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RESUMEN

El cobre es un micronutriente esencial, pero a altas concentraciones puede inducir la
sintesis de especies reactivas de oxigeno (ROS), causando una condicion de estrés
oxidativo. En sitios costeros contaminados por cobre, prevalecen sélo algunas especies
de macroalgas, como Scytosiphon lomentaria y Ulva compressa, las que presentan
mecanismos eficientes de tolerancia al metal. Contrariamente, la macroalga parda
Lessonia nigrescens, ecoldgicamente importante en la zona intermareal, se encuentra
ausente en sitios contaminados por cobre y presenta mecanismos de tolerancia al metal
insuficientes. Recientemente, en Scytosiphon gracilis, macroalga parda que presenta
mecanismos de tolerancia similares a los descritos en S. lomentaria, se identificaron
proteinas involucradas en la tolerancia al estrés por cobre, entre las que se encuentran las
peroxirredoxinas (PRXs), enzimas capaces de reducir peroxido de hidrégeno,
alquilhidroperdxidos y peroxinitritos, escasamente estudiadas en macroalgas. Estas
enzimas reaccionan a bajas concentraciones de perdxidos en comparacion a otras
enzimas como catalasa y son susceptibles a inactivacion a elevadas concentraciones de
peroxidos. En el presente trabajo, se estudio la activacion PRXs en respuesta al estrés
oxidativo generado por cobre en las algas pardas S. gracilis y L. nigrescens, cultivadas
en presencia de concentraciones crecientes del metal (5 a 100 pg Cu L™, mas un control
sin adicion de cobre) durante 96 h. Se evalué marcadores de dafio oxidativo, como la
generacion de lipoperoxidos y la pérdida de eficiencia méxima del fotosistema Il
(Fv/Fm). Adicionalmente, se realizd estudios de inmunofluorescencia para detectar

PRXs en ambas especies.

Los resultados indicaron que las PRXs mostraron afinidad tanto por peréxido de
hidrégeno como por ter-butil hidroperéxido como sustratos y se observé un aumento de
la actividad usando DTT como agente reductor a partir de 5 pg Cu L™. Los niveles de
actividad PRX en S. gracilis fueron superiores a los de L. nigrescens en todas las

concentraciones del metal evaluadas e incluso en individuos no expuestos al metal (i.e.

Xi



actividad basal). Los valores méximos de actividad PRX se registraron en 40 pg Cu L™
en S. gracilis y en 10 pg Cu L™ en L. nigrescens. En ambas especies se detecté un
aumento de la actividad PRX acoplada a tiorredoxina, pero la actividad PRX acoplada a
glutarredoxina s6lo aumento en S. gracilis. Se observo inhibicion de la actividad PRX a
partir de 20 pug Cu L™ en L. nigrescens y en S. gracilis a partir de 100 pug Cu L™ Este
fendmeno coincidié en ambas especies con un aumento de lipoperdxidos, lo que sugiere
que las PRXs controlarian los niveles de lipoperoxidos generados por estrés oxidativo.
Respecto a la medicidn de eficiencia fotosintética, si bien se observé un efecto del cobre
sobre los fotosistemas en ambas especies, resulté ser un parametro menos sensible que
los lipoperdxidos y no hubo diferencias a nivel global entre las especies. Analisis de
inmunofluorescencia mostraron que en L. nigrescens no variaron los niveles proteicos de
PRX en individuos tratados con 10 y 100 pug Cu L™ respecto a su control y que en
S. gracilis aumentan los niveles proteicos de PRX en individuos tratados con
40 pg Cu L™ y disminuye en 300 pg Cu L™, coincidiendo con los resultados de actividad

enzimatica.

Los resultados sugieren que las PRXs participan en la tolerancia al estrés por cobre,
actuando como una barrera antioxidante, siendo mas eficientes en S. gracilis que en
L. nigrescens. La actividad de las PRXs en S. gracilis ayuda a explicar funcionalmente
la capacidad de esta especie de tolerar ambientes contaminados con altos niveles de
cobre, mediante la reduccion de peroxidos y posiblemente mediante el control de vias de
sefializacion redox, que regulan la adaptacion de esta especie a sitios contaminados por
cobre. En el caso de L. nigrescens, la pérdida de actividad de las PRXs frente a bajas
concentraciones de cobre ayudaria a explicar el grave dafio celular que se genera en esta
especie Yy, a nivel ecoldgico, el impedimento que esto le genera para colonizar ambientes

contaminados por el metal.
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ABSTRACT

Copper is an essential micronutrient, but at high concentrations can induce the synthesis
of reactive oxygen species (ROS), generating a condition of oxidative stress. In coastal
copper-impacted sites, prevail only a few species of macroalgae, such as Scytosiphon
lomentaria and Ulva compressa, which have efficient metal tolerance mechanisms.
Conversely, the brown seaweed Lessonia nigrescens, environmentally important in the
intertidal zone, is absent from copper-impacted sites and presents insufficient metal
tolerance mechanisms. Recently, in Scytosiphon gracilis, brown seaweed that presents
similar tolerance mechanisms to those described in S. lomentaria, proteins involved in
tolerance to copper-induced stress were identified, among them, peroxiredoxins (PRXSs).
These enzymes are capable to reduce hydrogen peroxide, alkylhydroperoxides and
peroxynitrites, and have been poorly studied in macroalgae. These enzymes react at low
concentrations of peroxides in comparison to other enzymes such as catalase and are
susceptible to inactivation at high concentrations of peroxides. In this work, the PRX
activation was studied in response to copper-induced oxidative stress in brown algae
S. gracilis and L. nigrescens cultured with increasing concentrations of the metal (5 to
100 pg Cu L™, and a control without copper addition) for 96 hours. Oxidative damage
markers, such as the generation of lipoperoxides and loss of photosystem 11 efficiency
(Fv/Fm) were evaluated. Additionally, an immunofluorescence study was carried out in
order to detect PRXs in both species.

The results indicated that the PRXs showed affinity for both hydrogen peroxide and ter-
butyl hydroperoxide as substrates, and an increase in activity was observed using DTT
as a reducing agent from 5 pg Cu L™ *. PRX activity in S. gracilis was superior to
L. nigrescens in all the copper concentrations assessed and even in individuals not
exposed to the metal (i.e. basal activity). The maximum values of PRX activity occurred
at 40 pg Cu L™ in S. gracilis and at 10 pg Cu L™ * in L. nigrescens. An increase of PRX

activity coupled to thioredoxin was detected in both species, but PRX activity coupled to

Xiii



glutaredoxin only increased in S. gracilis. It was observed loss of PRX activity from
20 pg Cu L™ ' in L. nigrescens and S. gracilis from 100 pg Cu L™. This phenomenon
coincided in both species with an increase of lipoperoxides, which suggests that the
PRXs would control the levels of oxidative stress-generated lipoperoxides. Respect to
the measurement of photosytem Il efficiency, while an effect of copper on the
photosystems in both species was observed, this marker was less sensitive than the
lipoperoxides and there was no overall differences between the species.
Immunofluorescence analysis showed that in L. nigrescens treated with 10 and
100 pg Cu L™ PRX levels did not suffer any change respect to the control. In S. gracilis
there was an increase of PRX levels in individuals treated with 40 ug Cu L™ ! and a

decrease at 300 pug Cu L™, coinciding with the results of enzymatic activity.

The results suggest that the PRXs are involved in tolerance to copper-induced stress,
acting as an antioxidant barrier, being more efficient in S. gracilis than in L. nigrescens.
The PRX activity in S. gracilis helps to explain the ability of this species to tolerate
copper-enriched environments, through the reduction of peroxides and possibly through
the control of redox signaling pathways that regulate the adaptation of this species to
polluted sites. In the case of L. nigrescens, the loss of activity of the PRXs at low copper
concentrations would help to explain the severe cellular damages that occur in this
species, and ecologically, the impediment of L. nigrescens to colonize copper-enriched

environments.
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1.1. INTRODUCCION

1.1.1. Estrés oxidativo inducido por cobre

Entre los metales, el cobre (Cu) se caracteriza por ser un micronutriente esencial,
pero en exceso puede desplazar a otros metales que son cofactores enzimaticos o
nutrientes esenciales como el hierro (Tapiero y cols., 2003) y puede participar en
reacciones de Oxido-reduccion generando especies reactivas de oxigeno (ROS)
(Bremner, 1998).

Las ROS, en términos generales, se generan a partir de la excitacién de una
molécula de O, y la formacion de oxigeno singulete (*O,) o a través de la transferencia
de uno, dos o tres electrones hacia el O,, lo que resulta en la formacion de radical
superéxido (O;), peroxido de hidrogeno (H.O,) o radical hidroxilo (OH),
respectivamente (Baker y Orlandi, 1995). Las ROS pueden ser originadas por procesos
normales como la fotosintesis (Asada, 1999) y respiracion (Kowaltowski y cols., 2009) o
ser inducidas por diversos factores bidticos o abidticos como desecacion, salinidad, y
exceso de metales como el cobre, entre otros (Fujita y cols., 2006). En sistemas
bioldgicos el Cu®*, en presencia de superéxido o de agentes reductores como &cido
ascorbico o glutation, puede ser reducido a Cu”, el que puede catalizar la formacion de
radicales hidroxilos a partir de peroxido de hidrégeno a través de la reaccion de Haber-
Weiss (Bremner, 1998).

A diferencia del oxigeno atmosférico, las ROS son capaces de daiar
oxidativamente diversos componentes de la célula como membranas, proteinas o acidos
nucleicos, pudiendo llevar finalmente a la muerte celular (Buettner, 1993; Halliwell y
Gutteridge, 1984; Powell, 2000). Al mismo tiempo, las ROS pueden participar en vias
de sefializacion o en la activacion de sistemas de defensa (Mittler, 2002).



La respuesta primaria al incremento de ROS en la mayoria de los organismos
incluye el uso de compuestos antioxidantes como ascorbato y glutation, ademas de la
activacion de enzimas (Noctor y Foyer, 1998; Smirnoff, 2000). Entre las enzimas mas
comunes estan las que pertenecen al ciclo de Haliwell-Asada como la ascorbato
peroxidasa, dehidroascorbato reductasa y glutation reductasa, ademas de superoxido
dismutasa, catalasa, glutation peroxidasa y glutation-S-transferasa (Asada, 1999). Sin
embargo, cuando el incremento de ROS no puede ser neutralizado por estos mecanismos
antioxidantes, se genera en los organismos una condicién fisiologica conocida como

estrés oxidativo (Sies, 1991).

En Chile, la actividad minera del cobre, de importancia fundamental para la
economia nacional, es la fuente mas significativa de contaminacion por este metal en el
medio ambiente. En el norte de Chile varias zonas costeras, lejanas en muchos casos del
punto de origen de los desechos, han sido afectadas negativamente por la descarga de los
desechos de la mineria del cobre (Castilla y Nealler, 1978; Farifia y Castilla, 2001;
Vasquez y cols., 1999). Una de las zonas afectadas es la bahia de Chafaral. Desde 1978
se han realizado estudios en el borde costero afectado por estos desechos y la variacién
de sus comunidades bentonicas, en los que se ha demostrado que los efectos mas
importantes asociado a la descarga de desechos son: la alta concentracion de cobre
persistente en aguas costeras, progradacion de las playas (es decir, que las playas
crezcan mar adentro) y la eliminacion de varias especies de algas, herbivoros bentonicos
y todos los carnivoros bentdnicos de la zona afectada (Castilla 1983; Correa y cols.,
2000; Medina y cols., 2005).

