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RESUMEN

Cinética de expresion de genes de tolerancia identificados en la
macroalga roja Pyropia columbina bajo el ciclo desecacion — re-
hidrataciéon natural: comparacién funcional con especies sensibles

La distribucion diferencial de las especies macroalgales que habitan la
zona intermareal esta influenciada por diversos factores entre los que destaca
la desecacién. Este factor, que se encuentra asociado a oscilaciones de los
niveles de la marea y a condiciones climaticas, puede generar alteraciones
fisiologicas, estrés oxidativo e incluso la muerte celular en organismos
intermareales sensibles a estrés mediante vias dependientes de especies
reactivas de oxigeno (EROs). La macroalga Pyropia columbina habita
exitosamente la zona alta del intermareal chileno, por lo cual es considerada un
modelo tolerante a desecacidn. Bajo esta condicidn de estrés, se ha observado
la activacion de enzimas antioxidantes y cambios a nivel protedmico y
metaboldmico. Sin embargo, poco se conoce sobre la tolerancia a desecacion a
nivel molecular. Con el fin de comprender la modulacion génica de esta especie
bajo desecacion, se analiz6 mediante qRT-PCR y actividad enzimatica la
cinética de expresion de genes de tolerancia presentes en P. columbina, bajo el
ciclo de desecacion y re-hidratacion natural. Ademas, las respuestas de los
productos génicos codificados por estos factores de tolerancia se compararon

mediante analisis enzimatico en las especies sensibles que habitan la zona
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media y baja del intermareal (i.e. Mazzaella laminarioides, Scytosiphon
lomentaria y Lessonia spicata). Los resultados indican que diariamente durante
desecacion, el nivel relativo de transcritos de genes asociados al metabolismo
basal en P. columbina disminuye significativamente. Sin embargo, durante re-
hidratacion el nivel de sus mMRNA aumenta alrededor de 4 veces.
Contrariamente, genes asociados al metabolismo antioxidante aumentan sus
transcritos 15-20 veces durante desecacion, retornando a niveles basales hacia
el final del periodo de re-hidratacion. Comparativamente, todas las enzimas
antioxidantes tuvieron una mayor actividad en P. columbina durante
desecacion. Las especies que habitan la zona mas baja del intermareal (S.
lomentaria y L. spicata) mostraron los menores niveles de actividad e incluso
inhibicion enzimatica. Los resultados demuestran que durante el proceso de
desecacion, existe una expresion génica diferencial de los factores de tolerancia
en P. columbina y que las especies sensibles presentan una respuesta
ineficiente a ésta condicion de estrés. Estos resultados aportan
significativamente al conocimiento de las bases funcionales y moleculares que
sustentan los patrones ecoldgicos de distribucion diferencial en la zona

intermareal rocosa.
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ABSTRACT

Differential gene expression of Pyropia columbina tolerance genes under
the natural desiccation-rehydration cycle: functional comparison with

sensitive intertidal species.

The differential distribution of macroalgae species on the intertidal rocky
zone is influenced by several factors such as desiccation. This stress factor,
associated with daily tidal changes and climate conditions, can generate
oxidative stress, physiological alterations and cellular death on sensible intertidal
organisms by means of oxygen reactive species (ROS). The seaweed Pyropia
columbina is considered a model of desiccation tolerance because of its ability
to inhabit the upper zone of the intertidal rocky zone. Under this stress condition,
activation of antioxidant enzymes and proteomic and metabolic alterations has
been observed. However, the behavior at genetic level remains unknown. In
order to understand the genetic modulation of this species under desiccation,
the kinetics of gene expression of several tolerance factors in P. columbina was
analyzed by qRT-PCR and enzymatic assays under the natural desiccation-
rehydration cycle. In addition, the responses of these gene products were
compared by enzymatic analysis in the sensitive species that inhabit the middle
and lower part of the intertidal zone (i.e. Mazzaella laminarioides, Scytosiphon

lomentaria and Lessonia spicata). The results indicate that during desiccation
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the relative mRNA levels of genes associated with basal metabolism in P.
columbina was down-regulated. However, during rehydration their levels were
increased fourfold. On the other hand, transcript levels of genes associated with
the antioxidant metabolism increased about 15-20 times during the stress
period, returning to basal levels during the final hours of rehydration. All
antioxidant enzymes studied showed higher specific activity on P. columbina
under desiccation. Species that inhabit the lower parts of the intertidal zone (S.
lomentaria and L. spicata) exhibited lower levels and even enzymatic
inactivation. These results show that under desiccation Pyropia columbina
presents a differential gene expression of tolerance factors and that sensitive
species have an inefficient response to this stress condition. The results
obtained in this work, significantly contribute to the understanding of the
differential distribution patterns of seaweeds on the intertidal rocky zone at a

molecular and functional level.
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. INTRODUCCION

Macroalgas en Chile

Las macroalgas son organismos que forman parte de los ecosistemas
costeros y poseen una gran importancia ecoldgica, promoviendo el desarrollo y
supervivencia de variados organismos (Harley y cols. 2006). El ecosistema
intermareal de Chile, el cual comprende la zona entre las lineas imaginarias de
alta y baja marea, estd constituido por medio centenar de géneros de
macroalgas (Hoffmann y Santelices 1997). Estos organismos interactuan en un
ecosistema dinamico sensible a los cambios producidos por las mareas
naturales y vulnerable a la intervencion humana y a los cambios climaticos

(Tomanek y Helmuth 2002; Harley y cols. 2006).

La ubicacion de las macroalgas en la zona intermareal esta determinada
por factores fisicos (p.ej. temperatura, humedad) y Dbiolégicos (p.ej.
competencia, depredacion), los cuales influyen diferencialmente a lo largo de la
zona. Por ejemplo, se ha evidenciado que los factores fisicos tienen mayor
importancia en la zona alta del intermareal, donde las especies pasan gran
parte del dia descubiertas de agua. Mientras que los factores biolégicos son
mas influyentes en la zona baja, donde la diversidad de organismos es mayor

(Helmuth 2002; Tomanek y Helmuth 2002; Harley y cols. 2006) (Figura 1 A).



Factores Fisicos
pH, T°

Factores Bioldgicos
competencia, depredacion

Zona alta

Pyropia columbina
(Rhodophyta)
N 00

Zona media-alta

Zona media

1 Pyropia columbina
2 Mazzaella laminarioides
3 Scytosiphon lomentaria
4 Ulva compressa

5 Lessonia spicata

6 Gelidium rex

Scytosiphon lomentaria Lessonia spicata
(Ochrophyta) (Ochrophyta)

Figura 1. (A) Distribuciéon de especies macroalgales en la zona intermareal rocosa, la
cual se encuentra asociada a factores fisicos y bioldgicos. Modificado de Flores y cols.
(datos no publicados). (B) Macroalgas predominantes en las zonas alta, media-alta,
media y baja, de la zona intermareal chilena.

