila a y ¢2 (Chl a y Chl ¢2, respectivamente), el carotenoide f-caroteno,
y un grupo de xantofilas que parecen ser unicas en los dinoflagelados, tipicamente la
peridinina, dinoxantina, y diadinoxantina. Es por estas ultimas que los dinoflagelados lucen
un color café-ocre.

Algunas de las principales funciones de los pigmentos fotosintéticos son la captura de
fotones, transferir la energia de excitacion a los centros de reaccion donde la fotoquimica
primaria toma lugar, y en otros casos proveer fotoproteccion. Los pigmentos colectores de
luz en los dinoflagelados son la Chl a, Chl ¢2 y la peridinina que optimizan la funcion de
fotosintesis. El carotenoide peridinina es capaz de transferir la energia de excitacion a Chl a
con una eficiencia de casi el 100% (Govindjee et al. 1979). Los pigmentos
fotosintéticamente funcionales estdn unidos no covalentemente a proteinas especificas
formando los complejos Chl-proteina. La principal funcion de la parte proteica es orientar y
espaciar los receptores colectores de luz y asi asegurar que la energia de excitacion sea
transferida eficientemente a los centros de reaccion. Los complejos Chl-proteina estan
divididos funcionalmente en: a) el complejo captador de luz o antena, el cual es el
responsable de la captura de fotones y la transferencia de energia de excitacion, y b) los
centros de reaccion donde la fotoquimica primaria se lleva a cabo.

Las antenas colectoras de luz se pueden clasificar en tres grupos en funcion de los
pigmentos asociados a las proteinas que los contienen: a) el grupo asociado a clorofilas a/b;
b) el de las clorofilas a/c; y c) el grupo unido a clorofila a/ficobilinas (Green y Durnford
1996). El grupo asociado a clorofila a/c se puede subdividir a su vez en los complejos
fucoxantina-clorofilas a/c, y peridinina-clorofila a/c, de los cuales, éste ultimo se encuentra
en los dinoflagelados (PCP; Maruyama et al. 2015). Particularmente, el dinoflagelado del
género Symbiodinium presenta dos tipos de antenas, el complejo hidrosoluble PCP y un
sistema transmembranal conocido como acpPC (Chl a-Chl ¢2-peridinina Protein Complex;
Iglesias-Prieto et al. 1991). La PCP fue uno de los primeros complejos colectores de luz en

ser aislado y es uno de los mejor caracterizados, que incluye una estructura detallada



basada en su cristalografia por rayos X (Hofmann et al. 1996). La PCP nativa posee una
masa molecular aparente de entre 35 a 39 kDa. Anadlisis de la apoproteina indican que
puede estar presente tanto como homodimeros de 31 y 35 kDa, o como mondmeros de 15.5
kDa (Iglesias-Prieto et al. 1991). La estructura cuaternaria de PCP de algunas especies de
Symbiodinium contienen solamente la forma monomérica o dimérica, mientras que en otros
estan presentes en ambas formas (Iglesias-Prieto et al. 1991). Un andlisis de los cromo6foros
de PCP indic6 que la Chl-peridinina guardan una relacion estequiométrica de entre 2:8 a
2:12 (Iglesias-Prieto 1996). Por otro lado, la gran mayoria de los pigmentos fotosintéticos
accesorios de los dinoflagelados se encuentran presentes en el complejo acpPC, lo cual
sugiere que es el principal colector de luz (Iglesias-Prieto et al. 1993). Este complejo tiene
una relacion molar Chl a:Chl ¢2:peridinina de 7:4:12, y ademas contiene a la mayoria de las
xantofilas involucradas en fotoproteccion. El contenido de estas xantofilas es variable
dependiendo de las condiciones de la luz (Iglesias-Prieto y Trench 1997).

Los sitios donde se llevan a cabo las reacciones fotoquimicas en los fotosistemas I
(PSI) y IT (PSII), atin no estan bien caracterizados para Symbiodinium. Por un lado, el
complejo del PSI tiene una composicion de apoproteinas Unica, diferente a las encontradas
en plantas y cianobacterias; la mayoria de los polipéptidos asociados tienen pesos
moleculares de 14-25 kDa y en las plantas principalmente pesos de 60 kDa ademas de
polipétidos de 8-25 kDa. Tambien presenta propiedades espectroscopicas y cinéticas
similares al de las plantas, aunque con diferencias importantes; por ejemplo, en
Symbiodinium el espectro de emision de fluorescencia a baja temperatura muestra picos a
709 nm en lugar del pico caracteristico de 730 nm en las plantas. Por otro lado, el PSII es
un complejo multiproteico que mediante la energia luminica cataliza la oxidacion del agua
y la reduccion del conjunto de plastoquinonas. La D1 es uno de los componentes
importantes del centro de reaccion del PSII, ya que esta proteina es altamente susceptible a
dafio por exposicion a altas temperaturas y de hecho es conocida como el “talon de
Aquiles” donde comienza el dafio del PSII que conlleva al blanqueamiento de los corales
(Warner et al. 1999). Adicionalmente, en Symbiodinium se identificé a la proteina PsbO
como otro componente extrinseco de PSII, con peso molecular de 28 kDa. (Castillo-Medina
et al. 2013). Esta proteina es esencial para las velocidades méximas de produccion de

oxigeno en condiciones fisiologicas, ya que funciona como una plataforma que estabiliza la
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region catalitica donde ocurre la oxidacion del agua (Williamson 2008). Esta proteina esta
implicada en la regulacion del recambio dependiente de luz de la proteina D1 (Lundin et al.
2007), por lo que se ha propuesto una probable participacion en la tolerancia a dafio de la

proteina D1 durante el evento de blanqueamiento (Castillo-Medina et al. 2013).

C. Laluz como un factor abiotico de estrés y los mecanismos biologicos y
bioquimicos para contender con el estrés luminico

Los organismos fotosintéticos, incluido Symbiodinium, tienden a perder su actividad
fotosintética en condiciones en las que la cantidad de energia luminosa absorbida excede la
capacidad de utilizacion de la luz por la fotosintesis (Murata et al. 2007; Takahashi y
Murata 2008). Por ejemplo, esto ocurre bajo una luz intensa, especialmente con otros
factores de estrés ambiental (como calor o frio) que limitan la fijacion de CO, fotosintético
en el ciclo Calvin-Benson. Este fenomeno se conoce como fotoinhibicidon de la fotosintesis
(Aro et al. 1993). La fotoinhibicion se atribuye al fotodafio del PSII y su acumulacion, lo
que conduce a una disminucidn en la actividad o en la eficiencia de dicho fotosistema. Para
evitar la fotoinhibicion del PSII, el PSII fotodafiado se repara de manera eficiente y rapida a
través del llamado ciclo de reparacion del PSII (Aro et al. 1993). Por lo tanto, la
fotoinhibicion neta del PSII se produce en condiciones en las que la tasa de su fotodaiio
supera la de su reparacion. En las células de Symbiodinium presentes dentro de los corales,
la luz intensa conduce a una fotoinhibicion severa del PSII, especialmente concurrente con
el aumento de la temperatura del agua de mar (Warner et al. 1996; 1999).

Como la fotoinhibicion del PSII ocurre en condiciones de luz excesiva, se supone que
la energia de la luz absorbida en exceso por los pigmentos de la antena fotosintética causa
fotodafio al PSII (Melis 1999). Sin embargo, en organismos fotosintéticos modelo como
plantas superiores, algas verdes y cianobacterias, se ha demostrado que el fotodafio al PSII
es directamente proporcional a la intensidad de la luz y esta mas asociado con la luz
absorbida por el manganeso en el complejo que desprende oxigeno en el PSII, que con los
pigmentos fotosintéticos (Hakala et al. 2005). Ademas, se ha demostrado que la energia
luminosa absorbida en exceso acelera la fotoinhibicion del PSII mediante la inhibicion del

mecanismo de su reparacion, mas que por el fotodafio mismo (Takahashi y Murata 2005;
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20006). El principal de los actores que causan inhibicion del mecanismo de reparacion del
PSII por exceso de luz, son las especies rectivas de oxigeno (ROS) (Nishiyama et al. 2006).

La sensibilidad del PSII a la fotoinhibicion difiere entre los filotipos de
Symbiodinium, tanto en cultivo como en estado endosimbiotico dentro de los corales en
condiciones estresantes por exceso de luz y calor (Berkelmans y Oppen 2006; Fischer et al.
2012). Por lo tanto, albergar filotipos adecuados de Symbiodinium es importante para el
crecimiento y la supervivencia de los corales hospederos (LaJeunesse et al. 2009; Kemp et
al. 2014). La sensibilidad del PSII a la fotoinhibicion en condiciones de estrés térmico se ha
estudiado extensamente en Symbiodinium debido a su asociacion con el blanqueamiento de
corales. La fotoinhibicion del PSII asociada con el estrés térmico se debe principalmente a
la inhibicién de su ciclo de reparacion, y la sensibilidad del filotipo de Symbiodinium a la
fotoinhibicion del PSII en condiciones de estrés térmico estd determinada por la
sensibilidad térmica de dicho proceso de reparacion (Takahashi et al. 2004, Takahashi et al.
2009b). Sin embargo, el mecanismo asociado con la sensibilidad a la luz intensa en los
diferentes filotipos de Symbiodinium todavia no se entiende completamente.

Cuando los pigmentos fotosintéticos colectan la luz, la energia de excitacion se
transfiere a los centros de reaccion donde la fotoquimica primaria toma lugar. En
condiciones de baja luz, toda la luz que se absorbe es utilizada para la fotosintesis, lo cual
significa un estado de eficiencia cuantica maxima. Con incrementos en la intensidad de luz,
la relacion entre la luz absorbida y la utilizada para fotosintesis pierde la proporcionalidad
lineal y por ello, la eficiencia cuantica disminuye (Smith et al. 2005; Einbinder et al. 2016).
Esta baja en la eficiencia cudntica de transporte de electrones se le puede atribuir a varios
procesos (Baker et al. 2004). Por ejemplo, puede deberse a una consecuencia directa sobre
un estado de reduccion de los componentes transportadores de electrones, que conlleva a
una disminucion de la probabilidad de usar la energia de excitacion para dicho transporte.
En los incrementos iniciales de luz, el paso limitante en el transporte de electrones se
encuentra en la oxidacién de la plastoquinona por el complejo citocromo b6f (Genty y
Harbinson 1996). La restriccion del flujo de electrones a través del complejo citocromo b6f
estd bajo el control fisioldgico de una disminucion del pH del lumen tilacoidal inducido por
la luz. Sin embargo, con incrementos adicionales de luz, la fotosintesis se mueve hacia un

estado de saturacion por luz, y se hace cada vez mas limitada por la capacidad metabolica
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de consumir ATP y NADPH. Esto lleva a un incremento adicional en la proporcion de
transportadores de electrones en estado reducido y por tanto, la probabilidad de que ocurra
la fotoquimica en PSII disminuye (Baker et al. 2004). Un segundo proceso que causa
disminucidn en la cosecha cuantica también puede deberse a un incremento en la cantidad y
proporcion de la energia de excitacion absorbida por la antena del PSII que se desvia
directamente a calor a través de un mecanismo de disipacion térmica. En Symbiodinium
esta disipacion térmica estd asociada a la conversion de la xantofila diadinoxantina a
diatoxantina (Falkowski y Raven 1997). Esta conversion disminuye la velocidad a la que se
canalizan los fotones a los centros de reaccion del PSII y, por lo tanto, ayuda a evitar la
reduccion de aceptores de quinona. Esto disminuye eficazmente la seccion transversal para
la absorcion funcional en los centros de reaccion del PSII.

Por otro lado, la tasa de aumento en la proporcion de luz disipada térmicamente
puede no ser suficiente para la proteccion completa del PSII a medida que la tasa
fotosintética se aproxima a los valores de saturacion por luz. En muchas microalgas, los
aceptores de quinona rara vez se reducen completamente, excepto a intensidades de luz
considerablemente mayores que las requeridas para la saturacion de la fotosintesis
(Falkowski y Raven 1997). Es importante mantener los aceptores de quinona en un estado
parcialmente oxidado para evitar la fotoinactivacion y el fotodafio de los centros de
reaccion de PSII. Cuando PSII se excita, existe la probabilidad de dafiar a la proteina D1
del centro de reaccion. Esta probabilidad es baja cuando los niveles de excitacion son bajos,
pero se incrementa al aumentar la luz absorbida, que a su vez resulta en la disminucion en
la capacidad de realizar fotoquimica. En condiciones fisiologicas normales, la tasa de
fotodafio no supera la capacidad de su reparacion. Sin embargo, en condiciones en las que
los aceptores de quinona de PSII son reducidos en gran medida, tales como a intensidades
de luz considerablemente superiores a las requeridas para la saturacion de la fotosintesis, la
tasa de dafio puede exceder considerablemente la tasa de reparacion. En consecuencia, hay
una pérdida de centros de reaccion PSII funcionales y la fotosintesis declina.

Los sumideros alternativos para electrones, distintos a los de la asimilacion de CO»,
pueden proporcionar mecanismos de proteccion adicionales para ayudar a evitar que los
aceptores de quinona del PSII se reduzcan a altas intensidades de luz (Smith et al. 2005;

Einbinder et al. 2016). La PSI puede reducir directamente el O, mediante la reaccion de
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Mehler (Mehler 1951) para producir radicales superoxidos que son convertidos
rapidamente a perdxido de hidrogeno por la enzima superoxido dismutasa. Posteriormente,
la enzima ascorbato peroxidasa reduce el peroxido de hidrégeno a una molécula de agua,
utilizando el ascorbato como donante de electrones que a su vez se oxida a
monodehidroascorbato (Asada 1999). El flujo de electrones fotosintéticos, desde la
disociacion de una molécula de agua del PSII hacia el PSI, hasta producir otra molécula de
agua por la reaccion de ascorbato peroxidasa, es conocida como ciclo agua-agua o reaccion
de Mehler-peroxidasa. La produccion de estas enzimas para reducir estas especies
altamente reactivas de oxigeno son una caracteristica también importante en los filotipos de
Symbiodinium que son tolerantes al calor.

Symbiodinium posee también respuestas de aclimatacion mas lentas a los cambios de
régimen de luz durante su desarrollo en estado simbidtico. Como respuesta al régimen de
luz en funcion de la profundidad y a los incrementos luminicos estacionales, Symbiodinium
disminuye las concentraciones de pigmentos colectores de luz (es decir, disminuye el
tamafo de las antenas), y/o el nimero de los centros de reaccion del PSI y PSII (Iglesias-
Prieto y Trench, 1994). Esto reduce la cantidad de luz que llega a los centros de reaccion y
limita el riesgo de posible dafio a la proteina D1 del centro de reaccion (Hill y Ralph
2006).

Ademas de luz visible (radiacion fotosintéticamente activa, PAR), radiaciones de
onda corta (290-400 nm) tal como la radiacion ultravioleta (UVR), afectan fuertemente la
fisiologia de plantas marinas y animales (Jokiel 1980). Entre los efectos de la UVR sobre el
alga simbiotica en cultivo, se han observado disminuciones en las tasas de crecimiento, la
concentracion de clorofila a, el coeficiente carbon:nitrégeno, la evolucion de oxigeno y la
actividad de la enzima Rubisco (Banaszak y Trench 1995). Los dinoflagelados simbioticos
poseen mecanismos adicionales de proteccion que contrarrestan directa o indirectamente las
afectaciones por UVR, mediante la produccion de aminodcidos tipo micosporina (Rosic y
Dove 2011). La ruta quimica para la sintesis de MAA (la ruta del shikimato) no esta
presente en animales, y en el escenario de la endosimbiosis el hospedero puede obtener esta
proteccion a través de su simbionte. Varios clados (si no es que todos) son capaces de

producir estos pigmentos protectores, aunque los costos energéticos para su produccion son
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bastante elevados; se estima que casi el 19% de la energia total de la célula se destina para

la produccién de dichos pigmentos (Banaszak et al. 2006).

D. Caracteristicas de la proteina de 75 kDa en Symbiodinium spp. que
responde a estimulos de luz

En una busqueda de proteinas que fueran susceptibles a incorporar fosfatos, en al
menos tres especies de Symbiodinium, se identificd a una proteina de masa molecular
aproximada de 75 kDa como perteneciente a la superfamilia de las HSP (Castillo-Medina
2013). Esta proteina ademas de su peso molecular demostrd otras caracteristicas tales
como: 1) Estar fosforilada en residuo(s) de Thr; 2) incrementar su grado de fosforilacion en
su fase logaritmica de crecimiento; y 3) disminuir su grado de fosforilacion minutos
después de la exposicion del cultivo a la luz, lo cual s6lo ocurre cuando las células estan
adaptadas a fotoperiodos de oscuridad (Castillo-Medina 2013). Lo ultimo sugiere que esta
proteina pudiera estar dentro de una via corriente abajo de algun sensor de luz para la
regulacion de su respuesta a las nuevas condiciones luminicas, como un mecanismo de
proteccion a un posible estrés de luz. Alternativamente, pudiera tratarse de algun
mecanismo de disparo de nuevas rutas metabdlicas que marcan que la luz ya esta presente

en el entorno y la fotosintesis ya puede ser iniciada.

E. La familia de las proteinas HSP70 y sus funciones como respuesta a

estrés abiotico

Las proteinas de choque térmico (HSP) son proteinas de estrés que inicialmente se
identificaron como sensibles al estrés por calor (Feder y Hofmann 1999). Las HSP sirven
como chaperonas moleculares fundamentales al prevenir la agregacion de proteinas
desnaturalizadas y promover el plegamiento oportuno de proteinas en condiciones de estrés
térmico (Mayer y Bukau 2005). De acuerdo con su peso molecular aproximado, las HSP se
han clasificado en cinco familias: HSP100, HSP90, HSP70, HSP60 y pequena (s) HSP
(Saidi et al. 2009). Entre ellas, los miembros de la superfamilia HSP70 (también conocidos
como DnaK) junto con sus proteinas co-chaperonas GrpE y HSP40 (como Dnal) forman un
sistema para el plegamiento de proteinas, la degradacion y los procesos de transporte en
toda la célula (Wang et al. 2004). También desempefian funciones esenciales en la

fotosintesis, la transduccion de senales, la activacion transcripcional y las respuestas al
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estrés abiodtico (Nitika y Truman 2017). Estructuralmente, las HSP70 se caracterizan por
tres dominios distintos: un dominio N-terminal de adenosina trifosfatasa (ATPasa), un
dominio de unioén al sustrato y un dominio C-terminal altamente variable.

Los eucariotas fotosintéticos poseen al menos cuatro tipos de HSP70, cada uno de los
cuales se localiza en un compartimento celular diferente: citoplasma, mitocondria (MT),
cloroplasto (CP) y reticulo endoplasmico (ER) (Karlin y Brocchieri 1998). Las HSP70
dirigidas a un compartimento subcelular determinado comparten una historia evolutiva
similar. Las HSP70 de ER y citoplasmaticas evolucionaron por duplicacion de genes,
mientras que las de CP y MT evolucionaron por transferencia de genes desde el
endosimbionte al nucleo (Renner y Waters 2007). En Arabidopsis, se han identificado al
menos 18 miembros de la superfamilia HSP70 y los genes muestran distintos perfiles de
expresion durante diferentes etapas de desarrollo y en condiciones de estrés térmico (Lin et
al. 2001). Ademas, se ha confirmado que las HSP70 en el mani (4rachis hypogaea L.)
desempefian un papel importante para conferir tolerancia a la sequia (Govind et al. 2009).
La HSP70 del estroma también desempefian un papel clave en la importacion de proteinas

de cloroplasto (Shiy Theg 2010).

F. Mecanismo clasico de regulacion de las proteinas HSP

La proteina HSP70 es una chaperona molecular altamente conservada involucrada en
el plegamiento de proteinas, la modulacion de las interacciones proteina-proteina y la
degradacion de proteinas dafiadas. Los niveles de expresion de HSP70 generalmente se
incrementan por estrés y su incremento da como resultado la unién y el replegamiento de
proteinas desnaturalizadas. Los cambios en la expresion de HSP70 en condiciones de estrés
y la unidn selectiva de moléculas auxiliares conocidas como co-chaperonas estan
estrechamente reguladas por un factor de transcripcion maestro, HSF1.

La activacion transcripcional de la respuesta al choque térmico es orquestada por el
factor de choque térmico 1 (HSF1, Heat Shock Factor 1), el cual rdpidamente se transloca a
los genes Asp e induce su expresion (Anckar y Sistonen 2011). El HSF1 es expresado
constitutivamente en muchos tejidos y tipos celulares, y parece estar regulado
principalmente por mecanismos postraduccionales (Wu 1995). En ausencia de estrés, la

actividad de unidon a DNA y la capacidad de trans-activacion de HSF1 esta sujeta a

16



regulacion negativa, y se presenta como una forma monomeérica, distribuida en forma
difusa en el ntcleo. Cuando ocurre la transicion a un estrés que dafa las proteinas, el HSF1
se convierte rapidamente a su forma activa, la cual es canalizada a via de multiples etapas
que implica una transicion de mondmero a trimero y un posterior aumento de la actividad
de union al ADN, localizacioén nuclear, y modificaciones postraduccionales importantes
(Anckar y Sistonen 2011). Las sefiales proteotoxicas que inician la activacion de HSF1
pueden ser el resultado de varios estimulos; ademas de elevadas temperaturas o
hipertermia, HSF1 es activado por estrés oxidativo, metales pesados, e infecciones viral y
bacteriana. No se conoce con exactitud como el estimulo proteotoxico es detectado por la
célula y transmitido a HSF1; sin embargo, se han propuesto diferentes mecanismos de
activacion para HSF1, y que no son mutuamente exclusivos. (a) En el modelo clasico,
HSF1 se mantiene en un estado inactivo por su asociacion directa con chaperonas,
principalmente HSP90. En células sometidas a choque térmico u otras condiciones
proteotdxicas, el incremento de proteinas mal plegadas libera a HSP90 de HSF1,
permitiendo la trimerizacion de HSF1. (b) En el modelo RNA termoémetro, la activacion de
HSF1 es mediada por un complejo entre la molécula de RNA detectora de calor (HRS-1,
heat-sensing RNA) y el factor de elongacion eEF1A; de este modo se conecta la activacion
de HSF1 y el apagado de procesos traduccionales durante el choque térmico. (¢) En el
modelo de respuesta intrinseca se sugiere que HSF1 tiene una capacidad incorporada para
detectar estimulos proteotoxicos. En efecto, varios estudios in vitro que demuestraron que
la proteina HSF1 pura puede convertirse a su estado trimérico con choque de calor y otros

tipos de estrés (Anckar y Sistonen 2011).