Las algas situadas en la zona intermareal comunmente toleran condiciones extremas
y fluctuaciones constantes del ambiente como resultado de los ciclos de marea, lo que
resulta en condiciones de estrés por factores como desecacion, alta salinidad, radiacion y
cambios de temperatura (Collén y Davison, 1999; Contreras y cols., 2005; Contreras y
cols., 2009; Contreras-Porcia y cols., 2011 a). En el caso de estrés por cobre, se ha visto

que en los sitios contaminados por este metal hay una disminucion notoria de la



diversidad de especies respecto a sitios no contaminados, prevaleciendo solo especies
como Scytosiphon lomentaria (Ochrophyta, Scytosiphonales) o Ulva compressa
(Chlorophyta, Ulvales; Camus y cols. 2005; Castilla y Correa, 1997; Medina y cols.
2005). Estas especies son capaces de bioacumular altos niveles de cobre (Andrade y
cols., 2006) y de atenuar el estrés oxidativo causado por este metal mediante diversos
mecanismos fisiologicos. En U. compressa las respuestas de tolerancia incluyen el
consumo de glutatién, compuestos fendlicos, la acumulacion de ascorbato como
dehidroascorbato y la activacion de la enzima ascorbato peroxidasa (Ratkevicius y cols,
2003). En el caso del alga parda S. lomentaria, a diferencia de U. compressa, el estrés
oxidativo por cobre es atenuado no sélo por la ascorbato peroxidasa y el consumo de
compuestos antioxidantes, sino ademas por la activacion de catalasa, mono-
dehidroascorbato reductasa, dehidroascorbato reductasa y glutation peroxidasa
(Contreras y cols., 2005; Contreras y cols., 2007). Estas especies que prevalecen en
sitios contaminados también estdn presentes en el resto del borde costero y se ha
demostrado, en el caso de S. lomentaria, que los mecanismos de atenuacion del estrés
por cobre estan conservados dentro de la especie, sin importar la procedencia de los
individuos, pudiendo ser estos mecanismos inducibles y reversibles (plasticos) en
presencia 0 ausencia de cobre. No se han identificado, hasta ahora, caracteristicas
adquiridas por parte de individuos de sitios contaminados que los diferencien de
individuos de zonas no contaminadas, es decir, no habria un ecotipo de S. lomentaria
tolerante a cobre. Ademas, estas respuestas de alta tolerancia al metal han sido
reconocidas en otra especie del género Scytosiphon, como S. gracilis (Ochrophyta,
Scytosiphonales; Figura 1.1.A), lo cual indica que esta capacidad de tolerancia a estrés

oxidativo es un rasgo constitutivo en estas especies (Contreras y cols. 2007).

Contrariamente, no se encuentra estas respuestas antioxidantes de tolerancia en algas
pardas que no estan presentes en los bordes costeros con altos niveles de cobre, como lo
es Lessonia nigrescens (Ochrophyta, Laminariales; Figura 1.1.B). Esto queda
demostrado por los altos niveles de lipoperoxidos y ROS que son inducidos en plantas

expuestas a cobre y por una activacion deficiente de las enzimas antioxidantes en



comparacion, por ejemplo, con S. lomentaria (Contreras y cols., 2009). La ausencia de
L. nigrescens de estos sitios contaminados es de particular importancia ecoldgica,
porgue en sitios no contaminados es el alga de mayor tamafio y abundancia en la franja
intermareal-submareal (Vasquez y Santelices, 1984) y su ausencia impacta directamente
la biodiversidad del borde costero ya que los discos de L. nigrescens y el dosel generado
por sus frondas son habitat casi exclusivo para varias especies de invertebrados y algas
(Cancino y Santelices, 1984).

(A)

(B)

FIGURA 1.1. Habito de individuos juveniles de S. gracilis (A) y L. nigrescens (B).



Recientemente se han buscado mas elementos de respuesta al estrés por cobre en las
algas tolerantes al metal. En U. compressa se identificO genes involucrados en la
tolerancia al cobre y se determin0 que corresponden a proteinas que forman parte de los
mecanismos de homeostasis de metales (metalotioneinas), transportadores de metales
(ABC), enzimas antioxidantes como peroxirredoxina y factores involucrados en la
expresion génica (Contreras y cols., 2011 b). En individuos de S. gracilis expuestos a
100 pg L™ de cobre por 4 dias, se evalué el efecto del metal sobre los niveles de
expresion de proteinas mediante un analisis de electroforesis bidimensional (Figura 1.2),
encontrando proteinas sobre-expresadas las cuales podrian estar participando en la
respuesta antioxidante (Contreras y cols., 2010). Entre estas proteinas, al igual que en
U. compressa, destaca la peroxirredoxina, enzima involucrada en la atenuacion del
estrés oxidativo por su capacidad de reducir peréxido de hidrégeno,
alquilhidroperdxidos y peroxinitritos en agua, el alquil-alcohol correspondiente y nitrito,
respectivamente (Dayer y cols., 2008; Dietz y cols., 2006; Tripathi y cols., 2009).
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FIGURA 1.2. Separacion de proteinas mediante electroforesis bidimensional en
S. gracilis cultivada sin y con 100 pg Cu L™. La proteina marcada en verde corresponde
a una peroxirredoxina con un punto isoeléctrico (pl) de 9,5 y un peso molecular de

18 kDa, cuya expresion es inducida por cobre (imagen de Contreras y cols., 2010).



1.1.2. Peroxirredoxinas

Las peroxirredoxinas (PRX) son enzimas presentes en todos los organismos, con la

excepcion, hasta la fecha, de bacterias del género Borrelia (Hall y cols., 2009).

Estructuralmente, presentan una o dos cisteinas (Cys) en su sitio activo, donde el grupo

tiol libre es oxidado por peroxidos a &cido sulfénico y posteriormente es reducido a su

forma original por diferentes agentes reductores externos segun el tipo de PRX. Los dos

agentes reductores mas comunes para las PRXs son las enzimas tiorredoxina y

glutarredoxina (Rouhier y Jacquot, 2002). En plantas, la peroxirredoxina fue descrita por

primera vez en 1996, siendo del tipo 2-Cys PRX (Baier y Dietz, 1996). Basandose

principalmente en su mecanismo catalitico y localizacion subcelular, se han distinguido
cuatro grupos de peroxirredoxinas: 1-Cys PRX, 2-Cys PRX, PRX Q y PRX Il (Dietz y
cols., 2002; Tripathi y cols., 2009; Tabla 1.1).

F Agent Posicid T fi
Tipo orma gente Subclase osteion Localizacion amane
funcional | reductor Cys (aa)
1-Cyvs PRX] Mondémero | TRX-h - 46 Nucleo 216
2-Cys PRX A] 36,158 Cloroplasto 266
2-Cys PRX] 2 Dimero TRX-x
2-Cys PRX B] 36,158 Cloroplasto 271
PRX Q 2 Monomero | TRX-v - 54,59 Cloroplasto 216
PRXITA 51,76 Citosol 553
PRXIIB 51,76 Citosol 162
PRXIIC 51,76 Citosol 162
PRX II 2 Mondmero GRX
PRXIID 51,76 Citosol 174
PRXIIE 51,76 Cloroplasto 234
PRXIIF 59 84 Mitocondria 199

TABLA 1.1. Resumen de las distintas peroxirredoxinas estudiadas en Arabidopsis
thaliana (Tripathi y cols., 2009).




1-Cys PRX: Posee solo una Cys conservada catalitica y estaria involucrada en la
proteccion del DNA frente a estrés oxidativo en el nucleo (Stacy y cols., 1996; Mowla y
cols., 2002). EI mecanismo de regeneracion de la forma reducida de la 1-Cys PRX
estaria dado por el sistema tiorredoxina h - NADPH tiorredoxina reductasa (Pulido y
cols., 2009; Figura 1. 3).

2-Cys PRX: Estructuralmente es un homodimero que presenta dos residuos de Cys por
subunidad (Dietz y cols., 2002). En su ciclo catalitico se forma un puente disulfuro entre
Cys de ambas subunidades (Konig y cols., 2003). En plantas se localiza exclusivamente
en cloroplastos (Baier y Dietz., 1997) y su reduccion es catalizada por tiorredoxina X,
(Collin y cols., 2003; Figura 1. 4).

PRX Q: Enzima monomeérica localizada en el cloroplasto, en la proximidad del
fotosistema 11, con un rol protector en la fotosintesis (Lamkemeyer y cols., 2006). Su
reduccion es catalizada por la tiorredoxina y (Collin y cols., 2004; Figura 1. 5).

PRX tipo I1: Se han identificado 6 isoformas expresadas en plantas (Dietz y cols., 2006)
y poseen dos residuos de Cys en el mismo polipéptido. Estas PRXs son reducidas por el
sistema glutarredoxina/glutation en lugar de las tiorredoxinas (Rouhier y Jacquot 2002;
Figura 1. 6). Estan localizadas tanto a nivel citoplasmatico como en cloroplastos y
mitocondrias y se ha propuesto que descomponen el H,O, que escapa de las otras

enzimas antioxidantes, como catalasa o ascorbato peroxidasa (Dietz y cols., 2002).

1-Cys Prx H,0 .
ROOH Prx-SH . T’ | NADPH+H™*
Ns
I SH
ROH Prx-SOH Trx - + NADP
N\sH

FIGURA 1.3. Mecanismo de reaccion de 1-Cys PRX.
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FIGURA 1.4. Mecanismo de reaccion de 2-Cys PRX.
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FIGURA 1.5. Mecanismo de reaccion de PRX Q.
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FIGURA 1.6. Mecanismo de reaccién de PRX tipo II.



Las clases de PRXs halladas en plantas, a excepcion de PRX Q, han sido
reconocidas también en mamiferos, los que presentan seis tipos de peroxirredoxinas
identificadas: PRX I-IV (2-Cys PRX en plantas), PRX V (PRX tipo Il en plantas) y PRX
VI (1-Cys PRX en plantas).

Los dos sistemas reductores de las diversas PRXs son las tiorredoxinas (TRXSs) y
las glutarredoxinas (GRXs), ambos sistemas enzimaticos con un mecanismo catalitico
tiol dependiente similar al de las PRXs. Las tiorredoxinas (TRXs) fueron descubiertas en
los 70s como reguladoras de varias enzimas cloroplasticas, aunque también se han
descubierto y caracterizado a nivel mitocondrial y citoplasmatico y son reducidas a
través de la tiorredoxina reductasa dependiente de NADPH (Meyer y cols., 2008). En
A. thaliana se ha demostrado que las TRXs son agentes reductores de 1-Cys PRX,
2 Cys-PRX y PRX Q (Tabla 1.1; Tripathi 2009). Las glutarredoxinas (GRXs) son un
conjunto de enzimas que comparten baja similitud en su secuencia con las TRXs y que
son reducidas directamente por glutation, por lo que su actividad se ve regulada
indirectamente por glutation reductasas, las que a su vez son enzimas dependientes de
NADPH (Meyer y cols., 2008). En A. thaliana se ha determinado que las GRXs reducen
exclusivamente a las PRXs de tipo Il (Tabla 1.1.; Tripathi y cols., 2009).