El intermareal se encuentra dividido en cuatro zonas: alta, media-alta,
media y baja, cada una habitada predominantemente por una o varias especies
macroalgales (Figura 1 B). En la zona mas alta habita Pyropia columbina
(Montagne) Nelson (Bangiales, Rhodophyta) (previamente descrita como
Porphyra columbina (Sutherland y cols. 2011)). Esta especie, comunmente
conocida como “luche”, es una macroalga roja perteneciente al linaje mas
antiguo de los eucariontes fotosintéticos que habita en casi toda la costa
chilena, desde el paralelo 20 °S al 54 °S (Hoffmann y Santelices 1997). Mas

abajo, en la zona media-alta, habita la macroalga roja Mazzaella laminarioides

(Gigartinales, Rhodophyta), la cual se distribuye desde los paralelos 28 °S al 56



°S (Montecinos y cols. 2012). Con respecto a la zona media, se encuentran en
alta abundancia las especies Ulva compressa (Ulvales, Clorophyta), una
macroalga verde y Scytosiphon lomentaria (Ectocarpales, Ochrophyta), una
macroalga parda, la cual se ubica desde la zona de Antofagasta a Magallanes
(23 °S — 70 °S) (Camus y cols. 2005). Finalmente, en el extremo inferior de la
zona intermareal, que colinda con el espacio submareal, co-existen una gran
cantidad de organismos de variadas especies, destacando entre ellas Lessonia
spicata (Suhr) Santelices (Laminariales, Ochrophyta), la cual se distribuye en la

zona centro-sur del pais (29 °S — 41 °S) (Gonzalez y cols. 2012).
Estrés por desecacion

Entre los factores fisicos que determinan la ubicacion de las especies
macroalgales destaca la desecacién. Esta es inducida en los organismos por
los bajos niveles de marea y alteraciones climaticas (Burrit y cols. 2002; Moore
y cols. 2009). Las macroalgas se encuentran expuestas diariamente a esta
condicion de estrés debido al ciclo natural de mareas, y a causa de esto,
pueden perder mas del 90 % del contenido de agua intracelular (Moore y cols.
2009). Pero no son los unicos tipos de organismos que dia a dia se enfrentan a
este tipo de estrés. Por ejemplo, existe un grupo de plantas vasculares
llamadas plantas de resurreccion, las cuales habitan zonas desérticas o semi-
desérticas y que deben lidiar durante largos periodos con la desecacion y sus

efectos. En este grupo de plantas, las hojas se deshidratan casi totalmente



cuando la humedad ambiental disminuye y posteriormente, cuando la humedad
retorna hacia valores normales, las hojas se vuelven a hidratar permitiendo la
recuperacion de la totalidad de las funciones vitales (Vicré y cols. 2004; Dinakar

y Bartels 2012).

En plantas de resurreccién se ha evidenciado que durante desecacion,
se produce estrés mecanico sobre las membranas y paredes celulares (Moore y
cols. 2009; Leprince y Buitink 2010), se forman agregados de macromoléculas y
se desintegran algunos organelos (Farrant 2000; Franga y cols. 2007; Leprince
y Buitink 2010). Ademas, se produce el cierre de los estomas, con la
consiguiente baja del diéxido de carbono (CO,) intracelular (Zou y Gao 2002),
inhibiéndose la asimilacion de carbono y la capacidad fotosintética (Bohnert
2000; Bartels y Salamini 2001; Foyer y Noctor 2009). Por otro lado, aumenta la
produccion de especies reactivas de oxigeno (EROs), pudiéndose producir la
muerte celular mediada por estas moléculas (Zou y Gao 2002; Franga y cols.

2007; Moore y cols. 2009).

Mecanismos de tolerancia a desecacién en plantas

Las plantas de resurreccion han desarrollado una serie de mecanismos
para proteger en primera instancia la integridad celular bajo desecacién (Farrant
2000; Moore y cols. 2009). Se ha propuesto que proteinas del tipo abundante
en la embriogénesis tardia o Lafte embryogenesis abundant (LEA) y del tipo de

choque térmico o Heat shock proteins (HSP) se asociarian con estructuras



intracelulares, membranas y macromoléculas promoviendo su estabilizacidn
(Alpert 2006; Franca y cols. 2007; Leprince y Buitink 2010; Dinakar y Bartels
2012). Por otro lado, se ha descrito la activacion de vias dependientes de acido
abscisico (ABA) (Alpert 2000; Yokoya y cols. 2010; Stolf-Moreira y cols. 2011),
una hormona vegetal que actua como molécula sehal que activa mecanismos
mediante cambios en el metabolismo de carbohidratos (Muller y cols. 1997;
Kleines y cols. 1999; Moore y cols. 2009) y en la sintesis y degradacion de
proteinas relacionadas con la fotosintesis (Moore y cols. 2009). Sin embargo, se
ha observado que algunos genes de tolerancia a la desecacidon no son
regulados por ABA, por lo cual mas de una via de sefalizacion se encontraria
involucrada en las respuestas a este tipo de estrés (Toldi y cols. 2009). El
cambio observado en el metabolismo de carbohidratos comprende la
degradacion de moléculas de reserva energética (Muller y cols. 1997; Moore y
cols. 2009) y la sintesis de azucares solubles como trehalosa y sacarosa, que
estabilizan y protegen las membranas celulares (Kleines y cols. 1999; Franga y
cols. 2007; Grennan 2007; Toldi y cols. 2009). Con respecto a las proteinas
asociadas a la fotosintesis, se ha observado un aumento en la produccién de
ciertos pigmentos accesorios, que minimizan el dafio foto-oxidativo producido al
captar luz, impidiendo la fotosintesis y disminuyendo las EROs generadas por
las reacciones asociadas a ésta (Farrant 2000; Leprince y Buitink 2010; Dinakar

y Bartels 2012).



La sobre-produccién intracelular de EROs, proveniente de reacciones
metabdlicas (p.ej. fotosintesis, respiracién celular) genera proteinas, lipidos,
polisacaridos y acidos nucleicos oxidados (Baker y Orlandi 1995; Franca y cols.
2007; Contreras y cols. 2009, Contreras-Porcia y cols. 2011), lo cual
desencadena una condicion de estrés oxidativo que puede terminar con la
muerte celular. Como respuesta a este fendmeno, se ha registrado un aumento
de proteinas antioxidantes (p.ej. glutation reductasa, superdxido dismutasa,
ascorbato peroxidasa y tiorredoxina) (Franca y cols. 2007; Leprince y Buitink
2010; Stolf-Moreira y cols. 2011). Todo lo anterior mantiene la integridad celular

y promueve la sobrevivencia del organismo bajo desecacion.

Estrés por desecacion en macroalgas de Chile

En algas, a diferencia de plantas y animales, no existen suficientes
estudios sobre mecanismos de tolerancia a factores ambientales incluyendo la
desecacion (Toldi y cols. 2009). De forma natural, las especies macroalgales de
la zona intermareal se encuentran expuestas a este estrés, producido por el
ciclo natural diario de las mareas y cambios climaticos (Burrit y cols. 2002;
Sampath-Wiley y cols. 2008; Contreras-Porcia y cols. 2011). En este contexto,
diversas rutas de tolerancia deben estar presentes en estas especies para

responder eficientemente a esta condicién ambiental.

En Chile, el alga Pyropia columbina se distribuye en la zona mas alta del

intermareal rocoso y presenta eficientes mecanismos de tolerancia al estrés por



desecacioén, condicion por la cual pierde hasta un 96 % del contenido
intracelular de agua (Contreras-Porcia y cols. 2011). Contrariamente, especies
que habitan la zona intermareal por debajo de P. columbina (i. e. Mazzaella
laminarioides, Scytosiphon lomentaria y Lessonia spicata), no son capaces de
tolerar un alto grado de desecacién, tanto en estados de desarrollo micro y
macroscopicos (Contreras-Porcia y cols. 2012; Flores-Molina y cols. datos no
publicados; Lopez-Cristoffanini y cols. datos no publicados).