G. Procesos celulares que son regulados mediante fosforilacion de HSP70

Si bien HSF1 atn se considera la principal forma de controlar la actividad de HSP70
en las células, la evidencia acumulada apunta hacia otra estrategia: la fosforilacion de
HSP70. Los patrones de fosforilacion especificos de HSP70, conocidos como 'el codigo
chaperon', pueden modular la funcidén que desempeiia HSP70 dentro de la célula (Fig. 2).

En afos recientes, la identificacion de los sitios de fosforilacion se ha acelerado en
gran medida mediante el uso de espectrometria de masas. La fosfoprotedomica dirigida y

global ha permitido descubrir 53 sitios de fosforilacion en HSP70 (PhosphoSitePlus); sin
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embargo, estos sitios de fosforilacion no dicen nada de su papel en la regulacion de la
funcion de chaperona. Gracias a las técnicas de bioinformatica actuales para priorizar estos
sitios de fosforilacion en términos de importancia funcional, Beltrao y colaboradores (2012)
recopilaron cerca de 200000 sitios de fosforilacidon para una variedad de proteinas entre las
cuales se incluian las proteinas HSP70. Ellos predijeron aquellos sitios con mayor
probabilidad para mediar las interacciones proteina-proteina y la actividad enziméatica. En
total, identificaron 313 fosfositios en isoformas de HSP70 de 11 especies y su analisis de
enriquecimiento destacd dos zonas importantes: una adyacente al dominio de unién a
nucleotidos (zona 1) y la otra cerca del dominio de unién al sustrato (zona 2). En estos dos
“hot spots” (zonas calientes o clave), se identificaron cinco sitios de fosforilacion (T36 y
T38 para la zona 1, y T492, S495 y T499 para la zona 2) como sitios presuntos de

regulacion de la chaperona HSP70.

(A) Modelo tradicional
Estrés

Incremento de la
expresion deHSP70

HSP70

Ensamblaje correcto
de proteinas cliente.

(B) Modelo actual propuesto

Célula normal Célula cancerosa

Estrés

desconocido Cinasas hiperactivas

Quimioterapia

Ciclo celular Incremento de la

Nutrientes
P

HSP70

Cambios en: Incremento potencial en:

Figura 2. Modelos de regulacion de la proteina de choque térmico HSP70. (A) Regulacion de HSP70 a

ensamblar correctamente y/o degradar las proteinas cliente (Nitika y Truman 2017).
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a. Regulacion de la progresion del ciclo celular a través de la fosforilacion de
HSP70

Entre las muchas funciones conocidas de HSP70, se ha descrito que juega un papel
complejo en la progresion del ciclo celular. En levadura, la HSP70 se une a ciclina G1
(ClIn3) para marcarla y asi regular su degradacion. La CIn3 contiene un dominio tipo J que
compite con la co-chaperona Ydj1 para unirse a HSP70. Durante la transicién G1-S, la
Ydj1 desplaza la union de CIln3 con HSP70, lo que permite que ClIn3 transite hacia el
nucleo, donde promueve la progresion del ciclo celular. Este interruptor molecular se
controla directamente mediante la fosforilacion de HSP70 en el sitio T36. En condiciones
de escasez de nutrientes, la cinasa dependiente de ciclina Pho85 (CDK) fosforila la T36 de
la HSP70, lo que provoca la disociacion del complejo HSP70-Ydj1, y permite la formacion
del complejo HSP70-Cln3, y la etiqueta para su degradacion. Esto detiene a las células en
G1 hasta que los nutrientes estén disponibles nuevamente. En un mecanismo conservado en
mamiferos, la fosforilacion de HSP70 de mamiferos en el residuo equivalente (T38)
conduce a la degradacion de la ciclina D1 (homodlogo a Cln3) y la represion de la
senalizacion controlada por el ciclo celular (Truman et al. 2012).

La cinasa tipo polo (Polo-like kinase 1; Plk1) es una importante cinasa mitdtica que
también puede fosforilar HSP70. El tratamiento de células HeLa S3 con trioxido de
arsénico (ATO) produjo una rapida fosforilacion de HSP70 mediada por Plk1 en cinco
residuos: T13, S362, T226, S631 y S633. Las células mutantes que expresan HSP70-
S631A/S633A fueron significativamente mas propensas al arresto mitotico inducido por
ATO que las células de tipo silvestre, lo que sugiere que la fosforilacion en los sitios serina
631 y/o0 633 de HSP70 cumple una funcion protectora contra la muerte celular por
apoptosis. Plk1 fue colocalizada con HSP70 fosforilada en S631 y/o S633 en el
centrosoma. Esta asociacion condujo a un aumento de la estabilidad de los microtabulos y
la elongacion de los husos mitoticos (Chen et al. 2014).

La Plk1 no es la Unica cinasa que fosforila a HSP70 para asegurar la funcion correcta
del huso mitotico. También la cinasa Nek6 fosforila a HSP70 en T66, lo que permite su
localizacion en los husos mitoticos y ayuda en la agregacion de los cromosomas dando
estabilidad a las fibras del cinetécoro mediante el reclutamiento de las proteinas ch-TOG y

TACC3. La mutante HSP70T66A no es capaz de reclutarse en los polos del huso, lo que da
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como resultado una desestabilizacion de la fibra del cinetdcoro y una progresion mitética

anormal (O’Regan et al. 2015).

b. Regulacion de la dimerizacion de HSP70 por fosforilacion

Las HSP70 son principalmente monoméricas. Sin embargo, analisis combinado de
espectrometria de masas estructural y el modelado de estructuras determiné que la
fosforilaciéon de HSP70 de mamifero en el residuo de treonina 504 (T504) es fundamental
para su dimerizacidn, y por otro lado, promueve la formacion del complejo que comprende
HSP90, HSP70 y HSP40 para la asistencia de proteinas cliente. Este complejo es
notablemente estable y puede actuar como un "refugio" para las proteinas cliente mientras

se estan plegando (Morgner et al. 2015).

c. Regulacion del control de calidad de clientes de HSP70 por fosforilacion

Las proteinas cliente durante su vida Util suelen pasar por varias rondas de plegamiento
mediado por chaperonas. Si HSP70 se une a una proteina cliente desnaturalizada, esta sera
canalizada para su degradacion a través del proteasoma. Si bien CHIP (una co-chaperona
asociada al C-terminal) es importante para este proceso, lo que determina si la HSP70 debe
ensamblar a la proteina cliente o etiquetarla para la degradacién atin no esta claro.

La fosforilacion de los dominios de union a la proteina cliente localizados en el C-
terminal de HSP70 y HSP90 regula el proceso de control de calidad del cliente. La
fosforilacion en los dominios C-terminal de HSP70 y HSP90 (T636 en HSP70) incrementa
la afinidad de asociacion con la co-chaperona HOP y la estabilidad de la proteina cliente.
La desfosforilacion en dicho residuo desfavorece la unién con HOP y favorece la union con
CHIP, lo que resulta en la degradacion del cliente. Dado que la fosforilacion de T636
parece ser especialmente prevalente en las c€lulas cancerosas en proliferacion, esto podria
ser un determinante principal de la estabilidad de las oncoproteinas, lo que promueve el
crecimiento de las células cancerosas (Miiller et al. 2013). A pesar de que la fosforilacion
en el sitio T636 impacta de manera importante en las interacciones con HOP y CHIP,

estudios recientes demostraron que esta tuvo poco efecto en la uniéon de otras co-
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chaperonas, como DnaJC7, FKBP51 y FKBP52, las cuales también interaccionan con
HSP70 aproximadamente en la misma ubicacion (Assimon et al. 2015). La regulacion de la
selectividad en la unién de las co-chaperonas a clientes permanece poco clara, pero es una
faceta que sera importante estudiar para conocer mas del control de calidad ejercido por la

chaperona.
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V. HIPOTESIS

En Symbiodinium microadriaticum existen proteinas que son modificadas en
respuesta a estimulos de luz. SmicHSP75 es una proteina fosforilada en treonina en la fase
oscura del fotoperiodo, y dicho nivel de fosforilacion disminuye cuando el dinoflagelado es
expuesto a la luz. Por lo tanto, el nivel de fosforilacion de SmicHSP75 depende de la
intensidad y/o longitud de onda de la luz con la que se provoca el estimulo, y su
modificacion por fosforilacion/desfosforilacion implica la modulacion de algiin evento

celular, asi como la interaccion con otras cinasas y fosfatasas y/u otras proteinas.

VI. OBJETIVOS

Desarrollar una caracterizacion de SmicHSP75 en Symbiodinium microadriaticum,
para obtener informacién acerca de cual es el papel que desempenan los cambios de su

nivel de fosforilacién en respuesta a la luz.

Especificos:

Confirmar la identidad de la proteina SmicHSP75.

e Determinar si la desfosforilacion es dependiente de la intensidad de luz y/o de

algtn espectro luminico particular.

e Determinar si la temperatura afecta el estado de fosforilacion de la proteina.

e Analizar la posible formacion de complejos proteicos con SmicHSP75.

e Analizar las consecuencias de los eventos de fosforilacion/desfosforilacion de
SmicHSP75 con otros elementos bioquimicos en base a la informacién

obtenida.
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VII. MATERIALES Y METODOS

A. Material biologico

Se utilizaron células de Symbiodinium microadriaticum, (filotipo A1), a las que para
fines didacticos nos referiremos de aqui en adelante como Symbiodinium KBS8 (S. KB8)
donado de la coleccion de cultivos de la Dra. Mary Alice Coffroth de la Universidad de
Buffalo, NY, USA, y mantenido por varios afios ya en la coleccion de cultivos de diversos
dinoflagelados en Puerto Morelos. Este es el simbionte predominante y originalmente
aislado de la medusa Cassiopea xamachana. Los cultivos se propagaron en medio de
cultivo ASP-8A (McLaughlin et al. 1966) axénicos, en luz de fotoperiodo de 12 h luz/12 h

oscuridad, a una intensidad de luz de 80-120 umol-foton/m?s y una temperatura de 26°C.

B. Extraccion de proteinas totales

Las preparaciones de extractos de proteinas se realizaron segun la necesidades
particulares de cada ensayo y se describen en cada una de ellas. En general, las células
suspendidas en medio de cultivo (ASP-8A o LB liquido segin sea Symbiodiniuniun o
bacteria, respectivamente) se colectaron por centrifugacion y se suspendieron en el buffer
conveniente para lisarlas mecadnicamente mediante agitacion vigorosa con perlas de vidrio
o por cambio de presion abrupta en una prensa French (SLM-AMINCO French® pressure

cell press).

C. Extraccion de DNA gendémico de Symbiodinium KBS8

Células de S. KB8 en 50 ml de cultivo de 15 d se concentraron por centrifugacion a
2600 g por 5 min. El concentrado se suspendié en 600 pl de solucion de extraccion de
DNA (1 % (p/v) sarcosil, 0.8 M cloruro de sodio (NaCl), 0.22 mM EDTA, 220 mM Tris,
0.8 % (p/v) hexadecyltrimethylammonium bromide (CTAB), 0.14 M manitol, pH 8 y
adicionado con 1 pul de B-mercaptoetanol. Las células se lisaron en agitacion con perlas de
vidrio en un mini-Bead Beater-1 (BioSpec) por 3 min a 4800 oscilaciones/min, y enseguida

se adicionaron 600 pl de cloroformo:alcohol isoamilico (relacidon 24:1) e incubaron a 65°C
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por 30 min. Después, al homogenado se le aplicé una centrifugacion a 12000 g por 10 min
a 4°C para recuperar la fase acuosa, a la cual se le afiadié un volumen de isopropanol frio y
10 volimenes de 3 M acetato de sodio, pH 5.2 e incub6 por 30 min a -20°C.
Posteriormente, se centrifugd a 12000 g por 20 min a 4°C, el sobrenadante se descarto y el
precipitado se lavo con 75 % de etanol frio. Este precipitado se suspendio con 100 ul de
buffer TE (1 mM EDTA, 10 mM Tris, pH 8) y se le anadieron 2 pl de 100 mg/ml RNAsa
A, 25 ml de 5 M NaCl y un volumen de fenol:cloroformo:alcohol isoamilico (relacion
25:24:1), e incubo por 40 min a 37°C. Después, se le aplico una centrifugacion a 12000 g
por 10 min a 4°C, y a la fase acuosa se le adiciond un volumen de cloroformo:alcohol
1soamilico (relacion 24:1) frio. La mezcla se centrifugd a 12000 g por 10 min a 4°C y se
recuperd la fase acuosa en otro tubo. A dicha fase, se le adicionaron dos volumenes de 75
% etanol frio y 10 volumenes de 3 M acetato de sodio, pH 5.2 e incub6 30 min a -20°C
para promover la precipitacion del DNA. Después de la incubacion, se centrifugd a 12000 g
por 20 min a 4°C, y a la pastilla de DNA se le aplicaron tres lavados con 75 % etanol frio,
centrifugando a 12000 g 5 min a 4°C en cada lavado. Finalmente, el DNA se seco por 5

min a temperatura ambiente y se suspendio en 50-100 pl de agua libre de DNAsas.

D. Extraccion de RNA total de Symbiodinium KBS y sintesis de cDNA

Debido a la alta susceptibilidad del RNA a ser degradado por RNAsas, el material
que se utilizo fue esterilizado y tratado con dietil pirocarbonato (DEPC; [Sigma-Aldrich, St.
Louis, MOJ]), un agente inhibidor de la actividad de las RN Asas. Se extrajo RNA de un
cultivo de 6 d de células de S. KBS, previamente sometido a 12 h de oscuridad. Las células
se precipitaron por centrifugacion y suspendieron en 1 ml de TRI Reagent® (Sigma-
Aldrich) por cada 5-10 x 10° células. Posteriormente, las células se lisaron con perlas de
vidrio en un mini-Bead Beater-1 a una velocidad de 4800 oscilaciones/min durante 3 min.
El lisado se centrifug6 a 12000 g por 10 min a 4°C y el sobrenadante con el RNA, se
transfirio a otro tubo y se dejo reposar por 5 min. Después, se le adicionaron 0.3 ml de
cloroformo por cada ml de TRI Reagent® y se agitd vigorosamente por 15 s, seguido por
centrifugacion a 12000 g durante 15 min a 4°C. Después de la centrifugacion, la mezcla

consta de tres fases y en la superior se encuentra el RNA; ésta se transfirié a un tubo
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Eppendorf de 1.5 ml, se le agregaron 0.5 ml de isopropanol por cada ml de TRI Reagent®
usado, y se incubd por 5 min. Después de la incubacidn, la solucién se centrifug6 a 12000 g
por 8 min a 4°C, se descart6 el sobrenadante, y el precipitado con el RNA se lavo con 75 %
etanol, y se centrifug6 a 12000 g durante 5 min a 4°C. Finalmente, la pastilla se suspendi6
con 20 pl de 0.1% DEPC en agua (agua-DEPC) y se guardd a -20°C hasta su uso posterior
en la sintesis de cDNA.

Para la sintesis de cDNA se utiliz6 el kit SuperScript II Reverse Transcriptase
(Invitrogen, CA). Por cada 5 pg de RNA se utilizaron 2 ul de “random primer” (100 ng), 1
ul de ANTP mix y agua con DEPC, hasta completar 12 pl de volumen final. La reaccion se
incubo a 65°C por 10 min y posteriormente se coloco a 4°C; al tubo se le agregaron 4 pl de
5X “first strand buffer” y 2 pl de 0.1 M DTT, y se mezcl6 e incubd por 2 min a 25°C.
Después, se agregd 1 ul de la enzima transcriptasa reversa Super Script® II (Thermo Fisher
Scientific), se mezcld bien y se incubd como sigue: 10 min a 25°C, 50 min a 42°Cy 15 min
a 70°C. Seguidamente, se le agregd 1 ul de RNAasa H y se incubd por 20 min a 37°C.

Finalmente se almacend a -20°C hasta su uso.

E. Técnicas bioquimicas y moleculares generales para el analisis de
proteinas y material genomico.

a. Electroforesis de DNA en geles de agarosa

Los geles se prepararon a una concentracion de 1-2 % agarosa (segun requiri6 el
analisis) en 50 ml de buffer TAE con 0.01 % de tinta fluorescente Gel Red (Biotium,
Hayward, CA). A las muestras de DNA se le agregaron 2 pl de buffer de carga 6X Orange
(Fermentas, St. Leon-Rot) por cada 5 ul de muestra y se separaron en el gel de agarosa a 80

V durante 1 h 20 min.

b. Electroforesis de proteinas en gel de dodecil sulfato de sodio-
poliacrilamida (SDS-PAGE)

Los extractos de proteinas se separaron en geles desnaturalizantes discontinuos
(Laemmli 1970), de 10 0 16 % de acrilamida segun la conveniencia, en la zona de

separacion [375 mM Tris-HCI, pH 8.8; 10 o 16 % (p/v) acrilamida/bis-acrilamida; 0.1 %
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(p/v) SDS; 0.1 % (p/v) persulfato de amonio (APS); 0.106 % (v/v) N, N, N, N'-
tetrametiletilendiamina (TEMED)], y de 4 % de acrilamida en la zona de apilamiento [125
mM Tris-HCI, pH 6.8; 4 % (p/v) acrilamida/bisacrilamida; 0.1 % (p/v) SDS; 0.1 % (p/v)
APS; 0.066 % (v/v) TEMED]. Para la separacion también se utilizé un buffer de corrida
(25 mM Tris-HCI, 192 mM glicina, 0.1 % (p/v) SDS, pH 8.3). Las muestras de proteinas y
marcadores de peso molecular pretefiidos (See Blue plus 2 o Page Ruler) se cargaron en los
pozos del gel y se corrieron a 10 mA en la zona de apilamiento y 15 mA en la zona de
separacion en aparatos minigel de Hoefer® (Hoefer, Inc; Holliston, MA). Las corridas se
detuvieron antes de que el colorante indicador del frente de proteinas se saliera de la matriz
del gel. Las proteinas del gel se tifieron con azul de coomassie coloidal, o se

electrotransfirieron a una membrana de PVDF para analizarlas por western blot.

c. Electroforesis de proteinas en geles de doble dimension (2D)

Las sales que provienen del organismo o de manipulaciones previas, son un factor
importante que interfiere en la correcta separacion de proteinas mediante esta técnica. Por
ello, los extractos de proteinas se precipitaron primero con acetona-acido tricloroacético o
con el kit Cleanup ReadyPrep® 2D (BioRad), segun la metodologia del fabricante. La
pastilla de proteinas precipitadas se suspendio en buffer de hidratacion ReadyPrep de
BioRad® (8 M urea, 2 % (p/v) CHAPS, 50 mM DTT, 0.2 % (v/v) anfolitos 3/10 BioLite®
de BioRad y una traza de azul de bromofenol) para hidratar las tiras IPG (por sus siglas en
Inglés: Immobilase pH Reagent). El lado del gel de una tira IPG ReadyStrip® pH 4-7
(BioRad) se embebid en 125 pl de extracto de proteinas para tiras de 7 cm, o en 300 pl para
tiras de 17 cm, cuidando de no atrapar burbujas. Las tiras embebidas se incubaron a
temperatura ambiente por 1 h; después la tira se cubrid con aceite mineral y se continud
incubando, pero a 18°C durante 12 h. Después de la incubacion, las proteinas en la tira se
isolectroenfocaron en una PROTEAN IEF cell® (BioRad) como sigue: a) para lade 7 cm, a
una corriente programada de 250 V por 20 min, incremento gradual hasta 4000 V por 2 h'y
a 4000 V hasta cubrir 10000 V-h; o b) para lade 17 cm, 250 V por 30 min, incremento
gradual hasta 10000 V por 2 h y a 10000 V hasta cubrir 43000 V-h. A continuacion, para
desnaturalizar las proteinas, las tiras se equilibraron primero en 1.5 ml (tira 7 cm) o 3 ml

(tira 17 cm) de buffer I® (6 M urea, 2 % (p/v) SDS, 0.375 M Tris-HCI, pH 8.8, 20 %
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(v/v)glicerol y 2 % (p/v) DTT; BioRad) por 15 min y después en buffer II® (buffer I
adicionado con 2.5 % (p/v) iodoacetamida; BioRad) durante 15 min en un volumen igual
que con Buffer I, respectivamente. Las tiras se enjuagaron brevemente en buffer de corrida
y se cargaron sobre un gel de SDS-PAGE de 10 % de acrilamida para continuar con la
separacion de las proteinas en la segunda dimension (geles 2D). Las proteinas del gel se
tineron con azul de coomassie coloidal, o se electrotransfirieron a una membrana de PVDF

para analizarlas por western blot con los anticuerpos anti-pThr.

d. Western blot

Después de la separacion de las proteinas en los geles de poliacrilamida
desnaturalizantes o 2D, éstos se transfirieron a membranas de PVDF. El gel se coloco sobre
la membrana de PVDF, reconstituida previamente en etanol absoluto e hidratada en buffer
de transferencia (25 mM Tris-HCL, 192 mM glicina, 10 % isopropanol, pH 8.3; Villanueva
2008), con papeles filtros y esponjas tanto debajo de la membrana como encima del gel;
posteriormente, se ensamblaron en el modulo de transferencia himeda seglin instrucciones
del fabricante (MiniProtean® de BioRad; Hercules, CA). El cartucho se coloco en la
camara con buffer de transferencia y se le aplico una corriente constante de 300 mA por 1
h. Las membranas de nitrocelulosa con las proteinas electrotransferidas se incubaron en una
solucion de 3 % (p/v) albumina de suero de bovino (BSA: bovine serum albumin) en buffer
de sales de fosfato (PBS; 2.79 mM NaH;POs, 7.197 mM Na,HPO4, 136.9 mM NaCl, pH
7.5) durante 1 h a 50°C y con agitacion constante para bloquear los espacios vacios y sitios
inespecificos en la membrana. Posterior al bloqueo, a las membranas se les adicionaron los
anticuerpos primarios con las diluciones adecuadas en PBS-T (0.01 % Tritén X-100 en
PBS) segun cada caso y se incubaron durante toda la noche con agitacion constante a
temperatura ambiente. Se hicieron cinco lavados en PBS-T, 5 min cada vez con agitacion.
Después, las membranas se incubaron con los anticuerpos secundarios asociados a fosfatasa
alcalina (anti-conejo o anti-raton segiin cada caso), durante 2 h en agitacion suave y a
temperatura ambiente. Posteriormente, las membranas se lavaron cinco veces 5 min en
agitacion con PBS-T. Finalmente, se revelaron con soluciones comerciales de 5-bromo-4-
cloro-3-indolil fosfato (BCIP) y nitro azul de tetrazolio (NBT) disueltas de acuerdo al
fabricante (Promega; Madison, WI), en buffer PBS-T.
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e. Cuantificacion de proteinas

La concentracion de proteinas en cada extracto fue determinada de acuerdo al método
de Bradford (1976), que consiste en un ensayo colorimétrico para medir la concentracion
total de proteina. Las proteinas se unen al colorante comassie blue G-250 para formar un
complejo proteina-colorante a través de residuos de arginina (Tal et al. 1985) con un
coeficiente de extincion mayor que el colorante libre. Este método es sensible (1-15 pg),

simple, rapido, barato, y pocas sustancias interfieren en su determinacion.

f. Precipitacion de proteinas con acetona-acido tricloroacético

Una alicuota de muestra de proteinas se mezcl6 con ocho volimenes de acetona (-
20°C) y se le adiciond un volumen de acido tricloroacético (TCA); la mezcla se incubo a -
20°C durante toda la noche. Al dia siguiente, la mezcla se centrifugd a 5000 g por Sminy a
continuacion, al precipitado de proteinas se le aplicaron dos lavados con 2 ml de acetona a
-20°C en cada lavado. La acetona del altimo lavado se decantd cuidando de mantener la
pastilla en el fondo del tubo y la acetona residual se dejo evaporar. Antes de que la pastilla

se secara completamente, se suspendid en el buffer adecuado segtn el caso.

g. Tincion de geles de poliacrilamida

Para la tincidn con azul de coomassie, los geles se enjuagaron brevemente en agua, y
después se incubaron en una solucién de 0.1 % (p/v) azul de coomassie (R250, Sigma) en
agua:acido acético glacial (19:1) y agitacion suave por al menos 6 h o toda la noche. Para
destefiirlos, éstos se incubaron en una solucion de 40 % etanol, 10 % &acido acético en agua
destilada y agitacion suave, hasta que el trasfondo del gel quedé transparente y se

observaron las bandas de proteinas.

