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RESUMEN

Los dinoflagelados del género Symbiodinium pueden encontrarse en vida libre y
también en simbiosis con diversos organismos arrecifales. Los mecanismos que regulan
la simbiosis, asi como la fisiologia del dinoflagelado, deben ser mediados por diversas
vias de sefializacion. En estas vias participan proteinas adaptadoras que transducen y
amplifican las sefiales. RACK1 (Receptor for Activated C Kinase; o receptor de la cinasa
C activada 1), es una proteina adaptadora involucrada en vias de transduccion de sefales
regulando procesos como simbiosis y parasitismo. Hasta el momento no se han
identificado homologos de RACK1 en Symbiodinium; por lo tanto, y debido a su
importancia, el objetivo principal de este proyecto fue identificar y caracterizar al homdélogo
de RACKL. En este trabajo se utiliz6 a Symbiodinium sp. CasskB8, endosimbionte de la
medusa invertida Cassiopeia xamachana, como modelo de estudio. Con base a una
secuencia de EST (Expressed sequence tag) se amplifico, cloné y determiné la secuencia
codificante del homélogo de esta proteina en esta a especie de Symbiodinium al cual se
le denominé SymRACK1. La secuencia de la proteina cuenta con 942 nucleétidos y 313
amino&cidos, con un peso molecular teérico de 34.2 kDa, pl de 5.9 y presenta los 7
dominios WD-40 caracteristicos de esta familia de proteinas. La secuencia de nucle6tidos
presentd una variacién en la base 261 de citosina y timina; sin embargo, el codén traduce
para treonina. Las secuencias de aminoacidos y de nucleétidos de SymRACKL1 tienen
identidades de 58 a 85% con RACK1 de vertebrados y plantas. EI cDNA se cloné en un
vector de expresion bacteriana para obtener proteina recombinante. Anticuerpos de
conejo anti-RACK1 de humano reconocieron a SymRACK1 en condiciones nativas y
desnaturalizantes. En otros modelos RACK1 participa en procesos de proliferacién celular
y ciclo circadiano, estudios de su expresion a nivel de proteinas durante el crecimiento en
cultivo o durante el ciclo circadiano Symbiodinium sp. CasskKB8 indican que SymRACK1
cambia durante ambos procesos. Finalmente SymRACK1 se encuentra presente en
Symbiodinium sp. KB8 y podria regular mecanismos de transduccion de sefiales y el

proceso de simbiosis.



INTRODUCCION

Los dinoflagelados son eucariontes unicelulares de agua dulce y marinos que
pertenecen al superfilo Alveolata; filo Dinoflagellata; clase Dinophyceae. El género
Symbiodinium es un grupo especifico de dinoflagelados conocido también como
zooxantelas, los cuales son simbiontes intracelulares de invertebrados marinos como
Cnidaria, Mollusca, Platelminta, Porifera y Foraminifera (Stat et al., 2006). En ellos se ha
calculado que el simbionte aporta el 90% de los requerimientos energéticos al hospedero
(Muscatine & Porter, 1977) permitiéndoles vivir en ambientes con pocos nutrientes, y
haciendo de la simbiosis mutualista una de las relaciones mas importantes para los
ecosistemas marinos oligotréficos (Davies, 1993). Actualmente, Symbiodinium se han
clasificado en 9 clados (A-1) (Pochon & Gates, 2010). En este trabajo se utilizé el clado
tipo A1l de Symbiodinium sp. CassKB8; este clado es el endosimbionte predominante en
la medusa invertida Cassiopeia xamachana. Esta especie de medusa pertenece a la clase
Scyphozoa de los cnidarios y se caracteriza por requerir que Symbiodinium se establezca
para completar su ciclo de vida (Colley &Trench, 1983) el establecimiento de la simbiosis
dependera de las propiedades del simbionte y las interacciones celulares dentro del
hospedero (McAuley et al., 1982). Ademas en este simbionte se ha detectado la presencia
de moléculas de sefializacion en cultivo y en simbiosis, lo que indica que el simbionte
posiblemente secreta a estas moléculas de reconocimiento cuando se encuentra en el
hospedero (Markell et al.,, 2010). A partir de las secuencias de EST también se han
idenficado genes que se encuentran relacionados con el metabolismo del simbionte
(Bayer et al., 2012). Symbiodinium necesita responder a estimulos de su entorno a través
de mecanismos de transduccién de sefales para poder realizar simbiosis y otras
funciones que le permitan su supervivencia. Estos mecanismos han sido estudiados es
estos organismos (Davy et al., 2012) y requieren de una fina regulacién por medio de

interacciones proteina-proteina (Schenk & Snaar-Jagalska, 1999).

La proteina RACK1, ha sido descrita ampliamente en organismos eucariontes, ya
que es un mediador clave de las diversas vias de transduccion de sefiales y contribuye a
numerosos aspectos de la funcién celular (Adams et al., 2011). RACK1 ha sido
relacionada con la adecuada formacién de los simbiosomas en los nédulos de las raices
de Phaseolus vulgaris (Islas-Flores et al., 2011) y con la regulacion de procesos de

infeccibn en organismos alveolados (Kelly et al., 2003; Regmi et al., 2008). RACK1
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pertenece a la familia de proteinas con dominios WD-40 (triptéfano-aspartato), los cuales
se pliegan en una estructura de pB-propela con 7 aspas (Stebbins & Mochly-Rosen, 2001).
Esta estructura facilita la unién a otras proteinas y permite el transporte alrededor de la
célula (Paoli, 2001), ademas de ser una proteina de anclaje que permite la estabilizacion
de la actividad de otras proteinas. Adicionalmente, se sabe que participa en la regulacion
de la maquinaria ribosémica, se ha encontrado que forma parte de la subunidad 40S y
que ademas recluta a PKC (Protein kinase C) hacia el ribosoma (Ben-Shem et al., 2010;
Nilsson et al., 2004). Se ha reportado que RACKL1 interacciona con receptores de
superficie celular (McCahill et al., 2002) y con proteinas como el factor neurotréfico
derivado del cerebro (BDNF) y la proteina de andamio 14-3-3C en el nicleo (He et al.,
2010; Robles et al., 2010). En este trabajo se identific6 y caracteriz6 a la proteina
SYymRACK1 de Symbiodinium sp. La caracterizacion de SymRACK1 es un primer paso
para entender su posible funcién en la fisiologia del simbionte y en procesos relacionados
con la simbiosis, para lo cual que se requeriran estudios a nivel funcional en

Symbiodinium y en sus hospederos.



ANTECEDENTES

1. Symbiodinium Y SU CICLO DE VIDA.

Symbiodinium fue denominado originalmente como "zooxantela” y en la actualidad
se sabe que las zooxantelas son microorganismos de color amarillo-marrén que incluyen
a dinoflagelados, diatomeas, criptofitas, crisofitas (algas doradas) y rodofitas (algas rojas).
Symbiodinium se encuentra cominmente en simbiosis mutualista con una variedad de
invertebrados y hospederos protistas. (Baker, 2011). Los dinoflagelados son
microorganismos eucariotes, los cuales forman parte del plancton fotosintético y son
responsables de gran parte de la produccion primaria de los océanos, rios y lagos.
Symbiodinium pertenecen al reino Protista; superfilo alveolata; filo Dinoflagellata; clase
Dinophyceae, y comparten un ancestro comun con ciliados y apicomplexa (Leander &
Keeling, 2003). La principal caracteristica morfolégica compartida entre ellos es la
presencia de alveolos corticales que se encuentran en una capa continua de soporte en la

membrana celular (Cavalier-Smith & Chao, 2004).

Los dinoflagelados se encuentran adaptados a hbitats bénticos y pelagicos de
diversos cuerpos de agua. Se pueden identificar por su morfologia celular, su movimiento,
presencia de flagelos y por su presencia de clorofila a y ¢ (Steidinger & Tangen, 1996). A
la fecha se han identificado alrededor de 2000 especies de las cuales alrededor del 50%
se consideran fotosintéticas (Not et al.,, 2012), dentro de las que se encuentran las
especies del género Symbiodinium. Estos organismos pertenecen al orden Suessiales,
familia Symbiodiniaceae y se caracteriza por ser unicelular fototréfico, de color café-
amarillento, con una etapa no movil en forma de cocoide y también cuenta con una etapa
movil llamada mastigote (Trench & Blank, 1987). Aunque su ciclo de vida aun no es
completamente conocido, se sabe que durante la propagacién asexual a partir de una
célula cocoide se producen 2 mastigotes por mitosis, los mastigotes sufren una rapida
metamorfosis y forman cocoides (Fitt & Trench 1983). Se cree que una célula cocoide
puede llevar a cabo 2 mitosis formando una célula conocida como tétrada (fase de 4
células) que al dividirse generara 4 células mastigotes. También se infiere que los
mastigotes se pueden transformar en isogametos y propagarse sexualmente, proceso
conocido como singamia o fecundacion. En la fecundacion los gametos se unen y forman
una célula cocoide, la cual se divide meidticamente para producir la célula tétrada (Figura
1).



Ciclo de vida de Symbiodinium sp.
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Figura 1. Ciclo de vida de Symbiodinium spp. Alternancia entre la fase de cocoides y
fase movil mastigote (1 a 3). A partir de la fase cocoide se producen 2 mastigotes por
mitosis después de 1 o mas dias, y la division dependera de la disponibilidad de
nutrientes y de la especie (2). En la fase mastigote las células permanecen nadando
durante varias horas, antes de transformarse a la etapa de cocoides (3). La fase de
tétradas (4 células) se produce por la meiosis de células cocoides (4), también pueden
producirse por la recombinaciéon sexual de gametos iségamos (5), y a partir de dos
rondas sucesivas de la mitosis durante la propagacion asexual (6). Las fases del ciclo
de vida observadas en cultivo también son observadas en hospederos. (Redibujado de
(Fitt y Trench, 1983), tomada y modificada de http://tolweb.org/Symbiodinium/126705).

El género Symbiodinium se caracteriza por formar relaciones de simbiosis
mutualista con una gran variedad de invertebrados marinos como cnidarios, platelmintos,
esponjas y foraminiferos (Stat et al., 2006). El estado simbiético junto con su hospedero
se denomina holobionte (Trench, 1987). En los arrecifes de coral predominan las
asociaciones simbidticas entre invertebrados cnidarios y dinoflagelados del género

Symbiodinium. (Trench, 1897). La presencia del dinoflagelado simbionte en el hospedero


http://tolweb.org/Symbiodinium/126705

implica ventajas para ambos, ya que provee de azucares, aminodcidos, carbohidratos y
pequefios péptidos al coral, mientras que el dinoflagelado obtiene amonio y fosfato que
son producto de desecho del metabolismo del coral (Muscatine, 1990; Trench, 1987).

El simbionte se encuentra dentro de un simbiosoma, el cual es un compartimiento
unido a la membrana de la célula huésped, que contiene uno 0 mas simbiontes (Roth et
al., 1988); ver Figura 2. El concepto de simbiosoma en la simbiosis de los cnidarios fue
propuesto por primera vez en la simbiosis de Chlorella-Hydra (Neckelmann y Muscatine,
1983). Es definido como un organelo compuesto por mdultiples membranas externas
derivadas del hospedero y del simbionte, donde se encuentra albergado el Symbiodinium
(Wakefield et al., 2000). Los simbiontes que se mantienen en cultivo durante varias
generaciones carecen de simbiosomas (Trautman et al., 2002). Cuando se pierde la
relacion simbiética entre el dinoflagelado simbionte y el hospedero, y/o la pérdida en la
pigmentacion del dinoflagelado, se dice que ocurre un blanqueamiento que puede 0 no
estar acompafado de la muerte del hospedero (Iglesias-Prieto et al., 1992; Fitt et al.,
2001; Stimson et al., 2002). Los fendmenos de asociacion simbiética y pérdida del
simbionte deben estar finamente regulados por el simbionte y el hospedero (Weis, 2008).
Esta regulacion es fundamental para la fisiologia y desarrollo normal de estos
microorganismos, tanto en su estadio endosimbionte, como en el de vida libre, y son
necesarios para contender con el medio ambiente y poder responder a sus mdultiples

estimulos.

Dentro del phylum cnidaria se encuentran incluidas las clases Anthozoa (corales y
anémonas), Hydrozoa (hidras) Cubozoa (cubomedusas) y Scyphozoa (medusas) (Barnes,
1974), En la clase Scyphozoa se encuentra la medusa invertida Cassiopeia xamachana,
la cual se sabe que para estimular la estrobilaciébn a partir de su etapa de pélipo
(scyphistoma) es necesario que Symbiodinium sp. se establezca en ella. El pdlipo al
estrobilar dard origen a la etapa de medusa joven o éfira. Por lo tanto, la simbiosis es
necesaria para que se complete el ciclo de vida de la medusa (Colley & Trench, 1983). En
este trabajo se utilizO un cultivo de Symbiodinium sp. CasskKB8, el cual es el

endosimbionte de Cassiopeia spp. (Santos et al. 2002).



Simbiosoma

Figura 2. Simbiosomas, imagen tomada con un microscopio electronico de
barrido que muestra la distribucion y la densidad de las células simbiontes en

un polipo de coral (Porites porites) (LaJeunesse et al., 2012).



2. Transduccion de sefales

Las células reaccionan a los cambios ambientales que perciben a través de
estimulos extracelulares. Estos estimulos pueden ser fisicos (luz, temperatura, presiony
energia eléctrica), quimicos (nutrientes, hormonas Yy nheurotransmisores) o por
mecanismos de respuesta y regulacion que se dan a través de las vias de transduccion
de sefales. Para una adecuada sefializacion en el interior de la célula algunas de las
proteinas que participan en vias de transduccidon requieren modificaciones post-
traduccionales, cambios conformacionales, y/o una asociacion con proteinas de
andamiaje también llamadas proteinas adaptadoras (Kholodenko et al., 2010). Pocos
estudios se han llevado a cabo en Symbiodinium respecto a transduccion de sefiales.

