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Resumen

Diaz-Almeyda E.M. 2009. Composicion y estabilidad diferencial de la
membrana fotosintética de dinoflagelados simbiontes en respuesta a
temperatura elevada. Tesis de Maestria (Ciencias del Mar y Limnologia).
Unidad Académica Puerto Morelos, Insituto de Ciencias del Mar y Limnologia,

Universidad Nacional Autbnoma de México.

El blanqueamiento de corales simbiontes ha sido relacionado con
incrementos menores de dos grados centigrados sobre la temperatura promedio
de verano de la superficie del mar. Este proceso inicia con un desacoplamiento
de la fotosintesis de los dinoflagelados simbiontes con la consiguiente muerte o
expulsion del simbionte. No todas las especies de coral y no todos los individuos
de una misma especie son igualmente sensibles a la temperatura; esta
sensiblidad al estrés térmico podria estar determinada por la composicion
lipidica de la membrana del tilacoide que a su vez determina su fluidez. En este
trabajo se determiné la temperatura de fusién de la membrana fotosintética de
cinco cultivos de diferentes filotipos de dinoflagelados simbiontes, encontrando
diferencias de 4.5°C entre la mas sensible y la mas resistente a la alta
temperatura sugiriendo un fuerte componente genético. Estos resultados se
relacionaron con la sensibilidad térmica del aparato fotosintético en los
dinoflagelados simbiontes y con la temperatura Optima de crecimiento. Para
explorar la respuesta aclimatatoria a la temperatura, dos de los simbiontes mas
sensibles a la alta temperatura fueron crecidos a 31°C. Los resultados indican
cambios en la temperatura de fusion de la membrana sugiriendo aclimatacion
limitada a la alta temperatura.

Adicionalmente se analizé la composicion de acidos grasos de las
membranas célulares y fotosinéticas encontrando diferencias signficativas entre
filotipos sin que esta diferencia se reflejara en la fluidez de la membrana. La
aclimatacion de la membrana fotosintética a la alta temperatura parece

involucrar diferentes estrategias (saturacion, alargamiento e isomerizacion de los



acidos grasos) dependiendo de la especie y son mas complejas que lo descrito
con anterioridad.

En dinoflagelados recién aislados de corales, encontramos que la
membrana fotosintética de Madracis auretenra (baja tasa de blanqueamiento)
fue mas resistente a la temperatura que los aislados de Montastrea faveolata
(alta tasa de blangueamiento), sugiriendo que la estabilidad de la membrana
fotosinética es un componente importante relacionado con la suceptibilidad del

coral al blanqueamiento.



Introduccion

Los arrecifes de coral se desarrollan en su mayoria en aguas calientes,
claras y someras de los océanos tropicales, formando estructuras geoldgicas de
carbonato de calcio de gran escala, ofreciendo alimento y refugio a peces e
invertebrados principalmente, lo que lo convierte en uno de los ecosistemas mas
diversos y productivos de la Tierra (Bellwood 1994). En ellos existe una alta
biodiversidad a nivel de especies, phyla y reinos (Birkeland 1997). A nivel global
se estima que mas de 400 millones de habitantes dependen de los bienes y
servicios que proporcionan los arrecifes de coral (Hoegh-Guldberg et al. 2007).
Se ha calculado que mas de un millén de personas dependen directamente de la
integridad y salud del Sistema Arrecifal Mesoamericano (Gorrez y MacPherson
2006) ya que de éstos se extraen materiales para construccién, son un recurso
pesquero y turistico importante, protegen a la costa de la erosién provocada por
desastres naturales (huracanes) y tienen un potencial importante como fuente de
medicamentos (Hoegh-Guldberg 1999).

En los arrecifes de coral predominan las asociaciones simbidticas entre
invertebrados (cnidarios) y dinoflagelados (Symbiodinium). Estos dinoflagelados
habitan dentro de un organelo de origen animal llamado simbiosoma ubicado
mayoritariamente en las células del endodermo de su hospedero (Trench 1987).
Esta asociacion ha garantizado el éxito de los corales escleractineos
constructores de arrecife en los ultimos 200 millones de afios al incrementar su
tasa de calcificacion. La presencia del dinoflagelado simbionte implica ventajas
nutricionales para el coral ya que lo provee de azucares, aminoacidos,
carbohidratos y péptidos pequefios, mientras que el dinoflagelado obtiene
amonio y fosfato que son productos de desecho del metabolismo del coral
(Muscatine 1990, Trench 1987). Los dinoflagelados también aprovechan la alta
eficiencia que posee el coral para colectar la luz (Enriquez et al. 2005).

En los corales encontramos albergadas comunidades de varias especies
de Symbiodinium (Rowan et al. 1998, LaJeunesse 2002), esta composicion

depende de las condiciones ambientales (principalmente luz), permitiéndole



lidiar con la heterogeneidad ambiental. Esto sugiere que la variabilidad espacial
y temporal favorece la coexistencia de diversos simbiontes dentro de un mismo
hospedero. Esta simbiosis es generalmente estable dependiendo de las
condiciones ambientales, pero se ha observado que pequeiios cambios
ambientales pueden romper este equilibrio.

Los arrecifes de coral, a pesar de su importancia bioldégica y economica,
actualmente se encuentran amenazados por factores locales como el desarrollo
costero no planificado que causa aumento de nutrientes, sedimentos y pérdida
de habitats conectados como el manglar, y sobreexplotacién de los recursos
pesqueros. Adicionalmente encontramos los factores antropogénicos globales
como el calentamiento global, la acidificacion de los océanos y el aumento en
intensidad (y posiblemente en frecuencia) de huracanes (Hoegh-Guldberg et al.
2007).

Observaciones de los ultimos afios han cuestionado la capacidad de los
corales de aclimatarse y/o adaptarse al cambio climatico global. Se ha
observado que algunas especies de corales pueden asociarse con nuevas
cepas de dinoflagelados simbiontes (Lewis y Coffroth 2004) resistentes al estrés
térmico, pero es posible que estos genotipos provean de menos recursos a su
hospedero al invertir energia en tolerar el estrés (Little et al. 2004, Sotka y
Thacker 2005). Se ha reportado que la capacidad de aclimatacién de los corales
(capacidad fenotipica que comprende procesos que ocurren en horas o dias) ha
sido excedida en los ultimos afios y que los tiempos en los que ocurre la
adaptacion (capacidad genética que comprende procesos que ocurren en
décadas o siglos) son mas lentos respecto al tiempo con el que esta ocurriendo
el cambio climatico, debido a que los corales y sus dinoflagelados simbiontes se
encuentran en los limites genéticos de su aclimatacién (Huges et al. 2003,
Leggat et al. 2007a).

Es por ello que en este trabajo se buscd conocer el papel de la membrana
fotosintética en la aclimatacién a alta temperatura , explorando si la composicion
y estabilidad de la membrana fotosintética es un mecanismo que relacionado

con la sensibilidad diferencial a la temperatura de dinoflagelados simbiontes y el



consecuente blanqueamiento diferencial del holosimbionte. Comprender el
mecanismo de blanqueamiento permitird predecir como los cambios en la

temperatura del agua impactaran la supervivencia de los corales.
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Antecedentes

En los arrecifes de coral predominan las asociaciones simbidticas entre
invertebrados (cnidarios) y dinoflagelados (Symbiodinium). La ruptura de esta
simbiosis se describe como blanqueamiento y es la pérdida de coloracion del
hospedero por una disminucién en la densidad de células de dinoflagelados
simbiontes o de los pigmentos fotosintéticos en el tejido de coral (Hoegh-
Guldberg 1989). El blanqueamiento es una respuesta tipica al estrés ambiental
(cambios en temperatura, luz, salinidad, nutrientes) y en ultimos tiempos, se ha
observado con mayor frecuencia a escalas masivas 0 geograficas, y se ha
relacionado con el incremento de 0.5°C a 1.5°C en la temperatura promedio de
la superficie del mar durante varias semanas (Glynn 1993, Hoegh-Guldberg et
al. 2007 y literatura citada en estos). Ademas del aumento en la temperatura, se
se ha observado que es importante el tiempo al que el organismo estuvo
expuesto a este estrés (Fitt et al. 2001), es decir, existe una correlacion entre
estas variables (Berkelmans y van Oppen, 2006). Ambos factores determinan si
el organismo tiene capacidad de recuperarse o si el evento es letal (Iglesias-
Prieto et al. 1992, Fitt et al. 2001). Exposiciones de 4°C a 5°C mayores a la
temperatura promedio en verano durante 1 a 2 dias, producen blanqueamiento
extremo, seguido por altas tasas de mortalidad; mientras que un aumento de
2°C a 3°C durante el mismo periodo de tiempo, resulta en un blanqueamiento
gradual menos extenso y una mortalidad menor al 10% (en Jokiel y Coles 1990).

Aunque en corales simbidticos aun existe controversia sobre si la
temperatura elevada dafia primero a los tejidos animales o a las células de los
dinoflagelados, la evidencia experimental demuestra que el incremento de la
temepartura dafia el aparato fotosintético de los dinoflagelados simbiontes
(Iglesias-Prieto et al. 1992, Warner et al. 1999, Douglas 2003, Smith et al. 2005
entre otros). lIglesias- Prieto y colaboradores (1992) encontraron que en
Symbiodinum microadriaticum la fotosintesis se desacopla a temperaturas
mayores de 30°C y se detiene completamente entre 34-36°C, observandose en
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algunos casos la expulsion de células endodérmicas del hospedero conteniendo
dinoflagelados simbiontes (Gates et al. 1992).

Durante un episodio de blangueamiento de corales se puede observar
gue no todas las especies de coral son igualmente afectadas por el incremento
de temperatura (Ulstrup et al. 2006, Penin et al. 2007), e incluso dentro de una
misma especie, no todos las colonias se blanquean. Esto se ha relacionado en
parte a la diferente sensibilidad térmica que tiene las diferentes especies de
dinoflagelados simbiontes de corales escleractineos (lglesias-Prieto et al., 1992;
Warner et al. 1999, Ayala, 2000, Tchernov 2004); se ha sugerido que esta
sensiblidad diferencial esta relacionada con la fluidez de su membrana
fotosintética (Iglesias-Prieto et al., 1992, Tchernov et al. 2004). El efecto de la
temperatura sobre el aparato fotosintético ha sido estudiado por diversos
autores, utilizando la fluorescencia de la clorofila a para conocer la estructura y
funcion del aparato fotosintético (Govindje, 1995). Los trabajos que han utilizado
esta técnica, incubando corales o dinoflagelados simbiontes a altas
temperaturas, han descrito la degradacion de proteinas, dafio o recuperacion
incompleta de la proteina D1, sintesis de proteinas de estrés térmico, estrés
oxidativo e inhibicidon de sintesis de las proteinas de la antena (lglesias-Prieto et
al. 1992, Iglesias-Prieto y Trench 1997, Warner et al. 1999, Jones et al. 1998,
Takahashi et al. 2008). Esta misma técnica ha sido utilizada para determinar
diferencias en la fluidez de la membrana fotosintética en cianobacterias
(Chaloub et al. 2003, Aminaka et al. 2006).

La fluidez de la membrana fotosintética es de especial interés ya que
determina el correcto funcionamiento de la movilidad de los acarreadores de
electrones en el aparato fotosintético; esta fluidez varia de acuerdo a la
temperatura (Harwood 1998). Ademas de la temperatura del agua que rodea al
coral, la temperatura microambiental también puede ser un factor importante
determinante de la fluidez de la membrana fotosintética. El flujo de agua (que
permite la disipacion del calor en la superficie de los corales), la pigmentacion de
la colonia (que puede modificar la absorcién del coral) y la irradiancia

fotosintéticamente activa, son parametros que pueden determinar la temperatura
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microambiental (Fabricius 2006). Por otro lado, Warner et al. (1999) demostraron
gue la tasa de recuperacion de la proteina D1 del fotosistema Il es dependiente
de la temperatura y de la identidad del simbionte, hipotetizando que el estrés
térmico al perturbar la estabilidad de las membranas del tilacoide podria interferir
con una recuperacion apropiada de D1.

Un factor que se ha estudiado como determinante de la fluidez de la
membrana es su composicion de &cidos grasos. Las membranas biologicas
estan organizadas por ensambles de lipidos (formados por acidos grasos) y
proteinas con pequefias cantidades de carbohidratos. Los acidos grasos son
acidos carboxilicos con radicales de hidrocarbones de cadena larga. En general
se ha descrito que la fluidez lipidica incrementa con el grado de insaturacion de
sus acidos grasos (Voet y Voet 1999).

Se han realizado pocos trabajos describiendo la composicion de acidos
grasos de dinoflagelados simbiontes. El primero de ellos, realizado por Bishop et
al. (1976) describe la ultaestructura y composicion de lipidos del dinoflagelado
simbionte de la almeja gigante Tridacna maxima, encontrando que los &cidos
grasos mas abundantes son el acido palmitico (C16:0), el &cido linolénico
(C18:3) y el acido octadecatetraenoico (C18:4). Posteriormente Bishop y
Kendrick (1980) encuentran que los dinoflagelados simbiontes de diferentes
hospederos tienen una composicion de lipidos diferente. Para ese entonces, se
consideraba a todos los dinoflagelados simbiontes como una sola especie
descrita como Symbiodinium microadriaticum, por lo que los autores concluyen
gue estas diferencias pueden deberse a que los hospederos afectan el
metabolismo de &cidos grasos del dinoflagelado, o que esta especie incluye a
diversas cepas. Adicionalmente, Zhukova y Titlyanov (2003) encuentran una
composicion diferente de acidos grasos de dinoflagelados simbiontes que son
diferentes tipos morfofisiolégicos, recién aislados de diferentes corales,
proponiendo que la composicién de acidos grasos y lipidos podrian emplearse
como marcadores especie-especificos. Actualmente sabemos que la diversidad
morfologica y genética de los dinoflagelados simbiontes es equivalente a la

descrita para dinoflagelados de vida libre de distinto orden (LaJeunesse 2001)
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por lo que podemos saber que los dinoflagelados en estos estudios tenian una
alta diversidad genética. Respecto a los factores ambientales, se ha observado
gue la composicion de &cidos grasos varia respecto a luz de crecimiento,
aumentando los porcentajes de acidos grasos poli-insaturados 18:4(n-3), 20:5(n-
3) y 18:5(n-3) a baja luz de crecimiento (Zukova y Titlyanov, 2006).

