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I. RESUMEN 

 
Symbiodinium es un género de dinoflagelados simbióticos 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 identificó que en 

Symbiodinium la luz modula el nivel de fosforilación en residuos de treonina de una 

proteína con peso molecular de ~75 kDa. Aquí demostramos a través de secuenciación 

parcial de aminoácidos que la identidad de esta proteína de Symbiodinium microadriaticum 

es la de un homólogo de las proteínas BiP (Binding Protein, por sus siglas en inglés), que 

pertenecen a la familia HSP70 de retículo endoplásmico; por ello, la denominamos 

SmicHSP75. Nos planteamos determinar si el nivel de fosforilación de esta proteína es 

dependiente de las propiedades de la luz con la que se provoca el estímulo. Por ello, se 

realizó un análisis del perfil de fosforilación de SmicHSP75 y se encontró que la mínima 

intensidad de 1 µmol fotón/cm2s, y todos los tipos de espectros de luz ensayados afectaron 

su nivel de fosforilación. Adicionalmente, se desarrollaron anticuerpos policlonales contra 

una region C-terminal de la proteína endógena, que nos permitieron demostrar que 

SmicHSP75 presenta al menos cuatro isoformas fosforiladas en treonina. Por otro lado, se 

observó que la modificación de SmicHSP75 por fosforilación se suprimió en condiciones 

que requieren la actividad de esta chaperona, tales como el estímulo de luz o con un 

tratamiento de temperatura. Por el contrario, un alto nivel de fosforilación se observó en 

condiciones de oscuridad, y un nivel similar observado con inhibidores de la síntesis de 

proteínas inclusive bajo condiciones de luz, sugirieron un vínculo 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 proteína inactiva 

fosforilada y una forma desfosforilada activa, las cuales estarían relacionadas con algún 

mecanismo de la síntesis de proteínas. 
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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 is 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 µmol photon/cm2s, 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.  
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III. INTRODUCCIÓN 
 

Symbiodinium es un género de dinoflagelados simbióticos cuya importancia ecológica 

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 asociación mutualista, 

Symbiodinium aporta mediante sus productos de la fotosíntesis alrededor de un 95% de la 

energía que requiere el huésped para llevar a cabo sus procesos metabólicos, crecimiento y 

desarrollo en su hábitat; por otro lado, el dinoflagelado se beneficia del acceso a nutrientes 

que, en las aguas de mar oligotróficas en las que habita, se encuentran en baja 

concentración. En esta compleja relación, es evidente que los dinoflagelados simbióticos 

son fundamentales para el sostén de las abundantes formas de vida en los arrecifes.  

La estabilidad de la asociación coral-alga es susceptible a cambios en las 

características físicas y químicas del medio ambiente, las cuales pueden conducir a la 

degradación de la simbiosis con la subsecuente ruptura de la asociación (Hoegh-Guldberg 

1999; Hoegh-Guldberg et al. 2007; Lesser 2007). El aumento de la temperatura superficial 

del mar debido al cambio climático 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 

disminución drástica 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 climático predicen que muchos arrecifes de coral sufrirán daños irreversibles en 

cuestión de décadas (Carpenter et al. 2008; Pandolfi et al. 2011; Heron et al. 2017). Si bien 

aún no se ha descubierto el papel mecanístico exacto que desempeña Symbiodinium en el 

blanqueamiento de coral, sin embargo, el aumento de la producción de ROS, como el 

superóxido y el peróxido de hidrógeno, por las células de Symbiodinium en respuesta al 

estrés por calor se considera un factor clave (Suggett et al. 2008; McGinty et al. 2012). 
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En un trabajo previo se encontró en Symbiodinium una proteína con peso molecular 

de ~75 kDa cuyo nivel de fosforilación en residuos de treonina es modulado en función de 

estímulos de luz (Castillo-Medina 2013). En dicho trabajo se le identificó como una 

proteína homóloga a una HSP90. Sin embargo, mediante análisis más profundos 

determinamos que en S. microadriaticum, la identidad inequívoca es la de un homólogo de 

las proteínas BiP (Binding Protein, por sus siglas en inglés), que pertenecen a la familia 

HSP70 de retículo endoplásmico. Debido a que la proteína que identificamos se obtuvo a 

partir de extractos de S. microadriaticum y que ésta pertenece a la superfamilia HSP, 

decidimos nombrarla aquí como SmicHSP75.  

Las proteínas 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 

recuperación y supervivencia de los organismos (Lindquist 1986). Las HSP representan una 

clase de chaperonas moleculares que son bien conocidas por sus respuestas rápidas al estrés 

ambiental (Sørensen et al. 2003). Por ejemplo, ante condiciones de estrés, la síntesis de 

proteínas es afectada dando lugar a proteínas mal plegadas o con una conformación 

inadecuada, teniendo como consecuencia la formación de agregados proteicos no 

funcionales que comprometen la viabilidad de la célula. Además, estas proteínas juegan 

papeles importantes en otros procesos celulares distintos de la protección contra el estrés, 

tales como en la diferenciación celular y la morfogénesis (Gunter y Degnan 2007), y en la 

apoptosis y señalización celular (Arya et al. 2007; Beissinger y Buchner 1998; Li y 

Srivastava 2004). En general, las HSP actúan 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 información sobre la respuesta de inducción de 

las HSP70 ante eventos de estrés, pocos reportes existen sobre fosforilación como 

mecanismo de su regulación y menos aún, alguna información relacionada y reportada para 

ésta proteína en Symbiodinium.  

La fosforilación de HSP70 puede regular procesos celulares importantes como la 

apoptosis, la degradación de proteínas, y la progresión del ciclo celular, entre otros (Nitika 

y Truman 2017). En Symbiodinium, el ciclo celular es modulado por fotoperíodos de luz-
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oscuridad más que por un ciclo circadiano endógeno (Wang et al. 2008). En él se requiere 

de la señal de luz entrante para crecimiento y síntesis de DNA; por otro lado, la entrada a 

fase oscura es necesaria para la división celular que generalmente se completa al amanecer 

o al comienzo del fotoperíodo 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. Más aún, 

cuando este recurso generalmente le llega de manera limitada debido a las profundidades 

variables a las que dichos hospederos viven en el arrecife, el ángulo con relación al sol, la 

morfología del esqueleto y la densidad de simbiontes que pueden generar efecto de sombra 

a células más internas. Los ciclos de fosforilación/desfosforilación de la proteína 

SmicHSP75 constituyen un mecanismo para modular cambios externos como la luz y 

temperatura. En este trabajo se realizó un análisis del perfil de fosforilación de SmicHSP75 

y se determinaron las intensidades y tipos de luz que afectan su desfosforilación. 

Finalmente, en función de los datos obtenidos se sugieren las posibles vías de señalización 

en las que puede estar involucrada.  
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IV. ANTECEDENTES 

 
A. Generalidades de los dinoflagelados fotosintéticos del género 

Symbiodinium 
 

Los dinoflagelados del género Symbiodinium establecen una relación endosimbiótica 

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 degradación considerable y, de 

continuar esta tendencia, se proyecta su colapso inminente. Sin embargo, queda claro a 

partir del registro fósil que algunos corales formadores de arrecifes, y por lo tanto sus 

simbiosis obligatorias, han sido resistentes a los cambios más importantes en el clima 

(Kiessling 2009). Las identidades específicas del Symbiodinium residente influyen en la 

susceptibilidad de sus hospederos a las temperaturas oceánicas frías 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 simbióticos son virtualmente idénticos en su morfología, la clasificación 

taxonómica a un nivel de especie ha sido muy cambiante. Antes de los recientes avances en 

la tecnología molecular, todas las microalgas simbióticas de corales eran erróneamente 

incluidos en una sola especie, Symbiodinium microadriaticum, independientemente de la 

especie del hospedero. Después, reconstrucciones filogenéticas revelaron que el género 

Symbiodinium está 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 

clasificación taxonómica, y que en la literatura algunas veces eran designados como 

equivalentes a especies (LaJeunesse et al. 2012). Recientemente, LaJeunesse y 

colaboradores (2018), desarrollaron una re-clasificación  sistemática 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 
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D), Effrenium (clado E), Fugacium (clado F), y Gerakladium (clado G). El presente trabajo 

de investigación se desarrolló en la primera especie formal descrita, Symbiodinium 

microadriaticum (filotipo A1), que en la reciente clasificación pertenece al género 

Symbiodinium propiamente. Para efectos prácticos de esta tesis se seguirá 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 (foraminíferos) (Pawlowski et al. 2003). En la mayoría 

de los casos, Symbiodinium está localizado en unas vacuolas especializadas (denominadas 

simbiosomas) dentro de las células endodérmicas de la cavidad gastrovascular y tentáculos 

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, 

aminoácidos, azúcares y carbohidratos complejos (Hoegh-Guldberg et al. 2004). Por otro 

lado, el simbionte recibe nutrientes inorgánicos de desechos metabólicos del hospedero que 

incluyen amonio y fosfatos.  

Muchos dinoflagelados, como es el caso de Symbiodinium, pueden existir tanto en un 

estado móvil 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 

diámetro de entre 5 y 15 µm, y contiene compartimentos citosólicos característicos de las 

células eucariotas. Además, también contiene otros organelos que incluyen: cloroplastos 

irregulares periféricos en forma de disco que contienen membranas tilacoidales paralelas 

multilobuladas, productos de asimilación, gránulos de almidón, y una o dos vacuolas 

(Freudenthal 1962). Esta forma cocoide es haploide y además es la forma dominante en el 

estado endosimbiótico con los invertebrados (Mitsuru et al. 2000) y pudiera estar bajo el 

control del huésped. En dicho estadío endosimbiótico, la división celular de Symbiodinium 

parece estar controlada por el hospedero a través de señales químicas, secuestrándolo en su 

forma cocoide (Koike et al. 2004), y manteniendo así una densidad poblacional según sus 

necesidades.  
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La forma cocoide de Symbiodinium puede seguir una de varias rutas dentro de su 

ciclo de vida. Una es la reproducción asexual, en la cual se producen dos o tres células hijas 

en cultivo. Alternativamente, Symbiodinium en forma cocoide también puede formar 

zoosporas móviles con la adición de platos tecales y un par de flagelos, uno longitudinal y 

otro transverso. Esta zoospora móvil es activa bajo iluminación y la movilidad está 

regulada en un ciclo circadiano entre períodos de luz y oscuridad (Yacobovitch et al. 2003). 

El desarrollo de gametos se ha propuesto, pero no se ha demostrado la reproducción sexual 

ni se ha identificado la formación 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).  

Cl 

p 

Figura 1. Morfología y esquema del ciclo de vida de Symbiodinium. A, quiste vegetativo,  B, división  
del quiste vegetativo produciendo dos células hijas, C, quiste vegetativo produciendo tres células hijas, 
D, zoospora en desarrollo, y E, zoospora móvil. Cl=cloroplasto, N=núcleo, P=pirenoide, S= almidón, 
LF= flagelo longitudinal y TF= flagelo trasversal. Fotografía de Misaki Takabayashi y esquema tomado 
de Stat Michael (2006). 
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B. Características distintivas del aparato fotosintético de los dinoflagelados 
del género Symbiodinium 

 
Los dinoflagelados fotosintéticos presentan ciertas características en común en su 

aparato fotosintético (Steidinger 1983). Los principales pigmentos que contiene dicho 

aparato son la clorofila a y c2 (Chl a y Chl c2, respectivamente), el carotenoide β-caroteno, 

y un grupo de xantofilas que parecen ser únicas en los dinoflagelados, típicamente la 

peridinina, dinoxantina, y diadinoxantina. Es por estas últimas que los dinoflagelados lucen 

un color café-ocre.  

Algunas de las principales funciones de los pigmentos fotosintéticos son la captura de 

fotones, transferir la energía de excitación a los centros de reacción donde la fotoquímica 

primaria toma lugar, y en otros casos proveer fotoprotección. Los pigmentos colectores de 

luz en los dinoflagelados son la Chl a, Chl c2 y la peridinina que optimizan la función de 

fotosíntesis. El carotenoide peridinina es capaz de transferir la energía de excitación a Chl a 

con una eficiencia de casi el 100% (Govindjee et al. 1979). Los pigmentos 

fotosintéticamente funcionales están unidos no covalentemente a proteínas específicas 

formando los complejos Chl-proteína. La principal función de la parte proteica es orientar y 

espaciar los receptores colectores de luz y así asegurar que la energía de excitación sea 

transferida eficientemente a los centros de reacción. Los complejos Chl-proteína están 

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 energía de excitación, y b) los 

centros de reacción donde la fotoquímica primaria se lleva a cabo.  

Las antenas colectoras de luz se pueden clasificar en tres grupos en función de los 

pigmentos asociados a las proteínas 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 último 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 c2-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 
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basada en su cristalografía por rayos X (Hofmann et al. 1996). La PCP nativa posee una 

masa molecular aparente de entre 35 a 39 kDa. Análisis de la apoproteína indican que 

puede estar presente tanto como homodímeros de 31 y 35 kDa, o como monómeros 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 

están presentes en ambas formas (Iglesias-Prieto et al. 1991). Un análisis de los cromóforos 

de PCP indicó que la Chl-peridinina guardan una relación estequiométrica de entre 2:8 a 

2:12 (Iglesias-Prieto 1996). Por otro lado, la gran mayoría 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 relación molar Chl a:Chl c2:peridinina de 7:4:12, y además contiene a la mayoría de las 

xantofilas involucradas en fotoprotección. 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 fotoquímicas en los fotosistemas I 

(PSI) y II (PSII), aún no están bien caracterizados para Symbiodinium. Por un lado, el 

complejo del PSI tiene una composición de apoproteínas única, diferente a las encontradas 

en plantas y cianobacterias; la mayoría de los polipéptidos asociados tienen pesos 

moleculares de 14-25 kDa y en las plantas principalmente pesos de 60 kDa además de 

polipétidos de 8-25 kDa. Tambien presenta propiedades espectroscópicas y cinéticas 

similares al de las plantas, aunque con diferencias importantes; por ejemplo, en 

Symbiodinium el espectro de emisión de fluorescencia a baja temperatura muestra picos a 

709 nm en lugar del pico característico de 730 nm en las plantas. Por otro lado, el PSII es 

un complejo multiproteico que mediante la energía lumínica cataliza la oxidación del agua 

y la reducción del conjunto de plastoquinonas. La D1 es uno de los componentes 

importantes del centro de reacción del PSII, ya que esta proteína es altamente susceptible a 

daño por exposición a altas temperaturas y de hecho es conocida como el “talón de 

Aquiles” donde comienza el daño del PSII que conlleva al blanqueamiento de los corales 

(Warner et al. 1999). Adicionalmente, en Symbiodinium se identificó a la proteína PsbO 

como otro componente extrínseco de PSII, con peso molecular de 28 kDa. (Castillo-Medina 

et al. 2013). Esta proteína es esencial para las velocidades máximas de producción de 

oxígeno en condiciones fisiológicas, ya que funciona como una plataforma que estabiliza la 
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región catalítica donde ocurre la oxidación del agua (Williamson 2008). Esta proteína está 

implicada en la regulación del recambio dependiente de luz de la proteína D1 (Lundin et al. 

2007), por lo que se ha propuesto una probable participación en la tolerancia a daño de la 

proteína D1 durante el evento de blanqueamiento (Castillo-Medina et al. 2013). 
 
C. La luz como un factor abiótico de estrés y los mecanismos biológicos y 

bioquímicos para contender con el estrés lumínico 
 

Los organismos fotosintéticos, incluido Symbiodinium, tienden a perder su actividad 

fotosintética en condiciones en las que la cantidad de energía luminosa absorbida excede la 

capacidad de utilización de la luz por la fotosíntesis (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 frío) que limitan la fijación de CO2 fotosintético 

en el ciclo Calvin-Benson. Este fenómeno se conoce como fotoinhibición de la fotosíntesis 

(Aro et al. 1993). La fotoinhibición se atribuye al fotodaño del PSII y su acumulación, lo 

que conduce a una disminución en la actividad o en la eficiencia de dicho fotosistema. Para 

evitar la fotoinhibición del PSII, el PSII fotodañado se repara de manera eficiente y rápida a 

través del llamado ciclo de reparación del PSII (Aro et al. 1993). Por lo tanto, la 

fotoinhibición neta del PSII se produce en condiciones en las que la tasa de su fotodaño 

supera la de su reparación. En las células de Symbiodinium presentes dentro de los corales, 

la luz intensa conduce a una fotoinhibición severa del PSII, especialmente concurrente con 

el aumento de la temperatura del agua de mar (Warner et al. 1996; 1999). 

Como la fotoinhibición del PSII ocurre en condiciones de luz excesiva, se supone que 

la energía de la luz absorbida en exceso por los pigmentos de la antena fotosintética causa 

fotodaño al PSII (Melis 1999). Sin embargo, en organismos fotosintéticos modelo como 

plantas superiores, algas verdes y cianobacterias, se ha demostrado que el fotodaño al PSII 

es directamente proporcional a la intensidad de la luz y está más asociado con la luz 

absorbida por el manganeso en el complejo que desprende oxígeno en el PSII, que con los 

pigmentos fotosintéticos (Hakala et al. 2005). Además, se ha demostrado que la energía 

luminosa absorbida en exceso acelera la fotoinhibición del PSII mediante la inhibición del 

mecanismo de su reparación, más que por el fotodaño mismo (Takahashi y Murata 2005; 
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2006). El principal de los actores que causan inhibición del mecanismo de reparación del 

PSII por exceso de luz, son las especies rectivas de oxígeno (ROS) (Nishiyama et al. 2006).  

