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IV. RESUMEN

Los dinoflagelados del género Symbiodinium son organismos unicelulares fotosintéticos
que pertenecen al grupo de los protistas. Estos dinoflagelados pueden formar
asociaciones simbioticas con diversos organismos incluyendo a corales, medusas y
anémonas, entre otros. Symbiodinium spp. es un simbionte obligado para los corales
formadores de arrecife por lo que el arrecife coralino es altamente dependiente de su
maquinaria fotosintética. Muchos estudios se han enfocado en conocer su biologia y
fisiologia, asi como también en los mecanismos por los cuales se establece la
interaccién simbidtica con otros organismos. Sin embargo, debido a la falta de
herramientas adecuadas para llevar a cabo estudios de gendmica funcional, estas
investigaciones, en su mayoria, se han hecho mediante técnicas de biologia celular y
bioquimicas. De hecho, las técnicas de biologia molecular han sido aplicadas
recientemente, pero no se han llevado a cabo investigaciones significativas utilizando
genomica funcional. En este sentido, existe un solo reporte desde 1998 hasta la fecha,
de la transformacion estable de dinoflagelados de los géneros Symbiodinium vy
Amphidinium.

Las técnicas de transformacioén proveen de una herramienta poderosa que permite la
introduccion y expresion de genes especificos dentro de organismos vivos para llevar a
cabo estudios de gendomica funcional. Por ello, métodos de transformacion que sean
reproducibles y confiables representan herramientas clave para entender la fisiologia de
estos organismos fotosintéticos. Mas adn, estas herramientas son esenciales para la

identificacion de genes y las vias involucradas en el establecimiento y mantenimiento



de la simbiosis, y para entender los mecanismos celulares y moleculares que
desembocan en la asociacion simbiotica entre los cnidarios y los dinoflagelados. Dichos
mecanismos incluyen la sefializacion entre simbionte-hospedero, la coordinacion de la
division celular y el control del transporte de nutrientes, asi como también la
identificacion de genes y las vias involucradas en el establecimiento y mantenimiento
de la simbiosis.

En afos recientes, se ha reportado la transformacion exitosa de muchos organismos
incluyendo microalgas. Ademas, el método de transformacion estable de plantas
mediado por Agrobacterium tumefaciens se ha utilizado para transformar organismos
eucarioticos diferentes de las plantas bajo condiciones de laboratorio, los cuales
incluyen levaduras, algas verdes, hongos filamentosos, hongos cultivados, o inclusive
células humanas en cultivo in vitro. A la fecha, estos procedimientos no han sido
aplicados para transformar células de Symbiodinium spp. aun cuando es imperativo el
desarrollo y aplicacion de técnicas de ingenieria genética apropiadas que permitan
avanzar en el conocimiento de la biologia basica de estos organismos fotosintéticos que
representan un componente indispensable para la vida del arrecife coralino.

En este trabajo, tres clados de dinoflagelados del género Symbiodinium fueron
transformados con tres construcciones diferentes de proteinas heterdlogas fusionadas
con GFP mediante la agitacion en presencia de perlas de vidrio, polietilenglicol y la co-
incubacion con Agrobacterium tumefaciens. Este es el primer reporte de la
transformacion de células de Symbiodinium spp. en cultivo mediante el uso de A.
tumefaciens, lo cual representa un parteaguas para estudios futuros de gendmica

funcional en estos organismos.



V. ABSTRACT

Dinoflagellates of the genus Symbiodinium are unicellular photosynthetic organisms that
belong to the protists and live in symbiosis within a wide phyletic range of marine
invertebrate hosts species including corals, anemones, and jellyfish. Since
Symbiodinium spp. are obligate symbionts of the reef-building corals, coral reefs are
thus, highly dependent on their photosynthetic machinery. In this context, many studies
that attempt to dissect the biology and physiology of these dinoflagellates, as well as the
multiple pathways by which physiological and symbiotic interaction mechanisms are
controlled and regulated, have been carried out. However, due to the lack of appropriate
tools for functional genomics applications, all these studies have been, for the most part,
carried out using biochemical and cell biological techniques. In fact, molecular biology
techniques have only been applied recently and to a limited extent, on these organisms,
but no significant functional genomics research has been carried out. This is greatly due
to the fact that to date, only one report of stable transformation of the dinoflagellates

Symbiodinium and Amphidinium in culture exists.

Transformation techniques provide a powerful tool that allows the introduction and
expression of specific genes into a living organism for such functional genomics studies.
Thus, reproducible and reliable genetic transformation methods are a key tool for
understanding the physiology and cell biology of these photosynthetic dinoflagellates.
More importantly, these tools are essential to dissect and understand the cellular and
molecular mechanisms underlying the cnidarian—dinoflagellate symbiosis such as inter-

partner signaling, coordination of cell division, control of nutrient transport, and to



ultimately identify target genes and their associated pathways involved in the

establishment and maintenance of symbiosis.

The successful transformation of many organisms including microalgae, have been
reported in recent years. Moreover, the standard method for stable transformation of
plants mediated by Agrobacterium tumefaciens, has been widely used to transform non-
plant eukaryotic organisms under laboratory conditions; these have included yeasts,
green algae, filamentous fungi, cultivated mushrooms, and even in vitro human cultured
cells. These procedures have not been applied to transform Symbiodinium spp. cells to
date, even though it is imperative to develop and apply the appropriate genetic
engineering techniques that will allow major advances in understanding the basic

biology of this organism.

In this work, three clades of dinoflagellates of the genus Symbiodinium were
transformed with three different constructions of GFP-fused proteins via shaking in the
presence of glass beads, polyethylene glycol and, co-incubation with Agrobacterium
tumefaciens. This is the first report of the use of A. tumefaciens to transform
Symbiodinium spp. cells in culture and represents a key milestone for future functional

genomics studies on these organisms.



VI. INTRODUCCION

Los dinoflagelados (divisibn Pyrrhophyta, clase Dinophyceae) son un phylum de
eucariontes unicelulares que habitan tanto aguas marinas como continentales. Como
parte del fitoplancton fotosintético, son responsables de la mayoria de la produccion
primaria en océanos, rios y lagos. Los dinoflagelados pertenecen al superfilo de los
alveolados y estan relacionados cercanamente a los apicomplexos y a los ciliados
[Baldauf, 2003]. Actualmente comprenden alrededor de 2 mil especies [Coats, 2002], su
origen es monofilético y la evidencia fésil muestra que surgieron en el periodo siluriano

(hace 400 MA) o antes, dandose su mayor apogeo en el Tridsico [Fensome et al. 1999].

Los dinoflagelados fotosintéticos del género Symbiodinium son genéticamente muy
diversos y estan divididos en nueve diferentes linajes, referidos como clados A-I
[Coffroth y Santos 2005, Pochon y Gates 2010]. Symbiodinium spp. tiene la peculiaridad
de establecer asociaciones simbidticas con distintos taxa, incluyendo cuatro phyla de
invertebrados marinos (Cnidaria: corales, medusas, anémonas; Mollusca: caracoles y
almejas; Platyhelminthes: gusanos planos; Porifera: esponjas) y protistas unicelulares

(Foraminifera) [Venn et al. 2008].

Establecer en el registro fosil la relacién simbidtica de los corales con los dinoflagelados
es problemético debido a que los simbiontes no son preservables: Sin embargo,
mediante algunas estimaciones a partir del tamafio y caracteristicas del esqueleto de la
colonia del coral, de las caracteristicas estructurales que indiquen una adaptacion a la

luz [Stanley 2006] y el andlisis de is6topos de Carbono y de Oxigeno como marcadores



para inferir la presencia de los fotosimbiontes, se ha concluido que los corales del
Triasico tardio albergaban fotosimbiontes [Stanley y Swart, 1995] y que ésta simbiosis
pudo haber sido establecida mucho antes durante el Triasico medio [Stanley 2010].
Pochon et al. [2006] indican que el evento radiacion dentro del género Symbiodinium
ocurrio hace aproximadamente 50 MA, es decir, al comienzo de Eoceno. Ademas,
sugieren que esta divergencia se relaciona con la gran radiacion de corales
escleractinios en Eoceno, durante el cual muchas familias de coral moderno
aparecieron y consecuentemente los linajes de Symbiodinium que divergieron en ese

momento, sustituyeron a otros simbiontes presentes en los corales del Paleoceno.

En los corales, éstos simbiontes dinoflagelados se encuentran en el tejido digestivo
envueltos en una estructura membranal llamada simbiosoma. [Wakefield y Kempf
2001]. Dentro del coral, Symbiodinium spp. funciona como productor primario y
proveedor de energia; a cambio, recibe nutrientes esenciales como fosfato y amonio
(limitados en el agua marina), producto del metabolismo del coral [Yellowlees et al.
2008]. Este intercambio resulta en un reciclaje de nutrientes que explica parcialmente la
presencia de arrecifes de coral en aguas oligotréficas tropicales, y ademas permite que

este ambiente sea uno de los ecosistemas mas productivos del planeta.

Symbiodinium spp. al ser un simbionte obligado de los corales escleractinos, es un
organismo muy importante para el balance del ecosistema arrecifal ya que provee de la
energia requerida para el depésito de carbonato de calcio necesario para formar estas
estructuras marinas de gran importancia ecoldgica y econdémica [Pearse y Muscatine

1971, Muscatine y Porter 1977]. Los arrecifes de coral albergan a miles de organismos
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y mantienen la gran diversidad biologica local, ademas de sustentar la actividad
econdémica de millones de personas en todo el mundo que dependen del turismo, la
pesca y la proteccion costera que provee este ambiente marino [Hoegh-Guldberg et al.
2007]. Sin embargo, la relacion simbidtica entre Symbiodinium spp. y los corales es
vulnerable a perturbaciones ambientales; cuando los corales se encuentran bajo estrés
fisico, quimico o bioldgico provocado por cambios en la temperatura del agua o por la
aparicion de enfermedades, se provoca el rompimiento de la asociacion simbidtica entre

el dinoflagelado y el coral [Graham et al. 2006, Hoegh-Guldberg et al. 2007].

Aun cuando se ha avanzado en el conocimiento del rompimiento de esta asociacion
simbidtica [Fitt et al. 2009, DeSalvo et al. 2010], los mecanismos celulares, bioquimicos
y moleculares no se conocen completamente, por lo que el desarrollo de estrategias y
la aplicacion de nuevas técnicas que permitan conocer la fisiologia de estos simbiontes

dinoflagelados es de suma importancia.

El desarrollo de técnicas de transformacién y su aplicacion en ensayos de gendmica
funcional representa un parteaguas en el desarrollo de la investigacion basica y
aplicada para el estudio de Symbiodinium spp. A la fecha existe un solo reporte de
transformacion de Symbiodinium spp. [ten Lohuis y Miller 1998] en el cual fueron
utilizados tres genes bacterianos (nptll, hpt y uidA) fusionados a promotores
heter6logos para ser expresados en dos dinoflagelados: Amphidinium sp. y
Symbiodinium microadriaticum. Aunque los resultados de ten Lohuis y Miller [1998] son
alentadores, ningun otro grupo ha informado del éxito de transformacion de estos

organismos fotosintéticos marinos usando la metodologia reportada.
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VIl. ANTECEDENTES

A. El género Symbiodinium

Los dinoflagelados del género Symbiodinium son protistas unicelulares fototréficos que
se encuentran tanto en vida libre como en relaciones mutualistas con otros organismos.
Estos organismos establecen relaciones simbidticas con una gran variedad de
invertebrados marinos como cnidarios, platelmintos, moluscos, poriferos, y
foraminiferos. El género Symbiodinium comprende el grupo mas grande y prevalente de
dinoflagelados endosimbioticos conocidos hasta ahora [Trench, 1979; Pawlowski et al.
2001]. En simbiosis, estos organismos unicelulares se encuentran comunmente en el
endodermo de los cnidarios tropicales como los corales, anémonas y medusas, donde
ellos translocan los productos de la fotosintesis hacia su hospedero y reciben a cambio

nutrientes inorganicos.

Symbiodinium spp., es coloquialmente llamado zooxantela y a los animales que
hospedan a estos microorganismos han sido llamados zooxantelados. Este término
zooxantela, ha sido vagamente utilizado para referirse a cualquier endosimbionte de
pigmentacién café, incluyendo a las diatomeas y a otros dinoflagelados. Debido a la
confusion que puede generar su uso generalizado para cualquier relacion simbi6tica

este término deberia ser descontinuado de la literatura cientifica.
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B. Morfologia y Ciclo de vida de Symbiodinium spp.

Los miembros del género Symbiodinium presentan una caracteristica fenotipica
dominante: la apariencia de una célula cocoide con coloracion café-oro con un diametro
de 5-15 pum. Debido a esta gran similitud morfolégica se les habia considerado como
una especie simbidtica Unica: Symbiodinium microadriaticum [Freudenthal, 1962]. Sin
embargo, estudios posteriores mostraron que estos organismos dinoflagelados son
genéticamente muy diversos [Rowan y Powers, 1991] que estan separados entre si por
decenas de millones de afios [Pochon et al. 2004; Lajeunesse, 2005; Pochon y Gates,
2010]. Asi mismo, examenes detallados en la ultra estructura y composicion de
Symbiodinium spp. han mostrado caracteristicas y diferencias significativas que
incluyen: nimero de cromosomas, diferencias en el tamafio celular en su ciclo de vida;
el arreglo, tamafio y numero de cloroplastos, produccion de aminoacidos del tipo
micosporinas, composicibn de acidos grasos y esteroles, asi como también

caracteristicas fisioldgicas fotoadaptativas.

La primera descripcion morfoldgica del género Symbiodinium fue basada originalmente
en la especie holotipo Symbiodinium microadriaticum [Freudenthal, 1962]. Estos
dinoflagelados presentan dos principales estadios en su ciclo de vida: mastigoto (célula

movil) y cocoide (célula inmovil) (Fig. 1).
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Figura 1. Estadios principales de Symbiodinium spp. A: Célula mévil (mastigoto), la cual se observa
cuando los dinoflagelados se encuentran en vida libre o en cultivo. B: Célula cocoide (etapa no movil). En

la micrografia se observa una célula de Symbiodinium spp. en simbiosis [LaJeunesse et al. 2012].