Tchernov et al. (2004) reportan un menor cociente C18:1/C18:4 en clonas
sensibles a la temperatura, comparado con clonas tolerantes cuyo cociente
C18:1/C18:4 es mayor. Estos mismos autores también demostraron que la
proporcién de acidos grasos desaturados y/o saturados extraidos de lipidos
totales esta relacionado con la sensibilidad térmica de las especies de
dinoflagelados simbiontes y sugieren que alguna desaturasa (enzima que
adiciona dobles enlaces a los lipidos de las membranas interiores) podria estar
relacionada con esta sensibilidad y que la susceptibilidad diferencial a la
temperatura se debe a cambios en la via fotosintética asociadas no con las
desaturasas sino con elementos que regulan la cantidad relativa de acidos
grasos desaturados en pozas especificas.

Los dinoflagelados proveen de acidos grasos poliinsaturados a los corales
(Papina et al. 2003) y son escenciales como reserva alimenticia cuando se
blanquea (Yamashiro et al. 2005). Se ha observado que durante un incremento
de temperatura y luz (y no de estos factores por separado) se presenta en el
coral Montipora digitata una disminucién importante de &cidos grasos poli-
insaturados (Papina et al. 2007), mas no en el dinoflagelado simbionte, lo que
puede sugir que: a) el coral es mas susceptible que el simbionte a los cambios
ambientales; b) el hospedero regula estos cambios para el simbionte, o ¢) hay
un cambio en la cepa de los dinoflagelados simbiontes.

La fluidez de la membrana fotosintética también puede verse afectada por
la proporcion entre acidos grasos y proteina que puede cambiar con la
intensidad de luz a la que un organismo es expuesto. Por ejemplo, un organismo
adaptado a crecer a alta intensidad de luz tiene menos centros de reaccién para
hacer fotosintesis, y éstos se encuentran asociados a proteinas, por lo tanto
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tendra menos proteina en la membrana fotosintética comparado con un
organismo adaptado a crecer a baja luz (Iglesias-Prieto y Trench, 1997).

En plantas se ha estudiado a mayor detalle esta tendencia a ajustar la
composicién de acidos grasos en sus membranas, de tal modo que su fluidez
permanezca relativamente constante de acuerdo a su temperatura de
crecimiento (Somersville y Browse, 1996). Los mecanismos descritos para que
este ajuste ocurra varian enormemente, e involucran cambios en la composiciéon
de acidos grasos, su longitud y su grado de saturacion (Harwood 1998). En
plantas se ha observado en general que a alta temperatura de crecimiento hay
un menor grado de saturacion de los acidos grasos (Somerville y Browse 1996).
Estas observaciones también se han confirmado para la cianobacteria Spirulina
platensis (Deshnium et al. 2000) y para la planta Arabidopsis thaliana (Falcone
et al. 2004).

El grado de saturacion de los acidos grasos puede regularse por la
expresion de genes de desaturasas (Gibson et al. 1994) que son enzimas que
adicionan dobles enlaces en partes especificas de la cadena del 4cido graso. Se
ha encontrado para la cianobacteria Synechocystis sp. las desaturasas A6, A12
y ®3 se expresan cuando hay una disminucion de la temperatura (Los y Murata,
1998). Sin embargo para otras especies como Spirulina platensis (Deshnium et
al. 2000) solo la desaturasa A12 se expresa al disminiur la temperatura. En este
mismo trabajo se observd que no hubo diferencias en la expresion de
desaturasas a alta temperatura, indicando que quiza esa temperatura no
significo un estrés para esta especie o0 que estas desaturasas estan involucradas
solo con los cambios de fluidez de membrana a baja temperatura. Como
antecedente, encontramos que en Arabidopsis thaliana las desaturasas estan
codificadas por varios genes que se expresan en diferentes membranas de
manera especifica. El gen FADS8, que codifica para la desaturasa 3 asociada a
la membrana del cloroplasto, es el Unico que presenta sensibilidad a la
temperatura (Gibson et al. 1994). En A. thaliana se ha encontrado que FADS8
incrementa la actividad de la desaturasa 3 en plantas que fueron expuestas a

temperaturas bajas de crecimiento (Gibson et al. 1994), ésta es una respuesta
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donde mediante la desaturacién de los &cidos grasos la planta compensa la
perdida de fluidez por la menor temperatura. En plantas de tabaco a las que se
insertd el gen FAD7, que es un gen localizado en el cloroplasto y codifica para la
®3 desaturasa, pero no es dependiente de la temperatura, Murakami et al.
(2000) encontraron que la ausencia de acidos grasos tirendicos permite una
mejor aclimatacion de la planta a alta temperatura de crecimiento.
Adicionalmente, otros trabajos A. thaliana han mostrado la importancia de la
desaturacion para la recuperacion del fotosistema Il (Vijayan y Browse, 2002) y
se ha observado una mayor tasa de crecimiento a temperatura elevada en
mutantes que tienen acidos grasos saturados (Falcone et al. 2004).

Para inferir la actividad de desaturasas podemos utilizar los indices de
saturacion calculandos a partir de los cambios con respecto de un acido graso a
otro. Somerville y Browse (1996) reportan que el precursor del acido graso
C16:1 es el C16:0 y el precursor del 4cido graso C18:1 es el C18:0. Para ambos
casos es necesaria la actividad de la desaturasa 9, que se ha reportado puede
estar codificada por los genes FAD5, FAB2 y FAD4 en A. thaliana. Para el caso
del acido graso C18:3 (n-6) su precursor es el C18:2, y la desaturacion se debe
a la desaturasa 6 codificada en A. thaliana por los genes FAD3, FAD7 y FADS.
La activacion de la expresién de estos genes puede verse modificada con
cambios de temperatura (Murakami et al. 2000) como de luz (Collados et al.
2006).
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Hipotesis
En dinoflagelados simbiontes, la sensibilidad diferencial a la temperatura

esta relacionada con la fluidez de la membrana fotosintética, que depende de la
composicion de acidos grasos determinada por la actividad de desaturasas.

Objetivos

General

Evaluar el papel de la fluidez de la membrana fotosintética en
dinoflagelados simbiontes, como un factor involucrado en el blanqueamiento de

coral.

Particulares

1. Determinar la temperatura de fusion de la membrana fotosintética de
dinoflagelados simbiontes de corales y su relacion con una sensibilidad
térmica diferencial del aparato fotosintético.

2. Explorar los componentes genéticos y ambientales que determinan la
temperatura de fusion de la membrana fotosintética.

3. Determinar si la temperatura de fusion de la membrana fotosintética depende
de la composicion de &cidos grasos de membranas fotosintéticas de
dinoflagelados simbiontes.
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Metodologia

Para determinar la temperatura de fusion de la membrana fotosintética de
dinoflagelados simbiontes de corales y su relacion con una sensibilidad térmica
diferencial del aparato fotosintético se trabajé con colonias de los corales
Madracis aurentenra (con menor prevalencia de blanqueamiento) y de
Montastrea faveolata (con mayor prevalencia de blanqueamiento) extrayendo los
dinoflagelados simbiontes. Se midio la cosecha cuantica maxima de separacion
de cargas del fotosistema Il (Fv/Fm) en alta temperatura (35°C) para inferir la
sensibilidad térmica del aparato fotosintético. Se determiné la identidad genética
de los dinoflagelados simbiontes.

Para explorar los componentes genéticos que determinan la temperatura
de fusién de la membrana fotosintética, se trabajoé con cultivos de dinoflagelados
simbiontes que fueron aislados a partir de pocas células por lo que se podrian
considerar cultivos unialgales. Se determiné la temperatura de fusién de la
membrana fotosintética, de algunas de ellas se midié la cosecha cuantica
maxima de separacion de cargas del fotosistema Il (Fv/Fm) en altas
temperaturas (35°C) para inferir la sensibilidad térmica del aparato fotosintético.
Para explorar los componentes ambientales que determinan la temperatura de
fusibn de la membrana fotosintética, se trabajo con los dos filotipos mas
sensibles a la temperatura, Symbiodinium sp. (A1) y Symbiodinium sp. (C1),
crecidos a temperatura ambiente (24°C) y a temperatura alta (31°C) midiendo la
temperatura de fusion de la membrana fotosintética.

El siguiente esquema resume la metodologia empleada para resolver

estas preguntas (Fig. 1).
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Dinoflagelados recién aislados de coral Cepas de dinoflagelados simbiontes en cultivo

- Especie Hospedero | Clado Origen
Geografico
Montipora
.Sfymbzod?imm VEFFUCOSE F Hawaii
kawagutii (coral
escleractineo)
S Cassiopeia
?’?ﬁfgg?%’; Jrondosa Al Jamaica
P- {medusa)
Zoanthus
.Sf;.)mbzodmmm soc.z’cm_w A2 R
Ppliosum {zoantido
@ colonial)
s Aiptasia
Svmbiodinium : 22
Extraccién de los dinoflagelados simbiontes pulcrorum pa.l{zda Bl Hawaii
Se removio el tejido del coral con un airbrush ¥ agua (anémona)
de mar filtrada para ser ma(ferado conun Symbiodinium
homogenizador, ¥ se centrifugd para separar los sp C1
dinoflagelados del tejido animal. La preparacién de )
células se lav repetidamente a fin de terminar con un
concentrado de células libre de tejido animal. Q—
Cultivados: 12 horas de luz ¥ 12 de oscuridad a 120
Q pmol quanta m™ s7! a temperatura ambiente (24°C)
durante 14 dias.
Determinacion de la identidad genética de los
dinoflagelados simbiontes Q
1. Amplificacién por PCR de ITS2 del ARN
ribosomal. Symbiodisnium sp. (C3) y Symbiodinium sp. (Al)
2. Separacidén de los amplificados en un gel fueron cultivadas a alta temperatura (31°C) durante 14
desnaturalizante de poliacrilamida. dias.
Determinacién de la fluidez de la membrana fotosintética
1. Incubaciones independientes durante 5 minutos de 33°C a 46°C, cada grado centigrado.
2. Mediciones Fv/Fm con un fluorometro de amplitud modulada al fin de cada incubacidn.
3. Latemperatura de fusién es el punto de inflexion de la curva sigmoide que se observa al graficar Fv/Fm a diferentes
ternperaturas.

J L L1

Cosecha cuantica maxima de separacion de carga (Fv/Fm) a alta temperatura.
1. Incubaciones independientes a 35°C .
2. Medir Fv/Fm con un fluorometro de amplitud modulada en diferentes tiempos, de 5 a 85 minutos.

Fig. 1. Resumen de la metodologia empleada para determinar la temperatura de
fusién de la membrana fotosintética de dinoflagelados simbiontes de corales y su
relacion con la sensibilidad térmica diferencial del aparato fotosintético y explorar
los componentes genéticos y ambientales que determinan la temperatura de
fusidén de la membrana fotosintética.
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1. Dinoflagelados recién aislados de corales

Para aislar dinoflagelados de corales escleractineos, se colectaron
muestras con cincel y martillo de aproximadamente 2 a 4 cm? en el arrecife
cercano al Acuario Marino en Curagao (Antillas Holandesas), se mantuvieron
(maximo 3 horas) en un sistema de acuarios hasta su procesamiento. Se
removid el tejido del coral con un cepillo de aire y agua de mar filtrada para ser
macerado con un homogenizador (IKA-Werk TP18/10 Ultra-Turrax), y se
centrifugd para separar los dinoflagelados del tejido animal. La preparacion de
células se lavo repetidamente con agua de mar filtrada terminando con un
concentrado de células libre de tejido animal que inmediatamente se ocupd en
las mediciones. Para los ensayos de cosecha cuantica maxima de separacion de
cargas (Fv/Fm) a 35°C se utilizé una colonia de Madracis aurentenra (n=2) y dos
colonias de Montastrea faveolata (n=6). Para medir la temperatura de fusion de
la membrana fotosintética se utilizaron cuatro colonias de Madracis aurentenra

(n=8) y cuatro colonias de Montastrea faveolata (n=9) (Tabla 1).

Tabla 1. Colonias de coral utilizadas para determinar la fluidez de la membrana
fotosintética y la cosecha cuantica maxima de separacion de cargas a alta
temperatura (Fv/Fm a 35°C) (n= numero de corridas a partir de cada colonia
indicada con letra).

Especie de Coral — Profundidad Ensayo n
Colonia (m)

Madracis aurentenra - A 11 Fv/Fm a 35°C 2
Temp. fusidn membrana 4

Madracis aurentenra - B 15.5 1
Madracis aurentenra - C 5.5 . 1
Madracis aurentenra - D 11 Temp. fusion membrana 1
Madracis aurentenra - E 15.5 1
Montastrea faveolata— A 11 Fv/IFm a 35°C 2
Temp. fusion membrana 4

Montastrea faveolata— B 15.5 Fv/Fm a 35°C 4
Temp. fusidn membrana 2

Montastrea faveolata— C 15.5 Temp. fusidbn membrana 2
Montastrea faveolata— D 6 Temp. fusion membrana 1
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2. Determinacion de la identidad genética de los dinoflagelados
simbiontes de M. faveolata y M. aurentenra

El ADN total fue extraido utilizando el protocolo de Gallagher (1980). El
analisis de ADN ribosomal fue realizado por Dustin Kemp (University of Georgia)
con un protocolo ya publicado con anterioridad (Kemp et al. 2006): la region de
ITS2 del ADN ribosomal fue amplificada por PCR con los cebadores “ITSintfor2”
(5-GAA TTGCAGAACTCCGTG-3') que se alinea con una regién del gen 5.8S
ribosomal conservada en dinoflagelados 'y  “ITS2CLAMP” (5'-
CGCCCGCCGCGCCCCGCGCCCGTCCCGCCGCCCCCGCCCGGGATCCATA
TGCTTAAGTTCAGCGGGT-3'), un cebador universal modificado con una
‘pinza” de 39 pares de bases de GC (se observa en italicas) (LaJeunesse y
Trench, 2000). Se utiliz6 un protocolo de amplificacién “touchdown” con una
temperatura de alineacion 10°C bajo la temperatura final de alineacion que es
52°C incrementandose la temperatura 0.5°C cada 20 ciclos. Una vez que la
temperatura de alineacion alcanz6 los 52°C, las muestras amplificadas se
cargaron en un gel desnaturalizante de poliacrilamida (gradiente de 45-80% de
urea-formamida, 100% con 7M de urea y 40% de formamida deionizada) y se
separaron por electroforesis durante 9.5 horas a 150 volts a temperatura
constante de 60 °C. Las muestras se corrieron con estandares publicados
anteriormente (LaJeunesse, 2002), el gel fue teiido con Sybr Green (Molecular

Probes) como lo indica el fabricante y finalmente se fotografio.