La investigacion sobre las PRXs y su funcién ha experimentado un incremento
acelerado en los ultimos afios (Hall y cols., 2009). Las peroxirredoxinas juegan un
importante rol en la atenuacién de ROS generadas por distintos factores de estrés y
ademas participan en la modulacion de cascadas de sefializacion redox-dependientes
(Foyer y Noctor, 2009; Tripathi y cols., 2009). En humanos, se ha visto que la 1-Cys
PRX ayudaria a mantener la integridad de la barrera hematoencefalica (Schreibelt y
cols., 2008). Por otro lado, en casos de cancer, las PRXs facilitan la sobrevida de células
malignas y la resistencia de éstas a radioterapia (Zhang y cols., 2009). Las PRXs
también estarian involucradas en la fisiopatologia de enfermedades causadas por

parasitos como Toxoplasma gondii, Tripanosoma brucei, Leishmania spp y Plasmodium



falciparum, especificamente en su resistencia a las ROS generadas por el sistema
inmune del hospedero, favoreciendo asi el proceso de invasion (Deponte y cols., 2007).

1.1.3. Peroxirredoxinas en algas

Se ha comprobado la funcién protectora de las diversas peroxirredoxinas frente a
diversos factores de estrés en diversos organismos (Tripathi y cols., 2009). Sin embargo,
en algas los estudios son casi nulos. En estos organismos, el gen correspondiente a la
peroxirredoxina fue identificado por primera vez en Porphyra purpurea (Rhodophyta,
Bangiophyceae; Reith y Munholland, 1993) y se revelé posteriormente que tenia
homologia con la 2-Cys PRX de plantas superiores (Baier y Dietz, 1997).
Posteriormente, la PRX fue detectada en Chlamydomonas reinhardtii (Chlorophyta,
Volvocales), donde se identifico y caracterizé como 2-Cys PRX (Goyer y cols., 2002) v,
posteriormente, al analizar el genoma de C. reinhardtii, se han identificado un total de
siete genes para PRX (Dayer y cols., 2008). En S. gracilis, se identifico una PRX
mediante electroforesis bidimensional, cuya expresion aument6 significativamente
frente a estrés por cobre (Contreras y cols., 2010) y tiene un peso molecular cercano al
de la subclase de peroxirredoxina tipo 1l de A. thaliana (Tabla 1.1). En U. compressa se
identifico el gen correspondiente a PRX y se determind que tanto su expresion como la
actividad enzimatica PRX acoplada a GRX son inducidas en respuesta a estrés por cobre
(Contreras-Porcia y cols., 2011 b). Por otra parte, frente a otro tipo de estrés ambiental
como es la desecacion, la actividad PRX incrementa significativamente en Porphyra
columbina (Rhodophyta, Bangiophyceae) como mecanismo de tolerancia a este estrés
(Contreras-Porcia y cols., 2011 a). Por lo tanto, las PRXs jugarian un rol pivotal en la
tolerancia al estrés oxidativo en macroalgas, y particularmente como mecanismo de

atenuacion del estrés oxidativo causado por el cobre.
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1.2. HIPOTESIS

Considerando i) la capacidad de Scytosiphon gracilis para tolerar altos niveles
de cobre, ii) la baja tolerancia de Lessonia nigrescens a dicho metal y iii) teniendo
en cuenta el papel asignado a las peroxirredoxinas, la actividad enzimatica
peroxirredoxina es mayor en Scytosiphon gracilis que en Lessonia nigrescens, en

respuesta al estrés oxidativo generado por altos niveles de cobre.

1.3. OBJETIVO GENERAL

Realizar un andlisis funcional de las peroxirredoxinas en las algas pardas
S. gracilis y L. nigrescens comparando la activacion de éstas bajo estrés generado
por cobre.

1.4. OBJETIVOS ESPECIFICOS

OBJETIVO 1: Demostrar actividad peroxirredoxina y el tipo de agente reductor
acoplado a esta enzimas, en las especies S. gracilis y L. nigrescens en respuesta a

tratamientos con cobre y evaluar marcadores de dafio oxidativo.

OBJETIVO 2: Evaluar la velocidad de activacién de las peroxirredoxinas en S. gracilis

y L. nigrescens expuestas a cobre.

OBJETIVO 3: Determinar, mediante inmunofluorescencia, variacién en los niveles

proteicos de las peroxirredoxinas (PRXs) en S. gracilis y L. nigrescens.
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2. METODOLOGIA

2.1. DISENO EXPERIMENTAL

2.1.1. Objetivo 1: Demostrar actividad peroxirredoxina (PRX) y el tipo de agente
reductor acoplado a esta enzima, en las especies S. gracilis y L. nigrescens en

respuesta a tratamientos con cobre y evaluar marcadores de dafio oxidativo.

Individuos de ambas especies fueron expuestos durante 96 h a distintas
concentraciones de cobre: 5, 10, 20, 40 y 100 pg L™, como también en agua de mar sin
adicion del metal (condicién control). Estas concentraciones fueron seleccionadas en
base a observaciones que muestran una activacion significativa de otras enzimas
antioxidantes en S. lomentaria (Contreras y cols., 2009) y un aumento en los niveles
proteicos de PRX en S. gracilis (Contreras y cols., 2010). En el caso de L. nigrescens,
bajo concentraciones de 20, 40 y 100 ug Cu L™, se ha observado tanto activacién como

inactivacién enzimatica (Contreras y cols., 2009).

Pardmetros determinados: Se midid actividad PRX usando ditiotreitol (DTT),
tiorredoxina (TRX) y glutarredoxina (GRX) como agentes reductores. Como marcador
de dafio oxidativo, se determind los niveles de lipoperdxidos. Adicionalmente, en
S. gracilis también se midi6 actividad PRX en individuos tratados con 300 pg Cu L™ por
96 h. Finalmente, el efecto del cobre a nivel fisiologico fue evaluado determinando
Fv/Fm (eficiencia maxima del Fotosistema Il) de plantas expuestas a las distintas

concentraciones del metal.
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2.1.2. Objetivo 2: Evaluar la velocidad de activacion de las peroxirredoxinas en
S. gracilis y L. nigrescens en respuesta a cobre.

Se expuso individuos de S. gracilis y L. nigrescens a la concentracion de cobre en la
que se detecté mayor actividad PRX en cada especie (Objetivo 1). Ademas, se incorporo
al andlisis individuos expuestos a una concentracion comun para ambas especies y en
agua de mar sin adicion de cobre (condicion control). La actividad PRX y los niveles de

lipoperoxidos fueron realizadas a las 4, 12, 24, 48, 72 y 96 h de cultivo.

2.1.3. Objetivo 3: Determinar, mediante inmunofluorescencia, variacion en los
niveles proteicos de las peroxirredoxinas (PRXs) en S. gracilis y L. nigrescens.

Este experimento tuvo por objetivo determinar la variacion en los niveles proteicos
de las PRXs en respuesta al estrés por cobre. Esto fue realizado mediante el uso de un
anticuerpo policlonal anti-PRX en secciones transversales de individuos de S. gracilis y
L. nigrescens expuestos a agua de mar con la concentracion de cobre en donde se
registro la maxima actividad enziméatica PRX (objetivo 1) y a agua de mar sin adicion de
cobre (condicién control). Ademas, también se realizaron observaciones a la
concentracion del metal que gatill6 una disminucion en la actividad enzimatica en cada
especie, con el fin de evaluar si esta disminucion fue generada por una inhibicion
enzimatica o por una disminucion en los niveles proteicos. Se utiliz6 como control
positivo del experimento, secciones transversales de individuos de U. compressa,
especie de la que se obtuvo la secuencia peptidica para elaborar el anticuerpo anti-PRX
y altamente tolerante a cobre. Para esto, individuos de U. compressa fueron tratados en
10 uM de cobre, concentracion a la cual se observo un aumento significativo en la
expresion del gen prx (Contreras-Porcia y cols., 2011 b). Adicionalmente, se incorpor6

como control, individuos de U. compressa en medio sin adicién del metal.
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2.2. MATERIALES Y METODOS

2.2.1. Recoleccion de muestras, agua de mar y preparacion del material de vidrio

Los sitios de recoleccion de tejido algal fueron plataformas rocosas ubicadas en las
zonas costeras de Las Cruces (33° 30’ S, 71° 37° W) y Maitencillo (32° 39,5 S,
71° 26,6° W; V Region, Chile), sitios considerados control, es decir, sin historial de
contaminacion por metales pesados y en los cuales existe una alta abundancia y
diversidad de especies (Figura 2.1; Contreras y cols., 2005; Ratkevicius y cols., 2003).
La colecta de las especies S.gracilis y L. nigrescens en estado inmaduro se realizd
manualmente, durante periodos de marea baja, con la ayuda de espéatula plastica para
prevenir dafio mecanico y contaminacion por metales. Previo a los tratamientos de
exposicion a metal, las algas fueron lavadas en agua de mar filtrada a 0,22 pm,
cepilladas y sonicadas para eliminar epifitos y materia organica. Posteriormente las algas
fueron aclimatadas por 12 h en agua de mar filtrada a 0,22 pm a 14 + 2 °C y densidad de

flujo foténico de 30 - 50 umol m™ s,

El agua de mar a utilizar provino de Las Cruces, la cual fue filtrada a 0,22 um a
través de filtros de membrana MF- Milipore™ (Milipore) y mantenida en oscuridad a
11 °C hasta su utilizacion. Todo el material de vidrio que se utiliz6 fue lavado utilizando
detergente no iénico (Extran® Merck), lavado en acido nitrico 10% durante 24 h y
finalmente enjuagado varias veces en agua ultra pura. Posteriormente, el material fue
secado en campana Yy almacenado en bolsas plasticas hasta su utilizacion. Este
procedimiento se realizo en wun laboratorio con calidad de aire “puro”
(10,000 particulas/ m®, Laboratorio de Metales, Facultad de Ciencias Bioldgicas,
Pontificia Universidad Catélica de Chile).
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FIGURA 2.1. Sitios de recoleccidn de las especies de macroalgas usadas como modelo
bioldgico.

2.2.2. Tratamientos de S. gracilis y L. nigrescens con cobre

Individuos de S. gracilis y L. nigrescens (10 - 20 g de algas frescas) se incubaron en
1 L de agua de mar filtrada suplementada con 5, 10, 20, 40 y 100 pg Cu L™, usando un
estandar de cloruro de cobre (Titrisol® MERCK) durante 96 h (Figura 2.2).
Adicionalmente, en el presente estudio individuos de S. gracilis se trataron con 300 pg

Cu L. Cada tratamiento se realiz6 en triplicado. Los tratamientos se realizaron en
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camaras de cultivo a una temperatura de 14 * 2 °C, densidad de flujo fotdnico de 30 -
50 pmol m™ s y un fotoperiodo de 12 h de luz: 12 h de oscuridad. EI medio de cultivo
fue cambiado cada 24 h y al finalizar el periodo experimental las muestras fueron
congeladas a -80 °C hasta su posterior andlisis. También fueron congelados individuos
de S. gracilis y L. nigrescens tras el periodo de aclimatacion previo a los tratamientos,
para registrar los niveles basales de los parametros a medir.