F. Anticuerpos primarios y secundarios

Anticuerpo anti-Fosfotreonina (pThr; Cell Signaling Technology®, Inc; Danvers,
MA). Anticuerpo policlonal producido por inmunizacion de animales con péptidos

sintéticos que contienen fosfo-treonina, y esta purificado con proteina A por cromatografia
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de afinidad, con lo cual se detectan proteinas y péptidos fosforilados en residuos de Thr de
manera muy independiente de la secuencia de aminoacidos que los rodean. En los ensayos
se uso una dilucion de 1:1000.

Anticuerpos anti-1017. Son anticuerpos IgG policlonales de conejo desarrollados
mediante inmunizacioén de un fragmento c-term-SmicHSP75 y purificados por
cromatografia de afinidad en un columna de proteina A. Detectan especificamente a
SmicHSP75 y algunos de sus homdlogos en otras especies de Symbiodinium.

Anticuerpos anti-conejo-AP: anti-IgG de conejo levantado en cabra conjugados a
fosfatasa alcalina (Zymed®-Life Technologies; Grand Island, NY). Reconoce las secuencias
constantes en las cadenas pesadas de las inmunoglobulinas G (IgG) de conejo (anticuerpos
primarios policlonales de conejo). La fosfatasa alcalina desfosforila y posteriormente oxida
el BCIP a indigo, esta reaccion se acopla a la reduccion de NBT a diformazan para formar
un precipitado morado obscuro que permite visualizar las bandas. Para las pruebas de
inmunodeteccion de las [gG de conejo, se utilizo para todos los casos una concentracion de
1:2500 en PBS-T.

Anticuerpos anti-raton-AP: anti-IgG de raton levantados en cabra conjugados a
fosfatasa alcalina (Zymed®-Life Technologies). Reconoce las secuencias constantes

(cadenas pesadas) de las inmunoglobulinas G (IgG) de raton.

G. Aislamiento de SmicHSP75 a partir de geles 2D

En un trabajo previo desarollamos un método para obtener una fraccion enriquecida
de SmicHSP75 (Castillo-Medina 2013, Tesis de Maestria). Brevemente, un extracto de
proteinas totales de S. KB8 adaptadas a oscuridad, y suspendidas en PBS, pH 7.8, se
sometieron a centrifugacion a 100000 g por 1 h. Después, el sobrenadante se disolvidé con
seis voliumenes de PB (PBS sin NaCl, pH 7.8) y se pasaron por una columna de 1 ml de
matriz de DEAE-Sefacel. La columna se lavo con 0.075 M NaCl en PB y se eluyo6 con 0.4
M NaCl en PB. Esta ultima fraccion contiene a SmicHSP75 enriquecida. Posteriomente,
dicha fraccion se precipitd con acetona-TCA para eliminar las sales. La pastilla de proteinas
se suspendieron en buffer de hidratacion ReadyPrep® (BioRad) y se sometieron a

separacion en geles de 2D (con tiras IPG ReadyStrip® pH 4-7 de 7 cm en la primera
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dimension, y en geles de 10% de SDS-PAGE en la segunda). Un gel se tifid con azul de
coomassie y el otro se transfirid a una membrana de PVDF para su andlisis por western blot
con anticuerpos anti-pThr. Los puntos correspondientes a SmicHSP75 se localizaron en el
gel 2D tefiido con azul de Coomassie; para confirmar que tales puntos corresponden a
SmicHSP75, se extrajeron del gel por separado y se analizaron de nuevo por wester blot a
partir de un gel 10% de SDS-PAGE. También se analizdé como control negativo otro punto
abundante de otra proteina vecina con peso molecular cercano a SmicHSP75. Los puntos
1soeléctricos de SmicHSP75 en el gel 2D se estimaron manualmente mediante relacionar la
medicion de la distancia de migracion de las proteinas después de su isoelectroenfoque con

pH estimado: esto ultimo considerando que ambos parametros se relacionan linealmente.

H. Secuenciacién de aminoéacidos de SmicHSP75 por LC-MS.

Muestras de los puntos correspondientes de SmicHSP75 extraidas por separado a
partir de cinco geles 2D tefiidos con azul de coomassie coloidal BioSafe® (BioRad), se
sometieron a analisis por espectrometria de masas acoplado a cromatografia liquida de alta
resolucion (LC-MS).

Las muestras fueron previamente reducidas con ditiotreitol (Sigma-Aldrich; St Louis,
MO, USA), alquiladas con iodoacetamida (Sigma-Aldrich) y digerida “in gel” con Tripsina
(Promega Sequencing Grade Modified Trypsin; Madison, WI, USA). En el procesamiento
de la muestra con tripsina se utilizo una solucidn de reaccion conteniendo 50 mM
bicarbonato de amonio (pH 8.2) y la incubacién fue de 18 h a 37°C.

Los péptidos producidos por digestion enzimatica fueron desalados con Zip Tip C18
(Millipore; Billerica, MA, USA) y aplicados en un sistema LC-MS (Liquid
Chromatography-Mass Spectrometry) compuesto de una bomba de nanoflujo EASY-nLC II
(Thermo-Fisher Co.; San Jose, CA, USA) acoplado a un espectrometro de masas LTQ-
Orbitrap Velos (Thermo-Fisher Co., San Jose, CA, USA) con fuente de ionizacion tipo
nano-electrospray (ESI).

La calibracion del espectrometro fue realizada con una solucién Calmix (N-
butilamina, cafeina, Met-Arg-Phe-Ala (MRFA) y Ultramark 1621. Estos calibrantes se

utilizan para calibrar el modulo LTQ Velos con trampa de iones y el mddulo Orbitrap con

30



detector de masas FT (Fourier Transform) en modo de ionizacion positiva ESI. La N-
butilamina se incluye para extender la calibracion de masas a menores valores de m/z.

En la cromatografia de liquidos de nano flujo en linea se utilizé un sistema gradiente
de 10-80% de solvente B (agua/acetonitrilo con 0.1% de acido férmico) en 120 min
utilizando una columna capilar. El flujo del sistema LC fue de 300 nL/min.

La fragmentacion de los péptidos se realizo aplicando los métodos de CID (Collision-
Induced Dissociation) y HCD (High-energy Collision Dissociation). Todos los espectros
fueron adquiridos en modo de deteccidn positivo. La ejecucion y captura de los datos de
fragmentacion fueron realizados de forma dependiente del escaneo total de iones segtn las
cargas pre-determinadas con un ancho de aislamiento de 3.0 (m/z), energia de colision
normalizada de 35 unidades arbitrarias, activacion Q de 0.250, tiempo de activacion de 10
ms y tiempo maximo de inyeccion de 10 ms por micro-escaneo. Durante la captura
automatica de los datos fue utilizada la exclusion dindmica de iones: (i) lista de exclusion
de 400 iones, (i1) tiempo de pre-exclusion de 30 segundos y (iii) tiempo de exclusion de
300 segundos. Los datos en formato “.raw” fueron sometidos a busqueda contra la base de
datos de Swiss Prot (all organisms) y NCBInr (Symbiodinium) a través del programa
Discoverer 1.4 (Thermo-Fisher Co., San Jose, CA, USA). Posteriormente, los archivos
“raw” fueron analizados de forma manual para realizar secuenciacion de novo parcial de

proteinas.

I. Tratamientos a diferentes intensidades luminicas

Cultivos de células de S. KBS a una concentracion inicial de 4 x 10* cel/ml y después
de 6 d de crecimiento, se concentraron por centrifugacion y suspendieron en medio ASP-
8A fresco hasta alcanzar una concentracion de entre 5y 9 x 10° cel/ml. A continuacion, las
c€lulas se dividieron en alicuotas iguales de 10 ml en cinco tubos Falcon de 15 ml que
fueron forrados con papel aluminio. Las células en los tubos se dejaron adaptar en el
fotoperiodo de oscuridad (12 h) a 26°C. Después, las células de cada alicuota se colocaron
en una celda transparente (3.5 cm de diametro) y se expusieron a estimulos de luz a las
intensidades luminicas controladas de 1, 10, 40 o ~ 650 (control positivo (c+)) umol-
foton/m?s durante 30 min y 26°C. A continuacion, se realizaron extracciones de proteinas

de las cuatro alicuotas tratadas con luz y la de 12 h de oscuridad; para ello, las células se
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concentraron por centrifugacion a 2600 g por 30 s, se suspendieron con 250 ul de buffer de
Laemmli y transfirieron a tubos Eppendorf de rosca con ~ 250 ul de perlas de vidrio (450-
600 um de didmetro; Sigma), y se procedid a su inmediata ruptura con una agitacion
vigorosa de 3 min en un mini-Bead Beater-1 (4800 oscilaciones/min). Las muestras se
calentaron 5 min a 95°C y centrifugaron 10 min a 12000 g; se recuperaron los
sobrenadantes y se analizaron en geles de SDS-PAGE, y por western blot con anticuerpos
anti-pThr (Cell Signaling Technology®, Inc; Danvers, MA) o con anticuerpos
monoclonales anti-actina (Amersham). Las bandas de las muestras fueron capturadas con
un fotodocumentador ChemiDoc-It2 (UVP-Analytik Jena, Upland, CA, EE. UU.) y
analizadas por densitometria con el software VisionWorks LS. Las densidades de las
bandas correspondientes a SmicHSP75 fueron normalizadas con la densidad de la banda de
actina para obtener un nivel arbitrario de intensidad. Finalmente, los datos obtenidos a
partir de tres experimentos independientes se promediaron y se sometieron a analisis

ANOVA, y se graficaron.

J. Tratamientos bajo diferentes espectros de luz en células adaptadas a
oscuridad

Similar al experimento de intensidades luminicas, cultivos de células de S. KB8 a una
concentracion inicial de 4 x 10* cel/ml y después de 6 d de crecimiento, se concentraron por
centrifugacion y suspendieron en medio ASP-8A fresco hasta alcanzar una concentracion
de entre 5y 9 x 10° cel/ml. A continuacion, las células se dividieron en alicuotas iguales de
10 ml en cinco tubos Falcon de 15 ml que fueron forrados con papel aluminio. Las c€lulas
en los tubos se dejaron adaptar en el fotoperiodo de oscuridad (12 h) a 26°C. Después, las
c€lulas de cada alicuota se colocaron en una celda transparente (3.5 cm de didmetro) y se
trataron a espectros luminicos de colores, amarillo (490-750), azul (450-490), rojo (610-
750) o blanco (410-750) y a una intensidad luminica de ~100 pmol-foton/m?s durante 30
min para cada espectro luminico. A continuacion, se realizaron extracciones de proteinas de
las cuatro alicuotas tratadas con luz y la de 12 h de oscuridad como se describid para las
extracciones después de los tratamientos de intensidades luminicas. Las muestras se
analizaron con anticuerpos anti-pThr (Cell Signaling Technology®, Inc; Danvers, MA) o

con anticuerpos monoclonales anti-actina (Amersham). Como en el caso del ensayo a
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diferentes intensidades luminicas, las densidades de las bandas correspondientes a
SmicHSP75 se normalizaron con la de actina para obtener un nivel arbitrario de intensidad,

y se graficaron los promedios de las tres réplicas para cada tratamiento.

K. Andlisis del efecto de la temperatura sobre la desfosforilacion inducida

por luz

Similar al experimento de intensidades luminicas, cultivos de células de S. KBS a una
concentracion inicial de 4 x 10* cel/ml y después de 6 d de crecimiento, se concentraron por
centrifugacion y suspendieron en medio ASP-8A fresco hasta alcanzar una concentracion
de entre 5y 9 x 10° cel/ml. A continuacion, las células se dividieron en alicuotas iguales de
10 ml en seis tubos Falcon de 15 ml que fueron forrados con papel aluminio. Las células de
dos alicuotas se dejaron adaptar al fotoperiodo de oscuridad (12 h) y a 21, 26 ¢ 32°C.
Después, las células de una de las dos alicuotas para cada temperatura se colocaron en una
celda transparente (3.5 cm de diametro) y se trataron con luz ~ 650 pumol-fotén/m?s durante
30 min, y las otras s6lo se mantuvieron en oscuridad hasta la extraccion de proteinas. A
continuacion, se realizaron extracciones de proteinas como se describid para las
extracciones después de los tratamientos de intensidades luminicas. Las muestras se
analizaron con anticuerpos anti-pThr (Cell Signaling Technology®, Inc; Danvers, MA) o
con anti-actina. Cargas iguales de proteinas se aseguraron desde la separacion en alicuotas

homogéneas de células, y se confirmo6 como en el caso anterior arriba descrito.

L. Andlisis de complejos proteicos de SmicHSP75 por cromatografia de
exclusion molecular en Sefacril S-300-HR

Setenta y nueve ml de suspencion de sefacril (Sephacryl S-300-HR; Sigma) se
empacaron por gravedad en una columna de vidrio (Econo-Column® 1.5 x 50 cm, Bio
Rad); el empacado y manipulaciones subsiguientes de la columna se realizaron bajo
condiciones refrigeradas a 8°C. La matriz se equilibr6 con 2 volimenes de buffer PBS pH
7.8, filtrado a través de una membrana millipore de 0.22 um (PBS-f), impulsada con una
bomba peristaltica (Pump-1, Pharmacia Biotech) a una velocidad de flujo de 30 ml/h (~15
cm de columna/h). Para determinar en cual fraccion eluye cierto tamafio molecular, la

columna se calibré con una mezcla de marcadores estandares disueltos en PBS que
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contiene, azul de dextrano, apoferretina, f-amilasa, BSA (MW-GF-1000 kit; Sigma) y
citocromo C, con Mr’s ~2000, 443, 200, 66, y 13 kDa, respectivamente. Se cargaron 800 pl
de la mezcla de marcadores en la columna y se corrieron en PBS-f a una velocidad de 30
ml/h. Se colectaron 100 fracciones de 790 pul por goteo con un colector de fracciones
(RediFrac®; Pharmacia Biotech) y la presencia de proteina en las fracciones se determind
por absorbancia a 280 nm. Los valores calculados del coeficiente de distribucion (Kav) y el
logio del peso molecular para cada marcador se correlacionaron en una grafica. El Kav es
un coeficiente de distribucion para cada marcador que se calcula con la diferencia del
volumen de elucion (Ve) menos el volumen vacio de la matriz (Vo) dividido entre la
diferencia del volumen total (77) menos Vo.

Posteriormente, se realiz6 la extraccion de proteinas de células de S. KB8 de cultivos
de seis dias de crecimiento, adaptadas a su ciclo de 12 h de oscuridad o tratadas con 30 min
de luz después 12 h oscuridad. Para ambos casos se procedio a la extraccion de proteinas
como sigue: las células de S. KB8 se concentraron por centrifugacion, se suspendieron en 2
ml de PBS y se lisaron a 20000 psi en una prensa French; después, el homogenado de
proteinas se centrifug6 a 20000 g por 20 min; 1 ml del sobrenadante se cargo6 en la columna
previamente equilibrada como se describe arriba. La columna se corrié con PBS a un flujo
constante de 30 ml/h y hasta colectar 100 fracciones de 790 pl. Se tomaron alicuotas de 30
ul de las fracciones pares a partir de la fraccion 40 y hasta la 72, se les adicionaron 10 pl de
buffer de Laemmli 4X y se calentaron a 95°C, 5 min. Las muestras se analizaron por

western blot con los anticuerpos anti-pThr.

M. Preparacion de anticuerpos especificos contra SmicHSP75

Obtener anticuerpos que fueran capaces de detectar especifica y endogenamente a
SmicHSP75 nos permitiria desarrollar un estudio mas profundo de los cambios en el nivel
de su fosforilacion, asi como reforzar o complementar algunos objetivos tales como el
encontrar su(s) ligando(s) mediante ensayos de inmunoprecipitacion, y la
inmunolocalizacion in situ en Symbiodinium. Esto nos que daria informacion para conocer

mas sobre las vias de transduccion de sefiales en las que participa SmicHSP75.
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a. Seleccion de una secuencia especifica de SmicHSP75 para el desarrollo
de anticuerpos policlonales.

Adicional a la secuencia correspondiente a SmicHSP75, en la base de datos de S.
KBS (Aranda et al. 2016), se encontraron al menos otras cinco secuencias con identidades
del homologo de la proteina HSP70 de S. microadriaticum. Por ello, fue importante la
seleccion de un fragmento que fuera especifico de SmicHSP75 con tal de que los
anticuerpos generados fueran especificos contra la proteina y capaces de discernir entre los
otros presuntos homoélogos. Para ello, se realizé un alimeamiento multiple en el programa
en linea Multalin (Corpet 1988) con todas las cinco secuencias traducidas a aminodcidos y
la de SmicHSP75. Adicionalmente, las regiones que presentaron mayor divergencia en
SmicHSP75 respecto de las otras secuencias, se evaluaron en el programa EMBOSS
explorer (https://www bioinformatics.nl/emboss-explorer/) para determinar cudl de ellas
presentaba mayor antigenicidad.

Debido a que la secuencia de aminoacidos especifica de SmicHSP75 seleccionanda
para desarrollar anticuerpos se encuentra cerca de la region caboxilo terminal (c-terminal),
nos referiremos a ella en adelante como c-term-SmicHSP75, y a su secuencia en

nucledtidos como c-term-SmicHSP75 (en cursiva).

b. Amplificacion por PCR, insercion en el vector pPGEM T-easy y
propagacion en bacterias de E. coli del fragmento c-term-SmicHSP75

A partir de la secuencia de nucleotidos correspondiente de SmicHSP75 de
Symbiodinium microadriaticun (No. de acceso smic27213, base de datos coral reef), se
enviaron a sintetizar oligonucledtidos (oligos) hacia adelante (Fw1) 5'gaggagttcgcggat
gaggacaagaagg-3" y en reversa (Rvl) 5'- gccgecgtagtacttggagacgatgg -3' que flanquean el
fragmento especifico c-term-SmicHSP75 de 345 pb. Para amplificarlo se utiliz6 la enzima
DreamTaq DNA (Thermo Scientific) en un volumen total de reaccion de 20 pl, a las
concentraciones y parametros de amplificacion recomendados por el proveedor.