3. Cultivos de dinoflagelados simbiontes empleadas

Se trabajé con dinoflagelados simbiontes en cultivo, provenientes de la
coleccion del Dr. Robert K. Trench (UCSB), que fueron extraidos de diversos
hospederos pertenecientes al phylum Cnidaria (Tabla 2). Todos los cultivos
fueron crecidos en un medio definido conocido como ASP-8A (Blank, 1987) en
un cuarto con condiciones controladas de luz y temperatura: 12 horas de luz y
12 de oscuridad a 120 umol quanta m? s™ a temperatura ambiente (24 °C).

Para los experimentos de temperatura elevada y composicion de acidos

grasos se trabajo con los cultivos Symbiodinium sp. (filotipo A1) y Symbiodinium
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sp. (filotipo C1), caracterizadas como las mas sensibles a la temperatura
comparadas con los otros cultivos estudiados. Esta ultima fue donada por el Dr.
William Fitt de la Universidad de Georgia. Los cultivos fueron crecidos por
triplicado durante 14 dias, con 12 horas de luz y 12 de oscuridad (medido con un
sensor 4n) en medio ASP-8A (Blank, 1987) a 24°C . El cultivo se inici6é a 28°C,

incrementando la temperatura 1°C por dia hasta llegar a 31°C.

Tabla 2. Cultivos utilizados en este estudio (n= numero de ensayos realizados).

n
(Temperatura n

Cultivo Hospedero  Filotipo Ge(())”?éefri]co de fusién de (Fv/Fm
9 la membrana a 35°C)
fotosintética)
. Montipora
Sylr(r; S\I/(a)ldll?tlilijm verrucosa (coral F Hawaii 3 3
9 escleractineo)
. Cassiopeia
Symbiodinium frondosa A1 Jamaica 4 -
sp. (clona 53)
(medusa)
Zoanthus
Sym_blodlnlum socrlat.us AD Jamaica 3 3
pilosum (zoantido
colonial)
Symbiodinium Alptaslla pallida B1 Hawaii 3 i
pulcrorum (anémona)
Symblsc;)dlnlum Acropora sp. C1 Okinawa 3 -

4. Cosecha cuantica maxima de separacion de cargas (Fv/Fm) a
alta temperatura.

Por otro lado, se hicieron mediciones de Fv/Fm a temperatura elevada
(35°C) en incubaciones prolongadas (85 minutos) como un estimador de la
sensibilidad térmica del aparato fotosintético de los dinoflagelados simbiontes.
De una solucién de 1x10° cels/ml en agua de mar o en medio de cultivo segun el
caso, se tomaron cuatro alicuotas de 500 ul por ensayo para medir Fv/Fm con

un fluorbmetro de amplitud modulada (diving PAM). Tres de las alicuotas se
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incubaron a 35°C y una se mantuvo a temperatura ambiente (24°C), midiendo
este parametro a los 5, 10, 25, 35, 55 y 85 minutos, desechando la muestra al
final de cada incubacion. Se calculd Fv/IFm relativo a cada alicuota que se
mantuvo a temperatura ambiente, y se realiz6 un ajuste a una curva exponencial
con el programa Peakfit, de la forma f(x)= a*e(-x/b) donde a es la amplitud y b es

la tasa de cambio,.

5. Determinacion de la temperatura de fusion de la membrana
fotosintética

Se probaron varias técnicas con el fin de separar el efecto fisioldgico de la
temperatura del efecto de la medicion misma en la estimacién adecuada de la
temperatura de fusion de la membrana. En este caso, las temperaturas
utilizadas para este propdsito son experimentales, buscando sélo la respuesta a
la fluidez de la membrana fotosintética y no a otros procesos que tienen tiempos
de ocurrencia mas largos.

La metodologia descrita a continuacion nos permiti6 medir
adecuadamente la temperatura de fusion de la membrana fotosintética. Es
importante recalcar que la independencia de las muestras durante Ilas
mediciones resulté ser un factor critico. De una solucién de 1x10° cels/ml
(disueltas en agua de mar en el caso de los dinoflagelados recién aislados y en
medio de cultivo en el caso de los dinoflagelados en cultivo) se tomaron tres
alicuotas de 100 pl por tratamiento para ser incubadas durante 5 minutos en un
termociclador Applied Byosystems a distintas temperaturas (33°C a 46°C cada
grado centigrado) y una alicuota a temperatura ambiente (25°C). Al término de
cada incubacion se midi6 la fluorescencia de la clorofila a con un fluorémetro de
amplitud modulada (diving PAM) desechando posteriormente la muestra. Se
calculé Fv/Fm relativo al valor obtenido a temperatura ambiente, y se realizé un
ajuste empleando el programa Peakfit, a una curva sigmoide, f(x)=a(1-(1/(1+e-
((x-b)/c)))) donde a es la amplitud, b el centroide y ¢ el ancho. El centroide de

esta curva sigmoide representa la temperatura a la que se funde la membrana

23



fotosintética (referido en este trabajo como temperatura de fusion de la

membrana fotosintética).

6. Determinacion de la composicion de acidos grasos en

membranas celulares.

Para determinar si la temperatura de fusion de la membrana fotosintética
depende de la composicion de acidos grasos, se obtuvo la composicion de
acidos grasos de dinoflagelados simbiontes de los dos filotipos cuya temperatura
de fusibn de membrana fotosintética fue menor, Symbiodinium sp. (A1) vy
Symbiodinium sp. (C1). Los dinoflagelados se cultivaron a temperatura
ambiente (24°C) y a alta temperatura (31°C), analizando de ambos tratamientos
la composicion de las células completas y de una fraccion enriquecida de
membranas fotosintéticas. El esquema a continuacion resume esta metodologia
(Fig. 2).

Cepas de dinoflagelados simbiones en cultivo

Especie Hospedero Clado Origen Geogrifico
Svmbiodinium sp. (clona 53) | Cassiopeia frondosa (medusa) Al Jamaica
Svmbiodinium sp. C3
Cultivados: 12 horas de luz y 12 de oscuridad a 120 Cultivados: 12 horas de luz v 12 de oscuridad a 120
umol quanta m” s” a temperatura ambiente (24°C) umol quanta m™” s a temperatura ambiente (31°C)
durante 14 dias. durante 14 dias.
v Fraccién enriquecida de membranas de cloroplasto
Células completas 1. L15._1§ de las células en una prensa ;lc Frcgf:Il,
2. Separacion de las membranas por centrifugacion en un
gradiente de densidad de sacarosa.
Extraccion e identificacion de dcidos grasos totales
1. Extraccion de acidos grasos totales en metanol:cloroformo 1:2, v derivatizacion con tolueno.
2. Analisis en el cromatografo de gases contra estandares.

Fig. 2. Resumen de la metodologia empleada para determinar la composicion de
acidos grasos totales de células completas y de una fraccién enriquecida de
membranas de cloroplasto.
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7. Fraccion enriguecida de membranas fotosintéticas

Los cultivos fueron colectados por centrifugacion. EI método de extraccion
de las membranas de cloroplasto fue modificado a partir de Iglesias et al. (1993).
La pastilla celular fue resuspendida en buffer TB (100mM Tris-borato pH 8.0,
2mM MgCl,, 2mM Na; EDTA, 1mM de fenilmetilsulfonil fluoruro) y las células
fueron lisadas al ser pasadas dos veces por una prensa de French (7X106Pa). El
lisado fue centrifugado a 36,000 rpm durante 1 hora. La pastilla fue
resuspendida en buffer TB purificandola en un gradiente de densidad de
sacarosa (5, 10, 15y 20%), se centrifugd durante 3 horas a 36,000 rpm a 4°C.

La pastilla fue resuspendida en TB y almacenada a -70°C hasta su analisis.

8. Extraccion e identificacion de acidos grasos totales

Se analizaron los acidos grasos totales de células completas y de una
fraccidon enriquecida de membranas fotosintéticas. Estos fueron extraidos en una
mezcla de metanol:cloroformo 1:2, y derivatizandose posteriormente con tolueno
(Ver Anexo para protocolo detallado). Se resuspendieron en hexano para ser
analizados en el cromatégrafo de gases Shimadzu GC-2010 (Departamento de
Bioquimica del Instituto Nacional de Cardiologia) utilizandose las mezclas de
estandares FAME MIX GLC-10 (Supelco) y FAME MIX GLC-50 (Supelco).
Adicionalmente por separado se analizaron los estandares a—acido linoléico
(C18:3 ®6), y-acido linoléico (C18:3 ®3), acido vaccenico (C18:3 n-9 trans),
acido eledico (C18:3 n-7 cis), acido linoledico (C18:3 n-9 cis) y acido
esteridonico (C18:4 n-3) para la identificacion precisa de los acidos grasos. De
los acidos grasos identificados, se determind que correspondia al 100% de los
acidos grasos, calculandose asi el porcentaje correspondiente los cada uno de
los acidos grasos. Posteriormente, los datos fueron transformados por arcoseno
para cumplir los requisitos de la prueba (Zar 1999), y se comprobd la
homogeneidad de varianzas utilizando la prueba de Levene. Se realizo una
ANOVA de una via para cada acido graso bajo los distintos tratamientos
(Symbiodinium sp. C1 célula completa @24°C, Symbiodinium sp. C1 célula
completa @31°C, Symbiodinium sp. C1 cloroplasto @24°C, Symbiodinium sp.
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C1 cloroplasto @31°C, Symbiodinium sp. A1 célula completa @24°C,
Symbiodinium sp. A 1 célula completa @31°C, Symbiodinium sp. A 1 cloroplasto
@24°C, Symbiodinium sp. A 1 cloroplasto @31°C). Cuando la ANOVA mostré
diferencias significativas, se uso la prueba post-hoc de Fisher para identificar los
tratamientos que mostraron diferencias (Stat Soft, Inc. 2003). Al realizar
comparaciones con otros trabajos ya publicados, los datos fueron calculados
usados dandoles el mismo tratamiento aqui explicado.

A partir de las concentraciones de algunos acidos grasos, la actividad de
diversas enzimas fue inferida con los siguientes indices (Tabla 3).
Adicionalmente se hicieron agrupaciones para encontrar patrones en la

composiciéon de acidos grasos (Tabla 4).

Tabla 3. indices de actividad de desaturasas y elongasas inferidas a partir de las
concentraciones de sus sustratos y productos.

indice Formula

A9-desaturasa (C16) (C16:1(n-9) / (C16:0 + C16:1(n-9))) x 100
A9-desaturasa (C18) (C18:1(n-9c) / (C18:0 + C18:1(n-9c))) x 100
A15-desaturasa (C18) C18:3(n-9) / (C18:2(n-9) + C18:3(n-9)) x 100
Ab6-desaturasa (C18) C18:4 /(C18:3(n-9) + C18:4) x 100

A4/A5 desaturasa (C22) C22:6(n-3) / (C22:5(n-3) + C22:6(n-3)) x 100

elongasa C16:0y C18:0  (C16:1(n-9) + C18:1(n-9c)) / (C16:0 + C16:1(n-9) +
— C16:1y C18:1 C18:0 + C18:1(n-9c)) x 100

Tabla 4. Agrupaciones de acidos grasos de acuerdo a su grado de saturaciéon y
longitud.

Grupo Formula
Acido\\s grasos
saturados C16:0 + C18:0
Acidos grasos
monosaturados C18:1 (n-9t) + C18:1 (n-9c) + C18:1 (n-7¢c) + C20:1
Acidos grasos poli- C18:2 (n-9) + C18:3 (n-9) + ¢18:4 + ¢c22:5 (n-3) + c22:6
insaturados (n-3)
2C16 C16:0 + C16:1(n-9)
C18:0 + C18:1 (n-9t) + C18:1 (n-9c) + C18:1 (n-7c) +
2C18 C18:2(n-9) + C18:3(n-9) + C18:4
>C22 C22:5(n-3) + C22:6(n-3)
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Resultados

1. Determinacidon de la temperatura de fusiéon de la membrana
fotosintética de dinoflagelados simbiontes de corales y su
relacion con la sensibilidad térmica del aparato fotosintético.

Midiendo la Fv/IFm en incubaciones cortas (5 minutos) a altas
temperaturas, se infirié el cambio de estado fisico o temperatura de fusion de la
membrana fotosintética. EI cambio de estado fisico es un proceso cooperativo
por lo que a una temperatura determinada (en el caso de la figura 3, a 37°C), se
observa un incremento repentino de Fo (fluoresencia basal que es una medida
de la eficiencia con la que la antena transfiere los excitones con el centro de
reaccion) debido al desacoplamiento del fotosistema Il donde los centros de
reaccion ya no estan disponibles para capturar excitones infiriéndose que ocurre
una desconexion entre las antenas y el fotosistema Il disminuyendo la eficiencia
de separacion de carga. Al dar un pulso de luz saturante, se obtiene Fm, valor
donde la fluorescencia es maxima. Con este valor se calcula Fv/Fm= (Fm-

Fo)/Fm. Este aumento de Fo se refleja en la caida de Fv/Fm (Fig. 3).
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Fig. 3. Mediciones de Fo y Fv/Fm en cultivos de Symbiodinium sp. (filotipo A1)
en muestras por triplicado e independientes, después de 5 minutos de
incubacién a la temperatura sefalada en el gje x.