FIGURA 2.2. Cultivo in vitro realizado en individuos juveniles de L. nigrescens. Los
individuos se incubaron bajo las condiciones de cultivo descritas en la seccion 2.2.2, en
matraces Erlenmeyer de 1L pretratados con acido nitrico 10% tal como se describe en la
seccion 2.2.1.
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2.2.3. Obtenciodn y cuantificacion de extractos proteicos

La obtencion de extractos proteicos fue realizada de acuerdo a Contreras y cols.
(2005). Para esto, las muestras fueron congeladas en nitrégeno liquido, pulverizadas en
mortero con ayuda de pistilo y homogenizadas en 20-30 mL de tampon fosfato 0,1 M
pH 7,0 con B-mercaptoetanol 5 mM. El homogenizado fue descongelado a temperatura
ambiente y filtrado con papel Miracloth (Calbiochem, San Diego, CA, EE.UU.). El
liquido filtrado fue centrifugado a 9.050 x g por 20 min y las proteinas del sobrenadante
fueron precipitadas con 0,7 g de sulfato de amonio (Merck) por mL de sobrenadante
durante 2,5 h a 4 °C. Las proteinas fueron obtenidas mediante centrifugacion a 9.000 x g
por 1 h. El pellet proteico se resuspendio en 1 mL de tampon fosfato y se centrifugé a
9.050 x g por 45 minutos para remover el sulfato de amonio remanente. El pellet se
resuspendio en 1 mL de tampodn fosfato y se guardd a -20 °C hasta su utilizacion.

La concentracion de proteinas se determind mediante el método del &cido
bicinconinico (BCA) de acuerdo a Smith y cols. (1985), usando como estandar de
concentracion de proteinas albumina de suero bovino (BSA). EI método esta basado en
la reduccion del Cu*? a Cu™ en un medio alcalino en presencia de enlaces peptidicos
(reaccién de Biuret). EI Cu** forma un complejo con 2 moléculas de BCA de color
violeta, con un maximo de absorbancia a una longitud de onda de 562 nm, directamente
proporcional a la concentracién de proteinas en el medio (Figura 2.3). La cuantificacion

se realizé usando un espectrofotometro UV/Visible SmartSpec 3000 (BioRad).

2.2.4. Ensayo de actividad peroxirredoxina (PRX)

Se midio actividad PRX registrando el consumo de agua oxigenada (H»0O,) 0 t-butil
hidroperdxido (t-BOOH), un alquilperdxido que, tal como los lipoperoxidos, es sustrato
de las PRXs (Rouhier y Jacquot, 2005). Para esto, entre 50 y 100 pg de extracto de
proteinas fueron incubados con ditiotreitol (DTT) 0,2 mM, preparado en tampon fosfato
0,1 M pH 7,0 durante 30 min a 37 °C. EI DTT fue utilizado como agente reductor no
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fisiologico de las PRXs (Rhee y cols., 2005) y como inhibidor de la catalasa (Kunce y
cols., 1988).

La reaccion para medir actividad se inicio agregando H,O, (o t-BOOH) 50 uM al
extracto proteico incubado durante 30 minutos a 37 °C. La reaccidn se detuvo agregando
acido tricloroacético (TCA), a una concentracion final del 10% y centrifugando
posteriormente a 18.660 x g por 10 min para precipitar las proteinas. Del sobrenadante
obtenido se tomo una alicuota de 700 pL, a la que se agregdé 200 pL de sulfato de
amonio ferroso ((NH4)2Fe(SO4)2) 10 mM y 100 uL de tiocianato de potasio (KSCN)
2,5 M. Se utilizaron estos compuestos ya que forman un complejo ferrotiocianato de
color rojo en presencia de peréxidos (Thurman y cols., 1972). Por lo tanto, a mayor
actividad enzimatica hay una menor concentracion de perdxidos y por lo tanto hay una
menor formacion de este complejo (Figura 2.4). La concentracion de este complejo
ferrotiocianato se determind espectrofotométricamente a una longitud de onda de
480 nm, usando un espectrofotometro UV/Visible SmartSpec 3000 (BioRad). La
cuantificacion de los peroxidos se realiz6 usando curvas de calibracién con cantidades
conocidas de H,0, y t-BOOH, en el rango de 1 uM a 100 uM.

OH-
Etapa1: Proteina + Cu2* ——p Cu* (Reaccion de Biuret)

Etapa2: Cut+2 BCA ——p Gu{
SN

-00C N NOi—coo—

Complejo BCA Cut

FIGURA 2.3. Reaccion de formacion del complejo entre acido bicinconinico y cobre
(BCA Cu") para la cuantificacion de proteinas.
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FIGURA 2.4. Determinacion de consumo de H,O, mediante la formacion del complejo
ferrotiocianato (FeSCN?*) segtin la metodologia descrita en la seccion 2.2.4.

2.2.5. Ensayo de actividad catalasa (CAT)

La actividad CAT se midi6 de acuerdo a Contreras y cols. (2005), para comprobar
si el DTT, empleado como agente reductor de las PRXs, podria actuar como inhibidor de
la actividad CAT tal como se habia reportado previamente (Kunce y cols., 1988). La
actividad CAT sin DTT se determiné adicionando H,O, 10 mM a 100 pg de extracto
proteinas, en un volumen final de 1 mL de tampon fosfato 0,1 M pH 7,0. La actividad
CAT fue determinada midiendo el consumo de H,O, por 1 minuto a una longitud de
onda de 240 nm. En el caso de la actividad CAT con DTT se incubd 100 g del extracto
de proteinas en tampdn fosfato 0,1 M con DTT 0,2 mM, por 30 minutos a 37 °C. Luego
se agrego H,O, 10 mM y se midié su consumo por 1 min a una longitud de onda de
240 nm. Finalmente, en ambos casos la actividad CAT se calcul6 usando el coeficiente

de extincion molar del H,0; (¢ = 39,4 mM™ cm™).
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2.2.6. Ensayo de actividad peroxirredoxina acoplada a tiorredoxina

La actividad PRX acoplada a tiorredoxina (TRX) se determind mediante el
consumo de NADPH, agente reductor final de la reacciéon (Figura 2.5.A). A 50-100 pg
de extracto de proteinas se adiciond H,O, 0,1 mM, 2U de TRX, 2U de TRX reductasa
(TrR) y NADPH 0,15 mM, a 1 mL volumen final en tampon fosfato 0,1 M pH 7,0. Se
midio el consumo de NADPH a una longitud de onda de 340 nm por 1 min y la
actividad enzimatica se calculé usando el coeficiente de extincion molar del NADPH
(e=6,3mM™* cm™).

X PRX-red X TRX-ox TrR-red NADP* + H*

PRX-ox TRX-red TrR-ox

H,0, PRX-red GRX-ox 2 GSH \ / NADP* + H*
X X ]

GS-SG /\

H,0,

PRX-ox GRX-red

FIGURA 2.5. Determinacion de la actividad PRX, usando TRX (A) o GRX (B) como
agente reductor. En ambos casos la actividad se determind cuantificando el consumo de
NADPH, tal como se describe en las secciones 2.2.6 y 2.2.7.
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2.2.7. Ensayo de actividad peroxirredoxina acoplada a glutarredoxina

La actividad PRX acoplada a glutarredoxina (GRX) se determiné mediante el
consumo de NADPH, agente reductor final de la reaccion (Figura 2.5.B). A 50-100 pg
de extracto de proteinas se adicion6 H,O, 0,1 mM, glutation (GSH) 0,5 mM, 1U de
glutation reductasa (GR), 1U de GRX y NADPH 0,15 mM, a 1 mL volumen final en
tampon fosfato 0,1 M pH 7.0. Se midio6 el consumo de NADPH a una longitud de onda
de 340 nm por 1 min y la actividad enzimatica se calculé usando el coeficiente de
extincion molar del NADPH (e = 6,3 mM™ cm™).

2.2.8. Determinacion de lipoperoxidos

La determinacion de lipoperdxidos tuvo por objetivo la estimacion del dafio
oxidativo causado por cobre a membranas celulares y se realiz6 mediante el método de
acido tiobarbiturico (TBA) de acuerdo a Ratkevicius y cols. (2003). Para esto, 1 g de
tejido de alga (peso seco) fue congelado en nitrogeno liquido, pulverizado en mortero
con ayuda de pistilo y homogenizado en 5 mL de &cido tricloroacético (TCA) 0,1%. El
homogenizado fue centrifugado a 9.500 x g por 15 min y del sobrenadante se tomo una
alicuota de 100 pL, a la cual se adicioné TBA 0,5% en TCA 20%, en un volumen final
de 1 mL. La mezcla se incub6 por 30 minutos a 100 °C y la absorbancia se midié a una
longitud de onda de 512 nm usando un espectrofotémetro UV/Visible SmartSpec 3000
(BioRad). Para determinar la concentracién de lipoperdxidos se utilizé el coeficiente de
extincion molar del aducto formado por una molécula de malondialdehido con 2
moléculas de TBA (¢ = 155 mM™ cm™, Figura 2.6).

o]
Ny OH N
(o) (s] + 2 N S\W/ RN H o \lrSH
+ 2H,0
HMH N A . S 2
OH OH
MDA TBA Aducto MDA - TBA

FIGURA 2.6. Reaccién de formacion del aducto entre malondialdehido y é&cido
tiobarbitarico (MDA-TBA) para la cuantificacion de lipoperdxidos.
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2.2.9. Medicion de eficiencia méaxima del fotosistema Il (Fv/Fm)

Se midi6 Fv/Fm para detectar dafio fisioldégico causado por cobre a nivel del
fotosistema Il (FSII). Se realiz6 mediante el uso del equipo FMS (Fluorescence
Monitoring Systems, Hansatech). Este equipo funciona detectando cambios en la
eficiencia con la cual la luz absorbida es usada por el FSII, lo que representa el 95% de
la fluorescencia total derivada de la clorofila. Una disminucion de la eficiencia del uso
de luz por el fotosistema se detecta mediante un aumento de la fluorescencia emitida por
la clorofila. El equipo funciona midiendo la fluorescencia emitida por el FSII bajo
condiciones de luz ambiental (Fo), el cual luego emite un pulso de luz de alta intensidad
que satura los centros fotosintéticos, midiéndose la fluorescencia méaxima emitida (Fm).
Se ha determinado que el cuociente entre la fluorescencia variable (Fv = Fm — Fo) y la
fluorescencia maxima (Fm) estd correlacionado directamente con el porcentaje de
centros fotosintéticos funcionales (Weiss y Reigosa, 2001). Por lo tanto, frente a factores
de estrés que dafien la estructura y funcionalidad de los centros fotosintéticos, el valor
del cuociente Fv/Fm disminuye en relacion a los niveles basales (Figura 2.7).
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FIGURA 2.7. Representacion grafica de los parametros medidos mediante fluorimetria,
para la determinacion de eficiencia maxima del fotosistema Il. Fo (Fluorescencia basal),
Fm (Fluorescencia maxima) y Fv (Fluorescencia variable).
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2.2.10. Deteccidon de PRXs mediante inmunofluorescencia

Se disefid un protocolo para determinar localizacion PRX a través de
inmunofluorescencia indirecta (anticuerpo primario mas anticuerpo secundario
conjugado a fluordforo). Debido a la nula informacion publicada en algas sobre
inmunolocalizacion de proteinas, se adapté un protocolo descrito en plantas vasculares
(Greenwood y Chrispeels, 1985). Para la implementacion de la inmunodeteccion PRX,
se realizaron cortes transversales de 5 mm de tejido de individuos de S. gracilis,
L. nigrescens y U. compressa, los que fueron fijados por inmersién en paraformaldehido
4% vy glutaraldehido 0,3% en tampén fosfato 0,1 M pH 7,0, conteniendo cafeina
1 mg mL™. Las muestras fueron fijadas durante 4 h a 4 °C y luego lavadas en tampén
fosfato 0,1M pH 7,0 durante 12 h. Las muestras fueron deshidratadas en una serie de
etanol entre 50 y 100% durante 30 min a 4 °C. Las muestras se pre-incluyeron en LR-
White Resin (London Resin Company) diluida 1: 1 en etanol puro, durante 2 h y luego
en resina pura, durante 4 h. La resina fue polimerizada en cépsulas de gelatina N° 2
durante 24 h en lampara UV a temperatura ambiente. Finalmente, cortes de 1 - 2 um de
espesor fueron obtenidos con un ultramicrotomo Survall MT-5000 y dispuestos en

portaobjetos tratados con (3-aminopropil) trietoxi-xilano.