2.1 PROTEINAS ADAPTADORAS Y FAMILIA DE PROTEINAS WD-40

Las proteinas adaptadoras o de andamiaje, permiten transducir y amplificar las
sefales percibidas a través de acoplarse a varias proteinas efectoras al mismo tiempo, y
llevarlas a sus sitios de accion (Pawson & Scott, 1997; Liu & Nie, 2009). Ejemplos bien

conocidos de proteinas de andamiaje incluyen a las proteinas de la familia WD-40.

Las proteinas WD-40, llamadas asi por tener motivos WD (tript6fano y &cido
aspartico respectivamente), forman parte de una antigua familia de proteinas muy
conservadas que se encuentran en organismos procariotes y eucariotes. En estos
organismos, la expresion de estas proteinas es regulada por una variedad de vias de
sefalizaciéon (Li & Roberts, 2001).

El criterio basico para catalogar a una proteina dentro de esta familia es la
presencia de al menos cuatro motivos WD que se forman con secuencias de 44-60
aminoacidos, que terminan en el extremo carboxilo terminal con una marca del dipéptido
WD. Los dominios adoptan una estructura de pB-propela, donde la propela se caracteriza
por tener las hojas dispuestas radialmente alrededor de un eje central (Neer, 1995; Wall et
al., 1995). Algunos ejemplos de estas proteinas son: la RBBP5 (retinoblastoma binding
protein 5, proteina 5 de union al retinoblastoma), la cual es uno de los reguladores de la

transcripcion (Dou et al., 2006); APAF1 (apoptotic peptidase activating factor 1, factor
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activador de proteasa apoptética 1), proteina involucrada en la muerte celular programada
(Cecconi et al., 1998); la subunidad  de la proteina G heterotrimérica, iniciadora de las
vias de transduccion de sefiales intracelulares (Tuteja, 2009); y la proteina RACK1 (ver
mas adelante). Todas ellas juegan papeles fundamentales en la transduccion de sefales

de las células eucariontes.

a. ESTRUCTURA DE RACK1

RACK1 es una proteina de 36 kDa que tiene una estructura tipo B-propela con 7
dominios WD-40. Esta conformada de tal manera que permite la uniéon de proteinas que
participan en la transduccién de sefales en la célula (Figura 3 y Tabla 1). Dentro de la
proteina en mamiferos se han reportado tres sitios de union a PCK. Estos sitios de union
se localizan dentro de las secuencias: (99-RRFVGHTKDV-108), (234-DIINALCF-241) vy
(255-SIKIWD-260) (Ron et al., 1994; Brandon et al., 2002; Grosso et al., 2008).

B
Repeticiones RACK1-Proteinasde  Repeticiones WD
Wb interaccion involucradas
1M1 -D48
PKCB &6
2 E49 - T93
PDE4D5 5687
4 V137 - A180 Src 6
5 N181 - L221
B-integrin 56& 7
6 N222 - E269
7 L270 - R317 Interferon receptor ,4,56& 7
HIV Nef protein 56&7

Modelo de RACK1

Figura 3. A. Estructura de RACK1, en donde se ilustra su estructura de f-
propela con 7 aspas, las cuales le permiten interactuar con otras proteinas
en organismos eucariotes. B. Proteinas que interaccionan con RACK1 y los
sitios de unién correspondientes (tomada y modificada de McCabhill el al.,
2002).



RACK1 forma tanto homodimeros como heterodimeros (Chen et al., 2004; Thornton et
al., 2004). En RACK1 de Saccharomyces cerevisiae se ha descrito que los monémeros se
entrelazan en la propela 4, formando un dimero. Cuando se encuentra como homodimero,
permite aumentar el nimero de sus parejas de union (Yatime et al., 2011). Por ejemplo,
permite la interaccion simultdnea de RACK1 con Fyn y con la subunidad NR2B (N-methyl
D-aspartate receptor subtype 2B, receptor n-metil-D-aspartato subtipo 2B) del receptor de
NMDA (N-methyl D-aspartate, n-metil-D-aspartato), regulando la actividad de los canales
ionicos en el cerebro humano (Yaka et al., 2002). RACK1 también forma un heterodimero
con la proteina Gg la cual se asocia con receptores acoplados a proteinas G (GPCRs, G
protein-coupled receptors). Estos complejos receptor-proteina G heterotrimérica son los
que inician las cascadas de transduccién de sefales intracelulares (Schwindinger 6
Robishaw, 2001; Tuteja, 2009).

Tabla 1. Lista de proteinas con las que interacciona RACK1 (Tomada &
modificada de McCalhill el al., 2002).

Proteinas que interaccionan con RACK1 Referencias
PKCB (Protein kinase C, proteina cinasa C). Ron el al., 1994; Stebbins y Mochly-Rosen,
2001.

PDE4D5 (cAMP-specific phosphodiesterase- Yarwood et al., 1999; Steele et al., 2001.
4D5, fosfodiesterasa-4D5 especifica para

AMPC ).

Familia de tirosina cinasas Src. Chang et al., 1998, 2001.

Region  catalitca PTPn  (Protein tyrosine Mourton et al., 2001.

phosphatase n, proteina tirosina fosfatasa n).

IL-3  (Interleukin-3, interleucina-3), IL 5 Geijsen et al., 1999.

(Interleukin-5, interleucina-5) y GM-CSF

(Granulocyte-macrophage  colony-stimulating

factor, factor de estimulacién de colonias de

granulocitos-macréfagos).

Dominios PH (Pleckstrin domain, dominio Rodriguez et al., 1999; Koehler y Moran, 2001.
Pleckstrina) de p-espectrina, B-dinamina y

p120GAP (GTPase activating protein,

proteina activadora de GTPasa).

Receptor GABA (Gamma-aminobutyric Brandon et al., 1999

acid, acido gamma-aminobutirico) tipo A

B-Integrina Liliental y Chang, 1998; Besson et al., 2002.
Receptor interferdn tipo 1 Croze et al., 2000.

Patl y Ranl (Ras-related nuclear protein 1, McLeod et al., 2000.

proteina nuclear relacionada con Ras 1).

Pck2 (Phosphoenolpyruvate carboxykinase 2, Won et al., 2001.
FONT>fosfoenolpiruvato carboxiquinasa 2 )
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BZLF1 activador de virus Epstein-Barr Baumann et al., 2000.
M1 de virus de influenza Reinhardt y Wolff, 2000.
P85 Kiely et al, 2002.

Nef (Negative Regulatory Factor, factor de Gallina et al., 2001.
regulacion negativa) de VIH (Virus de

inmunodeficiencia humana).

E1A (Adenovirus early region 1, region Sang etal., 2001.
temprana de adenovirus 1).

Receptor interferén tipo | STAT1 (Signal Usacheva et al., 2001.
transducer and activators of transcription 1,

Activadores de transcripcién y transduccién de

sefales).

VacA (Vacuolating cytotoxin A, citotoxina Hennig et al., 2001.

vacuolizante A) de Helicobacter pylori.

NR2B (N-methyl D-aspartate receptor subtype Yaka et al., 2002.

2B, receptor n-metil-d-aspartato subtipo 2B)

subunidad de receptor NMDA (N-methyl D-

aspartate  receptor, receptor n-metil-D-

aspartato)

NHERF1 (Na'/H" exchanger regulatory factor 1, Liedtke et al., 2002.

factor regulatorio del intercambiador Na*/H™).

Receptor IGF-1 (Insulin-like growth factor 1, Hermanto et al., 2002; Kiely et al., 2002
factor de crecimiento insulinico tipo 1).

b. RACK1 Y SUS FUNCIONES EN LA CELULA.

RACK1 es una proteina adaptadora intracelular que Guillemot et al., (1989)
caracterizaron y clonaron a partir de una biblioteca de cDNA de higado de pollo y de la
linea celular linfoblastoide B (B-LCL) como una proteina de unién a PKC (protein kinase C,
proteina cinasa C). Dada la asociacion de RACK1 con la conformacion activa de PKCpII,
la proteina fue nombrada Receptor para cinasa C activada 1 o RACK1 (Ron et al., 1994;
Stebbins & Mochly-Rosen, 2001) (Figura 3).

Hoy en dia se sabe que RACK1 interactia con un gran numero de proteinas
(Tabla 1), ya sea directamente o como parte de un complejo mayor (McCabhill et al., 2002;
Sklan et al., 2006). Como una proteina de andamiaje, RACK1 integra aportes de distintas
vias de sefalizacion y es clave para las diversas actividades celulares fundamentales
como la proliferacién celular, la traduccion de proteinas, asi como diversas funciones
neuronales. También esta involucrada con la migracion, la adhesién y la propagacion
celular (Kiely et al., 2005; Kiely et al., 2009).
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La proteina RACK1 se encuentra relacionada con fendmenos de simbiosis y
especificamente es necesaria para el desarrollo y la integridad del simbiosoma en el
nédulo simbidtico, ya que estos se atrofian y degradan con el silenciamiento de su
expresion (Islas-Flores et al., 2011). También se le ha involucrado en la relacion de
parasitismo del género Leishmania (LmRACK1), donde es necesaria para infectar a su
hospedero (Kelly et al., 2003), y en Trypanosoma brucei (TbRACK1) como componente
del ribosoma y en la divisiobn del parasito (Regmi et al., 2008). Adicionalmente, esta
involucrada en multiples procesos de transduccion de sefiales. Por lo tanto, también es de
esperarse que juegue un papel importante en la fisiologia y desarrollo de Symbiodinium,

asi como en sus mecanismos de asociacion simbiédtica y ruptura de dicha asociacion.

c. INTERACCION DE RACK1 CON OTRAS PROTEINAS

Se ha demostrado que RACK1 interacciona con el receptor de andrégenos (AR). La union
de RACK1 a AR regula la translocacion al nucleo (Rigas et al., 2003). Adicionalmente, en
el nacleo se ha detectado a RACK1 como un componente integral del reloj circadiano de
mamiferos donde esta y PKCa regulan la actividad transcripcional de CLOCK-BMAL1
(Brain and muscle Arnt-like protein-1, receptor nuclear translocador de aril hidrocarburos
en cerebro y musculo; Robles et al., 2010). También en nucleo regula la expresién de
BDNF (brain-derived neurotrophic factor, factor neurotréfico derivado de cerebro), en
dénde probablemente tenga un papel importante en la proliferacion neuronal (He et al.,
2010). Otros eventos en los que esta involucrada RACK1 son la adhesion y la
propagacion celular en las que interviene interaccionando con las 1y p2 integrinas y Src
(Besson et al.,, 2002; Chang et al., 1998, 2001). Recientemente, se ha detectado a la
proteina de andamio 14-3-3C como una pareja de union de RACK1, a pesar de que ambas
son proteinas de andamiaje multifuncionales (Neasta, 2012). Finalmente, se ha reportado
gue RACKI interactia con la isoforma de empalme de la acetilcolinesterasa inducida por
el estrés (AChE-R), donde la interaccion entre la AChE-R y RACK1 conduce a la unién de
PKCRII en las regiones del hipocampo CA1 y CA3 (Birikh et al. 2003). Esto promueve la
hematopoiesis a través del incremento del nimero de leucocitos y plaquetas circulantes,
lo cual promueve la expansion mielopoiética y trombopoiesis producidas por estrés
(Deutsch et al., 2002)
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JUSTIFICACION

Symbiodinium se encuentra generalmente como endosimbiontes de diferentes fila
que incluyen a los cnidarios, moluscos, y platelmintos. Sin embargo, son también capaces
de vivir en vida libre y cultivarse en el laboratorio in vitro. En la medusa invertida
Cassiopeia xamachana se alberga Symbiodinium sp. CasskKB8, el cual al establecerse en
su hospedero dispara la metamorfosis de los polipos (o scyphistomas) desdiferenciados.
Llevando a cabo el proceso de simbiosis que permitira completar su ciclo de vida. Debido
a ello, ambos constituyen un modelo idéneo para estudiar su fisiologia y entender mejor
los mecanismos bioquimicos de respuesta a estimulos del entorno a través de los
procesos de transduccion de sefiales, en la que interactlan proteinas especificas. Entre
las diferentes proteinas involucradas en procesos de transduccién de sefiales, proteinas
adaptadoras tales como RACK1, son fundamentales para llevar ligandos en proximidad,
gue juegan papeles claves en estos procesos. RACK1l ha sido identificada vy
caracterizada en diferentes organismos eucariotes, en donde se sabe que participa en
distintos e importantes procesos celulares (control del ciclo celular, apoptosis,
remodelacién de citoesqueleto, entre otros), entre los que destaca la transduccién de
sefiales mediadas por PKC. En el contexto de la simbiosis, se ha reportado que RACK1
tiene un papel fundamental en el desarrollo e integridad del simbiosoma en el nddulo
simbidtico de Phaseolus vulgaris (Islas-Flores et al., 2011). Por otro lado, en el contexto
de parasitismo, RACK1 del género Leishmania (LmRACK1), se ha reportado como
necesaria para infectar a su hospedero (Kelly et al., 2003), mecanismos que posiblemente
comparta con Symbiodinium para realizar simbiosis. Leishmania y Symbiodinium tienen la
caracteristica de pertenecer al superfilo alveolata y por lo tanto comparten un ancestro
comun y posiblemente RACK1 este regulando las mismas funciones en ambos
organismos. Caracterizar a RACK1 en Symbiodinium sera un primer paso para conocer
en que procesos fisiologicos esta involucrada esta proteina y determinar si participa de

alguna manera en el proceso de simbiosis.
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HIPOTESIS

RACK1 con dominios WD-40 es una proteina adaptadora que se considera ubicua en los
organismos eucariontes. Symbiodinium es un organismo eucarionte; por lo tanto, tendra
homologos de RACKL.