La sensibilidad del PSII a la fotoinhibición difiere entre los filotipos de 

Symbiodinium, tanto en cultivo como en estado endosimbiótico 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 fotoinhibición en condiciones de estrés térmico se ha 

estudiado extensamente en Symbiodinium debido a su asociación con el blanqueamiento de 

corales. La fotoinhibición del PSII asociada con el estrés térmico se debe principalmente a 

la inhibición de su ciclo de reparación, y la sensibilidad del filotipo de Symbiodinium a la 

fotoinhibición del PSII en condiciones de estrés térmico está determinada por la 

sensibilidad térmica de dicho proceso de reparación (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 todavía no se entiende completamente. 

Cuando los pigmentos fotosintéticos colectan la luz, la energía de excitación se 

transfiere a los centros de reacción donde la fotoquímica primaria toma lugar. En 

condiciones de baja luz, toda la luz que se absorbe es utilizada para la fotosíntesis, lo cual 

significa un estado de eficiencia cuántica máxima. Con incrementos en la intensidad de luz, 

la relación entre la luz absorbida y la utilizada para fotosíntesis pierde la proporcionalidad 

lineal y por ello, la eficiencia cuántica disminuye (Smith et al. 2005; Einbinder et al. 2016). 

Esta baja en la eficiencia cuántica 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 reducción de los componentes transportadores de electrones, que conlleva a 

una disminución de la probabilidad de usar la energía de excitación para dicho transporte. 

En los incrementos iniciales de luz, el paso limitante en el transporte de electrones se 

encuentra en la oxidación de la plastoquinona por el complejo citocromo b6f (Genty y 

Harbinson 1996). La restricción del flujo de electrones a través del complejo citocromo b6f 

está bajo el control fisiológico de una disminución del pH del lumen tilacoidal inducido por 

la luz. Sin embargo, con incrementos adicionales de luz, la fotosíntesis se mueve hacia un 

estado de saturación por luz, y se hace cada vez más limitada por la capacidad metabólica 
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de consumir ATP y NADPH. Esto lleva a un incremento adicional en la proporción de 

transportadores de electrones en estado reducido y por tanto, la probabilidad de que ocurra 

la fotoquímica en PSII disminuye (Baker et al. 2004). Un segundo proceso que causa 

disminución en la cosecha cuántica también puede deberse a un incremento en la cantidad y 

proporción de la energía de excitación absorbida por la antena del PSII que se desvía 

directamente a calor a través de un mecanismo de disipación térmica. En Symbiodinium 

esta disipación térmica está asociada a la conversión de la xantofila diadinoxantina a 

diatoxantina (Falkowski y Raven 1997). Esta conversión disminuye la velocidad a la que se 

canalizan los fotones a los centros de reacción del PSII y, por lo tanto, ayuda a evitar la 

reducción de aceptores de quinona. Esto disminuye eficazmente la sección transversal para 

la absorción funcional en los centros de reacción del PSII.  

Por otro lado, la tasa de aumento en la proporción de luz disipada térmicamente 

puede no ser suficiente para la protección completa del PSII a medida que la tasa 

fotosintética se aproxima a los valores de saturación 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 saturación de la fotosíntesis 

(Falkowski y Raven 1997). Es importante mantener los aceptores de quinona en un estado 

parcialmente oxidado para evitar la fotoinactivación y el fotodaño de los centros de 

reacción de PSII. Cuando PSII se excita, existe la probabilidad de dañar a la proteína D1 

del centro de reacción. Esta probabilidad es baja cuando los niveles de excitación son bajos, 

pero se incrementa al aumentar la luz absorbida, que a su vez resulta en la disminución en 

la capacidad de realizar fotoquímica. En condiciones fisiológicas normales, la tasa de 

fotodaño no supera la capacidad de su reparación. 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 saturación de la fotosíntesis, la 

tasa de daño puede exceder considerablemente la tasa de reparación. En consecuencia, hay 

una pérdida de centros de reacción PSII funcionales y la fotosíntesis declina.  

Los sumideros alternativos para electrones, distintos a los de la asimilación de CO2, 

pueden proporcionar mecanismos de protección 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 O2 mediante la reacción de 
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Mehler (Mehler 1951) para producir radicales superóxidos que son convertidos 

rápidamente a peróxido de hidrógeno por la enzima superóxido dismutasa. Posteriormente, 

la enzima ascorbato peroxidasa reduce el peróxido de hidrógeno 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 

disociación de una molécula de agua del PSII hacia el PSI, hasta producir otra molécula de 

agua por la reacción de ascorbato peroxidasa, es conocida como ciclo agua-agua o reacción 

de Mehler-peroxidasa. La producción de estas enzimas para reducir estas especies 

altamente reactivas de oxígeno son una característica también importante en los filotipos de 

Symbiodinium que son tolerantes al calor. 

Symbiodinium posee también respuestas de aclimatación más lentas a los cambios de 

régimen de luz durante su desarrollo en estado simbiótico. Como respuesta al régimen de 

luz en función de la profundidad y a los incrementos lumínicos estacionales, Symbiodinium 

disminuye las concentraciones de pigmentos colectores de luz (es decir, disminuye el 

tamaño de las antenas), y/o el número de los centros de reacción del PSI y PSII (Iglesias-

Prieto y Trench, 1994). Esto reduce la cantidad de luz que llega a los centros de reacción y 

limita el riesgo de posible daño a la proteína D1 del centro de reacción (Hill  y Ralph 

2006).  

Además de luz visible (radiación fotosintéticamente activa, PAR), radiaciones de 

onda corta (290-400 nm) tal como la radiación ultravioleta (UVR), afectan fuertemente la 

fisiología de plantas marinas y animales (Jokiel 1980). Entre los efectos de la UVR sobre el 

alga simbiótica en cultivo, se han observado disminuciones en las tasas de crecimiento, la 

concentración de clorofila a, el coeficiente carbón:nitrógeno, la evolución de oxígeno y la 

actividad de la enzima Rubisco (Banaszak y Trench 1995). Los dinoflagelados simbióticos 

poseen mecanismos adicionales de protección que contrarrestan directa o indirectamente las 

afectaciones por UVR, mediante la producción de aminoácidos tipo micosporina (Rosic y 

Dove 2011). La ruta química para la síntesis de MAA (la ruta del shikimato) no está 

presente en animales, y en el escenario de la endosimbiosis el hospedero puede obtener esta 

protección 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 producción son 
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bastante elevados; se estima que casi el 19% de la energía total de la célula se destina para 

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

  
D. Características de la proteína de 75 kDa en Symbiodinium spp. que 

responde a estímulos de luz  
 

En una búsqueda de proteínas que fueran susceptibles a incorporar fosfatos, en al 

menos tres especies de Symbiodinium, se identificó a una proteína de masa molecular 

aproximada de 75 kDa como perteneciente a la superfamilia de las HSP (Castillo-Medina 

2013). Esta proteína además de su peso molecular demostró otras características tales 

como: 1) Estar fosforilada en residuo(s) de Thr; 2) incrementar su grado de fosforilación en 

su fase logarítmica de crecimiento; y 3) disminuir su grado de fosforilación minutos 

después de la exposición del cultivo a la luz, lo cual sólo ocurre cuando las células están 

adaptadas a fotoperíodos de oscuridad (Castillo-Medina 2013). Lo último sugiere que esta 

proteína pudiera estar dentro de una vía corriente abajo de algún sensor de luz para la 

regulación de su respuesta a las nuevas condiciones lumínicas, como un mecanismo de 

protección a un posible estrés de luz. Alternativamente, pudiera tratarse de algún 

mecanismo de disparo de nuevas rutas metabólicas que marcan que la luz ya está presente 

en el entorno y la fotosíntesis ya puede ser iniciada.  
 
E. La familia de las proteinas HSP70 y sus funciones como respuesta a 

estrés abiótico 
 

Las proteínas de choque térmico (HSP) son proteínas 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 agregación de proteínas 

desnaturalizadas y promover el plegamiento oportuno de proteínas 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 pequeña (s) HSP 

(Saidi et al. 2009). Entre ellas, los miembros de la superfamilia HSP70 (también conocidos 

como DnaK) junto con sus proteínas co-chaperonas GrpE y HSP40 (como DnaJ) forman un 

sistema para el plegamiento de proteínas, la degradación y los procesos de transporte en 

toda la célula (Wang et al. 2004). También desempeñan funciones esenciales en la 

fotosíntesis, la transducción de señales, la activación transcripcional y las respuestas al 
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estrés abiótico (Nitika y Truman 2017). Estructuralmente, las HSP70 se caracterizan por 

tres dominios distintos: un dominio N-terminal de adenosina trifosfatasa (ATPasa), un 

dominio de unión 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 retículo endoplásmico (ER) (Karlin y Brocchieri 1998). Las HSP70 

dirigidas a un compartimento subcelular determinado comparten una historia evolutiva 

similar. Las HSP70 de ER y citoplasmáticas evolucionaron por duplicación de genes, 

mientras que las de CP y MT evolucionaron por transferencia de genes desde el 

endosimbionte al núcleo (Renner y Waters 2007). En Arabidopsis, se han identificado al 

menos 18 miembros de la superfamilia HSP70 y los genes muestran distintos perfiles de 

expresión durante diferentes etapas de desarrollo y en condiciones de estrés térmico (Lin et 

al. 2001). Además, se ha confirmado que las HSP70 en el maní (Arachis hypogaea L.) 

desempeñan un papel importante para conferir tolerancia a la sequía (Govind et al. 2009). 

La HSP70 del estroma también desempeñan un papel clave en la importación de proteínas 

de cloroplasto (Shi y Theg 2010). 
 
F. Mecanismo clásico de regulación de las proteínas HSP 
 

La proteína HSP70 es una chaperona molecular altamente conservada involucrada en 

el plegamiento de proteínas, la modulación de las interacciones proteína-proteína y la 

degradación de proteínas dañadas. Los niveles de expresión de HSP70 generalmente se 

incrementan por estrés y su incremento da como resultado la unión y el replegamiento de 

proteínas desnaturalizadas. Los cambios en la expresión de HSP70 en condiciones de estrés 

y la unión selectiva de moléculas auxiliares conocidas como co-chaperonas están 

estrechamente reguladas por un factor de transcripción maestro, HSF1.  

La activación transcripcional de la respuesta al choque térmico es orquestada por el 

factor de choque térmico 1 (HSF1, Heat Shock Factor 1), el cual rápidamente se transloca a 

los genes hsp e induce su expresión (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 unión a DNA y la capacidad de trans-activación de HSF1 está sujeta a 
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regulación negativa, y se presenta como una forma monomérica, distribuida en forma 

difusa en el núcleo. Cuando ocurre la transición a un estrés que daña las proteínas, el HSF1 

se convierte rápidamente a su forma activa, la cual es canalizada a vía de múltiples etapas 

que implica una transición de monómero a trímero y un posterior aumento de la actividad 

de unión al ADN, localización nuclear, y modificaciones postraduccionales importantes 

(Anckar y Sistonen 2011). Las señales proteotóxicas que inician la activación de HSF1 

pueden ser el resultado de varios estímulos; además de elevadas temperaturas o 

hipertermia, HSF1 es activado por estrés oxidativo, metales pesados, e infecciones viral y 

bacteriana. No se conoce con exactitud cómo el estímulo proteotóxico es detectado por la 

célula y transmitido a HSF1; sin embargo, se han propuesto diferentes mecanismos de 

activación para HSF1, y que no son mutuamente exclusivos. (a) En el modelo clásico, 

HSF1 se mantiene en un estado inactivo por su asociación directa con chaperonas, 

principalmente HSP90. En células sometidas a choque térmico u otras condiciones 

proteotóxicas, el incremento de proteínas mal plegadas libera a HSP90 de HSF1, 

permitiendo la trimerización de HSF1. (b) En el modelo RNA termómetro, la activación de 

HSF1 es mediada por un complejo entre la molécula de RNA detectora de calor (HRS-1, 

heat-sensing RNA) y el factor de elongación eEF1A; de este modo se conecta la activación 

de HSF1 y el apagado de procesos traduccionales durante el choque térmico. (c) En el 

modelo de respuesta intrínseca se sugiere que HSF1 tiene una capacidad incorporada para 

detectar estímulos proteotóxicos. En efecto, varios estudios in vitro que demuestraron que 

la proteína 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 fosforilación de HSP70 
 

Si bien HSF1 aún se considera la principal forma de controlar la actividad de HSP70 

en las células, la evidencia acumulada apunta hacia otra estrategia: la fosforilación de 

HSP70. Los patrones de fosforilación específicos de HSP70, conocidos como 'el código 

chaperón', pueden modular la función que desempeña HSP70 dentro de la célula (Fig. 2). 

En años recientes, la identificación de los sitios de fosforilación se ha acelerado en 

gran medida mediante el uso de espectrometría de masas. La fosfoproteómica dirigida y 

global ha permitido descubrir 53 sitios de fosforilación en HSP70 (PhosphoSitePlus); sin 
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embargo, estos sitios de fosforilación no dicen nada de su papel en la regulación de la 

función de chaperona. Gracias a las técnicas de bioinformática actuales para priorizar estos 

sitios de fosforilación en términos de importancia funcional, Beltrao y colaboradores (2012) 

recopilaron cerca de 200000 sitios de fosforilación para una variedad de proteínas entre las 

cuales se incluían las proteínas HSP70. Ellos predijeron aquellos sitios con mayor 

probabilidad para mediar las interacciones proteína-proteína y la actividad enzimática. En 

total, identificaron 313 fosfositios en isoformas de HSP70 de 11 especies y su análisis de 

enriquecimiento destacó dos zonas importantes: una adyacente al dominio de unión a 

nucleótidos (zona 1) y la otra cerca del dominio de unión al sustrato (zona 2). En estos dos 

“hot spots” (zonas calientes o clave), se identificaron cinco sitios de fosforilación (T36 y 

T38 para la zona 1, y T492, S495 y T499 para la zona 2) como sitios presuntos de 

regulación de la chaperona HSP70. 

 

Figura 2. Modelos de regulación de la proteína de choque térmico HSP70. (A) Regulación de HSP70 a 
través de la expresión proteica alterada. El estrés celular (como el choque térmico) desencadena la 
desnaturalización de proteínas y estimula el aumento de la expresión de HSP70. HSP70 se une y 
renaturaliza las proteínas, restaurando la homeostasis. (B) Regulación de la HSP70 por fosforilación. En 
las células normales, una variedad de estímulos, como la progresión del ciclo celular, la exposición a 
fármacos quimioterapéuticos, la disponibilidad de nutrientes y otros por determinar, alteran la 
fosforilación de HSP70. Dichas fosforilaciones alteran las propiedades de HSP70 para finalmente 
ensamblar correctamente y/o degradar las proteínas cliente (Nitika y Truman 2017). 
. 
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a. Regulación de la progresión del ciclo celular a través de la fosforilación de 
HSP70 

 

 Entre las muchas funciones conocidas de HSP70, se ha descrito que juega un papel 

complejo en la progresión del ciclo celular. En levadura, la HSP70 se une a ciclina G1 

(Cln3) para marcarla y así regular su degradación. La Cln3 contiene un dominio tipo J que 

compite con la co-chaperona Ydj1 para unirse a HSP70. Durante la transición G1-S, la 

Ydj1 desplaza la unión de Cln3 con HSP70, lo que permite que Cln3 transite hacia el 

núcleo, donde promueve la progresión del ciclo celular. Este interruptor molecular se 

controla directamente mediante la fosforilación 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 disociación del  complejo HSP70-Ydj1, y permite la formación 

del complejo HSP70-Cln3, y la etiqueta para su degradación. Esto detiene a las células en 

G1 hasta que los nutrientes estén disponibles nuevamente. En un mecanismo conservado en 

mamíferos, la fosforilación de HSP70 de mamíferos en el residuo equivalente (T38) 

conduce a la degradación de la ciclina D1 (homólogo a Cln3) y la represión de la 

señalización controlada por el ciclo celular (Truman et al. 2012). 

 La cinasa tipo polo (Polo-like kinase 1; Plk1) es una importante cinasa mitótica que 

también puede fosforilar HSP70. El tratamiento de células HeLa S3 con trióxido de 

arsénico (ATO) produjo una rápida fosforilación de HSP70 mediada por Plk1 en cinco 

residuos: T13, S362, T226, S631 y S633. Las células mutantes que expresan HSP70-

S631A/S633A fueron significativamente más propensas al arresto mitótico inducido por 

ATO que las células de tipo silvestre, lo que sugiere que la fosforilación en los sitios serina 

631 y/o 633 de HSP70 cumple una función protectora contra la muerte celular por 

apoptosis. Plk1 fue colocalizada con HSP70 fosforilada en S631 y/o S633 en el 

centrosoma. Esta asociación condujo a un aumento de la estabilidad de los microtúbulos y 

la elongación de los husos mitóticos (Chen et al. 2014).  

 La Plk1 no es la única cinasa que fosforila a HSP70 para asegurar la función correcta 

del huso mitótico. También la cinasa Nek6 fosforila a HSP70 en T66, lo que permite su 

localización en los husos mitóticos y ayuda en la agregación de los cromosomas dando 

estabilidad a las fibras del cinetócoro mediante el reclutamiento de las proteínas 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 desestabilización de la fibra del cinetócoro y una progresión mitótica 

anormal (O’Regan et al. 2015). 