Los dinoflagelados del género Symbiodinium presentan distintas formas en su ciclo de
vida, se pueden presentar como quistes vegetativos o zoosporas moéviles (Fig. 2). El
quiste vegetativo, con un tamafno de entre 5 y 15 um, presenta en la periferia celular
una “envoltura” de cloroplastos que contienen membranas tilacoides paralelas
multilobuladas, productos de asimilacion, almidén y una o dos vacuolas [Freudenthal,
1962; Schoenberg y Trench, 1980; Blank, 1987]. Este también presenta los

compartimentos citosolicos tipicos de eucariontes.
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Figura 2. Ciclo de vida de Symbiodinium spp. (A) quiste vegetativo, (B) quiste vegetativo dividiéndose
y produciendo dos células hijas, (C) quiste vegetativo dividiéndose y produciendo tres células hijas, (D)
zoospora en desarrollo y (E) zoospora. CH: cloroplasto; N: nucleo; AP: producto de acumulacion; LF:
flagelo longitudinal; TF: flagelo transversal [Stat et al. 2006].

Symbiodinium spp. puede encontrarse tanto en vida libre como en simbiosis, aunque
poco se sabe de la abundancia o diversidad en ambientes externos al hospedero. Una
caracteristica importante de Symbiodinium spp. es que se pueden mantener en cultivo
en condiciones de laboratorio. Este hecho permite realizar exploraciones bioquimicas y

moleculares directamente en el microorganismo.
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C. Organizacién del nucleo.

Ademas de su diversidad ecologica, los dinoflagelados muestran algunas
caracteristicas genéticas que los hacen distintos de otros eucariontes. El tamafio de su
genoma es muy grande y variable, se estima que van desde las 3 hasta 245 gigabases
de tamafio [Lin, 2011; Veldhuis et al. 1997]. Ademas, a lo largo del ciclo celular su ADN
gendmico se encuentra en forma de cromosomas condensados [Rizzo, 1991; Shoguchi
et al. 2013]. Algunas de estas observaciones condujeron a concluir que los
dinoflagelados carecian de histonas. Sin embargo, los estudios recientes han
confirmado la presencia de éstas [Bayer et al. 2012] en miembros de este linaje. Los
genomas de los dinoflagelados pueden albergar de 40,000 a 90,000 genes, lo cual
puede ser debido al alto nUmero de copias de genes. Sin embargo, se cree que la
mayoria de su ADN es no codificante (98-99.9%) [Hou y Lin, 2009]. De acuerdo a
algunas de las estimaciones, Symbiodinium spp. contiene uno de los genomas mas
pequefos dentro de los dinoflagelados [LaJeunesse, 2005]. EI nUmero de cromosomas
presentes en Symbiodinium spp. no se conoce con exactitud. De acuerdo con Trench y
Blank [1987] el nimero de cromosomas presentes (por genoma haploide) en S.
microadriaticum, S. goreauii, S. kawagutii y S. pilosum es de aproximadamente: 97, 72,
26 y 78, respectivamente. Por otra parte, Udy et al. [1993] encontr6 numeros muy
variables de las regiones de ADN condensadas, que van desde menos de 10 a mas de
100. Esta gran diversidad en el nimero de cromosomas también se ha observado en
otros dinoflagelados, donde se reportan variaciones de 4 a 270 [de la Espina et al.

2005]. Por otra parte, ademas de las cuatro bases de ADN comunes (adenina, citosina,
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guanina y timina), los dinoflagelados son los Unicos eucariontes conocidos que en su
genoma presentan una gran cantidad de la base modificada hidroximetiluracilo, que
puede sustituir a la timidina entre 12 y 68% de estos residuos [Blank et al. 1988; Rae,
1976]. Otra caracteristica Unica de la maquinaria molecular de los dinoflagelados es el
trans-splicing de las secuencias “spliced leader”. En este proceso, una secuencia
altamente conservada llamada “spliced leader” (SL) se incorpora al extremo 5’ de los
ARNmM. El trans-splicing a base de SL actia para convertir mMARNS polycistronicos a
ARNmM monocistronicos y también se ha sugerido que podria regular la expresion

génica [Lin et al. 2010; Lin, 2011].

D. Estudios de transcriptomica en Symbiodinium spp.

A nivel de estudios de transcriptomica, los esfuerzos se han dedicado principalmente a
la comprension de los procesos celulares y moleculares implicados en el
establecimiento de la simbiosis desde la perspectiva del hospedero [Weis, 2008;
Voolstra et al. 2009a; Schnitzler y Weis, 2010; Yuyama et al. 2011]. Por otro lado,
desde la perspectiva del simbionte, los estudios han sido enfocados principalmente a la
generacion y analisis de marcadores de secuencia expresada (Expressed Sequence
Tags, EST’s) bajo diferentes condiciones [Leggat et al. 2007; Voolstra, 2009b; Bayer et
al. 2012]. Los ESTs son porciones de genes expresados que varian en longitud y
proporcionan una “instantanea” de los genes activos en una muestra, en un momento y

en condiciones especificas [Miller et al. 2011]. Este tipo de analisis del transcriptoma
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permite examinar la expresion de una amplia variedad de genes; sin embargo, esta
expresion solo representa la respuesta a las condiciones en las cuales se encontraba la
célula en un momento dado. Por otra parte, existen algunos estudios de expresion
génica basada en microarreglos para Symbiodinium spp. Sin embargo, el uso de éstas
herramientas moleculares es todavia limitado debido a la falta de secuencias de
referencia disponibles para los diferentes clados de éste género, ya que solo
recientemente se ha reportado la secuenciacién del genoma de Symbiodinium minutum
[Shoguchi et al. 2013]. Mas aun, ninguno de los estudios a nivel de transcriptoma ha
combinado un enfoque que examine al hospedero y al simbionte en un solo

experimento.

El uso de métodos de transformacion genética en Symbiodinium spp. esté restringido a
un solo reporte [ten Lohuis y Miller, 1998]. Aunque los resultados de dicho reporte
fueron en un principio muy alentadores, hasta la fecha ningun otro grupo ha informado
que se haya reproducido o aplicado con éxito dicho método de transformacién de estos

organismos fotosintéticos marinos.

E. Métodos de transformacién genética

El término “transformacion” se utiliza para describir la inserciéon de ADN foraneo dentro
de organismos como bacterias, plantas, hongos, algas, etc.; mientras que la
introduccién de material genético a células eucariontes animales se conoce como

transfeccion [Rivera et al. 2012]. La transformacion genética fue por primera vez
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descrita a finales de la década de 1920 por Frederick Griffith [1928], quién reportd que
las células de neumococos podian “convertirse” de una cepa inofensiva a una cepa

patogena.

La aplicacion de los diversos métodos de transformacion incrementa drasticamente el
avance en el conocimiento y uso experimental del organismo transformado. Ademas,
permite la modificaciébn genética de algunos organismos para la produccion a gran
escala de compuestos de interés biotecnolégico o el mejoramiento de especies de
plantas para consumo humano. La diversidad en los métodos es debida a las
dificultades que representa la transferencia de genes, siendo la naturaleza misma del
ADN uno de los principales obstaculos para lograr una transformacion exitosa. El ADN
es una macromolécula altamente cargada (debido a las cargas negativas de los
fosfatos), por lo que su paso a través de las barreras celulares tales como la pared y la
membrana es muy dificil. Es por ello que cada método de transformacién presenta
ventajas y desventajas en su uso dependiendo del tipo de célula u organismo de

interés.

Actualmente existen diferentes métodos de transformacion que son aplicados a
diversos organismos con fines distintos. Estos métodos se pueden dividir en directos e
indirectos [Qayyum et al. 2009]. Los métodos de transformacion directos, también
conocidos como fisicos, son aquellos que estan basados en la penetracion de la pared
y/o membrana celular. Algunos ejemplos de métodos de transformacién directos son:
electroporacién [Fromm et al. 1985], biolistica [Sanford et al. 1993], microinyeccion

[Hammer et al. 1985], asi como agentes disruptores de la pared celular como son las

19



fibras de carburo de silicio [Asad et al. 2008] y perlas de vidrio [Feng et al. 2009], entre
otros. Algunos de estos métodos son generalmente utilizados en combinacion con pre-
tratamientos con enzimas que digieren la pared celular [Kindle, 1990]. Por otra parte,
los métodos de transformacion indirectos son aquellos que introducen el material
genético, principalmente en forma de plasmidos (moléculas de ADN circulares
independientes), dentro de las células blanco mediante el uso de un vector, como
bacterias o virus. En estos métodos, se han aprovechado los mecanismos que han
desarrollado estos organismos para introducir material genético a las células
hospederas [Scholthof et al. 1996; Broothaerts et al. 2005]. Las bacterias del género
Agrobacterium son ampliamente usadas para transformar plantas y en el mejoramiento
de cultivos [Tzfira y Citovsky, 2003]. Por otra parte, el uso de virus como vectores para
transfectar células animales se ha vuelto cada vez mas evidente, como por ejemplo en

la terapia génica [Thomas et al. 2003].

A continuacién se describen algunos de los métodos de transformacion mas

comiUnmente usados:

a. Electroporacion. Esta técnica de transformacion genética es ampliamente utilizada
debido a que es simple y rapida. Comunmente es empleada para transportar sustancias
bioquimicas como lipidos, proteinas o acidos nucleicos al interior de la célula [Weaver y
Chizmadzhev, 1996]. El principio de esta técnica se basa en la aplicacion de un campo

eléctrico que permite la formacion de poros en la superficie celular debido a la
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alteracion de la polaridad en la membrana. Las principales desventajas de esta técnica
son la baja eficiencia de transformacion en plantas y la necesidad de aplicar pre-
tratamientos de degradacion de la pared celular para obtener protoplastos en diversos

tipos de células [Sawahel y Cove, 1992].

b. Biolistica. También conocida como bombardeo de particulas, consiste en la
aceleraciéon de particulas acarreadoras de alta densidad, de aproximadamente 2 micras
de diametro, cubiertas con ADN acoplado a oro coloidal, y que atraviesan las células
dejando el ADN adentro. Esta técnica fue desarrollada en la década de 1980 para poder
transformar genéticamente a algunos cereales [Sanford et al. 1987]. La biolistica puede
ser empleada para la transformacion nuclear y/o cloroplasto, asi como para la
transformacion de plantas, bacterias, hongos, células animales e incluso organelos
subcelulares [Boynton et al. 1988]. Sus principales ventajas son el tiempo reducido de
procesamiento, y en el caso de transformacion de plantas, el bajo costo de la
produccion de plantas transgénicas debido a la simplicidad para la introduccion de
genes multiples o ADN quimérico. Ademas, en esta técnica no se requieren de vectores
con secuencias especificas ni depende de las propiedades electrofisiologicas de la
célula tales como el potencial eléctrico y los componentes estructurales de la
membrana celular para la entrada del material genético. Por otra parte, la principal
desventaja de esta técnica es la presencia de multiples copias de los genes

introducidos, lo que podria tener efectos no deseados como el silenciamiento génico o
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una expresion génica alterada. Otra desventaja es también el alto costo del equipo

especializado [Sanford, 1990].

c. Micro inyeccion. La transformacion a través de micro inyeccion esta basada en la
introduccién de ADN en el nacleo del citoplasma utilizando una pipeta con un micro
capilar de inyeccion de vidrio. Esta técnica es principalmente utlizada para la
transformacion de células animales [Capecchi, 1980]. Debido a que la pared celular
vegetal representa una barrera para el capilar de vidrio, la aplicaciéon de esta técnica
esta limitada a aquellas plantas cuyas células posean paredes que contengan una
delgada capa de ligninas y celulosa. La micro inyeccion de protoplastos teéricamente
podria resolver esta limitacién; sin embargo, esto podria producir la liberaciéon de
hidrolasas y otros componentes toxicos desde la vacuola al citoplasma, lo que causaria
la muerte rapida de los protoplastos [van Doorn et al. 2011]. Aunque es posible eliminar
las vacuolas antes de la micro inyeccidén sin ninguna consecuencia en la viabilidad de
los protoplastos, su pérdida derivaria en un decremento en la capacidad de division
celular, y en consecuencia, en la regeneraciéon de la planta [L6rz et al. 1981].
Actualmente, la micro inyeccion es ampliamente utilizada para la transformacion de
células animales grandes como por ejemplo, células de 6vulo de rana y células de
embriones mamiferos [Geurts et al. 2009]. Sin embargo, aun no ha sido desarrollado
como un método de transformacion de rutina para plantas. La principal desventaja de
este método es que se trata de un procedimiento tardado y requiere de un micro

manipulador que puede llegar a ser muy costoso. Sin embargo, una de las grandes
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ventajas es que permite la introduccidén no sélo de plasmidos de ADN, sino también de
cromosomas completos dentro de las células vegetales [Griesbach, 1987; Jones-

Villeneuve et al. 1995].

d. Transformacion mediada por fibras de carburo de silicio. Las caracteristicas
fisicas y quimicas de las fibras de carburo de silicio, las hacen capaces de perforar a las
células sin matarlas. Usando esta propiedad, el método de transformaciéon mediado por
fibras de carburo de silicio fue propuesto para la transformacién de maiz y tabaco
[Kaeppler et al. 1990]. Este método es facil de desarrollar, rapido y econémico, y puede
ser eficientemente implementado para varias especies. De hecho, en el Unico reporte
de transformacién de Symbiodinium y Amphidinium, ten Lohuis y Miller [1998] utilizaron
este método, el cual consiste en agregar las fibras de carburo de silicio a una
suspension que consta de las células (puede ser de tejidos, embriones, etc.) y el gen o
genes de interés contenidos en plasmidos. La agitacion posterior de esta mezcla
permite la entrada del ADN en la pared y membrana celulares a través de pequefios
orificios creados por la colision entre las fibras y las células vegetales. La eficiencia de
este método depende del tamafio de la fibra, de los pardmetros de la agitaciéon (tipo,
velocidad y duracion); asi como de las caracteristicas celulares y/o especie vegetal, por

ejemplo, del grosor de la pared celular [Kaeppler et al. 1992].