OBJETIVO

e Identificacion y caracterizacion de la proteina RACK1 en Symbiodinium sp.

a nivel de secuencia y expresion del receptor de cinasa C activa, RACK1

A) Amplificar cDNA y DNA de SymRACK1 e identificar intrones y/o isogenes
B) Clonar el cDNA de SymRACKZ1 para producir proteina recombinante.
C) Determinar patrones de expresion se modifican con crecimiento y ciclo

celular.
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MATERIALES Y METODOS

AMPLIFICACION DEL cDNA Y DNA QUE CODIFICA A SymRACK1

Extraccion de DNAy RNA. y sintesis de cDNA de cultivos de
Symbiodinium sp KB8. Amplificacion de secuencias de SymRACK1
por RT-PCRy PCR

Clonacion de cDNA de SymRACK1 en el vector pCR™2.1-
TOPO, y en el vector de expresion pEXP5-CT/TOPO

Obtener secuencia y hacer andlisis de identidades

CLONACION DEL cDNA DE SymRACK1, TRANSFORMACION Y EXPRESION EN E. coli.

Transformacién de cepa de E. coli DH5«.
Con pEXP5-CT/TOPO/SymRACK1

Transformacién de cepa de E. coli BL21 (DE3) pLysS con
pEXP5-CT/TOPO/SymRACK1 y expresion de SymRACK1

ANALISIS DE LOS PATRONES DE EXPRESION DE SymRACK1 A NIVEL DE PROTEINA
DURANTE SU CRECIMIENTO Y CICLO CIRCADIANO.

Cinética de crecimiento de Symbiodinium sp. KB8 de 6,9, 12, 15y 20 dias,
obtener muestras. Durante el ciclo circadiano por 24 h, obtener muestras
cada hora.

Analizar por Western blot

Figura 4. Diagrama de flujo para identificacion y caracterizacion de la proteina RACK1 en

Symbiodinium sp.KB8.
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1. MATERIAL BIOLOGICO.

Se utilizaron células de Symbiodinium sp. CasskB8 filotipo A1 (KB8), y de Mf
11.5b.1 filotipo B17 (Mfll), KB8 es clado A, subclado 1 (Al) y Mf 11.5b1 es clado B
subclado 17. Symbiodinium sp. KB8 fue aislado originalmente en la bahia de Kaneohe,
Hawaii por Robert Kinzie y donados generosamente por la Dra. Marialice Coffroth de
State University of New York para la coleccion establecida en la Unidad Académica de
Puerto Morelos por los Dres. Roberto Iglesias Prieto y Patricia Thomé Ortiz. Las células
se obtuvieron de la coleccion y se mantuvieron en medio ASP-8A (McLaughlin & Zabhl,
1966), en fotoperiodo de 12 h luz/oscuridad a una intensidad de luz de 60-80 pmol quanta
m?s™y una temperatura de 25°C (Castillo-Medina et al., 2013).

2. AMPLIFICACION DE SECUENCIAS HOMOLOGAS DE RACK1 EN
Symbiodinium sp. CASSKB8, (SymRACK1), Y ANALISIS DE SU
EXPRESION.

2.1. OLIGONUCLEOTIDOS

Para llevar a cabo amplificaciones de la secuencia de SymRACK1, se disefiaron
oligonucleétidos en base a una secuencia detectada en la biblioteca de EST reportada
para Symbiodinium sp. KB8 (FKB8-2, RKB8-1, FSymRACK1 y RSymRACK1) (ver Tabla 2
y Figura 5). La base de datos puede encontrarse en la péagina
http://sequoia.ucmerced.edu/SymBioSys/ y fue desarrollada por la Dra. Ménica Medina

de la Universidad de California, Merced. Ademas, para determinar si habia secuencias
con timina (T) o citosina (C) en el nucledtido 261 se disefiaron oligonucledtidos que
iniciaran o terminaran la secuencia con las dos variantes Cy T (RCKT-F, RCKT-R, RCKC-
F y RCKC-R) (ver Tabla 2). Estos oligonucleétidos fueron sintetizados en la unidad de

sintesis del instituto de biotecnologia de la UNAM.
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Tabla

2. Oligonucledtidos para amplificaciones de la secuencia de SymRACK1,

disefiados en el laboratorio y sintetizados en la unidad de sintesis del Instituto de

Biotecnologia de la UNAM.

Clave Temperatura Secuencia
de fusion
C)
FKB8-2 68 (5->3"): ATG GCA TCC GAG TCC CTC CAC
RKB8-1 60 (5->3"): CTG CTC GCC CAC CCT GTA
FSymRACK1 72.8 (5->3"): GAC ATG GCA TCC GAG TCC CTC CAD TATG
RSymRACK1 74 (5->3"): CTG CTC GCC CAC CCT GTA CAC GTA GATG
RCKT-F 62 (5'->3): CTGGCTCATGGGACAAGACT
RCKT-R 60 (5'->3): CAAGTCCCACAGGCGCATA
RCKC-F 64 (5'->3"): CTGGCTCATGGGACAAGACC
RCKC-R 62 (5'->3): CAAGTCCCACAGGCGCATG

GETAGCTGEGC|
TGGCACCCTC
TCGAGCAGAG

S"GCCTCACTTA ACCATATACC GTACCGTAGG CTGCAGCCCC
CTECATTETTE AGACATGGCA TCCGAGTCCC ;&CACTATGT
GAGGGCCACC GCAACTGGGT CACCGGCATC CCAGCACCT

CAACCTGGTG
AGCTCACCCC
GGCCATGGTG
TIGICE C-GT € T
CCGGGGCCAC
GTG GETTTET
AGACGATC
GAGGACATGC
CAAGATGCCG
GAACCTGACA
CGTTTACACC
GCAAGGATGG
TACTCCECT GG
GAATTACTGG
TGGAGAACAA
AACGGCCTGC
CTFTETTEG CT

GT CG T CIT:C CIT.
TGACAGCGAG
AGTGTGTGGC
GGCTECAT GGG
CGTGCGAACC
CGGGCGACAA

CTTCTCGAGA
AACCCCGGGT
CAGCTGCGTG
ACAAGACTAT
TTCAAGGGCC
CCGCCAGATC

AAGCTGTGGAA CACGCTGGCT

CAAGACATTG
ATGCCCGAAG
GTETCCET G
GCEGECTGTGG
ACACGAAGGA
GT:GTEGGGGE

ATGATTTGGG

GTCACTGCAT
ATGGCCAGTA
GACTTGAACA
TGTGAACAGC
AGCCGTGACA

GAGTGCAAGT ACACGATCATG

ACACCGATTG GGTCAGCTCG GTTGGCTTCT CCCCCTCTGC

C T ECATCGTCT
ACTGCAAGCT
ACCACCGTGT
CACCGTGATG
ATGCTGGTGG
CTGACCGCGG
GCAGATCTTG
CTTGGTGTGT
GGTGCGACCG

CHGICIE GG TG
TCGCACCAAC
CCCCCGATGG
CTGTGGGACG
CACCATCAAC
CCACCGACAC
GAAGAGCTTA
CTHCE C ThTHGIT:CIC
ACGGCAACAT

GGACAGCTGG
TTIGGTGE GGCC
CICCECTGI GIE
TGAACGAGGG
G C e T'GACET
CAECECATCCGEC
CCGCCATCAA

TGGAGCGCTG

TGAAGGTCTG
ACACCGGAGT
GCGTCAGGTG

CAAGCACCTG
TCAGCCCAAG
GTGTGGGACT

CCCCCCCAAG
ATGGCAGCAC

CTACGTQ{AC AGGGTGGGCG
AAAGAGGGCC AGTAGGGAGT CGCAAGGGAG TCGCAAGACC
CTGCCAGGGC CCTTTGCATC AAGCAAGGGG TTGCTGGAGG
CAGGCGCAGA CTCTTTAGAA AATGGAGCTACG GTGTTCTCGG-3°

AGCAGTAAGC
GG E T CE GA
AATATCTGGGG

Figura 5. Secuencia de SymRACK1 a partir de una EST (Expressed Sequence Tag) de
Symbiodinium sp. KB8. (http://sequoia.ucmerced.edu/SymBioSys/, las flechas roja y azul
muestran las secuencias que se usaron para el disefiaro de oligonucleétidos, sentido y
antisentido.
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2.2 EXTRACCION DE DNA A PARTIR DE CELULAS DE Symbiodinium sp.
CASSKBS8

Para la purificacion de DNA gendmico de Symbiodinium, se utiliz6 el método
modificado de Murray y Thompson (1980). Para ello se precipitaron 50 ml de células de
un cultivo de las cepas de KB8 y Mf11 de 15 dias. El precipitado se resuspendié en 600 pl
de solucién de extraccion de DNA (1% sarcosil, 0.8 M cloruro de sodio, 0.22 uM EDTA,
220 uM Tris, 0.8% CTAB y 0.14 M manitol) a 65°C. La mezcla de células y solucién se
transfirieron a un tubo con perlas de vidrio estéril y se les afiadidé 1ul de B-mercaptoetanol.
Las células se rompieron durante 3 min en el Bead Beater a una velocidad de 4500 rpm.
Enseguida, los tubos se transfirieron a 65°C y se afadieron 600ul de Cloroformo: Alcohol
Isoamilico (relacion 24:1); el homogenado se resuspendid bien y se incub6 durante 30 min
a 65°C agitando manualmente durante la incubacién. Seguidamente, se centrifug6é a 14
000 rpm (revoluciones por minuto), en una centrifuga Eppendorf 5415c (factor de rotor
F45-18-11 y didametro de 14.6 cm), por 10 min a 4°C y se recuperd la fase acuosa, a la
cual se le afadié 1 volumen de Isopropanol frio, y 1:10 volumenes de 3 M acetato de
sodio, pH 5.2. Luego se agitd y se dejo durante 30 min a -20°C. Se centrifugé a 14 000
rpm por 20 min a 4°C, se tird el sobrenadante y se lavo el precipitado con 75% de etanol
frio. Después, se resuspendié el precipitado en 100 ul de buffer TE (1 mM EDTA, 10 mM
Tris, pH 8) y se afiadieron 2 ul de 100 mg/ml RNAsa Ay 25 ul de 5 M NaCl. Se incubé 40
min a 37°C y se le afiadi6 1 volumen de Fenol:Cloroformo:Alcohol Isoamilico (relacion
25:24:1) frio, se mezclo bien y se centrifugd a 14 000 rpm por 10 min a 4°C. Se recupero
la fase acuosa y se le afiadié 1 volumen de Cloroformo:Alcohol Isoamilico (relacién 24:1)
frio y se centrifug6 a 14 000 rpm por 10 min a 4°C. Se recuper6 la fase superior acuosa y
se precipité con 2 volumenes de 75% etanol frio y 1:10 volumenes de 3 M de acetato de
sodio pH 5.2. A continuacion, se incub6 por 30 min a -20°C y se centrifug6 a 14 000 rpm
por 20 min a 4°C. Se lavo el precipitado con 75% etanol frio 3 veces centrifugando a 14
000 rpm 5 min a 4°C. Finalmente, se dejo secar el precipitado por 5 min y se resuspendio
en 50-100 pl de agua libre de DNAsas.
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2.3 EXTRACCION DE RNA TOTAL A PARTIR DE CELULAS DE Symbiodinium
sp. CASSKBS.

Debido a la alta susceptibilidad del RNA (Ribonucleic Acid) a ser degradado por
RNAsa, el material que se utiliz6 se esterilizé y trat6 con DEPC (dietil pirocarbonato);
[Sigma-Aldrich, St. Louis, MQ]), agente inhibidor de la actividad de las RNAsas.

Para extraer RNA de las células de Symbiodinium sp., se sedimentaron 50 ml de células
de un cultivo de 15 dias de las cepas de KB8 y Mf11. El precipitado se resuspendi6 en 1
ml de TRI Reagent® (Sigma-Aldrich) por cada 5-10 x 10° células. La mezcla se transfirié a
un tubo con perlas de vidrio estéril. Las células se rompieron durante 3 min en el Bead
Beater a una velocidad de 4 500 rpm y se siguieron las indicaciones del fabricante. El tubo
se centrifugé para separar el RNA a 12 000 rpm por 10 min a 4°C. Se recupero el
sobrenadante, se dejé reposar por 5 min y se le adicionaron 0.3 ml de cloroformo por
cada ml de TRI Reagent®. La muestra se agit6 vigorosamente por 15 seg, y después se
centrifugd a 12 000 rpm durante 15 min a 4°C; la mezcla se separ0 en tres fases. La fase
superior, en la cual se encuentra el RNA, se transfirié a un tubo Eppendorf de 1.5 ml y se
le agregaron 0.5 ml de isopropanol por cada ml de TRI Reagent® usado y se incubé por 5
min. La solucion se centrifugd a 12 000 rpm durante 8 min a 4°C, se removi6 el
sobrenadante y lavo la pastilla con el precipitado de RNA con 75% etanol, se centrifug6 a
12 000 rpm durante 5 min a 4°C, se retir0 el sobrenadante y se re suspendi6 en 15 pl de
agua-DEPC. ElI RNA se guardd a -20°C hasta la sintesis de cDNA.