 

b. Regulación de la dimerización de HSP70 por fosforilación 
 

Las HSP70 son principalmente monoméricas. Sin embargo, análisis combinado de 

espectrometría de masas estructural y el modelado de estructuras determinó que la 

fosforilación de HSP70 de mamífero en el residuo de treonina 504 (T504) es fundamental 

para su dimerización, y por otro lado, promueve la formación del complejo que comprende 

HSP90, HSP70 y HSP40 para la asistencia de proteínas cliente. Este complejo es 

notablemente estable y puede actuar como un "refugio" para las proteínas cliente mientras 

se están plegando (Morgner et al. 2015). 

 

c. Regulación del control de calidad de clientes de HSP70 por fosforilación 
 

Las proteínas cliente durante su vida útil suelen pasar por varias rondas de plegamiento 

mediado por chaperonas. Si HSP70 se une a una proteína cliente desnaturalizada, esta será 

canalizada para su degradación 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 proteína cliente o etiquetarla para la degradación aún no está claro. 

La fosforilación de los dominios de unión a la proteína cliente localizados en el C-

terminal de HSP70 y HSP90 regula el proceso de control de calidad del cliente. La 

fosforilación en los dominios C-terminal de HSP70 y HSP90 (T636 en HSP70) incrementa 

la afinidad de asociación con la co-chaperona HOP y la estabilidad de la proteína cliente. 

La desfosforilación en dicho residuo desfavorece la unión con HOP y favorece la unión con 

CHIP, lo que resulta en la degradación del cliente. Dado que la fosforilación de T636 

parece ser especialmente prevalente en las células cancerosas en proliferación, esto podría 

ser un determinante principal de la estabilidad de las oncoproteínas, lo que promueve el 

crecimiento de las células cancerosas (Müller et al. 2013). A pesar de que la fosforilación 

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 unión de otras co-
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chaperonas, como DnaJC7, FKBP51 y FKBP52, las cuales también interaccionan con 

HSP70 aproximadamente en la misma ubicación (Assimon et al. 2015). La regulación de la 

selectividad en la unión de las co-chaperonas a clientes permanece poco clara, pero es una 

faceta que será importante estudiar para conocer más del control de calidad ejercido por la 

chaperona. 
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V. HIPÓTESIS 
 

En Symbiodinium microadriaticum existen proteínas que son modificadas en 

respuesta a estímulos de luz. SmicHSP75 es una proteína fosforilada en treonina en la fase 

oscura del fotoperiodo, y dicho nivel de fosforilación disminuye cuando el dinoflagelado es 

expuesto a la luz. Por lo tanto, el nivel de fosforilación de SmicHSP75 depende de la 

intensidad y/o longitud de onda de la luz con la que se provoca el estímulo, y su 

modificación por fosforilación/desfosforilación implica la modulación de algún evento 

celular, asi como la interacción con otras cinasas y fosfatasas y/u otras proteínas. 

 

VI. OBJETIVOS 
  

Desarrollar una caracterización de SmicHSP75 en Symbiodinium microadriaticum, 

para obtener información acerca de cuál es el papel que desempeñan los cambios de su 

nivel de fosforilación en respuesta a la luz. 

 
Específicos: 

 

• Confirmar la identidad de la proteína SmicHSP75. 

 

• Determinar si la desfosforilación es dependiente de la intensidad de luz y/o de 

algún espectro lumínico particular.  

 

• Determinar si la temperatura afecta el estado de fosforilación de la proteína. 

 

• Analizar la posible formación de complejos proteicos con SmicHSP75. 

 

• Analizar las consecuencias de los eventos de fosforilación/desfosforilación de 

SmicHSP75 con otros elementos bioquímicos en base a la información 

obtenida. 
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VII. MATERIALES Y MÉTODOS 

 
A. Material biológico 
 

Se utilizaron células de Symbiodinium microadriaticum, (filotipo A1), a las que para 

fines didácticos nos referiremos de aquí en adelante como Symbiodinium KB8 (S. KB8) 

donado de la colección de cultivos de la Dra. Mary Alice Coffroth de la Universidad de 

Buffalo, NY, USA, y mantenido por varios años ya en la colección 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 fotoperíodo de 12 h luz/12 h 

oscuridad, a una intensidad de luz de 80-120 µmol-fotón/m²s y una temperatura de 26°C. 

 

B. Extracción de proteínas totales 
 

Las preparaciones de extractos de proteínas se realizaron según 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 según sea Symbiodiniuniun o 

bacteria, respectivamente) se colectaron por centrifugación y se suspendieron en el buffer 

conveniente para lisarlas mecánicamente mediante agitación vigorosa con perlas de vidrio  

o por cambio de presión abrupta en una prensa French (SLM-AMINCO FrenchÒ pressure 

cell press).  

 

C. Extracción de DNA genómico de Symbiodinium KB8  
 

Células de S. KB8 en 50 ml de cultivo de 15 d se concentraron por centrifugación a 

2600 g por 5 min. El concentrado se suspendió en 600 µl de solución de extracción 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 µl de β-mercaptoetanol. Las células se lisaron en agitación con perlas de 

vidrio en un mini-Bead Beater-1 (BioSpec) por 3 min a 4800 oscilaciones/min, y enseguida 

se adicionaron 600 µl de cloroformo:alcohol isoamílico (relación 24:1) e incubaron a 65°C 
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por 30 min. Después, al homogenado se le aplicó una centrifugación a 12000 g por 10 min 

a 4°C para recuperar la fase acuosa, a la cual se le añadió un volumen de isopropanol frío y 

10 volúmenes de 3 M acetato de sodio, pH 5.2 e incubó por 30 min a -20°C. 

Posteriormente, se centrifugó a 12000 g por 20 min a 4°C, el sobrenadante se descartó y el 

precipitado se lavó con 75 % de etanol frío. Este precipitado se suspendió con 100 µl de 

buffer TE (1 mM EDTA, 10 mM Tris, pH 8) y se le añadieron 2 µl de 100 mg/ml RNAsa 

A, 25 ml de 5 M NaCl y un volumen de fenol:cloroformo:alcohol isoamílico (relación 

25:24:1), e incubó por 40 min a 37°C. Después, se le aplicó una centrifugación a 12000 g 

por 10 min a 4°C, y a la fase acuosa se le adicionó un volumen de cloroformo:alcohol 

isoamílico (relación 24:1) frío. La mezcla se centrifugó a 12000 g por 10 min a 4°C y se 

recuperó la fase acuosa en otro tubo. A dicha fase, se le adicionaron dos volúmenes de 75 

% etanol frío y 10 volúmenes de 3 M acetato de sodio, pH 5.2 e incubó 30 min a -20°C 

para promover la precipitación del DNA. Después de la incubación, se centrifugó a 12000 g 

por 20 min a 4°C, y a la pastilla de DNA se le aplicaron tres lavados con 75 % etanol frío, 

centrifugando a 12000 g 5 min a 4°C en cada lavado. Finalmente, el DNA se secó por 5 

min a temperatura ambiente y se suspendió en 50-100 µl de agua libre de DNAsas. 

 

D. Extracción de RNA total de Symbiodinium KB8 y síntesis de cDNA  
 

Debido a la alta susceptibilidad del RNA a ser degradado por RNAsas, el material 

que se utilizó fue esterilizado y tratado con dietil pirocarbonato (DEPC; [Sigma-Aldrich, St. 

Louis, MO]), un agente inhibidor de la actividad de las RNAsas. Se extrajo RNA de un 

cultivo de 6 d de células de S. KB8, previamente sometido a 12 h de oscuridad. Las células 

se precipitaron por centrifugación y suspendieron en 1 ml de TRI Reagent® (Sigma-

Aldrich) por cada 5-10 x 106 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 centrifugó a 12000 g por 10 min a 4°C y el sobrenadante con el RNA, se 

transfirió a otro tubo y se dejó reposar por 5 min. Después, se le adicionaron 0.3 ml de 

cloroformo por cada ml de TRI Reagent® y se agitó vigorosamente por 15 s, seguido por 

centrifugación a 12000 g durante 15 min a 4°C. Después de la centrifugación, la mezcla 

consta de tres fases y en la superior se encuentra el RNA; ésta se transfirió a un tubo 



 

25 
 

Eppendorf de 1.5 ml, se le agregaron 0.5 ml de isopropanol por cada ml de TRI Reagent® 

usado, y se incubó por 5 min. Después de la incubación, la solución se centrifugó a 12000 g 

por 8 min a 4°C, se descartó el sobrenadante, y el precipitado con el RNA se lavó con 75 % 

etanol, y se centrifugó a 12000 g durante 5 min a 4°C. Finalmente, la pastilla se suspendió 

con 20 µl de 0.1% DEPC en agua (agua-DEPC) y se guardó a -20°C hasta su uso posterior 

en la síntesis de cDNA. 

Para la síntesis de cDNA se utilizó el kit SuperScript II Reverse Transcriptase 

(Invitrogen, CA). Por cada 5 µg de RNA se utilizaron 2 µl de “random primer” (100 ng), 1 

µl de dNTP mix y agua con DEPC, hasta completar 12 µl de volumen final. La reacción se 

incubó a 65°C por 10 min y posteriormente se colocó a 4°C; al tubo se le agregaron 4 µl de 

5X “first strand buffer” y 2 µl de 0.1 M DTT, y se mezcló e incubó por 2 min a 25°C. 

Después, se agregó 1 µl de la enzima transcriptasa reversa Super Script® II (Thermo Fisher 

Scientific), se mezcló bien y se incubó como sigue: 10 min a 25°C, 50 min a 42°C y 15 min 

a 70°C. Seguidamente, se le agregó 1 µl de RNAasa H y se incubó por 20 min a 37°C. 

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

 

E. Técnicas bioquímicas y moleculares generales para el análisis de 
proteínas y material genómico. 

 
a. Electroforesis de DNA en geles de agarosa 

 
Los geles se prepararon a una concentración de 1-2 % agarosa (según requirió el 

análisis) 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 µl de buffer de carga 6X Orange 

(Fermentas, St. Leon-Rot) por cada 5 µl de muestra y se separaron en el gel de agarosa a 80 

V durante 1 h 20 min. 

 
b. Electroforesis de proteínas en gel de dodecil sulfato de sodio-

poliacrilamida (SDS-PAGE) 
 

Los extractos de proteínas se separaron en geles desnaturalizantes discontínuos 

(Laemmli 1970), de 10 o 16 % de acrilamida según la conveniencia, en la zona de 

separación [375 mM Tris-HCl, 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-HCl, 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 separación también se utilizó un buffer de corrida 

(25 mM Tris-HCl, 192 mM glicina, 0.1 % (p/v) SDS, pH 8.3). Las muestras de proteínas y 

marcadores de peso molecular preteñidos (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 

separación en aparatos minigel de Hoefer® (Hoefer, Inc; Holliston, MA).  Las corridas se 

detuvieron antes de que el colorante indicador del frente de proteínas se saliera de la matriz 

del gel. Las proteínas del gel se tiñeron con azul de coomassie coloidal, o se 

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

 
c. Electroforesis de proteínas en geles de doble dimensión (2D) 

 
Las sales que provienen del organismo o de manipulaciones previas, son un factor 

importante que interfiere en la correcta separación de proteínas mediante esta técnica. Por 

ello, los extractos de proteínas se precipitaron primero con acetona-ácido tricloroacético o 

con el kit Cleanup ReadyPrep® 2D (BioRad), según la metodologia del fabricante. La 

pastilla de proteínas precipitadas se suspendió en buffer de hidratación 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 embebió en 125 µl de extracto de proteínas para tiras de 7 cm, o en 300 µl 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 cubrió con aceite mineral y se continuó 

incubando, pero a 18°C durante 12 h. Después de la incubación, las proteínas en la tira se 

isolectroenfocaron en una PROTEAN IEF cell® (BioRad) como sigue: a) para la de 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 la de 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 continuación, para 

desnaturalizar las proteínas, 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-HCl, 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 

separación de las proteínas en la segunda dimensión (geles 2D). Las proteínas del gel se 

tiñeron 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 separación de las proteínas en los geles de poliacrilamida 

desnaturalizantes o 2D, éstos se transfirieron a membranas de PVDF. El gel se colocó 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 módulo de transferencia húmeda según instrucciones 

del fabricante (MiniProtean® de BioRad; Hercules, CA). El cartucho se colocó en la 

cámara con buffer de transferencia y se le aplicó una corriente constante de 300 mA por 1 

h. Las membranas de nitrocelulosa con las proteínas electrotransferidas se incubaron en una 

solución de 3 % (p/v) albúmina de suero de bovino (BSA: bovine serum albumin) en buffer 

de sales de fosfato (PBS; 2.79 mM NaH2PO4, 7.197 mM Na2HPO4, 136.9 mM NaCl, pH 

7.5) durante 1 h a 50ºC y con agitación constante para bloquear los espacios vacíos y sitios 

inespecíficos en la membrana. Posterior al bloqueo, a las membranas se les adicionaron los 

anticuerpos primarios con las diluciones adecuadas en PBS-T (0.01 % Tritón X-100 en 

PBS) según cada caso y se incubaron durante toda la noche con agitación constante a 

temperatura ambiente. Se hicieron cinco lavados en PBS-T, 5 min cada vez con agitación. 

Después, las membranas se incubaron con los anticuerpos secundarios asociados a fosfatasa 

alcalina (anti-conejo o anti-ratón según cada caso), durante 2 h en agitación suave y a 

temperatura ambiente. Posteriormente, las membranas se lavaron cinco veces 5 min en 

agitación 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. Cuantificación de proteínas 

 
La concentración de proteínas en cada extracto fue determinada de acuerdo al método 

de Bradford (1976), que consiste en un ensayo colorimétrico para medir la concentración 

total de proteína. Las proteínas se unen al colorante comassie blue G-250 para formar un 

complejo proteína-colorante a través de residuos de arginina (Tal et al. 1985) con un 

coeficiente de extinción mayor que el colorante libre. Este método es sensible (1-15 µg), 

simple, rápido, barato, y pocas sustancias interfieren en su determinación. 

 

f. Precipitación de proteínas con acetona-ácido tricloroacético 
 

Una alícuota de muestra de proteínas se mezcló con ocho volúmenes de acetona (-

20°C) y se le adicionó un volumen de ácido tricloroacético (TCA); la mezcla se incubó a -

20°C durante toda la noche. Al día siguiente, la mezcla se centrifugó a 5000 g por 5 min y a 

continuación, al precipitado de proteínas se le aplicaron dos lavados con 2 ml de acetona a  

-20°C en cada lavado. La acetona del último lavado se decantó cuidando de mantener la 

pastilla en el fondo del tubo y la acetona residual se dejó evaporar. Antes de que la pastilla 

se secara completamente, se suspendió en el buffer adecuado según el caso. 

 

g. Tinción de geles de poliacrilamida 
 

Para la tinción con azul de coomassie, los geles se enjuagaron brevemente en agua, y 

después se incubaron en una solución de 0.1 % (p/v) azul de coomassie (R250, Sigma) en 

agua:ácido acético glacial (19:1) y agitación suave por al menos 6 h o toda la noche. Para 

desteñirlos, éstos se incubaron en una solución de 40 % etanol, 10 % ácido acético en agua 

destilada y agitación suave, hasta que el trasfondo del gel quedó transparente y se 

observaron las bandas de proteínas. 

 
F. Anticuerpos primarios y secundarios 
 

Anticuerpo anti-Fosfotreonina (pThr; Cell Signaling Technology®, Inc; Danvers, 

MA). Anticuerpo policlonal producido por inmunización de animales con péptidos 

sintéticos que contienen fosfo-treonina, y está purificado con proteína A por cromatografía 
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de afinidad, con lo cual se detectan proteínas y péptidos fosforilados en residuos de Thr de 

manera muy independiente de la secuencia de aminoácidos que los rodean. En los ensayos 

se usó una dilución de 1:1000. 

Anticuerpos anti-1017. Son anticuerpos IgG policlonales de conejo desarrollados 

mediante inmunización de un fragmento c-term-SmicHSP75 y purificados por 

cromatografia de afinidad en un columna de proteína A. Detectan específicamente a 

SmicHSP75 y algunos de sus homólogos 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 índigo, esta reacción se acopla a la reducción de NBT a diformazan para formar 

un precipitado morado obscuro que permite visualizar las bandas. Para las pruebas de 

inmunodetección de las IgG de conejo, se utilizó para todos los casos una concentración de 

1:2500 en PBS-T. 

Anticuerpos anti-ratón-AP: anti-IgG de ratón levantados en cabra conjugados a 

fosfatasa alcalina (Zymed®-Life Technologies). Reconoce las secuencias constantes 

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

 

G. Aislamiento de SmicHSP75 a partir de geles 2D 
 

En un trabajo previo desarollamos un método para obtener una fracción enriquecida 

de SmicHSP75 (Castillo-Medina 2013, Tesis de Maestría).  Brevemente, un extracto de 

proteínas totales de S. KB8 adaptadas a oscuridad, y suspendidas en PBS, pH 7.8, se 

sometieron a centrifugación  a 100000 g  por 1 h.  Después, el sobrenadante se disolvió con 

seis volúmenes 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 lavó con 0.075 M NaCl en PB y se eluyó con 0.4 

M NaCl en PB. Esta última fracción contiene a SmicHSP75 enriquecida. Posteriomente, 

dicha fracción se precipitó con acetona-TCA para eliminar las sales. La pastilla de proteínas 

se suspendieron  en buffer de hidratación ReadyPrep®  (BioRad) y se sometieron a 

separación en geles de 2D (con tiras IPG ReadyStrip® pH 4-7 de 7 cm en la primera 
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dimensión, y en geles de 10% de SDS-PAGE en la segunda). Un gel se tiñó con azul de 

coomassie y el otro se transfirió a una membrana de PVDF para su análisis por western blot 

con anticuerpos anti-pThr. Los puntos correspondientes a SmicHSP75 se localizaron en el 

gel 2D teñido 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 analizó como control negativo otro punto 

abundante de otra proteína vecina con peso molecular cercano a SmicHSP75. Los puntos 

isoeléctricos de SmicHSP75 en el gel 2D se estimaron manualmente mediante relacionar la 

medición de la distancia de migración de las proteínas después de su isoelectroenfoque con 

pH estimado: esto último considerando que ambos parámetros se relacionan linealmente. 