Los mecanismos de tolerancia descritos en P. columbina han sido
evidenciados mediante analisis enzimaticos y recientemente, mediante
protedmica y muestran similitud con aquellos registrados en plantas de
resurreccion (Contreras-Porcia y cols. 2011, 2012; Lépez 2012). Durante las
horas en que baja la marea y se produce desecacion, en P. columbina aumenta
la actividad de ciertas enzimas antioxidantes como catalasa, ascorbato
peroxidasa, peroxirredoxina y lipoxigenasa (Contreras-Porcia y cols. 2011,
2012). Sin embargo, esta actividad disminuye rapidamente cuando la marea
vuelve a aumentar y los organismos se re-hidratan (Figura 2 A). Por otro lado,
se ha observado un fendmeno conocido como inactivacion fotosintética, en el
cual la actividad del fotosistema Il se inhibe a niveles basales durante
desecacion. Sin embargo, durante re-hidratacion se produce una recuperacion
absoluta de la capacidad fotosintética (Figura 2 B) (Contreras-Porcia y cols.

2011).
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Figura 2. (A) Actividad catalasa en P. columbina durante las horas en que la marea
baja (desecacién) y vuelve a subir (re-hidratacion). (B) Eficiencia fotosintética en P.
columbina durante el ciclo de baja-alta marea. El indice Fv/Fm indica la capacidad
fotosintética del organismo. Circulos rellenos corresponden a horas de desecacion y
circulos vacios a horas de re-hidratacion. Fuente: Contreras-Porcia et al. 2011

Con respecto a los analisis proteicos de P. columbina durante
desecacion, se ha observado una variacidn importante en el proteoma algal.
Ocurre una induccién de novo de un gran numero de proteinas, acompafada de
una sub-expresion de otras (Lopez 2012). Recientemente Contreras y cols.
(2013) obtuvieron un perfil transcriptémico de P. columbina bajo condiciones de
hidratacion y desecacion natural mediante dos librerias de substraccion de
cDNA, las cuales fueron secuenciadas, identificadas y clasificadas en trece
categorias funcionales (Contreras-Porcia y cols. 2013) (Figura 3). Este estudio
reveld que entre hidratacion y desecacion natural existen diferencias en los
niveles de transcritos de genes pertenecientes a diversas rutas metabdlicas. En
este contexto, esta especie toleraria el estrés por desecacion mediante la

activacion e inactivacion de ciertos genes que le permiten sobrellevar los



efectos nocivos que produce esta condicion ambiental. De este estudio llamaron
particularmente la atencion dos categorias que se relacionan ademas con los
antecedentes bibliograficos descritos. Estas son a: i) Metabolismo basal, la cual
incluye genes como trehalosa fosfato sintasa y piruvato deshidrogenasa, que
estan involucrados en la sintesis y degradacién de ciertos azucares a nivel
celular y ii) Metabolismo antioxidante, la cual incluye genes como
peroxirredoxina, tiorredoxina y catalasa, los que se relacionan con el control

intracelular de EROs (Figura 4).

1. Signal transduction
2. Transcription, splicing,replication = Hydration
3. Basal metabolism

M Desiccation
4. Antioxidant, chaperone and defense factors
5. Protein synthesis, processing and degradation
6. Cell motility

7. Cell growth and death

8. Membrane transporters

9. Vesicular transport and metabolism

10. Cell wall metabolism

11. Photosynthesis and chloroplast proteins

12. Respiration and mitochondrial proteins

13. Others

% EST

Figura 3. Categorias funcionales de las secuencias obtenidas de las librerias de P.
columbina bajo hidratacion y desecacion. En azul se observan las secuencias
correspondientes a la libreria bajo hidratacién y en rojo las provenientes de la libreria
bajo desecacion. El porcentaje indica el numero de ESTs (Expressed Sequence Tag)
obtenido en cada categoria funcional en relacion al total de cada libreria. (Tomado de
Contreras-Porcia y cols. 2013).
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Figura 4. Genes identificados en P. columbina: libreria de substraccion (i.e. hidratacion
y desecacion) y categoria funcional a la cual pertenecen.

En este estudio, se evaluara mediante gRT-PCR la cinética de mRNA de
genes de tolerancia asociados a las rutas de metabolismo basal y antioxidante.
Por otra parte, como analisis funcional, se compararan las respuestas de los
productos génicos codificados por estos genes, en especies de algas sensibles
a esta condicién de estrés (i.e.M. laminarioides, S. lomentaria y L. spicata). En
este contexto, este trabajo permitira: i) describir la cinética de mRNA a nivel
temporal de las vias de tolerancia en P. columbina bajo los estados de
desecacion y re-hidratacién natural y ii) evidenciar diferencias funcionales de los
mecanismos de tolerancia en otras especies de macroalgas, con el fin de
entender el patrén ecoldgico que éstas presentan a nivel de distribucion local en

el intermareal rocoso.
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HIPOTESIS

H1: Pyropia columbina expresa diferencialmente un conjunto de genes
involucrados en los mecanismos de tolerancia al estrés por desecacion,
condicion generada durante el ciclo natural de mareas.

H2: Las especies que habitan la zona intermareal por debajo de P. columbina
son sensibles a desecacién debido a que tienen menor actividad enzimatica de

las proteinas descritas en la especie tolerante.

Objetivo general

Determinar la expresion diferencial de genes de tolerancia en P. columbina bajo
desecacion y re-hidratacién natural, y comparar la funcionalidad de éstos en

especies sensibles.

Objetivos especificos

1. Determinar los niveles de mRNA de genes pertenecientes a la categoria
metabolismo basal y antioxidante, relacionadas con la tolerancia a desecacion

en P. columbina, bajo el ciclo de desecacion y re-hidratacion natural.

2. Comparar la actividad enzimatica de los productos génicos que forman
parte de los mecanismos de tolerancia descritos en P. columbina, en las
especies sensibles M. laminarioides, S. lomentaria y L. spicata, bajo desecacion

in vitro.
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Il MATERIALES Y METODOS

Instrumentos y Equipos

Los instrumentos y equipos utilizados fueron: gabinete de bioseguridad
JS Research JSCB-1200S; camara de cultivo AMILAB, purificador de agua
Thermo Scientific Barnstead Easypure Il RF, bafio termorregulado Labtech
LWB-122D, sistema de PCR en tiempo real StepOne de Applied Biosystems,
espectrofotometros Thermo Scientific NanoDrop 1000 y BioRad UV/Visible
Smartspect 3000, microcentrifuga Eppendorf Minispin, centrifuga refrigerada
Hettich Universal 320R, camara de electroforesis Biorad Mini-Subcell GT y

fuente de Poder Biorad PowerPac HV.