Los cortes semi-finos fueron fijados y tratados por 2 h en una solucion de bloqueo
la cual consistié en leche descremada (Svelty, Nestlé) 3% p/v en tampdn salino fosfato
(PBS: NaCl 0,14 M, KCI 2,7 mM, Na,PO, - 12 H,0 7,8 mM y KH,PO, 1,5 mM, pH 7,2)
para evitar uniones inespecificas. Luego, las muestras fueron incubadas durante 12 h con
anticuerpo primario policlonal para PRX diluido 1:400 en solucion de bloqueo. Las
muestras fueron lavadas para la eliminacién del exceso de anticuerpo con solucion de
bloqueo e incubadas por 2 h con el anticuerpo secundario diluido 1:200 en la solucion de
bloqueo con leche 3% p/v en PBS. Finalmente, el exceso de anticuerpo secundario fue
lavado con solucién de bloqueo y la inmunofluorescencia fue inmediatamente detectada

a través de un microscopio de fluorescencia (Eclipse E400, Nikon).
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El anticuerpo policlonal primario utilizado fue preparado en conejo (GenScript) a
partir de la secuencia peptidica antigénica DAEGALGNKRC. Este péptido corresponde
a una region de superficie de la proteina que codifica para el gen de la peroxirredoxina
descrito en Ulva compressa (nimero de acceso NCBI: FD387607, Contreras-Porcia y
cols., 2011 b). El anticuerpo fue obsequiado por la Dra. Alejandra Moenne, del
Departamento de Biologia, USACH. EIl anticuerpo secundario utilizado fue una
inmunoglobulina (AbCam) anti-conejo, conjugada al fluoroforo isotiocianato de
fluoresceina (FITC), el cual al ser excitado con luz azul (A = 495 nm) emite

fluorescencia verde (A = 520 nm).

Para verificar que la fluorescencia emitida corresponda a la deteccion especifica de
la PRX, se verifico la especificidad de la unién de cada anticuerpo a su respectivo
antigeno. Para comprobar la especificidad de la union del anticuerpo primario a la PRX
se realizd un “Western Blot” (seccion 2.2.11) y para comprobar la especificidad de la
unién del anticuerpo secundario al anticuerpo primario se realizo la incubacion tal como
estd descrita previamente en esta seccion, pero excluyendo la incubacién con el

anticuerpo primario.

2.2.11. Deteccion de PRXs mediante “Western Blot”

Para comprobar la especificidad de la union de la PRX al anticuerpo primario
utilizado en la inmunofluorescencia, se realizd la deteccion de la PRX mediante
“Western Blot” sobre extractos proteicos de S. gracilis, L. nigrescens y U. compressa.
Para esto, se realizo la extraccion de proteinas usando el metodo del fenol descrito para
macroalgas (Contreras y cols., 2008). Para esto, 3-5 g de tejido fresco de cada especie
fue congelado en un mortero usando nitrégeno liquido y pulverizado con ayuda de
pistilo. El tejido se homogeniz6 en 10 mL de tampdn de lisis (polivinilpirrolidona [PVP]
1,5% p/v, sacarosa 0,7 M, KCI 0,1 M, Tris-HCI 0,5 M pH 7,5, EDTA 250 mM, 1 tableta

de cdctel de inhibidor de proteasas por 50 mL de tampon, B-mercaptoethanol 2% vA y
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3-[(3-colamidopropil)dimetil-amonio]-1-propanosulfonato [CHAPS] 0,5% p#) durante
20 min a 4 °C. Se agreg6 1 volumen de fenol basico saturado y se homogeniz6 por
20 min en hielo a 4 °C. EI homogenizado fue centrifugado a 1.800 x g durante 30 min a
4 °C extrayendo posteriormente la fase proteica superior. La fase inferior fue extraida
nuevamente afiadiendo 0,5 volumen de fenol, y posteriormente centrifugada a 1.800 x g
durante 20 min a 4 °C. Se afiadié 6-7 volumenes de acetato de amonio 0,1 M en metanol
a la fase extraida para precipitar las proteinas por 4 h a -20 °C, las que fueron
recuperadas por centrifugacion a 1.800 x g por 40 min. Se eliminé el sobrenadante y el
precipitado se resuspendio con 10 volimenes de acetato de amonio 0,1 M en metanol, se
dejo precipitar a -20 °C durante 30 min y se centrifugé a 1.800 x g por 30 min. El
precipitado se resuspendio en 2 mL de TCA 10% mas DTT 20 mM en acetona, se dejo
precipitar a -20 °C durante 30 min y se centrifugd a 7.700 x g por 15 min, eliminando el
sobrenadante. Se agregaron 2 mL de TCA 10% en acetona, se dejo precipitando 12 h a
-20 °C y se centrifug6 a 7.700 x g por 15 min. El precipitado fue lavado 6 veces con
2 mL de acetona 80% y 4 veces con acetona 60% (en metanol). Finalmente, el
precipitado proteico se secd por 10 min a temperatura ambiente y se resuspendi6 en PBS
pH 7,2.

Se realizd el andlisis de los extractos proteicos mediante electroforesis
unidimensional, cargando el volumen equivalente a 40 ug de proteinas en un gel de
acrilamida al 15% en condiciones denaturantes a 150V durante 75 min. Posteriormente,
la inmunodeteccion de las PRXs fue realizada mediante “Western Blot”. Para esto, se
realiz6 una transferencia activa (70 mA) de proteinas resueltas desde el gel de acrilamida
hacia una membrana de nitrocelulosa de 0,45 um (BioRad), durante 2 h a a 4°C. El
bloqueo de los sitios inespecificos de unidon de proteinas se realizé incubando la
membrana con BSA 3% en PBS Tween-20 0,05% por 12 horas a 4°C. Luego se incub6
con el anticuerpo primario policlonal para PRX diluido 1:2.000 por 1 h y se lavé la
membrana con PBS Tween-20 0,05% 3 veces por 10 min para remover el exceso de
anticuerpo. Posteriormente, se incub0 con el anticuerpo secundario anti conejo

conjugado a peroxidasa de rabano (Jackson ImmunoResearch) diluido 1:15.000 por 1 h
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y se lavé con PBS Tween-20 0,05% 3 veces por 10 min para remover el exceso de
anticuerpo. El revelado se llevo a cabo utilizando el kit ECL Western Blotting Substrate
(Pierce), de acuerdo a las instrucciones del fabricante, para la deteccion de la sefial del
anticuerpo mediante la oxidacién de luminol en presencia de peréxido de hidrégeno,
catalizado por la peroxidasa de rabano conjugada al anticuerpo secundario. Esta sefial
emitida es capturada por una pelicula fotografica, la cual es posteriormente escaneada y

analizada.

2.2.12. Analisis estadistico de los resultados

Los datos fueron analizados usando el software MINITAB, mediante distintas
aproximaciones estadisticas, incluyendo analisis de varianza (ANOVA) y pruebas a
posteriori de significancia como Tukey (T). Previo al analisis se verificd normalidad
mediante la prueba de Kolmogorov-Smirnov y homogeneidad de varianza mediante la
prueba de Levene. El nivel de significancia para todas las pruebas estadisticas fue
a = 0,05 (Zar, 2010).
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3. RESULTADOS

3.1. OBJETIVO 1
3.1.1. Actividad basal PRX en S. gracilis y L. nigrescens

La medicion de actividad PRX, con DTT como agente reductor, permitié demostrar
actividad PRX por primera vez en macroalgas pardas. Al comparar ambas especies, se
observaron diferencias significativas entre las actividades basales (F = 73,38, P < 0,001)

siendo esta actividad 3,1 veces mayor en S. gracilis que en L. nigrescens (Figura 3.1).
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FIGURA 3.1. Actividad basal PRX determinada en S. gracilis y L. nigrescens sin cultivo
in vitro, usando DTT como agente reductor y peroxido de hidrogeno como sustrato.
Representacion del promedio de 3 réplicas independientes + desviacidon estandar. a, b
representan diferencias significativas para P < 0,05.
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3.1.2. Actividad PRX en S. gracilis y L. nigrescens frente a estrés por cobre

Al comparar ambas especies, se observo diferencias significativas en la actividad
PRX en todas las concentraciones de cobre empleadas (interaccion entre especies y
concentraciones de cobre: F = 27,53, P < 0,001). En individuos de S. gracilis expuestos
a una baja concentracién de cobre (i.e. 5 pg L™) se registré un aumento significativo en
la actividad PRX utilizando H,O, como sustrato (T = 4,12, P = 0,015) pero no con
t-BOOH (T = 0,69, P = 0,527; Figura 3.2.A). La mayor actividad fue registrada a
40 pg Cu L™, 2,7 veces mayor con respecto al control (T = 8,33, P = 0,001) para
H,0, y 3 veces mayor (T = 6,31, P = 0,003) para t-BOOH. Entre 40 y 100 ug Cu L™
se observo una disminucion de la actividad enzimatica respecto a la observada a
40 pg Cu L™ En 300 pg Cu L™ hubo niveles de actividad similares al control sin
adicion del metal (T = 0,19, P = 0,855; Figura 3.2.A). Al comparar especificamente la
actividad enzimatica PRX utilizando ambos sustratos (i.e. H,O, y t-BOOH) se registro
mayor actividad PRX usando H20, como sustrato en 0, 5, 10, 20 y 100 pg Cu L™. En 40
(T =2,08, P =0,106) y 300 pg Cu L™ (T = 1,66, P = 0,172) no se registré diferencias
significativas entre la actividad PRX usando H,0, 6 t-BOOH.