 

H. Secuenciación de aminoácidos de SmicHSP75 por LC-MS. 
 

Muestras de los puntos correspondientes de SmicHSP75 extraídas por separado a 

partir de cinco geles 2D teñidos con azul de coomassie coloidal BioSafe® (BioRad), se 

sometieron a análisis por espectrometría de masas acoplado a cromatografía líquida de alta 

resolución (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 utilizó una solución de reacción conteniendo 50 mM 

bicarbonato de amonio (pH 8.2) y la incubación fue de 18 h a 37°C.  

Los péptidos producidos por digestión enzimática 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 espectrómetro de masas LTQ-

Orbitrap Velos (Thermo-Fisher Co., San Jose, CA, USA) con fuente de ionización tipo 

nano-electrospray (ESI).  

La calibración del espectrómetro fue realizada con una solución Calmix (N-

butilamina, cafeína, Met-Arg-Phe-Ala (MRFA) y Ultramark 1621. Estos calibrantes se 

utilizan para calibrar el módulo LTQ Velos con trampa de iones y el módulo Orbitrap con 
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detector de masas FT (Fourier Transform) en modo de ionización positiva ESI. La N-

butilamina se incluye para extender la calibración de masas a menores valores de m/z.  

En la cromatografía de líquidos de nano flujo en línea se utilizó un sistema gradiente 

de 10-80% de solvente B (agua/acetonitrilo con 0.1% de ácido fórmico) en 120 min 

utilizando una columna capilar. El flujo del sistema LC fue de 300 nL/min.  

La fragmentación de los péptidos se realizó aplicando los métodos de CID (Collision-

Induced Dissociation) y HCD (High-energy Collision Dissociation). Todos los espectros 

fueron adquiridos en modo de detección positivo. La ejecución y captura de los datos de 

fragmentación fueron realizados de forma dependiente del escaneo total de iones según las 

cargas pre-determinadas con un ancho de aislamiento de 3.0 (m/z), energía de colisión 

normalizada de 35 unidades arbitrarias, activación Q de 0.250, tiempo de activación de 10 

ms y tiempo máximo de inyección de 10 ms por micro-escaneo. Durante la captura 

automática de los datos fue utilizada la exclusión dinámica de iones: (i) lista de exclusión 

de 400 iones, (ii) tiempo de pre-exclusión de 30 segundos y (iii) tiempo de exclusión de 

300 segundos. Los datos en formato “.raw” fueron sometidos a búsqueda 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 secuenciación de novo parcial de 

proteínas. 

 

I. Tratamientos a diferentes intensidades lumínicas 
 

Cultivos de células de S. KB8 a una concentración inicial de 4 x 104 cel/ml y después 

de 6 d de crecimiento, se concentraron por centrifugación y suspendieron en medio ASP-

8A fresco hasta alcanzar una concentración de entre 5 y 9 x 105 cel/ml. A continuación, las 

células se dividieron en alícuotas 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 

fotoperíodo de oscuridad (12 h) a 26°C. Después, las células de cada alícuota se colocaron 

en una celda transparente (3.5 cm de diámetro) y se expusieron a estímulos de luz a las 

intensidades lumínicas controladas de 1, 10, 40 o ~ 650 (control positivo (c+)) µmol-

fotón/m²s durante 30 min y 26°C. A continuación, se realizaron extracciones de proteínas 

de las cuatro alícuotas tratadas con luz y la de 12 h de oscuridad; para ello, las células se 
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concentraron por centrifugación a 2600 g por 30 s, se suspendieron con 250 µl de buffer de 

Laemmli y transfirieron a tubos Eppendorf de rosca con ~ 250 µl de perlas de vidrio (450-

600 µm de diámetro; Sigma), y se procedió a su inmediata ruptura con una agitación 

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 densitometría 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 análisis 

ANOVA, y se graficaron. 

 

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

 
Similar al experimento de intensidades lumínicas, cultivos de células de S. KB8 a una 

concentración inicial de 4 x 104 cel/ml y después de 6 d de crecimiento, se concentraron por 

centrifugación y suspendieron en medio ASP-8A fresco hasta alcanzar una concentración 

de entre 5 y 9 x 105 cel/ml. A continuación, las células se dividieron en alícuotas 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 fotoperíodo de oscuridad (12 h) a 26°C. Después, las 

células de cada alícuota se colocaron en una celda transparente (3.5 cm de diámetro) y se 

trataron a espectros lumínicos de colores, amarillo (490-750), azul (450-490), rojo (610-

750) o blanco (410-750) y a una intensidad lumínica de ~100 µmol-fotón/m²s durante 30 

min para cada espectro lumínico. A continuación, se realizaron extracciones de proteínas de 

las cuatro alícuotas tratadas con luz y la de 12 h de oscuridad como se describió para las 

extracciones después de los tratamientos de intensidades lumínicas. 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 lumínicas, 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. Análisis del efecto de la temperatura sobre la desfosforilación inducida 
por luz 

 
Similar al experimento de intensidades lumínicas, cultivos de células de S. KB8 a una 

concentración inicial de 4 x 104 cel/ml y después de 6 d de crecimiento, se concentraron por 

centrifugación y suspendieron en medio ASP-8A fresco hasta alcanzar una concentración 

de entre 5 y 9 x 105 cel/ml. A continuación, las células se dividieron en alícuotas iguales de 

10 ml en seis tubos Falcon de 15 ml que fueron forrados con papel aluminio. Las células de 

dos alícuotas se dejaron adaptar al fotoperíodo de oscuridad (12 h) y a 21, 26 ó 32°C. 

Después, las células de una de las dos alícuotas para cada temperatura se colocaron en una 

celda transparente (3.5 cm de diámetro) y se trataron con luz ~ 650 µmol-fotón/m²s durante 

30 min, y las otras sólo se mantuvieron en oscuridad hasta la extracción de proteínas. A 

continuación, se realizaron extracciones de proteínas como se describió para las 

extracciones después de los tratamientos de intensidades lumínicas. Las muestras se 

analizaron con anticuerpos anti-pThr (Cell Signaling Technology®, Inc; Danvers, MA) o 

con anti-actina. Cargas iguales de proteínas se aseguraron desde la separación en alícuotas 

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

 

L. Análisis de complejos proteicos de SmicHSP75 por cromatografía de 
exclusión molecular en Sefacril S-300-HR 

 
Setenta y nueve ml de suspención 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 equilibró con 2 volúmenes de buffer PBS pH 

7.8, filtrado a través de una membrana millipore de 0.22 µm (PBS-f), impulsada con una 

bomba peristáltica (Pump-1, Pharmacia Biotech) a una velocidad de flujo de 30 ml/h (~15 

cm de columna/h). Para determinar en cuál fracción eluye cierto tamaño molecular, la 

columna se calibró con una mezcla de marcadores estándares disueltos en PBS que 
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contiene, azul de dextrano, apoferretina, β-amilasa, BSA (MW-GF-1000 kit; Sigma) y 

citocromo C, con Mr’s ~2000, 443, 200, 66, y 13 kDa, respectivamente. Se cargaron 800 µl 

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 µl por goteo con un colector de fracciones 

(RediFrac®; Pharmacia Biotech) y la presencia de proteína en las fracciones se determinó 

por absorbancia a 280 nm. Los valores calculados del coeficiente de distribución (Kav) y el 

log10 del peso molecular para cada marcador se correlacionaron en una gráfica. El Kav es 

un coeficiente de distribución para cada marcador que se calcula con la diferencia del 

volumen de elución (Ve) menos el volumen vacío de la matriz (Vo) dividido entre la 

diferencia del volumen total (Vt) menos Vo.   

Posteriormente, se realizó la extracción de proteínas de células de S. KB8 de cultivos 

de seis días 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 procedió a la extracción de proteínas 

como sigue: las células de S. KB8 se concentraron por centrifugación, se suspendieron en 2 

ml de PBS y se lisaron a 20000 psi en una prensa French; después, el homogenado de 

proteínas se centrifugó a 20000 g por 20 min; 1 ml del sobrenadante se cargó en la columna 

previamente equilibrada como se describe arriba. La columna se corrió con PBS a un flujo 

constante de 30 ml/h y hasta colectar 100 fracciones de 790 µl. Se tomaron alícuotas de 30 

µl de las fracciones pares a partir de la fracción 40 y hasta la 72, se les adicionaron 10 µl 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. Preparación de anticuerpos específicos contra SmicHSP75 
 

Obtener anticuerpos que fueran capaces de detectar específica y endógenamente a 

SmicHSP75 nos permitiría desarrollar un estudio más profundo de los cambios en el nivel 

de su fosforilación, así como reforzar o complementar algunos objetivos tales como el 

encontrar su(s) ligando(s) mediante ensayos de inmunoprecipitación, y la 

inmunolocalización in situ en Symbiodinium. Esto nos que daría información para conocer 

más sobre las vías de transducción de señales en las que participa SmicHSP75. 
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a. Selección de una secuencia específica de SmicHSP75 para el desarrollo 
de anticuerpos policlonales. 

 
Adicional 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 

del homólogo de la proteína HSP70 de S. microadriaticum. Por ello, fue importante la 

selección de un fragmento que fuera específico de SmicHSP75 con tal de que los 

anticuerpos generados fueran específicos contra la proteína y capaces de discernir entre los 

otros presuntos homólogos. Para ello,  se realizó un alimeamiento múltiple en el programa 

en linea Multalin (Corpet 1988) con todas las cinco secuencias traducidas a aminoácidos 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 cuál de ellas 

presentaba mayor antigenicidad. 

Debido a que la secuencia de aminoácidos específica 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 

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

b. Amplificación por PCR, inserción en el vector pGEM T-easy y 
propagación en bacterias de E. coli del fragmento c-term-SmicHSP75  

 
A partir de la secuencia de nucleótidos correspondiente de SmicHSP75 de 

Symbiodinium microadriaticun (No. de acceso smic27213, base de datos coral reef), se 

enviaron a sintetizar oligonucleótidos (oligos) hacia adelante (Fw1) 5´gaggagttcgcggat 

gaggacaagaagg-3´ y en reversa (Rv1) 5'- gccgccgtagtacttggagacgatgg -3' que flanquean el 

fragmento específico c-term-SmicHSP75 de 345 pb. Para amplificarlo se utilizó la enzima 

DreamTaq DNA (Thermo Scientific) en un volumen total de reacción de 20 µl, a las 

concentraciones y parámetros de amplificación recomendados por el proveedor. 

El producto amplificado de  c-term-SmicHSP75 se separó en un gel de agarosa y la 

banda correspondiente se extrajo del gel con un kit de elución (Wizard® SV Gel and PCR 

Clean-Up System; Promega) según la metodología del proveedor. A continuación, el 

fragmento purificado se insertó en el vector de clonación pGEM®T-easy con la enzima T4 
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Ligasa (Promega), según metodología del fabricante. Después de la ligación, 2 µl de esta 

mezcla se adicionaron a un vial con 50 µl de bacterias de E. coli quimiocompetentes de la 

cepa DH5α congeladas a -80°C seguido de incubación durante 30 min en un baño con 

hielo; a continuación, la suspensión de bacterias se sometió a choques de calor a 42°C 

durante 45 s y de frío al regresarlas al baño de hielo por 2 min. Posteriormente, se 

agregaron 950 µl de medio SOB (2 % bacto-triptona, 0.5 % extracto de levadura, 0.01 M 

NaCl, 0.0024 M KCl, pH 7), e incubó a 37°C durante 2 h y agitación a 200 RPM (en 

pantalla, lab companion SI300R). Después, las bacterias transformadas se inocularon en 

medio LB sólido (1 % bacto-triptona, 0.5 % extracto de levadura, 0.171 M NaCl, 1.5 % 

agar, pH 7.4) adicionado con ampicilina (100 µg/ml) para seleccionar las bacterias que 

fueron resistentes a este antibiótico, lo cual es indicativo de una transformación exitosa. A 

continuación, las colonias que contuvieron los plásmidos con el fragmento c-term-

SmicHSP75 integrado fueron seleccionadas a través de la amplificación por PCR de un 

fragmento de 423 pb con los oligos, T7 (hacia adelante) que se une específicamente a la 

secuencia del plásmido, y Rv1(reversa) que se une a la secuencia del fragmento. Las 

colonias que permitieron la amplificación de dicho fragmento se propagaron en medio LB 

líquido (LB sin agar) con ampicilina (100 µg/ml) durante toda la noche a 37°C y agitación 

a 200 RPM (en pantalla, lab companion SI300R). Al día siguiente, las bacterias se 

concentraron por centrifugación a 2600 g por 15 min y los plásmidos se purificaron con un 

kit Gene Jet Plamisd Minipreps (Thermo Scientific) según metodología de fabricante. 

Finalmente, los plásmidos seleccionados se enviaron a secuenciar para confirmar la 

identidad del inserto. 

 

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

 
El fragmento específico de 345 pb, c-term-SmicHSP75, ligado en el plásmido 

pGEM®T-easy se extrajo mediante digestión con la enzima de restricción EcoRI (Thermo 

Scientific), según la metodología del proveedor. Los productos de digestión se separaron en 

un gel de agarosa y la banda con el tamaño esperado correspondiente al fragmento 

específico se extrajo del gel con el kit QIAquick Gel extraction (QUIAGEN) según 

metodología del proveedor. Después, el plásmido de expresión pCRT/NT-TOPO 



 

37 
 

autoligado, fue linealizado con la enzima EcoRI en el sitio de inserción, donde se ligó 

posteriormente el fragmento purificado con la enzima T4 ligasa (Promega), según 

metodología del fabricante. Después, el vector con el inserto clonado se usó para 

transformar bacterias de E. coli quimiocompetentes DH5α, según metodología del 

proveedor. A continuación, las bacterias se inocularon en medio LB sólido con antibiótico 

(100 µg/ml de ampicilina) para seleccionar a las bacterias transformadas debido a la 

resistencia que les confiere el plásmido pCRT7/NT a dicho antibiótico. Sin embargo, existe 

la posibilidad de que algunas colonias pudieran resistir al antibiótico debido a la presencia 

del plásmido ligado a sí mismo, aún sin la presencia del fragmento específico. Por ello, se 

analizaron algunas colonias por PCR con la combinación de oligonucleótidos T7-Rv1, para 

determinar cual(es) colonias contienen el vector pCRT7/NT con el fragmento específico de 

345 pb (c-term-SmicHSP75-pCRT7/NT). Posteriormente, se seleccionaron al menos cinco 

de las colonias que permitieron la amplificación del fragmento esperado y se propagaron en 

10 ml de medio LB líquido con ampicilina (100 µg/ml) a 37°C y 200 RPM (en pantalla, lab 

companion SI300R) durante toda la noche. Después se purificaron sus plásmidos con un kit 

Gene Jet Plasmid Minipreps (Thermo Scientific) según metodología de fabricante. 

Finalmente, mediante la secuenciación de nucleótidos se confirmó el correcto ensamblaje 

del inserto en el plásmido seleccionado. 

 

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

 
La metodología de expresión 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 µl del plásmido c-term-SmicHSP75-

pCRT7/NT e incubaron durante 30 min en un baño con hielo, a continuación, la suspensión 

de bacterias se sometió a choques de calor (a 42°C durante 45 s) y de frío al regresarlas al 

baño de hielo por 2 min. Después del choque, se les agregaron 250 µl de medio SOB, e 

incubaron a 37°C y agitación a 200 RPM (en pantalla, lab companion SI300R) durante 2 h. 

Después de resuspendidas, las bacterias se inocularon en medio LB líquido adicionado con 

antibióticos (100 µg/ml ampicilina y 34 µg/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 realizó de forma paralela la 

transformación de la misma cepa con el plásmido pCRT7/NT vacío; es decir, sin el inserto 

(vacío-pCRT7/NT). Después, a partir de cultivos de las bacterias transformadas con los 

vectores c-term-SmicHSP75-pCRT7/NT o vacío-pCRT7/NT, y vector crecidos toda la 

noche, se realizó la prueba piloto de expresión según la metodología del proveedor del kit 

(pCR®T7 TOPO® TA Expression Kits, Version J). Las proteínas 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 específicamente el 

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

 

e. Ensayo en columna de níquel para purificación de c-term-SmicHSP75-
His 

 
Un cultivo de 200 ml de medio LB con 100 µg/ml de ampicilina y 34 µg/ml de 

cloranfenicol, se inoculó con bacterias BL21-D3 que fueron transformadas con el vector c-

term-SmicHSP75-pCRT7/NT y propagadas previamente en 10 ml de medio LB líquido 

(más antibióticos) durante la noche anterior. El cultivo de bacterias se incubó a 37°C 

durante 4 h y agitación constante a 200 RPM (en pantalla, lab companion SI300R). 