2.4 ELECTROFORESIS DE RNA Y DNA EN GELES DE AGAROSA

Los geles se prepararon con una concentracion de 1% agarosa en 50 ml de buffer
TAE con 0.01% de Gel Red (Biotium, Hayward, CA). Las muestras de DNA se prepararon
con 2 ul de buffer de carga 6X Orange (Fermentas, St. Leon-Rot) por cada 5 ul de
muestra. Las muestras de RNA se prepararon de la siguiente manera: a 5 ul de RNA se
le afiadieron 2 ul de buffer de carga 6X Orange Loading Dye (Fermentas) y 6 ul de
Formamida, luego se incubaron 5 min a 65°C e inmediatamente se pusieron en hielo. La

corrida del gel se hizo a 80 V durante 1 h 20 min.
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2.5 OBTENCION DE cDNA

Para la sintesis de cDNA se utiliz6 el kit SuperScript Il Reverse Transcriptase
(Invitrogen, CA). Se utilizd6 un extracto de RNA que se cuantific6 con ayuda de un
espectrofotobmetro (SmartSpec 3000, BioRad, CA) y por cada 5 pg se utilizaron 2 ul de
random primer (100 ng), 1 ul de dNTP mix y agua con DEPC, hasta completar 12 pl de
volumen final. La reaccion se incub6 a 65°C por 10 min y posteriormente se colocé a 4°C;
al tubo se le agregaron 4 pul de 5X first strand buffer y 2 ul de 0.1M DTT, se mezcld e
incubd por 2 min a 25°C, se agrego 1 ul de super script Il RT, se mezclé bien y se incubo
como sigue: 10 min a 25°C, 50 min a 42°C y 15 min a 70°C. Seguidamente, se le agrego

1 ul de RNAasa H y se incubé por 20 min a 37°C. Finalmente se guardo a -20°C.

2.6 PCR PARA AMPLIFICAR A SymRACK1

Se llevaron a cabo reacciones de PCR para amplificar la secuencia que codifica a
SymRACK1 en una muestra de cDNA y otra de DNA genomico de KB8 y Mf11.

En las reacciones de PCR se probaron las combinaciones de los oligonucleétidos
disefiados (Tabla 1), y en cada reaccion se us6 1 ul de 10 uM oligonucleétido. Para la
reaccion se utilizé el TopTaq Master Mix (Qiagen, CA). Las reacciones se prepararon de

la siguiente manera:

2x TopTaq Master Mix, 25yl

Oligonucleotido sentido 1l

Oligonucleo6tido antisentido 1l

DNA gendmico/cDNA templado Variable

Agua libre de RNasa Variable con un volumen final de 30 pl

Se utilizé el siguiente programa:
1.- Desnaturalizacion inicial 3 min 94°C
2.- 35 ciclos
Desnaturalizacion 30 seg  94°C
Alineamiento 30seg 60°C
Extension 30seg 72°C
3.- Extension final 10 min 72°C
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Las reacciones se analizaron en geles de 1% agarosa-0.01% Gel Red. Las reacciones
de PCR en donde se observd productos de ~1000 pb se purificarén y se mandaron a
secuenciar al Instituto de Biotecnologia de la UNAM.

3’-RACE DE SymRACK1 DE Symbiodinium

Para corroborar la secuencia de SymRACK1 y obtener el 3’-UTR (Por sus siglas en
inglés: Untranslated Region) se llevaron a cabo reacciones de RT-PCR y se amplificd el
extremo 3 utilizando la metodologia de 3-RACE (Por sus siglas en inglés: Rapid
Amplification of cDNA Ends) con el kit 3"-RACE System (Invitrogen). Para la sintesis de
cDNA se utilizé el siguiente oligonucleétido: 5-GGC CAC GCG TCG ACT AGT ACT TTT
TTT TTT TTT TTT T-3' (UAP) ; y para llevar a cabo la amplificacion especifica de

SymRACK1 incluyendo su 3-UTR se realizo un RT-PCR con los siguientes
oligonucledtidos: 5-GAC ATG GCA TCC GAG TCC CTC CAC TATG-3’ (FSymRACK{;
sentido), y 5-GGC CAC GCG TCG ACT AGT AC-3’ (AUAP; antisentido). Se analizaron
las reacciones en geles de 1% agarosa-0.01% Gel Red.
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2.7 CLONACION DEL cDNA DE SymRACK1 Y SU TRANSFORMACION EN E.
coli.

Para llevar a cabo la clonacion del cDNA de SymRACK1 se utilizo el kit de
Expresion pEXP5-CT/TOPO ® (Invitrogen), vector que tiene una eficiencia de expresion
del 95% y que adiciona 6 histidinas al carboxilo terminal de la proteina recombinante.
Para ello se prepar6 una reaccion con: 0.5-4 ul de la reaccion de PCR purificada, la cual
se purificé con el kit Marligen Biosciences, 1 ul de solucion salina, 5 pl de aguay 1 ul de
vector (pEXP5-CT/TOPO ®). Esta mezcla de reaccién se incub6 30 min en hielo,
después se afiadieron 2 ul de la reaccion de clonacion a un vial de células de E. coli
DH5a quimiocompetentes y el contenido se mezcl6 suavemente, se incubd en hielo
durante 5-30 min, a continuacion las células se colocaron por 30 seg a 42°C sin agitacion
para transformarlas. Inmediatamente, se transfirieron los tubos en hielo y se agregaron
250 ul de medio S.O.C. a temperatura ambiente, el tubo se agité a 37° y 200 rpm durante
2 h. Se agregaron de 10-50 ul de células transformadas en una caja Petri que contenia
medio de cultivo LB (Luria Bertani) con 50 ug /ml de ampicilina y se incub6 durante toda
la noche a 37°C. La reaccion fue eficiente y produjo cientos de colonias, de las cuales, se
eligieron 9 colonias para el analisis. Para obtener la secuencia completa de SYymRACK se
clonod su cDNA en el vector pPCR™2.1-TOPO y el vector pCR-T7/CT, para el cual se utilizo

el mismo procedimiento anterior.

El andlisis de las colonias positivas se realizd colocando 9 colonias en medio liquido
de cultivo LB con 50 pug /ml de ampicilina. Posteriormente, se aisl6 el plasmido con el kit
PureLink ® Quick Miniprep (Promega, CA). Para confirmar la presencia y orientacion
correcta del inserto, se analizaron los plasmidos mediante analisis de restriccion con la
enzima Bgl Il que corta una vez en el vector y una vez en el inserto. Los fragmentos

digeridos se analizaron en un gel de agarosa.
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2.8 Expresion de SYymRACK1

Para llevar a cabo la expresion de SymRACK1, se utilizé el vector purificado de una
cepa de DH5a transformada con la construccion pEXP5-CT-SymRACK1. Para ello, se
descongel6 un vial de la cepa de E. coli One Shot ® BL21 (DE3) pLysS y se afiadieron de
5 a 10 ng de vector pCRT7/CT-SymRACK1, el tubo se incub6 por 30 min en hielo,
seguido de incubacion a 42°C por 30 seg e inmediatamente se transfirid a hielo. Después,
se afiadieron 250 ul de medio S.0.C. a temperatura ambiente y se incub6 por 1 h a 37°C
en agitacion a 200 rpm. Finamente, se agrego la reaccion de transformacion completa a
10 ml de medio LB conteniendo 100 pg/ml de ampicilina y 34 ug/ml de cloranfenicol y se

dejé crecer durante la noche a 37°C con agitacion.

Posteriormente, se realizd una expresion piloto en la que se agregaron 500 pl del
cultivo anterior a 10 ml de medio LB con 100 ug/ml de ampicilina y 34 ug/ml de
cloranfenicol, seguido de incubacibn a 37°C en agitacibn. Con ayuda de un
espectrofotdmetro se midié la densidad éptica del cultivo (ODgg), Y al llegar a 0.5-0.8 el
cultivo se dividié en 2 partes de 5 ml y a una de ellas se le agreg6 IPTG (isopropil-B-D-1-
tiogalactopiranésido) para inducir la expresién de la proteina recombinante. Se colect6
una alicuota de 500 ul de los cultivos cada hora por 6 h, se centrifugd y se congelo la
pastilla a -20°C. Las pastillas de bacterias se descongelaron, se les agregaron 50 ul de
buffer de muestra desnaturalizante de Laemmli y se hirvieron por 5 min. Para detectar a la
proteina recombinante, las muestras se analizaron en un gel de SDS-PAGE tefiido con

azul de coomassie y por western blot (secciones 3.2 y 3.3).

Una vez que se determind que el inductor IPTG no cambia la expresion de
SymRACK1, se prepard un cultivo para extraer a la proteina recombinante. A partir de 1
ml de un cultivo de BL21 (DE3) pLysS se inocularon 100 ml de medio LB de seleccion, y
se incubd toda la noche a 37°C en agitacion constante. El cultivo se centrifugé a 12 000
rpm por 10 min a 4°C, la pastilla celular se re suspendié en 10 ml de buffer de lisis (50 mM
fosfato de potasio pH 7.8, 400 mM cloruro de sodio, 100 mM cloruro de potasio, 10%
glicerol y 0.5% Triton X-100), la cual se congeldé a -80°C y descongel6 en bafio maria a
42°C tres veces. Las bacterias lisadas fueron centrifugadas a 14 000 rpm a 4°C para
separar la fase acuosa que contenia a la proteina recombinante soluble y la pastilla que
contiene la proteina insoluble, la proteina soluble se utiliz6 para la purificacion de
SymRACK1.
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2.9 PURIFICACION DE SymRACK1

La purificacion de la proteina SymRACKL1 se hizo a partir del extracto soluble de la
cepa BL21 (DES3) pLysS transformada con la construccion pEXP5-CT-SymRACK1. Para
ello se colocaron 500 pl de resina His-Select Nickel (Sigma) en un tubo Falcon. El tubo se
centrifugd a 12 000 rpm, se retird el sobrenadante, se agregé 1 ml de buffer de equilibrio
(50 mM fosfato de sodio y 0.3 M cloruro de sodio pH 8), se centrifugd nuevamente y se le
eliminé el sobrenadante. Al tubo anterior se le agregé el extracto soluble y se mantuvo en
agitacion constante por 2 h a 4°C, el tubo se centrifug6 por 5 min a 12 000 rpm a 4°C y se
separ6 el sobrenadante. El buffer de equilibrio se utiliz6 como buffer de lavado y se
agregaron 5 ml al tubo para eliminar a las proteinas que no se pegaron a la resina de
niquel, el tubo se centrifugd 5 min a 12 000 rpm, 4°C, y se hicieron lavados hasta que la
lectura en el espectrofotometro a 280 nm, longitud de onda a la que se detectan las
proteinas, fue cercana a 0. Posteriormente, se agregaron 5 ml de buffer de elucién (50
mM fosfato de sodio, 0.3 M cloruro de sodio y 0.25 M imidazol pH 8) por 30 min, se
centrifugd y se recuper@. Para concentrar a la muestra que se encuentra en el buffer de
elucién, se coloc6 en un centricon YM10 (Millipore, Bedford, MA). Los lavados y la
muestra final se analizaron por SDS-PAGE en un gel de acrilamida tefiido con azul de

coomassie y por western blot.
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3 DETERMINACION DE LOS PATRONES DE EXPRESION DE SymRACK1 DE
Symbiodinium sp. CASSKB8 DURANTE SU CRECIMIENTO.

3.1 EXTRACTOS DE PROTEINAS DE Symbiodinium.

Se colocaron 50 ml de células KB8 de un cultivo de 15 dias en un tubo Falcon, se
centrifugaron a 12 000 rpm, centrifuga Clay Adams Dynac (factor de rotor 0108-001-002 y
didmetro de 17 cm), por 10 min, y se eliminé el sobrenadante. Para hacer el extracto de
proteinas solubles, se agregaron 300 ul de PBS (2.8 mM fosfato monobésico de sodio, 7.2
fosfato dibasico de sodio y 137 mM cloruro de sodio, pH 7.4) adicionado con un coctel de
inhibidor de proteasas (Complete™:; Roche, Indianapolis, IN) (PBS-C), y se colocaron en
tubos con perlas de vidrio; posteriormente se hizo el rompimiento de las células en un
Bead Beater (BioSpec, Bartsville, OK) a 4 500 rpm por 3 min a temperatura ambiente. Se
agregaron 100 ul de buffer desnaturalizante de muestra de Laemmli 4x (60 mM Tris-HCI,
pH 6.8; 1% (p/v) dodecil sulfato de sodio (SDS); 10% (v/v) glicerol, 3% (v/iv) B-
mercaptoetanol, 0.02% azul de bromofenol) (Laemmli, 1970), se hirvié a 95°C por 5 min 'y
se centrifugd a 12 000 rpm. a 4°C. Las muestras se analizaron inmediatamente en geles
de poliacrilamida por SDS-PAGE (sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel
electrophoresis por sus siglas en inglés). Los extractos nativos se hicieron de la misma
manera pero sin agregar SDS y -mercaptoetanol al buffer de Laemmli, que son los
agentes desnaturalizantes. Y también se hicieron extractos a diferentes dias de
crecimiento 6, 9, 12, 15y 20 y cada hora por un dia. La cantidad de proteinas presentes

en cada muestra se determiné por el método de Bradford (Bradford,1976).

3.2 ELECTROFORESIS DE PROTEINAS EN GEL DE POLIACRILAMIDA (PAGE)
Y DESNATURALIZANTE (SDS-PAGE).

Las proteinas se separaron por el método de Laemmli (Laemmli, 1970) en minigeles
discontinuos. Para condiciones desnaturalizantes el gel separador fue de pH 8.8y 12%
acrilamida [375 mM Tris-HCI, pH 8.8; 12% (p/v) acrilamida; 0.413% (p/v) bis-acrilamida;
0.1% (p/v) SDS; 0.1% (p/v) persulfato de amonio (APS); 0.106% (v/v) TEMED]. El gel
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concentrador de pH 6.8 y 4% de acrilamida [125 mM Tris-HCI, pH 6.8; 4% acrilamida;
0.137% bisacrilamida; 0.1% SDS; 0.1% APS; 0.066% v/v TEMED]. Los geles nativos se
prepararon con la zona de separacion de pH 8.8, 8% y 6% acrilamida sin SDS, y la zona
de apilamiento fue de pH 6.8 y 4% sin SDS.