Reactivos

Los siguientes reactivos se adquirieron en Invitrogen (Carlsbad, EEUU):
set dNTPs 100mM, DNasa | Grado Amp Grade, Oligo dT21s Yy enzima
Superscript Il. Fast SYBR Green master mix fue adquirido en Life Technologies
(Carlsbad, EEUU), la tincién de acidos nucleicos GelRed, se adquirié en Gen X-
press y el kit de extraccion RNeasy plant mini se obtuvo de Qiagen (Hilden,
Alemania). El kit Pierce BCA Protein Assay se adquirio de Thermo Scientific
(Waltham, EEUU). En Sigma (St. Louis, EEUU) se adquirieron Coenzima A
(CoASH), Tiamina pirofosfato (TPP), Acido oxalacético (OAA), 5,5-ditiobis (2-
acido nitrobenzoico) (DTNB), Fosfoenolpiruvato (PEP) y las enzima Citrato

sintasa (C3260) y Piruvato kinasa (P9136). La insulina Humulin® se obtuvo de
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Eli Lilly and Company (Indianapolis, IN, EEUU). En Merck (Darmstadt,

Alemania) se adquirieron Glucosa 6 fosfato y UDP-Glucosa.

Recoleccion de ejemplares y agua de mar

La recoleccion se realizo en la localidad de Maitencillo, Valparaiso (32°
39,5 S, 71° 26,6° W; V Region, Chile). Los ejemplares se recolectaron desde
plataformas rocosas a lo largo de 200 metros de costa y de manera azarosa. El
agua de mar utilizada para los lavados y experimentos se obtuvo en Quintay, la
cual fue previamente filtrada a través de filtros de membrana MF (Milipore) de

0,22 um y mantenida en oscuridad a 12 °C hasta su utilizacion.

Experimento de desecacion y re-hidratacion natural

Durante el periodo de alta marea, se recolectaron ejemplares
naturalmente hidratados de P. columbina, los que fueron lavados en agua de
mar previamente filtrada y luego en agua ultrapura (miliQ) para eliminar sales,
epifitos y materia organica. Estos ejemplares fueron de inmediato rotulados y
congelados en nitrogeno liquido. Luego, mientras la marea bajaba y las algas
quedaban al descubierto, se recolectaron ejemplares desecados naturalmente
en los tiempos 1, 2 y 4 h. Finalmente, mientras la marea retornaba a niveles
altos, volviendo a sumergir las algas, se recolectaron especimenes re-
hidratados durante 2 y 4 h. Todos estos ejemplares fueron lavados y

congelados segun lo descrito previamente.

13



Experimento de desecacion y re-hidratacion in vitro

Se recolectaron ejemplares naturalmente hidratados de las especies P.
columbina y M. laminarioides durante el periodo de marea alta, y de S.
lomentaria y L. spicata durante baja marea, ya que durante este periodo éstas
se encuentran accesibles. Luego, los ejemplares fueron almacenados en agua
de mar a 12 °C y llevados al laboratorio. Posteriormente, las algas se lavaron de
la manera descrita en el experimento natural y varias réplicas de 3 a 5
individuos fueron congeladas a -32 °C (grupo control de hidratacion). El resto de
las plantas hidratadas fueron sometidas a desecacion in vitro en una camara de
crecimiento a 15 °C, con 800-100 pmol/m?s de radiacién de fotones durante 1, 2
y 4 h, periodo que simula la baja marea natural. Posterior a cada tiempo de
desecacion, varias réplicas fueron congeladas inmediatamente a -32 °C (grupos
experimentales de desecacion). Luego de las cuatro horas de desecacion, las
algas restantes fueron re-hidratadas con agua de mar filtrada durante 2 y 4 h en
la misma camara de crecimiento. Finalizado cada tiempo de re-hidratacion, los
ejemplares fueron congelados y almacenados (grupos experimentales de re-

hidratacion).

Grado de desecacion

Para determinar el grado de desecacién, descrito como contenido de
relativo de agua (CRA) (Ecuacién 1), las muestras in vitro se pesaron al inicio
del experimento (P;), al final del periodo de desecacion (P4) y cuando el tejido

estuvo totalmente seco a 40 °C (Pgo).
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Ecuacioén 1. Contenido relativo de agua (CRA)

CRA (%) = (Pi— Pd)
(Pi — Pdo)

Extraccion de RNA total

Previamente a la extraccion, todo el material de trabajo fue tratado en
dietilpirocarbonato (DEPC) 0,1 % en agua miliQ durante 24 h, y posteriormente
autoclavado. Para la extraccion de RNA, 1 g de tejido se congel6 y pulverizo
con nitrogeno liquido en un mortero de porcelana. Luego se homogeneizé en 5-
8 mL de amortiguador de lisis (Tiocianato de guanidino 4 M, EDTA 25 mM,
Acetato de sodio 200 mM, Polivinilpirrolidona 2 %, 2-Mercaptoetanol 1 %). El
homogeneizado, en presencia de sarcosina 2 %, se incubd a 70 °C durante 10
min con agitacion constante y luego fue centrifugado 2 min a 12000 x g. EIl RNA
presente en el sobrenadante, se extrajo utilizando el kit RNeasy plant mini kit
(Qiagen, Alemania) segun especificaciones del fabricante. La concentracion y
pureza del RNA extraido se evalué mediante espectrofotometria en NanoDrop.
La concentracion se determind midiendo la absorbancia a 260 nm y la pureza
evaluando la razén de absorbancias a 260 y 280 nm (A260/A280), donde
razones = 2,0 indican RNA puro. Por otro lado, la integridad del RNA fue
evaluada en un gel de agarosa 1,2 %, el cual fue preparado en amortiguador FA
1X (MOPS 20 mM, Acetato de sodio 5 mM y EDTA 1 mM) con adicidon de
formaldehido 0,2 M. Luego se aplicd voltaje constante en razén de 7 V/cm
durante 75 min. Finalmente, los RNA que cumplieran con criterios de pureza e

integridad fueron utilizados en los analisis posteriores.
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PCR en tiempo real

Se disefiaron partidores especificos a partir de las secuencias de cDNA
obtenidas de las librerias de substraccion de P .columbina para los genes:
proteina asociada a senescencia (sen), como gen de control enddgeno;
trehalosa fosfato sintasa (tps), piruvato deshidrogenasa (pdh), peroxirredoxina
(prx), tiorredoxina (trx) y catalasa (cat). El disefio de los partidores se realizd
con los programas de codigo libre Primer3Plus (http://primer3plus.com/cgi-
bin/dev/primer3plus.cgi) 'y  Oligoanalizer 3.1 (http://www.idtdna.com/
analyzer/applications/oligoanalyzer/), eligiéndose para experimentacion las
parejas que cumplieran caracteristicas compatibles con PCR en tiempo real

(Tabla 1).

Tabla 1. Secuencias, longitud y temperaturas de melting (Tm) de los partidores
disefiados para cada gen. Se muestra ademas la longitud del fragmento a amplificar.