El producto amplificado de c-term-SmicHSP75 se separd en un gel de agarosa y la
banda correspondiente se extrajo del gel con un kit de elucion (Wizard® SV Gel and PCR
Clean-Up System; Promega) segun la metodologia del proveedor. A continuacion, el

fragmento purificado se insertd en el vector de clonacion pGEM®T-easy con la enzima T4
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Ligasa (Promega), segiin metodologia del fabricante. Después de la ligacion, 2 ul de esta
mezcla se adicionaron a un vial con 50 ul de bacterias de E. coli quimiocompetentes de la
cepa DHS5a congeladas a -80°C seguido de incubacion durante 30 min en un bafio con
hielo; a continuacion, la suspension de bacterias se sometio a choques de calor a 42°C
durante 45 s y de frio al regresarlas al bafio de hielo por 2 min. Posteriormente, se
agregaron 950 pl de medio SOB (2 % bacto-triptona, 0.5 % extracto de levadura, 0.01 M
NacCl, 0.0024 M KCI, pH 7), e incub6 a 37°C durante 2 h y agitacion a 200 RPM (en
pantalla, lab companion SI300R). Después, las bacterias transformadas se inocularon en
medio LB solido (1 % bacto-triptona, 0.5 % extracto de levadura, 0.171 M NaCl, 1.5 %
agar, pH 7.4) adicionado con ampicilina (100 pug/ml) para seleccionar las bacterias que
fueron resistentes a este antibiotico, lo cual es indicativo de una transformacion exitosa. A
continuacion, las colonias que contuvieron los plasmidos con el fragmento c-term-
SmicHSP75 integrado fueron seleccionadas a través de la amplificacion por PCR de un
fragmento de 423 pb con los oligos, T7 (hacia adelante) que se une especificamente a la
secuencia del plasmido, y RvI(reversa) que se une a la secuencia del fragmento. Las
colonias que permitieron la amplificacion de dicho fragmento se propagaron en medio LB
liquido (LB sin agar) con ampicilina (100 pg/ml) durante toda la noche a 37°C y agitacion
a 200 RPM (en pantalla, lab companion SI300R). Al dia siguiente, las bacterias se
concentraron por centrifugacion a 2600 g por 15 min y los plasmidos se purificaron con un
kit Gene Jet Plamisd Minipreps (Thermo Scientific) segiin metodologia de fabricante.
Finalmente, los pladsmidos seleccionados se enviaron a secuenciar para confirmar la

identidad del inserto.

c. Transferencia del fragmento c-term-SmicHSP75 del plasmido pGEM®T-
easy al plasmido de expresion pCRT7/NT

El fragmento especifico de 345 pb, c-term-SmicHSP?75, ligado en el plasmido
pGEM®T-easy se extrajo mediante digestion con la enzima de restriccion EcoRI (Thermo
Scientific), segin la metodologia del proveedor. Los productos de digestion se separaron en
un gel de agarosa y la banda con el tamafio esperado correspondiente al fragmento
especifico se extrajo del gel con el kit QIAquick Gel extraction (QUIAGEN) segiin
metodologia del proveedor. Después, el plasmido de expresion pCRT/NT-TOPO
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autoligado, fue linealizado con la enzima EcoRI en el sitio de insercion, donde se ligd
posteriormente el fragmento purificado con la enzima T4 ligasa (Promega), segiin
metodologia del fabricante. Después, el vector con el inserto clonado se uso6 para
transformar bacterias de E. coli quimiocompetentes DH5a, segiin metodologia del
proveedor. A continuacion, las bacterias se inocularon en medio LB s6lido con antibidtico
(100 pg/ml de ampicilina) para seleccionar a las bacterias transformadas debido a la
resistencia que les confiere el plasmido pCRT7/NT a dicho antibidtico. Sin embargo, existe
la posibilidad de que algunas colonias pudieran resistir al antibidtico debido a la presencia
del plasmido ligado a si mismo, atn sin la presencia del fragmento especifico. Por ello, se
analizaron algunas colonias por PCR con la combinacion de oligonucleétidos T7-Rv1, para
determinar cual(es) colonias contienen el vector pCRT7/NT con el fragmento especifico de
345 pb (c-term-SmicHSP75-pCRT7/NT). Posteriormente, se seleccionaron al menos cinco
de las colonias que permitieron la amplificacion del fragmento esperado y se propagaron en
10 ml de medio LB liquido con ampicilina (100 pg/ml) a 37°C y 200 RPM (en pantalla, lab
companion SI300R) durante toda la noche. Después se purificaron sus plasmidos con un kit
Gene Jet Plasmid Minipreps (Thermo Scientific) segiin metodologia de fabricante.
Finalmente, mediante la secuenciacion de nucledtidos se confirmo el correcto ensamblaje

del inserto en el plasmido seleccionado.

d. Ensayo de expresion de c-term-SmicHSP75-pCRT/NT en bacterias
BL21-D3

La metodologia de expresion empleada fue la descrita por el proveedor (pCR®T7
TOPO® TA Expression Kits, Version J). Bacterias de E. coli quimiocompetentes de la cepa
BL21 D3 congeladas a -80°C se transformaron con 2 ul del plasmido c-term-SmicHSP75-
pCRT7/NT e incubaron durante 30 min en un bafio con hielo, a continuacion, la suspension
de bacterias se sometio a choques de calor (a 42°C durante 45 s) y de frio al regresarlas al
bafo de hielo por 2 min. Después del choque, se les agregaron 250 pl de medio SOB, e
incubaron a 37°C y agitacion a 200 RPM (en pantalla, lab companion SI300R) durante 2 h.
Después de resuspendidas, las bacterias se inocularon en medio LB liquido adicionado con
antibioticos (100 pg/ml ampicilina y 34 ug/ml cloranfenicol) para seleccionar y propagar

las bacterias que fueron transformadas a 37°C y 200 RPM (en pantalla, lab companion
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SI300R) durante toda la noche. Como control negativo, se realizé de forma paralela la
transformacion de la misma cepa con el plasmido pCRT7/NT vacio; es decir, sin el inserto
(vacio-pCRT7/NT). Después, a partir de cultivos de las bacterias transformadas con los
vectores c-term-SmicHSP75-pCRT7/NT o vacio-pCRT7/NT, y vector crecidos toda la
noche, se realizd la prueba piloto de expresion segun la metodologia del proveedor del kit
(pCR®T7 TOPO® TA Expression Kits, Version J). Las proteinas de las bacterias
transformadas, expresadas a las 1, 2 y 4 h de su crecimiento, se analizaron por western blot
con los anticuerpos anti-hexahistidina. Dichos anticuerpos detectan especificamente el

epitope de seis histidinas que debe estar presente en la secuencia del producto expresado.

e. Ensayo en columna de niquel para purificacién de c-term-SmicHSP75-
His

Un cultivo de 200 ml de medio LB con 100 pg/ml de ampicilina y 34 pg/ml de
cloranfenicol, se inocul6 con bacterias BL21-D3 que fueron transformadas con el vector c-
term-SmicHSP75-pCRT7/NT y propagadas previamente en 10 ml de medio LB liquido
(mas antibidticos) durante la noche anterior. El cultivo de bacterias se incub6 a 37°C
durante 4 h y agitacion constante a 200 RPM (en pantalla, lab companion SI300R).
Posteriormente, las bacterias se precipitaron mediante centrifugacion a 2600 g por 8 min.
Las bacterias se suspendieron en 20 ml de buffer de pegado (0.1 M fosfato de sodio, 0.4 M
NaCl, 0.1 M KClL, 30 mM imidazol, 6 M urea, 0.5 % TX-100, pH 7.4y filtrado en un
cartucho de membrana de 0.22 um), y se lisaron con una presion mecanica de 20000 psi al
pasar la suspension tres veces a través de una prensa French (SLM-AMINCO French®
pressure cell press). El lisado celular se centrifugd a 20000 g por 20 min en frio y después
el sobrenadante se pas6 por un filtro de 0.22 um para limpiar la muestra y evitar
obstruccion de la columna durante la purificacion del péptido. Posteriormente, la muestra se
paso por una columna empacada con 1.5 ml de matriz de agarosa cargada con niquel (HIS-
Selec® Nickel Affinity Gel, Sigma), previamente equilibrada con el buffer de pegado, a una
velocidad de flujo de entre 10 a 15 ml/h. Después del pegado, la columna se lavé con al
menos 100 ml de buffer de pegado y a la misma velocidad de flujo que cuando se paso la
muestra; finalmente, la proteina unida a la columna se eluy6 con 10 ml de buffer de elucién

(buffer de pegado ajustado a 200 mM imidazol). Se tomaron alicuotas de proteinas del
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sobrenadante (antes), después, lavado y eluido de la columna para analizar en un gel de 16

% de poliacrilamida SDS-PAGE.

f. Obtencion de una fraccidon de proteinas de la mucosa del duodeno de
bovino que contiene la enteroquinasa

Se adquirieron aproximadamente dos metros de la seccion del duodeno del intestino
delgado de un bovino recién muerto en el rastro de Cancun, Quintana Roo. El intestino se
ciio por los extremos con cuerdas para conservar el contenido a temperatura ambiente y fue
transportado al laboratorio para su procesamiento posterior. Al intestino se le agregaron en
su interior 100 ml de buffer A (20 mM acetato de sodio, 20 mM acido acético, 100 mM
CaCly, 0.2 % (v/v) TX-100, pH 4) para solubilizar y drenar el contenido en un vaso de
precipitado. Después, el intestino se cortd longitudinalmente y se extendid para exponer la
pared interna. La mucosa de la pared se recuperd en el mismo vaso de precipitado,
mediante un raspado suave con el dedo cubierto con guante y goteo simultaneo con buffer
A. De aqui en adelante lo siguientes pasos se realizaron en a 4°C. A continuacion, el
material del intestino colectado en el vaso de precipitado se afor6 con buffer A hasta 200
ml y se agit6 por 2 h para homogenizar el material. El homogenado se filtré primero con
una malla de cielo y después a través de una malla de 300 um para descartar el material
particulado y tejido adiposo flotante. El filtrado se centrifugd a 20000 g por 30 min para
clarificar la muestra. Después, el sobrenadante se ajustdo a pH 8 con 1 M NaOH y entonces,
se realizo una precipitacion diferencial con sulfato de amonio como sigue: primero, se
agrego sulfato de amonio hasta una concentracion de 40 %, se incubd en agitacion por al
menos 6 h, se centrifugd a 14000 g por 1 h y se descarto el precipitado; después, al
sobrenadante se le adicion6 més sulfato de amonio hasta una concentracion de 80 % y se
aplico el procedimiento anterior, pero en este caso, para colectar las proteinas del
precipitado. A continuacion, las proteinas precipitadas se suspendieron en 1ml de PBS y se
dializaron en PBS para descartar los cristales de sulfato de amonio también precipitados.
Después, las proteinas de la fraccion dializada se separaron por cromatografia de exclusion
molecular en una columna de Sefacril S-300-HR como en el caso de proteinas de S. KB8
(ver mas adelante). Las fracciones de la 54 a la 58, que fueron colectadas de la columna y

que contienen proteinas correspondientes a pesos moleculares cercanos al de la
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enteroquinasa de 145 kDa, se mezclaron y analizaron en un gel de 7 % de poliacrilamida
SDS-PAGE bajo condiciones no reductoras (sin B-mercaptoetanol). Este combinado de
proteinas se cuantificd y se llevo hasta una concentracion de 0.1 mg/ml, para ser usada

como la fraccion activa de la enzima enteroquinasa.

g. Ensayo de cinética de digestion de c-term-SmicHSP75-His para la
remocion de la secuencia de hexahistidina

La secuencia de hexahistidina presente en el péptido recombinante c-term-
SmicHSP75-His es altamente inmunogénica, lo que podria desfavorecer la
inmunogenicidad del resto de la secuencia del péptido si se quieren desarrollar anticuerpos
en algun animal. Por ello, se procedié a eliminarla especificamente por digestion con la
enzima enteroquinasa en el sitio de cuatro acidos asparticos codificados en la secuencia del
plasmido pCRT7/NT. Con la fraccion de proteinas de la mucosa del duodeno de bovino que
presuntamente contiene enriquecida a la enzima enteroquinasa enriquecida (ver en seccion
M, inciso f), se procedio a digerir el péptido recombinante. Se realizod una cinética de
digestion como sigue: 1) se mezclaron 10 pl de buffer 1 M Tris-HCI pH 6.8, con 5 pul de
enzima (la fraccion de proteinas que debe contener a la enteroquinasa, a una concentracion
de 0.1 mg/ml en PBS), y 85 ul del sustrato (fragmento especifico c-term-SmicHSP75-His a
una concentracion de 0.459 mg/ml); 2) se incub6 la mezcla en oscuridad a 26°C y se
tomaron alicuotas de 15 pl a los tiempos de 6, 12, 24 y 32 h, se les adicionaron 5 pl de
buffer de Laemmli 4X (sin f-mercaptoetanol) y se calentaron a 95°C por 5 min. Las
alicuotas de la cinética de digestion y una alicuota de antes de la digestion, se analizaron en
un gel no reductor de 16 % de acrilamida. Finalmente, las proteinas del gel se tifieron con
azul de coomassie para identificar la banda correspondiente al fragmento carboxilo terminal
de SmicHSP75 libre de la secuencia de hexahistidina, c-term-SmicHSP75, producto de la

digestion.

h. Purificacion del péptido c-term-SmicHSP75

El fragmento proteico c-term-SmicHSP75 libre de la secuencia de histidinas se
purifico después de una digestion por 48 h con la fraccidon que contiene la enteroquinasa, en

las mismas proporciones descritas antes. A tres volimenes de la mezcla de los productos de
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digestion de 48 h se les afiadié un volumen de buffer de Laemmli 4X, se calentd a 95 °C, y
los producto proteicos se separaron en un gel preparativo de 16 % de poliacrilamida SDS-
PAGE con espesor de 1.5 mm. Después, se cortaron dos tiras verticales del gel en ambos
extremos de 5 mm de espesor, y se tifieron con azul de coomassie para identificar la banda
correspondiente al fragmento c-term-SmicHSP75. Usando ambas tiras como referencia, se
identificé el area de la banda de c-term-SmicHSP75 en el resto del gel que no se tifio y se
cortd. A continuacion, el gel del area cortada se macero6 en nitrogeno liquido y se suspendid
en 2 ml de PBS. Después, para liberar a c-term-SmicHSP75 del gel, el macerado se dializo
a través de una membrana de corte de 3.5 kDa (Spectra/Por®) en PBS a 4°C y agitacion
constante durante toda la noche. El dializado se traslado a un tubo Falcon de 15 ml, se
centrifugo a 2600 g a 4°C y se recuperd el sobrenadante con el fragmento del péptido c-
term-SmicHSP75. Finalmente, una alicuota del sobrenadante se desnaturalizo en buffer de
Laemmli 4X y se analiz6 tanto en un gel de 16 % de poliacrilamida SDS-PAGE como por
western blot con anticuerpos anti-hexahistidina; en este ultimo se us6 como control positivo

a c-term-SmicHSP75-His antes de la digestion.

i. Inmunizaciones con el péptido c-term-SmicHSP75 a un conejo, y
colectas y evaluacién de los sueros obtenidos

A la muestra se le adicion¢ el adyuvante de Freund apropiado (completo o
incompleto) en una relacion 1:1, y se mezclaron vigorosamente para formar una emulsion
estable la cual para cada fecha de inmunizacion fue inyectada debajo de la piel (subcutanea)
de un conejo en 3 sitios, una en el area entre los hombros y otras dos en cada lado de las
piernas traseras.

Las muestras de sangre se colectaron de la arteria central de la oreja con una aguja de
calibre 19; la sangre se incub6 por media hora a temperatura ambiente. Después, el suero de
la sangre coagulada se recupero y clarificd por centrifugacion a 2600 g por 20 min; el
sobrenadante se dividio en alicuotas de 100 pul y éstas se almacenaron a -80°C.

Calendario de inmunizaciones, y colectas de sangre:

En el dia cero, se colectaron 2 ml de sangre del conejo antes de empezar el programa
de inmunizacion (1a colecta = preinmune), y después se inicid la inmunizaciéon con 150 pg

del péptido c-term-SmicHSP75 (1a dosis), dividido en tres inyecciones de 50 pg
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aproximadamente. Solamente en esta primera inmunizacidn se uso el adyuvante completo
de Freund.

En el dia 5, se realizo la 2a colecta de 2 ml de sangre y se aplico la 2a dosis con 210
ng de péptido dividida en tres inyecciones. En este caso se uso el adyuvante incompleto de
Freund.

En el dia 31, se realizé la 3a colecta de 2 ml de sangre de conejo, y se aplico la 3a
dosis con 258 pg de péptido dividida en tres inyecciones. Para esta se us6 el adyuvante
incompleto de Freund.

En el dia 38, solo se realizo la 4a colecta de sangre del conejo.

Con los sueros obtenidos de las muestras de sangre se evalu6 la especificidad de los
anticuerpos para detectar a SmicHSP75 en extractos de proteinas totales de S. KBS por

western blot. Para ello se utilizaron diluciones de 1/1000 de suero en PBS-T.

j- Purificacion de inmunoglobulinas G del suero de conejo por afinidad en
una columna de proteina G acoplada a sefarosa

Un ml de suero de conejo se diluy6 con 9 ml de PB, y después se paso a través de 1
ml de matriz de sefarosa-proteina G (sigma) empacada en una columna Poly-Prep®
(BioRad) y equilibrada con PB. A continuacion, la matriz se lavo con 10 volumenes de PB,
y los anticuerpos se eluyeron de la columna con 1 ml de 10 mM glicina-HCI, pH 3.
Inmediatamente después, el eluido se neutralizé con 100 pl de 1 M Tris-HCI, pH 6.8.
Después, se agrego azida de sodio hasta una concentracion de 0.05 % (p/v) para preservar
los anticuerpos a 4°C sin riesgo de crecimiento de microorganismos. Finalmente, se
determinod que la dilucion de 1/3000 fue la adecuada para deteccion de su antigeno en
analisis por western blot. A estos anticuerpos los denominamos anti-1017 (ver en

resultados).

N. Tratamientos con los inhibidores de sintesis de proteinas

Cultivos celulares de 100 ml de S. KBS de 6 d de crecimiento fueron tratados con
inhibidores de sintesis de proteinas después de 3 h de iniciada su fase diurna con: ImM
cloranfenicol o 1 mM cicloheximida, por 0.5, 1, 4, y 7 h. Paralelamente, como control

negativo las celulas también fueron tratadas con etanol, que fue el solvente con el que se
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disolvieron ambos farmacos. Después de cada tiempo de incubacion, se realizoé una
extraccion de proteinas como sigue: las células de 15 ml de cultivo se concentraron por
centrifugacion a 2600 g por 1 min a 26 °C, se suspendieron en 300 ul de buffer de Laemmli
y se lisaron con perlas de vidrio mediante agitacién en un miniBead-Beater a 4500 rpm por
3 min. Después, el homogenado celular se calent6 a 95 °C por 5 min, y se centrifugd 10
min a 12000 g; se recuperaron los sobrenadantes y se analizaron en geles de SDS-PAGE, y
por western blot con: anticuerpos anti-pThr (Cell Signaling Technology®, Inc; Danvers,

MA), anticuerpos anti-1017, o anticuerpos anti-PsbA.
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VIII. RESULTADOS

A. SmicHSP75 es una proteina de la familia HSP70 y presenta al menos dos
isoformas fosforiladas en S. KBS8

El primer objetivo del presente trabajo fue confirmar que SmicHSP75 pertenece a la
superfamilia de las HSP. Para ello, una fraccion de proteinas que contienen a SmicHSP75
enriquecida (Castillo-Medina 2013), se separaron en geles de doble dimension (2D). Los
anticuerpos anti-pThr inmunodetectaron a dos proteinas de 75 kDa con puntos isoeléctricos
de 5.4y 5.6 (Fig. 3A, puntos 1 y 2, respectivamente). Esto indico que SmicHSP75 esta
compuesta de al menos dos proteinas en un gel 2D, lo que sugiere dos posibilidades: a) que
dichos pI’s representan dos isoformas de una misma proteina de 75 kDa fosforiladas
diferencialmente en treonina; o b) que son dos proteinas de 75 kDa diferentes y ambas
estan fosforiladas en dicho aminoacido. Los dos puntos correspondientes a las proteinas
detectadas por los anticuerpos también se localizaron en otro gel 2D tefiido con azul de
coomassie (Fig. 3B, puntos 1 y 2). Ambos puntos de proteinas localizados en el gel fueron
los mismos detectados por western blot con los anticuerpos anti-pThr. Dichos anticuerpos
efectivamente solo detectaron a las proteinas de los puntos 1 y 2 (Fig. 3C, carriles 1 y 2,
respectivamente), pero no reaccionaron con la proteina usada como control negativo (Fig.
3C, carril 3). Ambos puntos se extrajeron por separado a partir de cinco geles y se enviaron
al servicio de secuenciacion parcial de aminoacidos por espectrometria de masas a la
unidad de protedomica del Instituto de Biotecnologia en Cuernavaca, Morelos, México.

Del anélisis por espectrometria de masas se obtuvieron las secuencias de aminoacidos
de diez péptidos de la proteina del punto 1y seis de la del punto 2. Mediante una busqueda
con dichas secuencias peptidicas en una base de datos de nucle6tidos del NCBI traducidas a
proteinas mediante un andlisis por BLAST, se encontrd que las secuencias de las proteinas
tipo BiP (Binding Protein) de Oryza sativa y Cryptecodinium cohnii (No’s. de acceso
Q8S4R0 y Q6Z7B0, respectivamente) alinearon con una identidad de 71 % con las diez
secuencias obtenidas del punto 1, y de 80.5 % con las otras seis secuencias del punto 2. Por

otro lado, se observd también que las secuencias que son comunes entre ambos
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Figura 3. Ubicacion y aislamiento de pp75 de S. KBS en
geles de doble dimension IEF + SDS-PAGE (2D) para
secuenciacion. Separacion en gel de doble dimension (B) y
su analisis por western blot con anticuerpos anti-pThr (A),
del sobrenadante de un microsonal de proteinas solubles en
PBS-T, eluidas de una columna de DEAE-Sefacel. En
ambos paneles las flechas de la izquierda indican los
marcadores de pesos moleculares en kDa, las barras en la
parte superior acotan la distancia de separacion de proteinas
por isoelectroenfoque (1a dimension), y las barras del lado
derecho la distancia de separacion por pesos moleculares
(2a dimension). También se indican los puntos 1y 2 de las
proteinas detectadas por los anticuerpos anti-pThr.

En C, western blot con antlcuerpos anti-pThr de las proteinas de los puntos 1 y 2, y un punto punto
mayoritario como posible control negativo, extraidos del gel de B. Los carriles son: Mw, marcadores de
peso molecular; 1, proteina del punto 1; 2, proteina del punto 2; y 3, proteina acotada con un circulo en B

como control negativo.
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puntos alinearon con un 100 % de identidad (Fig. 4). Estas observaciones en conjunto
indicaron que las proteinas de los puntos 1 y 2 comparten la misma identidad de una
proteina tipo BiP de la familia HSP70 de reticulo endoplasmico (RE; Munro y Pelham
1987); y sugirieron que ambas representan dos isoformas de una misma proteina
fosforiladas diferencialmente en treonina. En resumen, los resultados obtenidos hasta aqui
nos indicaron que SmicHSP75: a) es una proteina tipo BiP que pertenece a la familia
HSP70; y b) presenta al menos dos isoformas, probablemente con arreglo(s) de
fosforilacione(s) diferente(s) en S. KBS.

Adicionalmente, las secuencias de los mismos péptidos de ambas proteinas alinearon
exactamente (100 % de identidad) con la secuencia de una proteina anotada como BiP-5
(Luminal Binding Protein-5, No de acceso OLP91134) en la base de datos transcriptomica
ensamblada de Symbiodinium microadriaticum (Aranda et al. 2016), lo que indicé que esta
secuencia debe ser la correspondiente a SmicHSP75. De manera inesperada, el peso
molecular de esta proteina anotada fue de 250 kDa el cual es mucho mayor que el de
SmicHSP75. Sin embargo, un analisis comparativo entre dicha secuencia transcriptomica
ensamblada y la gendmica correspondiente, permitid encontrar un codon de término
omitido y otro codon de inicio en la secuencia transcriptomica que ajustaron mejor al peso
molecular de 75 kDa, que ahora si fue consistente con el de SmicHSP75. En la Fig. 4 se
muestra la secuencia acotada de la presunta BiP-5 de S. microadriaticum. También se
indican los residuos de treonina conservados mas probables de sufrir fosforilacion
determinados con el programa NetPhosK (Blom et al. 2004), asi como el sitio T502
fosforilable de BiP de Chlamydomonas reinhardtii reportado como involucrado en la

sintesis de proteinas (Diaz-Troya et al. 2011).