El gel se cargd con las muestras de proteinas y marcador de peso molecular Novex
(Invitrogen) y se colocd en una camara de electroforesis, donde se llend con solucién
tampén de corrida (25 mM Tris-HCI, 192 mM glicina y 0.1% SDS) (sin SDS para geles
nativos), conectado a una fuente de poder (EC200p), en la que se utilizé un programa con
una intensidad de corriente constante de 20 mA. La corriente se suspendio hasta que se
observé un corrimiento a 0.5 cm antes de que el frente de proteinas, determinado por el

colorante indicador, se salga de la matriz del gel.

Para visualizar las bandas de proteinas separadas en los geles corridos por SDS-
PAGE, éstos se incubaron durante 1 h y con agitacién en una solucion de 0.1% azul de
coomassie en agua: acido acético glacial (19:1). Para destefiir los geles, éstos se
incubaron en una solucion de 40% etanol, 10% &acido acético, hasta que los carriles
mostraron bandas de proteina bien definidas.

Para tincién con plata, el gel se saco de la camara de electroforesis y se dejé fijando
toda la noche con 40% etanol y 10% &cido acético. Se retir6 la solucién y posteriormente
se realizaron 3 lavados de 15 min cada uno con 30% etanol, en agitacion a 25 °C. Para
sensibilizar al gel se agregaron: 63 ul de 10% Tiosulfato de sodio (Na,S,03) (100 mg de
Na,S,0; en 1 ml de agua DI, sélo permanece activo por una semana) en 50 ml de agua
DI por un min y agitacién a 25 °C. Se retir6 lo anterior y se agregaron: 100 mg de nitrato
de plata (AgNOs), 10 ul de 37% formaldehido, en 50 ml de agua DI, y se dejo en agitacion
a 25 °C por 30 min. Se elimin6 el agua del gel y se incub6é con 1.5 g de carbonato de
sodio (Na,COs3), 6.25 ul 10% Na,S,03, 25 ul de 37% de formaldehido en 50 ml de agua
DI, hasta que se observaron las bandas. Para detener la reaccion se agregaron 0.25 g de
glicina en 50 ml de agua DI, y finalmente se enjuag6 con agua DI. En ambos casos los

geles se secaron en celofan.
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3.3 INMUNODETECCION (WESTERN BLOT).

Después de la separacibn de las proteinas en los geles de poliacrilamida
desnaturalizantes y nativos, las proteinas se transfirieron a membranas de nitrocelulosa.
El gel se colocé sobre la membrana de nitrocelulosa (Inmobilon™, Sigma) hidratada
previamente en buffer de transferencia (25 mM Tris-HCIl, 192 mM Glicina, 10%
isopropanol, 0.01% SDS) (Villanueva, 2008) con papeles filtro Whatman de 6 X 8.5 cm y
esponjas tanto debajo de la membrana como encima del gel. Posteriormente, el sandwich
se ensambl6 en el cartucho de una camara de transferencia himeda segun instrucciones
del fabricante (BioRad).

La camara se llené de buffer de transferencia, se tap6 y se conectd a una fuente
de poder por 1 h a 300 mA. Una vez terminado el tiempo, se detuvo la corriente y se
separ6 la membrana con las proteinas electrotransferidas. Para verificar que se llevo a
cabo una transferencia adecuada, a la membrana se le agreg6 rojo de Ponceau, colorante
que tifie a las proteinas de manera reversible y se puede eliminar con agua. Finalmente,
la membrana se destifié con 3 lavados de agua bajo agitacion moderada. El agua se retiré
y se agreg6 una solucion de 3% albumina sérica bovina, la cual sirve para bloquear los
sitios libres de pegado a proteinas en la membrana. Esta se dej6 por 3 h a 50°C en
agitacion constante. La membrana fue lavada ligeramente con PBST y se coloc6 en una
caja Petri con anticuerpos primarios en las diluciones especificadas segin cada
anticuerpo (ver mas adelante en anticuerpos primarios) y se dej6 incubando toda la noche

en agitacion a 25° C.

Se retird el anticuerpo primario y se realizaron 5 lavados de 5 min cada uno con 5
ml de PBST. Posteriormente, se agreg0 proteina A conjugada a fosfatasa alcalina (Sigma)
1/500. Se dejé incubando por 2 h en agitacion, y al término del tiempo se retiré el
anticuerpo. Se realizaron entonces 5 lavados de 5 min cada uno con 5 ml de PBST. Se
retiré el PBST y se hizo un dltimo lavado con PBS sin detergente. La membrana se revel6
con una solucién comercial de 5-bromo-4-cloro-3-indolil fosfato (BCIP) y nitro azul de
tetrazolio (NBT) (Sigma) agregando el liquido con una pipeta de 1 ml hasta que fueron
visibles las bandas. El reactivo tiene como sustrato a la fosfatasa alcalina que esta
conjugada al anticuerpo secundario y su producto forma un precipitado, revelando la
banda a la que se pego el anticuerpo con una coloracion morado obscura. Se desecho el

revelador de la membrana, se le agregaron 5 ml de agua y unas gotas de acido acético
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incubandose por 5 min para parar la reaccion, se lavd con agua y se dej6é secar al aire
libre. Finalente se realizé una cuantificacion relativa de la expresion de la proteina con el

gel teiiido con azul de coomassie y el western blot usando el programa ImageJ2x.

3.3.1 ANTICUERPO PRIMARIO

Se utilizé un anticuerpo anti-RACK1 de humano H-187 (anti-hRACK1) (Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz, CA), el cual es una IgG policlonal de conejo. Este fue
preparado contra el epitope correspondiente a los aminoacidos 131-317 (en el extremo C-
terminal) de RACKL. El anticuerpo se us6 a una dilucién del1:300. El antigeno usado para
obtener anti-hRACK1 fue un fragmento de 187 aminoacidos (131-317) de RACK1 humana
(del 131 al 312 marcados con azul; Figura 6), que tiene un porcentaje de identidad del
62% respecto a los aminoacidos de la secuencia de SYymRACK1 (marcados con amarillo;

Figura 6).

hRACK1 131 LWNTLGVCKYTVQDESHSEWVSCVRFSPNSSNPIIVSCGWDKLVKVWNLANCKLKTNHIG 190
LWNTL CKYT+ ++ H++WVS V FSP++ P+IVS GWDKLVKVWNL+NCKL+TN +G
SymRACK1 131 LWNTLAECKYTIMEDMHTDWVSSVGFSPSAKMPLIVSAGWDKLVKVWNLSNCKLRTNLVG 190

hRACK1 191 HTGYLNTVTVSPDGSLCASGGKDGQAMLWDLNEGKHLYTLDGGDIINALCFSPNRYWLCA 250
HTG + T TVSPDGSLCASGGKDG MLWD+NEGKHLY+LD G INALFSP YWLA
SymRACK1 191 HTGVVYTTTVSPDGSLCASGGKDGTVMLWDVNEGKHLYSLDAGGTINALTFSPRNYWLTA 250

hRACK1 251 ATGPSIKIWDLEGKIIVDELKQEVISTSSKAEPPQCTSLAWSADGQTLFAGYTDNLVRVW 310
AT +|++WDLE K I++EL K P CSL+WSADGTFAGTD +V+
SymRACK1 251 ATDTTIRVWDLENKQILEEL---TAINPPKNGLPWCVSLSWSADGSTFFAGATDGNIYVY 307

hRACK1 311 QV 312
+V
SymRACK1 308 RV 309

Figura 6. Alineamiento de SymRACK1 (amarillo) con RACK1
de humano (azul). El epitope contra el cual se hizo el anticuerpo anti-
hRACKZ1, corresponde a los aminoacidos 131-317. Las secuencias
tienen una identidad del 62% (hRACK21 No. Acc. NP_006089.1).
Tampien se uunzo el anucuerpo anu-nisuaina (yilagen), el cual es una IgGl
monoclonal de ratén, el cual se utiliza para detectar las proteinas recombinantes que
llevan etiquetas de 6 histidinas en el carboxilo terminal. El anticuerpo se utiliz6 a una

dilucién 1:1000.
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RESULTADOS

1. AMPLIFICACION DEL cDNA Y DNA QUE CODIFICA A SymRACK1 Y
OBTENCION DE SUS SECUENCIAS.

El cDNA que codifica a SYymRACK1 de Symbiodinium sp. KB8 se obtuvo con
reacciones de RT-PCR y PCR. De la reaccion de RT-PCR con cDNA resulté un producto
de aproximadamente 1000 pb con el par de oligonucleétidos FSymRACK1; sentido y
RKB8-1; antisentido (Tabla 2); (Figura 7 A). En reacciones de PCR con DNA gendmico,
también se obtuvo un producto de ~1000 pb con los oligonucleétidos FKB8-2; sentido y
RSymRACK1,; antisentido (Tabla 2); (Figura 7 B). Los productos de PCR y RT-PCR se
purificaron y se obtuvo la secuencia.

Tamaifo pb M1 Tamaifo pb M1
10000 10000
8000
5000 5000
3500
3500 3000
3000
5500 2500
2000 2000
1500 1500
1000
1000 50
750
500
500
250
250

A B

Figura 7. Amplificacion de SymRACK1 de Symbiodinium sp. KB8 por RT-PCR y PCR. A) RT-
PCR. Carril 1, Producto amplificado con los oligonucleotidos RKB8-1 y FSymRACK1. B) PCR
gendémico. Carril 1, producto amplificado con los oligonucle6tidos RSymRACK1y FKB8-2. M, 1
Kb DNA Ladder. Geles de 1% agarosa tefiidos con Gel-Red.
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Ademdés de secuenciar los fragmentos amplificados a partir de RT-PCR y PCR
genomico, el cDNA se cloné en el vector pCR™2.1-TOPO, y en el vector de expresion
pEXP5-CT/TOPO, los que se enviaron a secuenciar para verificar sus correctas
inserciones en los plasmidos y obtener la secuencia completa de SymRACK1 (Figura 7).

Tabla 3. Fragmentos de las secuencias de SymRACK1. Se observa el nucleétido 261 en
subrayado, el cual es timina (T) en una de las secuencias de EST (KB8-1), en la de PCR, y
en la de 3'-RACE de SymRACK1. Por el contrario, en esta posicion se encuentra una
citosina (C) en otra de las secuencias de EST (KB8-2), en la de RT-PCR, en la de
pCR™2.1-TOPO 2.2, y en la de pCR-T7/CT de SymRACK1.

Secuencia obtenida de: Secuencias que muestran diferencia en el

nucleotido 261 de timina (T) o citosina (C).

EST KBS (KB8-1) 254-ACAAGACT ATGCGCCTGT-271
PCR SymRACK1 254-ACAAGACT ATGCGCCTGT-271
3’'RACE SymRACK1 254-ACAAGACT ATGCGCCTGT-271
EST KB8 (KB8-2) 254-ACAAGACC ATGCGCCTGT-271
RT-PCR SymRACK1 254-ACAAGACC ATGCGCCTGT-271
pCR™2.1-TOPO 2.2-SymRACK1 254-ACAAGACC ATGCGCCTGT-271
pCR-T7/CT-SymRACK1 254-ACAAGACC ATGCGCCTGT-271

La secuencia codificante de SymRACK1 comprende 942 nucleétidos, entre los
cuales se presenta una sola diferencia de una substitucién de timina por citosina en el
nucleétido 261 (Tabla 3). Se obtuvieron las dos secuencias consistentemente de varias
reacciones de amplificacion o vectores independientes. La misma variacion fue detectada
en dos EST’s de la base de datos de Symbiodinium sp. KB8 (Tabla 3).
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Para corroborar que existen dos secuencias de SymRACK1, una que presenta
timina, y otra citosina en el nucle6tido 261, se hicieron reacciones de RT-PCR con un
oligonucleétido en sentido, que presenta una T y otro que presenta una C. En ambos
casos, se obtuvieron los productos esperados de ~682 pb (Carriles 1y 3, respectivamente,
Figura 8). Para ello se utilizaron los oligonucle6tidos RCKT-F y RCKC-F; sentido y RKB8-
1; antisentido (Tabla 2), para los productos con el nucleétido T o C inicial. Paralelamente,
se hicieron reacciones de RT-PCR con un oligonucleétido en antisentido, que presenta
una T y otro que presenta una C. En ambos casos, se obtuvieron los productos esperados
de ~261 pb (Carriles 2 y 4, respectivamente, Figura 8). Para ello se utilizaron los
oligonucleétidos FSymRACK1; sentido y RCKT-R y RCKC-R; antisentido (Tabla 2). El
cambio de nucleétido representa una substitucion silenciosa ya que ambos son parte de
codones que codifican para el mismo aminoacido treonina (Figura 9). Ademas, ambas
secuencias se traducen en una sola de 313 aminocidos (Figura 10). La proteina “in silico”
presenta un peso molecular tedrico de 34.2 kDa y un punto isoeléctrico teérico de 5.9

(http://web.expasy.org/cqgi-bin/protparam/protparam).