Posteriormente, las bacterias se precipitaron mediante centrifugación 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 KCl, 30 mM imidazol, 6 M urea, 0.5 % TX-100,  pH 7.4 y filtrado en un 

cartucho de membrana de 0.22 µm), y se lisaron con una presión mecánica de 20000 psi al 

pasar la suspensión tres veces a través de una prensa French (SLM-AMINCO FrenchÒ 

pressure cell press). El lisado celular se centrifugó a 20000 g por 20 min en frío y después 

el sobrenadante se pasó por un filtro de 0.22 µm para limpiar la muestra y evitar 

obstrucción de la columna durante la purificación del péptido. Posteriormente, la muestra se 

pasó por una columna empacada con 1.5 ml de matriz de agarosa cargada con níquel (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 lavó con al 

menos 100 ml de buffer de pegado y a la misma velocidad de flujo que cuando se pasó la 

muestra; finalmente, la proteína unida a la columna se eluyó con 10 ml de buffer de elución 

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

% de poliacrilamida SDS-PAGE. 

 

f. Obtención de una fracción de proteínas de la mucosa del duodeno de 
bovino que contiene la enteroquinasa  

 
Se adquirieron aproximadamente dos metros de la sección del duodeno del intestino 

delgado de un bovino recién muerto en el rastro de Cancún, Quintana Roo. El intestino se 

ciñó 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 ácido acético, 100 mM 

CaCl2, 0.2 % (v/v) TX-100, pH 4) para solubilizar y drenar el contenido en un vaso de 

precipitado. Después, el intestino se cortó longitudinalmente y se extendió para exponer la 

pared interna. La mucosa de la pared se recuperó en el mismo vaso de precipitado, 

mediante un raspado suave con el dedo cubierto con guante y goteo simultáneo con buffer 

A. De aquí en adelante lo siguientes pasos se realizaron en a 4ºC. A continuación, el 

material del intestino colectado en el vaso de precipitado se aforó con buffer A hasta 200 

ml y se agitó por 2 h para homogenizar el material. El homogenado se filtró primero con 

una malla de cielo y después a través de una malla de 300 µm para descartar el material 

particulado y tejido adiposo flotante. El filtrado se centrifugó a 20000 g por 30 min para 

clarificar la muestra. Después, el sobrenadante se ajustó a pH 8 con 1 M NaOH y entonces, 

se realizó una precipitación diferencial con sulfato de amonio como sigue: primero, se 

agregó sulfato de amonio hasta una concentración de 40 %, se incubó en agitación por al 

menos 6 h, se centrifugó a 14000 g por 1 h y se descartó el precipitado; después, al 

sobrenadante se le adicionó más sulfato de amonio hasta una concentración de 80 % y se 

aplicó el procedimiento anterior, pero en este caso, para colectar las proteínas del 

precipitado. A continuación, las proteínas precipitadas se suspendieron en 1ml de PBS y se 

dializaron en PBS para descartar los cristales de sulfato de amonio también precipitados. 

Después, las proteínas de la fracción dializada se separaron por cromatografía de exclusión 

molecular en una columna de Sefacril S-300-HR como en el caso de proteínas de S. KB8 

(ver mas adelante). Las fracciones de la 54 a la 58, que fueron colectadas de la columna y 

que contienen proteínas 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 β-mercaptoetanol). Este combinado de 

proteínas se cuantificó y se llevó hasta una concentracion de 0.1 mg/ml, para ser usada 

como la fracción activa de la enzima enteroquinasa. 

 

g. Ensayo de cinética de digestión de c-term-SmicHSP75-His para la 
remoción de la secuencia de hexahistidina 

 
La secuencia de hexahistidina presente en el péptido recombinante c-term-

SmicHSP75-His es altamente inmunogénica, lo que podría desfavorecer la 

inmunogenicidad del resto de la secuencia del péptido si se quieren desarrollar anticuerpos 

en algún animal. Por ello, se procedió a eliminarla específicamente por digestión con la 

enzima enteroquinasa en el sitio de cuatro ácidos aspárticos codificados en la secuencia del 

plásmido pCRT7/NT. Con la fracción de proteínas de la mucosa del duodeno de bovino que 

presuntamente contiene enriquecida a la enzima enteroquinasa enriquecida (ver en sección 

M, inciso f), se procedió a digerir el péptido recombinante. Se realizó una cinética de 

digestión como sigue: 1) se mezclaron 10 µl de buffer 1 M Tris-HCl pH 6.8, con 5 µl de 

enzima (la fracción de proteínas que debe contener a la enteroquinasa, a una concentración 

de 0.1 mg/ml en PBS), y 85 µl del sustrato (fragmento específico c-term-SmicHSP75-His a 

una concentración de 0.459 mg/ml); 2) se incubó la mezcla en oscuridad a 26ºC y se 

tomaron alícuotas de 15 µl a los tiempos de 6, 12, 24 y 32 h, se les adicionaron 5 µl de 

buffer de Laemmli 4X (sin β-mercaptoetanol) y se calentaron a 95ºC por 5 min. Las 

alícuotas de la cinética de digestión y una alícuota de antes de la digestión, se analizaron en 

un gel no reductor de 16 % de acrilamida. Finalmente, las proteínas del gel se tiñeron 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 

digestión. 

 

h. Purificación del péptido c-term-SmicHSP75 
 

El fragmento proteico c-term-SmicHSP75 libre de la secuencia de histidinas se 

purificó después de una digestión por 48 h con la fracción que contiene la enteroquinasa, en 

las mismas proporciones descritas antes. A tres volúmenes de la mezcla de los productos de 
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digestión de 48 h se les añadió un volumen de buffer de Laemmli 4X, se calentó a 95 ºC, 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 tiñeron con azul de coomassie para identificar la banda 

correspondiente al fragmento c-term-SmicHSP75.  Usando ambas tiras como referencia, se 

identificó el área de la banda de c-term-SmicHSP75 en el resto del gel que no se tiñó y se 

cortó. A continuación, el gel del area cortada se maceró en nitrógeno líquido y se suspendió 

en 2 ml de PBS. Después, para liberar a c-term-SmicHSP75 del gel, el macerado se dializó 

a través de una membrana de corte de 3.5 kDa (Spectra/Por®) en PBS a 4ºC y agitación 

constante durante toda la noche. El dializado se trasladó a un tubo Falcon de 15 ml, se 

centrifugó a 2600 g a 4ºC y se recuperó el sobrenadante con el fragmento del péptido c-

term-SmicHSP75. Finalmente, una alícuota del sobrenadante se desnaturalizó en buffer de 

Laemmli 4X y se analizó tanto en un gel de 16 % de poliacrilamida SDS-PAGE como por 

western blot con anticuerpos anti-hexahistidina; en este último se usó como control positivo 

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

 

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

 
A la muestra se le adicionó el adyuvante de Freund apropiado (completo o 

incompleto) en una relación 1:1, y se mezclaron vigorosamente para formar una emulsión 

estable la cual para cada fecha de inmunización fue inyectada debajo de la piel (subcutánea) 

de un conejo en 3 sitios, una en el área 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 incubó por media hora a temperatura ambiente. Después, el suero de 

la sangre coagulada se recuperó y clarificó por centrifugación a 2600 g por 20 min; el 

sobrenadante se dividió en alícuotas de 100 µl y éstas se almacenaron a -80°C. 

Calendario de inmunizaciones, y colectas de sangre:  

En el día cero, se colectaron 2 ml de sangre del conejo antes de empezar el programa 

de inmunización (1a colecta = preinmune), y después se inició la inmunización con 150 µg 

del péptido c-term-SmicHSP75 (1a dosis), dividido en tres inyecciones de 50 µg 
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aproximadamente. Solamente en esta primera inmunización se usó el adyuvante completo 

de Freund. 

En el día 5, se realizó la 2a colecta de 2 ml de sangre y se aplicó la 2a dosis con 210 

µg de péptido dividida en tres inyecciones. En este caso se usó el adyuvante incompleto de 

Freund.  

En el día 31, se realizó la 3a colecta de 2 ml de sangre de conejo, y se aplicó la 3a 

dosis con 258 µg de péptido dividida en tres inyecciones. Para esta se usó el adyuvante 

incompleto de Freund. 

En el día 38,  solo se realizó la  4a colecta de sangre del conejo.  

Con los sueros obtenidos de las muestras de sangre se evaluó la especificidad de los 

anticuerpos para detectar a SmicHSP75 en extractos de proteínas totales de S. KB8 por 

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

 

j. Purificación de inmunoglobulinas G del suero de conejo por afinidad en 
una columna de proteína G acoplada a sefarosa 

 
Un ml de suero de conejo se diluyó con 9 ml de PB, y después se pasó a través de 1 

ml de matriz de sefarosa-proteína G (sigma) empacada en una columna Poly-Prep® 

(BioRad) y equilibrada con PB. A continuación, la matriz se lavó con 10 volúmenes de PB, 

y los anticuerpos se eluyeron de la columna con 1 ml de 10 mM glicina-HCl, pH 3. 

Inmediatamente después, el eluido se neutralizó con 100 µl de 1 M Tris-HCl, pH 6.8. 

Después, se agregó azida de sodio hasta una concentración de 0.05 % (p/v) para preservar 

los anticuerpos a 4ºC sin riesgo de crecimiento de microorganismos. Finalmente, se 

determinó que la dilución de 1/3000 fue la adecuada para detección de su antígeno en 

análisis por western blot. A estos anticuerpos los denominamos anti-1017 (ver en 

resultados). 

 

N. Tratamientos con los inhibidores de síntesis de proteínas  
 

Cultivos celulares de 100 ml de S. KB8 de 6 d de crecimiento fueron tratados con 

inhibidores de síntesis de proteínas después de 3 h de iniciada su fase diurna con: 1mM 

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 fármacos. Después de cada tiempo de incubación, se realizó una 

extracción de proteínas como sigue: las células de 15 ml de cultivo se concentraron por 

centrifugación a 2600 g por 1 min a 26 ºC, se suspendieron en 300 µl de buffer de Laemmli 

y se lisaron con perlas de vidrio mediante agitación en un miniBead-Beater a 4500 rpm por 

3 min. Después, el homogenado celular se calentó a 95 ºC por 5 min, y se centrifugó 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 proteína de la familia HSP70 y presenta al menos dos 
isoformas fosforiladas en S. KB8  

 

El primer objetivo del presente trabajo fue confirmar que SmicHSP75 pertenece a la 

superfamilia de las HSP. Para ello, una fracción de proteínas que contienen a SmicHSP75 

enriquecida (Castillo-Medina 2013), se separaron en geles de doble dimensión (2D). Los 

anticuerpos anti-pThr inmunodetectaron a dos proteínas de 75 kDa con puntos isoeléctricos 

de 5.4 y 5.6 (Fig. 3A, puntos 1 y 2, respectivamente). Esto indicó que SmicHSP75 está 

compuesta de al menos dos proteínas en un gel 2D, lo que sugiere dos posibilidades: a) que 

dichos pI’s representan dos isoformas de una misma proteína de 75 kDa fosforiladas 

diferencialmente en treonina; o b) que son dos proteínas de 75 kDa diferentes y ambas 

están fosforiladas en dicho aminoácido. Los dos puntos correspondientes a las proteínas 

detectadas por los anticuerpos también se localizaron en otro gel 2D teñido con azul de 

coomassie (Fig. 3B, puntos 1 y 2). Ambos puntos de proteínas localizados en el gel fueron 

los mismos detectados por western blot con los anticuerpos anti-pThr. Dichos anticuerpos 

efectivamente solo detectaron a las proteínas de los puntos 1 y 2 (Fig. 3C, carriles 1 y 2, 

respectivamente), pero no reaccionaron con la proteína 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 secuenciación parcial de aminoácidos por espectrometría de masas a la 

unidad de proteómica del Instituto de Biotecnología en Cuernavaca, Morelos, México.  

Del análisis por espectrometría de masas se obtuvieron las secuencias de aminoácidos 

de diez péptidos de la proteína del punto 1 y seis de la del punto 2. Mediante una búsqueda 

con dichas secuencias peptídicas en una base de datos de nucleótidos del NCBI traducidas a 

proteínas mediante un análisis por BLAST, se encontró que las secuencias de las proteínas 

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 observó también que las secuencias que son comunes entre ambos 
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Figura 3. Ubicación y aislamiento de pp75 de S. KB8 en 
geles de doble dimensión IEF + SDS-PAGE (2D) para 
secuenciación. Separación en gel de doble dimensión (B) y 
su análisis por western blot con anticuerpos anti-pThr (A), 
del sobrenadante de un microsonal de proteínas solubles en 
PBS-T, eluídas 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 separación de proteínas 
por isoelectroenfoque (1a dimensión), y las barras del lado 
derecho la distancia de separación por pesos moleculares 
(2a dimensión). También se indican los puntos 1 y 2 de las 
proteínas detectadas por los anticuerpos anti-pThr. 

En C, western blot con anticuerpos anti-pThr de las proteínas de los puntos 1 y 2, y un punto punto 
mayoritario como posible control negativo, extraídos del gel de B. Los carriles son: Mw, marcadores de 
peso molecular; 1, proteína del punto 1; 2, proteína del punto 2; y 3, proteína acotada con un círculo 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 proteínas de los puntos 1 y 2 comparten la misma identidad de una 

proteína tipo BiP de la familia HSP70 de retículo endoplásmico (RE; Munro y Pelham 

1987); y sugirieron que ambas representan dos isoformas de una misma proteína 

fosforiladas diferencialmente en treonina. En resumen, los resultados obtenidos hasta aquí 

nos indicaron que SmicHSP75: a) es una proteína 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. KB8. 

Adicionalmente, las secuencias de los mismos péptidos de ambas proteínas alinearon 

exactamente (100 % de identidad) con la secuencia de una proteína anotada como BiP-5 

(Luminal Binding Protein-5, No de acceso OLP91134) en la base de datos transcriptómica 

ensamblada de Symbiodinium microadriaticum (Aranda et al. 2016), lo que indicó que esta 

secuencia debe ser la correspondiente a SmicHSP75. De manera inesperada, el peso 

molecular de esta proteína anotada fue de 250 kDa el cual es mucho mayor que el de 

SmicHSP75. Sin embargo, un análisis comparativo entre dicha secuencia transcriptómica 

ensamblada y la genómica correspondiente, permitió encontrar un codón de término 

omitido y otro codón de inicio en la secuencia transcriptómica que ajustaron mejor al peso 

molecular de 75 kDa, que ahora sí 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 más probables de sufrir fosforilación 

determinados con el programa NetPhosK (Blom et al. 2004), así como el sitio T502 

fosforilable de BiP de Chlamydomonas reinhardtii reportado como involucrado en la 

síntesis de proteínas (Díaz-Troya et al. 2011).  

 

B. El análisis por exclusión molecular sugiere que SmicHSP75 bajo 
condiciones de luz interacciona con otra(s) proteína(s) 

 

El siguiente objetivo fue el determinar experimentalmente si SmicHSP75 es capaz de 

formar complejos con otras proteínas, para lo cual se llevó a cabo un análisis por 

cromatografía de exclusión molecular partiendo de las proteínas en su estado nativo.  

A partir de la calibración de la columna se determinaron los picos de elución de cada uno 

de los  marcadores de pesos molecular mediante las lecturas de absorbacia a 280 nm
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(Fig. 5A). Esto nos permitió calcular los volúmenes y coeficientes de elución (Ve y Kva, 

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

ml. Éstos a su vez nos permitieron graficar y determinar la curva de calibración de la 

columna, cuya ecuación 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 proteínas nativas de S. KB8, ya sea en condiciones de 12 

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

mismos parámetros de separación que fueron usados para los marcadores de peso 

molecular. Se observó que el pico de elución de la proteína SmicHSP75 se encontró en la 

 
Figura 4.  SmicHSP75 es homólogo a una proteína tipo BiP perteneciente a la familia HSP70. 
Alineamiento múltiple 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 codón de terminación originalmente omitido, y otro de inicio que concuerda con el peso 
esperado de SmicHSP75. La figura está resaltada, en gris, con el motivo de retención en el retículo 
endoplásmico (Munro y Pelham, 1987) característico de la BiP, en verde los sitios más probables de 
fosforilación en la treonina predichos por el servidor de NetPhosK (Blom et al. 2004); además, el 
asterisco indica el sitio fosforilable presuntamente implicado en la síntesis de proteínas en C. reinhardtii 
(Diaz-Troya et al. 2011).  
 