En L. nigrescens, se observo un aumento significativo en la actividad PRX a partir
de 5 pg Cu L™, tanto para H,O, (T = 5,50, P = 0,05) como para t-BOOH (T = 4,99,
P = 0,008; Figura 3.2.B). La méaxima actividad PRX fue registrada en 10 pg Cu L™, la
que aumentd 3,8 veces respecto al control (T = 15,98, P < 0,001) para H,O,, y 5,9 veces
(T = 16,49, P < 0,001) para t-BOOH (Figura 3.2.B). Es importante destacar que esta
actividad maxima fue similar a la actividad basal registrada en S. gracilis (T = 1,10,
P = 0,332 para H,0,). Entre 10 y 20 pg Cu L™ hubo una disminucién significativa de la
actividad PRX, siendo la actividad en 20 pg Cu L™ similar a la del control (T = 1,69,
P = 0,166). En L. nigrescens hubo un consumo de H,O, en comparacion con t-BOOH
similar en todas las concentraciones de cobre, exceptuando la actividad registrada en
5 pg Cu L™ (T = 3,33, P = 0,029). En esta concentracion la actividad PRX utilizando

como sustrato H,O, fue mayor en relacion a la actividad PRX utilizando t-BOOH.
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FIGURA 3.2. Actividad PRX determinada en S. gracilis (A) y L. nigrescens (B) a las 96
h de tratamiento con distintas concentraciones de cobre, usando DTT como agente
reductor y H,0, 6 t-BOOH como sustratos. Representacion del promedio de 3 réplicas
independientes + desviacion estandar.
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3.1.3. Control de especificidad de la actividad PRX

Para comprobar la especificidad del ensayo PRX, se evalué el efecto inhibidor del
ditiotreitol (DTT), agente reductor de la actividad PRX, sobre la actividad catalasa
(CAT), tal como se habia comuicado previamente (Kunce y cols., 1988). Los resultados
demuestran que al agregar DTT a la medicion de actividad CAT se perdio casi por
completo la actividad enzimatica (Figura 3.3). Para S. gracilis en el control sin cobre la
actividad PRX disminuyé 5 veces al agregar DTT (F = 12,01, P = 0,026) y en
40 pg Cu L™ disminuyé 21 veces (F = 27,78, P = 0,006). En el caso de L. nigrescens, la
actividad PRX disminuy6 9 veces en 10 pg Cu L™ (F = 23,81, P = 0,008), y 2,6 veces en
el control sin cobre (F = 10,56, P = 0,031). La adicién de DTT al medio de ensayo
enzimatico, ademas de actuar como reductor de las PRXs, inhibe la actividad CAT.
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FIGURA 3.3. Control de actividad catalasa (CAT) para comprobar la especificidad al
ensayo de actividad peroxirredoxina (PRX), medida de acuerdo a lo descrito en la
seccion 2.2.5 en S. gracilis tratada con 0y 40 pg L™ de cobre y en L. nigrescens tratada
con 0y 10 pg L™ de cobre por 96 h. Las concentraciones de cobre elegidas para cada
especie fueron aquellas en las cuales se observd mayor actividad especifica PRX usando
DTT como agente reductor. Representacion del promedio de 3 réplicas independientes +
desviacion estandar.
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3.1.4. Actividad PRX acoplada a TRX en S. gracilis y L. nigrescens

La actividad PRX acoplada al agente reductor enzimatico tiorredoxina (TRX) fue
determinada en individuos expuestos a la concentracion de cobre donde se registrd la
méaxima actividad PRX total, como también en individuos sin exposicion al metal
(control) durante 96 h. En los controles, la actividad PRX/TRX de S. gracilis fue
estadisticamente similar a la de L. nigrescens (F = 3,30, P = 0,143). En ambas especies,
se registr6 un aumento significativo en la actividad PRX/TRX bajo estrés por cobre
respecto a la actividad control (Figura 3.4.A). Esta actividad fue 3,1 veces mayor en
individuos de S. gracilis expuestos a 40 pg Cu L™ (F = 22,05, P = 0,009) en relacién al
control. En L. nigrescens frente a 10 ug Cu L™ (T = 13,48, P = 0,021), esta actividad fue
3 veces mayor. Para ambas especies, los valores obtenidos mediante este ensayo
PRX/TRX fueron 10 veces superiores a aquellos obtenidos usando DTT como agente

reductor en las mismas concentraciones de cobre.

3.1.5. Actividad PRX acoplada a GRX en S. gracilis y L. nigrescens

La actividad PRX acoplada al agente reductor enzimatico glutarredoxina (GRX) fue
determinada en las mismas concentraciones que la actividad acoplada a TRX (Figura
3.4.B). En los controles a 96 h la actividad PRX/GRX en S. gracilis fue 2,3 veces
superior a la de L. nigrescens (F = 10,13, P = 0,033). En L. nigrescens no se registrd un
aumento significativo de actividad PRX/GRX entre el control y 10 pg Cu L™ (F = 3,10,
P = 0,153). Contrariamente, en el caso de S. gracilis, individuos expuestos a
40 pg Cu L™ registraron una actividad especifica 2,7 veces mayor que individuos sin
tratar con el metal (F = 19,30, P = 0,012).
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FIGURA 3.4. Actividad peroxirredoxina (PRX) en su reaccion acoplada a (A)
tiorredoxina (TRX) y (B) glutarredoxina (GRX), en S. gracilis a concentraciones de
cobre de 0 y 40 pg L™ de cobre y en L. nigrescens a 0 y 10 pg L™ de cobre por 96 h. Las
concentraciones de cobre elegidas para cada especie, fueron aquellas en las cuales se
observO mayor actividad especifica PRX usando DTT como agente reductor.
Representacion del promedio de 3 réplicas independientes + desviacion estandar.
* representa diferencias significativas para P < 0,05.
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3.1.6. Evaluacion de marcadores de dafio oxidativo en S. gracilis y L. nigrescens

3.1.6.1. Lipoperdxidos

Ambas especies presentaron niveles similares de lipoperoxidos a nivel basal
(T =0,44, P =0,680) como en las plantas cultivadas en agua de mar sin adicion de cobre
durante 96 h (T = 0,16, P = 0,879; Figura 3.5.A). Sin embargo, en S. gracilis se observé
un aumento significativo en los niveles de lipoperdxidos a partir de 40 pg Cu L™, siendo
de 1,8 veces respecto al control (T = 3,92, P = 0,017). En L. nigrescens, los niveles de
lipoperéxidos aumentaron significativamente a partir de 5 ug Cu L™, siendo de 1,5 veces
respecto al control durante 96 h de cultivo (T = 6,08, P = 0,004). La mayor
concentracion de lipoperdxidos en ambas especies se registré a 100 pg Cu L™, siendo de
2,7 veces en S. gracilis respecto a su control y de 4,3 veces en L. nigrescens respecto a

su control.

3.1.6.2. Eficiencia maxima del fotosistema Il (Fv/Fm)

En S. gracilis los valores basales de Fv/Fm fueron 0,66 £ 0,01 y en L. nigrecens
0,76 = 0,02. En ese contexto, con el fin de poder comparar ambas especies, los
resultados se expresaron como razén de cambio de la eficiencia méxima del FSII, es
decir dividiendo cada valor de Fv/Fm obtenido en los tratamiento de cobre por la media
de la eficiencia fotosintética basal (Fvo/Fmo) para cada especie. Los resultados muestran
que Fv/Fm disminuye levemente, pero de manera significativa a partir de 10 pg Cu L™
en S. gracilis (T = 3,46, P = 0,004) a 96 h y a partir de 40 pg Cu L™ en L. nigrescens
(T = 3,12, P = 0,006) respecto a su control a 96 h (Figura 3.5.B). No se observo
diferencias significativas entre ambas especies en el patron de inactivacién de Fv/Fm
durante las 96 h de cultivo (F = 0,53, P = 0,749).
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FIGURA 3.5. Cuantificacion de lipoperédxidos (A) y medicion de eficiencia maxima del
fotosistema Il (B) representada como razon de cambio respecto a la eficiencia méxima
basal en S. gracilis y L. nigrescens a las 96 h de tratamiento con distintas
concentraciones de cobre. Representacion del promedio de 3 réplicas para lipoperdxidos
y 9 réplicas para eficiencia fotosintética + desviacion estandar.
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3.2. OBJETIVO 2

3.2.1. Velocidad de activacion PRX en S. gracilis y L. nigrescens

La velocidad de activacion PRX fue evaluada a distintos tiempos de cultivo (i.e. 4,
12, 24, 48, 72 y 96 h) en la concentracion de cobre en la cual se detecto el maximo de
actividad PRX. En S. gracilis este méximo fue registrado en 40 pg Cu L™ y en el caso de
L. nigrescens en 10 pg Cu L™ Ademas, se incluyé en ambas especies un control sin
adicion del metal y una concentracién de 20 pg Cu L™ como punto de comparacion en la

velocidad de activacion de las PRXs entre ambas especies.

Los resultados muestran que en S. gracilis no hubo diferencias significativas en la
velocidad de activacién en el tratamiento control (F = 0,18, P = 0,965). Por otra parte, se
detectd un aumento significativo de 1,6 veces de la actividad enzimatica a las 48 h de
tratamiento para 20 pg Cu L™ (T = 3,77, P = 0,020) y 1,7 veces para 40 pg Cu L*
(T = 11,10, P < 0,001) (Figura 3.6.A). EI maximo de actividad fue registrado a las 96 h
de cultivo las cuales fueron, para 20 pug Cu L™, 2 veces mayor que el control y, para

40 pg Cu L, 2,7 veces mayor que el control.

En el caso de L. nigrescens, tampoco se registrd diferencias significativas en el
control sin adicion de cobre durante todos los tiempos estudiados (F = 2,119, P = 0,123).
A partir de las 12 h de cultivo, se detecté un aumento significativo en la actividad PRX
de 2,4 veces para 10 (T = 4,96, P = 0,008) y de 1,6 veces para 20 pug Cu L™ (T = 3,56,
P = 0,024) respecto al control (Figura 3.6.B). El maximo de actividad fue registrado a
las 48 h del tratamiento en 20 pg Cu L™, siendo 4,7 veces mayor al control. Sin
embargo, a partir de las 72 h, esta actividad disminuyé alcanzando a las 96 h de cultivo
un valor de actividad similar al control (T = 1,69, P = 0,166). Al comparar ambas
especies a 20 pg Cu L™, se observéd una mayor actividad PRX en S. gracilis en
comparacion a L. nigrescens en todos los tiempos (interaccion especies y tiempo:
F=11,01, P <0,001).
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FIGURA 3.6. Velocidad de activacion de peroxirredoxinas usando DTT como agente
reductor y H,O, como sustrato en S. gracilis (A) y L. nigrescens (B). Representacion del
promedio de 3 réplicas independientes + desviacidn estandar.
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3.3. OBJETIVO 3

3.3.1. Deteccion de PRXs en S. gracilis y L. nigrescens por inmunofluorescencia

La deteccion de la enzima PRX fue realizada a través de inmunofluorescencia. Para
esto, individuos de S. gracilis fueron tratados i) en agua de mar sin adicién de cobre,
ii) en la concentracion del metal en la cual se registré la maxima actividad enzimatica
(40 pg Cu L™) y iii) en la concentracién donde se registré inhibicion de la actividad
PRX (300 pg Cu L™) durante 96 h. En el caso de L. nigrescens, los individuos fueron
tratados i) en agua de mar sin adicién de cobre, ii) en 10 pg Cu L™ (méxima actividad
enzimatica) y ii) en 100 pg Cu L™ (inhibicion de la actividad enzimética) durante 96 h.

Adicionalmente, se realizd el experimento de inmunofluorescencia para detectar
PRX en el alga verde U. compressa, debido a que el anticuerpo para PRX fue disefiado
en base a la secuencia génica descrita en esta especie (numero de acceso NCBI:
FD387607). Ademas, se ha registrado un aumento en los niveles de expresion para este
gen a altas concentraciones de cobre (10 uM; Contreras-Porcia y cols., 2011 b). Esto fue
realizado en el tejido de muestras tratadas con agua de mar sin adicion de cobre y con
635 pg Cu L™ (10 uM) por 96 h.

Los resultados muestran en U. compressa presencia de PRX con una mayor intensidad
de fluorescencia en el tratamiento con cobre (Figura 3.7. C) en relacion al control
(Figura 3.7. B). En individuos de S. gracilis donde se registré maxima actividad PRX,
fue detectada una mayor intensidad de fluorescencia (Figura 3.7. F), en comparacién con
individuos sin tratar con el metal (Figura 3.7. E). Esta deteccion fue principalmente en la
capa de células superficiales del tejido (i.e. células corticales), registrandose poca
fluorescencia hacia las zonas mas medulares. Contrariamente, en individuos tratados con
300 pg Cu L™ (Figura 3.7. G), concentracion a la cual se registré inactivacion de PRX,
se observé una intensidad de fluorescencia inferior a la de 40 ug Cu L™ y similar a la de

los controles. En el caso de L. nigrescens, en ninguno de los tratamientos (Figura 3.7. | -
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K) se observé un aumento de fluorescencia distinguible de la fluorescencia basal

(control sin anticuerpo primario, Figura 3.8. 1).