La temperatura de fusidon de las membranas fotosintéticas medida
experimentalmente en dinoflagelados simbiontes recién aislados de los corales
Madracis aurentenra y de Montastrea faveolata fue significativamente diferente
(Fig. 4) teniendo Montastrea faveolata una menor temperatura de fusion (38.8°C)
que Madracis aurentenra (42.4°C).

Por otro lado, al medir Fv/Fm a 35°C como un estimador de la sensibilidad
térmica del aparato fotosintético de los dinoflagelados simbiontes, se observo
una caida de este parametro en el tiempo, siendo el doble de pronunciada para
Montastrea faveolata en comparacion con Madracis aurentenra (ver Fig. 5). Si a
partir de la ecuacion que describe esta grafica calculamos el tiempo en que
Fv/Fm llegaria a un valor del 50%, a Montastrea faveolata le tomaria 151.9
minutos mientras que Madracis aurentenra alcanzaria ese valor en 356.6

minutos.

28



100 )
® Madracis aurentenra

N
00 SN\ A Montastraea faveolata
= 80
X
g 71
S
o 60 -
©
S 501
=
o 40
[
E
w30
e
20 -
10 -
0 1 1 T .

35 37 39 41 43 45 47 49

Temperatura (°C)

Fig. 4. Curva de fusion de la membrana fotosintética de dinoflagelados recién
aislados de corales arrecifales. El indicador Fv/Fm se calculo relativo a muestras
(1X10° cel/ml) a 24°C, en incubaciones cortas (5 min) e independientes para
cada temperatura de incubacion. Los simbolos denotan el promedio y las barras
la desviacidon estandar, de simbiontes extraidos de Madracis aurentenra (n=8) y
Montastrea faveolata (n=9). Cada ensayo se hizo por triplicado.
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Fig. 5. Sensibilidad térmica del aparato fotosintético en dinoflagelados
incubados a temperatura alta. Fv/Fm relativo a un control a temperatura
ambiente (24°C), en muestras incubadas a 35°C de mediciones independientes
a los 5, 10, 20, 35, 55 y 85 minutos para dinoflagelados recién aislados de
Madracis aurentenra (n=2) y Montastrea faveolata (n=6) repitiendo cada ensayo
por triplicado.

2. Exploracién de los componentes genéticos y ambientales que
determinan la temperatura de fusion de la membrana
fotosintética.

Con el fin de evaluar y distinguir el posible efecto de los componentes
genéticos y ambientales que determinan la temperatura de fusion de la
membrana fotosintética se hicieron dos tipos de ensayos. Por un lado, se
emplearon dinoflagelados simbiontes en cultivo, a fin de eliminar posibles
mezclas de genotipos en dinoflagelados recién aislados, crecidos en iguales
condiciones de temperatura y luz determinando asi posibles diferencias
genéticas. Por otro lado, se utilizaron los dos filotipos que mostraron la menor
temperatura de fusién de la membrana fotosintética en el ensayo anterior,

creciéndolas en condiciones diferenciales de temperatura (24°C y 31°C) para
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evaluar el efecto de la alta temperatura de crecimiento en la estabilidad de la
membrana fotosintética.

Para evaluar las diferencias genotipicas de la temperatura de fusiéon de
las membranas fotosintéticas, ésta se midié experimentalmente en cinco cultivos
monoclonales de dinoflagelados simbiontes cultivados en iguales condiciones de
luz y temperatura, empleando como indicador Fv/Fm en incubaciones cortas.
Los resultados muestran que existen diferencias significativas en la temperatura
de fusion de la membrana fotosintética entre los diversos tipos de dinoflagelados
estudiados (Fig. 6). Estas diferencias abarcan un rango de sensibilidad de 4.7°C
entre filotipos; el cultivo con la menor temperatura de fusion de la membrana
fotosintética fue Symbiodinium sp. (A1) (36.4° C), y con la mayor temperatura de
fusion de la membrana fotosintética fue Symbiodinium kawagutii (F) (41.1°C).

100 = ®  Symbiodinium sp. (A1)

£l Symbiodinium sp. (C1)
90 ® S pilosum (A2)
) S. pulchlorum (B1)

S. kawagutti (F)

80
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Fig. 6. Curva de fusion de la membrana fotosintética para dinoflagelados en
cultivo. Los puntos denotan el promedio y las barras denotan la desviacion
estandar. Symbiodinium kawagutii (F) n=3, Symbiodinium sp. (A1) n=4,
Symbiodinium pilosum (A2) n=3, Symbiodinium pulcrorum (B1) n=3,
Symbiodinium sp. (C1) n=3.
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Se tomaron dos cutivos, una con alta temperatura de fusién, S. kawaguitti,
y S. pilosum, con intermedia temperatura de fusién (3.5°C de diferencia en la
temperatura de fusion), midiendo Fv/Fm durante el tiempo a alta temperatura
(35°C) como indicador de su sensibilidad térmica del aparato fotosintético. Se
observd una caida diferencial de este parametro (Fig. 7) siendo mayor para S.
pilosum en comparacion con S. kawagutii. Si a partir de la ecuacion que describe
esta grafica calculamos el tiempo en que Fv/Fm llegaria a un valor del 50%, a S.
pilosum le tomaria 127.7 minutos mientras que S. kawagutii alcanzaria ese valor
en 288.5 minutos. Los resultados permiten concluir hasta este punto, que la
sensibilidad térmica del aparato fotosintético y la temperatura de fusién de las
membranas fotosintéticas en dinoflagelados simbiontes parecen tener un fuerte

componente genético.
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Fig. 7. Sensibilidad térmica del aparato fotosintético de la membrana
fotosintética en funcion del tiempo de exposicion. Fv/Fm relativo a un control a
temperatura ambiente (24°C), en—muestras incubadas a 35°C. Se realizaron
mediciones independientes a los 5, 10, 20, 35, 55 y 85 minutos para
dinoflagelados en cultivo. Los puntos denotan el promedio y las barras denotan
la desviacion estandar. Symbiodinium kawagutii (F) n=3, Symbiodinium pilosum
(A2) n=3.
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Para evaluar el efecto de la temperatura de crecimiento en la temperatura
de fusién de la membrana fotosintética, se utilizd Symbiodinium sp. (A1)
(temperatura de fusion de la membrana= 36.4°C) y Symbiodinium sp. (C1)
(temperatura de fusion de la membrana= 36.6°C) midiendo la temperatura de
fusién de membrana fotosintética crecidos a temperatura ambiente y a 31°C. Se
observo un incremento significativo en la temperatura de fusién de la membrana
fotosintética en los cultivos crecidos a alta temperatura. Es importante destacar
que este incremento fue mayor para Symbiodinium sp. (A1) que aumentd su
temperatura de fusion en 4.5°C, y menor en Symbiodinium sp. (C1) que aumento
en 3°C (Fig. 8). Si bien estos resultados indican un efecto de aclimatacién
dependiente de la temperatura de crecimiento, mas bien refuerzan al
componente genético como principal responsable de la sensibilidad térmica
diferencial que presentan los dinoflagelados simbiontes.

100 Symbiodinium sp. (A1) @310C

Symbiodinium sp. (A1) @240C
Symbiodinium sp. (C1) @310C
Symbiodinium sp. (C1) @240C
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Fig. 8. Curva de fusion de la membrana fotosintética de Symbiodinium sp. C1
(cuadrados) y Symbiodinium sp. A1 (rombos), crecidos a 24°C (relleno) y a 31°C
(vacio). Los puntos denotan el promedio y las barras denotan la desviacidon
estandar.
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3. Composicion de acidos grasos de células completas y de
membranas fotosintéticas de dinoflagelados simbiontes

cultivados en condiciones diferenciales temperatura

3.1 Composicion de &cidos grasos totales de células completas

Los acidos grasos en membranas celulares mas abundantes para ambos
filotipos fueron C16:0 (30 a 34%), C18:0 (20 a 21%) y C18:1(n-9c) (15%)
encontrando una diferencia entre filotipos solamente en cuanto a los acidos
grasos poli-insaturados, siendo el mas abundante C18:4 en Symbiodinium sp.
(A1) (11%) (Fig. 9) y C18:3 en Symbiodinium sp. (C1) (5%) (Fig. 10). Para
ambos filotipos la abundancia relativa de C22:6 fue muy similar a la de los C18
poli-insaturados, es decir a C18:4 en Symbiodinium sp. (A1) y a C18:3 en
Symbiodinium sp. (C1). Dentro de los acidos grasos monosaturados de 18
carbones, la clase C18:1 (n-9c) fue el mas abundante en ambos dinoflagelados.
Se encontraron diferencias significativas entre filotipos en la abundancia relativa
de la célula completa de los siguientes acidos grasos C18:1(n-7c) (p=0.02),
C18:3(n-9) (p=.007), C18:4 (p=0.03).

Dado que estas diferencias incluyen acidos grasos poli-insaturados, se
calcularon indices de desaturacion que sugieren actividad de desaturasas,
encontrando que el correspondiente a la A6-desaturasa (que desatura acidos
grasos trioicos como C18:3 a C18:4) tiene una actividad significativamente
diferente entre ambos filotipos (Fig. 11). Esta actividad fue mayor en
Symbiodinium sp. (A1) lo cual es reflejo de las abundancias relativas de los
acidos grasos C18:3(n-9) y C18:4 ya que este filotipo tiene mayor cantidad de
C18:4 comparada con Symbiodinium sp. (C1). El hecho de que se infiera una
menor actividad de esta desaturasa en Symbiodinium sp. (C1) corresponde a

una mayor abundancia relativa observada en C18:3 (n-9) para este filotipo.
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Fig. 9. Abundancia relativa (%) de acidos grasos totales extraidos de células
completas de Symbiodinium sp. (A1) crecida a 24°C (n=3). Las flechas indican
los acidos grasos significativamente diferentes al comparar contra Symbiodinium
sp. (C1).

B
o

35 4

"

25

T |

15

. | |
N I I

c16:0 C16:11 C180 C181 C181 C181 C182 C183 C20:1 C184 C225 (C226
(n-9) (n8t) (n9c) (n-Tc) (n-9) (n-9) (n-3) (n-3)

Abundancia relativa de acidos grasos (%)

o

Fig. 10. Abundancia relativa (%) de acidos grasos totales extraidos de células
completas de Symbiodinium sp. (C1) crecida a 24°C (n=3). Las flechas Las
flechas indican los &acidos grasos significativamente diferentes al comparar
contra Symbiodinium sp. (A1).
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Fig. 11. indice de desaturacion relativo para la A6 desaturasa, en Symbiodinium
sp. (C1) (n=3) y Symbiodinium sp. (A1) (n=3) cultivados a 24°C. Las barras
denotan la desviacion estandar.

3.2 Composiciéon de acidos grasos totales de cloroplastos

Para Symbiodinium sp. (A1) los acidos grasos mas abundantes en la
fraccion enriquecida de cloroplastos son C16:0, C18:0, C18:4 y C22:6(n-9) (Fig.
12). Para Symbiodinium sp. (C1) los acidos grasos mas abundantes son C16:0,
C18:0 y C18:1(n-9c) (Fig. 13).

Los acidos grasos mas abundantes en ambos filotipos, en la fraccion
enriquecida de cloroplastos son C16:0 y C18:0. Se encontraron diferencias
significativas en la abundancia relativa de los acidos grasos C16:0 (p= 0.004),
C18:1(n-9c) (p=0.02), C18:4 (p=0.04), C22:6 (n-3) en la fraccién enriquecida de
cloroplastos entre los dos filotipos siendo mas abundante C16:0 y C18:4 en
Symbiodinium sp. (A1) que en Symbiodinium sp. (C1), y mas abundante
C18:1(n-9c) y C22:6 (n-3) en Symbiodinium sp. (C1) que en Symbiodinium sp.
(A1) (Fig. 12y 13).
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Fig. 12. Abundancia relativa (%) de acidos grasos totales extraidos de una
fraccidn enriquecida en cloroplastos de Symbiodinium sp. (A1) crecida a 24°C
(n=3). Las flechas Las flechas indican los acidos grasos significativamente
diferentes al comparar contra Symbiodinium sp. (C1).
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Fig. 13. Abundancia relativa de acidos grasos totales de una fraccion
enriquecida en cloroplastos de Symbiodinium sp. (C1) crecida a 24°C (n=3). Las
flechas Las flechas indican los acidos grasos significativamente diferentes al
comparar contra Symbiodinium sp. (A1).

Al comparar el grado de saturacion de los acidos grasos por filotipo, y

calcular los indices que sugieren actividad de desaturasas, no encontramos

37



diferencias significativas. Sin embargo, al comparar la longitud de las acidos
grasos por filotipo y calcular indices de alargamiento, se observan diferencias
significativas en la elongasa, enzima que alarga los acidos grasos C16:0 y C18:0
a C16:1 y C18:1 respectivamente (Fig. 14). En la Fig. 15 se muestran las
abundancias relativas de acidos grasos agrupados por longitud, en donde se
observa que Symbiodinium sp.(A1) tuvo mayor abundancia de C16 y C22 y
Symbiodinium sp.(C1) presenté mayor abundancia de C18. Los resultados
calculados para el indice de alargamiento (Fig. 14), concuerdan con las
diferencias significativas observadas de los acidos grasos agrupados por
longitud (Fig. 15), donde Symbiodinium sp.(C1) presento una mayor actividad de
la elongasa comparado con Symbiodinium sp. (A1), lo que es consistente con la

mayor abundancia de estos acidos grasos.