Tamano pb M

1000 o ~ 682 pb
750

500 4~ 261 pb

250

Figura 8. Amplificacion de fragmentos de SymRACK1 de Symbiodinium sp. KB8 con
oligonucleodtidos especificos para corroborar la existencia de citosina o timina en el
nucleétido 261. Carril 1. Producto amplificado con los oligonucleétidos RCKT-F y
RKB8-1. Carril 2 FSymRACK1 y RCKT-R. Carril 3. Producto amplificado con los
oligonucledtidos RCKC-F y RKB8-1. Carril 4 FSymRACK1 y RCKC-R. M, 1 Kb DNA

La secuencia de aminodcidos de SymRACK1 presenta los 7 dominios WD-40
altamente conservados, caracteristicos de proteinas de la familia WD-40. Los dominios
WD-40 que presenta son: 1 L12-L46, 2 L60-T101, 3F102-N134, 4 E145-N188, 5 L189-
S320, 6 1237-E250 y 7 L271-Y308. Ademés de lo anterior, la secuencia presenta tres

sitios de unién a PKC también altamente conservados (Figura 10).
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1 atggcatccgagtccctecactatgttggecaccctocgagggocaccgocaactgggtoaccggecatcgocageaccttcgagocagagoaac
M A $S$ E S L H Y V 6T LEGHU RWNWWV T GGI A S TFE Qg § N
91 ctggtggtctoctettctegagacaagacattgatgatttgggagetcacecoctgacagegagaaceccgggtatgeccgaaggteactyg
L vwv s § s RDEKTULMIWEL TP DS ENUPG Y A RUR S5 L
181 catggccatggtgagtgtgtggocagetgegtgetgtectocgatggecagtatgecotgtetggeteatgggacaag|act/e latgegectyg
H G H GECVA S CV L S S DG Q Y AL S G S W
271 tgggacttgaacaccggggccaccgtgcgaaccttcaagggccacacgaaggatgtgaacagegtggectttetegggegasaactgecag
W p L N T G AT V R T F K G H T K D V N 3 A F 8 G D N R Q
361 atcgtgtcgggroagcecgtgacaagacgatcaagotgtggaacacgotgge -gcaagtacacgatcatggaggacatgcacaccgat
S R D K T I K L W N T I

vV G F 8 P 3 A K A G W D K L V K V W N L
541 agcaactgcaagcttcgcaccaacttggtgggocacaccggagtegtttacaccaccaccgtgteccecocgatggetecctgtgegegtea
5 N C K L R T NUL VWV G H T G Yy T T TV S P DG S L C A S
631 ggtggcaaggatggcaccgtgatgctgtgggacgtgaacgagggcaagcacctgtactcecctggatgetggtggocaccatcaacgecttg
G G KD GT V M L W D E G K HL Y S L DAGGT I N AL
121 accttcagcccaaggaattactggctgaccgeggocaccgacaccaccatccgegtgtgggacttggagaacaagecagatcttggaagag
T F $ PR NY WULT AZSAZATT DTTTIU RUYV WDILEWNI KQTITLTEE
811 cttaccgccatcaacccccccaagaacggoctgecttggtgtgteteccttgtectggagegetgatggoagecaccttettegetggtgeg
L T A I NP P KUN GL P WCV S5 L S W S5 ADG S TFF A G A
901 accgacggcaacatctacgtgtacagggtgggcgagcagtaa 942
T D G N I ¥ V Y R V G E Q *

Figura 9. Secuencia de nucleétidos y de aminocidos de SymRACKL1. La secuencia
presenta timina (t) o citosina (c) en el nucleétido 261, en donde para ambos nucle6tidos
el amino4cido que se traduce del codon correspondiente es treonina, enmarcado en
roio.

1- MASESLHYVG T

41- TPDS ENPGYARRS

Repeticiones
WD
81- FKGHTKDVN SVAFSGDNRQ

121-IVSGSRDKTI KLWNTLAECK YTIMEDMHTD WVSSVGFSPS
3F102-134

161-AKMPLIVSAG WDKLVKVWNL SNCKLRTNLV GHTGVVYTTT

4 E145-N188

201-VSPDGSLCAS GGKDGTVMLW DVNEGKHLYS LDAGGT > 1189-5320

241-

281- RV GEQ-313

Figura 10. Secuencia de aminoacidos de SymRACK1 de Symbiodinium KB8. En
colores a la derecha se muestran los 7 dominios WD-40 con sus aminoécidos
correspondientes. Los sitios conservados de unién a PKC estén subrayados.
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a. PORCENTAJES DE IDENTIDAD DE SymRACK1 CON RACK1 DE
OTROS ORGANISMOS

Se llevé a cabo un analisis de identidades, a partir de un alineamiento multiple con
las secuencias de nucleétidos y de aminoacidos de SymRACK1 y homdlogos de RACK1

de distintas especies (http://blast.ncbi.nim.nih.gov/). Este analisis revelé que SymRACK1

a nivel de aminoécidos tiene un 80% de identidad con RACK1 de Heterocapsa triquetra;
77% con Alexandrium tamarense; 68% con Perkinsus marinus y con RACK1l de
Toxoplasma gondii; 66% de identidad con RACK1 de Mya arenaria; 63% con
Chlamydomonas reinhardtii y Danio rerio; 62% de identidad con Homo sapiens y Mus
musculus; 61% con Xenopus laevis y 58% con Phaseolus vulgaris (Tabla 4).

A nivel de nucledtidos SymRACK1 tiene un 85% de identidad con RACK1 de
Heterocapsa triquetra; 80% con Alexandrium tamarense; 76% de identidad con RACK1 de
Toxoplasma gondii; 72% de identidad con Chlamydomonas reinhardtii; 70% de identidad
con RACK1 de Homo sapiens y Mus musculus; 69% con Perkinsus marinus y Danio rerio;
67% con Xenopus laevis y Phaseolus vulgaris y 66% de identidad con RACK1 de Mya
arenaria. (Tabla 5). En ambos analisis las especies se encuentran ordenadas de mayor a
menor porcentaje de identidad de SymRACK1 con RACK1.
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Tabla 4. Porcentaje de identidad de SymRACK1 a nivel de aminoacidos con RACK1 de
Heterocapsa triquetra (No. Acc. DT386143.1), Alexandrium tamarense (No. Acc. GAII01024168.1)
Perkinsus marinus (No. Acc. XP_002776949.1), Toxoplasma gondii (No. Acc. AAT11121.1), Mya
arenaria (No. Acc. CAL48986.1), Chlamydomonas reinhardtii (Acc. No ED0O99650.1), Danio rerio
(No. Acc. NP_571519.1), Homo sapiens (No. Acc. NP_006089.1), Mus musculus (No. Acc.
NP_032169.1), Xenopus laevis (No. Acc. AAD42045.1) y Phaseolus vulgaris (No. Acc.
ACJ24167.1).

Especie % Identidad
Heterocapsa triguetra 80
Alexandrium tamarense 77
Perkinsus marinus 68
Toxoplasma gondii 68
Mya arenaria 66
Chlamydomonas reinhardtii 63
Danio rerio 63
Homo sapiens 62
Mus musculus 62
Xenopus laevis 61
Phaseolus vulgaris 58
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/294900277?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=5M11D5TK014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/294900277?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=5M11D5TK014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/294900277?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=5M11D5TK014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/AAT11121.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/AAT11121.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/CAL48986.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/EDO99650.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/NP_571519.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/NP_006089.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/NP_032169.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/AAD42045.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/ACV72060.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/ACV72060.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/ACV72060.1

Tabla 5. Porcentaje de identidad de SymRACK1 a nivel de nucleétidos con secuencias
homoélogas de RAKC1 de diferentes especies: Heterocapsa triquetra (No. Acc.
DT386143.1), Alexandrium tamarense (No. Acc. GAII01024168.1) Toxoplasma gondii (No.
Acc.AY547291.1), Chlamydomonas reinhardtii (No. Acc. XM_001698013.1), Homo sapiens
(No. Acc. NM_006098.4), Mus musculus (No. Acc. NM_008143.3), Perkinsus marinus (No.
Acc. XM_002776903.1), Danio rerio (No. Acc. NM_131444.1), Phaseolus vulgaris (No. Acc.
EU906910.1), Xenopus laevis (No. Acc. AF105259.1), Mya arenaria (No. Acc
AM404081.1).

Especie % ldentidad
Heterocapsa triguetra 85
Alexandrium tamarense 80
Toxoplasma gondii 76
Chlamydomonas reinhardtii 72
Homo sapiens 70
Mus musculus 70
Perkinsus marinus 69
Danio rerio 69
Xenopus laevis 67
Phaseolus vulgaris 67
Mya arenaria 66
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/AAD42045.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/ACV72060.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/CAL48986.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/CAL48986.1

b. 3"-RACE DE SymRACK1 DE Symbiodinium KB8

La reaccion de RT-PCR de los oligonuclettidos FSymRACK1,; sentido (Tabla 2 y
UAP (Universal Adaptor Primer)) y AUAP (Abridged Universal Adaptor Primer); antisentido,
resulto en la amplificacion de un fragmento mayor a 1000 pb’s (Carril 1 y 2; Figura 11). La
banda fue cortada y purificada y el cDNA se envi6 a secuenciar al Instituto de
Biotecnologia de la UNAM. El andlisis de la secuencia reveldé que esta correspondia a

SYymRACKZ1, excepto en la parte correspondiente a la region 3’-UTR.

Tamafiopb M 1 2
10000
8000
6000
5000
3500
3000 Figura 11. 3-RACE de
2500 SymRACK1. Carril 1, Producto
2000 de PCR con los
1500 oligonucleétidos FSymRACK1 y
UAP. Carril 2, Producto de PCR
1000 con los oligonucleétidos
FSymRACK1 y AUAP. M, 1 Kb
750 DNA Ladder. Gel de 1%
agarosa tefiido con GelRed.
500
250

36



2. CLONACION DEL cDNA DE SymRACK1, TRANSFORMACION Y
EXPRESION EN E. coli.

Para la clonacion y expresion de SymRACK1 de Symbiodinium KB8, el cDNA
codificante de SymRACK1 se insert6 en el vector pEXP5-CT/TOPO y se transformé en E.
coli DH5a. De las colonias transformadas se eligieron 9 para inocular medio LB
adicionado con 100ug/ml de ampicilina. A estas colonias se les hizo PCR en colonia y se
identificaron 2 colonias que amplificaron el producto esperado, indicando la presencia de
SYymRACK1 (Figura 12 A; carriles 2 y 7). Algunos cultivos tenian pocas células al
momento de hacer la PCR en colonia, por lo que se dejaron crecer toda la noche y se
purifico plasmido a partir de 5 colonias por Miniprep. Se analizé el plasmido de cada
colonia en un gel de 1% agarosa para verificar que tuvieran aproximadamente 4000 pb, lo
que indicé que el cDNA de SymRACK1 se inserté en el vector (2826 pb del vector méas
942 pb de SymRACK1). Todas las colonias mostraron plasmidos con el peso esperado de
~400 pb, excepto la colonia 5 (Figura 12 B; carriles 1-5, colonias 2, 5, 6, 7 y 8
respectivamente). Se realizdé una digestién de los vectores con la enzima de restriccion
Bgl 11, lo anterior para confirmar que el inserto de SymRACK1 se encontraba en fase (esto
es, que esté correctamente orientado para que se lleve a cabo la traduccién). La enzima
corta en el sitio correspondiente a la base 2666 del vector y en el 797 de SymRACK1, lo
que da como resultado dos fragmentos de ~2826 y ~850 pb, en los vectores que tienen el
inserto en fase. Las digestiones se analizaron en un gel de 1% agarosa y se observé que
las colonias 2, 6 y 7 tuvieron el inserto en fase (Figura 12 C; carriles 1, 3y 4). La colonia 5,
como se habia visto no contiene inserto por lo cual sélo se linealizé el vector (Figura 12 C;
carril 2). Por otro lado, la colonia 8 tuvo el inserto en anti-sentido (Figura 12 C; carril 5).
Los vectores que tuvieron el inserto de SymRACKL1 en fase se utilizaron para transformar
la cepa de E. coli BL21 (DE3) pLysS. Después de la transformacioén se obtuvieron 7
colonias, a las cuales, para verificar que tuvieran el vector, se les hizo PCR en colonia. En
las colonias 2, 3, 4, 5y 7 se amplificé un fragmento de ~1000 pb (Figura 13), lo que indic6
la presencia de pEXP5-CT/SymRACK1.
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Las colonias positivas se crecieron en medio de seleccion LB adicionado con
100ug/ml de ampicilina y se les agregdé 1mM de IPTG, como inductor de expresion.
Extractos analizados por SDS-PAGE cada hora por 6 h, demostraron que la expresion no
cambi6 después de agregar el inductor (Figura 14).

Se realizé un andlisis por Western blot a los extractos de las diferentes colonias a
1 h de induccidn con IPTG, con el anticuerpo anti-hRACKL1. Los resultados mostraron que
todas las colonias que contienen la construccion pEXP5-CT/SymRACKL1 expresaron una
proteina de ~30 kDa que no se observé en un control negativo (BL21 (DE3) pLysS) sin
transformar, y que fue reconocida especificamente por los anticuerpos anti-hRACKL1. La
Figura 15 b muestra la colonia que se utilizé para la purificaciéon de SymRACK1.

1 2 3 4 5 6 7 8 9

1 2 3 4 5
1 2 3 4 5

€—~2826 pb

€—~850 pb

Figura 12. PCR de colonia, Miniprep y digestién de construccion pEXP5-CT/SymRACK1. A)
PCR de las colonias 1-9 de E. coli DH5a. B) Vectores purificados por Miniprep de las colonias 2,
5,6, 7y 8 (carriles 1, 2, 3, 4 y 5). C) Digestion de vectores pEXP5-CT/SymRACK1 provenientes
de varias colonias, con la enzima Bgl Il. Colonias 2, 5, 6, 7 y 8 (carriles 1, 2, 3, 4y 5). M, 1 Kb
DNA Ladder. Las flechas a la derecha indican el tamafio de los productos correspondientes a las
bandas de cada gel. Geles de 1% agarosa tefiidos con GelRed.
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1 2 3 4 5 6 7

45
Figura 13. PCR de colonia de E. coli BL21 (D3) pLysS transformadas con
pPEXP5-CT/SymRACK1. Colonias 1-7 corresponden a los mismos carriles. M, 1
Kb DNA Ladder. Gel 1% Agarosa tefiido con Gel-Red.
PM(kDa) ™ C 1 2 3 4 5 6
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Figura 14. Gel de 12% acrilamida tefiido con azul de coomassie, muestra la
expresion de la proteina recombinante SymRACKL. Carril C, extracto proteico de
E. coli BL21 (D3) pLysS sin vector. Carriles 1-6, Extractos proteico de colonias E.
coli BL21 (D3) pLysS con el vector pEXP5-CT/TOPO-SymRACK1 (40 pg de
proteina). Flecha de la derecha muestra a SymRACK de ~30 kDa.