B. El andlisis por exclusion molecular sugiere que SmicHSP75 bajo
condiciones de luz interacciona con otra(s) proteina(s)

El siguiente objetivo fue el determinar experimentalmente si SmicHSP75 es capaz de
formar complejos con otras proteinas, para lo cual se llevo a cabo un analisis por
cromatografia de exclusion molecular partiendo de las proteinas en su estado nativo.

A partir de la calibracion de la columna se determinaron los picos de elucion de cada uno

de los marcadores de pesos molecular mediante las lecturas de absorbacia a 280 nm
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SmicHSP75 es homologo a una proteina tipo BiP perteneciente a la familia HSP70.

Alineamiento multiple de las secuencias parciales de los péptidos obtenidos de ambos puntos con las
secuencias HSP70 / BiP de Oryza sativa (No de acceso Q6Z7B0) y Cryptecodinium cohnii (No de

acceso Q8S4R0), y la secuencia de BiP-5 de Symbiodinium microadriaticum (No de acceso OLP91134)
que contine el codon de terminacion originalmente omitido, y otro de inicio que concuerda con el peso

esperado de SmicHSP75. La figura esta resaltada, en gris, con el motivo de retencion en el reticulo
endoplasmico (Munro y Pelham, 1987) caracteristico de la BiP, en verde los sitios mas probables de
fosforilacion en la treonina predichos por el servidor de NetPhosK (Blom et al. 2004); ademas, el

asterisco indica el sitio fosforilable presuntamente implicado en la sintesis de proteinas en C. reinhardtii

(Diaz-Troya et al. 2011).

(Fig. 5A). Esto nos permitio calcular los volumenes y coeficientes de elucion (Ve y Kva,

respectivamente) de cada marcador y el volumen vacio (Vo) de la matriz que fue de 31.6

ml. Estos a su vez nos permitieron graficar y determinar la curva de calibracion de la

columna, cuya ecuacion fue Y=-3.78X+3.25 (Fig. 5B), en donde el eje de las X representa

el Kav, y el de las Y el logaritmo base diez del peso molecular.

Posteriormente, extractos de proteinas nativas de S. KB8, ya sea en condiciones de 12

h de oscuridad, o con estimulo de 30 min de luz, se analizaron en la columna con los

mismos parametros de separacion que fueron usados para los marcadores de peso

molecular. Se observé que el pico de elucion de la proteina SmicHSP75 se encontro en la
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Figura 5. Curva de calibracion de la columna de sefacril S-300-HR. Gréfico de los picos de elucion de

molecular, y Kav es el coeficiente de elucion.

fraccion 62 en la condicion de oscuridad (Fig. 6A) que equivale a un Ve de 49 ml, y un Kav

de 0.3667. Al sustituir el valor de Kva en la ecuacion de la curva de calibracion, y al

resultado aplicarle el antilogaritmo, se determind una Mr de ~73 kDa, la cual concuerda
con la masa molecular de SmicHSP75 observada en un gel de SDS-PAGE. Este resultado
sugirié que cuando la proteina SmicHSP75 se encuentra en un nivel de alta fosforilacion,

no forma complejos con otras proteinas ni conformaciones oligoméricas con ella misma.
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Por otro lado, a pesar de que en la condicion de 30 min de luz el nivel de fosforilacion de

SmicHSP75 disminuye considerablemente, fue posible observar que el pico de elucion de

la columna se encontro en la fraccion 60 (Fig. 6B). En este caso, el valor calculado de Ve

fue de 47.4 ml, y el de Kva fue 0.333 con lo que se determin6 una Mr de ~ 97.7 kDa. Este

ultimo valor es 24.7 kDa mayor que el de 73 kDa calculado para SmicHSP75 en este

mismo analisis, lo que sugiere que otra proteina de Mr ~ 25 kDa pudiera estar

interaccionando con SmicHSP75 al menos en las condiciones de 30 min luz.
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Figura 6. Western blot con anti-pThr de las fracciones eluidas de la columna de sefacril S-300-HR y

correspondientes a las fracciones 60, 62 y 64.
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C. Larespuesta de desfosforilacion de SmicHSP75 es sensible a bajas
intensidades de luz

Para determinar si la respuesta de desfosforilacion sobre SmicHSP75 estd en funcion
de la intensidad luminica, las células de S. KB8 se estimularon durante 30 min a
intensidades de 1, 10, 40 y 250 umol-foton/cm?s. Una disminucion estadisticamente
significativa se observo en el nivel de fosforilacion de SmicHSP75 en todas las
intensidades de luz ensayadas (Fig. 7B, barras, todas las intensidades de luz) en
comparacion a la condicion de oscuridad (Fig.7B, barra, 12 h Osc). En la figura 7A se
muestra el western blot representativo de una de las tres réplicas obtenidas. Es destacable
que la respuesta de desfosforilacion de SmicHSP75 fue tan sensible que ocurri6 inclusive a
la intensidad mas baja probada de 1 pmol-foton/cm?s (Fig. 7A y B, carril 1y barra 1 pmol-
foton/cm?s, respectivamente). Por otro lado, también se observo una tendencia de respuesta
dosis-dependiente entre las intensidades de luz a 1, 10 y 40 umol-foton/cm?s, aunque no se
encontraron diferencias significativas entre ellas (Fig. 7B, barras: 1, 10 y 40 de intensidad

de luz). Un anélisis estadistico con mayor nimero de réplicas podria confirmar este hecho.

D. La desfosforilacion de SmicHSP75 ocurre bajo todos los espectros de luz
ensayados

Estudiar si la desfosforilaciéon de SmicHSP75 estd en funcidén de algun espectro de luz
en particular nos daria pistas importantes para conocer la cascada de sefializacion en la que
pudiera estar participando. Para este ensayo se utilizaron ldmparas que cubrieron el
espectro siguiente: azul entre 450-490 nm, amarillo entre 450-750 nm, rojo entre 610-750
nm y blanco entre 410-750 nm. Estos valores cubren la mayor parte del espectro de luz
visible (Fig. 8A). Después, células de S. KBS adaptadas a 12 h de oscuridad, se estimularon
durante 30 min con la luz de dichas lamparas a una intensidad luminica aproximada de 100
umol-foton/cm?s. Como en el caso del estudio de las intensidades luminicas, los resultados
densitométricos de las bandas (como las de la Fig. 8B) de tres ensayos independientes se
normalizaron con la banda inmunodetectada de actina, se sometieron a un analisis
estadistico ANOVA vy se graficaron (Fig. 8C). Interesantemente, se observo que el nivel de

fosforilacion de SmicHSP75 en todos los espectros de luz analizados disminuyo6
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significativamente (Fig. 8C, barras; azul, amarilla, roja y blanca), en comparacion al nivel
observado bajo condiciones de oscuridad (Fig. 8C, barra, 12 h Osc). Esto indic6 que todos
los tipos de luz analizados produjeron la respuesta de desfosforilacion de SmicHSP75, y
sugiere que dicha respuesta no es particular a algun tipo de espectro particular de luz. Las
luces que provocaron mayor y menor efecto significativo en el nivel de desfosforilacion

fueron la amarilla y la roja, respectivamente (Fig. 8C, barras, amarilla y roja,

respectivamente).
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Figura 7. Efecto de la intensidad luminosa en el comportamiento de fosforilacion sobre SmicHSP75. En

Las letras sobre las barras indican diferencias significativas entre grupos (p < 0.05).

E. Latemperatura también promueve cambios en la fosfoforilacion de
SmicHSP75

Asi como la luz, la temperatura también afecta de forma importante la fisiologia de

Symbiodinium y por ello nos planteamos estudiar si la temperatura afecta la fosforilacion de
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SmicHSP75 particularmente en la respuesta de desfosforilacion debida a la luz. Se
analizaron los niveles de fosforilacion de SmicHSP75 (Fig. 9A, SmicHSP75) de células de
S. KBS8 incubadas a 21, 26 (control) o 32°C por 12 h en condiciones de oscuridad, y
después de someterlas a estimulos de luz por 30 min para cada temperatura. Para el caso de
la temperatura control de 26°C el resultado fue similar al de los controles de los ensayos de
intensidades y tipos de luz. Se observé que el nivel de fosforilacion de SmicHSP75 en
oscuridad (Fig. 9B, barra, 26°C y 12 h Osc), disminuy¢ significativamente con el estimulo
de 30 min de luz (Fig. 9B, barra, 30 min de luz). Esto indicé que dicha respuesta de
desfosforilacion en las condiciones control es reproducible. De forma interesante, se
observo que el nivel de fosforilacion de SimcHSP75 a 21°C en oscuridad (Fig. 9B, barra,
21°Cy 12 h Osc), también disminuy6 significativamente con el estimulo de 30 min de luz
(Fig. 9B, barra, 21°C y 30 min de luz), aunque a diferencia de la temperatura control, la
respuesta fue menos pronunciada (Fig. 9B, carril 26°C y 30 min de luz). Esto indicé que la
respuesta de desfosforilacion de SmicHSP75 inducida por la luz, si fue afectada por la
temperatura.

Por otro lado, se observéd que en condiciones de al menos 12 h de oscuridad, tanto a
la temperatura control de 26°C como con una disminucion de hasta 21°C por 12 h,
SmicHSP75 manifest6 en un nivel de fosforilacion elevado (Fig. 9B, barras, 26°Cy 12 h
Osc, y 21°C y 12 h Osc, respectivamente). Sin embargo, el incremento en la temperatura de
hasta 32°C por 12 h en oscuridad, provoc6 una disminucion importante en el nivel de
fosforilacion de SmicHSP75 (Fig. 9B, barra, 32°C y 12 h Osc), inclusive mas pronunciada
que la inducida por la luz en condiciones control (Fig. 9B, barra, 26°C y 30 min de luz). Por
otra parte, contrario a lo esperado, el estimulo posterior de 30 min de luz a 32°C,
incremento significativamente el nivel de fosforilacion de SmicHSP75 (Fig. 9B, barra,
32°C y 30 min de luz). Estos resultados indicaron que la exposicion a la temperatura de
32°C por 12 h de oscuridad indujo, por un lado una desfosforilacion de SmicHSP75 en
condiciones de oscuridad, pero por el otro, el estimulo de 30 min de luz a esa misma
temperatura indujo un incremento en dicha fosforialcion que fue estadisticamente

significativo (Fig. 9B, barras de error en rangos diferentes) en la fosforilacion.
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F. Preparacion de anticuerpos especificos contra SmicHSP75

a. Seleccion, amplificacion y clonacidn, expresion, y purificacion del
fragmento c-term-SmicHSP75 para la preparacion de anticuerpos
especificos

Adicionalmente a la secuencia correspondiente a SmicHSP75, en la base de datos de

S. KB8 (Aranda et al. 2016), se encontraron al menos otras cinco secuencias con

identidades de la proteina HSP70, dos de las cuales estdn anotadas también como tipo BiP

(Fig. 10, secuencias con No's de acceso OLP86850.1 y OLP81269.1). En el andlisis de

alineamiento multiple para la seleccion de un fragmento de secuencia que fuera particular a

SmicHSP75, se encontraron secuencias idénticas (Fig. 10, letras en rojo) y secuencias

parcialmente conservadas (Fig. 10, letras en azul) entre ellas, asi como secuencias que en

SmicHSP75 presentaban baja identidad respecto de las otras (Fig. 10, letras negras en
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SmicHSP75) y que las hacia candidatas para el desarrollo de anticuerpos especificos. Sin
embargo, se selecciond un tramo de 95 aminoacidos en el extremo carboxilo terminal (Fig.
10, c-term-SmicHSP75, indicada con una linea roja), debido a que ademas de una baja
identidad, presentd dentro de ella una secuencia de 12 aminoacidos (Fig. 10, recuadro) que
segun el programa bioinformatico “EMBOSS explorer”, es una secuencia altamente
antigénica.

La secuencia correspondiente a c-term-SmicHSP75) se amplificd correctamente como
una unica banda de 345 pb (Fig. 11A, carril 2) que correspondid al peso esperado.
Posteriormente, el fragmento amplificado se logrod ligar en el vector de expresion
pCRT7/NT, y el correcto ensamblaje de la secuencia en fase se confirmo a través de la
secuenciacion de nucleotidos (Fig. 11B, letras minasculas). La traduccioén in silico a
aminoacidos de dicha secuencia obtenida (Fig. 11B, letras mayusculas) mostré que dentro
de la secuencia de aminoacidos provenientes del plasmido pCRT7/NT, estuvieron presentes
el motivo de seis histidinas y el de cuatro acidos asparticos, los cuales permitieron detectar
y purificar el producto recombinante, y posteriormente digerirlo para eliminar estos 10
aminoacidos.

Con la construccion c-term-SmicHSP75-pCRT7/NT correctamente ensamblada (Fig.
11B) se procedio6 expresar el fragmento en bacterias. Las proteinas expresadas en los
tiempos de 1, 2 y 4 h de crecimiento de las bacterias, se analizaron por western blot con
anticuerpos anti-hexaHis. Paralelamente, también se analizaron las proteinas de bacterias
transformadas con otro plasmido pCRT7/NT vacio (vacio-pCRT7/NT); es decir, sin la
presencia del fragmento especifico. Los anticuerpos anti-hexaHis detectaron una banda que
migro a la altura de Mr ~17 kDa en los extractos de las bacterias transformadas con el
plasmido c-term-SmicHSP75-pCRT7/NT desde la primera hora de expresion (Fig. 12A,
carril 5). Dicha banda no se observo en los extractos de las bacterias transformadas con el
plasmido vacio-pCRT7/NT en ninguno de los tiempos analizados (Fig. 12A, carriles 2-4).
Este resultado, y la concordancia del peso esperado de 17 kDa, indicaron que dicha banda
fue la correspondiente al fragmento C-terminal-SmicHSP75 expresada en conjunto con la
secuencia de seis histidinas (c-term-SmicHSP75-His) provenientes del plasmido

pCRT7/NT.
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Alineamiento multiple de la secuencia de SmicHSP75 con otras cinco secuencias de la base de

secuencia altamente antigénica seglin el programa “EMBOSS explorer”.
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A continuacidn, se llevo a cabo el aislamiento de c-term-SmicHSP75-His a través de
la unidn especifica de sus seis histidinas a una columna de niquel. Como la expresion de c-
term-SmicHSP75-His se increment6 ligeramente a las 4 h de expresion (Fig. 12A, carril 7),
se pasaron por una columna acoplada de niquel extractos de proteinas de bacterias con al
menos 4 h de crecimiento. Se observo la presencia de c-term-SmicHSP75-His entre las
proteinas del antes de la columna como una banda mayoritaria (Fig. 12B, carril 2), misma
que estuvo ausente entre las proteinas que no se unieron a la columna y entre las que
estuvieron presentes en el lavado de la columna (Fig. 12B, carriles 3 y 4, respectivamente).
Este resultado, y la presencia de c-term-SmicHSP75-His en el eluido especifico como una
banda enriquecida y significativamente aislada (Fig. 12B, carril 6, indicada con la flecha
roja), indicaron que se uni6 especificamente a la columna. La inmunodeteccion con los
anticuerpos anti-hexaHis confirmaron que dicha banda aislada fue c-term-SmicHSP75-His

(Fig. 12C, carril 2).

atgcggggttctcatcatcatcatcatcatggtatggctagcatgactggtggacagcaa
500
250

Figura 11. Amplificacion por PCR y secuencia de nucledtidos del fragmento especifico de SmicHSP75.

TOPO. Las letras mayusculas representan la correspondiente secuencia de aminoacidos traducida in silico,
en la que se subraya la region de seis histidinas que tiene afinidad a la columna de niquel, y la region acida
de cuatro acidos asparticos, donde corta la enzima enteroquinasa.
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b. Digestion del péptido c-term-SmicHSP75-His con una fraccion
enrriquecida de enteroquinasa.

La secuencia de hexahistidina es un epitope muy antigénico que puede llegar a
enmascarar a los otros epitopes dentro de la misma secuencia, sobre todo cuando se trata de
un péptido de secuencia corta. Esta peculiaridad podria impedir la formacion de anticuerpos
contra el fragmento de SmicHSP75. Por ello, fue importante eliminar dicha secuencia desde
el sitio de cuatro acidos asparticos (Fig. 11B) mediante la digestion especifica con la

enzima enteroquinasa.

70 70 70
55 55 55
40 40 40
35 35 35
25 25 25
17 17 17
10 10 10
A C

Figura 12. Resultado del analisis de expresion del fragmento recombinante especifico de SmicHSP75 (c-

posicion de migracion del fragmento especifico c-term-SmicHSP75-His.
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La enteroquinasa es una enzima del sistema digestivo de mamiferos de Mr ~145 kDa,
expresada principalmente en el duodeno del intestino delgado. A partir de un raspado de la
mucosa del duodeno de bovino, se obtuvo por exclusion molecular una fraccion de
proteinas dentro del rango del peso molecular de la enteroquinasa (Fig. 13A, carril 2; y B,
carriles 3-6, indicadas con un corchete). Con dicha fraccidn se realizoé un ensayo de cinética
de digestion, y se demostro que ésta fue capaz de digerir a c-term-SmicHSP75-His (Fig.
13B), lo que indic6 que corresponde a una fraccion enrriquecida de la enteroquinasa. Se
observo que en presencia de tal fraccion, la intensidad de la banda de c-term-SmicHSP75-
His disminuy6 desde las 3 h (Fig. 13B, carril 3, indicada con la flecha roja), y cada vez mas
alas 6, 12y 24 h (Fig. 13B, carriles 4, 5 y 6, respectivamente); mientras que otra banda de
12 kDa que se evidenci6 a partir las 3 h (Fig. 13B, carril 3, indicada con la flecha azul),
incremento su intensidad a las 6, 12 y 24 h (Fig. 13B, carriles 4, 5 y 6, respectivamente,
indicadas con la flecha roja). Esta concordante disminucion de c-term-SmicHSP75-His con
el incremento de la intensidad de la banda de 12 kDa, sugiri6 que ésta proviene de c-term-
SmicHSP75-His como consecuencia de la digestion por la enteroquinasa. Adicionalmente,
el peso de esta banda coincidi6 con el peso esperado de 12 kDa, producto de la digestion de
c-term-SmicHSP75-His con la enteroquinasa en el sitio de cuatro acidos asparticos; es
decir, un producto sin la secuencia de hexahistidina (c-term-SmicHSP75). Por otro lado, los
anticuerpos anti-hexaHis detectaron a c-term-SmicHSP75-His (Fig. 13C, carril 2, flecha
roja), pero no fueron capaces de detectar la banda de 12 kDa (Fig. 13C, carril 3), lo cual fue
indicativo de la ausencia de la secuencia de hexahistidina en la misma. En conjunto, estos
resultados indicaron que la banda de 12 kDa es la correspondiente a c-term-SmicHSP75.
Esta banda se extrajo del gel, se macer6 en nitrégeno liquido y se dializ6 en PBS para
usarla finalmente en la preparacion de los anticuerpos especificos de SmicHSP75 (Fig.

13B, carril 7).

c. Los anticuerpos levantados contra el péptido c-term-SmicHSP75
inmunodetectan especificamente a SmicHSP75

Al evaluar la especificidad de los anticuerpos obtenidos contra c-term-SmicHSP75, se
observo que los anticuerpos, obtenidos desde la 3a colecta, detectaron a una proteina como

la banda mas intensa (Fig. 14A, carriles 4 y 5), la cual migro a la misma altura que
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Figura 13. Resultado de la digestion del péptido recombinante c-term-SmicHSP75-His con una fraccion

4,5y 6, las digestiones a 6, 12, 24 y 32 h a 26 °C de c-term-SmicHSP75-His con la fraccion del carril 2 de

SmicHSP75 (Fig. 14A, carril 6). Esta misma no fue detectada por los anticuerpos del suero
preinmune (Fig. 14A, carril 2). Estos resultados indicaron que dichos anticuerpos
detectaron especificamente a SmicHSP75.

Seguidamente, las inmunoglobulinas G del suero de la 4a colecta se purificaron
mediante una columna de proteina G, y al evaluarlas también reaccionaron con SmicHSP75
de S. KBS (Fig. 14B), pero en una manera mas especifica; es decir, con menos fondo y
menos reacciones con otras proteinas en comparacion con el suero del cual se purifico (Fig.

14A, carril 5). A estos anticuerpos purificados los denominamos como anticuerpos anti-
1017.
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Después, se analizaron extractos de proteinas totales de S. MF11 y S. kawagutii con
los anticuerpos anti-1017. Estos detectaron epitopes comunes a SmicHSP75 en otras
proteinas de pesos moleculares de 75 kDa en ambas especies (Fig. 14C, carriles 2 y 3), lo
que indic6 que tales anticuerpos fueron capaces de detectar los homologos de SmicHSP75
de ellas, y sugirié que podrian detectar a los homologos de otras especies del mismo
género.

Adicionalmente, se analizaron extractos de proteinas de células de S. KB (adaptadas a
12 h oscuridad) separadas con una mejor resolucion en geles 2D (IEF con tiras pH 4-7 de
17 cm) por western blot con anticuerpos anti-pThr y anti-1017. Se observé que los
anticuerpos anti-1017 detectaron cuatro puntos (Fig. 14D, anti-1017), lo que indic6 que
comparten epitopes comunes y sugirid fuertemente que tienen la misma identidad.
Paralelamente, los anticuerpos anti-pThr detectaron los mismos cuatro puntos (Fig. 14D,
anti-pThr). Esto indic6 que SmicHSP75 se separa como cuatro isoformas fosforiladas bajo

condiciones de oscuridad.