Para emplear este método no se requiere de equipo sofisticado, materiales costosos o

técnicos especializados. Sin embargo, las principales desventajas que presenta son la
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baja eficiencia de transformacion, asi como también el dafio causado por la
manipulacion, el cual podria afectar de manera considerable la viabilidad de las células
[Rakoczy-Trojanowska, 2002] Ademas, otra desventaja es el cuidado extremo que se
debe tener al manejar las fibras, ya que representan un material peligroso cuya
aspiracion puede derivar en enfermedades muy serias [Vaughan et al. 1991; Songstad

et al. 1995].

e. Perlas de vidrio. En este método la entrada del material genético a las células se
logra mediante la agitacion de las mismas en presencia de las perlas de vidrio y
usualmente en presencia de PEG. Al igual que el método de transformacion mediado
por fibras de carburo de silicio, la transformacion mediada por perlas de vidrio es una
técnica sencilla y rapida y no requiere de equipo especializado. A diferencia de las
fibras, las perlas no se manejan como desecho peligroso. Sin embargo, el dafio
producido a las células por su colision con las perlas durante la agitacion podria resultar
en una baja eficiencia de transformaciéon. Por otra parte, este método es usualmente
aplicado a protoplastos, para lo cual se requiere de un pre tratamiento enzimatico para

eliminar la pared celular [Kindle, 1990].

f. Transformacién mediada por Agrobacterium tumefaciens.

Los miembros del género Agrobacterium son componentes ubicuos de la microflora del

suelo; la gran mayoria son saprofiticos sobreviviendo primordialmente del decaimiento
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de la materia organica. Sin embargo, algunas especies de Agrobacterium como A.
rhizogenes, A. rubi, A. vitis y A. tumefaciens causan enfermedades neoplasicas
[Escobar y Dandekar, 2003]. Investigaciones en las Ultimas décadas han hecho
evidente que la patogénesis de Agrobacterium es un proceso uUnico y altamente
especializado que involucra la transferencia de genes de la bacteria a la planta
infectada [McCullen y Binns, 2006; Citovsky et al. 2007]. Este mecanismo de
transferencia de genes ha sido aprovechado para producir plantas modificadas
genéticamente [Newell, 2000]. Interesantemente, se ha reportado recientemente la
transformacion genética de organismos distintos a las plantas mediante el uso de
Agrobacterium; por ejemplo, algas verdes [Kumara et al. 2004], hongos filamentosos
[de Groot et al. 1998], levaduras [Bundock et al. 1995] e inclusive células humanas en

cultivo [Kunik et al. 2001].

Aun cuando en la ultima década las técnicas de transformacién genética se han
aplicado a varios organismos (bacterias [Terpe, 2006], levaduras [Maraz 1999], y
células de mamiferos incluyendo al humano [Kunik et al. 2001], la transformacion de los
dinoflagelados, representa un reto debido a las caracteristicas celulares que presentan
éste grupo de organismos. Los principales problemas encontrados son: la dificultad
para introducir ADN a través de la pared celular y la baja expresion de los genes que
permiten la seleccion de las células transformadas. A la fecha existe un solo reporte de
transformacion de dos dinoflagelados: Amphidinium sp. y Symbiodinium
microadriaticum [ten Lohuis y Miller 1998]. En ese trabajo la secuencia codificante para

la enzima beta-glucuronidasa (uidA) fue usada como gen reportero. Ademas, los genes
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bacterianos de resistencia a los antibidticos kanamicina (nptll) e higromicina, (hpt),
fusionados a promotores heterélogos, se usaron para seleccionar a las células
transformadas. La eficiencia de transformacion de este método fue de 5-24 células
transformadas por cada 10’ células. Estos autores también reportaron la integracion de
estos genes al genoma de los dinoflagelados. La agitacion con agujas de carburo de
silicio permitié atravesar la pared celular e introducir el material genético a las células;
esta técnica habia sido previamente aplicada para transformar a Chlamydomonas
reinharditii [Dunahay 1993] y a plantas superiores [Wang et al. 1995]. Sin embargo, a la
fecha no existe otro reporte de transformacion genética o reproducibilidad de esta

técnica aplicada a Symbiodinium spp.

Siguiendo el método de ten Lohuis y Miller [1998] (con algunas variantes) se lograron
transformar células de tres diferentes subtipos de los dinoflagelados del género
Symbiodinium. Las transformaciones se llevaron a cabo con el plasmido purificado
pCB302-gfp-AtRACK1C que contenian la secuencia codificante para una proteina verde
fluorescente (gfp) fusionada a la secuencia codificante para RACK1C de Arabidopsis
thaliana (AtRACK1C). Ademas, se desarrollé un método de transformacién mediante la
co-incubacion con Agrobacterium tumefaciens que contenia diferentes construcciones
con la secuencia codificante para una proteina verde fluorescente (gfp) fusionada a
algunas de las siguientes secuencias: a) AtRACK1C; b) al dominio 2 de unién a actina
de la fimbrina (FABD2); o c¢) al dominio de unién a microtubulos (MBD). El acceso a
través de la pared celular del dinoflagelado se logré6 mediante la agitacién con perlas de

vidrio en presencia de polietilenglicol (PEG): el gen de resistencia al herbicida Basta® se
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usG para seleccionar a las células transformadas. El monitoreo de las células
transformadas se realiz6 mediante observaciones en el microscopio de epifluorescencia
para detectar la emision de fluorescencia verde proveniente de la expresion de la
proteina verde fluorescente (GFP) en las células de Symbiodinium spp. Ademas, se
verifico la introducciéon de los genes heterdlogos a las células del dinoflagelado
mediante la amplificacion de las secuencias de gfp y AtRACK1C por la técnica de la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) y ADN gendmico. Este trabajo demuestra
por primera vez la transformacion de células de Symbiodinium spp. en cultivo mediada
por Agrobacterium tumefaciens con genes heter6logos que contienen proteinas

fluorescentes como reporteras.
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VIIl. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Existen antecedentes de la transformacion de dinoflagelados marinos pero no existe
confirmacién ni metodologias definidas para ello, por lo que es necesario desarrollar
una metodologia confiable y reproducible para la transformacién de estos organismos.
La aplicacion de la técnica de transformacion genética permitird acelerar el avance en el

conocimiento de la biologia y fisiologia de Symbiodinium spp.

IX. OBJETIVOS

A. GENERAL

Disefiar un método optimizado y reproducible de transformacion de Symbiodinium spp.

utilizando vectores que contengan gfp como gen reportero.

B. PARTICULARES

Implementar y optimizar la técnica de transformacién de células de dinoflagelados
marinos del género Symbiodinium utilizando una construccion fusionada de gfp y un

gen heterélogo de RACK1.

Transformar con diferentes construcciones que contengan gfp como gen reportero, a
diversos subtipos de Symbiodinium spp. para asegurar que este método sea

reproducible y confiable.
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X. MATERIALES Y METODOS
A. Material Bioldgico

Las células de las cepas de Symbiodinium sp. MAC-CasskKB8 (de aqui en adelante
referida como KB8), Symbiodinium sp. MAC-Mf11.04b (de aqui en adelante referida
como Mf1l) y Symbiodinium kawagutii Trench & Blank (de aqui en adelante referida
como S. kawagutii), se obtuvieron de la coleccién de dinoflagelados marinos del
Instituto de Ciencias del Mar y Limnologia, Unidad Puerto Morelos (Dra. Patricia
Thomé/Dr. Roberto Iglesias Prieto, originalmente obtenidas de la coleccion de M. A.
Coffroth y R.K. Trench) y fueron mantenidas bajo condiciones estériles en medio ASP-
8A en fotoperiodos ciclicos de 12 horas luz/obscuridad (80 pmoles quanta m? s'1) a

25°C [Castillo-Medina, et al. 2013].

B. Construcciones
a. pCB302-gfp-AtRACK1C

El pladsmido pCB302-gfp-AtRACK1C [Ortiz-Matamoros et al. 2015a; 2015b] se
construy6 a partir del plasmido pCB302 [Xiang et al. 1999] y consta de 7875 pb que
contienen las secuencias de: un gen de resistencia a kanamicina (nptlll) y el gen bar
(bialaphos resistance gene) de resistencia a herbicidas que contengan glufosinato de

amonio. Adicionalmente, contiene el gen de RACKI1C proveniente de Arabidopsis
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thaliana (AtRACK1C) fusionado a un gen que codifica para la gfp, estos a su vez,

acoplados al promotor constitutivo CaMV35S del virus del mosaico de la coliflor (Fig. 3).
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Figura 3. Mapa de restriccion del plasmido pCB302-gfp-AtRACKI1C. . El plasmido fue construido para
incorporar la fusion de la secuencia de gfp con el amino terminal de AtRACK1C [Ortiz-Matamoros et al.
2015a; 2015b]. El mapa sefiala los sitios de restriccion y los principales genes presentes en esta
construccion. AtRACK1C: gen que codifica para RACK1C proveniente de Arabidopsis thaliana fusionado
a GFP; nptlll: gen que confiere resistencia al antibiético kanamicina; bar: gene de resistencia a herbicidas
que contengan glufosinato de amonio (Basta®, Finale ®). RB: (right border), LB (left border). OriV: origen

de replicacion.
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b. pCB302-gfp-MBD

El plasmido pCB302-gfp-MBD [Marc et al. 1998] de 8267 pb, contiene la secuencia de
un dominio de unién a microtubulos (MBD, por sus siglas en inglés: Microtubule Binding
Domain) fusionado al gen de la gfp. Todos estos genes se encuentran bajo el control
del promotor constitutivo CaMV35S del virus del mosaico de la coliflor. Ademas
contiene el gen nptll de resistencia a kanamicina y el gen bar de resistencia a

herbicidas que contengan glufosinato de amonio (Fig. 4).
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Figura 4. Mapa de restricciéon del plasmido pCB302-gfp-MBD. El mapa sefiala los sitios de restriccion
y los principales genes presentes en esta construccion. MBD: gen que codifica para un dominio de unién

a microtubulos fusionado al gen de la gfp; nptlll: gen de resistencia al antibiético kanamicina; bar: gen de
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resistencia a herbicidas que contengan glufosinato de amonio (como Basta® o Finale®). RB: (right

border), LB (left border). OriV: origen de replicacion.

c. pCB302-gfp-FABD2

El plasmido pCB302-gfp-FABD2 [Voigt, et al. 2005] de 7895 pb contiene un gen con la
secuencia del dominio 2 de union a actina de la fimbrina (FABD2 por sus siglas en
inglés: Fimbrin Actin Binding Domain 2) fusionado al gen de la gfp bajo el control de un
promotor constitutivo CaMV35S del virus del mosaico de la coliflor. Contiene ademas
los genes nptlll y bar de resistencia a kanamicina y a herbicidas que contengan

glufosinato de amonio, respectivamente. (Fig. 5).
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Figura 5. Mapa de restriccion del plasmido pCB302-gfp-FABD2. En el mapa se sefialan los sitios de
restriccion y los principales genes presentes en la construcciéon. FABD2: gen que codifica para el dominio
2 de unién a actina de la fimbrina, fusionado al gen de la gfp; nptlll: gen de resistencia al antibidtico
kanamicina; bar: gen de resistencia a los herbicidas que contengan glufosinato de amonio. RB: (right

border), LB (left border). OriV: origen de replicacion.

C. Agrobacterium tumefaciens

A. tumefaciens de la cepa GV3101 se crecié en medio Luria-Bertani (LB: 10% bacto-
triptona, 5% extracto de levadura, 10% NaCl) adicionado con kanamicina (50 ug/ml),
gentamicina (25 ug/ml) y rifampicina (100 ug/ml) a 28°C y agitacion constante (200 rpm)
por aproximadamente 16 h hasta que la ODgpp=1.5. Posteriormente, una alicuota del
cultivo fue transferida a cajas petri con medio LB sélido (LB-bacto agar 15 g/L) y
antibidticos e incubadas a 28°C hasta la aparicibn de colonias. Una vez que

aparecieron colonias, las cajas fueron mantenidas a 4°C hasta su uso.

D. Aislamiento y purificacion de los plasmidos pCB302-gfp-AtRACK1C, pCB302-

gfp-MBD y pCB302-gfp-FABD2

Las cepas de A. tumefaciens que contenian los pldsmidos pCB302-gfp-AtRACKL1C,
pCB302-gfp-MBD o pCB302-gfp-FABD2, fueron incubadas como se menciono
anteriormente hasta que la ODgpp=1.5. Del cultivo resultante se tomaron alicuotas y se
aislaron los plasmidos mediante el sistema de purificacion de DNA Wizard® Plus SV

Minipreps (Promega Corporation, Madison, WI) de acuerdo con las instrucciones del
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fabricante. Los plasmidos aislados fueron analizados por electroforesis en un gel de 1
% (p/v) agarosa en bufer TAE 1X (40 mM Tris-acetato, 1 mM EDTA) a 80 V durante 80
min. Posteriormente, el gel fue incubado con SYBR Green | (Molecular Probes Inc.
Eugene, OR) en bufer TBE (89 mM Tris, 89 mM acido borico, 1 mM EDTA) o GelRed
(Biotium, Inc. Hayward, CA) en agua, a una dilucion 1:10 000 durante 30 min. Al término

del tiempo de incubacién el gel fue observado en un transiluminador con luz ultravioleta.