39



PM(kDa) M 1 2

160

110
80

60
50
40

30
<—SymRACK1 a

20

15

40

30 <—SymRACK1

20

Figura 15. a. Expresion de la proteina recombinante SymRACK1 de ~30 kDa, a. Gel
de 12% de tefiido con azul de Coomassie. Carril 1 extracto proteico de E. coli BL21
(D3) pLysS sin vector (40 ug de proteina). Carril 2 extracto de la colonia de E. coli
BL21 (D3) pLysS transformada con el vector pEXP5-CT/SymRACK1 expresando
SymRACK1 (40 pg de proteina). b. Western blot con anti-hRACK1. M, Marcador de
peso molecular (Novex). La flecha a la derecha muestra a SymRACK1 de ~30 kDa.
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Se esperaba que la proteina SymRACK1 recombinante tuviera seis histidinas. Sin
embargo, esta no se logro purificar con una columna de niquel. Esto sugirié que la colonia
de E. coli BL21 (D3) pLysS transformada con el vector pEXP5-CT/SymRACK1 no
expresaba correctamente a SYymRACK1 y excluy6 las 6 histidinas que el vector agrega en
el carboxilo terminal de la proteina. Para corroborar la ausencia de histidinas en
SymRACK1 se llevo a cabo un Western blot con anticuerpos anti-histidina y anti-hRACK1.
El anticuerpo anti-hRACK1 reconoce una banda de ~32 kDa en una muestra de proteina
de higado de pollo, que se utiliz6 como control positivo, que corresponde a RACK1
(Figura 16, carril 1). Ademas en la colonia de E. coli BL21 (D3) pLysS que expresa a
SymRACK1 el anticuerpo anti-hRACK1 reconoce a la proteina recombinante, la cual
presenta aparentemente un peso molecular de ~35 kDa (Figura 16, carril 2) y ~32 kDa y
~30 kDa, las bandas de menor peso molecular corresponden a la proteina SymRACK1
degradada. Para probar el anticuerpo anti-histidinas se utilizo la misma muestra de
proteina de la colonia de E. coli BL21 (D3) pLysS, el anticuerpo reacciona con las
histidinas de SymRACKL1 y de sus fragmentos, ya que reconoce bandas de los mismos

pesos moleculares que se observan con el anticuerpo anti-hRACK1 (Figura 16, carril 3).
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Figura 16. Western blot con anticuerpo anti-hRACK1 y anti- Histidina. Anti-hRACK21 probado
en carril 1 y 2 y anti-Histidina probado en el carril 3. Carril 1. RACK1 de higado de pollo.
Asterisco (*) muestra una proteina de ~32 kDa. Carril 2 SYymRACK1 de E. coli BL21 (D3)
pLysS transformada con el vector pEXP5-CT/SymRACK1. Carril 3 Histidina de SymRACK1.
M marcador de peso molecular. Las flechas muestran a SymRACK1 y a las histidinas ~35,
~32y ~30 kDa.
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3. WESTERN BLOT CON UN ANTICUERPO ANTI-RACK1 HETEROLOGO EN
EXTRACTOS DE Symbiodinium.

Para identificar a SymRACK1, la capacidad de un anticuerpo heterélogo levantado
contra RACK1 de origen humano (anti-hRACKZ1; ver método) de reconocer al posible
homodlogo de RACK1 de Symbiodinium KB8 y Mfll, fue probado por western blot en
extractos de proteinas totales de estos organismos, con el fin de poder ser utilizado en
otros experimentos. El anticuerpo anti-hRACK1 reconoce una banda de aproximadamente
35 KDa (correspondiente al peso molecular de SymRACK1), con una sefial especifica en

ambos extractos.

Extractos de proteinas de Symbiodinium KB8 y Mfll con 15 dias crecimiento en
cultivo se usaron para hacer Western blot con anti-hRACK1 a una concentracion de 1:300.
El resultado muestra que en los extractos de Symbiodinium realizados en condiciones
desnaturalizantes los anticuerpos reconocen especificamente una proteina de ~36 kDa
(Figura 17 A), lo que indica que anti-hRACK1 es adecuado para identificar por Western
blot a SymRACK1 de Symbiodinium KB8 y Mfll. Extractos proteicos nativos de
Symbiodinium se corrieron en geles nativos de 8 y 6% de acrilamida seguido de un
Western blot con anti-hRACK1. En este analisis se observd que los anticuerpos anti-
hRACK1 reaccionaron con extractos de Symbiodinium KB8 y Mf11 (Figura 17 B; carriles 2
y 3, respectivamente) en geles de 8% de acrilamida, la imagen no presenta claramente la
reaccion por la calidad de la fotografia, cuando se hizo el experimento era mas claro; para
mejorar la visibilidad de la reaccion extractos de Symbiodinium sp. KB8 se analizaron en
un gel de 6% de poliacrilamida, se muestra una banda que corresponde a SymRACK1
nativa (Figura 17 B; carril 4).
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Figura 17. Western blot con anticuerpo anti-hRACK1. A) Carril 1, SymRACK1 de
Symbiodinium sp. KB8 y Carril 2, SYymRACK1 de Symbiodinium sp. Mf11. M, Marcador de peso
molecular (Novex). La flecha muestra a SymRACK1l de ~36 kDa en condiciones
desnaturalizantes. B) Western blot nativo. Carril 1 y 3 SymRACK de Symbiodinium sp. KB8
usando gel de 8 y 6% respectivamente. Carril 2, SymRACK1 de Symbiodinium Mf11;
Asteriscos (*) y la flecha muestran a SymRACK1 en condiciones nativas.
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4. PATRONES DE EXPRESION DE SymRACK1 DE Symbiodinium DURANTE SU
CRECIMIENTO Y CICLO CIRCADIANO

Antes de iniciar con los experimentos de expresidon de SymRACK1, durante los
experimentos en el laboratorio se observdé que el anticuerpo anti-hRACK1 dejaba de
reconocer a SymRACK1 cuando no se usaban muestras frescas de extractos proteicos de
Symbiodinium sp. KB8, y éstos eran conservados a 4°C. Por lo tanto, se hicieron
extractos y se guardaron por 24y 6 h a 4°C, y se analizaron por Western blot, junto con
una muestra recién extraida. EI Western blot mostr6 que el anticuerpo disminuyd su
reconocimiento hacia la proteina en las muestras almacenadas por 24 y 6 h, a diferencia
de la muestra recién extraida en la cual se observa un reconocimiento mayor (Figura A).
Por lo tanto en los experimentos posteriores se utilizaron extractos de Symbiodinium sp.

KBS8 frescos.

Para determinar si cambia la expresion a nivel de proteina de SymRACK1 durante
el crecimiento de un cultivo de Symbiodinium sp. KB8, se llevd a cabo una cinética de
acumulacién de SymRACK1 mediante un andlisis por Western blot utilizando el anticuerpo
anti-hRACKL1. Para ello, se colectaron los cultivos después de 6, 9, 12, 15 y 20 dias de
crecimiento, se extrajeron, y se analizaron inmediatamente por Western blot. Para tener
la misma cantidad de proteinas en los carriles del gel, estas se cuantificaron por el
método de Bradford. Con el método anterior se pudo calcular la cantidad de carga para de
cada una de las muestras que fue de 10 ug por carril. El gel se tifié con azul de coomassie
y se corrobord que habia la misma carga en cada uno de los carriles (Figura 18 A a). Se
utilizaron las mismas cargas que en el gel anterior para un analisis por Western blot con
anti-hRACKL1. Se inmunodetectd a la banda de ~36 kDa en todos los puntos analizados.
Ademas se realizo una cuantificacion relativa respecto al dia 6 de crecimiento del cultivo
por medio del programa ImageJ2x y se observé que SymRACK1 aumenta para el dia 9,
12, 15y 20 de cultivo; 1.8, 2, 3.3 y 4.2 veces respecto a dia 6 (Figura 18 A b). Ver Figura
B de anexos para observar grafica de los valores relativos de gel y Western blot que se

utilizaron para la cuantificacion.
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El patrén de expresibn de SymRACK1 aparentemente cambia durante el
crecimiento de un cultivo de Symbiodinium sp. KB8. Sin embargo, las muestras de este
experimento fueron tomadas entre la 1 y las 3 pm, y se ha reportado que la expresion de
la proteina también podria cambiar con respecto al ciclo circadiano del cultivo tal como se
ha reportado en otros sistemas (Robles et al., 2010). Debido a lo anterior, se llevé a cabo
una cinética para observar si el nivel de expresiéon de SymRACK1 podria cambiar a lo
largo del ciclo circadiano de Symbiodinium sp. KB8. Para ello se tomaron muestras cada
hora por 24 horas y se analizaron por Western blot con anticuerpos anti-hRACK1. Se
obtuvieron 24 muestras (1-24) de un cultivo de 20 dias de Symbiodinium sp KBS, la
cuales se iniciaron a colectar a las 6 am y se terminaron de colectar a las 5 am del dia
siguiente. Con las muestras anteriores se realizaron extractos proteicos y estos se
cargaron con una cantidad uniforme de proteina por carril de 10 nug, la cual se corrobor6
mediante analisis en un gel de 12% acrilamida, seguido de SDS-PAGE Yy tincién con azul
de coomassie (Figura 18 B a). Las muestras se analizaron entonces por Western blot con
anti-hRACK1 y muestran una banda de ~36 kDa en las 24 muestras analizadas. Se
realizé una cuantificacién relativa respecto a las 10:00 am, cuando inicia las 12 horas de
luz del cultivo, por medio del programa ImageJ2x. Lo anterior nos indicé que SymRACK1
disminuia conforme pasaban las horas de luz, alcanzando el valor minimo a las 3:00 pm
de 0.1 (5 h de luz) y aumenta después de 8 h de oscuridad con valor de 1.8 a las 6:00 am
(Figura 18 B b. Ver Figura C de anexos para observar grafica de los valores relativos de
gel y Western blot que se utilizaron para la cuantificacion de SYymRACK1 presente en ciclo

circadiano.
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Figura 18. Patrones de expresion de SymRACK1 DE Symbiodinium KB8 (10 pg de proteina)
durante su crecimiento y ciclo circadiano. A. Patrones de expresion de SymRACK1 de
Symbiodinium sp. KB8 analizados después de 6, 9, 12, 15 y 20 dias de crecimiento (carriles 1, 2, 3,
4 y 5). a) Gel tefiido con azul de coomassie. b) Western blot con anti-hRACK1. B. Patron de
expresion de SymRACK1 durante el ciclo circadiano iniciando a las 6:00 am (carril 1) cada hora
hasta las 5:00 am (carril 24) a) Gel tefiido con azul de coomassie. b) Western blot con anti-
hRACK1. M marcador de peso molecular, 30 y 40 kDa, las flechas de la derecha muestran a
SymRACK1 y los valores de cuantificacion relativa se encuentran en la parte inferior.
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DISCUSION

En este trabajo se identificd, caracterizé y secuenci6 a SymRACK1 en
Symbiodinium sp. KB8. Esta proteina que no habia sido estudiada anteriormente en estos
organismos dinoflagelados fotosintéticos es de gran importancia ecoldgica ya que son
capaces de establecerse como endosimbiontes de organismos arrecifales (Stat et al.,
2006). Debido a ello, son responsables de una parte de la produccion primaria de los
océanos (Muscatine et al., 1981). RACK1 es una proteina que participa en multiples vias
de transduccion de sefiales, y pertenece a una clase de proteinas receptoras
intracelulares que se unen a distintas isoformas de la PKC (Ron et al., 1994), asi como a
muchas otras proteinas. Estas interacciones son la base de las vias de sefalizacion que
desembocan en diversas funciones celulares como la proliferacion celular, la transcripcion
de proteinas, funciones neuronales y migracion, la adhesion y la propagacion celular
(Kiely et al., 2005; Kiely et al., 2009). Con oligonucleétidos disefiados en base a un contig
que contiene toda la secuencia codificante de SymRACK1, y que se obtuvo a través de
una busqueda de secuencias homologas en una base de datos de EST de Symbiodinium
sp. KB8, se logro obtener la secuencia completa de SymRACK1 a partir de RT-PCR, PCR
y vectores con el inserto. Esta comprende 942 nucleétidos que se traducen en 313
aminoacidos (Figuras 9 y 10) y con un peso molecular calculado “in silico” de 34.2 kDa.
Su peso molecular (~ 35 kDa) y secuencia son consistentes con RACK1 de otras especies.
Asi, SymRACKZ1 tiene un peso molecular menor comparada con la RACK1 de humanos
(hRACK1), ya que en humanos el gen de RACK1 tiene un marco de lectura abierto de
1142 nucleétidos que codifican para una proteina de 317 aminoacidos con un peso
molecular aparente de 36 kDa (SwissProt No. Acc. P25388) (Adams et al., 2011).