G. Los anticuerpos anti-1017 demostraron que los cambios en la intensidad
de las bandas de SmicHSP75 provocados por el estimulo de luz son
debidos a su estado de fosforilacion

Se descart6 la posibilidad de que los cambios detectados con los anticuerpos anti-
pThr inducidos por la luz en SmicHSP75 hayan sido debidos a cambios en su expresion
mediante un andlisis comparativo con los anticuerpos anti-pThr, y anti-1017 que
inmunodetectan especificamente a la proteina expresada constitutivamente. Como estaba
previsto, se observo que los anticuerpos anti-pThr detectaron disminuciones en las
intensidades de las bandas en todos los tratamientos de luz en las tres especies (Fig. 15A, B
y C, carriles 2, 3, y 4), en comparacion con la intensidad de la banda de condicion de
oscuridad correspondiente a cada especie (Fig. 15A By C, carriles 1). Sin embargo y como
se esperaba, los anticuerpos anti-1017 no detectaron cambios con ningln tratamiento de luz
en células de ninguna de las especies adaptadas a condiciones de oscuridad (Fig. 15A, By
C, todos los carriles, respectivamente). En conjunto, estos resultados confirmaron que los
cambios observados con los anticuerpos anti-pThr fueron debidos a cambios

postraduccionales de fosforilacion y no a cambios en la expresion de la proteina.
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Figura 14. Resultado del analisis de la especificidad de los anticuerpos de los sueros de conejo contra

KBS analizadas con: los anticuerpos de los sueros de las la (preinmune, carril 2), 2a (carril 3), 3a (carril 4)

1017.

Tratamientos con cloranfenicol o cicloheximida de células de
Symbiodinium bajo condiciones de luz sugieren una relacion de la
fosforilacion de SmicHSP75 con la sintesis de proteinas.

SmicHSP75 es un homoélogo de BiP involucrada en la asistencia al plegamiento

correcto de proteinas recién sintetizadas. Por lo tanto, exploramos si la fosforilacion de

SmicHSP75 pudiera estar relacionada con sintesis de proteinas a través de tramientos con

cloranfenicol y cicloheximida en células de S. KBS. Analisis por western blot con

anticuerpos anti-pThr y anti-1017 demostraron que el cloranfenicol promovié un
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incremento en el nivel de fosforilacion hasta después de 4 h de tratamiento (Fig 16,
cloranfenicol, carriles, 3 y 4), en comparacion al grupo control donde no se observaron
cambios en el transcurso del tiempo (Fig. 16, control, carriles 1, 2, 3 y 4). Paralelamente, se
analizo6 la sintesis de novo de la proteina PsbA/D1 del fotosistema II que es dependiente de
la luz; se observo que su expresion disminuy6 gradualmente desde 1 h de tratamiento con
cloranfenicol (Fig. 16, cloranfenicol, carriles 2, 3 y 4), lo que indic6 un efecto inhibitorio
del farmaco en la sintesis de proteinas. Por otro lado, el efecto de la cicloheximida se
reflejo en un incremento en la fosforilacion de SmicHSP75 inclusive con tan solo 0.5 h de
tratamiento (Fig. 16, cicloheximida, carriles 1, 2, 3 y 4), en comparacion al grupo control
que no mostrd ningiin cambio (Fig. 16, control, carrilesl, 2, 3 y 4). Por su parte, la
expresion de PsbA/D1 mostré una disminucion evidente a partir de 1 h de tratamiento (Fig.
16, cicloheximida, carril 2) con un maximo efecto a las 4 h y una recuperacion de la
expresion de la proteina a las 7 h (Fig.16 cicloheximida, carriles 3 y 4). En conjunto, estos
resultados demostraron que la cicloheximida fue mas efectiva que el cloranfenicol para
inhibir la sintesis de la proteina PsbA/D1. Adicionalmente, su efecto en el incremento de la
fosforilaciéon de SmicHSP75 también fue mayor que el del cloranfenicol. Esto sugiri6 que
los cambios en la fosforilaciéon de SmicHSP75 pudeden estar relacionados con la sintesis de

proteinas.

Anti-pThr

Anti-1017

A B C

Figura 15. Analisis comparativo de la inmunodeteccion por western blot de SmicHSP75 y sus homélogos
en S. KBS (A), S. MF11 (B) y S. kawagutii (C), con los anticuerpos anti-pThr y anti-1017 en la respuesta a

foton/cm s.
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Figura 16. Efecto de la inhibicion de la sintesis de proteinas por cloranfenicol o cicloheximida en la
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IX. DISCUSION

Las células de género Symbiodinium generalmente viven como endosimbiontes en
corales formadores de arrecifes (Muscatine y Porter 1977). Debido a su naturaleza
fotosintética, deben poseer mecanismos de deteccion exquisitos para responder y regular las
condiciones de luz cambiantes en su entorno. Estos, a su vez, deben transducirse a sefiales
moleculares que activan procesos que resultan en respuestas fisiologicas. En estas células,
cambios sutiles en el nivel de expresion que ocurren bajo condiciones de estrés y una
escasa presencia de factores de transcripcion en su transcriptoma, han sugerido que los
mecanismos de regulacion deben ocurrir principalmente a nivel traduccional y/o
postraduccional (Baumgarten et al. 2013). En un trabajo previo, demostramos la presencia
de proteinas fosforiladas en aminodcidos de treonina, serina y tirosina en tres especies de
Symbiodinium (Castillo-Medina 2013; Castillo-Medina et al. 2019). Lo anterior indica que
la fosforilacion es una caracteristica importante de sus proteinas, y es consistente con la
idea de que podrian ser actores clave de los eventos de sefializacidn, ya que son importantes
interruptores celulares que desencadenan respuestas celulares a estimulos ambientales
(Graves y Krebs 1999). En este sentido, una proteina de 75 kDa de Symbiodinium
microadriaticum (S. KB8) demostré cambios en su nivel de fosforilacion en treonina en
respuesta a estimulos de luz (Castillo-Medina 2013). En el presente trabajo identificamos
que tal proteina es la de un homdlogo de BiP que pertenece a la familia HSP70 de reticulo
endopldsmico, a la cual denominamos SmicHSP75. A partir de datos obtenidos respecto a
su fosforilacién y con antecedentes que existen en la literatura sobre la misma, se sugiere
una relacién entre dicha fosforilacion y la sintesis de proteinas.

La identidad previa de SmicHSP75 present6 datos confusos. Inicialmente, la
identificamos como una HSP90 (Castillo-Medina 2013); sin embargo, se observd con un
peso molecular de 75 kDa en geles SDS-PAGE. Existen registros de HSP90 con pesos
moleculares de hasta 82 kDa (Ahn et al. 2003), pero no se tiene conocimiento de alguna
HSP90 con peso de 75 kDa. Por otro lado, dicha identidad inicial se obtuvo de la secuencia
parcial de tan solo dos péptidos de 12 y 8 aminodcidos, obtenidos a partir de una banda de
un gel convencional de SDS-PAGE que presuntamente correspondia a SmicHSP75. Por

ello, un posible sobrelapamiento de varias proteinas que pudieran haber co-migrado en esa
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misma banda no podia ser descartado. Consecuentemente, en éste trabajo nos planteamos
como primer objetivo confirmar la identidad de SmicHSP75. Para ello, adicionalmente a la
pre-purificacion desarrollada por Castillo-Medina (2013), la proteina fue separada en un gel
de doble dimension para descartar una posible co-migracion de proteinas en una misma
zona de gel de SDS-PAGE, y asi obtenerla aislada para identificarla por secuencia parcial
de aminodcidos. Interesantemente, encontramos que en geles de doble dimension la banda
que corresponde a SmicHSP75 se separd en al menos dos proteinas con el mismo peso
molecular con puntos isoeléctricos de 5.4 y 5.6 (Fig. 1A, puntos 1 y 2, respectivamente),
ambas inmunodetectadas con los anticuerpos anti-pThr (Fig. 1B, puntos 1y 2,
respectivamente). Sugiriendo que se trataba de dos isoformas. En concordancia, a partir de
las secuencias polipeptidicas parciales obtenidas por separado de ambos puntos (Fig. 4), se
demostré que se trataba de la misma proteina cuya identidad inequivoca es de una tipo BiP,
miembro de la familia HSP70, lo cual indic6 que, en efecto, se trataba de isoformas con
fosforilacion diferencial. La identidad errénea que se obtuvo inicialmente pudo deberse a
un fragmento de degradacién de una proteina tipo HSP90 de Symbiodinium que migré con
una masa molecular de ~ 75 kDa. Por otro lado, la separacién de SmicHSP75 como dos
isoformas del mismo peso en el gel de 2D (Fig. 3A y B) fue consistente con los cambios
que se observaron en su nivel de fosforilacion después de estimulos de luz (Fig. 15A). Esto
se confirm6 cuando se llevé a cabo un andlisis por western blot en geles de doble
dimension con tiras de isoelectroenfoque de un rango de pH ad hoc para obtener una mejor
resolucion. En este andlisis los anticuerpos anti-pThr y anti-1017 demostraron la existencia
de hasta cuatro isoformas fosforiladas de SmicHSP75 (Fig. 14D).

Debido a que se cuenta con una base de datos genémicos de S. KB8 (Aranda et al.
2016), se pudo identificar una secuencia completa traducida a aminoécidos correspondiente
a SmicHSP75 (Fig. 4, S. mic). Esta present6 en el C-terminal la secuencia de aminoécidos
H/KDEL (Fig. 4, S. mic, sombreado en gris), que es una de las caracteristicas de las HSP70
de reticulo endopldsmico, cominmente denominadas como BiP. Las proteinas que residen
permanentemente en el limen del reticulo endopldsmico (RE) parecen distinguirse de las
proteinas secretoras recién sintetizadas por la presencia de esta secuencia C-terminal
(Pelham 1990). Esta secuencia permite que estas proteinas sean retenidas en el RE

mediante de un mecanismo de reciclaje vesicular, por ser proteinas vitales dentro de la

66



célula. De hecho, la delecién completa del gen que codifica para BiP y una mutante sin la
secuencia K/HDEL de BiP de mamiferos fueron letales para células de levadura y en
ratones, respectivamente (Rose et al. 1989; Mimura et al. 2007). Esto sugirié que
SmicHSP75 podria estar localizada en este organelo y que su funcién podria ser vital para
Symbiodinium. Poco se conoce acerca de las proteinas de RE en Symbiodinium, e inclusive
a la fecha no hay evidencias de imdgenes micrograficas de estos organelos en éstas células;
sin embargo, por la presencia de secuencias de proteinas de RE en el transcriptoma de
Symbiodinium, se infiere su existencia. Ensayos de inmunolocalizacién con los anticuerpos
especificos anti-1017 contra SmicHSP75, levantados en el laboratorio, podrian confirmar
su localizacion subcelular.

Se han reportado modificaciones postraduccionales de fosforilacién, ADP
ribosilacién y AMPilacion en proteinas BiP de células de mamiferos (Hendershot et al.
1988; Ham et al. 2014). Un andlisis de fosfoaminodcidos de BiP purificada de mamifero
demostré que esta proteina estd fosforilada predominantemente en residuos de treonina y en
menor grado, en serina (Hendershot et al. 1988). Esto concuerda con el hecho de haber
detectado cuatro isoformas de SmicHSP75 con anti-pThr (Fig. 14D) y que el programa
NetPhos predijera que el aminodcido con mayor probabilidad de fosforilacién sea treonina
(Fig 4. S. mic, asteriscos). Lo anterior sugiere que mds de un sitio de SmicHSP75 puede
estar fosforilado en treonina aunque no se puede descartar la posibilidad de que esté
fosoforilada en un solo sitio de treonina y que la migracion diferencial se deba a
modificaciones en aminodcidos diferentes o a algin otro tipo de modificacion
postraduccional. Hasta donde se sabe, atin no se tienen registros de modificaciones de ADP
ribosilaciéon ni AMPilacion de BiP en plantas y mucho menos en microalgas fotosintéticas;
de hecho, la AMPilacién se presume que es una modificacion restringida a células animales
(Preissler y Ron 2018).

Las modificaciones postraduccionales de BiP parecen estar dirigidas a aquellas BiP
que no se unen a proteinas cliente (Hendershot et al. 1988), y se ha observado que el estrés
induce la transicidén de BiP no activa (fosforilada) a activa (no fosforilada). Por lo tanto, se
infirié que el estrés promovi6 la desfosforilacion de BiP y su asociacion con otras proteinas
(Satoh et al. 1993). Estas evidencias llevaron a proponer que la BiP modificada representa

una forma inactiva y que la BiP no modificada (activa) es la que puede unirse a las
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proteinas cliente y promover su plegamiento y ensamblaje correctos (Hendershot et al.
1988). Esta teoria se encuentra vigente y a partir de ella también se ha propuesto que la
modificacién postraduccional podria proporcionar un conjunto de BiP de almacenamiento
inactivas que pueden ser reclutadas nuevamente a la forma activa (Gething 1999; Preissler
y Ron 2018). En funcién a esta teoria, nuestros resultados sugieren que la luz activa a
SmicHSP75 mediante su desfosforilacidn, y la oscuridad la mantiene inactiva a través de su
estado fosforilado. Adicionalmente, sugieren fuertemente que la regulaciéon de SmicHSP75
por fosforilacion estd conservada en organisnos fotosintéticos unicelulares como
Symbiodinium, y permite proponer un nuevo papel de proteinas tipo BiP en la transduccién
de sefiales inducidas por la luz a través de la modulacién de su fosforilacion. Por otro lado,
los tratamientos de las células de Symbiodinium con cloranfenicol o cicloheximida las
afectaron de tal manera que se observé un aumento de la fosforilaciéon de SmicHSP75
después de los tratamientos (Fig. 16). Ambos farmacos tienen un efecto negativo sobre el
mecanismo celular de sintesis de proteinas, la diferencia es que cloranfenicol inhibe la
sintesis de las proteinas que son codificadas desde el cloroplasto, y la cicloheximida inhibe
la sintesis de aquellas que son codificadas desde el niicleo. La fosforilacién de SmicHSP75
ocurrié mas rapido después del tratamiento con cicloheximida, ya que esta aumenté desde
los 30 min después de la exposicion al farmaco, mientras que el cloranfenicol la indujo
hasta después de al menos 4 h (Fig. 16). En conjunto, estos resultados sugieren que
SmicHSP75 pudiera estar participando en la sintesis de proteinas codificadas en el nicleo,
lo que concuerda con su posible localizacion en RE (Fig. 4), y es consistente con un papel
de asistencia en el plegamiento correcto de proteinas nucleares recién sintetizadas (Fig. 17).
Por lo tanto, nuestros resultados también sugieren una correlacion entre la fosforilacion de
SmicHSP75 y la sintesis de proteinas nucleares a través de una via de sefalizacion
promovida por la percepcion de la llegada de la luz en Symbiodinium.

No sabe qué otras proteinas participan tanto corriente arriba como abajo de la cascada
de sefalizacion de SmicHSP75, pero la respuesta de desfosforilacion implica la existencia
de alguna o varias proteina(s) fotoreceptora(s) que transmite(n) la sefial a otras moléculas
de transduccion. Al respecto, exploramos esta implicacién mediante tratamientos de células
de Symbiodinium mantenidas bajo diferentes intensidades o espectros de luz. Se conoce

que algunos fotoreceptores son activados a longitudes de onda particulares; los fitocromos
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y criptocromos por ejemplo, perciben las longitudes de onda de la luz roja y azul,
respectivamente (Somers et al. 1998). Sin embargo, no se observd una respuesta particular
en la fosforilacion de SmicHSP75 ante algtin espectro especifico, ya que en todos los
ensayados se indujo su desfosforilacion (Fig. 8). Por tanto, dichos fotoreceptores deben ser
capaces de ser estimulados dentro de las longitudes de onda que abarca el espectro de luz
visible. Por otro lado, los arreglos de los pigmentos peridinina y clorofilas a y ¢2
(Niedzwiedzki et al. 2014), que colectan la luz para la fotosintesis de Symbiodinium pueden
ser estimulados dentro de este amplio espectro de luz. La absorcién de la luz a través de
dichos pigmentos para la fotosintesis genera un dafo natural sobre la proteina D1 en el
PSII, por lo cual éste es reparado mediante la sintesis de novo (Karim et al. 2015). Nuestros
andlisis permitieron observar que, al detener dicho mecanismo de reparacién a través de la
inhibicién de la sintesis de novo de la proteina D1 con cloranfenicol, se revel6 el fotodafio
generado por la luz a partir de 1 h de exposicion al farmaco (Fig. 16, cloranfenicol y D1,
carril 2). Esta inhibicién fue concomitante con un incremento evidente en el nivel de
fosforilacion de SmicHSP75 hasta después de 4 h de iniciada la inhibicién (Fig. 16,
cloranfenicol y SmicHSP75, carril 3). Por lo tanto, estos datos sugieren que la fosforilacion
de SmicHSP75 podria responder a la luz a través de procesos que subyacen a la
fotosintesis. Andlisis adicionales con otro tipo de fairmacos especializados para inhibicion
de la fotosintesis, como DCMU, podrian confirmar esta idea.

El hecho de que la proteina esté altamente fosforilada durante la fase oscura y se
produzca una desfosforilacién con el estimulo de la luz, apunta hacia otras dos
implicaciones importantes; primero, debe haber una cinasa que fosforila la proteina al final
de la fase de luz y durante la fase de oscuridad del ciclo; y segundo, también debe haber
una fosfatasa que responda a la activacion del interruptor molecular que se activa después
de 30 min de un estimulo de luz. Sin embargo, hasta el momento no existen reportes de
alguna fosfatasa o cinasa que pueda regular a BiP en el RE mediante fosforilacion. Del
mismo modo, deben existir moléculas desconocidas corriente abajo de SmicHSP75 para
transducir la sefial en una respuesta fisioldgica. Las proteinas BiP pueden interaccionar con
otras co-chaperonas HSP40 y/o factores intercambiadores de nucledtidos, los cuales ayudan
a regular su funcion dentro del RE de células animales (Melnyk et al. 2015). Los resultados

del andlisis por cromatografia de exclusion molecular sugirieron que SmicHSP75
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probablemente interacciona con otra proteina de peso molecular aproximado de 25 kDa
(Fig. 6). Sin embargo, los picos de elucion estuvieron muy cercanos (Fig. 6, fraccion 60 en
Ay 62 en B) y este resultado bien puede ser debatible y requiere una mayor validacion.
Ensayos de inmunoprecipitacion con los anticuerpos anti-1017, nos permitirian confirmar
tal interaccidn y aislar a la presunta proteina de 25 kDa para obtener su identidad. Esto
ultimo nos daria informacién novedosa e interesante para disectar la via de sefalizacion en
la cual podria estar participando SmicHSP75 en Symbiodinium. Por otro lado, la interaccion
de SmicHSP75 con la proteina de 25 kDa pareci6 ocurrir en condiciones de luz pero no de
oscuridad (Fig. 6 B y A, respectivamente). Esto concuerda con la teoria propuesta de que la
BiP solo interacciona con otras proteinas en su estado no modificado (Hendershot et al.
1988). De acuerdo a esta teoria y de confirmarse el resultado anterior, en el caso de
Symbiodinium, la luz favoreceria la desfosforilacién de SmicHSP75 para interaccionar con
la presunta proteina de 25 kDa, mientras que la condicion de oscuridad en su estado
fosforilado, dicha interaccion no ocurriria.

Los cambios en el nivel de fosforilaciéon de SmicHSP75 no fueron inicamente
dependientes de la luz. Los resultados de la disminucién de el nivel de fosforilacion de la
proteina debido a la luz y la posible dosis dependencia de la misma a bajas intensidades
(Figs. 15 y 7, respectivamente), aunados a un incremento en el nivel de fosforilacién de la
proteina debido a tratamientos con cloranfenicol (Fig. 16, cloranfenicol), sugirieron que la
modificacién en estos niveles de fosforilacion de SmicHSP75 podrian estar relacionados
con algin proceso modulado por la luz. Sin embargo, en la condicién de ausencia de luz, la
temperatura también promovié una dismuinucién en el nivel de fosforilacion de
SmicHSP75 (Fig. 9, 32°C y Osc), indicando que ésta no representa un mecanismo
exclusivo que subyace a la luz, sino uno en el cual pueden converger las respuestas a mas
de un factor y/o al estrés ambiental. En Chlamydomonas reinhardtii existe la evidencia de
una regulacion de la expresion del gen HSP70A por la luz a través de una via de
sefalizacion independiente del estrés térmico (Kropat et al. 1995); adicionalmente, en
plantas de soya los estados de fosforilacion y expresion de las isoformas de BiP/HSP70
responden diferencialmente a distintos factores de estrés (Cascardo et al. 2000). Por lo

tanto, seria interesante analizar si la respuesta de desfosforilaciéon de SmicHSP75 inducida
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por la luz o la temperatura proviene de mecanismos diferentes o de una misma via de
sefalizacion.

Es sabido que la alta temperatura (32 °C) en combinacion con la luz alta representan
una condicién estresante para Symbiodinium. Interesantemente, encontramos que un
estimulo de luz de intensidad alta (650 pmol-foton/cm?s), revirtio el estado desfosforilado
de SmicHSP75, promovido por una temperatura de 32 °C bajo condiciones de oscuridad
(Fig. 9,32 °C y Osc; comparada con 26 °C y Osc), al estado fosforilado (Fig. 9,32 °Cy
Luz). El incremento de la temperatura interrumpe el ciclo de Calvin mediante la
inactivacion de la Rubisco (Leggat et al. 2004) o afecta la sintesis de ATP a través del daiio
de la membrana tilacoidal (Tchernov et al. 2004). En tales condiciones, los electrones que
se originan de la oxidacién del agua en PSII durante la fotosintesis, se transfieren a oxigeno
y producen especies reactivas de oxigeno (ROS; Asada 1999; Lesser 2006).
Adicionalmente, en condiciones de temperaturas estresantes, la luz conduce a inhibicién de
la sintesis de novo de proteinas de la antena (Takahashi et al. 2008), probablemente a través
de la inhibicién por ROS en el paso de elongacion de la proteina naciente durante la
traduccién (Nishiyama et al. 2001). Por lo tanto, en un escenario de estrés, los probables
ROS generados pueden ser parte del mecanismo de convertit a SmicHSP75 de un estado
desfosforilado activo a uno fosoforilado inactivo, a través de la inhibicion de la sintesis de
proteinas (Fig. 17, colores degradados). Los datos obtenidos concuerdan con la teoria
propuesta por Hendershot et al. (1988) en la cual la BiP modificada (SmicHSP75
fosforilada) representa una forma inactiva y que la BiP no modificada (SmicHSP75 no
fosforilada) es la que puede unirse a las proteinas cliente y promover su plegamiento y
ensamblaje correctos.