E. Digestion de los pladsmidos pCB302-gfp-AtRACK1C, pCB302-gfp-MBD vy

pCB302-gfp-FABD2 con enzimas de restriccién

El analisis de los plasmidos se realiz6 mediante el corte con las enzimas de restriccion
Smal (Promega Corporation, Madison, WI), BamHI (Life Technologies Corp. Carlsbad,
CA) y Bglll (Life Technologies Corp. Carlsbad, CA), las cuales reconocen las
secuencias 5-CCC|GGG-3' y 3-GGG|CCC-5, 5-G|GATCC-3" y 3-CCTAG|G-5", 5-
A|GATCT-3 y 3-TCTAG|A-5", respectivamente. Los plasmidos se incubaron con cada
una de las enzimas (Smal 25°C, BamHI 37°C y Bglll 37°C) durante 1 h. Los productos
resultantes del corte fueron analizados por electroforesis en geles de agarosa como se

describid anteriormente.
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F. Amplificacion de AtRACK1C y gfp de los plasmidos pCB302-gfp-AtRACK1C,

pCB302-gfp-MBD y pCB302-gfp-FABD2 mediante la técnica de PCR

Mediante la técnica de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR, por sus siglas en
inglés) y utilizando oligonucleétidos especificos (oligos) se amplific6 una parte de la
secuencia codificante del gen de AtRACK1C presente en pCB302-gfp-AtRACK1C. Asi
mismo, se amplific6 una parte de la secuencia codificante de los genes gfp y nptll
presentes en los plasmidos pCB302-gfp-MBD y pCB302-gfp-FABD2. Se realizaron 30
ciclos de amplificacién bajo las siguientes condiciones: desnaturalizacién 94°C, 30 s,
alineamiento 52°C, 45 s y extension 72°C por 1 min. Los oligos utilizados fueron:
forwmard (AtFw): 5-ACCATGGCCGAGGGACTC-3’, reverse 1 (AtRvl): 5'-
CTAGTGTAACGACCAATACCC-3’ y reverse 2 (AtRv2): 5'-
CCAACAAGAGAGTTCCTC-3' para amplificar una parte de la secuencia de
AtRACKI1C. Forward (gfpFw): 5-GATGAGTAAAGGAGAAGA-3' y reverse (gfpRv): 5'-
TATTTGTATAGTTCATCCATGCC-3, para amplificar una parte de la secuencia de gfp
y forward (kanFw): 5-CCGGACGCAGAAGGCAATGT-3', reverse (kanRv): 5'-
AAGCTGGTGGGAGAAAATGAAAAC-3', para amplificar una parte de la secuencia de
nptlll. Los productos de la amplificacion fueron analizados en un gel de agarosa como

se describid anteriormente.
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G. Cultivos de Symbiodinium spp. en presencia de glufosinato de amonio

(Basta®/Finale®)

Para verificar que el herbicida que contiene glufosinato de amonio (conocido
comercialmente como Basta® o Finale®) es capaz de matar a las células de
Symbiodinium spp, se hicieron cultivos en presencia y ausencia de este compuesto. Se
ensayaron por triplicado cultivos subsaturados y saturados (1 x 10° y 5 x 10°
células/mL, respectivamente) de S. KB8, S. Mfll y S. kawagutii, los cuales fueron
incubados en presencia o ausencia de 1 mg/mL del herbicida Finale® (Bayer) que
contiene glufosinato de amonio. La densidad de células se determind mediante un

hematocitometro (Hausser Scientific, Horsham, PA), por duplicado cada dos dias.

H. Transformacién de Symbiodinium spp. con el plasmido pCB302-gfp-AtRACK1C

De los cultivos de Symbiodinium spp., se tomé una alicuota (13 x 10° células en medio
ASP-8A) y se agregd a una mezcla de transformacion que consistia de 100 ul del
plasmido pCB302-gfp-AtRACK1C aislado de A. tumefaciens (500 ng/ml), 300 ul de PEG
3500 (Sigma-Aldrich, St. Louis MO EE. UU.), a una concentracion final del 5% y un
volumen aproximado de 200 ul de perlas de vidrio (600 um de diametro, Sigma-Aldrich)
en un tubo con fondo cénico de 2 ml. La introduccién del pladsmido a través de la pared
y membrana celular se logré6 mediante agitacion en un “bead beater” (Bio Spec
Products Inc. Bartlesville, OK) a 2500 rpm durante 90 s. Posteriormente, la mezcla se

transfirié a tubos de cultivo transparentes y se le adicion6é medio de seleccion (ASP-8A,
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50 pg/ml kanamicina y 1 mg/ml del herbicida Basta® o Finale®) para seleccionar
aquellas células que hubieran sido transformadas. Las células en transformacion se
mantuvieron en medio de seleccion con fotoperiodos ciclicos de 12 h luz/obscuridad (40
umoles quanta m? s1) a 25°C. Posteriormente, fueron observadas en un microscopio
de fluorescencia Zeiss Axioskop 40 (Carl Zeiss, Géttingen, Alemania) por contraste de
fases y bajo un filtro para FITC (excitacion 450-490 nm, emisién 510-515 nm) a
diferentes periodos de tiempo. Las imagenes fueron adquiridas mediante una camara
Canon PowerShot A640 (Canon Inc. Japon) y procesadas con el programa Zeiss

AxioVision (Carl Zeiss).

I. Transformacion de Symbiodinium spp. mediada por Agrobacterium tumefaciens

De cada uno de los cultivos de S. kawagutii, S. Mf11 y S. KB8, se tomé una alicuota de
1.3 x 107 células y fue agregada a una mezcla de transformacién que consistia de 300
ul de PEG 3500 (Sigma-Aldrich) a una concentracion final del 5% y un volumen
aproximado de 200 ul de perlas de vidrio (Sigma) en tubos con fondo cénico de 2 ml.
Después, la mezcla de transformaciéon fue agitada en un “bead beater” a 4200 rpm
durante 1 min. Posteriormente, la mezcla fue transferida a tubos de cultivo
transparentes y fueron adicionados 150 ul de células de A. tumefaciens (ODgpo=1.5.)
crecidas como se describié previamente. Después de 1-2 dias, se adicioné medio de
seleccion que contenia kanamicina (50 pg/ml) y el herbicida Basta® o Finale® (1 mg/ml)

para seleccionar aquellas células que hubieran sido transformadas. Para eliminar a la
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bacteria se agregd una solucién comercial de antibiéticos/antimicético, 1000 unidades
de penicilina, 1 mg de estreptomicina y 2.5 ug de anfotericina por ml (Sigma), o
ampicilina a una concentracién final de 50 pg/ml. Las células transformadas se
mantuvieron bajo fotoperiodo, y fueron observadas en el microscopio de fluorescencia

como se describié anteriormente.

J. Extraccion de ADN genomico de cultivos normales y transformados de

Symbiodinium spp.

Para la extraccion del ADN de células de Symbiodinium spp. en cultivo se tom6 una
alicuota de 25 ml que fue centrifugada a 3000 g por 10 min para sedimentar las células
y eliminar el medio de cultivo. Se adicionaron 600 ul de bufer de lisis (0.2 M Tris, 2 mM
EDTA, 0.7% SDS), se transfirieron a un tubo con perlas de vidrio (= 0.3 g) y la mezcla
se agitdé a 4800 rpm por 2 min en un mini “bead beater”. Se agregd Proteinasa K (20
mg/ml) y se incubd a 65°C por 1 h. Al final del tiempo de incubacién se agregaron 260
ul de 9 M acetato de amonio y se mantuvieron por 1 h a -20°C. Posteriormente, las
muestras fueron centrifugadas a 13000 g por 10 min y el sobrenadante se transfirié a un
tubo nuevo para después mezclarlo con 700 ul de isopropanol y 25 ul de 3 M acetato de
sodio e incubarlo a 4°C por 2 h. Concluido ese tiempo se centrifugd a 13000 g por 10
min, se elimind el sobrenadante y se hicieron lavados con 70% etanol (EtOH).
Finalmente, el EtOH utilizado en los lavados se eliminé y el precipitado fue

resuspendido en 50 ul de agua destilada. Del ADN gendmico extraido se tomoO una
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alicuota y se analizé en un gel de 1% agarosa tefiido con SYBR Green | en TBE o Gel

Red en agua a una dilucion 1:10000 y el resto se guardd a -70°C hasta su uso.

K. PCR Inverso

El PCR inverso fue disefiado para amplificar regiones desconocidas del ADN situadas
en posicion vecinal a secuencias conocidas. De tal manera que en lugar de amplificar la
region interna flanqueada por los dos oligos (PCR convencional), se amplifica la region
externa que flanquea a los mismos. Previo a la amplificacion, se requiere de la digestion
del ADN gendmico y de la ligacion de los productos. Ademas se requiere de oligos
provenientes de las secuencias conocidas que flanqueen a las regiones desconocidas

de interés.

Utilizando la técnica de PCR inverso, se intent6 obtener distintos productos de
amplificacion con las regiones que flanquean a las secuencias incorporadas al genoma
de Symbiodinium spp. mediante la transformacion mediada por A. tumefaciens. El ADN
gendmico de los cultivos transformados de S. KB8, S. Mfll y S. kawagutii fue extraido
como se describié anteriormente. Posteriormente, éste fue digerido con la enzima de
restriccién Bglll (Life Technologies Corp) durante toda la noche a 37°C y ligado con la
enzima T4 DNA ligasa (Thermo Fisher Scientific Inc.). Para disefiar los oligos para el
PCR inverso se utilizd la secuencia del gen bar debido a que este gen se encuentra
adyacente a una secuencia de corte para la enzima Bglll. Se disefiaron tres juegos de

oligos: barlnv-Fwl 5-GGACTGGGCTCCACGCTCTACACCC-3 'y  barinv-Rv1
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5-CGTGCCTTCCAGGGACCCGCGTAGG 3’; barlnv-Fw2 5-GCTGAAGTCC
CTGGAGGCACAGGGC-3' y barlnv-Rv2 5-CCTGCGGTTCCTGCGGCTCGGTACG-3;
barlnv-Fw3 5-CGTGGTCGCTGTCATCGGGCTGCCC-3 y barlnv-Rv3 5'-
GGATGTCGGCCGGGCGTCGTTCTGG-3. Se realizaron 30 ciclos de amplificacion bajo
las siguientes condiciones: desnaturalizacion 94°C, 30 s, alineamiento 62°C, 1 min y
extension 72°C por 2 min. Los productos de amplificacion se analizaron en un gel de

agarosa como se describié anteriormente.

L. Amplificacion de un fragmento del gen de AtRACK1C a partir de ADN gendmico

de células de Symbiodinium spp. transformadas

El ADN aislado de las células de S. kawagutii, S. KB8 y S. Mfll normales y
transformadas con el gen de AtRACK1C, se usO como templado para amplificar una
parte de la secuencia del gen de AtRACK1C por PCR. La amplificacion se realizé con el
platinum™ PCR supermix (Molecular Probes Inc. Eugene, OR) y los oligos AtFwl,
AtRv1 y AtRv2. Se realizaron 35 ciclos de amplificacion bajo las siguientes condiciones:
desnaturalizacién 94°C, 30 s, alineamiento 52°C, 45 s y extension 72°C por 1 min. Los
productos de amplificacién fueron posteriormente analizados en un gel de agarosa
como se describié anteriormente. Cada banda fue cortada del gel y purificada usando el
Gel Purification kit S.N.A.P.™ (Invitrogen Corporation), segun las instrucciones del
fabricante para posteriormente ser enviadas a secuenciar a la Unidad de Sintesis y

Secuenciacion del Instituto de Biotecnologia de la UNAM.
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M. Amplificacion de una parte de la secuencia de gfp a partir de ADN genomico de

células de Symbiodinium spp. transformadas

El ADN aislado de células normales y de células transformadas de S. kawagutii, S. KB8
y S. Mf11, fue usado como templado para amplificar una parte de la secuencia del gen
de gfp por PCR. La amplificacion se realiz6 con TopTaq Master Mix (Quiagen) y los
oligos gfpFw, y gfpRv. Se realizaron 35 ciclos de amplificacién bajo las siguientes
condiciones: desnaturalizacién 94°C, 30 s, alineamiento 52°C, 45 s y extension 72°C
por 1 min. Posteriormente, los productos amplificados fueron analizados en un gel de

agarosa, purificados y enviados a secuenciar como se describié anteriormente.

N. Inmunodeteccion (Western blot) de la proteina hibrida GFP-AtRACK1C en
extractos totales de proteinas de células de Symbiodinium spp. transformadas

mediante Agrobacterium tumefaciens

a. Anticuerpo y Sonda Secundaria

El anticuerpo policlonal producido en conejo anti-GFP (Santa Cruz Biotechnology,
Dallas, Texas) contra un epitope que corresponde a los aminoacidos 1-238 de la GFP
fue utilizado para inmunodetectarla en las células transformadas. Como sonda

secundaria se utilizo la proteina A acoplada a fosfatasa alcalina (SIGMA) producida en
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Staphylococcus aureus, la cual tiene una alta afinidad hacia las inmunoglobulinas G de

la mayoria de los mamiferos (excepto de rata, cabra y oveja).

b. Extraccion de proteinas totales de Symbiodinium spp. y andlisis por Western

blot

Para la obtencion de extractos totales de proteinas de células en cultivo de
Symbiodinium spp. normales y transformadas, éstas se centrifugaron y resuspendieron
en un bufer de fosfatos (PBS: 2.8 mM NaH,;POg4, 7.2 mM Na,HPO,4, 0.14 M NaCl, pH
7.4) y un coctel de inhibidor de proteasas Complete® (Roche Diagnostics GmbH,
Mannheim Germany). El rompimiento de las células se realiz6 mediante agitacion con
perlas de vidrio en un “bead beater’. Posteriormente, los extractos celulares se
resuspendieron en bufer de Laemmli [1970] y se calentaron a 95°C por 5 min. Mediante
electroforesis en un gel de 12% poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes
[Laemmli 1970] se realizo la separacion de proteinas, para luego ser transferidas a una
membrana de nitrocelulosa (Millipore, Billerica, MA) utilizando un bufer sin metanol
[Villanueva, 2008] y corriente constante por 1 h a 300 mA. La membrana fue bloqueada
por 1 h a 50°C en 3% de albumina de suero bovino en PBS e incubada toda la noche
con el anticuerpo anti-GFP diluido en PBS-T (PBS - 0.01% Triton X-100).
Posteriormente, se lavo 5 veces con PBS-T y se incubd con proteina A acoplada a
fosfatasa alcalina por 2 h a 25°C (SYGMA). Finalmente, se lavo 5 veces con PBS-T y

se incubd con una solucién comercial de 5-bromo-4-cloro-3-indolil fosfato (BCIP) y nitro
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azul de tetrazolio (NBT) para llevar a cabo una reaccion enzimatica que permita

detectar la reaccion antigeno-anticuerpo-Proteina A.