Gen Abreviacion Secuencia de partidores Tm Longitud Longitud
(°C) partidor amplicon
(pb) (pb)
control sen F TCGCAATGATAGGAAGAGC 57 19 114
endogeno R TTTACCAGAGGTGTCGGA 59 18
trehalosa tps F GGGCAGGTACATCATCCCAA 63 20 146
fosfato sintasa R TCATATCGGCTACCATCTGTGT 60 22
piruvato pdh F CCATTCGTGATCCTGACCCA 64 20 164
deshidrogenasa R CGGGAATGAGCAACGAGTGT 64 20
peroxirredoxina prx F CTGCCATGCTATGTGACTTTG 60 21 148
R CGGCTGCATAATTCGTGAA 61 19
tiorredoxina trx F CGAATAGGGCAGAGTGTATGA 58 21 156
R ACTGTCGCTGATGTGGTTTG 60 20
catalasa cat F CGCAGGGATGCCGTAATCAG 64 20 154
R CCAGCGACACTTTGTTGACG 63 20
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Ademas, las secuencias obtenidas se compararon con aquellas
publicadas en las bases de datos de GenBank mediante la herramienta de
BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/) para asegurar la
especificidad de los partidores hacia los genes de interés. La sintesis de cDNA
y la amplificaciéon por PCR en tiempo real se realizé en dos pasos. En una
primera etapa, el RNA se traté con DNAsa | Amplification Grade (Invitrogen)
para eliminar residuos de DNA que pudiesen estar presentes. Luego, se incubd
con Oligo dT12.18 Primer (Invitrogen) y se agrego la enzima transcriptasa inversa
Superscript Il (Invitrogen), todo segun protocolo de fabricante. En la segunda
etapa, se realizé la amplificacion utilizando el kit Fast SYBR Green master mix
(Applied Biosystems). Las reacciones de esta etapa se realizaron en un
volumen final de 10 yL que incluyé el medio de reaccion, los partidores
especificos directo e inverso, el cDNA blanco y el agua ultrapura grado PCR
(Gibco, Life Technologies). Se utilizd el programa de amplificacion indicado por
el fabricante del kit, con una temperatura de alineamiento de 60 °C.

El analisis de nivel relativo se realizd mediante el método descrito por
Michael W. Pfaffl (Pfaffl 2001) utilizando la Ecuacién 2. Este método calcula los
niveles relativos de transcritos de un gen (N. relativo), determinando la razén
entre las eficiencias de amplificacién para el transcrito del gen de interés y del
control enddgeno, cada una elevada a la diferencia entre los ciclos umbrales

(Ct) del tratamiento y la condicion control (ACt).
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Ecuacion 2. Cuantificacion relativa de transcritos

de interés

) ACt,

(Eficiencia
(Eficiencia

transcrito de interés

N. relativa =

t control endégeno

ACt
transcrito control endogeno )

Como control endogeno se utilizd la secuencia génica de una proteina
asociada a senescencia (sen). Esta eleccidén se basé en que i) los transcritos
de genes utilizados regularmente como control endogeno (i.e. beta actina, sub-
unidad 18S ribosomal y gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa) (Le Bail y cols.
2008; de Boer y cols. 2009; Guo y Ki 2012), se encontraron inducidos en alguna
de las librerias analizadas vy ii) debido al alto grado de similitud de secuencia en

relacion a otras seis especies pertenecientes a distintas Phyla (Figura 5).

361 370 |3BO ‘390 |400 410 420 |430 J44D |450 460
1 AAACCAACACTTGGCGAATTCTGCTTCGCAATGATAGGAAGAGCCGACATCGAAGAATCAAAAAGCGACGTCGCTATGAACGCTTGGCCGCCACAAGCCA
2 AAACCAACACTTGGCGAATTCTGCTTCGCAATGATAGGAAGAGCCGACATCGAAGAATCAAAAAGCGACGTCGCTATGAACGCTTGGCCGCCACAAGCCA
3 AATCCAACGCTTGGCGAATTCTGCTTCGCAATGATAGGAAGAGCCGACATCGAAGGATCAAAAAGCAACGTCGCTATGAACGCTTGGCTGCCACAAGCCA
4 AATCCAACACTTGGTGAATTCTGCTTCACAATGATAGGAAGAGCCGACATCGAAGGATCAAAAAGCAACGTCGCTATGAAGCGCTTGGCTGCCACAAGGCGA
5 AATCCAACGCTTGGCGAATTCTGCTTCGCAATGATAGGAAGAGCCGACATCGAAGGATCAAAAAGCAACGTCGCTATGGACGCTTGGCTGCCACAAGCCA
6 GAATTCTGCTTCGGTATGATAGGAAGAGCCGACATCGAAGGATCAAAAAGCAACGTCGCTATGCACGCTTGGCTGCCACAAGCCA
7 TGCTTCACAATGATAGGAAGAGCCGACATCGAAGGATCAAAAAGCAACGTCGCTATGAACGCTTGGCTGCCACAAGCCA
8 AATCCAACACTTGGTGAATTCTGCTTCACAATGATAGGAAGAGCCGACATCGAAGGATCAAAAAGCAACGTCGCTATGAACGCTTGGCTGCCACAAGCCA
9 AATCCAACACTTGGTGAATTCTGCTTCACAATGATAGGAAGAGCCGACATCGAAGGATCAAAAAGCAACGTCGCTATGAACGCTTGGCTGCCACAAGCCA

Caatccaacacttgg. gaattcTGCTTCgcaATGATAGGAAGAGCCGACATCGAAGYATCAAAAAGCaACGTCGCTATGaACGCTTGGCt GCCACAAGCCA

\461 ‘470 |4ED ‘490 |500 510 520 |530 J540 |550 560
1 GTTATCCCTGTGGTAACTTTTTCCGACACCTCTGG- - TAAAATCTAAAAT----TUWCTTTTTATTTTTAATTAAACA--- ACATTAAGCTTCATATTGCT
2 GTTATCCCTGTGGTAACTTTT- CCGACACCTGCTGG-- TAAAATCTAAAAT- ---TTCTTTTTATTTTAATAAACACATTAAATTTTAAATAAATTAATAT
3 GTTATGCCTGT GG === == s s ettt ATCGATAGGCGAGGCTTTCGCGGTCTGTATTCGTAGT
4 GTTATCCCTGTGGTAACTTTT- CTGACACCTCTAGCTTCAAAT- TCCGAAG----TCTAAAGGATCGATTGGCCACGCTTTCACGGTTCGTATTCGTACT
5 GTTATCCCTGTGGTAACTTTT- CTGACACCTCTTGCTAGAAACCTTCTAAGAAATTCAAAAGGATCGATAGGCCACGCTTTCGCGGTCTGTATTCGTACT
6 GTTATCCCTGTGGTAACTTTT- CTGGCACCTCTAGCCTCAAATTTCGAGGG- --- ACTAAAGGATCGATAGGCCACACTTTCATGGTTTGTATTCACACT
7 GTTATCCCTGTGGTAACTTTT- CTGACACCTCTAGCTTCAAATTCCGAAGG----TCTAAAGGATCGATAGGCCACGCTTTCACGGTTCGTATTCGTACT
8 GTTATCCCTGTGGTAACTTTT- CTGACACCTCTAGCTTCAAATTCCGAAAG----TCTAAAGGATCGATAAGCCACGCTTTCACGGTTTGTATTCGT
9 GTTATCCCTGTGGTAACTTTT- CTGACACCTCTAGCTTCAAACTCCGAAGG----TCTAAAGGATCGATAGGCCACGCTTTCACGGTTCGTATTCGT
CGTTATCCCTGTGGtaactttt. ctgacacctctagcttcaaat.tc.aa.g---.tctaaaggaTcgataggccacgctttcacggtt. gtatTcgtact

Figura 5. Alineamiento de secuencias para el gen proteina asociada a senescencia
(sen), elegido como control endégeno. Los numeros corresponden a los distintos
organismos analizados: 1.- P. columbina libreria hidratacién, 2.- P. columbina libreria
desecacion, 3.- Brugia malayi, 4.- Pisum sativum, 5.- Loa loa, 6.- Ophiocordyceps
unilateralis, 7.- Pyrus communis, 8.- Cupressus sempervirens y 9.- Lilium longiflorum.
C: secuencia consenso.
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Finalmente, la diferencia en los valores de nivel relativo de transcritos de
los genes entre las condiciones estudiadas, se evalué mediante ANOVA, y
posteriormente con la prueba de Tukey, empleando el programa Minitab 16%,

considerando un valor P<0,05 como significativo.