Aparentemente el gen que codifica a la proteina SymRACK1 en Symbiodinium sp.
KB8 no presenta intrones, ya que las secuencias de cDNA y DNA gendmico presentan la
misma cantidad de nucle6tidos (~1000 pb), de presentarlos la secuencia seria de mayor
cantidad de nucleétidos dependiendo la cantidad de intrones. A diferencia de SymRACK1,
hRACK1 presenta un gen de 8 exones y 7 intrones, en donde el cDNA tiene una

secuencia de 1122 pb y el gendmico 6970 pb (Wang et al., 2003).
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SYymRACKL1 presenta dos secuencias a nivel de nucleétidos, las cuales difirieron
Unicamente en una base la cual probablemente representa una substitucion verdadera
producto de un polimorfismo de un solo nucleétido (SNP o single nucleotide
polymorphism). Esta se manifestd en el nucledtido 261, donde se pudo detectar
consistentemente citosina o timina (Figura 8 y Tabla 3). Lo anterior sugiere la presencia
de secuencias SymRACK1 en Symbiodinium sp. KB8. Sera necesario hacer otras
pruebas para corroborar si se trata de dos isogenes de SymRACK1, mediante la
obtencion de las secuencias de las regiones no traducidas 5" y 3"de ambos genes.

SymRACK1 ademas presentd en su secuencia proteica de 7 dominios WD,
dominios caracteristicos de proteinas de la familia WD-40. Estos dominios han sido
implicados en las interacciones proteina-proteina (Neer et al., 1994). Por ejemplo, la union
de PDE4D5 a WD5-WD7 de la hRACK1 (Steele et al., 2001), PKC- interactia con WD3 y
WDS5, la PKC-g con WD6 (Brandon et al., 2002; Grosso et al., 2008), B-integrina con WD5-
WD7 (Liliental y Chang, 1998; Besson et al., 2002), y la proteina Nef del virus de
inmunodeficiencia humana con WD5-WD7 (Gallina et al., 2001). En SymRACK1 se
identificaron los tres sitios de unidn a PKC (100.RTFKGHTKDVN-10g, 13sGTINALTFS 143, ¥
250.VWDLEN . 64) (Figura 10), lo que sugiere que esta proteina ligando de RACK1 también
podria encontrarse en Symbiodinium. Mediante ensayos de pull-down, asi como de doble
hibrido se podrian identificar a PKC asi como a otras proteinas que interaccionen con
SymRACK1 (Einarson y Orlinick, 2002). Se ha reportado la interaccion de RACK1 con un
namero creciente de proteinas, lo que sugiere que RACK1 coordina multiples funciones
dentro de la célula, ya que actia como una proteina de andamiaje que integra una gran

cantidad de estimulos extracelulares (Adams et al., 2011)

La secuencia de SYymRACK1 a nivel de aminoacidos y nucleétidos fue comparada
utilizando la base de datos del GenBank y BLAST con secuencias de RACK1 de
Heterocapsa triquetra, Alexandrium tamarense, Perkinsus marinus, Toxoplasma gondii,
Mya arenaria, Chlamydomonas reinhardtii, Danio rerio, Homo sapiens, Mus musculus,
Xenopus laevis y Phaseolus vulgaris (Tablas 4 y 5). Esta comparacion reveld6 que
SymRACK1 a nivel de nucleétidos tiene un porcentaje de identidad entre 66-85% y a nivel
de aminoacidos entre 58-80%, teniendo mayores porcentajes de identidad con
organismos alveolados. Esto era de esperarse debido a que todos ellos se encuentran
dentro del superphylum Alveolata, donde se encuentran los organismos filogenéticamente

mas cercanos a Symbiodinium: Heterocapsa triquetra, Alexandrium tamarense, Perkinsus
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marinus y Toxoplasma gondii (Litaker et al., 1999). Las secuencias de RACK1 estan
altamente conservadas en los organismos eucariotes, incluyendo plantas, hongos,
levaduras, insectos, vertebrados y mamiferos. Su conservacion a lo largo de la evolucién
es consistente con el papel de RACK1 en un numero elevado de funciones bioldgicas
importantes (Neer et al., 1994).

Los resultados indican que se obtuvo a la proteina SymRACK1 recombinante de la
cepa de E. coli (BL21 (DES3) pLysS), que al momento de ser purificada esta se degradaba
y perdia las histidinas que le pegaba el vector pEXP5-CT/TOPO en el carboxilo terminal
de la proteina, ya que se observaba en el Western blot una proteina con migracion
relativa de 30 kDa correspondiente a una proteina de menor peso molecular que el
calculado de 34 kDa para SymRACK1 (Figura 15). Por lo anterior la proteina no podia
pegarse a la columna de Ni. La presencia de histidinas en SymRACK1 se corrobor6 con
ayuda de un anticuerpo anti-histidinas, sin embargo también se encuentra en mayor
cantidad degradada y podria estar perdiendo a las histidinas que le permiten pegarse a la
columna (Figura 16). La proteina expresada a pesar de no estar completa todavia se
puede utilizar para levantar anticuerpos especificos contra SymRACKL1. De requerir a la
proteina completa para futuros experimentos se podria implementar su expresiéon en un
sistema eucariético (Schmidt, 2004). Alternativamente, se podria intentar expresar a la
proteina con alguna otra adicién que pudiera permitir su purificacién tal como FLAG o c-

Myc, y variando la adicién hacia el amino terminal.

El anticuerpo anti-hRACK1, anticuerpo policlonal, reconoce especificamente a
SymRACK1 de Symbiodinium sp. KB8, tanto nativa como desnaturalizada, lo que indica
que presentaba epitopos secuenciales y conformacionales, por lo que pudo ser utilizado

para otros analisis de SymRACK1.

Se ha reportado que RACK1 interacciona con el factor de crecimiento similar a la
insulina | (IGF-I), dicha interaccion se conoce como una mediadora de la proliferacion
celular en células de humano (Hermanto et al., 2002). Por lo anterior, se esperaba que la
expresion de SymRACK1 de KB8 se modificara a lo largo de su crecimiento en cultivo, los
patrones de expresion proteica de SymRACK1 en Symbiodinium sp. KB8 aparentemente
aumentan, teniendo los valores relativos mas altos a los 20 dias de crecimiento. RACK1
también ha sido reportada como una moduladora del ciclo circadiano en mamiferos, en
donde junto con PKCa regulan CLOCK-BMALL1 (Robles et al., 2010). Al igual que con la

49



cinética de crecimiento, se esperaba un cambio en el nivel de proteina de SymRACK1, en
donde aparentemente disminuye SymRACK1 al iniciar las horas de luz. Estos datos
fueron dificiles de corroborar ya que como se menciond, la manipulacion es dificil pues los
anticuerpos dejan de reconocer a la proteina en los extractos a medida que pasa el
tiempo de almacenaje. Por ello, para poder corroborar los cambios en la expresion de
SymRACK1 en crecimiento y ciclo de circadiano serd necesario, también llevar a cabo
experimentos semicuantitativos o cuantitativos nivel del transcrito de SymRACKI.
Detectar las variaciones de SymRACK1 en alguna de las etapas de crecimiento o de ciclo
circadiano, en conjunto con los estudios de SymRACK1 y sus parejas de union, sin duda
ayudaran a definir con mayor precision el papel que desempefia SymRACK1 en la

regulacién de las funciones de Symbiodinium sp.

Existen estudios en los que RACK1 esté involucrada en la regulacion de
procesos de infeccion en organismos apicomplexa (Leishmania major y Trypanosoma
brucei) filogenéticamente cercanos a Symbiodinium (Kelly et al., 2003; Regmi et al., 2008).
Los apicomplexa son un grupo bien conocido de pardsitos, que comparten con
Symbiodinium una maquinaria celular y numerosos genes asociados al estilo de vida de
parasitos (Malcolm & April, 2012). Leishmania major es un parasito, en donde LACK
(homologo de RACK1) se ha demostrado claramente que es esencial para la viabilidad
del parasito y para su establecimientos en el huésped. Mutantes de Leishmania con los
niveles disminuidos de la proteina LACK no desarrollan lesiones en ratones susceptibles y
redujeron la capacidad de reproducir en los macréfagos in vitro (Kelly et al., 2003). En
Leishmania mexicana se sugiere que LACK se une al plasminégeno in vivo y promueve la
formacion de plasmina, esta unién podria contribuir a la invasividad del parasito a su
hospedero (Gémez-Arreaza, 2011) En Trypanosoma brucei, se requiere gue el homélogo
RACKZ1 para la citocinesis (Rothberg, 2006).

En otros organismos que al igual que Symbiodinium llevan a cabo relaciones
simbidticas, como por ejemplo Rhizobium-Phaseolus vulgaris, se ha reportado que
PVRACK1 es importante para el desarrollo e integridad del simbiosoma en el nodulo
simbio6tico, para ello se realizo un andlisis de silenciamiento (RNA de interferencia) y
sobre-expresion de la proteina en raices transgénicas de la planta, en donde la
nodulacion es en el silenciamiento de SymRACK1 es inhibida en un 24-50% y en la sobre-

expresion en un 80%, ademas de que los nodulos eran de menor tamafio que los
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controles en un 80% en las raices silenciadas y 60% en las sobre-expresadas. (Islas-
Flores et al., 2011).

Adicionalmente, en la anémona Aiptasia pulchella se ha involucrado a la proteina
Ap-Rabll en el proceso de simbiosis que ocurre con Symbiodinium, la cual junto con
Rab4 funcionan como controladores de reciclaje de la membrana endosomal (Chen et al.,
2005). Por otro lado, en C. elegans se ha identificado a Rab1l1l como una de las proteinas
que interaccionan con RACK1 (Ai et al., 2009), por lo que homdlogos de Rabl1l pudieran
interaccionar con RACK1 en el simbionte y/o su medusa hospedera, y también participar
en procesos de simbiosis. Es evidente que los procesos de parasitismo y simbiosis
involucran una serie de mecanismos de transduccién de sefiales en los que se ha
demostrado que RACK1 es una proteina fundamental. Por lo anterior, caracterizar a
SYmRACK1 es uno de los primeros pasos que permitirA conocer mas en detalle los
mecanismos de transduccion de sefiales que ocurren en Symbiodinium, y en procesos
relacionados con la simbiosis. Para poder logar lo anterior se requeriran hacer estudios

mas profundos en Symbiodinium y en sus hospederos.
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CONCLUSION

+ La secuencia de SymRACK1l de Symbiodinium sp. KB8, comprende 942
nucleétidos que se traducen en 313 aminoacidos con un peso molecular calculado
de 34.2 kDa y un pl de 5.9.

+ La secuencia de nucledtidos presentdé una variante en la base 261 que
corresponde a una substitucion silenciosa de C/T que no se traduce en un cambio

a nivel de aminoacidos.

» La secuencia de aminoacidos presenté 7 dominios caracteristicos de proteinas de

la familia WD-40 y 3 sitios conservados de unién a PKC.

« La construccion pEXP5-CT/TOPO/SymRACK1 fue exitosa para expresar un
fragmento de ~30 KDa de SymRACK1l que puede ser utilizada para hacer
anticuerpos especificos.

* Los anticuerpos anti-hRACK1 reconocieron a SymRACK1 de Symbiodinium sp.
KB8 y Mf11 en condiciones nativas y desnaturalizantes.

+  SymRACK1 no presentdé cambios en la disminucion o acumulaciéon de proteina
durante 20 dias de crecimiento en cultivo, aunque posiblemente pudieran haber

cambios a lo largo del ciclo circadiano.
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PERSPECTIVAS

Con la proteina recombinante mandar a producir un anticuerpo y hacer ensayos de
pull-down o columnas de afinidad y detectar ligandos de SymRACK1.

Cambios en expresion de proteinas pueden ser detectados a nivel de mRNA de
manera mas sensible. Por lo que pudieran implementarse las mismas cinéticas para
corroborar las variaciones de SymRACK1 en crecimiento y ciclo circadiano por medio de
Northern blot o PCR semicuantitativo o cuantitativo.
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ANEXOS

35 kDa—>

Tabla A.

Componentes del medio de cultivo ASP-8A.

Componentes Sol. Stock 1L
NaCl - 25g
KCl 35g/500mL 10 mL
MgSO;,-7H,0 450g/L ¢ 20mL
CaCly-2H,0 55¢/500mL 10 mL
NaNO; 2.5¢/50mL, 1mL
KH,PO, 0.5g/50mL ImL
NTA 1.5g/50mL 1 mL
Tris Base (pH 9.0) 100g/L 10 mL
PII Metal Mix (separate). 10 mL
NH;NO; 0.05g / 50mlL 1 mL
8A Vitamin Mix (x2) (separate) .25 mL
Vitamin B, 10ug/ImL ; 0.1 mL

{GeO,} 50 mg/50m: 2.5mL

2 3 4 5

< SymRACK1

Figura A. Western blot con anti-hRACK1 en extractos de Symbiodinium sp. KB8
conservados a 4°C por 24 h (carril 1 y 2), por 6 h (carril 3, 4 y 5), y analizados
inmediatamente después de la extraccion (carril 6). La flecha de la derecha indica
la posiciébn de migracion correspondiente a SymRACK1 y la de la izquierda la
posicién de migracion correspondiente al marcador de peso molecular de 35 kDa.
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Valores relativos de gel y de Western blot para cuantificar SymRACK1 en
Symbiodinium sp. KB8 durante crecimiento en cultivo
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Figura B. Gréfica de valores relativos del gel y Western blot para cuantificar a
SymRACK1 de Symbiodinium sp. KB8 en crecimiento. Diferentes dias de cultivo 6.
9,12,15y 20.

Valores relativos de gel y de Western blot para cuantificar SymRACK1 en Symbiodinium sp.
KB8 durante ciclo circadiano.
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Figura C. Gréafica de valores relativos del gel y Western blot para cuantificar a
SYmRACK1 de Symbiodinium sp. KB8 en ciclo circadiano. De 6:00 am a 5:00 am
de dia.
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