3.3.2. Control de especificidad de los anticuerpos empleados en el experimento de

inmunofluorescencia
3.3.2.1. Anticuerpo secundario

Se observo la especificidad en cortes de individuos de U. compressa, S. gracilis y
L. nigrescens tratados con 635 pg L™, 40 pg L™ y 10 pug L™ de cobre, respectivamente.
Al comparar U. compressa (Figura 3.8. A - B) y S. gracilis (Figura 3.8. C - D) tratadas
con ambos anticuerpos y sus respectivos controles, los que fueron solo tratados s6lo con
anticuerpo secundario, se observo claramente diferencias en la intensidad de
fluorescencia. Esto indica que las diferencias de sefial observadas en el experimento se
atribuyen especificamente a la unién del anticuerpo primario al anticuerpo secundario.
En L. nigrescens el control realizado demostré que la fluorescencia de baja intensidad
detectada en los tratamientos con cobre no corresponde a deteccion de la PRX, al no
observarse diferencias entre el tratamiento con ambos anticuerpos y el tratamiento sélo

con el anticuerpo secundario (Figura 3.8. E - F).

3.3.2.2. Anticuerpo primario

Se comprobo la especificidad del anticuerpo primario mediante “Western Blot” en
extractos de proteinas obtenidos por el método del fenol (Contreras y cols., 2008). El
experimento mostrd la presencia de PRX en U. compressa y S. gracilis, pero no en
L. nigrescens, que es consistente con los resultados obtenidos en la inmunofluorescencia
(Figura 3.8. G). La deteccién de PRX en U. compressa tratada con 635 pg Cu L™, con
un peso molecular estimado de 17,4 kDa, confirmd la especificidad de la union
antigeno-anticuerpo. La PRX detectada en S. gracilis tratada con 40 ug Cu L™ tuvo un

peso molecular estimado de 18 kDa.
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U. compressa S. gracilis L. nigrescens

FIGURA 3.7. Deteccién de PRX mediante inmunofluorescencia en U. compressa (A-
C), S.gracilis (D-G) y L. nigrescens (H-K) bajo estrés por cobre durante 96 h. (A, D, H)
cortes transversales del tejido de las especies teflidos con azul de toluidina para la
visualizacion de los tipos celulares presentes: Cp, células poligonales; Cc, celulas
corticales, M, médula; Me, meristodermo. (B, E, I) tratamiento control, sin adicion de
cobre. (C, F, J) maxima actividad PRX registrada bajo estrés por cobre, (C)
635 pg Cu L™, (F) 40 pg Cu Ly (3) 10 pg Cu L™ (G, K) inactivacion PRX bajo
altas concentraciones de cobre: (G) 300 pg Cu L™, (K) 100 pug Cu L™ La
inmunodeteccion de PRX en U. compressa fue utilizada como control positivo de
deteccidn usando el antigeno preparado en base a la secuencia PRX tipo Il descrita en
esta especie. Cada barra representa 10 pum.
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FIGURA 3.8. Control de especificidad de los anticuerpos empleados en
inmunofluorescencia. Verificacion de la especificidad del anticuerpo secundario en
cortes transversales de U compressa (A-B), S. graC|I|s (C-D) y L. nigrescens (E-F),
tratados con 635 pg L?, 40 Hg L y 10 ug L™ de cobre respectivamente. (A, C, E)
tratamientos con antlcuerpo primario y secundario, (B, D, F) tratamientos s6lo con
anticuerpo secundario. (G) Comprobacion de la especificidad del anticuerpo primario
mediante “Western Blot” en extractos de proteinas de U. compressa (Uc), S. gracilis
(Sg) y L. nigrescens (Ln), ademas se muestra un estandar de peso molecular (PM),
indicando el peso en kiloDaltons (kDa).
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4. DISCUSION

Los resultados obtenidos permiten aceptar la hipotesis de trabajo, ya que los niveles
de actividad especifica en L. nigrescens fueron significativamente inferiores a los de
S. gracilis tanto a nivel basal, como en los distintos tratamientos con cobre. Estos
resultados concuerdan con lo descrito por Contreras y cols. (2009) donde se registra una
mayor activacion de los sistemas antioxidantes en otra especie tolerante a cobre del
género Scytosiphon, tanto a nivel basal como bajo estrés por cobre en comparacion con

L. nigrescens.

La concentracion de cobre a la que se observo disminucion de la actividad PRX en
L. nigrescens (> 20 pg Cu L™) fue inferior a aquella previamente descrita para otras
enzimas antioxidantes (100 pg Cu L™, Contreras y cols., 2009). En S. gracilis, por otra
parte, se observé disminucién de actividad PRX a partir de 100 pug Cu L™, fenémeno no
detectado en otras enzimas antioxidantes (Contreras y cols., 2009). La disminucion de la
actividad PRX observada en ambas especies, a distintas concentraciones de cobre,
podria estar asociada a una sobre-oxidacion de la cisteina del sitio activo a
concentraciones de peroxidos del orden de 1-5 mM (Chae y cols., 1994), concentracion
a la que otras enzimas que consumen peroxidos como ascorbato peroxidasa (AP) o
catalasa (CAT), estan activas en macroalgas (Contreras y cols., 2005; Contreras y cols.,
2007; Contreras y cols., 2009; Ratkevicius y cols., 2003). Este fendmeno y el hecho que
las PRXs tienen afinidad por perdxido de hidrégeno a concentraciones cercanas a 1 uM
(Akerman y Miller, 2005; Trujillo y cols., 2007), afinidad superior a la descrita en otras
enzimas (e g. CAT y AP, Dalton y cols., 1987; Feierabend 2005; Halliwell, 1974),
sugieren que las PRXs actuarian no s6lo como una de las barreras primarias frente a la
formacion de perédxidos, sino también como sensores y moduladores de peroxidos a
bajas concentraciones. De esta manera, las PRXs podrian modular cascadas de
sefializacion redox-dependientes, involucradas en el desarrollo de los organismos y

respuestas fisiologicas a fluctuaciones de las condiciones ambientales (Foyer y Noctor,
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2009; Tripathi y cols., 2009). Por lo tanto, el rol de las PRXs en la atenuacion del estrés
oxidativo no se ajustaria solo a la definicion entregada por Sies (1991) la cual refiere a
un potencial dafio oxidativo por un desbalance entre las ROS y los mecanismos
antioxidantes, sino también a la definicion de Jones (2006) quien define estrés oxidativo

como una alteracion del control y la sefializacién del sistema redox.

Se ha observado que las PRXs podrian funcionar como chaperonas moleculares y
como sefiales reguladoras de respuestas antioxidativas. En Saccharomyces cerevisiae,
complejos de PRXs de alto peso molecular presentan una actividad chaperona funcional
y participan en tolerancia a estrés térmico (Jang y cols., 2004). La 2-Cys PRX estimula
la actividad de la fructosa 1,6-bifosfatasa cloroplastica de Brassica napus, enzima
fundamental en la asimilacién de CO, (Caporaletti y cols., 2007). La oxidacion de la
2-Cys PRX en Schizzosaccharomyces pombe constituye un sensor redox que controla la
respuesta transcripcional a H,O, (Vivancos y cols., 2005). En este contexto, una funcion
hipotética de las PRXs como moduladores de respuestas adaptativas en macroalgas
podria ser de trascendental importancia, ya que estas especies deben tolerar condiciones
extremas y fluctuaciones constantes del ambiente como resultado de los ciclos de la
marea (Collén y Davison, 1999; Contreras y cols., 2005; Contreras y cols., 2009;
Ratkevicius y cols., 2003). Por lo tanto, en sistemas sensibles a oxidacion radicalaria
generados por el metal como L. nigrescens, se generaria un escenario de mayor
inactivacién enzimatica, en especial en enzimas susceptibles a oxidacion como las
PRXs. En este contexto, la inactivacion de esta enzima podria poner en riesgo las vias de
sefializacion en la activacion de rutas metabolicas de tolerancia a una condicion de estrés

oxidativo en L. nigrescens.

Al medir actividad PRX usando tiorredoxina (TRX) como agente reductor, en
ambas especies se observo valores de actividad especifica aproximadamente 10 veces
superiores a los observados usando DTT como agente reductor. Esta diferencia puede
ser ocasionada simplemente por el método de deteccion de actividad enzimética o estar

asociada a la mayor eficiencia del sistema TRX/TRX reductasa/NADPH en reducir a las
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PRXs que un sistema con un agente reductor no fisioldgico como el DTT. En plantas, las
PRXs de tipos 1-Cys, 2-Cys y Q son susceptibles a reduccién por TRX (Tabla 1.1) y se
encuentran ubicadas en el nucleo y en los cloroplastos, respectivamente (Mowla y cols.,
2002; Tripathi y cols., 2009). En este contexto, la actividad PRX/TRX tanto en
S. gracilis como en L. nigrescens podria tener un rol protector al estrés generado por
cobre tanto a nivel de los cloroplastos como a nivel nuclear. De hecho, una baja
actividad PRX podria ser un factor clave en la sobreproduccion de lipoperdxidos a nivel
cloroplastico, teniendo como consecuencia la desorganizacion de las lamelas tilacoidales
observadas en L. nigrescens (Contreras y cols., 2009). Es importante destacar que la
interaccion entre las PRXs y las TRXs no so6lo participa en respuestas del tipo
antioxidante, sino también en otros procesos celulares, debido a que las TRXs en
organismos fotosintéticos pueden interaccionar con un alto nimero de proteinas con
diversas funciones (Montrichard y cols., 2009). Por lo tanto en algas, la activacion del
sistema PRX/TRX permitiria regular la interaccion que presentan las TRXs con
proteinas del metabolismo del nitrégeno o la biosintesis de &cidos grasos y también con
proteinas quinasas que regulan la expresion de genes, tanto a nivel nuclear como

cloroplastico (Buchanan y Balmer, 2005).

En ambas especies se registraron valores de actividad PRX/GRX similares a los
registrados usando TRX como agente reductor. Sin embargo, en L. nigrescens no se
registré una activacion PRX/GRX frente a estrés por cobre. Esta enzima utiliza como
sustrato GSH, compuesto de proteccion antioxidante (Anderson, 1998). Sin embargo,
bajo condiciones de estrés oxidativo la actividad PRX/GRX podria ser inhibida debido a
los bajos niveles intracelulares de glutation. Estos bajos niveles podrian deberse a una
inhibicidn de la enzima glutation reductasa (GR) la cual restaura los niveles de glutation
reducido (GSH) a partir de glutation oxidado (GSSG). Se ha descrito en L. nigrescens
una inhibicion de esta enzima y por lo tanto una disminucion de los niveles
intracelulares de GSH cuando esta especie se enfrenta a una condicion de estrés
generada por cobre (Contreras y cols., 2009). Estos bajos niveles de GSH también se

pueden atribuir al uso de GSH como precursor de la sintesis de fitoquelatinas, péptidos
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capaces de secuestrar directamente metales pesados (Cobbett, 2000) y a una hipotética
regulacion de la biosintesis de GSH, mediada por la GRX, que, ademéas de actuar como
reductora de las PRXs de tipo Il, actuaria como sensora del balance GSH / GSSG
(Meyer, 2008). Por lo tanto, la baja actividad del sistema PRX/GRX en L. nigrescens,
podria atribuirse no so6lo a bajos niveles proteicos, sino también a la deplecion del GSH
presente, el que es necesario para regenerar las PRXs acopladas a GRXSs.