Extractos proteicos para ensayos enzimaticos

Se obtuvieron extractos proteicos a partir de los especimenes bajo
desecacion in vitro pertenecientes a las cuatro especies macroalgales en
estudio, de acuerdo a Contreras y cols. (2005). Las muestras se congelaron y
pulverizaron con nitrégeno liquido en un mortero de porcelana, para
posteriormente ser homogeneizadas con 20 mL de amortiguador (Fosfato 0,1 M
pH 7, 2-mercaptoetanol 5 mM). El homogeneizado se filtr6 a través de papel
Miracloth (Calbiochem, EEUU) y se centrifugé a 1800 x g durante 30 min a 4 °C.
Las proteinas del sobrenadante se precipitaron con sulfato de amonio 0,5 gr/ml
extracto durante 2 h a 4 °C y se recuperaron mediante centrifugacion (1 h, 1800
X g, 4 °C). El precipitado se re-suspendié en amortiguador fosfato y se
centrifugod (1 h, 1800 x g, 4 °C). Finalmente, el precipitado se solubilizé en 1 mL
de amortiguador fosfato. La concentracion de los extractos proteicos se
determind mediante el método del acido bicinconinico (BCA) (Walker 2002),
utiizando como estandar la proteina albumina de suero bovino (BSA). Este
método se basa en la reduccién del Cu*? a Cu*' en un medio alcalino o reaccién

de Biuret. En la reaccién, el Cu*' forma un complejo con dos moléculas de BCA,
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generando un color violeta, con un maximo de absorbancia a 562 nm, el cual es

directamente proporcional a la concentracidon de proteinas en la muestra.

Actividad trehalosa fosfato sintasa (TPS)

El ensayo para actividad TPS se disefid bajo este proyecto de tesis
(Anexo 2), en el cual se registro la aparicion del compuesto 2,4
dinitrofenilhidrazona de piruvato, de color rojo-anaranjado, formado por piruvato
y 2,4 dinitrofenilhidrazina en medio alcalino (Schwimmer y Weston 1961)
(Anexo 1, Esquema 1). Para generar el piruvato necesario para la reaccion de
cuantificacion, la reaccién de TPS se acoplé a la reaccion de la enzima piruvato
kinasa (Cabib y Leloir 1958). La medicion se realizé en 100 pyL de reaccion en
los cuales se incubaron 15 ug de extracto de proteinas durante 15 min a 37 °C
en presencia de UDP-glucosa 5 mM, glucosa 6 fosfato 10 mM, sulfato de
magnesio (MgSO4) 25 mM y &cido etilendiaminotetracético (EDTA) 10 mM. Las
reacciones control contenian los mismos reactivos excepto que la glucosa 6
fosfato fue agregada luego de la incubacion. Posteriormente, las muestras se
calentaron durante 3 min a 100 °C. Al enfriarse, se agrego fosfoenolpiruvato
(PEP) 60 mM, 1 U de la enzima piruvato kinasa y las muestras se incubaron 15
min a 37 °C. Para detener la reaccion se agregé 1 mL de acido tricloro acético
(TCA) 10 % y se centrifugd a 7700 x g durante 10 min. Posteriormente, a una
alicuota de 300 pL del sobrenadante se le agregé 300 pL de 24

dinitrofenilhidrazina (DNFH) 0,6 mM preparada en HClI 2 N y 400 pyL de
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hidroxido de sodio (NaOH) 1 N. La presencia del compuesto coloreado se
determind en un espectrofotometro UV/Visible Smartspect 3000 (BioRad) a 450
nm, utilizando para la cuantificaciéon una curva de calibracion con acido piruvico

en el rango de 1-20 nM (Anexo 2).

Actividad piruvato deshidrogenasa (PDH)

La implementacion de la técnica para la determinacion de la actividad
PDH se realizé durante la presente tesis (Anexo 2), basandose en lo descrito
por Szutowicz y cols. (1981). Mediante un ensayo acoplado a la enzima citrato
sintasa (Anexo 1, Esquema 2). En 1 mL de reaccion se afadieron 15 pg de
extracto de proteinas, amortiguador Tris-HCI 50 mM pH 8, piruvato de sodio 10
mM, dinucleétido de nicotinamida y adenina (NAD") 2 mM, tiamina pirofosfato
(TPP) 2 mM, cloruro de magnesio (MgCl;) 1 mM, ditiotreitol (DTT) 10 mM y
coenzima A 0,2 mM. Para cada muestra se realiz6 ademas una reaccion control
en ausencia de coenzima A. Las mezclas de reaccion se incubaron durante 15
min a 37 °C y luego se afadié a cada una acido oxalacético (OAA) 2,5 mM y 5'-
ditiobis-(2- acido nitrobenzoico) (DTNB) 0,013 %, los cuales se dejaron
estabilizar (20 °C, 10 min). Finalmente, se agregaron 4 U de la enzima citrato
sintasa (C3260) y se monitore6 el aumento en la absorbancia dada por el anion
2-nitro-5-tiobenzoato (TNB), producto de la reduccion del compuesto DTNB al
interactuar con la Coenzima A formada. La mediciéon se realiz6 en un

espectrofotometro UV/Visible Smartspect 3000 (BioRad) a una longitud de onda
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de 412 nm. La actividad enzimatica se calculdé utilizando el coeficiente de

extincion molar para TNB (¢ = 13,6 mM ™' cm™).

Actividad peroxirredoxina (PRX)

La actividad PRX se midié registrando la concentracion del complejo
ferrotiocianato de color rojo, el cual se forma en presencia de perdxidos
(Lovazzano y cols. 2013) (Anexo 1, Esquema 3). El consumo de H,O», causado
por la actividad PRX, es responsable de la disminucion del complejo de
ferrotiocianato. Para realizar la medicién, 50 ug de extracto de proteinas se
incubaron durante 30 min a 37 °C en presencia de ditiotreitol (DTT) 0,2 mM
preparado en amortiguador fosfato 0,1 M pH 7. Luego de la incubacion, la
reaccion se inici6 agregando H;O, 50 uM y se detuvo 30 min después,
agregando acido tricloroacético (TCA) 10 %. Luego, se centrifugd a 7700 x g
por 10 min y se tomaron 700 pL del sobrenadante, a los cuales se agregaron
200 pL de sulfato de amonio ferroso ((NH4).Fe(SO4)2) 10 mM y 100 uL de
tiocianato de potasio (KSCN) 2,5 M. La presencia del complejo ferrotiocianato
se determind en un espectrofotometro UV/Visible Smartspect 3000 (BioRad) a
una longitud de onda de 480 nm, utilizando para la cuantificacion de los

peroxidos una curva de calibracion con H2O2 en el rango de 1 -100 uM.