®©

@ 60 -

)

5

GRS -
0}

2 40

i | T

3 T

2 o0

5 &

g 20 -

o

=

= 10

[

8 0

'-é Symbiodinium sp. (Al) Symbiodinium sp. (C1)

Fig. 14. indice relativo de actividad para la elongasa que alarga acidos grasos
C16 a C18 en fraccion enriquecida de cloroplastos, para Symbiodinium sp. (C1)
(n=3) y Symbiodinium sp. (A1) (n=3) crecidas a 24°C. Las barras denotan la
desviacidn estandar.

38



§ 70 - 0O Symbiodinium
© sp. (C3)

o 60 t @ Symbiodinium
S sp. (Al)

g 50 - | i

S 40 - 1 !

£€ t

g 30~

0

8 20

O

S 10 T

© ] L

C

=) {

= 0

< 5C16 5C18 $C22

Fig. 15. Abundancia relativa de los acidos grasos en fraccion enriquecida de
cloroplastos, agrupados por longitud. ¥C16= C16:0 + C16:1; 2C18= C18:0 +
C18:1 + C18:2 + C18:3 + C18:4; ¥C22= C22:5 + C22:6. Symbiodinium sp. (C1)
(n=3) y Symbiodinium sp. (A1) (n=3). Las barras denotan la desviacion estandar.
3.3 Composicion de acidos grasos totales: diferencias entre célula

completay cloroplasto

Con el fin de aislar el efecto de la composicién de acidos grasos en las
membranas del cloroplasto sobre la temperatura de fusién de la membrana
fotosintética, del efecto de todas las membranas celulares, se compard la
composicidn y abundancia relativa de los acidos grasos en cada instancia. En
Symbiodinium sp. (C1) no se observaron diferencias significativas entre los
acidos grasos de la célula completa vy la fraccidn enriquecida de cloroplastos.

Para el caso de Symbiodinium sp. (A1) se observaron diferencias
significativas en el acido graso C16:0 midiendo una abundancia relativa mayor
en la fraccion enriquecida de cloroplastos en comparaciéon con la célula completa
(Fig. 16). Agrupando los acidos grasos C18:1 cis (suma de C18:1 (n-7c) y C18:1
(n-9c)) observamos diferencias significativas siendo mayor la abundancia de
C18:1 cis en la célula completa comparada con la fraccion enriquecida de

cloroplastos (Fig. 16).
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Fig. 16. Abundancia relativa de los acidos grasos en Symbiodinium sp. (A1)
(n=3) significativamente diferentes entre célula completa y fraccion enriquecida
de cloroplastos. C18:1 cis es la suma de C18:1 (n-9c) y C18:1 (n-7c). Las barras
denotan la desviacion estandar.

3.4 Efecto de la temperatura de crecimiento en la composicion de acidos

grasos

Para evaluar el efecto de la alta temperatura sobre la composicién de
acidos grasos extraidos de membranas celulares y del cloroplasto, se
compararon cultivos crecidos a dos temperaturas, 24°C y 31°C.

Se observaron diferencias significativas en acidos grasos de la célula
completa de Symbiodinium sp. (A1), aumentando su abundancia
significativamente con la temperatura los acidos grasos C18:1(n-9t) (p=0.02),
C18:1(n-7¢c) (p=0.02) y C18:3 (p=0.001) al crecer a 31°C, y disminuyendo su
abundancia significativamente C16:0 (p=0.006), C18:1(n-9c) (p=0.02), C18:4
(p=0.02) y C22:6 (n-3) (p=0.007) (Fig. 17). Los cambios mas pronunciados
ocurrieron en los 4acidos grasos C18:3, aumentando 17%, C18:1 trans,
aumentando 4.5% y C16:0 disminuyendo 7%. Para este mismo filotipo se

observaron diferencias significativas en diferentes acidos grasos de la fraccion
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enriquecida en membrana de cloroplastos, aumentando su abundancia
significativamente con la temperatura los acidos grasos C18:1(n-9t) (p=0.04) y
C18:1(n-9c) (p=0.04) al crecer a 31°C, y disminuyendo su abundancia
significativamente C16:0 (p=0.04), C18:1(n-7c) (p=0.04) y C22:6 (n-3) (p=0.007),
(Fig. 18). En este caso los cambios fueron menos drasticos, siendo la
disminucién de 22:6 y 16:0 de 7%, y el aumento del 6% de C18:1(n-9c) los mas
sobresalientes.

Para el caso de Symbiodinium sp. (C1), no se observaron diferencias
significativas entre los acidos grasos de la célula completa ni en la fraccién

enriquecida de cloroplastos con respecto a la temperatura de crecimiento.
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Fig. 17. Abundancia relativa de acidos grasos extraidos de células completas de
Symbiodinium sp. (A1) (n=3) que fueron significativamente diferentes entre
aquellas crecidas a 24°C y las crecidas a 31°C. Las barras denotan la desviacién
estandar.
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Fig. 18. Abundancia relativa de acidos grasos extraidos de una la fraccion
enriquecida de cloroplastos de Symbiodinium sp. (A1) (n=3) que fueron
significativamente diferentes entre aquellas crecidas a 24°C y las crecidas a
31°C. Las barras denotan la desviacion estandar.

indices de saturacion

De acuerdo a la hipétesis planteada, y a fin de evaluar el papel del grado
de saturacion de los acidos grasos en la susceptibilidad de las membranas
celulares a la temperatura, se estimaron indices de desaturacion para los acidos
grasos extraidos de membranas celulares y del cloroplasto, comparando entre
cultivos crecidos a dos temperaturas, 24°C y 31°C.

Para Symbiodinium sp. (A1) se observaron diferencias significativas para
célula completa en el indice de desaturacion para la desaturasa A15, que
desatura C18:2 a C18:3 (p=0.02) aumentando su actividad al crecer a 31°C y
para la A6 desaturasa que desatura C18:3(n-3) a C18:4(n-3) (p=0.001) que
disminuy6é su actividad al crecer a 31°C (Fig. 19). Sin embargo, para este
especie no se observaron diferencias significativas en los indices de
desaturacién de acidos grasos en la fraccion enriquecida de cloroplastos. Para el

caso de Symbiodinium sp. (C1) no se observaron diferencias significativas en los
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indices que infieren actividad de desaturasas, tanto en la célula completa como

en la fraccion enriquecida de membranas de cloroplasto.
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Fig. 19. indices relativos de desaturacién para las desaturasas A15 y A6, que
fueron significativamente diferentes para las células completas de Symbiodinium
sp. (A1) (n=3) crecida a 24°C y a 31°C. Las barras denotan la desviacion
estandar.

Longitud de los acidos grasos

Dado que el indice de desaturacion no resulté un indicador apropiado de
la susceptibilidad de las membranas del cloroplasto a la temperatura, se hizo un
analisis de la abundancia relativa de diferentes clases de acidos grasos. Para
calcular y comparar indices de alargamiento de acidos grasos, éstos de
agruparon por longitud para cada clase (C16, C18, C22), y se compararon entre
cultivos crecidos a diferente temperatura, para cada tipo de membrana.

Para el caso de Symbiodinium sp. (A1) en células completas se
observaron diferencias significativas en el indice relativo de alargamiento,

aumentando al crecer a 31°C (Fig. 20). Esto se relaciona con las diferencias

~—

significativas observadas en las longitudes de los &cidos grasos, donde
observamos un aumento de los acidos grasos C18 y disminucion de C16 y C22,

al crecer a 31°C (Fig. 21). Esta relacion se mantiene cuando analizamos la
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fraccidbn enriquecida en membranas de cloroplasto, donde el indice de
alargamiento y la longitud de los acidos grasos cambiaron significativamente

entre las células crecidas a 24°C y las crecidas a 31°C (Fig. 22 y Fig. 23).
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Fig. 20. Actividad relativa de elongasa en células completas de Symbiodinium
sp. (A1) (n=3), calculada 100x((C18:0+C18:1)/(C16:0+C16:1+C18:0+C18:1(n-
9c))). Las barras denotan la desviacién estandar.
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Fig. 21. Abundancia relativa de los acidos grasos en célula completa de
Symbiodinium sp. (A1) (n=3), agrupados por longitud. XC16= C16:0 + C16:1;
¥C18= C18:0 + C18:1 + C18:2 + C18:3 + C18:4; £C22= C22:5 + C22:6. Las
barras denotan la desviacion estandar.
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Fig. 22. Actividad relativa de elongasa en fraccion enriquecida de membranas de
cloroplasto de Symbiodinium sp. (A1) (n=3), calculada
100x((C18:0+C18:1)/(C16:0+C16:1+C18:0+C18:1)). Las barras denotan la
desviacién estandar.
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Fig. 23. Abundancia relativa de los acidos grasos en fraccion enriquecida de
membranas de cloroplasto de Symbiodinium sp. (A1) crecida a 24°C y 31°C
(n=3), agrupados por longitud. XC16= C16:0 + C16:1; ¥C18= C18:0 + C18:1 +
C18:2 + C18:3 + C18:4; £C22= C22:5 + C22:6. Las barras denotan la desviacion
estandar.
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Para el caso de Symbiodinium sp. (C1) se observaron diferencias
significativas en el indice de alargamiento que sugiere actividad de elongasas en
la célula completa, disminuyendo cuando los cultivos crecieron a 31°C (Fig. 24),
es decir, se observd un efecto contrario al que mostré Symbiodnium sp. (A1).
Esto se relaciona con las diferencias significativas observadas en las longitudes
de los acidos grasos, donde ocurrié una disminucién de los acidos grasos C18 y
aumento de C16 y C22, al crecer a 31°C (Fig. 25). Nuevamente en contraste con
los resultados obtenidos para Symbiodinium sp. (A1), estos cambios no se
observaron al analizar la fraccién enriquecida en membranas de cloroplastos, ya
que no presentaron variaciones significativas en la longitud de los acidos grasos

con el cambio en temperatura de crecimiento.
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Fig. 24. indice relativo de alargamiento en células completas de Symbiodinium
sp. (C1) crecida a 24°C y 31°C (n=3), calculada como 100 (XC18/ZC16+xC18).
Las barras denotan la desviacion estandar.
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Fig. 25. Abundancia relativa de los acidos grasos en célula completa de
Symbiodinium sp. (C1) (n=3), agrupados por longitud. £XC16 = C16:0 + C16:1;
¥C18 = C18:0 + C18:1 + C18:2 + C18:3 + C18:4; £C22 = C22:5 + C22:6. Las
barras denotan la desviacion estandar.

Isomerizacion

Considerando que se detectaron isémeros trans en los acidos grasos C18
extraidos, y que éstos modifican la fluidez de las membranas bioldgicas, se
analizé su contribucién relativa con respecto a la temperatura de crecimiento.
Encontramos diferencias en la proporcion de C18:1 cis y trans para ambas
especies. Para Symbiodinium sp. (A1) encontramos que al crecer a 31°C
disminuyen los acidos grasos cis C18:1(n-7c) y C18:1(n-9c), y aumenta la forma
trans de C18:1(n-9t) en células completas y en la fraccion enriquecida de
membranas de cloroplasto (Fig. 26).Para Symbiodinium sp. (C1) encontramos lo
opuesto, que al crecer a 31°C se aumentan los acidos grasos cis C18:1(n-7c) y
C18:1(n-9c), disminuyendo la forma trans de C18:1(n-9t) en células completas y

en la fraccion enriquecida de membranas de cloroplasto (Fig. 27).
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Fig. 26. Abundancia relativa (%) de isbmeros cis y trans en acidos grasos C18:1
donde el 100% es igual a la suma total de isomeros C18:1 en Symbiodinium sp.

(A1) crecida a dos temperaturas (n=3).
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Fig. 27. Abundancia relativa (%) de isémeros cis y trans en acidos grasos C18:1
donde el 100% es igual a la suma total de isébmeros C18:1 en Symbiodinium sp.
(C1) crecida a dos temperaturas (n=3). Las barras denotan la desviacién

estandar.
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Resumiendo para el analisis de las diferentes clases de acidos grasos en
fracciones enriquecidas con membranas del cloroplasto, se detectaron
diferencias significativas entre cultivos mantenidos a dos temperaturas, en
longitud de lipidos (alargamiento) y en abundancia de isomeros trans C18:1.
Cuando se compararon las membranas celulares sin fraccionar, los resultados
indicaron un mayor numero de diferencias que incluyeron saturacion,
alargamiento e isomerizacion de acidos grasos. Solo las diferencias de
isomerizacion se observaron tanto en células completas como en cloroplastos y

el efecto fue contrario para cada filotipo.
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Discusion

1. Temperatura de fusion de la membrana fotosintética de
dinoflagelados simbiontes de corales y su relacién con la
sensibilidad térmica del aparato fotosintético.

La estabilidad de la membrana fotosintética es importante ya que de ésta
depende el adecuado funcionamiento de las proteinas que se encuentran
embebidas en ella. Iglesias-Prieto et al. 1992 y Tchernov et al. 2004 han
propuesto que la sensibilidad térmica de los dinoflagelados simbiontes esta
relacionada con la fluidez de la membrana fotosintética. En este trabajo cabe
destacar la relevancia de la innovacién en la metodologia para medir la fluidez
de la membrana fotosintética que permitié aislar el efecto fisiologico y medir el
cambio de estado fisico de la membrana fotosintética. En diversos trabajos se ha
utilizado la cinética de la fluorescencia de la clorofila a sin tomar en cuenta el
efecto en la muestra de la medicion misma (relacionado con la exposicién de la
luz saturante). En este caso, se decidio trabajar con muestras independientes en
cada medicion evitando asi acumular el efecto de la propia medicién sobre lo
que realmente estabamos evaluando. Referente a estos experimentos,
encontramos que los simbiontes de M. faveolata mostraron una temperatura de
fusidon menor (38.8°C) que la observada en los simbiontes de M. aurentenra
(42.4°C), esta relacion es consistente con la disminucion diferencial de Fv/Fm a
35°C en el tiempo.