          
 O. sativa                                                MDRVRGCAFLLGVLLAGSLFAFSVAKEETKKL-GTVIGIDLGTTYSCVGVYKNG 
 C. cohnii                               GTSVDVLSFGKLSAWDTAPLFAMARLHWAGIFVLALACVAVAKDDEKKIDGPVIGIDLGTTYSCVGIYKNG 
    S. mic  MVISHGSRLPVSQRRTHGHEASCQGVCCSQTWHSVRCAQACKAFLVEAEPRVTMWKVAFVTVFALASFAAAKEEDKKIDGPVIG----TTYSCVGINKNG 
 
 O. sativa  HVEIIANDQGNRITPSWVAFTDSERLIGEAAKNQAAVNPERTIFDVKRLIGRKFEDKEVQRDMKLVPYKIVNKDGKPYIQVKIKDGENKVFSPEEVSAMI 
 C. cohnii  RVEIIPNDQGNRITPSYVAFTEDERLIGEAAKNQATINPAQTLFDVKRLIGRRFKDSTVQKDIKLLPFDIVDKNGKPQISVKVK-GETKQMAPEEVSSMV 
    S. mic  RVEIIPNDQGNRITPSYVAFTDDERLIGEAAKNQATINPTQTLFDVKRLIGRRFKDSTVQKDIKLLPYKIVDKSTKPMIAVKVK-GEEKVMAPEEVSSMV 
   Punto 1   VEIIPNDQGNRITPSYVAFTDDER       NQATINPTQTLFDVK                                          VMAPEEVSSMV 
   Punto 2   VEIIPNDQGNRITPSYVAFTDDER       NQATINPTQTLFDVK                                          VMAPEEVSSMV 
 
 O. Sativa  LGKMKETAEAYLGKKINDAVVTVPAYFNDAQRQATKDAGVIAGLNVARIINEPTAAAIAYGLDKKGGEKNILVFDLGGGTFDVSILTIDNGVFEVLATNG 
 C. cohnii  LTKMKETAENYLGKEVKHAVITVPAYFNDQQRQSTKDAGVIAGLNVLRIINEPTAAAIAYGLDKKA-EKNILVYDLGGGTFDVSLLTIDNGVFEVVATNG 
    S. mic  LTKMKETAENYLGKEVKHAVVTVPAYFNDAQRQSTKDAGTIAGLNVLRIINEPTAAAIAYGLDKKT-EKNILVYDLGGGTFDVSLLTIDNGVFEVVATNG 
   Punto 1  LTK              HAVVTVPAYFNDAQR    DAGTIAGLNVLRIINEPTAAAIAYGLDK 
   Punto 2  LTK                                 DAGTIAGLNVLRIINEPTAAAIAYGLDK 
 
 O. sativa  DTHLGGEDFDQRIMEYFIKLIKKKYSKDISKDNRALGKLRREAERAKRALSNQHQVRVEIESLFDGTDFSEPLTRARFEELNNDLFRKTMGPVKKAMDDA 
 C. cohnii  DTHLGGEDFDQRVMQHFMKVFQKKHSKDMSKDKRAIQKLRREVEKAKRALSSTHQARLEIEALFDGVDFSETLTRARFEEINNDLFKNTLGPVKQVIEDS 
    S. mic  DTHLGGEDFDQRVMQHFMKIFEKKHGKDMSKDKRSIQKLRREVEKTKRALSSTHQARLEIEALYDGTDFSETLTRARFEELKADLFKNTLGPVKQVLDDS 
   Punto 1                                                           LEIEALYDGTDFSETLTR 
   Punto 2                                                           LEIEALYDGTDFSETLTR 
 
 O. sativa  GLEKSQIHEIVLVGGSTRIPKVQQLLRDYFEGKEPNKGVNPDEAVAYGAAVQGSILSGEGGDETKDILLLDVAPLTLGIETVGGVMTKLIPRNTVIPTKK 
 C. cohnii  GLKKTQIDEIVLVGGSTRIPKVQQLIKDFFNGKEPNRGINPDEAVAYGAAVQAGILSGEGGQ---DLLLLDVTPLTLGIETVGGVMTKLINRNTVIPTKK 
    S. mic  GLKKNQVDEIVLVGGSTRIPKVQQLIKDFFNGKEPNRGINPDEAVAYGAAVQ------------------DVTPLTLGIETVGGVMTKLISRNTVIPTKK 
   Punto 1      NQVDEIVLVGGSTR                                                                        
   Punto 2      NQVDEIVLVGGSTR      
                                                                                  * 
 O. sativa  SQVFTTYQDQQTTVSIQVFEGERSMTKDCRLLGKFDLSGIPAAPRGTPQIEVTFEVDANGILNVKAEDKGTGKSEKITITNEKGRLSQEEIDRMVREAEE 
 C. cohnii  SQTFSTYQDNQPAVNIQVFEGERPMTKDNHLLGKFELGGIPPAPRGQPQIEVTFEIDSNGILNVGAEDKATGKGEKITITNDKGRLTEEQIEKMIKEAEQ 
    S. mic  SQIFSTYQDNQPAVNIQVFEGERPMTKDNHLLGKFELGGIPPAPRGQPQIEVTFEIDSNGILNVGAEDKGTGKSEKITITNDKGRLTEEQIEKMIREAEE 
   Punto 1  SQIFSTYQDNQPAVNIQVFEGERPMTK 
 
 O. sativa  FAEEDKKVKERIDARNQLETYVYNMKNTV---GDKDKLADKLESEEKEKVEEALKEALEWLDENQTAEKEEYEEKLKEVEAVCNPIISAVYQRTGGAPGG 
 C. cohnii  FADEDKKVKERVDAKNSFDGYIHSMRSATEGSGDNKGLSEKMDEDEKEKILEALKDGQSWLDSNPEGDAEDIKEKHKEVEGICAPIVSK-YYGVGG-GGA 
    S. mic  FADEDKKVKERVDAKNAFDGYIHSMRSATEGSGDNKGLSEKMDSDEKEKILDALKDGQSWLDSNPEADAEEIKEKHKEVEGICAPIVSK-YYGGGGAGGA 
   Punto 1                 NAFDGYIHSMR                             DGQSWLDSNPEADAEEIKEKHKEVEGICAPIVSK            
 
 O. sativa  GADGEGGVDDEHDEL 
 C. cohnii  GAADEDE-DEAHDEL 
    S. mic  GGADDDE-EEAHDEL 
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fracción 62 en la condición 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 ecuación de la curva de calibración, y al 

resultado aplicarle el antilogaritmo, se determinó una Mr de ~73 kDa, la cual concuerda 

con la masa molecular de SmicHSP75 observada en un gel de SDS-PAGE. Este resultado 

sugirió que cuando la proteína SmicHSP75 se encuentra en un nivel de alta fosforilación, 

no forma complejos con otras proteínas ni conformaciones oligoméricas con ella misma. 

A 

B Y=-3.78X+3.25 
Curva de calibración de la columna de sefacril S-300-HR 

Número de fracción 

Azul Dextrano (2000) 

Figura 5. Curva de calibración de la columna de sefacril S-300-HR. Gráfico de los picos de elución de 
los marcadores de pesos moleculares (A), y la correspondiente recta de calibración de la columna (B). 
Abs 280 es la absorbancia medido a 280 nm, log10 (Mw) es el logaritmo de base diez de los pesos 
molecular, y Kav es el coeficiente de elución. 

ß-amilasa        (200) 
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Por otro lado, a pesar de que en la condición  de 30 min de luz el nivel de fosforilación de 

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

la columna se encontró en la fracción 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 determinó una Mr de ~ 97.7 kDa. Este 

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

mismo análisis, lo que sugiere que otra proteína 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 eluídas de la columna de sefacril S-300-HR y 
separadas en un gel de 10 % de poliacrilamida SDS-PAGE.  En A, son las proteínas de S. KB8 adaptadas 
a 12 h de oscuridad; y en B, las de tratamiento de 30 min de luz. Se cargaron volúmenes de 5 µl de cada 
fracción. Mw, es el carril de marcadores de pesos moleculares; E.t., carril de extracto total de proteínas; 
los números pares de 40 a 72 son las fracciones eluídas de la columna; las flechas indican la pocisión de 
migración de los marcadores de peso molecular; las barras dentro de la figura indican los valores de las 
densidades (* densidades crudas resultantes del análisis por densitometria) de las bandas de SmicHSP75 
correspondientes a las fracciones 60, 62 y 64. 
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C. La respuesta de desfosforilación de SmicHSP75 es sensible a bajas 
intensidades de luz 

 
Para determinar si la respuesta de desfosforilación sobre SmicHSP75 está en función 

de la intensidad lumínica, las células de S. KB8 se estimularon durante 30 min a 

intensidades de 1, 10, 40 y 250 µmol-fotón/cm2s. Una disminución estadísticamente 

significativa se observó en el nivel de fosforilación de SmicHSP75 en todas las 

intensidades de luz ensayadas (Fig. 7B, barras, todas las intensidades de luz) en 

comparación a la condición 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 desfosforilación de SmicHSP75 fue tan sensible que ocurrió inclusive a 

la intensidad más baja probada de 1 µmol-fotón/cm2s (Fig. 7A y B, carril 1y barra 1 µmol-

fotón/cm2s, respectivamente). Por otro lado, también se observó una tendencia de respuesta 

dosis-dependiente entre las intensidades de luz a 1, 10 y 40 µmol-fotón/cm2s, aunque no se 

encontraron diferencias significativas entre ellas (Fig. 7B, barras: 1, 10 y 40 de intensidad 

de luz). Un análisis estadístico con mayor número de réplicas podría confirmar este hecho. 

 

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

 

Estudiar si la desfosforilación de SmicHSP75 está en función de algún espectro de luz 

en particular nos daría pistas importantes para conocer la cascada de señalización en la que 

pudiera estar participando. Para este ensayo se utilizaron lámparas 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. KB8 adaptadas a 12 h de oscuridad, se estimularon 

durante 30 min con la luz de dichas lámparas a una intensidad lumínica aproximada de 100 

µmol-fotón/cm2s. Como en el caso del estudio de las intensidades lumínicas, 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 análisis 

estadístico ANOVA y se graficaron (Fig. 8C). Interesantemente, se observó que el nivel de 

fosforilación de SmicHSP75 en todos los espectros de luz analizados disminuyó 
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significativamente (Fig. 8C, barras; azul, amarilla, roja y blanca), en comparación al nivel 

observado bajo condiciones de oscuridad (Fig. 8C, barra, 12 h Osc). Esto indicó que todos 

los tipos de luz analizados produjeron la respuesta de desfosforilación de SmicHSP75, y 

sugiere que dicha respuesta no es particular a algún tipo de espectro particular de luz. Las 

luces que provocaron mayor y menor efecto significativo en el nivel de desfosforilación 

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

respectivamente).  

 

 

E. La temperatura también promueve cambios en la fosfoforilación de 
SmicHSP75 

 
Así como la luz, la temperatura también afecta de forma importante la fisiología de 

Symbiodinium y por ello nos planteamos estudiar si la temperatura afecta la fosforilación de 

SmicHSP75n 

Intensidad lumínica durante 30 min 

(µmol-fotón/cm2s) 

12 h Osc 

12 h Osc 

A 

B 

Figura 7.  Efecto de la intensidad luminosa en el comportamiento de fosforilación sobre SmicHSP75. En 
la figura “Osc” significa oscuridad. Los datos en la gráfica son promedios ± error estándar (n=3 réplicas). 
Las letras sobre las barras indican diferencias significativas entre grupos (p < 0.05). 
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SmicHSP75 particularmente en la respuesta de desfosforilación debida a la luz. Se 

analizaron los niveles de fosforilación de SmicHSP75 (Fig. 9A, SmicHSP75) de células de 

S. KB8 incubadas a 21, 26 (control) o 32ºC por 12 h en condiciones de oscuridad, y 

después de someterlas a estímulos de luz por 30 min para cada temperatura. Para el caso de  

la temperatura control de 26ºC el resultado fue similar al de los controles de los ensayos de 

intensidades y tipos de luz. Se observó que el nivel de fosforilación de SmicHSP75 en 

oscuridad (Fig. 9B, barra, 26ºC y 12 h Osc), disminuyó significativamente con el estímulo 

de 30 min de luz (Fig. 9B, barra, 30 min de luz). Esto indicó que dicha respuesta de 

desfosforilación en las condiciones control es reproducible. De forma interesante, se 

observó que el nivel de fosforilación de SimcHSP75 a 21ºC en oscuridad (Fig. 9B, barra, 

21ºC y 12 h Osc), también disminuyó significativamente con el estímulo de 30 min de luz 

(Fig. 9B, barra, 21ºC y 30 min de luz), aunque a diferencia de la temperatura control, la 

respuesta fue menos pronunciada (Fig. 9B, carril 26ºC y 30 min de luz). Esto indicó que la 

respuesta de desfosforilación de SmicHSP75 inducida por la luz, sí fue afectada por la 

temperatura.   

Por otro lado, se observó que en condiciones de al menos 12 h de oscuridad, tanto a 

la temperatura control de 26ºC como con una disminución de hasta 21ºC por 12 h, 

SmicHSP75 manifestó en un nivel de fosforilación elevado (Fig. 9B, barras, 26ºC y 12 h 

Osc, y 21ºC y 12 h Osc, respectivamente). Sin embargo, el incremento en la temperatura de 

hasta 32ºC por 12 h en oscuridad, provocó una disminución importante en el nivel de 

fosforilación de SmicHSP75 (Fig. 9B, barra, 32ºC y 12 h Osc), inclusive más pronunciada 

que la inducida por la luz en condiciones control (Fig. 9B, barra, 26ºC y 30 min de luz). Por 

otra parte, contrario a lo esperado, el estímulo posterior de 30 min de luz a 32ºC, 

incrementó significativamente el nivel de fosforilación de SmicHSP75 (Fig. 9B, barra, 

32ºC y 30 min de luz). Estos resultados indicaron que la exposición a la temperatura de 

32ºC por 12 h de oscuridad indujo, por un lado una desfosforilación de SmicHSP75 en 

condiciones de oscuridad, pero por el otro, el estímulo de 30 min de luz a esa misma 

temperatura indujo un incremento en dicha fosforialción que fue estadísticamente 

significativo (Fig. 9B, barras de error en rangos diferentes) en la fosforilación.  
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Figura 8. Comportamiento de la fosforilación de SmicHSP75 bajo diferentes espectros lumínicos. En A, se 
muestran el rango de espectro de las luces utilizadas para el ensayo; en B, es el western blot de los estados 
de fosforilación de SmicHSP75 y la expresión de actina, de células de S. KB8 bajo estímulos de espectros 
de luz azul, amarilla, roja, y blanca; y en C, es la gráfica de los promedios de las densidades relativas de 
las bandas (como en B) de tres ensayos independientes. En la figura “Osc” y “C+” significan oscuridad y 
control positivo, respectivamente. Los datos en la gráfica son promedios ± error estándar (n=3 réplicas). 
Las letras sobre las barras indican diferencias significativas entre grupos (p < 0.05). 
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F. Preparación de anticuerpos específicos contra SmicHSP75 
 

a. Selección, amplificación y clonación, expresión, y purificación del 
fragmento c-term-SmicHSP75 para la preparación de anticuerpos 
específicos 

 
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 proteína HSP70, dos de las cuales están anotadas también como tipo BiP 

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

alineamiento múltiple para la selección 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, así como secuencias que en 

SmicHSP75 presentaban baja identidad respecto de las otras (Fig. 10, letras negras en 

SmicHSP75 

12 h de Osc 
30 min de luz a 650 
µmol-fotón/cm

2
s 

A 

B 

h h h 

Figura 9. Efecto de la temperatura sobre la repuesta de desfosforilación de SmicHSP75. “Osc” significa 
oscuridad. Los datos en la gráfica son promedios ± error estándar (n=3 réplicas).  
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SmicHSP75) y que las hacía candidatas para el desarrollo de anticuerpos específicos. Sin 

embargo, se seleccionó un tramo de 95 aminoácidos en el extremo carboxilo terminal (Fig. 

10, c-term-SmicHSP75, indicada con una línea roja), debido a que además de una baja 

identidad, presentó dentro de ella una secuencia de 12 aminoácidos (Fig. 10, recuadro) que 

según el programa bioinformático “EMBOSS explorer”, es una secuencia altamente 

antigénica. 

La secuencia correspondiente a c-term-SmicHSP75) se amplificó correctamente como 

una única banda de 345 pb (Fig. 11A, carril 2) que correspondió al peso esperado. 

Posteriormente, el fragmento amplificado se logró ligar en el vector de expresión 

pCRT7/NT, y el correcto ensamblaje de la secuencia en fase se confirmó a través de la 

secuenciación de nucleótidos (Fig. 11B, letras minúsculas). La traducción in silico a 

aminoácidos de dicha secuencia obtenida (Fig. 11B, letras mayúsculas) mostró que dentro 

de la secuencia de aminoácidos provenientes del plásmido pCRT7/NT, estuvieron presentes 

el motivo de seis histidinas y el de cuatro ácidos aspárticos, los cuales permitieron detectar 

y purificar el producto recombinante, y posteriormente digerirlo para eliminar estos 10 

aminoácidos. 

Con la construcción c-term-SmicHSP75-pCRT7/NT correctamente ensamblada (Fig. 

11B) se procedió expresar el fragmento en bacterias. Las proteínas 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 proteínas de bacterias 

transformadas con otro plásmido pCRT7/NT vacío (vacío-pCRT7/NT); es decir, sin la 

presencia del fragmento específico. Los anticuerpos anti-hexaHis detectaron una banda que 

migró a la altura de Mr ~17 kDa en los extractos de las bacterias transformadas con el 

plásmido c-term-SmicHSP75-pCRT7/NT desde la primera hora de expresión (Fig. 12A, 

carril 5). Dicha banda no se observó en los extractos de las bacterias transformadas con el 

plásmido vacío-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 plásmido 

pCRT7/NT.  
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Figura 10. Alineamiento múltiple de la secuencia de SmicHSP75 con otras cinco secuencias de la base de 
datos de S. microadriaticum (Aranda et al. 2016) anotadas como BiP (No´s de acceso: OLP86850.1 y 
OLP81269.1) o HSP70 (No´s de acceso: OLP9133.1, PLQ05431.1 y OLP80221.1). La línea roja señala el 
fragmento seleccionado como específico de la secuencia de SmicHSP75, y el recuadro enmarca una 
secuencia altamente antigénica según el programa “EMBOSS explorer”. 
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A continuación, se llevó a cabo el aislamiento de c-term-SmicHSP75-His a través de 

la unión específica de sus seis histidinas a una columna de níquel. Como la expresión de c-

term-SmicHSP75-His se incrementó ligeramente a las 4 h de expresión (Fig. 12A, carril 7), 

se pasaron por una columna acoplada de níquel extractos de proteínas de bacterias con al 

menos 4 h de crecimiento. Se observó la presencia de c-term-SmicHSP75-His entre las 

proteínas del antes de la columna como una banda mayoritaria (Fig. 12B, carril 2), misma 

que estuvo ausente entre las proteínas 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 eluído específico como una 

banda enriquecida y significativamente aislada (Fig. 12B, carril 6, indicada con la flecha 

roja), indicaron que se unió específicamente a la columna. La inmunodetección con los 

anticuerpos anti-hexaHis confirmaron que dicha banda aislada fue c-term-SmicHSP75-His 

(Fig. 12C, carril 2).  