Actividad tiorredoxina (TRX)

Este ensayo se disefio durante el desarrollo de esta memoria (Anexo 2)

y se determiné monitoreando la formacion del anién 2-nitro-5-tiobenzoato (TNB)
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producido por la reduccion de 5'-ditiobis-(2- acido nitrobenzoico) (DTNB) (Arnér
y Holmgren 2000) (Anexo 1, Esquema 4). En 50 uL de reaccién se afadieron
HEPES 85 mM pH 7,6, acido etilendiaminotetracético (EDTA) 3 mM,
dinucleodtido de nicotinamida y adenina fosfato (NADPH) 660 uM, insulina 0,3
mM, 10 ug de extracto de proteinas y la enzima tiorredoxina reductasa (TRXR)
50 nM. Para cada muestra se realizé ademas un control sin TRXR. Las mezclas
de reaccion se incubaron durante 20 min a 37 °C y luego, se anadieron 500 pL
de DTNB 1 mM en clorhidrato de guanidina 5,4 M. Posteriormente las muestras
se midieron en espectrofotdmetro UV/Visible Smartspect 3000 (BioRad) a una
longitud de onda de 412 nm, utilizando para la cuantificacion el coeficiente de

extincion molar para TNB (¢ = 13,6 mM ™' cm™).

Actividad catalasa (CAT)

La descomposicion de perdxido de hidrogeno (H202) se determind segun
lo descrito por Aebi 1984. Para esto, se mezcld entre 75 -100 ug de extracto de
proteinas con amortiguador fosfato 0,1 M pH 7 a 37°C y H,O, 10 — 15 mM en
un volumen final de 1 mL (Anexo 1, Esquema 5). Posteriormente, la disminucidn
en la absorbancia fue monitoreada en un espectrofotdmetro UV/Visible
Smartspect 3000 (BioRad) a una longitud de onda de 240 nm durante 5-10 min.
La actividad enzimatica fue calculada utilizando el coeficiente de extincion para

H,0,. (6=39,4mM™" cm™).
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. RESULTADOS

Grado de desecacion

Para determinar la variacion del contenido intracelular de agua en la
especie Pyropia columbina durante el ciclo de marea, se determiné el contenido
de relativo de agua (CRA) presente en la fase hidratacion, desecacion y re-
hidratacion. Los resultados evidencian que la especie perdid un 88 % del
contenido intracelular de agua a la cuarta hora de estrés y recuperé el 99 % de

ésta durante la segunda hora de re-hidratacion (Figura 6).

Contenido relativo de agua
P. columbina

100 ¢ ¢

0 1 2 3 4
Tiempo (h)

=e—-Desecacion =o=Re-hidratacion

Figura 6. Contenido relativo de agua (CRA) en P. columbina bajo el ciclo de
desecacion y re-hidrataciéon natural. n=3, ANOVA, Tukey. Para cada curva analizada,
las letras minusculas distintas indican diferencias significativas (P<0,05) entre los
tratamientos, mientras que letras minudsculas iguales indican que no hay diferencias
significativas.
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Cinética de mRNA de genes de tolerancia en P. columbina bajo el ciclo de
desecacion y re-hidratacion natural

Eficiencia y especificidad de las reacciones de qPCR

La eficiencia de amplificacion para los transcritos de los genes
estudiados, se determin6é experimentalmente mediante la construccion de una
curva estandar. El grafico lineal generado por el ciclo umbral de amplificacion vs
el logaritmo del la concentracién de muestra, permitié obtener la pendiente de la
recta, la cual corresponde a la eficiencia de amplificaciéon (Tabla 2). Los

transcritos se cuantificaron soélo si sus eficiencias fluctuaban entre 100 + 10 %.

Tabla 2. Genes estudiados en P. columbina: categoria funcional, eficiencias de
amplificacién, longitud y temperatura de melting de los fragmentos

Gen Categoria | Sigla |Eficiencia| Fragmento |Tm fragmento
funcional (%) (pb) (°C)
proteina asociada a Control sen 109 114 776
senescencia endogeno ’

trehalosa fosfato Metabolismo

sintasa basal tps 100 146 72,6
piruvato Metabolismo

deshidrogenasa basal pah 98 164 .7

peroxirredoxina A:ﬁ;ii%ggzg prx 108 148 70,6

tiorredoxina Metg bq//smo trx 95 156 70,4
antioxidante

catalasa Metabolismo | ., 95 154 74,6
antioxidante

Para evaluar si la amplificacion de los transcritos de cada gen fue
especifica, se realizé un analisis de curva de melting. En la Tabla 2 se detallan
las temperaturas de melting para cada amplicén y la Figura 7 muestra las

curvas de melting, en las cuales se observa un valor maximo de fluorescencia
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unico para la amplificacion de cada cDNA. Por ejemplo, para el transcrito
producto del gen sen y utilizado como control enddégeno, se observé un nivel
maximo de fluorescencia a los 77,6 °C, lo que indica un unico producto de
amplificacion. A su vez no se observé un aumento similar en el control negativo,

al utilizar agua en vez de cDNA.

A Curva de melting sen B Curva de melting tps
2,5
2 —— Hidratacién — Hidratacion
@ 1,5 ——Control (-) - —— Control (-)
-4 o
=1 1 >
0,5
I
0
77,6 72,6
60 70 80 90 60 70 80 90
Temperatura (°C) Temperatura (°C)
Cc Curva de melting pdh IEI Curva de melting prx
2,5 3
,2 ——Hidratacién — Hidratacidn
—Control ) 2 ——Control (-)
w 15 l;g
>
1 1
0,5
0 \/——/-\‘ 0 ——
71,7 70,6
60 70 80 90 60 70 80 90
Temperatura (°C) Temperatura (°C)
E | Curva de melting trx Curva de melting cat
2 2
——Desecacion 4 h ——Desecacion 4 h
15 ——Control {-) 1,5 ——Control (-)
& &
5 1 51
0,5 0,5
0 74 0 746
60 70 80 90 60 70 80 90
Temperatura (°C) Temperatura (°C)

Figura 7. Curvas de melting para los transcritos de los genes de tolerancia evaluados
en P. columbina. A. control endégeno (sen), B. frehalosa fosfato sintasa (fps), C.
piruvato deshidrogenasa (pdh), D. peroxirredoxina (prx), E. tiorredoxina (trx) y F.
catalasa (cat). URF: unidades relativas de fluorescencia.
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Estabilidad y especificidad de sen, utilizado como control endégeno, en
los distintos tratamientos experimentales

Con la finalidad de validar el control enddgeno elegido para la realizacion
de la cuantificacion relativa de los mRNA de los genes de interés, se evalud el
nivel de transcritos del gen que codifica para la proteina asociada a
senescencia (sen) en los distintos tratamientos experimentales. La variacion
maxima registrada para este gen fue 2,2 ciclos entre las condiciones control (i.e.
hidratacion) y re-hidratacion luego de 2 h. Con respecto a la especificidad, la
curva de melting mostrada en la Figura 7 A, se repitid en todas las condiciones
experimentales. Ambas observaciones son congruentes con lo esperado para
un control enddgeno, y permitieron validar el uso del nivel de mRNA de sen

como un normalizador.

Curvas de amplificacién sen

4,00

3,50

2,00

Fluorescencia

1,50
1,00

0,50

0,00 — //
10 15 20 25 30 35
Ciclo
——Hidratacién Desecacion 1h
——Desecacién 2h ——Desecacién 4h
Re-Hidratacion 2h ——Re-Hidratacién 4h
Control (-) ——Umbral de fluorescencia

Figura 8. Curvas de amplificacién para el control endégeno (sen) en las distintas
condiciones experimentales.