O. Inoculacién de pdélipos de Cassiopea xamachana con Symbiodinium KB8

Los polipos (scifistomas) de la medusa Cassiopea xamachana fueron mantenidos en
placas de 6 pozos con agua de mar artificial (Instant Ocean® Blacksburg, VA) a 25°C y
obscuridad. La alimentacion de los pdlipos se realizé cada tercer dia con artemia recién
eclosionada. Para los experimentos de infeccion con S. KBS, se les dejo de alimentar 5
dias antes del experimento. Para determinar si las células transformadas de S. KB8 son
capaces de establecer simbiosis con los polipos de C. xamachana se seleccionaron 5
polipos de diferentes tamafios y se co-incubaron con células de S. KB8 transformadas
con gfp-MBD o gfp-FABD2. Ademas, como control positivo se usaron células normales
de S. KB8 y como control negativo células de S. Mf1.05b, las cuales no son capaces de
establecer simbiosis con la medusa. Posterior a la incubacion, se realizaron
observaciones en un microscopio estereoscopico para determinar si los polipos

cambiaban su morfologia.
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Xl. Resultados

A. Andlisis de los plasmidos pCB302-gfp-AtRACK1C, pCB302-gfp-MBD y pCB302-

gfp-FABD2 con enzimas de restriccion

a. Digestién de pCB302-gfp-AtRACK1C con Smal, BamHI y Bglll

El analisis del plasmido pCB302-gfp-AtRACK1C se realizé mediante el corte con las
enzimas de restriccion Smal, BamHI y Bglll. Para la enzima Smal existe un solo sitio de
restriccion en plasmido pCB302-gfp-AtRACK1C, por lo que la digestidn con esta enzima
genero un solo producto de 7875 pb que correspondio al tamafio del plasmido (Fig. 6 B,
carrii 1). Por otra parte, la incubacibn con BamHI gener6 dos fragmentos de
aproximadamente 6600 y 1200 pb (Fig. 6 B, carril 2), mientras que la digestién con Bglll
produjo 2 fragmentos de alrededor de 4200 pb y 3600 pb (Fig. 6 B, carril 3). Ya que en
el plasmido pCB302-gfp-AtRACK1C existen dos sitios de restriccién para cada una de
estas enzimas, los productos obtenidos en la digestion correspondieron a lo esperado

con respecto al mapa de restriccion de éste plasmido (Fig. 6 A).
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Figura 6. Andlisis del plasmido pCB302-gfp-AtRACK1C con enzimas de restriccion. A. Mapa de restriccion del plasmido pCB302-gfp-
AtRACK1C mostrando los sitios de corte para: Smal (rojo), BamHI (azul) y Bglll (verde). B Corte del plasmido pCB302-gfp-AtRACK1C
con las enzimas de restriccion Smal, BamHI y Bglll. El corte con Smal generé una sola banda que corresponde al tamafio del plasmido de
7875 pb (carril 1). La incubacién del plasmido con BamHI generé dos fragmentos de aproximadamente 6600 y 1200 pb (carril 2), mientras
que la digestion con Bglll produjo 2 fragmentos de alrededor de 4200 pb y 3600 pb (carril 3). El carril 4 muestra el marcador estandar de

longitud. Las bandas se muestran en negativo.
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b. Digestién de pCB302-gfp-MBD y pCB302-gfp-FABD2 con Smal, BamHI y

Bglll

El corte de pCB302-gfp-MBD con Smal, resulté en la obtencion de un producto de
~ 8000 pb (Fig. 7, carril 1). Debido a que éste pladsmido presenta solo un sitio de
restriccion para esta enzima, la generacion de una banda detectada es congruente
y corresponde al tamaiio total de la construccion (8267 pb, Fig. 4). Por otra parte,
la digestion de pCB302-gfp-FABD2 con Smal, gener6 un producto de poco menos
de 8000 pb (Fig. 7, carril 5). Este producto coincidié con el tamafio esperado de
7895 pb, ya que pCB302-gfp-FABD2 posee solo un sitio de restriccion para esta

enzima (Fig. 5).

Smal Smal
1 2 3 4 Ry
% 10000
: - —— Sssecies P—
Wi ol r‘t W r—
5 500000 —
pCB302-gfp-MBD f: ‘; :""""" pCB302-gfp-FABD2

Figura 7. Digestion de los pldsmidos pCB302-gfp-MBD y pCB302-gfp-FABD2 con la enzima
de restriccion Smal. Los productos del corte se analizaron en un gel de 1% agarosa,
posteriormente tefiido con SYBR Green |. La imagen muestra los plasmidos pCB302-gfp-MBD y
pCB302-gfp-FABD2 antes (carriles 1 y 4, respectivamente) y después (carriles 2 y 5,
respectivamente) de la digestion con Smal. En ambos se generd un producto que correspondi6 al
tamafio de cada uno de ellos: pCB302-gfp-MBD 8267 pb (carril 2); y pCB302-gfp-FABD2 7985 pb
(carril 5). El carril 3 muestra el marcador estandar de longitud. Las bandas se muestran en

negativo.
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La digestion con BamHI y Bglll de los plasmidos pCB302-gfp-MBD y pCB302-gfp-
FABD2 mostr6 que la cantidad de productos generados y su tamafo
correspondieron al mapa de restriccion de cada construccion (Figs. 4 y 5,
respectivamente). Para ambos plasmidos la digestion con BamHI resulté en la
generacion de dos productos (~ 1400 pb y ~ 6000 pb; Fig. 8, carril 1 y 4,
respectivamente). Por otro lado, el corte del plasmido pCB302-gfp-MBD con Bglll
generd dos productos de ~ 4000 y ~ 3900 pb; (Fig. 8, carril 2), y en el plasmido
pCB302-gfp-FABD2 genero tres productos de ~ 1000 pb, 2500 pb y 4000 pb (Fig.

8, carril 5).
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Figura 8. Digestion de los plasmidos pCB302-gfp-MBD y pCB302-gfp-FABD2 con las
enzimas de restriccion BamHI y Bglll. Los productos del corte fueron analizados en un gel de
1% agarosa y posteriormente tefiido con SYBR Green I. La digestion con BamHI gener6 dos
productos de ~ 1400 pb y 6400 pb en ambas construcciones (carriles 1 y 4, respectivamente). Por
otra parte, la digestion de pCB302-gfp-MBD con Bglll generé dos productos de ~ 4000 pb y 3900
pb (carril 2), mientras que en pCB302-gfp-FABD2 gener6 tres productos de ~ 1000 pb, 2500 pb y
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4000 pb (carril 5). Todos los productos generados en las digestiones correspondieron al tamafio
esperado de acuerdo al mapa de restriccion de los plasmidos. El carril 3 muestra el marcador

estandar de longitud. Las bandas se muestran en negativo.

B. Analisis de los plasmidos pCB302-gfp-AtRACK1C, pCB302-gfp-MBD vy

pCB302-gfp-FABD2 mediante la técnica de PCR

Adicionalmente al corte con enzimas de restriccion, los plasmidos se analizaron
mediante la amplificacion por PCR de fragmentos de los genes AtRACK1C, gfp y

nptll.

a. Amplificacion de una parte de la secuencia codificante de AtRACK1C

Utilizando oligos especificos para la secuencia codificante del gen de AtRACK1C,
(Fig. 9 A), se amplificd una parte de dicha secuencia mediante la técnica de PCR.
El uso de diferentes pares de oligos (AtFw-AtRvl y AtFw-AtRv2) resulté en la
amplificacion de dos productos de diferente tamafio: 984 pb (Fig. 9 B, carriles 1, 2,
3, 4) y 585 pb (Fig. 9 B, carril 6). Cuando se usaron los oligos AtFw-AtRv1 los
templados utilizados fueron: el plasmido pCB302-gfp-AtRACK1C purificado (Fig. 9
B, carril 1) y digerido con las enzimas de restriccion Smal (Fig. 9 B, carril 2),
BamHI (Fig. 9 B, carril 3) o Bglll (Fig. 9 B, carril 4). Por otra parte, cuando se
usaron los oligos AtFw-AtRv2 se us6é como templado pladsmido purificado sin
digestion (Fig. 9 B, carril 6). Los productos amplificados correspondieron, en todos
los casos, a los tamanos esperados calculados a partir de la secuencia reportada

de AtRACK1C (Fig. 9 A).
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1201 ATTATCATAT CACTATATAT CAAAAQQOTCA CJATTTTJAT TACACTTA
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Figura 9. Amplificacién de un fragmento de la secuencia codificante de AtRACK1C presente
en el plasmido pCB302-gfp-AtRACK1C. A. Secuencia codificante del gen de RACKI1C de
Arabidopsis thaliana donde se muestran en rojo las secuencias de nucle6tidos utilizadas para
disefiar los oligos “AtFw, AtRvl y AtRv2” y los tamafios esperados de los productos de
amplificacion (984 pb con AtFw y AtRv1; 575 pb con AtFw y AtRv2). B. Amplificacion de una parte
de la secuencia de AtRACK1C usando los oligos AtFw-AtRv1 y utilizando como templado: el
plasmido pCB302-gfp-AtRACK1C (carril 1), digerido con Smal (carril 2), BamHI (carril 3) y Bglll
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(carril 4), respectivamente. Ademas, el producto del plasmido sin digerir utilizando los oligos AtFw-
AtRv2 (carril 6). Los tamafios esperados de los productos de la amplificacién son de 984 pb
cuando se usa AtFw y AtRv1 (carriles 1-4); y de 575 pb cuando se usan AtFw y AtRv2 (carril 6). El

carril 5 muestra el marcador estandar de longitud. Las bandas se muestran en negativo.

b. Amplificacién de un fragmento de la secuencia codificante de gfp

Usando los oligos especificos para amplificar una parte de la secuencia codificante
del gen de la gfp (Fig. 10 A), se logré amplificar un producto de ~ 700 pb usando
como templado el plasmido pCB302-gfp-MBD (Fig. 10 B, carril 1) o el plasmido
pCB302-gfp-FABD2 (Fig. 10 B, carrii 3). Los productos amplificados

correspondieron al tamafio esperado de 717 pb (Fig. 10 A).

]

TCAAGTTTGAAGGTGATACCCTTGTTAATAGAATCGAGTTAAAAGGTATTGATTTTAAAGAAGATGGAAAC
ATTCTTGGACACAAATTGGAATACAACTATAACTCACACAATGTATACATCATGGCAGACAAACAAAAGAAT
GGAATCAAAGTTAACTTCAAAATTAGACACAACATTGAAGATGGAAGCGTTCAACTAGCAGACCATTATCA
ACAAAATACTCCAATTGGCGATGGCCCTGTCCTTTTACCAGACAACCATTACCTGTCCACACAATCTGCCCTT
TCGAAAGATCCCAACGAAAAGAGAGACCACATGGTCCTTCTTGAGTTTGTAACAGCTGCTGGGATTACACA

AT A B L T A o A L B T o T A R A A B e o L S e A T e
ATAATTTATTOATVITATTOATAVAVLOITTATTTILUITAT TAARALAVLOLTALT TULVAVITUVIATICITAATICIAIL
ATTAATTACAATTTGATTITGACTTGCTCAAAN
PR TR O S LR RSO RO Tt

SA

ofpFw-gfpRv: 717 pb.
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Figura 10. Amplificacion de productos parciales de la secuencia codificante del gen gfp de
los plasmidos pCB302-gfp-MBD y pCB302-gfp-FABD2. A: Secuencia codificante de la gfp
proveniente de Aequorea victoria (GenBank M62653.1), con las secuencias de nucleétidos
utilizadas como oligos en color rojo. B: Amplificacion de un fragmento de la secuencia codificante
del gen de la gfp usando como templado el plasmido pCB302-gfp-MBD (carril 1) o pCB302-gfp-
FABD2 (carril 3). El producto esperado es de 717 pb (carriles 1 y 3). El carril 2 muestra el marcador

estandar de longitud. Las bandas se muestran en negativo.