Se observo diferencias entre ambas especies en los niveles de lipoperdxidos
acumulados frente a la mayor concentracion de cobre utilizada (i.e. 100 pg Cu L™), tal
como fue descrito previamente por Contreras y cols. (2009). Los lipoperoxidos son
originados por dafio a membranas u otras estructuras que contengan lipidos y
contribuyen al dafio celular al alterar las propiedades fisico-quimicas y la organizacion
estructural de las membranas (Girotti, 1998). Se ha demostrado previamente que las
PRXs pueden presentar un rol protector frente a las reacciones de lipoperoxidacion (Cha
y cols., 2007; Manevich y cols., 2009; Wang vy cols., 2006). Sin embargo, no se ha
puesto a prueba si los lipoperdxidos son capaces de inhibir la actividad PRX al igual que
el H,O,. En el presente trabajo se demuestra que, en las concentraciones donde
disminuye la actividad PRX, aumentan los niveles de lipoperoxidos en ambas especies.
En este contexto, es posible inferir que la actividad de las PRXs podria cumplir un rol
protector atenuando los niveles de lipoperdxidos y, en consecuencia, su efecto nocivo
(Figura 4.1). Ademas los lipoperoxidos, al igual que las ROS, participan en vias
metabolicas relacionadas con la regulacion de compuestos y enzimas antioxidantes o
vias apoptdticas (Girotti y Kriska, 2004; Niki, 2009). Por lo tanto, la reduccion de estas
especies reactivas mediante la actividad PRX puede ser otra de las vias en donde las
PRXs modulan vias de sefializacion. A nivel comparativo, los altos niveles de
lipoperoxidos registrados en L. nigrescens tendrian relacién a la inhibicion de la enzima
PRX en esta especie, lo que indicaria una mayor susceptibilidad al dafio oxidativo

generado por altos niveles de cobre en comparacion con S. gracilis.
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Figura 4.1. Proteccion frente a la formacién de lipoperdxidos mediada por

peroxirredoxinas.

Respecto a la medicion de eficiencia méaxima del fotosistema Il (FSII) como
marcador de estrés oxidativo, si bien se observd una disminucion de este parametro
frente a cobre en S. gracilis y L. nigrescens, no se encontrd diferencias significativas
entre las especies. Ademas, la razén de cambio de eficiencia fotosintética fue menor en
comparacion a la razon de cambio de lipoperdxidos. Resultados previos indican que la
eficiencia fotosintética en L. nigrescens disminuye significativamente en tratamientos
con 100 pg Cu L™ sélo en periodos superiores a 5 dias. Sin embargo, efectos mas
notorios se han registrado en individuos de zonas pristinas trasplantados a sitios
contaminados con cobre (Ritter 2004, tesis de magister). En la microalga verde
Chlorella pyrenoidosa tratada con cobre a concentraciones de 2 uM a 40 uM (ca.
127 pg Cu L™ a 2.540 pg Cu L™, respectivamente) por 12 h, se registré una inactivacion
de los centros de reaccion del FSII e inhibicion del transporte electronico (Xia y Tian,
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2009). En las macroalgas verdes U. armoricana y U. pertusa se observo que entre varias
respuestas fisioldgicas, el cobre afectaria sutilmente la eficiencia del FSII, no
observandose variaciones a tratamientos con concentraciones inferiores a 100 pug Cu L™
(Han y cols., 2008). En este contexto, aungue en ciertos sistemas y bajo ciertas
condiciones de estrés, Fv/Fm puede utilizarse como indicador de dafio oxidativo, bajo
estrés por cobre es un parametro poco sensible del dafio generado a nivel de FSII.
Ademas la disminucion de este pardmetro bajo una condicion ambiental adversa no es
indicador de una alteracion irreversible del aparato fotosintético, sino mas bien un
sistema de proteccion para inhibir la formacion de especies radicalarias a nivel

cloroplastico (e.g. Contreras-Porcia y cols., 2011 a).

Respecto a la activacion de las PRXs en funcion del tiempo, en L. nigrescens
tratada con 10 pg Cu L™ se detectd un aumento de actividad PRX hasta las 12 h, sin
observarse diferencias significativas en actividad a tiempos posteriores. Ademas, se
observé que la disminucion de la actividad PRX en 20 pg Cu L™ ocurre a partir de las
72 h de cultivo. Este fendmeno no fue observado en otras enzimas antioxidantes bajo la
misma concentracion del metal. Sin embargo, esto puede explicarse por los altos niveles
de H,O, presentes en L. nigrescens en 20 pg Cu L™ (Contreras y cols., 2009),
concentraciones las cuales inhibirian la actividad PRX. En el caso de S. gracilis, se
observo un aumento continuo de la actividad PRX en funcién del tiempo (i.e. 0 - 96 h)
para 20 y 40 pg Cu L. Este patron no fue similar al observado en otras enzimas
antioxidantes estudiadas previamente en S. lomentaria bajo las mismas concentraciones
del metal, las que aumentan su actividad rapidamente hasta las 24 h de cultivo,
manteniéndose constantes a tiempos posteriores. Adicionalmente, en 20 y 40 ug Cu L™,
no se observo inhibicion de la actividad enzimatica a tiempos posteriores como en
L. nigrescens, debido a que en S. gracilis sélo se ha observado un aumento de los niveles
de H,O, de aproximadamente 4 veces sobre el nivel basal con 20 y 40 pg Cu L™,

volviendo posteriormente a niveles cercanos a los basales (Contreras y cols., 2009).
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Los resultados obtenidos mediante inmunofluorescencia en S. gracilis fueron
acordes a lo que se registrd6 a través de la medicion de actividad enzimatica,
observandose mayor inmunodeteccién de PRX en 40 pg Cu L™, concentracién en la cual
se registro el maximo nivel de actividad enzimatica. Estos resultados indicarian un
aumento en los niveles proteicos de esta enzima lo cual se refleja en un aumento de
actividad enzimatica especifica. En plantas vasculares, se ha observado previamente un
aumento de los niveles proteicos de diversas PRXs en respuesta a estrés inducido por
desecacion, baja temperatura o foto-oxidacién (Gama y cols., 2008). En macroalgas,
como es el caso de U. compressa, la alta actividad PRX tiene relacion con el aumento de
expresion del gen prx bajo estrés por cobre (Contreras-Porcia y cols. 2011 b). En
individuos de S. gracilis tratados en 300 pg Cu L™, se detecté niveles de fluorescencia
similares a los basales. Estos resultados indicarian que bajo altas concentraciones del
metal, la disminucion de la actividad PRX estaria dada por una reduccion de los niveles
proteicos. Esto ha sido evidenciado previamente, como por ejemplo en U. compressa en
donde la expresion del gen prx en individuos expuestos a 10 UM de cobre aumenta
continuamente hasta los 5 dias de cultivo, sin embargo al séptimo dia de exposicion a
cobre, los niveles de expresion disminuyen dréasticamente (Contreras-Porcia y cols.,
2011 b). En L. nigrescens, no se observé un aumento en la intensidad de fluorescencia
PRX en el tejido de individuos expuestos a la concentracion de cobre en la cual se
registré una mayor actividad enzimatica (i.e. 10 pg Cu L™) o la concentracién inhibitoria
(i.e. 100 pg Cu L™). Esta baja intensidad de fluorescencia se relaciona a los bajos
valores de actividad PRX observados en estas concentraciones del metal, pero podria ser
explicada ademas por una oxidacion de los aminoacidos de la secuencia antigénica u
otros aminodcidos de la proteina. De esta manera, alteraciones estructurales de la
proteina (Davies, 2005), podria impedir el reconocimiento de la secuencia antigénica de
la PRX por el anticuerpo, disminuyendo la deteccion de esta.

Segun los resultados del analisis de la secuencia de la PRX, usada para el disefio del
anticuerpo, ésta corresponderia a una PRX del tipo Il en plantas vasculares, ademas

mediante “Western Blot” se determind que el peso molecular de las PRX detectada en
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S. gracilis y U. compressa, es de 18 kDa, similar al de las PRXs de tipo Il (Tripathi y
cols., 2009). Con respecto a las secuencias PRXs descritas en algas pardas, el mayor
grado de similitud fue observado con una PRX tipo Il (N° acceso NCBI: CBJ29011) de
Ectocarpus siliculosus (Ochrophyta, Ectocarpales), ubicada posiblemente en el
citoplasma. En A. thaliana las PRXs tipo Il pueden ser detectadas tanto en organelos
como en el citoplasma (Tabla 1.1) y todas son susceptibles a reduccion por GRX
(Tripathi y cols., 2009). En este contexto, mediante la técnica empleada para la
deteccion PRX, no fue posible determinar la ubicacién subcelular de éstas, pero si
distinguir un aumento en los niveles de las PRXs en células metabdlicamente activas
como las células corticales de S. gracilis en 40 pg Cu L™. Esto resultados sugieren que
la PRX reconocida por el anticuerpo, podria participar en la neutralizacién de ROS
producidas por la alteracion de procesos metabolicos por estrés oxidativo, como la
fotosintesis en los cloroplastos (Asada, 1999) o la respiracion en mitocondrias
(Kowaltowski y cols., 2009). Este aumento en los niveles de PRX a 40 pg Cu L™
coincide con la activacion del sistema PRX/GRX en S. gracilis en la misma
concentracion de cobre. Similar a lo observado en S. gracilis, en A. thaliana se ha
observado que la expresion de las PRXs es especifica para ciertos tejidos. Por ejemplo,
la expresion PRX aumenta frente a estrés por salinidad en hojas jovenes
fotosintéticamente activas y disminuye en tejidos fotosintéticamente inactivos como
hojas senescentes y raices (Horling y cols.,, 2002). Finalmente, en el caso de
L. nigrescens la baja actividad de las PRXs acopladas a GRX, més los bajos niveles de
PRX detectados por el anticuerpo, podria explicar alteraciones mitocondriales asociadas
a estrés por cobre (Contreras y cols., 2009), las que muy probablemente podrian

conllevar a una disfuncién secundaria del organelo.
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5. CONCLUSIONES

La informacién obtenida es este trabajo indica que las PRXs en algas pardas
participan como mecanismo de tolerancia al estrés oxidativo generado por cobre. La
activacion de las PRXs en L. nigrescens en comparacion a S. gracilis, es
significativamente menor a nivel basal como en todos los tratamientos con cobre. La
actividad PRX es inhibida frente a bajos niveles de cobre en L. nigrescens, lo cual tiene
relacion con los altos niveles de lipoperoxidos registrados en este especie. Esta
observacién indicaria un rol de regulacion de las PRXs en la formacion de lipidos

oxidados por parte de ésta enzima bajo una condicion de estrés oxidativo (Figura 4.1).

La participacion activa de las peroxirredoxinas en S. gracilis permite explicar
funcionalmente la capacidad de esta especie de tolerar ambientes contaminados con altos
niveles de metal, mediante la reduccién de perdxidos y posiblemente mediante el control
de vias de sefializacion redox, que regulan la adaptacién de esta especie a sitios
contaminados por cobre. Contrariamente, la pérdida de actividad de las PRXs frente a
cobre en L. nigrescens ayudaria a explicar el grave dafio celular que se genera en esta
especie y, a nivel ecolégico, el impedimento que esto le genera para colonizar ambientes

contaminados por el metal.
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