 

1 2 

250 

500 

atgcggggttctcatcatcatcatcatcatggtatggctagcatgactggtggacagcaa 
 M  R  G  S  H  H  H  H  H  H  G  M  A  S  M  T  G  G  Q  Q  
atgggtcgggatctgtacgacgatgacgataaggatccaacccttaattcgattgaggag 
 M  G  R  D  L  Y  D  D  D  D  K  D  P  T  L  N  S  I  E  E  
ttcgcggatgaggacaagaaggtcaaggagcgcgtggacgccaagaatgctttcgatggc 
 F  A  D  E  D  K  K  V  K  E  R  V  D  A  K  N  A  F  D  G  
tacattcactccatgcgatctgctaaggagcgcgtggacgccaagaatgctttcgatggc 
 Y  I  H  S  M  R  S  A  K  E  R  V  D  A  K  N  A  F  D  G  
tacattcactccatgcgatctgctacagagggctctggagacaacaagggcctcagtgag 
 Y  I  H  S  M  R  S  A  T  E  G  S  G  D  N  K  G  L  S  E  
aagatggactccgatgagaaggagaagattctagatgccctaaaggatggccagtcttgg 
 K  M  D  S  D  E  K  E  K  I  L  D  A  L  K  D  G  Q  S  W  
ctggactccaacccggaggcagatgctgaggagatcaaggagaagcacaaggaggtcgag 
 L  D  S  N  P  E  A  D  A  E  E  I  K  E  K  H  K  E  V  E  
ggcatttgcgcgcccatcgtctccaagtactacggcggcaatcactagtgaattcgaagc 
 G  I  C  A  P  I  V  S  K  Y  Y  G  G  N  H  

A B 

Figura 11. Amplificación por PCR y secuencia de nucleótidos del fragmento específico de SmicHSP75. 
En el panel A, es un gel de agarosa expuesto a luz UV, en el cual se observa: en el carril 1, los marcadores 
de tamaños moleculares en pares de bases (pb), indicados con las flechas de la izquierda; y en el 2, el 
producto de amplificación de 345 pb del fragmento específico de SimcHSP75, indicado con la flecha azul 
de la derecha. En el panel B, es el resultado de la secuenciación de nucleótidos del producto de 345 pb que 
fue ligado en el vector pGEM T-easy, liberado de ella con la enzima EcoRI, y vuelto a ligar en el vector 
de expresión pCRT7/NT-TOPO (en letras minúsculas). Las letras sombreadas en color amarillo son la 
secuencia del fragmento de 345 pb, en rosa las secuencias provenientes del vector pGEM T-easy donde 
ocurrió el corte con la enzima EcoRI, y en verde las secuencias provenientes del vector pCRT7/NT-
TOPO. Las letras mayúsculas representan la correspondiente secuencia de aminoácidos traducida in silico, 
en la que se subraya la región de seis histidinas que tiene afinidad a la columna de níquel, y la región ácida 
de cuatro ácidos aspárticos, donde corta la enzima enteroquinasa. 



 

58 
 

b. Digestión del péptido c-term-SmicHSP75-His con una fracción 
enrriquecida de enteroquinasa.  

 
La secuencia de hexahistidina es un epítope muy antigénico que puede llegar a 

enmascarar a los otros epítopes dentro de la misma secuencia, sobre todo cuando se trata de 

un péptido de secuencia corta. Esta peculiaridad podría impedir la formación de anticuerpos 

contra el fragmento de SmicHSP75. Por ello, fue importante eliminar dicha secuencia desde 

el sitio de cuatro ácidos aspárticos (Fig. 11B) mediante la digestión específica con la 

enzima enteroquinasa.  
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Figura 12. Resultado del análisis de expresión del fragmento recombinante específico de SmicHSP75 (c-
term-SmicHSP75-His) y su purificación en una columna de níquel. En A, western blot de proteínas que 
fueron extraídas a las 1 (carriles 2 y 5), 2 (carriles 3 y 6) y 4 h (carriles 4 y 7) de crecimiento de bacterias 
BL21-D3 Plyss transformadas con un plásmido pCRT7-NT vacío (vacío-pCRT7/NT, carriles 2-4), o con 
uno que contiene el fragmento específico de SmicHSP75 (c-term-SmicHSP75-pCRT7/NT, carriles 5-7), y 
analizadas todas con anticuerpos anti-hexaHis. En B, proteínas separadas en un gel de 16 % de 
poliacrilamida SDS-PAGE y teñidas con azul de coomassie, de antes (carril 2) y después de la columna, 
lavado y eluído, obtenidas durante la purificación del péptido específico en una columna de níquel. En C, 
western blot de la misma fracción que el carril 5 de B, analizada con anticuerpos anti-hexaHis. En todos 
los paneles, los carriles 1 son marcadores de pesos moleculares, las flechas de la izquierda indican la 
posición de migración de los marcadores de pesos molecular y las flechas rojas de la derecha indican la 
posición de migración del fragmento específico c-term-SmicHSP75-His. 
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La enteroquinasa es una enzima del sistema digestivo de mamíferos 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 exclusión molecular una fracción de 

proteínas dentro del rango del peso molecular de la enteroquinasa (Fig. 13A, carril 2; y B, 

carriles 3-6, indicadas con un corchete). Con dicha fracción se realizó un ensayo de cinética 

de digestión, y se demostró que ésta fue capaz de digerir a c-term-SmicHSP75-His (Fig. 

13B), lo que indicó que corresponde a una fracción enrriquecida de la enteroquinasa. Se 

observó que en presencia de tal fracción, la intensidad de la banda de c-term-SmicHSP75-

His disminuyó desde las 3 h (Fig. 13B, carril 3, indicada con la flecha roja), y cada vez más 

a las 6, 12 y 24 h (Fig. 13B, carriles 4, 5 y 6, respectivamente); mientras que otra banda de 

12 kDa que se evidenció a partir las 3 h (Fig. 13B, carril 3, indicada con la flecha azul), 

incrementó su intensidad a las 6, 12 y 24 h (Fig. 13B, carriles 4, 5 y 6, respectivamente, 

indicadas con la flecha roja). Esta concordante disminución de c-term-SmicHSP75-His con 

el incremento de la intensidad de la banda de 12 kDa, sugirió que ésta proviene de c-term-

SmicHSP75-His como consecuencia de la digestión por la enteroquinasa. Adicionalmente, 

el peso de esta banda coincidió con el peso esperado de 12 kDa, producto de la digestión de 

c-term-SmicHSP75-His con la enteroquinasa en el sitio de cuatro ácidos aspárticos; 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 maceró en nitrógeno líquido y se dializó en PBS para 

usarla finalmente en la preparación de los anticuerpos específicos de SmicHSP75 (Fig. 

13B, carril 7).  

 

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

 
Al evaluar la especificidad de los anticuerpos obtenidos contra c-term-SmicHSP75, se 

observó que los anticuerpos, obtenidos desde la 3a colecta, detectaron a una proteína como 

la banda más intensa (Fig. 14A, carriles 4 y 5), la cual migró a la misma altura que 
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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 específicamente a SmicHSP75.  

Seguidamente, las inmunoglobulinas G del suero de la 4a colecta se purificaron 

mediante una columna de proteína G, y al evaluarlas también reaccionaron con SmicHSP75 

de S. KB8 (Fig. 14B), pero en una manera más específica; es decir, con menos fondo y 

menos reacciones con otras proteínas en comparación con el suero del cual se purificó (Fig. 

14A, carril 5). A estos anticuerpos purificados los denominamos como anticuerpos anti-

1017. 
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Figura 13. Resultado de la digestión del péptido recombinante c-term-SmicHSP75-His con una fracción 
que contiene enteroquinasa. En A, gel no reductor de 7 % de poliacrilamida SDS-PAGE donde se muestra 
el perfil de las proteínas de la mucosa del duodeno de bovino (carril 2), obtenido de la combinación de las 
fracciones de la 54 a la 58 de la columna de sefacril S-300. En B, gel no reductor de 16% de 
poliacrilamida SDS-PAGE donde se muestra la cinética de digestión de c-term-SmicHSP75-His. Los 
carriles son: en el 2, péptido recombinante c-term-SmicHSP75-His eluído de una columna de níquel; en 3, 
4, 5 y 6, las digestiones a 6, 12, 24 y 32 h a 26 ºC de c-term-SmicHSP75-His con la fracción del carril 2 de 
A; en el 7, c-term-SmicHSP75 aislada como se usó en la preparación de anticuerpos específicos. La flecha 
roja indica a c-term-SmicHSP75-His, la azul indica a c-term-SmicHSP75. En C, Western blot del análisis 
de c-term-SmicHSP75-His y c-term-SmicHSP75 aislada (como en carril 7 de B) con los anticuerpos anti-
hexaHis. En todos los paneles, los carriles 1 son marcadores de pesos moleculares, cuyos valores se 
indican a un lado de las flechas de la izquierda. 
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Después, se analizaron extractos de proteínas totales de S. MF11 y S. kawagutii con 

los anticuerpos anti-1017. Estos detectaron epítopes comunes a SmicHSP75 en otras 

proteínas de pesos moleculares de 75 kDa en ambas especies (Fig. 14C, carriles 2 y 3), lo 

que indicó que tales anticuerpos fueron capaces de detectar los homólogos de SmicHSP75 

de ellas, y sugirió que podrían detectar a los homólogos de otras especies del mismo 

género. 

Adicionalmente, se analizaron extractos de proteínas de células de S. KB (adaptadas a 

12 h oscuridad) separadas con una mejor resolución en geles 2D (IEF con tiras pH 4-7 de 

17 cm) por western blot con anticuerpos anti-pThr y anti-1017.  Se observó que los 

anticuerpos anti-1017 detectaron cuatro puntos (Fig. 14D, anti-1017), lo que indicó que 

comparten epítopes comunes y sugirió fuertemente que tienen la misma identidad. 

Paralelamente, los anticuerpos anti-pThr detectaron los mismos cuatro puntos (Fig. 14D, 

anti-pThr). Esto indicó 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 estímulo de luz son 
debidos a su estado de fosforilación 

 
Se descartó 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 expresión 

mediante un análisis comparativo con los anticuerpos anti-pThr, y anti-1017 que 

inmunodetectan específicamente a la proteína expresada constitutivamente. Como estaba 

previsto, se observó 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 comparación con la intensidad de la banda de condición de 

oscuridad correspondiente a cada especie (Fig. 15A B y C, carriles 1). Sin embargo y como 

se esperaba, los anticuerpos anti-1017 no detectaron cambios con ningún tratamiento de luz 

en células de ninguna de las especies adaptadas a condiciones de oscuridad (Fig. 15A, B y 

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 fosforilación y no a cambios en la expresión de la proteína.  
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H. Tratamientos con cloranfenicol o cicloheximida de células de 

Symbiodinium bajo condiciones de luz sugieren una relación de la 
fosforilación de SmicHSP75 con la síntesis de proteínas. 

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

correcto de proteínas recién sintetizadas. Por lo tanto, exploramos si la fosforilación de 

SmicHSP75 pudiera estar relacionada con síntesis de proteínas a través de tramientos con 

cloranfenicol y cicloheximida en células de S. KB8. Análisis por western blot con 

anticuerpos anti-pThr y anti-1017 demostraron que el cloranfenicol promovió un 
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Figura 14. Resultado del análisis de la especificidad de los anticuerpos de los sueros de conejo contra 
extractos de proteínas de  tres especies de Symbiodinium. En A, western blots de proteínas totales de S. 
KB8 analizadas con: los anticuerpos de los sueros de las 1a (preinmune, carril 2), 2a (carril 3), 3a (carril 4) 
y 4a (carril 5) colectas de sangre de conejo, y con los anticuerpos anti-pThr (carril 6). En el carril 1, 
marcadores de peso molecular en kDa indicados con las flechas de la izquierda. En B, western blot de 
proteínas totales de S. KB8 analizadas con los anticuerpos purificados por afinidad en una columna de 
proteína G a partir del suero de la 4a colecta, a los que denominamos como anticuerpos anti-1017. En C, 
western blot de proteínas totales de S. Mf11(carril 2) y S. kw (carril 3) analizadas con los anticuerpos anti-
1017. El carril 1 muestra los marcadores de peso molecular en kDa indicados con las flechas de la 
izquierda. La flecha de la derecha indica los homólogos de SmicHSP75 de S. Mf11 y S. kw, detectados 
con los anticuerpos anti-1017. En D, extractos de proteínas de S. KB8 eluídas con 0.2 mM NaCl en PB, 
pH 7.8 de una columna de DEAE-sefacel, separadas en geles de doble dimensión (IEF con tiras de pH 4-7 
y 17 cm, y geles de 10 % de poliacrilamida SDS-PAGE) y analizadas con anticuerpos anti-pThr y anti-
1017. 
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incremento en el nivel de fosforilación hasta después de 4 h de tratamiento (Fig 16, 

cloranfenicol, carriles, 3 y 4), en comparación al grupo control donde no se observaron 

cambios en el transcurso del tiempo (Fig. 16, control, carriles 1, 2, 3 y 4). Paralelamente, se 

analizó la síntesis de novo de la proteína PsbA/D1 del fotosistema II que es dependiente de 

la luz; se observó que su expresión disminuyó gradualmente desde 1 h de tratamiento con 

cloranfenicol (Fig. 16, cloranfenicol, carriles 2, 3 y 4), lo que indicó un efecto inhibitorio 

del fármaco en la síntesis de proteínas. Por otro lado, el efecto de la cicloheximida se 

reflejó en un incremento en la fosforilación de SmicHSP75 inclusive con tan solo 0.5 h de 

tratamiento (Fig. 16, cicloheximida, carriles 1, 2, 3 y 4), en comparación al grupo control 

que no mostró ningún cambio (Fig. 16, control, carriles1, 2, 3 y 4). Por su parte, la 

expresión de PsbA/D1 mostró una disminución evidente a partir de 1 h de tratamiento (Fig. 

16, cicloheximida, carril 2) con un máximo efecto a las 4 h y una recuperación de la 

expresión de la proteína a las 7 h (Fig.16 cicloheximida, carriles 3 y 4). En conjunto, estos 

resultados demostraron que la cicloheximida fue más efectiva que el cloranfenicol para 

inhibir la síntesis de la proteína PsbA/D1. Adicionalmente, su efecto en el incremento de la 

fosforilación de SmicHSP75 también fue mayor que el del cloranfenicol. Esto sugirió que 

los cambios en la fosforilación de SmicHSP75 pudeden estar relacionados con la síntesis de 

proteínas. 
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Figura 15.  Análisis comparativo de la inmunodetección por western blot de SmicHSP75 y sus homólogos 
en S. KB8 (A), S. MF11 (B) y S. kawagutii (C), con los anticuerpos anti-pThr y anti-1017 en la respuesta a 
estímulos de luz. Las proteínas de las células bajo condiciones de 12 h de oscuridad (carriles 1), y bajo 
tratamientos de 30 (carriles 2), 60 (carriles 3) y 240 (carriles 4) min de luz a una intensidad de 650 µmol-
fotón/cm2s. 
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Figura 16. Efecto de la inhibición de la síntesis de proteínas por cloranfenicol o cicloheximida en la 
fosforilación de SmicHSP75. Las células de S. KB8 fueron tratadas con 1 mM cloranfenicol o 1 mM 
cicloheximida, o con el disolvente (etanol, grupo control) durante 0.5 (carril 1), 1 (carril 2), 4 (carril 3) y 
7 h (carril 4). Se realizó la extracción de proteínas totales después de cada tiempo en cada tratamiento, y 
se analizaron por western blot con los anticuerpos anti-pThr  (SmicHSP75) y anti-1017 (SmicHSP75-E), 
y con los anticuerpos anti-PsbA/D1 (PsbA/D1). 
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IX. DISCUSIÓN 
 

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 detección exquisitos para responder y regular las 

condiciones de luz cambiantes en su entorno. Estos, a su vez, deben transducirse a señales 

moleculares que activan procesos que resultan en respuestas fisiológicas. En estas células, 

cambios sutiles en el nivel de expresión que ocurren bajo condiciones de estrés y una 

escasa presencia de factores de transcripción en su transcriptoma, han sugerido que los 

mecanismos de regulación deben ocurrir principalmente a nivel traduccional y/o 

postraduccional (Baumgarten et al. 2013). En un trabajo previo, demostramos la presencia 

de proteínas fosforiladas en aminoácidos de treonina, serina y tirosina en tres especies de 

Symbiodinium (Castillo-Medina 2013; Castillo-Medina et al. 2019). Lo anterior indica que 

la fosforilación es una característica importante de sus proteínas, y es consistente con la 

idea de que podrían ser actores clave de los eventos de señalización, ya que son importantes 

interruptores celulares que desencadenan respuestas celulares a estímulos ambientales 

(Graves y Krebs 1999).  En este sentido, una proteína de 75 kDa de Symbiodinium 

microadriaticum (S. KB8) demostró cambios en su nivel de fosforilación en treonina en 

respuesta a estímulos de luz (Castillo-Medina 2013). En el presente trabajo identificamos 

que tal proteína es la de un homólogo de BiP que pertenece a la familia HSP70 de retículo 

endoplásmico, a la cual denominamos SmicHSP75. A partir de datos obtenidos respecto a 

su fosforilación y con antecedentes que existen en la literatura sobre la misma, se sugiere 

una relación entre dicha fosforilación y la síntesis de proteínas.  