Adicionalmente, se realiz6 la amplificacion de una parte de la secuencia
codificante del gen nptll presente en los plasmidos pCB302-gfp-MBD y pCB302-
gfp-FABD2 (Fig. 11). Utilizando oligos especificos para la secuencia de este gen
(Fig. 11 A), se amplifico un producto de ~ 600 pb usando las construcciones
pCB302-gfp-MBD (Fig. 11 B, carril 1) o pCB302-gfp-FABD2 (Fig. 11 B, carril 3)
como templado. El tamafio del producto de la amplificacion correspondié al

tamafo esperado (582 pb, Fig. 11 A).
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A Plant transformation vector pCB301 plasmid pXT1, complete sequence

GenBank: JNO29E90.1

gi| 334847649 |gb|IN029690.1| Plant transformation vector pC8301 plasmid pXT1, complete

sequence

CCTTATTCCTGATTTGACCCGCCTGGTGCCTTGGTGTCCAGATAATCCACCTTATCGGCAATGAAGTCGGTCC
CGTAGACCGTCTGGCCGTCCTTCTCGTACTTGGTATTCCGAATCTTGCCCTGCACGAATACCAGCGACCCCTT
GCCCAAATACTTGCCGTGGGCCTCGGLCTGAGAGCCAAAACACTTGATGCGGAAGAAGTCGGTGCGCTCCT
GCTTGTCGCCGGCATCGTTGCGCCACATCTAGGTACTAAAACAATTCATCCAGTAAAATATAATATTTTATTT
TCTCCCAATCAGGCTTGATCCCCAGTAAGTCAAAAAATAGCTCGACATACTGTTCTTCCCCGATATCCTCCCT
GATCGACCGGACGCAGAAGGCAATGTCATACCACTTGTCCGCCCTGCCGCTTCTCCCAAGATCAATAAAGC
CACTTACTTTGCCATCTTTCACAAAGATGTTGCTGTCTCCCAGGTCGCCGTGGGAAMAGACAAGTTCCTCTTC
GGGCTTTTCCGTCTITAAAAAATCATACAGCTCGCGCGGATCTTTAAATGGAGTGTCTICTTCCCAGITTTCG
CAATCCACATCGGCCAGATCGTTATTCAGTAAGTAATCCAATTCGGCTAAGCGGCTGTCTAAGCTATTCGTA
TAGGGACAATCCGATATGTCGATGGAGTGAAAGAGCCTGATGCACTCCGCATACAGCTCGATAATCTTTTC
AGGGCTTTGTTCATCTTCATACTCTTCCGAGCAAAGGACGCCATCGGCCTCACTCATGAGCAGATTGCTCCA
GCCATCATGCCGTTCAAAGTGCAGGACCTTTGGAACAGGCAGCTTTCCTTCCAGCCATAGCATCATGTCCTT
TTCCCGTTCCACATCATAGGTGGTCCCTTTATACCGGCTGTCCGTCATTTTTAAATATAGGTTTTCATTTTCTC
CCACCAGCTTATATACCTTAGCAGGAGACATTCCTTCCGTATCTTTTACGCAGCGGTATTTTTCGATCAGTTT
TTTCAATTCCGGTGATATTCTCATTTITAGCCATTTATTATTTCCTTCCTCTTTTCTACAGTATTTAAAGATACCC
CAAGAAGCTAATTATAACAAGACGAACTCCAATTCACTGTTCCTTGCATTCTAAAACCTTAAATACCAGAAA
ACAGCTTTTTCAAAGTTGTTTTCAAAGTTGGCGTATAACATAGTATCGACGGAGCCGATTTTGAAACCACAA
TTATGGGTGATGLTGCCAACTCGAGAGLGGGLLGLGAGGGTTCGAGAAGGGLGLGLACCLCCCTTCGLC
GTGCGCGGTCACGCGCACAGGGCGCAGCCCTGGTTAAAAACAAGGTTTATAAATATTGGTTTAAAAGCAG

kanFw-kanRv: 582 pb.
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Figura 11. Amplificacidon de productos parciales del gen nptlll con los plasmidos pCB302-
gfp-MBD y pCB302-gfp-FABD2. A: Parte de la secuencia del plasmido pCB301 que contiene la
secuencia codificante del gen nptll [Xiang et al. 1999]; las secuencias utilizadas como oligos
(kanFw y kanRv) se muestran en color rojo. B: Amplificacion de un fragmento de la secuencia del
gen nptlll usando el plasmido pCB302-gfp-MBD (carril 1) o pCB302-gfp-FABD2 (carril 3) como
templado. El producto esperado es de 582 pb (carriles 1 y 3, respectivamente). El carril 2 muestra

el marcador estandar de longitud. Las bandas se muestran en negativo.
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C. Cultivos de Symbiodinium spp. en presencia de herbicida que contiene

glufosinato de amonio (Finale®)

En presencia de 1 mg/mL del herbicida Finale®, tanto en cultivos subsaturados
como saturados, el numero de células de S. kawagutii, S. Mf11 y S. KB8 se redujo
significativamente durante la primera semana de incubacion. Para la segunda
semana, practicamente todas la células habian muerto y a los 21 dias de
incubacion no se detectd ninguna ceélula por microscopia (graficas 1 y 2 lineas
discontinuas). En contraste, aquellos cultivos en ausencia del herbicida mostraron
un patron diferente: los cultivos subsaturados de S. kawagutii, S. Mf11, S. KB8 y
los cultivos saturados de S kawagutii incrementaron el numero de células (graficas
1A, 1B, 1C y 2C); mientras que los cultivos saturados de S. KB8 y S. Mfl1,
tuvieron una ligera disminucion del numero de células en la primera semana de
incubacion; sin embargo, para la segunda semana el niumero de células se

mantuvo constante (gréafica 2A y 2B).
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Gréfica 1. Cultivos no saturados de Symbiodinium spp. en presencia y ausencia de un
herbicida que contiene glufosinato de amonio. A. Cultivo no saturado de células de S. KB8; B.
Cultivo no saturado de células de S. Mf11. C. Cultivo no saturado de células de S. kawagutii. Linea
continua: células en medio ASP-8A; linea discontinua: células en medio ASP-8A con 1 mg/mL de
glufosinato de amonio (Finale®). El conteo de células se realizé cada 2-3 dias mediante un
hemocitdmetro durante 21 dias. Los experimentos se llevaron a cabo en cultivos por triplicado. Los

datos se presentan como la media +/- desviacion estandar.
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Gréfica 2. Cultivos saturados de Symbiodinium spp. en presencia y ausencia de un
herbicida que contiene glufosinato de amonio. A. Cultivo saturado de células de S. KBS8; B.
Cultivo saturado de células de S. Mf11l. C. Cultivo de células de S. kawagutii. Linea continua:
células en medio ASP-8A; linea discontinua: células en medio ASP-8A con 1 mg/mL de glufosinato
de amonio (Finale®). El conteo de células se realizé cada 2-3 dias mediante un hemocitémetro
durante 21 dias. Los experimentos se llevaron a cabo en cultivos por triplicado. Los datos se
presentan como la media +/- desviacion estandar.
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D. Transformacién de Symbiodinium spp. con el plasmido pCB302-gfp-

AtRACK1C

Las células de Symbiodinium spp., transformadas con el plasmido purificado
(pCB302-gfp-AtRACK1C) fueron monitoreadas en el microscopio de fluorescencia
para detectar la emision de fluorescencia verde. La presencia de células verdes
fluorescentes fue detectada a los 8 (S. kawagutii), 25 (S. KB8) y 26 (S. Mfll) d
posteriores a la transformacion (Fig. 12 B, D y F, respectivamente). La emision de
ésta fluorescencia en las células sugiere que la transformacién con éste método

fue exitosa en los tres clados de Symbiodinium spp.
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Figura 12. Transformacion de Symbiodinium spp. con el plasmido purificado pCB302-gfp-
AtRACK1C. A y B: Células de S. kawagutii después de 8 d de la transformacion, C y D: células de
S. KB8 después de 25 d de la transformacién; E y F: células de S. Mfll después de 26 d de la
transformacion. Imagenes por contraste de fases (A, C, E) y fluorescencia (B, D, F). Las barras
correspondena: 30 pmen Ay B,20pmenCyDy25umenEyF.
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E. Transformacién de Symbiodinium spp. con pCB302-gfp-AtRACK1C

mediada por Agrobacterium tumefaciens

La transformacion exitosa de diferentes organismos mediada por A. tumefaciens
ha sido documentada en los dltimos afios. Este método ha demostrado ser uno de
los més eficientes para transformar plantas [Birch, 1997] y otros organismos
incluyendo microalgas como C. reinhardtii [Kumara et al. 2004]. Debido a esto, fue
de gran interés conocer si A. tumefaciens podria transformar de manera mas
eficiente, comparado con el plasmido purificado, a la células de Symbiodinium spp.
Para determinar si A. tumefaciens era capaz de transformar células de
Symbiodinium spp., se siguié el método de transformacion con perlas de vidrio y
PEG, y en lugar de utilizar el pldsmido purificado se co-incub6 con A. tumefaciens
gue contenia el plasmido pCB302-gfp-AtRACK1C. Este método de transformaciéon

se aplicé a S. KBS, S. Mfl1, y S. kawagutii (ver a continuacion).

a. Transformacion de Symbiodinium KB8 con pCB302-gfp-AtRACK1C

mediada por Agrobacterium tumefaciens

En las observaciones bajo el microscopio de las células de S. KB8 transformadas
mediante A. tumefaciens se detect6 la presencia de células verdes fluorescentes
sugiriendo la presencia de la GFP en estas células. De igual manera se pudo
apreciar una seleccién adecuada de las células transformadas con el herbicida,

observandose cada vez mas células verde fluorescentes conforme avanzaba el
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tiempo de incubacion en el medio de seleccion (2, 5y 15 d; Fig. 13 B, D y E,

respectivamente).

Figura 13. Células de S. KB8 transformadas mediante A. tumefaciens que contenia la
construccion pCB302-gfp-AtRACK1C. Células de S. KB8 después de 2d (AyB); 5d(CyD)y
15d (E y F) en medio de seleccidn. Las imagenes fueron tomadas en contraste de fases (A, C, D)

y bajo fluorescencia (B, D, F). Las barras de tamafio corresponden a 40 um (A 'y B), 30 um (C y D)
y20um (D y E).
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b. Transformacion de Symbiodinium Mfll con pCB302-gfp-AtRACK1C

mediada por Agrobacterium tumefaciens

En los cultivos de S. Mfl1l incubados con A. tumefaciens se observaron células
verdes fluorescentes a los 7, 11 y 14 dias después de la transformacion (Fig. 14 B,

Dy F, respectivamente).
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Figura 14. Células de S. Mfll transformadas mediante A. tumefaciens que contenia la
construccion pCB302-gfp-AtRACKI1C. Células de S. Mf11 despuésde 7d (AyB); 11d(CyD)y
14 d (E y F) en medio de seleccién. Las imagenes fueron tomadas en contraste de fases (A, C, D)

y bajo fluorescencia (B, D, F). Las barras de tamafio corresponden a 20 um (A, B, E, F) y 40 um (C
y D).

c. Transformacion de Symbiodinium kawagutii con pCB302-gfp-AtRACK1C

mediada por Agrobacterium tumefaciens

Posterior a la transformacion con A. tumefaciens se pudieron observar células de
S. kawagutii que emitian fluorescencia verde (Fig. 15 B). En los dias siguientes el
namero de células con fluorescencia verde se incrementé (Fig. 15 D), y para el dia
26 la mayoria de las células observadas en el microscopio presentaban dicha
fluorescencia (Fig. 15 F). En comparacion con S. KB8 y S. Mfl1, las células de S.

kawagutii tuvieron una eficiencia de transformacion relativa mayor (Tabla 1).
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Figura 15. Células de S. kawagutii transformadas mediante A. tumefaciens que contenia la
construccion pCB302-gfp-AtRACKI1C. Células de S. kawagutii después de: 7d (Ay B); 11d (Cy
D)y 26 d (E y F) en medio de seleccién. Las imagenes fueron tomadas en contraste de fases (A,

C, D) y bajo fluorescencia (B, D, F). Las barras de tamafio corresponden a 40 um.
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En las imagenes obtenidas bajo fluorescencia se observaron células
aparentemente transformadas de S. KB8, S. Mfll y S. kawagutii, lo cual sugiere
que A. tumefaciens, que contenia el plasmido pCB302-gfp-AtRACK1C, fue capaz
de transformar a estos organismos en cultivo. Las transformaciones de los
diferentes cultivos de Symbiodinium spp. mostraron algunas diferencias en la tasa
de transformacion (Tabla 1), siendo ésta mayor en S. kawagutii y menor en S.
Mfll. Ademas, se observd que las células de S. KB8 son mas sensibles a los

tratamientos utilizados para la transformacion.

Cepa de TT TT Agrobacterium
Symbiodinium plasmido tumefaciens

S. KB8 74 + 8* 603 + 8*

S. Mfll 65 + 5* 448 + 3*

S. kawagutii 107 + 7% | 812 + 7*

* Tasa de Transformacion (TT) por 10° células; los datos se presentan

como la media +/- error estandar).

Tabla 1. Comparacién de la tasa de transformacion de diferentes cultivos de Symbiodinium

spp. usando plasmido purificado o co-incubacién con A. tumefaciens.
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F. Transformacion de Symbiodinium spp. con otros vectores que contienen

GFP

Para asegurar que este método de transformacién mediado por A. tumefaciens es
reproducible y confiable, se realizaron transformaciones de células en cultivo de
Symbiodinium spp. con dos nuevas construcciones que contenian GFP como gen
reportero. Los plasmidos pCB302-gfp-MBD (en Agrobacterium) con la secuencia
gue codifica para un dominio de unién a microtubulos (MBD) y pCB302-gfp-FABD2
(en Agrobacterium), que contiene un gen que codifica para el dominio 2 de union a

actina de la fimbrina (FABD2).