Esto también se relaciona con la mayor prevalencia de blanqueamiento
que se ha observado en estas especies de coral. Por ejemplo, en Cayo Carrie
Bow en Belice en 1995 (CARICOMP 1997) M. faveolata se blanqueé al 71% y
M. aurentenra (reportada como M. mirabilis, ver Locke et al. 2007) se blanqued
al 7% y en Tobago en el mismo afo, donde M. faveolata tuvo una prevalencia de
blanqueamiento del 100% y M. mirabilis del 13% (Buccoo Reef Trust).

Los factores que pueden afectar la temperatura de fusion de la membrana

fotosintética tanto genéticos (la variacidbn genética de las poblaciones de

50



dinoflagelado simbionte que puedan estar ocupando una misma colonia de
coral) como ambientales (luz, temperatura de crecimiento, coloracion de la
colonia) son varios. La identidad genética de los dinoflagelados simbiontes que
se determind para estos corales concuerda con lo observado por diferentes
autores como Diekmann y colaboradores (2003) quieres determinaron que M.
mirabilis (ahora M. aurentenra, Locke et al. 2007) se asocia especificamente con
Symbiodinium sp. clado B13. Lo mismo podemos observar para Montastrea
faveolata clado C7 (Ladeunesse 2002). Es importante considerar que la
metodologia que comunmente se emplea para determinar el filotipo de
dinoflagelados simbiontes detecta simbiontes dominantes y se ha observado la
presencia de filotipos cripticos en las poblaciones de dinoflagelados simbiontes.
Es decir, que dentro de un coral podemos detectar dinoflagelados con alta
variacion genética (Stat et al. 2006). Este hecho dificulta el poder distinguir
factores genéticos de factores ambientales cuando se trabaja con dinoflagelados
recién aislados de un coral, de tal modo que la no variacion en secuencias de
ITS podria ocultar una posible variacidén genética de las especies contenidas
dentro del coral (LaJeunesse 2002).

Adicionalmente, la coloracion de la colonia puede estar relacionada con la
susceptibilidad a la temperatura elevada. Dove (2004) demostré que los
pigmentos del coral son fotoprotectivos a temperaturas normales o menores a
<32°C, pero este autor observd que la pérdida de simbiontes y la reduccion de
Fv/Fm al ser expuestos a temperatura elevada fue mas severa en los morfotipos
azulados muy pigmentados que en aquellos morfotipos menos pigmentados de
Acropora aspera, resultando en la eventual muerte de esas colonias. Estas
observaciones pueden estar relacionadas con las publicadas por Fabricius
(2006) que encontré que colonias oscuras a alta irradianza y menor flujo de agua
eran 1.5°C mas calientes que la temperatura del agua del ambiente. Por lo tanto
la coloracion de la colonia puede estar modificando la temperatura
microambiental de tal modo que el dinoflagelado simbionte se aclimata a esa

condicion, involucrando un gasto energético diferencial.
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2. Componentes genéticos y ambientales que determinan la
temperatura de fusion de la membrana fotosintética.

Como observamos con los dinoflagelados recién aislados de coral,
podemos detectar diferencias en la temperatura de fusién de la membrana
fotosintética y relacionarlo con la susceptibilidad térmica, sin embargo no es
posible de este modo definir los factores genéticos o ambientales que
determinan la fluidez de la membrana. Es por ello que para separar los
componentes genéticos de los ambientales se hicieron dos tipos de ensayos con
cultivos de un mismo filotipo; en el primero, los cultivos permanecieron en
iguales condiciones de temperatura y luz para observar la variacion en la fluidez
de la membrana debido a diferencias genéticas. En el segundo, se utilizaron los
dos filotipos que presentaron una menor temperatura de fusién de la membrana
fotosintética Symbiodinium sp. (A1) y Symbiodinium sp. (C1), creciéndolas a dos
temperaturas para evaluar el efecto de la alta temperatura de crecimiento (31 °C)
en la fluidez de la membrana fotosintética.

Los resultados mostraron diferencias significativas en la temperatura de
fusién de la membrana fotosintética entre los diversos tipos de dinoflagelados
estudiados (Fig. 3). Estas diferencias abarcan un rango de sensibilidad de
alrededor de 4.5° C entre filotipos; y dado que todas se crecieron bajo las
mismas condiciones de luz y temperatura, podemos decir que estas diferencias
son genéticas. Estas diferencias se relacionan con la caida de Fv/Fm en el
tiempo a alta temperatura (35 °C). En los extremos se determiné para S. pilosum
y S. kawagutii una temperatura de fusién fue de 37.7° C y 41.1° C, resultados
consistentes con las observaciones realizadas por Iglesias-Prieto (sin publicar)
de la temperatura Optima de crecimiento para estos filotipos siendo de 26°C vy
28°C respectivamente. Por lo tanto es muy probable que la sensibilidad térmica
de la membrana fotosintética sea un factor que determina el rango 6ptimo de
temperatura en la que un organismo puede vivir. Considerando que la mayoria
de los corales viven cerca de su limite superior de temperatura cuando nos
referimos a aquellas temperaturas que se alcanzan en verano, es de esperar

que pequenos incrementos en la temperatura media del verano pudieran afectar
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fuertemente las poblaciones de las algas simbiontes, y por tanto a los
organismos hospederos. Dado que la sensibilidad térmica de las algas
simbiontes varia dependiendo de la especie, la observacién de blanqueamiento
diferencial podria explicarse al menos en parte por estas diferencias, como se
habia propuesto con anterioridad (lglesias-Prieto y Trench 1997), en particular
considerando los resultados obtenidos que indican que la temperatura de fusion
de membranas fotosintéticas varia hasta en 4.5°C.

Podemos observar que la respuesta de clonas genéticamente distintas
que son sensibles a la temperatura son similares en cuanto a ajustarse a la
temperatura a la que estan creciendo. Estas observaciones concuerdan con lo
que se ha reportado por varios autores donde observaron que la respuesta al
estrés por alta temperatura es tan variable entre especies de diferentes clados
como dentro del mismo clado. Por ejemplo, Tchernov et al. 2004 observaron que
la sensibilidad térmica no esta relacionada filogenéticamente, hipotetizando que
algunos clados fueron perdiendo esta capacidad de aclimatarse
independientemente, o que esta capacidad se selecciono multiples veces en
linajes independientes. Robinson y Warner (2006) observaron también una
sensibilidad diferencial a la temperatura, encontrando que los dinoflagelados
simbiontes clado B1 y A1.1 son sensibles a la alta temperatura, mientras que A1
y F2 son tolerantes con diferentes estrategias. Por lo tanto, es posible que las
rutas metabdlicas que utilizan los dinoflagelados para aclimatarse a la alta

temperatura sean diferentes involucrando asi un gasto energético diferencial.

2.2 Componentes ambientales de la temperatura de fusion de la membrana

fotosintética

En los cultivos crecidos a temperatura ambiente observamos que la
temperatura de fusién es menor que en los cultivos que crecieron a 31° C. Por lo
tanto, podemos concluir que la temperatura de crecimiento es un factor
ambiental que puede modificar la temperatura de fusién de la membrana

fotosintética.
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En un trabajo realizado por Aminaka y colaboradores (2006) en la
cianobacteria Synechocystis sp. al comparar la temperatura de fusion de
membrana (después de incubaciones de 5 minutos), en cultivos crecidos a 25°C
y 35°C no observaron un aclimatacion de la membrana fotosintética a la alta
temperatura de crecimiento. Esto puede explicarse si consideramos que
Synechocystis sp. habita en un amplio rango de temperatura que varia diurna y
estacionalmente a diferencia de un organismo arrecifal. En un arrecife coralino
como el de Puerto Morelos, Quintana Roo, la temperatura varia anualmente
relativo al promedio alrededor de 5°C, (a 10 m de profundidad, Ruiz R. sin
publicar) a 6.3°C (temperatura superficial, Merino y Otero, 1983). Adicionalmente
se considera que los corales viven cerca de su limite térmico (Hoegh-Guldberg,
1999). Esto puede explicar porque en Symbiodinium vemos diferencias en la
temperatura de fusion de la membrana fotosintética, que en Synechocystis sp.
no se observan. Adicionalmente, la modificacion de la temperatura de fusién
dependiendo de la temperatura de cultivo, es indicativo de un proceso de
aclimataciéon, que de acuerdo a los resultados obtenidos es diferente para cada
especie de dinoflagelado simbionte. Las implicaciones de esta habilidad
diferencial podrian traducirse en una susceptibilidad térmica de diferentes
conjuntos coral-dinoflagelado y contribuir a explicar las diferencias de

blanqueamiento de corales que se observan en un arrecife.

3. Caracterizacion de acidos grasos de células completas y de

membranas fotosintéticas de dinoflagelados simbiontes

3.3 Composicién de acidos grasos totales de células completas

Comparando con trabajos anteriores realizados con dinoflagelados recién
aislados de Pocillopora damicornis y Montastrea curta y dinoflagelados en cultivo
de Gymnodinium microadriaticum, Amphidinium klebsi y A. carterae (Bishop vy
Kendrick 1980) encontramos que todas las muestras presentaron una
abundancia similar en C16:0, que es un acido graso considerado “de relleno”
(“bulk™) (Voet y Voet 1990), que en plantas va de 22.4 a 42.7% de abundancia

relativa. Es posible que éste no fuera tan variable dada su funciéon. Para C18:0
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observamos que es mas del doble de abundante para los cultivos en este
estudio (20.1-21.1%) comparado con las de los trabajos mencionados
anteriormente (1.7 a 8.7%). El acido graso C18:1 fue igualmente abundante que
lo observado en Amphidinium klebsi (15.3 a 20.7%) pero mucho mas abundante
que lo reportado para los otros dinoflagelados (0.3 a 6.9%). Para C18:2
observamos que en Symbiodinium sp. (A1) es mas abundante que en
Symbiodinium sp. (C1) (3.2% contra 5.3%) pero estas diferencias no fueron
significativas, y los otros dinoflagelados se encuentran por debajo de estos
valores (0.2 a 2.6%) por lo que quiza se encuentra en el rango normal de
variacion. El caso de C18:3 es interesante, ya que de entrada los filotipos de
este estudio fueron significativamente diferentes; Symbiodinium sp. (A1) tuvo
4.7% y Symbiodinium sp. (C1) tuvo 14.2%, podemos observar que simbiontes de
Pocillopora damicornis, Symbiodinium microadriaticum y Amphidinium carterae
fueron mas similares a Symbiodinium sp. (A1) y simbiontes de Montastrea curta
y Amphidinium klebsii fueron mas similares a Symbiodinium sp. (C1). Para el
caso de C18:4 igualmente observamos diferencias significativas entre
Symbiodinium sp. (A1) (9.7%) y Symbiodinium sp. (C1) (4.9%) podemos
observar que fueron diferentes también entre las especies del trabajo citado
siendo mayor su abundancia principalmente en Amphidinium carterae (34%),
Amphidinium klebsii (26.4%) y en simbiontes de Pocillopora damicornis (41.9%).
Y finalmente comparando C22:6, encontramos que en todos los casos la
abundancia fue menor en nuestras observaciones (Symbiodinium sp. (A1)
(7.1%) y Symbiodinium sp. (C1) (4.5%)) comparando contra la variacion que se
reporta esta entre 10.1% y 20.9%.

Los acidos grasos poli-insaturados C18:4, C18:5, C22:5 y C22:6 se
consideran comunes en dinoflagelados y se han sugerido que pueden
emplearse como marcadores del grupo (Bishop y Kenrick 1980, Zhukova vy
Titlyanov 2003, Papina et al. 2003, Mooney et al. 2007). Estudios que
consideran la composicion de acidos grasos de diversos Ordenes de
dinoflagelados de vida libre, sugirieron que el acido graso C18:5 podria tener

algun valor taxonémico ya que es uno de los mas abundantes en glicolipidos
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asociados al cloroplasto (11.9 a 48.6%, Leblond y Chapman 1999). Dado que
este acido graso se localiza exclusivamente en el cloroplasto, su abundancia
relativa podria haberse enmascarado en nuestras muestras ya que estas
extracciones se hicieron de células completas. En extracciones de fosfolipidos
que se considera provienen en su mayoria de membranas no cloroplasticas, la
abundancia de C18:5 es significativamente menor (2 a 11%) que en los
glicerolipidos (Leblond y Chapmann 1999). Otra posibilidad es que en
dinoflagelados simbiontes su abundancia sea reducida, ya que por ejemplo
Papina et al (2003) quienes examinaron la composicién de acidos grasos del
dinoflagelado simbionte del coral Pocillopora daminocornis, tampoco detectaron
C18:5.

Todas estas diferencias en abundancia relativa de acidos grasos son
probablemente un reflejo tanto de las condiciones de cultivo que se emplearon,
como de la metodologia de extraccion. Para este estudio sabemos que la
metodologia de extraccion fue suficientemente confiable, ya que se emplearon 3
métodos diferentes obteniendo los mismos resultados en todos los casos,
eligiendo el que resultaba en un mayor rendimiento. En el caso de este trabajo
no se utilizé un marcador C18:5 por lo que no podemos excluir que este acido
graso este presente o ausente.

En lo referente a acidos grasos insaturados, los resultados obtenidos nos
permitieron inferir que la A6-desaturasa (que desatura acidos grasos trioicos
como C18:3 a C18:4) tiene una actividad significativamente diferente entre
ambos filotipos (Fig. 10) siendo mayor en Symbiodinium sp. (A1) (69.2)
comparada con Symbiodinium sp. (C1) (25.2). Calculando estos valores con las
especies del trabajo de Bishop y Kendrick (1980) encontramos que los valores
van de 52.8 a 93.1 por lo que podemos inferir que la actividad de esta enzima es
variable. Para las cepas utilizadas en Tchernov et al. (2004) la actividad inferida
de esta desaturasa es poco variable entre cepas tolerantes y sensibles a la

temperatura, teniendo un valor de 70.6 a 99.6.
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3.4 Composicion de acidos grasos totales de cloroplastos

Cabe destacar que este es el primer trabajo donde se hace un esfuerzo
por describir la composicién de acidos grasos de las membranas fotosintéticas
en dinoflagelados.