La identidad previa de SmicHSP75 presentó datos confusos. Inicialmente, la 

identificamos como una HSP90 (Castillo-Medina 2013); sin embargo, se observó 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 aminoácidos, obtenidos a partir de una banda de 

un gel convencional de SDS-PAGE que presuntamente correspondía a SmicHSP75. Por 

ello, un posible sobrelapamiento de varias proteínas que pudieran haber co-migrado en esa 
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misma banda no podía ser descartado. Consecuentemente, en éste trabajo nos planteamos 

como primer objetivo confirmar la identidad de SmicHSP75. Para ello, adicionalmente a la 

pre-purificación desarrollada por Castillo-Medina (2013), la proteína fue separada en un gel 

de doble dimensión para descartar una posible co-migración de proteínas en una misma 

zona de gel de SDS-PAGE, y así obtenerla aislada para identificarla por secuencia parcial 

de aminoácidos. Interesantemente, encontramos que en geles de doble dimensión la banda 

que corresponde a SmicHSP75 se separó en al menos dos proteínas 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 1 y 2, 

respectivamente). Sugiriendo que se trataba de dos isoformas. En concordancia, a partir de 

las secuencias polipeptídicas parciales obtenidas por separado de ambos puntos (Fig. 4), se 

demostró que se trataba de la misma proteína cuya identidad inequívoca es de una tipo BiP, 

miembro de la familia HSP70, lo cual indicó que, en efecto, se trataba de isoformas con 

fosforilación diferencial. La identidad errónea que se obtuvo inicialmente pudo deberse a 

un fragmento de degradación de una proteína tipo HSP90 de Symbiodinium que migró con 

una masa molecular de ~ 75 kDa. Por otro lado, la separación 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 fosforilación después de estímulos de luz (Fig. 15A). Esto 

se confirmó cuando se llevó a cabo un análisis por western blot en geles de doble 

dimensión con tiras de isoelectroenfoque de un rango de pH ad hoc para obtener una mejor 

resolución. En este análisis 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 genómicos de S. KB8 (Aranda et al. 

2016), se pudo identificar una secuencia completa traducida a aminoácidos correspondiente 

a SmicHSP75 (Fig. 4, S. mic). Esta presentó en el C-terminal la secuencia de aminoácidos 

H/KDEL (Fig. 4, S. mic, sombreado en gris), que es una de las características de las HSP70 

de retículo endoplásmico, comúnmente denominadas como BiP. Las proteínas que residen 

permanentemente en el lúmen del retículo endoplásmico (RE) parecen distinguirse de las 

proteínas secretoras recién sintetizadas por la presencia de esta secuencia C-terminal 

(Pelham 1990). Esta secuencia permite que estas proteínas sean retenidas en el RE 

mediante de un mecanismo de reciclaje vesicular, por ser proteínas vitales dentro de la 
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célula. De hecho, la deleción completa del gen que codifica para BiP y una mutante sin la 

secuencia K/HDEL de BiP de mamíferos fueron letales para células de levadura y en 

ratones, respectivamente (Rose et al. 1989; Mimura et al. 2007). Esto sugirió que 

SmicHSP75 podría estar localizada en este organelo y que su función podría ser vital para 

Symbiodinium. Poco se conoce acerca de las proteínas de RE en Symbiodinium, e inclusive 

a la fecha no hay evidencias de imágenes micrográficas de estos organelos en éstas células; 

sin embargo, por la presencia de secuencias de proteínas de RE en el transcriptoma de 

Symbiodinium, se infiere su existencia. Ensayos de inmunolocalización con los anticuerpos 

específicos anti-1017 contra SmicHSP75, levantados en el laboratorio, podrían confirmar 

su localización subcelular. 

Se han reportado modificaciones postraduccionales de fosforilación, ADP 

ribosilación y AMPilación en proteínas BiP de células de mamíferos (Hendershot et al. 

1988; Ham et al. 2014). Un análisis de fosfoaminoácidos de BiP purificada de mamífero 

demostró que esta proteína está 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 aminoácido con mayor probabilidad de fosforilación sea treonina 

(Fig 4. S. mic, asteriscos). Lo anterior sugiere que más 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 migración diferencial se deba a 

modificaciones en aminoácidos diferentes o a algún otro tipo de modificación 

postraduccional. Hasta donde se sabe, aún no se tienen registros de modificaciones de ADP 

ribosilación ni AMPilación de BiP en plantas y mucho menos en microalgas fotosintéticas; 

de hecho, la AMPilación se presume que es una modificación restringida a células animales 

(Preissler y Ron 2018).  

Las modificaciones postraduccionales de BiP parecen estar dirigidas a aquellas BiP 

que no se unen a proteínas cliente (Hendershot et al. 1988), y se ha observado que el estrés 

induce la transición de BiP no activa (fosforilada) a activa (no fosforilada). Por lo tanto, se 

infirió que el estrés promovió la desfosforilación de BiP y su asociación con otras proteínas 

(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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proteínas cliente y promover su plegamiento y ensamblaje correctos (Hendershot et al. 

1988). Esta teoría se encuentra vigente y a partir de ella también se ha propuesto que la 

modificación postraduccional podría proporcionar un conjunto de BiP de almacenamiento 

inactivas que pueden ser reclutadas nuevamente a la forma activa (Gething 1999; Preissler 

y Ron 2018). En función a esta teoría, nuestros resultados sugieren que la luz activa a 

SmicHSP75 mediante su desfosforilación, y la oscuridad la mantiene inactiva a través de su 

estado fosforilado. Adicionalmente, sugieren fuertemente que la regulación de SmicHSP75 

por fosforilación está conservada en organisnos fotosintéticos unicelulares como 

Symbiodinium, y permite proponer un nuevo papel de proteínas tipo BiP en la transducción 

de señales inducidas por la luz a través de la modulación de su fosforilación. Por otro lado, 

los tratamientos de las células de Symbiodinium con cloranfenicol o cicloheximida las 

afectaron de tal manera que se observó un aumento de la fosforilación de SmicHSP75 

después de los tratamientos (Fig. 16). Ambos fármacos tienen un efecto negativo sobre el 

mecanismo celular de síntesis de proteínas, la diferencia es que cloranfenicol inhibe la 

síntesis de las proteínas que son codificadas desde el cloroplasto, y la cicloheximida inhibe 

la síntesis de aquellas que son codificadas desde el núcleo. La fosforilación de SmicHSP75 

ocurrió más rápido después del tratamiento con cicloheximida, ya que esta aumentó desde 

los 30 min después de la exposición al fármaco, 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 síntesis de proteínas codificadas en el núcleo, 

lo que concuerda con su posible localización en RE (Fig. 4), y es consistente con un papel 

de asistencia en el plegamiento correcto de proteínas nucleares recién sintetizadas (Fig. 17). 

Por lo tanto, nuestros resultados también sugieren una correlación entre la fosforilación de 

SmicHSP75 y la síntesis de proteínas nucleares a través de una vía de señalización 

promovida por la percepción de la llegada de la luz en Symbiodinium.  

No sabe qué otras proteínas participan tanto corriente arriba como abajo de la cascada 

de señalización de SmicHSP75, pero la respuesta de desfosforilación implica la existencia 

de alguna o varias proteína(s) fotoreceptora(s) que transmite(n) la señal a otras moléculas 

de transducción. Al respecto, exploramos esta implicación 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 observó una respuesta particular 

en la fosforilación de SmicHSP75 ante algún espectro específico, ya que en todos los 

ensayados se indujo su desfosforilación (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 c2 

(Niedzwiedzki et al. 2014), que colectan la luz para la fotosíntesis de Symbiodinium pueden 

ser estimulados dentro de este amplio espectro de luz. La absorción de la luz a través de 

dichos pigmentos para la fotosíntesis genera un daño natural sobre la proteína D1 en el 

PSII, por lo cual éste es reparado mediante la síntesis de novo (Karim et al. 2015). Nuestros 

análisis permitieron observar que, al detener dicho mecanismo de reparación a través de la 

inhibición de la síntesis de novo de la proteina D1 con cloranfenicol, se reveló el fotodaño 

generado por la luz a partir de 1 h de exposición al fármaco (Fig. 16, cloranfenicol y D1, 

carril 2). Esta inhibición fue concomitante con un incremento evidente en el nivel de 

fosforilación de SmicHSP75 hasta después de 4 h de iniciada la inhibición (Fig. 16,  

cloranfenicol y SmicHSP75, carril 3). Por lo tanto, estos datos sugieren que la fosforilación 

de SmicHSP75 podría responder a la luz a través de procesos que subyacen a la 

fotosíntesis. Análisis adicionales con otro tipo de fármacos especializados para inhibición 

de la fotosíntesis, como DCMU, podrían confirmar esta idea.  

El hecho de que la proteína esté altamente fosforilada durante la fase oscura y se 

produzca una desfosforilación con el estímulo de la luz, apunta hacia otras dos 

implicaciones importantes; primero, debe haber una cinasa que fosforila la proteína 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 activación del interruptor molecular que se activa después 

de 30 min de un estímulo de luz. Sin embargo, hasta el momento no existen reportes de 

alguna fosfatasa o cinasa que pueda regular a BiP en el RE mediante fosforilación. Del 

mismo modo, deben existir moléculas desconocidas corriente abajo de SmicHSP75 para 

transducir la señal en una respuesta fisiológica. Las proteínas BiP pueden interaccionar con 

otras co-chaperonas HSP40 y/o factores intercambiadores de nucleótidos, los cuales ayudan 

a regular su función dentro del RE de células animales (Melnyk et al. 2015). Los resultados 

del análisis por cromatografía de exclusión molecular sugirieron que SmicHSP75 
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probablemente interacciona con otra proteína de peso molecular aproximado de 25 kDa 

(Fig. 6). Sin embargo, los picos de elución estuvieron muy cercanos (Fig. 6,  fraccion 60 en 

A y 62 en B) y este resultado bien puede ser debatible y requiere una mayor validación. 

Ensayos de inmunoprecipitación con los anticuerpos anti-1017, nos permitirían confirmar 

tal interacción y aislar a la presunta proteína de 25 kDa para obtener su identidad. Esto 

último nos daría información novedosa e interesante para disectar la vía de señalización en 

la cual podría estar participando SmicHSP75 en Symbiodinium. Por otro lado, la interacción 

de SmicHSP75 con la proteína de 25 kDa pareció ocurrir en condiciones de luz pero no de 

oscuridad (Fig. 6 B y A, respectivamente). Esto concuerda con la teoría propuesta de que la 

BiP solo interacciona con otras proteínas en su estado no modificado (Hendershot et al. 

1988). De acuerdo a esta teoría y de confirmarse el resultado anterior, en el caso de 

Symbiodinium, la luz favorecería la desfosforilación de SmicHSP75 para interaccionar con 

la presunta proteína de 25 kDa, mientras que la condición de oscuridad en su estado 

fosforilado, dicha interacción no ocurriría. 

Los cambios en el nivel de fosforilación de SmicHSP75 no fueron únicamente 

dependientes de la luz. Los resultados de la disminución de el nivel de fosforilación de la 

proteína 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 fosforilación de la 

proteína debido a tratamientos con cloranfenicol (Fig. 16, cloranfenicol), sugirieron que la 

modificación en estos niveles de fosforilación de SmicHSP75 podrían estar relacionados 

con algún proceso modulado por la luz. Sin embargo, en la condición de ausencia de luz, la 

temperatura también promovió una dismuinución en el nivel de fosforilación de 

SmicHSP75 (Fig. 9, 32ºC 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 más 

de un factor y/o al estrés ambiental. En Chlamydomonas reinhardtii existe la evidencia de 

una regulación de la expresión del gen HSP70A por la luz a través de una vía de 

señalización independiente del estrés térmico (Kropat et al. 1995); adicionalmente, en 

plantas de soya los estados de fosforilación y expresión de las isoformas de BiP/HSP70 

responden diferencialmente a distintos factores de estrés (Cascardo et al. 2000). Por lo 

tanto, sería interesante analizar si la respuesta de desfosforilación de SmicHSP75 inducida 
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por la luz o la temperatura proviene de mecanismos diferentes o de una misma vía de 

señalización.  

Es sabido que la alta temperatura (32 ºC) en combinación con la luz alta representan 

una condición estresante para Symbiodinium. Interesantemente, encontramos que un 

estímulo de luz de intensidad alta (650 µmol-fotón/cm2s), revirtió el estado desfosforilado 

de SmicHSP75, promovido por una temperatura de 32 ºC bajo condiciones de oscuridad 

(Fig. 9, 32 ºC y Osc; comparada con 26 ºC y Osc), al estado fosforilado (Fig. 9, 32 ºC y 

Luz). El incremento de la temperatura interrumpe el ciclo de Calvin mediante la 

inactivación de la Rubisco (Leggat et al. 2004) o afecta la síntesis de ATP a través del daño 

de la membrana tilacoidal (Tchernov et al. 2004). En tales condiciones, los electrones que 

se originan de la oxidación del agua en PSII durante la fotosíntesis, se transfieren a oxígeno 

y producen especies reactivas de oxígeno (ROS; Asada 1999; Lesser 2006). 

Adicionalmente, en condiciones de temperaturas estresantes, la luz conduce a inhibición de 

la síntesis de novo de proteínas de la antena (Takahashi et al. 2008), probablemente a través 

de la inhibición por ROS en el paso de elongación de la proteína naciente durante la 

traducción (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 inhibición de la síntesis de 

proteínas (Fig. 17, colores degradados). Los datos obtenidos concuerdan con la teoría 

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 proteínas cliente y promover su plegamiento y 

ensamblaje correctos. 

Hasta donde sabemos, no existen reportes de alguna vía en la cual la modificación de 

BiP por fosforilación sea controlada por la luz en Symbiodinium. Sin embargo, en la 

microalga C. reinhardtii, la inhibición de la vía de señalización de TOR (Target of 

Rapamycin) condujo a la fosforilación de BiP en residuos de treonina, lo que sugirió una 

relación entre la vía TOR, y la fosforilación de BiP (Díaz-Troya et al. 2011). La 

fosforilación de BiP se produjo en un sitio altamente conservado del dominio de unión a 

sustrato (Díaz-Troya et al. 2011) que juega un papel importante en la regulación de la 

actividad de chaperona de BiP (Otero et al. 2010); dicho sitio también se encontró 
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conservado dentro de la secuencia de SmicHSP75 (Fig. 4, asterisco). La vía TOR se 

encarga de sensar la disponibilidad de nutrientes y estimula la maquinaria de crecimiento 

celular promoviendo procesos anabólicos, que incluyen la traducción de proteínas y la 

biogénesis de los ribosomas (Crespo y Hall 2002). Esto explicaría el porqué de que en 

Symbiodinium, la activación de SmicHSP75 por desfosforilación ocurre principalmente en 

etapas del alta proliferación celular (Castillo-Medina 2013), y/o en respuesta a la llegada de 

luz (Fig. 15), que es cuando el contenido de metabolitos nutritivos endógenos se incrementa 

debido a la fotosíntesis y los procesos de síntesis de proteínas son activados. Cabe señalar 

que la funcionalidad de esta vía no ha sido desmostrada en Symbiodinium. 
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X. CONCLUSIÓN 
 

Las proteínas BiP son chaperonas moleculares cuyas funciones canónicas son las de 

ayudar al plegamiento y ensamblaje correcto de proteínas recién sintetizadas a medida que 

se translocan al ER, así como también asistir a proteínas mal plegadas o desplegadas debido 

a condiciones de estrés en el RE (Schroda 2004; Otero et al. 2010). Dichas funciones 

pueden ser reguladas mediante inactivación/activación por fosforilación/desfosforilación, 

respectivamente (Herdershot et al. 1988; Díaz-Troya et al. 2011). La modificación de 

SmicHSP75 por fosforilación se suprimió en condiciones que requieren la actividad de esta 

chaperona, tales como el estímulo de luz o con el tratamiento de temperatura, que a 32ºC 

representan un escenario estresante para esta especie. Por el contrario, un estado fosforilado 

se observó en condiciones de oscuridad, y el incremento con inhibidores de síntesis de 

proteínas a pesar de estar bajo condiciones de luz, dejaron inferir un vinculo entre la 

fosforilación 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 proteína inactiva fosforilada y una forma desfosforilada 

activa (Fig. 17). La interconversión entre estos dos estados debe ser catalizada por proteínas 

cinasa(s) y fosfatasa (s), cuya actividad debe estar finamente regulada en respuesta a 

requerimentos de síntesis de proteínas y/o señales de estrés en el RE (Fig. 17). Según este 

modelo, la luz a través de la fotosíntesis, y la temperatura probablemente por otra vía 

alterna, cambien alguna condición interna en S. microadriaticum, la cual debe controlar la 

función 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 

fosforilación/desfosforilación en una via que responde a estímulos de luz y temperatura, 

probablemente relacionada con la síntesis de proteínas.  
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Figura 17. Modulación de la fosforilación de SmicHSP75 bajo condiciones de luz, oscuridad y 
temperatura. Las líneas 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 según los datos encontrados en el presente trabajo, mientras que los 
degradados son las propuestas o hipótesis según las evidencias indirectas analizadas en la discusión. 
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