Hasta donde sabemos, no existen reportes de alguna via en la cual la modificacion de
BiP por fosforilacién sea controlada por la luz en Symbiodinium. Sin embargo, en la
microalga C. reinhardtii, la inhibicion de la via de sefalizacion de TOR (Target of
Rapamycin) condujo a la fosforilacion de BiP en residuos de treonina, lo que sugirié una
relacion entre la via TOR, y la fosforilacion de BiP (Diaz-Troya et al. 2011). La
fosforilacion de BiP se produjo en un sitio altamente conservado del dominio de unién a
sustrato (Diaz-Troya et al. 2011) que juega un papel importante en la regulacién de la

actividad de chaperona de BiP (Otero et al. 2010); dicho sitio también se encontrd
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conservado dentro de la secuencia de SmicHSP75 (Fig. 4, asterisco). La via TOR se
encarga de sensar la disponibilidad de nutrientes y estimula la maquinaria de crecimiento
celular promoviendo procesos anabdlicos, que incluyen la traduccién de proteinas y la
biogénesis de los ribosomas (Crespo y Hall 2002). Esto explicaria el porqué de que en
Symbiodinium, la activaciéon de SmicHSP75 por desfosforilacién ocurre principalmente en
etapas del alta proliferacion celular (Castillo-Medina 2013), y/o en respuesta a la llegada de
luz (Fig. 15), que es cuando el contenido de metabolitos nutritivos endégenos se incrementa
debido a la fotosintesis y los procesos de sintesis de proteinas son activados. Cabe sefialar

que la funcionalidad de esta via no ha sido desmostrada en Symbiodinium.
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X. CONCLUSION

Las proteinas BiP son chaperonas moleculares cuyas funciones candnicas son las de
ayudar al plegamiento y ensamblaje correcto de proteinas recién sintetizadas a medida que
se translocan al ER, asi como también asistir a proteinas mal plegadas o desplegadas debido
a condiciones de estrés en el RE (Schroda 2004; Otero et al. 2010). Dichas funciones
pueden ser reguladas mediante inactivacion/activacion por fosforilacién/desfosforilacion,
respectivamente (Herdershot et al. 1988; Diaz-Troya et al. 2011). La modificacién de
SmicHSP75 por fosforilacién se suprimié en condiciones que requieren la actividad de esta
chaperona, tales como el estimulo de luz o con el tratamiento de temperatura, que a 32°C
representan un escenario estresante para esta especie. Por el contrario, un estado fosforilado
se observo en condiciones de oscuridad, y el incremento con inhibidores de sintesis de
proteinas a pesar de estar bajo condiciones de luz, dejaron inferir un vinculo entre la
fosforilacion y su estado inactivo. Por lo tanto, nuestros datos sugieren un modelo en el que
SmicHSP75 de Symbiodinium microadriaticum existe en dos formas diferentes que se
pueden interconvertir entre una proteina inactiva fosforilada y una forma desfosforilada
activa (Fig. 17). La interconversion entre estos dos estados debe ser catalizada por proteinas
cinasa(s) y fosfatasa (s), cuya actividad debe estar finamente regulada en respuesta a
requerimentos de sintesis de proteinas y/o sefales de estrés en el RE (Fig. 17). Segin este
modelo, la luz a través de la fotosintesis, y la temperatura probablemente por otra via
alterna, cambien alguna condicién interna en S. microadriaticum, la cual debe controlar la
funcién chaperona de SmicHSP75 en el RE, ya sea regulando positivamente la actividad de
una fosfatasa o inhibiendo una cinasa (Fig. 17). Por lo tanto, nuestro estudio revela un
mecanismo regulatorio de SmicHSP75 de S. microadriaticum a través de eventos de
fosforilacién/desfosforilacion en una via que responde a estimulos de luz y temperatura,

probablemente relacionada con la sintesis de proteinas.
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Figura 17. Modulacion de la fosforilacion de SmicHSP75 bajo condiciones de luz, oscuridad y
temperatura. Las lineas en verde indican las condiciones que llevan a un estado activo de
SmicHSP75 desfosforilado, y en rojo las que lo llevan al estado inactivo fosforilado. Los colores
vivos son las condiciones segin los datos encontrados en el presente trabajo, mientras que los
degradados son las propuestas o hipotesis seguin las evidencias indirectas analizadas en la discusion.
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ABSTRACT

Background. Some genera of the family Symbiodiniaceae establish mutualistic en-
dosymbioses with various marine invertebrates, with coral being the most important
ecologically. Little is known about the biochemical communication of this association
and the perception and translation of signals from the environment in the symbiont.
However, specific phosphorylation/dephosphorylation processes are fundamental for
the transmission of external signals to activate physiological responses. In this work, we
searched phosphorylatable proteins in amino acids of Ser, Thr and Tyr from three
species of the family Symbiodiniaceae, Symbiodinium kawagutii, Symbiodinium sp.
Mf11 and Symbiodinium wmicroadriaticum.

Methods. We used specific antibodies to the phosphorylated aminoacids pSer, pThr
and pTyr to identify proteins harboring them in total extracts from three species of
Symbiodinium in culture. Extractions were carried out on logarithmic phase growing
cultures under a 12 h light/dark photoperiod. Various light/dark, nutritional and other
stimuli were applied to the cultures prior to the extractions, and proteins were subjected
to SDS-PAGE and western immunoblotting. Partial peptide sequencing was carried out
by MALDI-TOF on specific protein spots separated by 2D electrophoresis.

Results. At 4 h of the light cycle, several Thr-phosphorylated proteins were consistently
detected in the three species suggesting a genus-dependent expression; however, most
Ser- and Tyr-phosphorylated proteins were species-specific. Analysis of protein extracts
of S. microadriaticum cultures demonstrated that the level of phosphorylation of two
Thr-phosphorylated proteins with molecular weights of 43 and 75 kDa, responded
inversely to a light stimulus. The 43 kDa protein, originally weakly Thr-phosphorylated
when the cells were previously adapted to their 12 h dark cycle, underwent an
increase in Thr phosphorylation when stimulated for 30 min with light. On the
other hand, the 75 kDa protein, which was significantly Thr-phosphorylated in the
dark, underwent dephosphorylation in Thr after 30 min of the light stimulus. The
phosphorylation response of the 43 kDa protein only occurred in S. microadriaticum,
whereas the dephosphorylation of the 75 kDa protein occurred in the three species
studied suggesting a general response. The 75 kDa protein was separated on 2D gels
as two isoforms and the sequenced spots corresponded to a BiP-like protein of the
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HSP70 protein family. The presence of differential phosphorylations on these proteins
after a light stimulus imply important light-regulated physiological processes in these
organisms.

Subjects Biochemistry, Cell Biology, Marine Biology, Microbiology
Keywords Light-regulation, Phosphorylation, Dephosphorylation, Signal-transduction,
Symbiodinium, Coral reefs

INTRODUCTION

The dinoflagellates of the genus Symbiodinium are photosynthetic microorganisms that
live either freely in the seas or captured within a mutualistic symbiotic relationship in
the tissues of some marine invertebrates. In both their free and symbiotic stages, they
require fine sensing mechanisms to respond to changing light conditions and other
stimuli from the environment that trigger signal-transduction pathways. Such signaling
cascades must function with particular sets of receptor, adapter and effector proteins. One
particular and fundamental switch to turn on and off signaling within the cell is through
exquisitely regulated phosphorylation and dephosphorylation reactions via protein kinases
and phosphatases, respectively, on key target molecules. Protein kinases are involved in all
cellular functions, and in eukaryotic organisms belong to a superfamily formed by hundreds
to thousands of copies. The larger protein kinase repertoire is encoded by flowering plants
(600-2,500 members; over 1,000 were identified in the Arabidopsis thaliana genome), while
a smaller number of related genes (only 518 plus 106 pseudogenes) were identified in the
human genome (The Arabidopsis Genome Initiative, 2000; Manning et al., 2002; Lehti-Shiu
& Shiu, 2012). In Symbiodinium however, the kinase domains are the second most
abundant domains in the so far sequenced genomes, with 869 sequences (Pfam PF00069)
showing a potential kinase activity (Gonzdlez-Pech, Ragan & Chan, 2017; Liu et al., 2018).
This abundance highlights the fundamental regulatory functions of the protein kinase
superfamily. For example, 177 transcripts from more than 20 serine/threonine-protein
kinase families significantly changed their expression levels when Symbiodinium sp. (clade
F, ITS2) was thermally stressed (Giertz, Forét & Leggat, 2017). In another example, the
general dephosphorylation of PSII proteins under stress conditions plays an important
regulatory role; that is, the dephosphorylation of the D1 and D2 proteins leads to their
proteolytic degradation within the PSII repair cycle in response to light stress (Aro &
Ohad, 2003; Baena-Gonzalez, Barbato & Aro, 1999; Rintamaki, Kettunen & Aro, 1996).
Additionally, a rapid dephosphorylation of the proteins of the PSII reaction center seems
to be a regulatory reaction to water stress in the photosynthetic membranes of plants (Liu et
al., 2009). On the other hand, it is believed that the dephosphorylation of LHCII promotes
the association with the PSII to prevent its lateral migration within the thylakoid membrane
(Vener, 2007), thus maintaining the LHCII in situ for further degradation (Liu et al., 2009).
These reactions occur through sensing environmental signals by specific receptors at the cell
membrane, transducing the signals through adapter/mediator proteins which subsequently
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turn targets on and off by interaction and/or phosphorylation/dephosphorylation, to finally
reach their effectors.

Photoreceptors are widely used by organisms to detect and respond to their light
environment. Several putative photoreceptors, including phytochromes, cryptochromes,
phototropins and rhodopsins, have been identified in the Symbiodinium transcript (Xiang
et al.,, 2015). Cryptochromes are receptors for flavoproteins that are sensitive to blue light.
They are found in plants, animals, insects, fungi and bacteria (Chaves et al., 2011), and have
recently been shown to respond to both blue and red light in Chlamydomonas reinhardtii
(Beel et al., 2012). Studies in animals and plants suggest that cryptochromes play a critical
role in the generation and maintenance of circadian rhythms (Chaves et al., 2011). It is
possible that Symbiodinium cryptochromes are involved in the circadian control of several
light sensitive processes (Jones & Hoegh-Guldberg, 2001; Sorek et al., 2014), especially
because blue is the main type of light that penetrates the water column in the oceans.
Unfortunately, no detailed information on the possible light-sensing mechanisms and/or
consequent signaling cascades in marine dinoflagellates is available.

Since there is very little information from the genus Symbiodinium regarding proteins
that participate in key phosphorylation processes for signal-transduction events that
arise from environmental stimuli, we sought to identify phosphorylated proteins from
S. kawagutii, S. microadriaticumn and S. Mf11. We identified a 75 kDa protein that was
susceptible of changes in its phosphorylation levels upon a light stimulus. Our findings
indicate that light is an important switch that impacts the phosphorylation status of several
proteins in Symbiodinium. In particular, the 75 kDa protein may be regulated through
putative conserved regulatory mechanisms of phosphorylation/dephosphorylation since
its presence and light-stimulated dephosphorylation response were found in all three
Symbiodinium species analyzed.

MATERIAL AND METHODS

Antibodies and reagents

Polyclonal anti-phosphothreonine (anti-pThr cat. 9381S) and anti- phosphoserine (anti-
pSer cat. 2261S) antibodies were from Cell Signaling Technology‘m, Inc. (Danvers, MA).
Monoclonal anti-phosphotyrosine antibodies (anti-pTyr sc-508) were from Santa Cruz
Biotechnology (Dallas, TX). Monoclonal anti-actin antibody N350 was from Amersham;
this antibody is commercially discontinued but we still maintain an available stock
(Villanueva, Arzdpalo-Castafieda & Castillo-Medina, 2014). Alkaline-phosphatase (AP)
conjugated polyclonal anti-rabbit IgG and anti-mouse IgG antibodies raised in goat were
from Zymed™ -Life Technologies (Grand Island, NY). The tripeptides RAD (Arg-Ala-
Glu) o RGD (Arg-Gly-Glu) were from CALBIOCHEM®-Millipore (Billerica, MA, USA).
Ethylene glycol-bis(2-aminoethylether)-NNN’N’-tetraacetic acid (EGTA), bovine casein
hydrolyzate (N-Z-Amine A), and the amino acids, glutamic acid, arginine and glycine,
were all from Sigma. Reagents 5-bromo-4-chloro-3-indolyl phosphate (BCIP) and nitro
blue tetrazolium (NBT) were from Promega (Madison, WI, USA).
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Symbiodinium cell cultures

Dinoflagellate cultures of Symbiodinium kawagutii (referred as S. kawagutii) were

a kind gift of Dr. Robert K. Trench (University of California at Santa Barbara).
Symbiodinium sp. Mf11.5b.1 (referred as S. Mfl11), and Symbiodinium microadriaticum
Subsp. microadriaticum (also known as MAC-CassKB8 and from now on referred to as
S. KB8) originally isolated from the jellyfish Cassiopea xamachana, were a kind gift of Dr.
Mary Alice Coffroth (State University of New York at Buffalo). These cell lines correspond
to clades F, B and A, respectively; they were routinely maintained in our laboratory in
ASP-8A medium under photoperiod cycles of 12 h light/dark at 25 °C. Light intensity was
maintained at 80-120 pmole quantam~2s~!,

Preparation of total protein extracts for phospho protein screening
and responses to stimuli

Six-d-old Symbiodinium cells in ASP-8A culture medium were collected 4 h after the light
phase of the photoperiod initiated, and were concentrated by centrifugation at 1,400xg
for 8 min. The cell pellet was suspended with 500 ! of 1x Laemmli buffer (60 mM
Tris-HCl, pH 6.8, 1% (w/v) sodium dodecyl sulfate (SDS), 10% (v/v) glycerol, 3% (v/v)
B-mercaptoethanol, 0.02% bromophenol blue) (Laemmli, 1970), supplemented with 0.2
mM NaVO3, 10 mM NaPPi and a cocktail of protease inhibitors (Complete®; Roche,
Basel, Switzerland), and placed in screw-cap polypropylene vials with a 0.25 ml total volume
of glass beads (465600 p.m diameter) previously cooled. Subsequently, the cells were lysed
with vigorous shaking in a MINI-BEAD BEATER™ (Biospec products) at maximum speed
for 3 min. Then, the cell lysate was heated at 95 °C for 5 min, and centrifuged at 16,000xg
for 10 min. The supernatant was used for analysis in polyacrylamide gels by SDS-PAGE
(sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis) and western blot.

Protein electrophoresis in SDS-PAGE gels and western blot

The protein extracts were separated in discontinuous denaturing gels (Laemmli, 1970),
of 10% polyacrylamide in the separation zone [375 mM Tris-HCI, pH 8.8; 10%
acrylamide/bis-acrylamide; 0.1% SDS; 0.1% ammonium persulfate (APS); 0.106% N,
N, N, N’-tetramethylethylenediamine (TEMED)), and 4% polyacrylamide in the stacking
zone (125 mM Tris-HCl, pH 6.8; 4% acrylamide; 0.137% bisacrylamide; 0.1% SDS; 0.1%
APS; 0.066% TEMED], in a Mini-PROTEAN®?3 System (Bio-Rad, Hercules, CA, USA).
After electrophoresis, the proteins were transferred to PVDF membranes in “friendly
buffer” (25 mM Tris-HCI, 192 mM glycine, 10% isopropanol, Villanueva, 2008) at a
constant current of 300 mA for 1 h. The membranes were blocked in a solution of 3%
bovine serum albumin (BSA) in PBS (2.79 mM NaH,PO., 7.197 mM Na,HPOQ;, 136.9
mM NaCl, pH 7.5) for 1 h at 50 °C, with gentle agitation. After blocking, the primary
antibodies, anti-pThr (1:2,500), anti-pSer (1:500), anti-pTyr (1:500) or anti-actin (1:1,000)
diluted in PBS containing 0.01% Triton X-100 (PBS-T), were added to the membranes
and incubated overnight with gentle rocking at room temperature. Then, the membranes
were washed five times, 5 min each, in PBS-T, and incubated with the appropriate
secondary antibodies (alkaline-phosphatase conjugated anti-rabbit IgG or anti-mouse
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IgG) at 1:2,500 dilution for 2 h at room temperature. Subsequently, the membranes were
washed again five times, 5 min with PBS-T. Finally, they were developed with a commercial
solution of 5-bromo-4-chloro-3-indolyl phosphate (BCIP) and nitro blue tetrazolium
(NBT) according to the manufacturer (Promega, Madison, W1, USA) in PBS-T for the
primary polyclonal antibodies to ensure more astringency and less background. In the
case of primary monoclonal antibodies, the final wash was followed by a brief rinse with
alkaline developing solution (100 mM Tris-HC, 150 mM NaCl, 1 mM MgCl,, pH 9), and
development in the same buffer. Western blot incubations, washing and development were
also carried out in PBS-T or TBS-T (20 mM Tris, 150 mM NaCl, 0.01% TX-100, pH 7.6)
with identical results.

Two-dimensional gel electrophoresis and partial peptide sequencing
Six-d-old cell cultures of S. KB8 collected 2 h before the dark phase of the photoperiod,
were concentrated by centrifugation and suspended in 50 ml of fresh ASP-8A medium.
Aftera 12 h incubation in the dark, the cells were precipitated by centrifugation at 2,600xg,
5 min, 26 °C and suspended in 10 ml of 0.2 mM NaVO; and 10 mM NaPPi in PBS-T
added with a Complete® (Roche, Basel, Switzerland) cocktail of protease inhibitors, taking
special care to carry out the whole procedure under dark conditions. The cells were then
disrupted with a French press (SLM-AMINCO French® pressure cell press) at a pressure
of 20,000 psi. Then, the cell lysate was chilled on ice and centrifuged at 100,000xg, 1 h to
recover the proteins from the supernatant.

Next, the protein pellet was dissolved with seven volumes of PB (2.79 mM NaH,PO;,
7.197 mM Na,HPOy, pH 7.6) and applied to a column with 1 ml matrix volume of
DEAE-sephacel previously equilibrated with 50 ml 0.02 M NaCl in PB. Then, the column
was washed with 10 ml of the same buffer and eluted with 2 ml of 0.4 M NaCl in PB. The
eluted proteins were precipitated with 8 volumes of cold acetone (at —20 °C), and one
volume of trichloroacetic acid (TCA) for 1 h at —20 °C. Then, the mixture was centrifuged
at 5,000xg for 5 min and the protein pellet was washed twice with 2 ml of acetone at
—20 °C. Afterwards, the proteins were dissolved in BioRad® ReadyPrep buffer (8 M
urea, 2% CHAPS, 50 mM DTT, 0.2% w/v ampholytes 3/10 BioLite® from BioRad and
bromophenol blue), and the solution was used to hydrate a 7 cm IPG strip (ReadyStrip pH
4-7; Bio-Rad, Hercules, CA, USA) for 12 h at 18 °C. Then, the proteins adsorbed in the
strip were separated with a programmed current of 250 V, 20 min, 4,000 V, 2 h and 4,000
V to cover 10,000 V-h in a PROTEAN IEF cell (Bio-Rad, Hercules, CA). Subsequently,
the proteins in the strips were first denatured in 1.5 ml of Buffer I® (Bio-Rad; 6 M urea,
2% SDS, 0.375 M Tris-HCI pH 8.8, 20% glycerol and 2% w/v DTT) for 15 min, and then
in 1.5 ml of Buffer II® (Bio-Rad; 6 M urea, 2% SDS, 0.375 M Tris-HCI pH 8.8, 20%
glycerol added with 2.5% w/v iodoacetamide) for 15 min. Then, the strip was briefly rinsed
in running buffer (25 mM Tris, 192 mM Glycine, 0.1% SDS, pH 8.3.) and loaded onto
a 10% polyacrylamide SDS-PAGE gel to separate the proteins in the second dimension.
Finally, the proteins were either stained with colloidal coomassie blue, or transferred onto
a PVDF membrane for analysis with anti-pThr antibodies. The gel spots corresponding
to the anti-pThr immunodetected signal were excised with a pipet tip, placed in a sterile
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eppendorf tube with 50 pL milliQ water, and sent for partial peptide sequencing to the
Unit of Proteomics of the Institute of Biotechnology from UNAM in Cuernavaca, Morelos,
México. Each spot was also reanalyzed by western blot with the anti-pThr antibodies to
ensure their identity. In parallel, an adjacent mock spot corresponding to a major Mr ~77
kDa protein was included as negative control for the analysis. The most probable sites of
phosphorylation in threonine from the sequences were predicted by the NetPhosK server
(Blom et al., 2004).

Light treatments on Symbiodinium cells adapted to darkness

Six-d-old cultures from S. KB8, S. Mfl11 and S. kawagutii from three biological replicates
collected 2 h before the dark phase of the photoperiod, were concentrated and suspended
in 40 ml of fresh ASP-8A medium to reach 0.8-1.4 x 10° cells/ml. Equal aliquots of each
phylotype were placed in four 15 ml Falcon tubes wrapped with aluminum foil. The cells
in the tubes were allowed to adapt in the dark (12 h) during their night cycle. After this
period, the cells from one of the tubes were concentrated and broken with glass beads
without exposing them to light throughout the process (control), and the other three tubes
were released from the aluminum foil to expose them to light. Protein extractions with
glass beads were performed at 30, 60 and 240 min after light exposure, and the supernatant
from the lysate was heated at 95 °C, 5 min, and used for the analysis. Equal loads of
proteins were adjusted with equal aliquots of cells and also standardized by staining with
coomassie blue in 10% polyacrylamide SDS-PAGE gels. Finally, the extracts were analyzed
by western blot which included actin as an additional internal loading control. The bands
from the triplicate samples were captured with a ChemiDoc-It2 Imager (UVP-Analytik
Jena, Upland, CA, USA) and analyzed by densitometry with the system’s VisionWorks LS
software, normalized with the internal actin control to obtain an arbitrary level of intensity
for each antibody reaction. The results were integrated into graphs displaying the average
band intensity of the three biological replicates for each treatment.