Las células de los cultivos de Symbiodinium spp. fueron observadas en el
microscopio a los 20 d posteriores a la transformaciéon con la construccion
pCB302-gfp-MBD (Fig. 16). Tanto en las células de S. Mfl1l (Fig. 16 Ay B), como
en las de S. kawagutii (Fig. 16 C y D) se pudieron observar células con
fluorescencia verde (Fig. 16 B y D, respectivamente). De igual manera, en las
células de S. Mfll y S. kawagutii transformadas con la construccién pCB302-gfp-
FABD2 se observé la presencia de células con fluorescencia verde (Fig. 17 By D,
respectivamente). Las imagenes corresponden a los 23 d después de la

transformacion.
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Figura 16. Transformaci

gfp-MBD. Células de S. Mf11 (A y B) y S kawagutii (C y D) transformadas mediante A. tumefaciens

que contenia la construccién pCB302-gfp-MBD. Imagenes adquiridas después de 20 d en medio

de seleccion y observadas por contraste de fases (A y C) y su correspondiente campo bajo

fluorescencia (B y D). Las barras de tamafio corresponden a 20 um (Ay B,) y 25 um (C y D).
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Figura 17. Transformacion de Symbiodinium spp. mediada por A. tumefaciens con pCB302-
gfp-FABD2. Células de S. Mfll (A y B) y S. kawagutii (C y D) transformadas mediante A.
tumefaciens que contenia la construccion pCB302-gfp-FABD2. Imagenes adquiridas después de
23 d en medio de seleccién, observadas por contraste de fases (A y C) y su correspondiente

campo bajo fluorescencia (B y D). Las barras de tamafio corresponden a 10 um (Ay B) y 20 um (C
y D).
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G. Ensayos para determinar la incorporacién de ADN foraneo al genoma de

Symbiodinium spp.

a. PCR Inverso

El ADN genomico extraido de los cultivos de S. KB8, S. Mfll y S. kawagutii,
transformados mediante A. tumefaciens con los plasmidos pCB302-gfp-
AtRACK1C, pCB302-gfp-MBD o0 pCB302-gfp-FABD2 se us6 como templado en las
reacciones de amplificacion usando distintos pares de oligos. En cada reaccién se
esperaba amplificar parte de la secuencia del gen bar (presente en los plasmidos
utilizados para transformar), conjuntamente con la secuencia desconocida
contigua a la insercion de éste gen en el ADN de Symbiodinium spp. Sin embargo,
en ningun caso fue posible amplificar algin producto con las condiciones

experimentales empleadas.

b. PCR Gendmico

i. Amplificacion de una parte de la secuencia codificante de AtRACK1C
usando ADN gendémico de cultivos de Symbiodinium spp. transformados

mediante Agrobacterium tumefaciens

El ADN genomico proveniente de los cultivos de S. KB8, S. Mfll y S. kawagultii
transformados con A. tumefaciens que contenia el plasmido pCB302-gfp-
AtRACKI1C se utiliz6 como templado para amplificar fragmentos de la secuencia

codificante de AtRACK1C. Mediante el uso de los oligos AtFwl- AtRvl, se
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amplificaron productos de = 1000 pb, (Fig. 18, carriles 3, 6 y 9); mientras que el
uso de los oligos AtFw1- AtRv2 generé productos de = 600 pb (Fig. 18, carriles 4,
7 y 10). En todos los casos el tamafio de los productos correspondio al tamafio
esperado de 984 pb para Fw-Rv1y 575 pb para Fw-Rv2, (Fig. 9 B). Por otra parte,
cuando el ADN aislado de células normales de S. KBS, S. Mfll o S. kawagultii fue
usado como templado, no hubo ningun producto amplificado (Fig. 18, carriles 2, 5
y 8). Los productos amplificados fueron purificados y enviados a secuenciar. Las

secuencias resultantes correspondieron a la secuencia de AtRACK1C.

S. Mf11 S. KB8 S. kawagutii
MPM Normal Transformados Normal Transformados Normal Transformados
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
1.5 Kb [S— : : ‘ s
0.5 Kb [EEE—_— e L nd R

Figura 18. Amplificacion de una parte de la secuencia codificante de AtRACK1C usando
como templado el ADN gendmico de cultivos de Symbiodinium spp. transformados con
pCB302-gfp-AtRACK1C. Con el ADN gendmico aislado de cultivos de S. Mill, S. KB8 y S.
kawagutii transformados con pCB302-gfp-AtRACK1C y los oligos AtFw1-AtRv1 o AtFwl-AtRv2, se
amplificaron productos de aproximadamente 1000 pb (tamafio esperado 984 pb) para S. Mfll (carril
3), S. KB8 (carril 6), y S. kawagutii (carril 9); y otros de alrededor de 600 pb (tamafio esperado 575
pb) para S. Mfll (carril 4), S. KB8 (carril 7), y S. kawagutii (carril 10). Cuando se utilizé el ADN
genoémico de cultivos normales de S. Mfll, S. KB8 o S. kawagutii como templados no hubo
productos de amplificacién (carriles 2, 5 y 8, respectivamente). El primer carril muestra el marcador

estandar de longitud. Las bandas se muestran en negativo.
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ii. Amplificacién de un fragmento de la secuencia codificante del gen de gfp
usando ADN de cultivos de Symbiodinium spp. transformados mediante

Agrobacterium tumefaciens

Utilizando como templado el ADN de los cultivos de Symbiodinium spp.
transformados con las construcciones pCB302-gfp-MBD y pCB302-gfp-FABD2, se
amplificé una parte de la secuencia codificante del gen de gfp. Como se muestra
en la figura 19, un producto de ~ 750 pb fue amplificado usando los oligos gfpFw-
ofpRv y el ADN de S. kawagutii (carril 1), S. Mf11l (carril 2) o S. KB8 (carril 3)
transformados con pCB302-gfp-MBD. Resultados idénticos se obtuvieron cuando
se uso el ADN de cultivos de S. kawaguitii (carril 4), S. Mf11 (carril 5) o S. KB8
(carril 6), transformados con pCB302-gfp-FABD2. Todos los productos
amplificados correspondieron al tamafio esperado de 717 pb (Fig. 10, carriles 1 al
6). Posteriormente, éstos fueron purificados y enviados a secuenciar. Las
secuencias resultantes correspondieron a la secuencia de gfp. Como control
positivo de amplificacion, se utilizé como templado el plasmido purificado pCB302-

gfp-AtRACK1C (Fig. 19, carril 8).

1 2 3 4 5 6 7 8
1500 pbx

#1000 pbr

S. kawagutii  S.MF11  S.KB8 S. kawagutii S. Mf11  S. KBS 500 pp  Control

pCB302-gfp-MBD pCB302-gfp-FABD2
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Figura 19. Amplificacion de una parte de la secuencia codificante del gen de gfp en células
de Symbiodinium spp. transformadas con pCB302-gfp-MDB o con pCB302-gfp-FABD2.
Utilizando los oligos gfpFw y gfpRv (Fig. 10 A), se realiz6 la amplificacion de una parte de la
secuencia codificante del gen de gfp usando como templado el ADN gendmico aislado de cultivos
de Symbiodinium spp. transformados con A. tumefaciens. Los carriles 1, 2 y 3 corresponden a los
productos de la amplificacion con ADN gendmico de células transformadas con pCB302-gfp-MDB
(S. kawagutii carril 1; S. Mfl1l carril 2; S. KB8 carril 3). Por otra parte, los carriles 4, 5y 6
corresponden a los productos amplificados de células transformadas con pCB302-gfp-FABD2 (S.
kawagutii carril 4; S. Mf11 carril 5; S. KB8 carril 6). En todos los casos el producto de amplificacién
fue de ~ 750 pb (carriles 1 al 6) para un tamafio esperado de 717 pb (ver Fig. 10). Como control
positivo se utilizd6 como templado el plasmido purificado pCB302-gfp-AtRACK1C (carril 8). El carril

7 muestra el marcador estandar de longitud. Las bandas se muestran en negativo.

H. Inmunodeteccién de la proteina hibrida GFP-AtRACK1C en extractos
totales de proteinas de células de Symbiodinium spp. transformadas

mediante Agrobacterium tumefaciens

El anticuerpo anti-GFP reconocié una proteina de ~ 70 kDa en los extractos de
proteinas de las células de S. Mfll transformadas mediante A. tumefaciens que
contenia el plasmido pCB302-gfp-AtRACK1C. Este peso molecular corresponde al
tamafio esperado de la fusién de GFP-AtRACK1C. Algo similar fue observado en
los extractos de S. kawagutii y S. KB8 transformados mediante A. tumefaciens que

contenia el plasmido pCB302-gfp-AtRACK1C.
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Figura 20. Inmunodeteccion de la proteina hibrida GFP-AtRACK1C en extractos totales de
proteinas de células de S. Mfll transformadas mediante A. tumefaciens que contenia el
plasmido pCB302-gfp-AtRACK1C. La inmunodeteccién de una banda de ~ 70 kDa con un
anticuerpo anti-GFP, sugiere la expresion de la proteina hibrida GFP-AtRACK1C en las células de
S. Mf11 transformadas mediante A. tumefaciens. La flecha indica la banda de ~ 68 kDa que

corresponde al tamafo esperado de la fusion de GFP-AtRACK1C. MPM: marcadores de peso
molecular en kilodaltones (kDa).

I. Inoculacion de polipos de Cassiopea xamachana con Symbiodinium KB8

S. KB8 es el simbionte natural de la medusa tropical Cassiopea xamachana. El
ciclo de vida de esta medusa incluye la reproduccion sexual y asexual (Fig. 21).
En la reproduccion sexual se requiere de la produccion de huevos y esperma, los

cuales se fusionan y forman una planula. Una vez adherida al sustrato ésta
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planula se diferencia en un pélipo llamado scifistoma, el cual puede reproducirse
asexualmente por la germinacion y liberacion de un brote tipo planula con
capacidad natatoria. Es en esta fase de scifistoma que se puede adquirir el
simbionte dinoflagelado (S. KB8), evento que se ha postulado como el disparador
del proceso de la metamorfosis hacia una medusa diferenciada [Colley y Trench,

1983].

Figura 21. Ciclo de vida de la medusa Cassiopea xamachana. La medusa madura sexualmente
(1) se reproduce por la produccion de huevos y esperma los cuales se fusionan y forman una
planula aposimbiética (2). Una vez adherida al sustrato la planula se diferencia en un pélipo
aposimbiodtico (scifistoma) (3), el cual puede reproducirse asexualmente por la germinacién y
liberacién de un brote tipo planula con capacidad natatoria (4). Una vez adquirido el dinoflagelado

simbionte, el scifistoma estrobila (5) y libera una éfira (6) [Colley y Trench, 1983].
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Ya que la division de los polipos es constante y pueden ser cultivados en
condiciones de laboratorio (Fig. 22, paneles A al F), se procedio a realizar un
experimento para determinar si las células transformadas de S. KB8 son capaces
de infectar a los polipos de C. xamachana. Después de 5 dias de co-incubacion,
se determind si los polipos presentaban algin cambio en su morfologia que
pudiera deberse a la adquisicion del simbionte dinoflagelado. Los cambios visibles
abarcan: una coloracion café, tentaculos contraidos, comienzo de la estrobilacion,

entre otros (Fig. 22, paneles G al J).

Figura 22. Diferentes etapas en el ciclo de vida de la medusa Cassiopea xamachana. Las
imagenes muestran las diferentes etapas y los cambios morfologicos visibles en el ciclo de vida de

C. xamachana. Paneles A-F, muestran las diferentes fases en estado de polipo. Paneles G-J,
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muestran los cambios morfolégicos del pdélipo una vez adquirido el simbionte dinoflagelado
(estrobilacién y la liberacion de una éfira). A. POélipo aposimbidtico (scifistoma) con brotes
germinando. B. Liberacion de un brote tipo planula con capacidad natatoria. C-D. Desarrollo y
crecimiento de pdlipos aposimbidticos. F. Pélipo aposimbiético reproduciéndose asexualmente por
la germinacién de brotes. Una vez adquirido el simbionte dinoflagelado Symbiodinium KBS, el

scifistoma estrobila (G) y libera una éfira (H-J).

Las observaciones en el microscopio mostraron que algunos pélipos co-incubados
con su simbionte natural (S. KB8) presentaron una coloracion café intensa y
aparentemente uno de ellos comenzé a estrobilar (Fig. 23, panel C marcado con
una flecha). Por otra parte, los polipos co-incubados con S. Mf1.05b, el cual no
establece simbiosis con esta medusa, (Fig. 23, panel A) y los pdlipos incubados
s6lo con medio ASP-8A (control, Fig. 23, panel B,) no mostraron ningun cambio
aparente. De igual forma, los polipos co-incubados con células de S. KBS8
transformadas con pCB302-gfp-MBD y pCB302-gfp-FABD2 tampoco mostraron

cambios visibles en su morfologia (Fig. 23, paneles D y E, respectivamente).
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Control S. Mf1.05b
(s6lo medio) (cogtrolnegativo) -

Figura 23. Incubacién de po6lipos de la medusa Cassiopea xamachana con células de Symbiodinium KB8 transformadas. Después de 5
dias de co-incubacion los pélipos fueron observados para determinar si presentaban algiin cambio morfolégico. Algunos pélipos co-incubados con
S. KB8 mostraron una coloracion café y un aparente cambio en su morfologia (panel C, flecha blanca). En las demas co-incubaciones no hubo
algin cambio visible. A. Pdlipos a los que se les agregaron 150 ul de medio ASP-82 (Control, s6lo medio); B. Pdlipos incubados con 150 pul de S.
Mf1.05b (control negativo); C. Pdlipos co-incubados con 150 ul de S. KB8 (control positivo); D. Pdlipos co-incubados con 150 pul de S. KB8
transformado con la construccién pCB302-gfp-MBD (S. KB8 MBD); E. Pdlipos con 150 ul de inéculo de S. KB8 transformado con la construccion

pCB302-gfp-FABD2 (S. KB8 FABDZ2). Las &reas punteadas corresponden a la zona amplificada en los recuadros.
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XIl. DISCUSION

Los dinoflagelados fotosintéticos marinos del género Symbiodinium son organismos
esenciales en el ambiente acuatico. Debido a su capacidad para establecer relaciones
simbidticas representan una piedra angular para el mantenimiento del arrecife de coral.
El avance en el conocimiento de su fisiologia, asi como de los mecanismos celulares,
bioquimicos y moleculares involucrados en el establecimiento y funcionalidad de sus
relaciones simbidticas es basico para el entendimiento de estos procesos y los efectos

de cambios del ambiente.

La pared celular de estos dinoflagelados representa una barrera natural y es uno de los
principales obstaculos para la aplicacion de los métodos de transformacion en estos
organismos en cultivo. Esto en gran parte es debido al hecho de que a la fecha no se
conoce ninguna enzima que sea capaz de digerir completamente su pared celular, lo
cual ha impedido el uso de protocolos plenamente establecidos para transformacion en

protoplastos.

En este trabajo se desarrollaron dos protocolos de transformacion genética para
dinoflagelados del género Symbiodinium mendiante: a) el uso de un plasmido purificado
y b) la co-incubacion con A. tumefaciens. En ambos casos el acceso a través de la
pared celular se logré6 mediante la agitacion con perlas de vidrio en presencia PEG, a
diferencia del método de transformacion reportado previamente por ten Lohuis y Miller
[1998] en el cual utilizaron fibras de carburo de silicio (SiC) para producir la abrasion de

la pared del dinoflagelado. Las perlas de vidrio produjeron el mismo efecto sin tener las
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desventajas de las SiC como el riesgo a la salud que representa su uso [Dunahay et al.
1997]. Ademas de no ser toxicas, las perlas de vidrio son baratas y no requieren del
acceso a equipo especializado. Mediante estos dos protocolos se logro la introduccion y
expresion de genes heterélogos en tres diferentes subtipos de dinoflagelados
fotosintéticos del género Symbiodinium. Sin embargo, las tasas de transformacion
obtenidas con los dos métodos fueron diferentes. Para el método utilizando el plasmido

purificado las tasas fueron de: 74 + 8, 65 + 5y de 107 + 7 por cada 10° células de S.