En plantas se ha observado que las membranas del cloroplasto tienen
una composicion de acidos grasos inusual, una de ellas es la alta saturacién de
los acidos grasos (80% de ellos saturados) (Harwood 1998) conteniendo altos
niveles de C16:3 y C18:3. Pero en plantas no se observan los acidos grasos
tipicos de dinoflagleados como C18:4 y C18:5 ni de cadena larga, lo que puede
explicar las diferencias en abundancia observadas entre plantas y dinoflagelados
simbiontes.

Buscando diferencias entre los dos filotipos con temperatura de fusién de
la membrana fotosintética mas bajos, encontramos que la saturacion no parece
ser un factor que muestre diferencias sin embargo la elongacion si parece
importante. Sin embargo estas diferencias no se reflejan en una fluidez
diferencial de la membrana fotosintética ya que aparentemente estas diferencias

en la composicion resultan en una fluidez similar de la membrana fotosintética.

3.3 Composicion de acidos grasos totales: diferencias entre célula

completay cloroplasto

Con el fin de aislar el efecto de la temperatura sobre las membranas del
cloroplasto del efecto sobre las membranas celulares, se compard la
composicidon de los &cidos grasos en cada instancia. No se observaron
diferencias significativas entre los acidos grasos de la célula completa de y la
fraccidon enriquecida de cloroplastos para Symbiodinium sp. (C1).

Para el caso de Symbiodinium sp. (A1) se observaron diferencias
significativas en el acido graso C16:0 Estas diferencias pueden deberse a que el
acido graso C16:0 se produce en el cloroplasto, y que este filotipo en particular
esté retendiéndolo en mayor cantidad en el cloroplasto. Es este mismo filotipo,
se detectd abundancia significativamente mayor de C18:1 cis en la célula

completa comparada con la fraccion enriquecida de cloroplastos. Por lo tanto,
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podemos observar que hay diferencias en la isomerizacién de este acido graso,
factor que se ha observado cambia la configuracion de la membrana.

Finalmente cabe destacar que si observamos solo los analisis para
Symbiodinium sp. (C1) podriamos concluir que un analisis de la célula completa
puede ser suficiente para aproximarlo a la composicién de la membrana del
cloroplasto. Sin embargo, esto no es verdad para Symbiodinium sp. (A1), por lo
que los analisis de ceélulas completa resultaron no ser una buena aproximacion
de la composicion de acidos grasos de la membrana fotosintética en todos los
filotipos para poder relacionarlo con la fluidez de la membrana fotosintética. Esto
resulta de suma importancia cuando la herramienta para determinar un
desacoplamiento de la fotosintesis dependiente de la temperatura es la
fluorescencia maxima de la cosecha cuantica del fotosistema Il, como es el caso
de este estudio. Es decir, que solo cambios en la composicién de acidos grasos
del cloroplasto podrian estar relacionados con una sensibilidad térmica del

aparato fotosintético.

4. Efecto de la temperatura de crecimiento en la composicion de
acidos grasos

Para Symbiodinium sp. (A1) es interesante que solamente se detectaron
diferencias significativas dependientes de la temperatura en la abundancia
relativa de los acidos grasos poli-insaturados C18:3 y C18:4 cuando se
consideraron las membranas celulares sin fraccionar pero estas diferencias no
se mantienen para la composicion de la fraccion enriquecida de cloroplastos. La
desaturacion entonces podria ser una estrategia que emplean las células para
mantener la fluidez de sus membranas, pero no en membranas del cloroplasto,
siendo igualmente factible que estos acidos grasos no contribuyan a los cambios
observados en la fluidez de la membrana del cloroplasto. Para las células
completas se observaron diferencias significativas en el indice relativo de
alargamiento, aumentando al crecer a 31°C aumentandose los acidos grasos
C18 y disminuyéndose C16 y C22, al crecer a 31°C. Esta relaciéon se mantiene

cuando analizamos la fraccién enriquecida en membranas de cloroplasto, donde
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el indice de alargamiento y la longitud de los acidos grasos cambiaron
significativamente entre las células crecidas a 24°C vy las crecidas a 31°C por lo
que es posible que el alargamiento de los acidos grasos si esté contribuyendo a
modificar de la fluidez de la membrana. En particular se observd una
acumulacion de acidos grasos de cadena C18 llegando a constituir cerca del
60%, lo que podria deberse a una mayor actividad de alargamiento a partir de
acidos grasos C16, y/o a una disminucién en el alargamiento de cadenas C18
hasta C22. De cualquier modo, la acumulacion de C18 en las membranas
fotosintéticas es lo que podria haber contribuido a modificar la fluidez de la
membrana cuando la temperatura de crecimiento fue de 31°C, al aumentar la
temperatura de fusién en comparacion con la que tendria una membrana en la
que los acidos grasos C16 son mas abundantes.

Para el caso de Symbiodinium sp. (C1), no se observaron diferencias
significativas entre los acidos grasos de la célula completa ni en la fraccién
enriquecida de cloroplastos con respecto a la temperatura de crecimiento. No se
observaron diferencias significativas en los indices que infieren actividad de
desaturasas, ni en la célula completa ni en la fraccion enriquecida de
membranas de cloroplasto. Sin embargo, se observaron diferencias significativas
en el indice de alargamiento que sugiere actividad de elongasas en la célula
completa, disminuyendo cuando los cultivos crecieron a 31°C encontrandose
una disminucion de los acidos grasos C18 y aumento de C16 y C22, al crecer a
31°C.

Se observé en membranas de células completas una disminucién de los
acidos grasos C18 y aumento de C16 y C22, al crecer a 31°C. Estos resultados
indican un efecto contrario al observado en Symbiodinium sp. (A1). El hecho de
que las membranas de la fraccion enriquecida en cloroplastos en Symbiodinium
sp. (C3) no hayan mostrado cambios significativos en la longitud de acidos
grasos, podria ser indicativo de una inhabilidad de responder a la mayor
temperatura de crecimiento, y por tanto explicar al menos en parte la mayor
susceptibilidad a la temperatura que se observo en las curvas de fusién de la

membrana fotosintética para este dinoflagelado.
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En otros estudios, analizando el efecto de la temperatura sobre la
composicién de acidos grasos tanto en dinoflagelados simbiontes como en el
coral, Papina et al. (2007) concluyeron que los efectos de la temperatura
elevada fueron mucho mayores en el coral. En dinoflagelados simbiontes solo
observaron diferencias en los acidos grasos C18:2 y C22:5, disminuyendo y
aumentando en el tiempo, respectivamente. Sin embargo, esto resulta
sorprendente ya que indican un aumento en la sintesis de grasos poli-
insaturados a mayor temperatura de crecimiento. Adicionalmente, Tchernov vy
colaboradores (2004) emplearon el cociente C18:1/C18:4 como indicador de la
susceptibilidad térmica de las membranas, observando que para cepas Yy
dinoflagelados recién aislados que son sensibles a la temperatura, el valor es
menor a 0.5 (0.24 a 0.46), mientras que las tolerantes a la temperatura tuvieron
un valor mayor a 0.5 (de 0.87 a 3.42). Si calculamos este cociente en células
completas, para Symbiodinium sp. (A1) se tiene un valor de 1.05 y
Symbiodinium sp. (C1) de 2.07 lo cual no concuerda con los valores propuestos
para cepas termo-sensibles. Esto puede indicarnos que los procesos que
determinan la sensibilidad térmica del aparato fotosintético de las especies son
complejos y que en todo caso seria necesario considerar un mayor numero de
especies para encontrar generalizaciones asi como tomar en cuenta diferentes
estrategias que pueden afectar la estabilidad de la membrana fotosintética.

En cuanto a la composicon de isomeros de C18 encontramos diferencias
en la proporcién de C18:1 cis y trans para ambos filotipos. Para Symbiodinium
sp. (A1) encontramos que al crecer a 31°C disminuyen los acidos grasos cis
C18:1(n-7c) y C18:1(n-9c), y aumenta la forma trans de C18:1(n-9t) en células
completas y en la fraccion enriquecida de membranas de cloroplasto mientras
que para Symbiodinium sp. (C1) encontramos lo opuesto, que al crecer a 31°C
se aumentan los acidos grasos cis C18:1(n-7c) y C18:1(n-9c), disminuyendo la
forma trans de C18:1(n-9t) en células completas.

Por lo tanto, solo las diferencias de alargamiento e isomerizacion se
observaron tanto en células completas como en cloroplastos y el efecto fue

contrario para cada filotipo. En el caso del alargamiento de los acidos grasos,
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una cadena mas larga disminuye la fluidez de la membrana. Para la
isomerizacion, el acido graso C18:1 trans adquiere una configuracion similar a
C18:0, por lo que el efecto sobre la fluidez de la membrana seria analogo al de
la saturacion, es decir, disminuye la fluidez de la membrana. En cuanto a la
saturacion es posible que no se observen diferencias ya que la saturacién se
lleva a cabo en el reticulo endoplasmico y que estos &acidos grasos se
mantengan fuera del cloroplasto.

El hecho de que efecto de la temperatura tuviera estrategias opuestas
para estos dos filotipos puede indicar que:

1. En el caso de estos dos filotipos, el alargamiento de los acidos grasos
tiene un efecto contrario, de tal modo que el aumento en C18 y
disminucién de C16 y C22 tienen un efecto equivalente a la disminucion
de C18 y aumento de C16 y C22. Por lo tanto el efecto de la
isomerizacién podria ser lo que define las diferencias en el aumento de la
temperatura de fusion de la membrana fotosintética a alta temperatura de
crecimiento.

2. El alargamiento y la isomerizacién tienen efectos contrarios que en estos
casos se anulan sin tener un efecto real en la fluidez de la membrana,
siendo que las diferencias observadas como efecto de la alta temperatura
de crecimiento se deban a otros mecanismos que no son el alargamiento

y la isomerizacion.

Adicionalmente, observamos que el cultivo de Symbiodinium sp. (A1)
creciendo a alta temperatura (31°C) después de 20 dias de exposicion, murid a
diferencia de Symbiodinium sp. (C3) que se mantuvo funcional. Asi que en
nuestros resultados las diferencias observadas pueden deberse a un efecto de
la alta temperatura donde hay una degradacion de proteinas o enzimas
modificandose asi la composicion de acidos grasos, o un efecto de aclimatacion
a la alta temperatura o una combinacion de ambos. La composicion de acidos
grasos de las membranas fotosintéticas parece determinar en cierta medida la

fluidez y por tanto la temperatura de fusién de las mismas. Symbiodinium sp.
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(A1) modifico la composicion de acidos grasos de sus membranas, logrando
disminuir su fluidez y aumentar su temperatura de fusién, mientras que
Symbiodinium sp. (C3) parece no haber seguido esta estrategia tal vez porque
31°C no es una temperatura que compromete su sobrevivencia.

Resumiendo, podemos sugerir que otros factores no analizados en este
trabajo que pueden estar afectando la fluidez de la membrana podrian incluir la
composicién de las cabezas de los acidos grasos y otro tipo de moléculas
embebidas en la membrana como esteroles (McKersie y Thompson 1979).
Adicionalmente, las membranas bioldgicas estan compuestas de proteinas
(oscilando en proporciones 1:1 lipido:proteina, hasta 1:3 lipido:proteina) vy
carbohidratos (Voet y Voet 1999) por lo que es posible que los acidos grasos no
sean el unico factor determinante de la fluidez de la membrana. Leggat et al.
(2007b) trabajando con un simbionte clado (C3) de Acropora aspera,
identificaron diferentes genes expresandose en temperatura elevada, cambios
de luz y de CO2, encontrando 16 posibles genes expresandose, correspondiente
al 2.6% de las secuencias obtenidas, por lo que es posible que haya diversos
factores modificando la fluidez de la membrana, adicionales a los estudiados en
este trabajo.

Adicionalmente se ha demostrado que la luz es un factor que puede
modificar la composicion de lipidos de las membranas tanto en plantas como en
cianobacterias. En algas unicelulares como Porphyridium cruentum, Chlorella
sp., Chlorella pyrenoidosa, Synechocystis sp., Dunaliella salina vy
Chlamydomonas reinhardtii, se ha observado que en general la luz induce la
introduccién de dobles enlaces en la posicion ®3 como respuesta rapida al
presencia de luz (Klyachko-Gurvicha et al. 1999). En el caso de Synechocystis
sp. se ha observado que la expresion de la A6 y A12 desaturasas aumenta con
la presencia de luz (Kis et al. 1998). Las respuestas observadas por estos
autores son similares a las que ocurren cuando hay una disminucion en la
temperatura de crecimiento (Los y Murata, 1998). En dinoflagelados simbiontes
existen solo un par de estudios que han detectado diferencias asociadas a las

condiciones luminicas (Zhukova y Titlyanov 2006, Papina et al 2007). Se
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requiere estudiar a mayor detalle este factor para separar el componente
genético del ambiental, ya que en ambos trabajos no se determiné la identidad
genética del dinoflagelado simbionte por lo que queda por explorar si estos
cambios se deben a un cambio en las poblaciones de dinoflagelados simbiontes
0 a cambios en la composicion de acidos grasos solamente. Es importante
explorar en un futuro el efecto de la luz en la composicion de acidos grasos ya
que en los eventos de blanqueamiento, la luz aumenta debido a la baja en la
densidad de células simbiontes (Enriquez et al. 2005) y el efecto del incremento
en la luz incidente puede desencadenar respuestas en los acidos grasos, que de
acuerdo a la literatura parecen opuestas al efecto del incremento en
temperatura.