Treatments of Symbiodinium cells with various stimulating agents
Six-d-old S. KBS cells from a 1 L culture were collected by centrifugation at 1,400xg for
8 min, and suspended in 10 ml fresh medium, they were then divided into 9 aliquots of
1 ml in 15 ml Falcon tubes. The cells were concentrated again by centrifugation as above
and the pellets were resuspended in: (a) 10 ml of fresh ASP-8A medium (control); or
(b) 10 ml fresh medium supplemented with either 0.1% (w/v) casein, 10 mM glycine, 10
mM arginine, 10 mM glutamic acid, 100 pg/ml of the tripeptides RAD (Arg-Ala-Glu),
RGD (Arg-Gly-Glu) (CALBIOCHEM®; Millipore, Billerica, MA, USA), 15 mM EGTA
(ethylene glycol-bis (2-aminoentylether)-NNN’N’-tetra acetic acid), or 20 mM CaCl,. All
samples were incubated for 30 min at room temperature and after the incubations, the cells
were concentrated by centrifugation followed by protein extraction with glass beads using
the Bead Beater. Equal loads of proteins were analyzed by protein staining on SDS-PAGE
and western blot with anti-pThr antibodies.
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RESULTS

Anti-pTyr, -pSer and -pThr antibodies immunodetect several
phosphoproteins from S. kawagutii, S. KB8 and S. Mf11 total extracts
Protein extracts from the three phylotypes under study were analyzed with the three
anti-phosphoaminoacid antibodies by western blot. Anti-pTyr antibodies revealed intense
bands with Mr ~32 kDa in all three species (asterisk in Fig. 1C, lanes 1-3, respectively, and
Fig. S1C), whereas species-specific bands of Mr’s ~43, 57, 62 and 77 kDa were observed
for S. KB8 (Fig. 1C, lane 1, and Fig. S1C, lane 1); of Mr’s ~30 and 54 kDa for S. Mf11
(Fig. 1C, lane 2, and Fig. S1C, lane 2); and of Mr’s ~48, 51 and 79 kDa for S. kawagutii
(Fig. 1C, lane 3, and Fig. S1C, lane 3), indicating that these bands corresponded to proteins
phosphorylated on Tyr residues but were not ubiquitous, except for the Mr ~32 kDa
protein. Anti-pSer antibodies revealed intense bands with Mr ~65 kDa in all three species
(Fig. 1B, asterisk in lanes 1-3, and Fig. S1B, lanes 1-3), and a weaker Mr ~35 kDa band
also in the three species analyzed (asterisk in Fig. 1B, lanes 1-3, and Fig. S1B, lanes 1-3).
A relatively high number of weaker bands both ubiquitous and species-specific, were
also detected with these antibodies in the three species analyzed (TFig. 1B, lanes 1-3, and
Fig. S1B, lanes 1-3). These results indicated that a considerable number of proteins from all
three species were phosphorylated on Ser residues. Finally, anti-pThr antibodies revealed
several phospho proteins that were present in all three species analyzed. Here, we observed
weak bands of Mr’s ~43, 46, 50 and 55 kDa (asterisks in Fig. 1C, lanes 1, 2 and 3), and
two clear bands with Mr’s ~75 (double asterisk in Fig. 1A, lanes 1-3, and Fig. S1A, lanes
1-3) and 91 kDa (asterisk in Fig. 1A, lanes 1-3, and Fig. S1A, lanes 1-3). Additionally,
the anti-pThr antibodies detected a clear band of Mr ~29 kDa present in S. KB8 and S.
Mf11 (Fig. 1A, lanes 1 and 2, and Fig. S1A, lanes 1 and 2) as well as a clear Mr ~31 kDa
protein band present only in S. kawagutii (Fig. 1A, lane 3, and Fig. S1A, lane 3), and a Mr
~107 kDa protein band present only in S. KB8 (Fig. 1A, lane 1, and Fig. SI1A, lane 1). All
the proteins found to cross-react with the anti-phospho amino acid antibodies and their
corresponding Mr’s are shown in Fig. S1. These data indicated: (a) the presence of proteins
also phosphorylated on Thr residues; and (b) that there were phosphorylated proteins on
the amino acids Tyr, Ser and Thr, in all three Symbiodinium species. One protein of Mr
~75 kDa, which at this point we named pp75, fulfilled our criteria of being present in all
three species and presenting a clear reproducible reaction upon developing by western blot.
Therefore, we chose to further analyze this protein for possible changes upon treatment of
the cells with light/dark and other stimuli.

Some phosphorylated proteins in threonine responded to a light
stimulus

Analysis by western blot with anti-pThr in cells from all three species adapted to darkness
during the dark phase of the 12-h photoperiod showed that pp75 maintained a considerable
degree of apparent phosphorylation under this condition (Figs. 2A-2C, lanes 1; arrow
labeled 75). Conversely, when the cells were stimulated with light for 30 min and analyzed
by western blot, the intensity of pp75 decreased significantly (Figs. 2A-2C, lanes 2; arrow
labeled 75). The weak intensity of the band was maintained even after 60 and 240 min
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Figure | Immunodetection by western blot of phospho amino acids present in proteins of three
species of Symbiodinium with anti-pThr (A), anti-pSer (B) and anti-pTyr (C) antibodies. In the figure,
the lanes correspond to: molecular weight markers (Mw}); protein extracts of Symbiodinium KB8 (lanes
1}, Symbiodinium Mf11 (lanes 2) and Symbiodinium kawagutii (lanes 3). The asterisks within the figure
indicate protein bands immunodetected in all three species and the arrows to the left indicate the relative
molecular weights in kDa. pp75 is denoted with a double asterisk in A.

Full-size & DOI: 10.7717/peerj.7406/fig-1

of exposure to light (Figs. 2A-2C, lanes 3 and 4, respectively; arrow labeled 75). These
results indicated that this protein, during the dark phase, is significantly phosphorylated
on Thr; however, it dephosphorylates after 30 min of a “shock” of light and remains
dephosphorylated for at least 240 min of such light exposure. Interestingly, the opposite
behavior was clearly observed for a Mr ~43 kDa protein only in S. KB8 cells before the
light stimulus. This protein was not observed as phosphorylated in Thr when the cells
were adapted to darkness (Fig. 2A, lane 1; arrow labeled 43). However, after 30 min of
light exposure, the anti-pThr antibodies detected an intense band, indicating an enhanced
phosphorylated state (Fig. 2A, lane 2; arrow labeled 43), which was maintained even after
60 and 240 min of exposure to light (Fig. 2A, lanes 3 and 4, respectively; arrow labeled 43).
Species-specific light-stimulated phosphorylation behaviors were observed for a number
of proteins immunodetected with anti-pThr antibodies. One Mr ~29 kDa protein with
similar behavior was detected in S. KB8 and S. Mf11 (Fig. 2A and B, lanes 1-4; arrow
labeled 29), two of Mr’s ~40 and 107 kDa in S. KB8 (Fig. 2A, lanes 1—4; arrows labeled
40 and 107, respectively); and finally, one of Mr ~31 kDa from S. kawagutii (Fig. 2C,
lanes 1—4; arrow labeled 31). The dephosphorylation of pp75 on Thr was consistently and
reproducibly observed in cells from all three species when the light stimulus was applied
in comparison to the cells adapted to darkness before the stimulus. The revealed bands
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Figure 2 Immunodetection by western blot with anti-pThr antibodies of pp75 from in vitro cultures
of Symbiodinium KB8 (A), Symbiodinium Mf11 (B) and Symbiodinium kawagutii (C), incubated for
12 h in darkness (lanes 1) and after stimulation with light for 30 (lanes 2), 60 (lanes 3) and 240 (lanes 4)
min.

Full-size @ DOI: 10.7717/peer].7406/fig-2

were specific and the whole membrane showed specific reactions of the 75 and 43 kDa
bands upon development of the blot (Fig. 2). In both cases, we quantified the response by
densitometric analysis of the blots using triplicate biological samples and the intensity of
the bands was normalized to the reaction of an anti-actin monoclonal antibody as internal
control. The results were normalized, averaged, subjected to ANOVA, and graphed. In all
cases, a statistically significant decrease in the phosphorylation level of pp75 in at least one
time point after the light treatment was detected for all three species analyzed (Fig. 3A;
S. KBS, lane 3; S. Mf11, lanes 2 and 3; S. kw, lane 4). The same analysis was carried out on
the 43 kDa protein with similar results showing the opposite behavior for S. KB8 but not
for the other two species (Fig. 3B). Although we cannot assure that they are the same as the
43 kDa protein that responds to light in S. KB8, Mr ~43 kDa proteins from S. Mf11 and
S. kawagutii cells, also recognized by the anti-pThr antibodies did not change their level of
apparent phosphorylation after equivalent times after the light stimulus (Figs. 2B and 2C,
lanes 2—4; Fig. 3B, S. Mf11 and S. kw, respectively), compared to the control (cells adapted
to darkness, Fig. 2B and C, lanes 1; Fig. 3B, S. Mfl11 and S. kw, respectively). This indicated
that the Mr ~43 kDa protein may have a species-specific behavior and only pp75 fulfilled
the criterion of ubiquity in at least all three Symbiodinium species analyzed.

Threonine-phosphorylated proteins from S. KB8 did not show
differential phosphorylation in response to other stimuli

In addition to light, we sought to stimulate S. KB8 cells in culture in order to observe
possible changes in phosphorylation levels of proteins and relate those changes with other
metabolic or signal-transduction pathways. Nevertheless, no changes were detected upon
any of the treatments. None of the nutritional stimuli provided by incubation with the
amino acids: glycine, arginine, glutamate, or a casein hydrolyzate caused significant changes
in the degree of apparent phosphorylation in Thr of any protein including pp75 (Fig. 53,
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Figure 3 Changes in the phosphorylation level of three independent biological replicates determined
by western blot and densitometric analysis with anti-pThr and anti-actin monoclonal antibodies (panel
labeled “actin” shown as example) used as internal loading control for normalization. The figure shows
the bands corresponding to pp75 (A), and the 43 kDa (B) protein from in vitro cultures of Symbiodinium
KBS (S. KB8), Symbiodinium Mf11 (S. Mf11) and Symbiodinium kawagutii (S. kw), after the cells were in-
cubated for 12 h in darkness (lanes 1) and analyzed after light stimulation for 30 {lane 2), 60 (lane 3} and
240 (lane 4) min. The bars in the graphs represent the average of the relative density for each band nor-
malized with the density of the actin band (panel labeled “actin”).

Full-size @ DOI: 10.7717/peer].7406/fig-3

lanes 2, 3, 4 and 5, respectively), compared to the control (Fig. 53, lane 1). In parallel,
extracellular matrix stimuli were tested with the tripeptide RGD (Arg-Gly-Asp), which is
an inhibitor of the adhesion of integrins to their receptors. These RGD tripeptides did not
cause any change on the phosphorylation of the analyzed proteins in S. KB8 cells (Fig. 53,
lane 6), compared to the control without stimulation (Fig. 53, lane 1). As expected, the
non-active tripeptide control RAD (Arg-Ala-Asp), did not cause any significant effect either
(Fig. 53, lane 7). Finally, no alterations were observed in the phosphorylation pattern when
the CaCl, concentration was increased in the medium (Fig. 53, lane 8), or when calcium
ions were sequestered with EGTA (Fig. 53, lane 9), compared to the control (Fig. 53, lane 1).
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These results support the role of specific pThr phosphorylation as part of a light-regulated
response in Symbiodinium.

The threonine-phosphorylated 75 kDa protein from S. KB8 is a
BiP-like protein of the HSP70 protein family

The light-responding pp75 from S. KB8 was enriched through anion exchange column
chromatography on DEAE-sephacel and the eluted fraction precipitated with ice-cold
acetone-TCA, followed by analysis and separation by two-dimensional gel electrophoresis
as described in ‘Materials and Methods’. The western blot of the separated proteins
immunodetected with anti-PThr antibodies identified two Mr ~75 kDa phosho protein
spots of pI's ~5.4 and 5.6 (Fig. 4A, spots 1 and 2, respectively), indicating the presence of
at least two isoforms of pp75. Only a few spots corresponding to the Mr’s of the phospho
proteins previously immunodetected by the anti-PThr antibodies from S. KB8 extracts (Fig.
S1A, lane 1) were observed, whereas a complex mixture of proteins was observed in the
equivalent coomassie blue-stained 2D gel (Fig. 4B, spots 1 and 2). In addition, the excised
spots as well as an adjacent mock spot (Fig. 4B, M) corresponding to a major protein of
similar Mr, were re-analyzed by western blot with anti-PThr antibodies and only the lanes
corresponding to the phospho protein spots were immunostained (Fig. 54, lanes 1 and 2),
while the mock spot showed no cross-reaction (Fig. 54, lane 3). Both spots were sent for
a partial peptide sequencing service and the identity from either spot matched a BiP-like
protein sequence belonging to the HSP70 protein family from the S. microadriaticum
transcriptome with 100% identity (Fig. 4C, Spot 1 and 2 sequences in red; Accession
No. OLP91134). It is important to note that the reported sequence displayed a putative
molecular weight of >200 kDa for the translated product, while pp75 migrates at Mr ~75
kDa. Therefore, we analyzed this sequence further by comparing the corresponding genomic
and transcriptomic sequences. This comparison revealed the correct start ATG and stop
codons that resulted in the correctly translated product of 75 kDa. This corrected sequence
is shown in Fig. 4C and it was used for a BLAST analysis against the S. microadriaticum
transcriptome, which yielded at least other four related sequences encoding HSP70-like
proteins (with long enough sequence showing relevant domains; accession numbers
OLQO05431, OLP79133, OLP80221 and OLP86850), and one likely related short sequence
(Accession No. OLP81269). Three of these sequences, including pp75, corresponded to
BiP-like proteins (Accession No’s. OLP91134, OLP86850 and OLP&1269). The sequence
also contained 6 potential phosphorylated threonine residues (Fig. 4C, green Thr residues).
These results indicated that the Mr ~75 kDa protein from S. KB8 displaying differential
phosphorylation on Thr upon a light stimulus was inequivocally identified as a BiP- or
HSP70-like protein. Therefore, we renamed the protein as SmicHSP75.

DISCUSSION

Symbiodinium usually lives as endosymbiont in reef hosts (Muscatine & Porter, 1977). Due
to its photosynthetic nature, it must rely on fine sensing mechanisms to respond to changing
light conditions in its environment, which must also be transduced to molecular signals that
become physiological responses. Phosphorylation and dephosphorylation events are major
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Figure 4 Separation by two-dimensional (2D) gel electrophoresis (IEF + SDS-PAGE) and immun-

odetection of SmicHSP75 from S. KBS enriched protein extracts for subsequent isolation and par-

tial peptide sequencing. (A) Western blot of the resolved proteins on the 2D gel of DEAE-sephacel en-

riched extracts incubated after 12 h darkness. The two spots labeled spot 1 and spot 2 correspond to two

SmicHSP75 isoforms of pI's 5.4 and 5.6, respectively. (B) An equivalent 2D gel stained with coomassie

blue where the SmicHSP75 isoforms are located (spot 1 and 2, respectively). (continued on next page...)
Full-size B8 DOI: 10.7717/peer).7406/fig-4
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Figure 4 (...continued)

{C) Multiple alignment of the partial sequences of the peptides obtained from both spots with the
HSP70/BiP sequences of Oryza sativa (accession number Q6Z7B0), Cryptecodinium cohnii (accession
number Q854R0), and Symbiodinium microadriaticum (S. mic; accession number OLP91134). The
figure shows the motif of retention in the endoplasmic reticulum (Munro & Pelham, 1987) highlighted
in gray and characteristic of the BiP; highlited in green are the most probable sites of phosphorylation
in threonine predicted by the NetPhosK server (Blom et al., 2004); in addition, the asterisk indicates

a conserved phosphorylatable threonine presumably involved in protein synthesis regulation in
Chlamydomonas reinhardtii (Diaz-Troya et al., 2011).

cellular switches that trigger cellular responses upon environmental stimuli and are likely
to play an important role in such fine sensing mechanisms (Graves & Krebs, 1999). Since
there is very little information regarding proteins that participate in key phosphorylation
processes for signal-transduction events from the genus Symbiodinium, we sought to
identify phosphorylated proteins on the amino acids, threonine, serine and tyrosine from
three different Symbiodinium species, S. kawagutii, S. KB8 and S. Mf11. We further sought to
identify a protein that was susceptible of changes in its phosphorylation levels upon various
types of stimulus. Several proteins containing phosphorylated amino acids were identified,
although there were variations in the three species analyzed. Therefore, we chose to focus
our analysis on proteins that fulfilled two criteria. First, that their cross-reaction with the
antibody was clear and reproducible. Second, that their presence was not species-specific
so that they were observed in all three species analyzed. Our first screening with anti-pThr,
anti-pSer and anti-pTyr antibodies, revealed several candidate proteins (Fig. 51), indicating
that phosphorylation is an important feature of Symbiodinium proteins, which is also
consistent with the hypothesis that such proteins could be key players of signaling events.
A first attempt revealed only a few bands; however, we found two critical conditions that
improved the signal-to-noise ratio significantly: first, when we used PBS-T for development
of the incubations with polyclonal primary antibodies but alkaline developing solution
for monoclonal primary antibodies (see ‘Materials and Methods’), more and stronger
bands appeared; second, the use of PVDF instead of nitrocellulose as transfer media
increased the band resolution significantly. Therefore, we used these conditions for all
subsequent western blot experiments. The proteins detected with anti-pThr antibodies
with Mrs ~43, 46, 50, 55, 75 and 91 kDa, were present in all three species (Fig. 1A and
Fig. S1A). A relatively high number of bands both ubiquitous and species-specific were
also detected with anti-pSer antibodies (Fig. 1B and Fig. S1B), as well as with anti-pTyr
antibodies (Fig. 1C and Fig. S1C), but none fulfilled the criteria of both clear identification
and presence in all three species. Conversely, one protein cross-reactive with anti-pThr
antibodies, that of Mr ~75 kDa (pp75), that was present in all three species, gave a strong
cross-reaction with the anti-pThr antibodies (Fig. 1A), and underwent significant changes
in its phosphorylated state upon a light stimulus (Figs. 2A and 3A). This protein displayed at
least two isoforms of the same molecular weight (Fig. 4A, spot 1 and 2), as immunodetected
with the anti-pThr antibodies likely indicating a differential degree of phosphorylation.
This is consistent with the modifications in the phosphorylation level detected upon light
exposure of the cells (Fig. 3A). The partial peptide sequencing of this protein allowed its
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inequivocal identification as a BiP-like protein of the HSP70 protein family (Accession
No. OLP91134) from S. microadriaticum. We therefore re-named pp75 as SmicHSP75.
Since the annotated transcriptomic sequences are uncured raw sequences, and the one
corresponding to SmicHSP75 yielded a translated product of >200 kDa, we took the
full SmicHSP75 genomic sequence from the S. microadriaticum genome (Aranda et al.,
2016) and used it to obtain the correct amino acid sequence (Fig. 4C). When we used this
corrected sequence for BLAST analysis against the transcriptome, we detected at least six
isoforms of the protein, as well as a conserved Thr in such sequences (Fig. 4C, asterisk). This
conserved Thr has been reported as a target of phosphorylation in C. reihardtii, involved
in metabolic regulation upon a nutritional stimulus (Diaz-Troya et al, 2011). In addition,
we detected six potential phosphorylated threonine residues (Fig. 4C, green Thr residues),
which are consistent with the possibility that the identified isoforms could correspond to
different combinations of phosphorylations. The subsequent finding that this protein was
originally phosphorylated on Thr during the dark phase of the Symbiodinium growth cycle,
and was dephosphorylated upon light exposure, indicated that light was an important
signal that triggered a number of signaling cascades that lead to its dephosphorylation.
This also implied the existence of a phosphatase that must be able to rapidly respond to
the light stimulus and act upon SmicHSP75. Another protein of Mr ~43 kDa present in all
three species and cross-reactive with anti-pThr antibodies appeared to undergo a gradual
enhanced phosphorylation upon light exposure but this modulatory effect was detected
exclusively in S. KB8 (Fig. 3B, S. KB8). This suggested that it was part of a species-specific
process; therefore, our subsequent analyses were performed exclusively on SmicHSP75,
which was present in all three species.

We do not know which other proteins participate both upstream and downstream of
the signaling cascade of SmicHSP75 but the dephosphorylation response also implies the
existence of a photoreceptor which transmits the signal to other relay molecules that lead to
the action of the yet unknown phosphatase. Similarly, unknown molecules downstream of
SmicHSP75 must exist, to transduce the signal into a physiological response. The fact that
the protein is highly phosphorylated during the dark phase and a dephosphorylation occurs
upon the light stimulus, points towards two other important implications: first, there must
be a kinase that phosphorylates the protein at the end of the light phase and during the
dark phase of the cycle; and second, there must also be a phosphatase that responds upon
the activation of the molecular switch that is triggered after 30 min of a light stimulus. This
is also suggestive of a mechanism that puts the cell into a new metabolic (photosynthetic)
state after the light is turned on. This may also reflect a light-sensing mechanism occurring
under the natural state of the free-living and/or endosymbiotic cells in the water column
after sunrise. It has been reported that blue light is most likely the type of radiation
that enters the water column (Braun & Smirnov, 1993) and perception mechanisms by
chryptochromes are likely to be at play under those conditions. We are currently searching
for the companion proteins of SmicHSP75 in this interesting light-modulated interplay.

Besides light, other stimuli might also cause changes in phosphorylation on the same
protein. We tested a number of such stimuli that included nutritional (casein hydrolyzate
and amino acids), extracellular matrix stimulating peptide (RGD), and calcium exposure
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and depletion (Ca?* and EGTA). In none of the cases significant dephosphorylation of
SmicHSP75 or enhanced phosphorylation of the 43 kDa protein were observed (Fig. 53).
This indicated that Symbiodinium cells are much more sensitive to light than other stimuli,
which is also consistent with their photosynthetic nature.

Our results represent pioneer studies on proteins that are likely to participate in
light modulated signal-transduction events and that have not been studied in these
symbiotic photosynthetic microorganisms to date. Future research will focus on the detailed
functional characterization of this light-responsive protein target and its companion players
in the light-sensing mechanism.

CONCLUSIONS

We identified a 75 kDa protein (SmicHSP75) cross-reactive with anti-pThr antibodies, that
was present in the three species of Symbiodinium, S. KB8 (S. microadriaticum), S. kawagutii
and S. Mf11. The protein was significantly phosphorylated at the end of the dark phase
of the growth cycle but underwent a significant decrease in its phosphorylated state after
30 min of a light stimulus, and remained hypophosphorylated even after 260 min. This
phosphorylation/dephosphorylation behavior indicated that light was an important signal
that triggered a number of signaling cascades that are likely to be transient and this protein
could be part of a mechanism that warns the cell to switch to a new (photosynthetic)
metabolic state. The protein was inequivocally identified as a BiP-like protein of the HSP70
protein family.
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