KB8, S. Mfll y S. kawagultii, respectivamente. Por otra parte, cuando se utilizo el
método de transformacion mediado por A. tumefaciens, las tasas fueron de 603 + 8, 448
+ 3y 812 + 7 por cada 10° células de S. KB8, S. Mfll y S. kawagutii, respectivamente,
(Tabla 1). En contraste, en el método desarrollado por ten Lohuis y Miller [1998] se
reporta una eficiencia de 5-24 transformantes por 10’ células. La mayor eficiencia
obtenida con A. tumefaciens en comparacién con perlas de vidrio, concuerda con lo
reportado para ambos métodos de transformacion en C. reinhardtii [Kumara et al. 2004].
A. tumefaciens es ampliamente utilizado para la transformacion en plantas; sin
embargo, su uso no solo esta limitado a ellas, ya que cada vez es mayor la lista de
organismos que han sido transformados con esta bacteria incluyendo a células
humanas en cultivo [Kunik et al. 2001]. Tal es el caso de Symbiodinium spp., con el cual

se logré una transformacion exitosa y con una relativa alta eficiencia.

El uso de tres construcciones diferentes en tres cepas de Symbiodinium spp. sugiere
que el método de transformacion mediado por A. tumefaciens es reproducible. No

obstante, la transformacion de en los diferentes clados de Symbiodinium spp. mostré
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diferencias en la tasa de transformacion. Esto pudo ser debido a las diferencias
morfologicas que existen entre ellos como grosor de la pared celular o diferencia en la
sensibilidad al método de transformacion. Esto se hizo evidente cuando se incubaron
células de Symbiodinium spp. en presencia del herbicida con glufosinato de amonio, ya
que S. KB8 mostré ser mas sensible, seguido de S. Mfll y finalmente S. kawagutii
(Graficas 1y 2). De igual manera, la tasa de transformacion mas baja la tuvo S. KB8 y
la mas alta, S. kawagutii. Esto debido probablemente a que S. KB8 fue mas sensible al
rompimiento con perlas de vidrio comparado con S. Mfl1l y S. kawagutii. Sin embargo, a
pesar de estas diferencias, las tasas de transformacion obtenidas por los métodos
empleados en este trabajo fueron mayores, en todos los casos, a las reportadas

anteriormente por ten Lohuis y Miller [1998].

Con el ADN gendmico extraido de las células transformadas de Symbiodinium spp. en
cultivo, se amplific6 una parte de la secuencia de gfp. Este producto fue amplificado en
todas las reacciones donde se usO el ADN gendmico proveniente de células
transformadas mediante A. tumefaciens con las diferentes construcciones (pCB302-gfp-
AtRACK1C, pCB302-gfp-MBD y pCB302-gfp-FABD2), y en todos los subtipos de
Symbiodinium spp. (Figura 16). De igual manera, un fragmento de la secuencia de
AtRACK1C fue amplificada en aquellas células transformadas con A. tumefaciens que
contenian el pladsmido pCB302-gfp-AtRACK1C. La secuenciacion de estos productos
demostré que las secuencias eran idénticas a las de los respectivos genes presentes
en las construcciones. Por otro lado, como se muestra en la figura 20, mediante el uso

de un anticuerpo anti-GFP se detecté una banda de ~ 70 kDa en extractos totales de
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proteinas de células de S. Mfll transformadas mediante A. tumefaciens con el
plasmido pCB302-gfp-AtRACKL1C, la cual corresponde al peso esperado de 68 kDa de
la fusion de la GFP-AtRACKI1C. Algo similar fue observado en los extractos de S. KB8 y
S. kawagutii transformado mediante A. tumefaciens con el mismo plasmido y usando el
anticuerpo anti-GFP, sugiriendo que las proteinas hibridas fueron expresadas
correctamente por las células transformadas. Estos resultados también sugieren que los
genes presentes en las construcciones fueron incorporados al genoma de
Symbiodinium spp., ya que los genes de la gfp y de AtRACK1C no se encuentran

naturalmente en el genoma del dinoflagelado.

El uso del promotor heter6logo CaMV35S permitid la expresion de los genes presentes
en las diferentes construcciones empleadas para transformar a Symbiodinium spp. Sin
embargo, es posible que la expresion constitutiva de estos afectara de alguna forma a
la clorofila presente en las células. Las células normales de Symbiodinium spp.
observadas en un microscopio de fluorescencia emiten fluorescencia roja debido a la
presencia de la clorofila; esto debid resultar en una emisién de fluorescencia de color
amarillo en las células transformadas expresando GFP, ya que ésta emite fluorescencia
verde. En nuestro caso, las células transformadas se mostraban verdes como si no
tuvieran clorofila o ésta estuviera degradada. Esto sugiere la pérdida del pigmento por

algun efecto pleiotrépico de la sobreexpresion de los genes transformados en la célula.

Por otra parte, se observo que las células transformadas tienen una tasa muy baja o
nula de division celular y que la razén por la que emiten fluorescencia verde es porque

al parecer, la sintesis de la clorofila y/o pigmentos fotosintéticos similares esta abatida.
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Esto debido probablemente a la sobre expresién de dichas proteinas. Este hecho no
seria un efecto inusual en las células transformadas con RACK1, ya que al ser una
proteina de andamiaje puede interactuar con una amplia gama de proteinas de
sefalizacion y regular los procesos celulares tales como la division celular, transduccion
de sefales y rutas metabdlicas [Revisado en Adams et al. 2011]. El efecto de la
sobreexpresion RACKL1 heterdloga en Symbiodinium spp. y su posible implicacién en

fotosintéticos metabolismo pigmento requiere mas investigacion.

Una alternativa a este problema, seria el uso de promotores inducibles, o promotores
enddgenos acoplados a los genes de interés, evitando asi los efectos adversos de la
sobreexpresion de genes que estan bajo el control de promotores fuertes como lo es

CaMVa35S.

El uso de la secuencia de gfp como gen reportero en las construcciones permitié la
visualizacion y seguimiento in vivo de las células transformadas en el microscopio de
fluorescencia. La GFP ha sido utilizada ampliamente para estos fines ya que puede ser
fusionada a las secuencia de otros genes sin causar interferencia en su expresion y
funcién [Chudakov et al. 2005]. Ademas, su maduracion postranscripcional es
autonoma y eficiente. La facil visualizacion de células transformadas en el microscopio
de fluorescencia es una de las grandes ventajas del uso de la GFP. De esta forma, fue
evidente la diferencia entre las células no transformadas que emitian naturalmente
fluorescencia roja y las células transformadas que emitian fluorescencia verde debido a

la presencia de la GFP.
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La seleccién de las células de Symbiodinium spp. transformadas se logré exitosamente
mediante el uso de construcciones que contenian el gen bar el cual confiere resistencia
a herbicidas que contienen glufosinato de amonio, como Basta® y Finale®. El glufosinato
de amonio es un analogo del acido glutamico. La bioconversion del acido glutamico a
glutamina es llevada a cabo por la enzima glutamina sintetasa. Este proceso es muy
importante para la célula vegetal ya que permite la detoxificacion del exceso de amonio
y al mismo tiempo biosintetizar glutamina, el cual es un aminoacido muy importante
para la sintesis de proteinas [Forde y Lea, 2007]. El glufosinato de amonio compite con
el sustrato natural, el acido glutamico, por el sitio activo de la enzima glutamina
sintetasa. La interferencia de la union del acido glutamico con la enzima provoca la falta
del aminoacido glutamina y, a su vez, la acumulacion de compuestos aminados a
niveles toxicos lo que provoca finalmente la muerte celular [Tan et al. 2006; Dayan y
Watson, 2011]. En efecto, las curvas de crecimiento de Symbiodinium spp. en
presencia de herbicida con glufosinato de amonio (Finale®) mostraron su eficacia para
matar a las células en cultivo, ya que en presencia de este compuesto se observo un
decremento paulatino de células vivas de los tres diferentes subtipos de Symbiodinium

spp. usados en el ensayo (Gréficas 1y 2 lineas discontinuas).

El gen bar (bialaphos resistance) codifica para la enzima fosfinotricina acetil transferasa
(PAT) [Thompson et al. 1987]. PAT acetila rapidamente al glufosinato produciendo el
metabolito no toxico N-acetyl-L-glufosinato [De Block et al. 1987]. Esta acetilacion no
permite la unién del glufosinato con la enzima glutamina sintetasa, eliminando asi los

efectos adversos y letales del herbicida en la célula [Tan et al. 2006]. La utilizacion del
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gen bar y de herbicidas que contienen glufosinato de amonio como agentes de
seleccion resultd adecuada para seleccionar a las células transformadas de

Symbiodinium spp.

Los resultados del ensayo de la co-incubacion de pdlipos de la medusa Cassiopea
Xamachana y células transformadas de S. KB8 mostraron que éstas no fueron capaces
de desatar la metamorfosis en los pélipos. S. KB8 es el simbionte natural de la medusa
C. Xamachana y el inicio de la relacion simbiotica entre estos dos organismos se puede
apreciar con el inicio de la metamorfosis del polipo hacia medusa. En este ensayo, sélo
se observo el inicio aparente de metamorfosis cuando los pélipos fueron co-incubados
con S. KB8 normales (control, Fig. 23). En las co-incubaciones de células de S. KB8
transformadas (S. KB8 MBD y S. KB8 FABD2) y de S. MF1.05b (control negativo) no se
observo algun cambio aparente en los pélipos (Fig. 23). Estos resultados sugieren que
no se llevé a cabo el reconocimiento adecuado y no hubo el establecimiento de la
relacion simbidtica entre los dos organismos. Esto pudo deberse a que la
transformacién haya afectado al dinoflagelado de tal forma que el mecanismo de
reconocimiento entre ambas especies se encuentre alterado. La pared celular de los
simbiontes del género Symbiodinium tiene un papel muy importante en el
establecimiento y mantenimiento de la simbiosis. Diversos estudios han mostrado la
presencia de glicanos en la pared celular de estos dinoflagelados que podrian mediar la
interaccion, el reconocimiento y persistencia con su hospedero [Jimbo et al 2000; Lin et
al. 2000; Koike et al 2004; Wood-Charlson et al. 2006]. La presencia de a-manosa/a-

glucosa y a-galactosa en la pared celular de Symbiodinium C1f han mostrado ser
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blancos potenciales para las lectinas de los cnidarios, ya que su modificacion
enzimatica reduce significativamente la infeccién del simbionte a larvas del coral Fungia
scutaria [Wood-Charlson et al. 2006] y cnidarios adultos [Lin et al. 2000]. Como se
menciond anteriormente, la sobreexpresion de las proteinas fusionadas a GFP debido
al uso de un promotor constitutivo, ademas de provocar que las células transformadas
no se dividan y que la sintesis de la clorofila y/o pigmentos fotosintéticos similares esté
perturbada, también podria traer como consecuencia la afectacion de las vias o los
mecanismos de reconocimiento entre el simbionte y el hospedero, debido al resultado
de alguna modificacion en la estructura y/o composicion de la pared celular del
dinoflagelado. Sin embargo, no se tienen datos al respecto de estas observaciones y

estos efectos merecen investigaciones posteriores.

El uso de un método de transformacién mediado por A. tumefaciens aplicado a los
dinoflagelados del género Symbiodinium es viable y reproducible. Sin embargo dicho
método es aun perfectible y las mejoras en el mismo deberan incluir el uso de
promotores y genes que no interfirieran con la viabilidad celular ni con su capacidad

para establecer relaciones simbibticas con sus hospederos.

El uso de esta técnica y la transformacion con diversos genes de interés acoplados a
promotores inducibles o enddégenos serd de gran utilidad experimental y permitird el
avance en el entendimiento de la fisiologia de Symbiodinium spp. y de los mecanismos
involucrados en el establecimiento de su simbiosis con sus diversos organismos

hospederos.
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Xlll. CONCLUSIONES

En este trabajo se lograron transformar diferentes clados de Symbiodinium spp. con
diferentes construcciones de genes heterdlogos con proteinas fluorescentes utilizando
Agrobacterium tumefaciens. La utilizacion de la secuencia codificante de la GFP como
gen reportero demostré ser adecuado. El uso de plasmidos para transformacion que
conducen a la expresién del gen bar de resistencia al herbicida Basta® resultd ser
adecuado para obtener un buen método de seleccién de las células transformadas.
Finalmente, las evidencias apuntan a que el gen “transformante” se incorporé al
genoma, aunque se requieren pruebas adicionales para corroborar inequivocamente
esto ultimo. Este trabajo demuestra que es posible transformar genéticamente a este

dinoflagelado de una manera eficiente y reproducible.
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XIV. PERSPECTIVAS

El conocimiento sobre la biologia celular y fisiologia de Symbiodinium spp. es
fundamental debido a que este organismo es un componente indispensable para el
arrecife de coral. Este hecho hace impostergable el desarrollo y aplicacién de técnicas
de manipulacién genética que permitan avances importantes en la comprension de la
biologia béasica de este organismo. El desarrollo de una metodologia confiable y
reproducible para la transformacién de Symbiodinium spp. permitira la introduccion de
genes, y el andlisis in vivo de su funcién y regulacion. De igual manera, sera factible la
implementacion de técnicas como el silenciamiento de genes mediante RNAI y la
expresion de genes acoplados a promotores enddgenos. Esto a su vez, permitira
profundizar en el conocimiento de la biologia y fisiologia de Symbiodinium spp., asi
como también, elucidar los procesos de interaccién y establecimiento de su simbiosis

con otros organismos.
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