Los resultados en su conjunto sugieren que se requiere un analisis mas
completo que incluya otros componentes de las membranas fotosintéticas y
mayor numero de especies estudiadas para encontrar una generalizacion, en
caso de que exista. Aunque por lo comparado con otros trabajos parece que la
estrategia es compleja y variable de acuerdo a dependiente del filotipo. Algunos
autores han propuesto que la tolerancia térmica es especifica del clado al que
pertenece el dinoflagelado simbionte (Baker et al. 2004, Garren et al. 2006),
proponiendo que los simbiontes pertenecientes al clado D son resistentes a altas
temperaturas. Se ha observado dos cepas de Prochlorococcus cuya identidad
de la secuencia ribosomal es de 97% (Rocap et al. 2003), habitan diferentes
nichos ecologicos. En cultivos de Symbiodinium de un mismo clado, la variacién
genética de esta region es de 2 a 4% (Sotka y Thacker 2005), por lo que las
diferencias genéticas funcionales entre Symbiodium del mismo clado pueden ser
similares a aquellas observadas en Prochlorococcus. Estas observaciones
coinciden con este trabajo donde encontramos diferencias en la temperatura de
fusién de la membrana fotosintética de dos cultivos pertenecientes al mismo
clado (Symbiodinium sp. (A1) y S. pilosum (A2)).

En cuanto a las implicaciones de la composicion de los acidos grasos y el
blanqueamiento, sabemos que la luz elevada es un factor adicional involucrado,

generando especies reactivas de oxigeno (Lesser 1997); se ha descrito que el
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estrés luminico genera dafio oxidativo en acidos grasos polinsaturados de los
tilacoides (Niyogi 1999), la observacion de que la alta temperatura de
crecimiento genera menor cantidad de acidos grasos poli-insaturados puede ser
un factor que este mayormente relacionado a prevenir este dafio que a contribuir
a incrementar la fluidez de la membrana.

Sin embargo se sabe que los &cidos grasos poli-insaturados son
requeridos para el proceso de maduracion de la proteina D1 (que es parte del
complejo separador de agua) del fotosistema Il (Gombos y Murata 1998). Por lo
tanto la saturacion juega un papel importante en el blanqueamiento del coral ya
que el organismo esta sujeto a diversos procesos cuyo resultado puede ser
opuesto, es decir, en general disminuir la saturacion de acidos grasos al
aumento de temperatura, aumentar la saturacion al aumentar la luz, y aumentar
la saturacién para la maduracion de la proteina D1.

Cabe destacar que Symbiodinium sp. (A1) mostré en general mayores
cambios en su composicion de acidos grasos, lo que implica mayores
requerimientos energéticos para llevar a cabo esta aclimatacion o un mayor
dafo por la alta temperatura. En el caso de la aclimatacién, es posible que estos
requerimientos eviten que los dinoflagelados mantengan su aporte energético al
hospedero en igual nivel, o que se afecte su adecuacion para competir con los
otros dinoflagelados presentes en el coral, como se ha podido observar en otras
especies (Leroi et al. 1994). En cualquiera de los dos casos, una hipotesis es
que el resultado de estos cambios en la composicion de acidos grasos sea la
ruptura de esta simbiosis, sin embargo seria importante realizar estos mismos
analisis en corales intactos para poder explorar estas opciones.

Es importante resaltar que hace falta un analisis mas a fondo, ya que
diversos autores (Takahashi et al. 2008, Venn et al. 2008) han considerado,
basandose en las observaciones de Tchernov et al. (2004), que la saturacion de
los acidos grasos es uno de los factores determinantes para el blanqueamiento
del coral. Este trabajo no confirma las observaciones realizadas por estos

autores, e indican fuertemente que el grado de saturacién de los acidos grasos
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de las membranas celulares podria no ser el mejor indicador ni el unico factor
involucrado en la sensibilidad térmica del aparato fotosintético.

Finalmente es importante destacar que diversos autores coinciden en que
el incremento en los eventos de blanqueamiento sugiere que la tasa de
aclimatacién no podra coincidir con la tasa de incremento de la temperatura
(Hoegh-Guldberg 1999, Sotka y Thacker 2005 entre otros). Aun cuando en este
trabajo se observd una posible aclimatacidon, parece ser que ésta aclimatacion
es limitada al estar también acompafada de dafo por la alta temperatura, por lo
tanto una aclimatacion efectiva en el panorama del calentamiento global no

parece posible.
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Conclusiones

e Los dinoflagelados simbiontes presentaron una temperatura de fusion de
sus membranas fotosintéticas diferente para cada filotipo.

e La temperatura de fusion de la membrana fotosintética pudo relacionarse
con la sensibilidad térmica del aparato fotosintético en los dinoflagelados
simbiontes, observada como la caida de la eficiencia de separacion de
carga del fotosistema Il (Fv/Fm).

e La sensibilidad térmica de la membrana fotosintética parece estar
relacionada con la temperatura 6ptima de crecimiento.

e La temperatura de fusion de la membrana fotosintética en dinoflagelados
simbiontes tiene un fuerte componente genético que la determina,
observandose 4.5° C de diferencia entre los filotipos cultivados en iguales
condiciones de luz y temperatura.

e Aunque Symbiodinium sp. (Al) y Symbiodinium sp. (Cl) tienen una
composicién de acidos grasos diferente, esta diferencia no se refleja
como una fluidez diferencial de la membrana fotosintética a 24°C.

e Al deducir y comparar la actividad de enzimas que modifican a los acidos
grasos en membranas celulares entre los filotipos estudiados, solo las
diferencias de alargamiento e isomerizacion se observaron tanto en
membranas de células completas como en la fraccion enriquecida en
membranas del cloroplasto y el efecto fue contrario para cada filotipo.

e La temperatura de crecimiento es un factor ambiental que puede
modificar la temperatura de fusion de la membrana fotosintética. La
respuesta a este factor mantiene un componente genético.

e Los andlisis de la composicion de acidos grasos de células completas no
son una buena aproximacion cuando se busca medir el efecto de la
temperatura empleando como indicador la eficiencia de separacion de
carga del fotosistema I, Fv/Fm.

e En Symbiodinium sp. (Al) pareciera que la desaturacion es importante

para regular la fluidez de la membrana a alta temperatura. Sin embargo
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estas diferencias no se mantienen en la fraccion enriquecida de
membranas de cloroplasto en donde el alargamiento de los acidos grasos
parece ser mas importante.

El grado de saturacion de los acidos grasos de las membranas celulares
podria no ser el mejor indicador ni el Unico factor involucrado en la
sensibilidad térmica.

Las diferencias observadas en la composicion de acidos grasos de
membranas de células completas y de cloroplastos, crecidos a una
temperatura de 31°C, parecen relacionarse con una fluidez diferencial de
la membrana fotosintética, e indican una respuesta diferente para cada
simbionte.

Symbiodinium sp. (Al) parece tener un rango de tolerancia a la
temperatura mas estrecho que Symbiodinium sp. (C1).
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Anexos

Protocolo de extraccion de acidos grasos

1. Tomar el volumen de células completas o de fraccidn que contenga 0.5mg de
clorofila a.

2. Agregar 25ul de estandar interno (C17:0) diluido a 1mg/ml.

3. Aforar a 500ul con solucién salina

4. Agregar 1ml de metanol con BHT (0.002%), vortexear, 2 ml de cloroformo,
vortexear y dejar tapado en agitacion durante 12 horas.

5. Centrifugar a 3,000 rpm durante 2 minutos

6. Transferir la fase de abajo con una pipeta pasteur a un tubo limpio

7. Reextraer acidos grasos que resten en la fase de arriba dos veces mas.

8. Al extracto agregar 200ul de metanol con BHT (0.002%) y vortexear, debe
verse transparente, si no agregar mas metanol con BHT (0.002%)

9. Agregar 1/10 de volumen de sulfato de sodio anhidrocristal (NaxSO,),
vortexear

10. Transferir el extracto por una pipeta con un filtro de algodén a un tubo limpio
11.Evaporar el extracto con nitrégeno gas.

12.Derivatizar agregando 100ul de tolueno, mezclar, 1860ml de metanol,
mezclar y 40ml de acido sulfhidrico, mezclar y tapar.

13.Poner en el horno a 90°C durante 2 horas, revisar continuamente evitando
que se evapore.

14.Poner en hielo.

15.Agregar 1ml de NaCl 5% y 2ml de hexano, vortexear durante 30 segundos,
dejar reposar 5 minutos

16. Transferir la fase de arriba a un tubo limpio

17.Repetir la extraccion a la fase de abajo

18. Transferir la fase de arriba al tubo limpio

19. Evaporar con nitrogeno gas

20.Tapar los tubos herméticamente y guardar a -20°C
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Tabla 1. Porcentaje de acidos grasos identificados de las células
completas crecidas a diferentes cultivadas a 24°C y 31°C.

(AGS= Acido Graso Saturado, AGMI= Acido Graso Monoinsaturado, AGPI=

Acido Graso Poliinsaturado)

2C18 62.4
>C22 5.3

5.3 57.2
0.8 7.7

3.4 55.7
2.0 7.4

2.1 66.6
0.9 3.1

4.2
1.6

Symbiodinium sp. (C1) Symbiodinium sp. (A1)
Acido Graso 24°C 31°C 24°C 31°C
C16:0 30.0 + 3.9 328 + 1.7 348 + 1.2 273 + 24
C16:1 (n-9) 21 + 07 26 + 0.6 1.8 + 0.1 30 £ 12
C18:0 199 + 1.7 179 + 24 209 + 15 222 + 1.2
C18:1 (n-9t) 47 + 1.9 3.7 £ 20 3.1 £ 26 7.3 £ 0.6
C18:1 (n-9c) 11.1 + 3.8 10.8 + 3.8 10.2 + 2.8 89 + 2.0
C18:1 (n-7c) 47 + 14 42 + 0.9 20 £ 0.7 26 £ 0.9
C18:2 (n-9) 31 £ 27 25 + 0.5 53 + 24 25 + 12
C18:3 (n-9) 140 £ 1.8 121 £ 4.9 46 + 3.2 228 + 44
C20:1 0.2 £ 0.1 02 + 0.1 0.2 £ 0.3 0.1 £ 0.0
C18:4 49 + 25 6.0 £+ 1.8 9.7 + 1.8 44 + 0.6
C22:5 (n-3) 08 + 04 0.7 + 0.3 0.3 + 0.2 04 + 0.0
C22:6 (n-3) 44 + 1.2 7.0 £ 21 71 £ 0.7 27 + 1.6
AGS 499 + 53 50.7 £ 4.0 55.7 £+ 0.5 494 + 35
AGMI 228 + 49 215 £+ 50 173 £+ 54 219 + 1.8
AGPI 273 + 04 284 + 57 27.0 £+ 56 286 + 52
A9-desaturasa (16) 6.4 = 14 73 £ 16 50 £ 0.2 99 + 38
A9-desaturasa (18) 355 + 9.2 372 £ 95 325 £ 75 284 + 3.8
A15-desaturasa 748 + 6.9 73.3 = 6.7 66.1 £ 15.3 86.3 + 84
AB-desaturasa 252 + 119 342 + 118 69.2 + 14.8 206 £ 7.9
A4/A5 desaturasa 71 + 3.8 0.8 £ 0.6 91 £ 7.1 25 £ 17
Elongasa 434 + 46 376 £ 3.7 395 £+ 41 494 + 19
>C16 321 + 47 354 + 1.7 36.6 + 1.3 30.3 + 25

+ t t t

* + + +
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Tabla 2. Porcentaje de acidos grasos identificados de la fraccion
enriquecida de cloroplastos obtenida de cultivos crecidos a
24°Cy 31°C

(AGS= Acido Graso Saturado, AGMI= Acido Graso Monoinsaturado, AGPI=

Acido Graso Poliinsaturado)

Symbiodinium sp. (C1) Symbiodinium sp. (Al)

Acido Graso 24°C 31°C 24°C 31°C

C16:0 326 + 2.8 346 + 2.8 40.7 £ 47 351 + 24
C16:1 (n-9) 22 + 04 248 + 0.5 25 £ 0.5 1.8 £+ 0.2
C18:0 214 + 2.7 206 + 2.0 202 £+ 23 21.0 £+ 1.8
C18:1 (n-9t) 6.0 £ 2.9 351 + 16 1.8 £+ 11 53 + 23
C18:1 (n-9c) 10.7 £ 0.5 732 + 1.2 51 £ 1.0 9.7 + 1.1
C18:1 (n-7) 52 £ 04 514 + 1.0 28 £ 0.9 26 + 13
C18:2 (n-9) 28 £+ 1.6 239 + 0.8 1.5 £ 0.5 32 £ 15
C18:3 (n-9) 85 + 3.2 9.12 + 3.6 48 £+ 1.4 81 £ 45
C20:1 01 £ 0.0 02 + 0.2 01 £ 0.1 0.1 £ 0.0
c18:4 54 £+ 17 779 + 35 104 + 3.9 83 + 3.5
c22:5 (n-3) 04 £ 0.1 043 + 0.1 03 + 0.1 04 £ 0.3
c22:6 (n-3) 48 £ 2.5 6.43 + 2.9 99 + 1.9 45 + 1.7
AGS 539 + 55 552 + 29 60.8 + 6.3 56.1 + 3.2
AGMI 242 £ 3.3 18.7 £ 21 123 + 2.1 194 + 40
AGPI 219 + 6.8 262 £+ 2.7 26.8 £ 4.3 245 £ 1.5
A9-desaturasa (16) 6.3 £ 0.7 6.77 £ 1.2 59 + 1.3 48 £ 0.6
A9-desaturasa (18) 33.8 = 3.6 261 + 13 203 + 49 317 £ 45
A15-desaturasa 73.6 + 9.7 773 + 2.6 758 + 114 68.7 + 144
A6-desaturasa 416 + 17.0 48 + 209 68.1 + 58 516 = 234
A4/A5 desaturasa 906 = 44 931 + 1.9 97.2 =+ 09 895 + 11.1
Elongasa 480 + 04 43 + 41 370 £ 27 455 + 1.5
>C16 348 + 3.2 371 = 3.0 432 £ 4.7 369 + 24
>C18 599 + 23 55.9 + 53 46.5 £+ 5.8 58.1 + 3.8
>C22 52 £+ 26 6.86 £ 2.9 10.2 £ 1.8 49 + 14
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