27



Nivel relativo de transcritos de genes asociados al metabolismo basal en
P. columbina

Bajo la categoria funcional metabolismo basal, fueron analizados los
niveles de mRNAs de los genes: trehalosa fosfato sintasa y piruvato
deshidrogenasa, ambos identificados en la libreria de hidratacion.

Los niveles relativos de mRNA del gen trehalosa fosfato sintasa (tps)
aumentaron 40 veces con respecto a hidratacion en la primera hora de
desecacion (t=13,14 P<0,001) (Figura 9 A) y alcanzaron su maximo durante la
segunda hora de desecacion, el cual fue 69 veces mayor de lo registrado en la
condicion hidratacion (=20,23 P<0,001). Se registr6 ademas una disminucion
del 50 % de los niveles de transcritos registrados entre la primera y cuarta hora
de desecacién (=6,28 P<0,001). Posteriormente hacia las cuatro horas de re-
hidratacion, los niveles de mRNA disminuyeron a valores cercanos a los
registrados durante desecacion 4 h. Con respecto al gen piruvato
deshidrogenasa (pdh), el aumento de transcritos mas significativo se registré a
las dos horas de re-hidratacion, condicion en la cual los niveles fueron 30 y 10
veces mayor que los registrados durante hidratacion (t=43,37 P<0,001) y
desecacion 4 h (t= 13,38 P<0,001), respectivamente. A diferencia de lo
registrado para el gen fps, no hubo un aumento importante en los niveles de
MRNA de pdh durante la primera hora de desecacion. Finalmente, a las cuatro
horas de re-hidratacion los niveles de transcritos disminuyeron hacia un valor
similar al del control hidratado. En este contexto, los mRNA de genes

relacionados con metabolismo basal mostraron diferentes niveles durante el
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ciclo desecacion y re-hidratacion. Mientras ambos alcanzan su maximo durante
las primeras horas de re-hidratacion y disminuyen durante las ultimas horas de
estrés, tps mostré un mayor aumento durante la primera hora de desecacion.
Estas observaciones nos indican que probablemente la expresion diferencial de

estos genes seria importante en diferentes etapas del ciclo baja-alta marea.

A Trehalosa fosfato sintasa (ips)
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Figura 9. Niveles relativos de transcritos para trehalosa fosfato sintasa (tps) (A) y
piruvato deshidrogenasa (pdh) (B) en P. columbina bajo el ciclo de desecacién y re-
hidratacion natural. n=3, ANOVA, Tukey. En cada caso, las letras minusculas distintas
indican diferencias significativas (P<0,05) en las comparaciones realizadas entre los
tratamientos experimentales.
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Nivel relativo de transcritos de genes asociados al metabolismo
antioxidante en P. columbina

En la categoria funcional metabolismo antioxidante se analizaron los
niveles de mRNA de los genes peroxirredoxina (prx), tiorredoxina (trx) vy
catalasa (cat), cuyos productos génicos han sido descritos como moderadores

de las EROs generadas durante desecacion.

Los niveles de transcritos para peroxirredoxina (prx) aumentaron 6 veces
durante la primera hora de desecacion con respecto a hidratacion (= 6,369
P<0,05) (Figura 10 A). Sin embargo en horas posteriores de exposicion a
estrés, los valores retornaron a niveles cercanos a hidratacion. Los niveles
maximos de transcritos de prx se registraron durante la segunda hora de re-
hidratacion (t= 11,015 P<0,05 con respecto a hidratacién). En cambio en las
horas finales de re-hidrataciéon (4 h), estos disminuyeron a un valor que no
registré diferencias significativas con la cuarta hora de desecacién (= 2,90
P=0,105). Por otro lado, los niveles de mRNA de tiorredoxina (trx) fueron 20
veces mayor durante la primera hora de desecacion con respecto a hidratacion
(t=10,42 P<0,001) (Figura 10 B) y a diferencia de prx, en las horas posteriores
de estrés se observd un aumento de los transcritos, que se mantuvo hasta la
segunda hora de re-hidratacion. Finalmente, los niveles relativos de mRNA de
catalasa (cat) fueron similares a los observados para trx, en donde se registrd
un aumento de 5 veces en la primera hora de desecacion en relacién al control
(t=3,539 P<0,050) (Figura 10 C).
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Figura 10. Niveles relativos de transcritos de peroxirredoxina (prx) (A) tiorredoxina (trx)
(B) y catalasa (cat) (C) en P. columbina bajo el ciclo de desecacion y re-hidratacion
natural. n=3, ANOVA, Tukey. Las letras minusculas distintas indican diferencias
significativas (P<0,05) para las comparaciones entre los distintos tratamientos
experimentales.
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En horas posteriores de estrés, los niveles de transcritos volvieron a
aumentar alcanzando un maximo a la cuarta hora de desecacién (t=9,01
P<0,001), el cual se mantuvo constante hasta la segunda hora de re-
hidratacion. Los niveles de mRNA de prx aumentaron levemente durante todas
las horas de desecacion, alcanzando un maximo durante re-hidratacion. Por
otra parte, los niveles de mRNAs de los genes {rx y cat aumentaron
paulatinamente hasta la cuarta hora de desecacion o la segunda hora de re-
hidratacion. Estas observaciones indican que efectivamente se genera un
aumento diferencial de los transcritos de genes antioxidantes durante
desecacion y que no todos los genes analizados tendrian la misma importancia
durante el ciclo de desecacion y re-hidratacion natural.

Comparacién funcional de los genes de tolerancia a desecacion entre

Pyropia columbina y las especies sensibles Mazzaella laminarioides,
Scytosiphon lomentaria y Lessonia spicata

Para determinar si los mecanismos de tolerancia presentes en la especie
P. columbina se encuentran activos en las macroalgas que habitan la zona
intermareal media y baja, se determind mediante actividad enzimatica, la
funcionalidad de los productos génicos asociados a: trehalosa fosfato sintasa,
piruvato deshidrogenasa, peroxirredoxina, tiorredoxina y catalasa en las

especies sensibles.
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Actividad enzimatica trehalosa fosfato sintasa (TPS)

La mayor actividad TPS se registré en la especie P. columbina bajo
desecacion 1 h al compararla con cualquier condicion experimental en las
especies sensibles (P< 0,005 para todas las comparaciones) (Figura 11). Por
otro lado, la especie tolerante mostrdé una disminucion gradual de la actividad
enzimatica desde su maximo a la primera hora de desecacion hasta la segunda
hora de re-hidratacion (P< 001 entre desecacién 1 h y re-hidratacion 2 h) y se
mantuvo en ese nivel hasta las cuatro horas de re-hidratacién (P=0,05 entre
rehidratacion 2 y 4 h).

Con respecto a las especies sensibles, en M. laminarioides s6lo hubo un
aumento de la actividad TPS durante la segunda hora de desecacion al
compararla con hidratacion (= 3,479 P<0,05), sin registrarse diferencias
significativas entre la condicién control y el resto del ciclo (P=0,05 para todas las
comparaciones). Las especies que habitan las zonas mas bajas del intermareal
mostraron inhibicion y disminucién de la actividad TPS durante el ciclo de
desecacion y re-hidratacion con respecto a los niveles registrados durante
hidrataciéon. En el caso de S. lomentaria, no se evidenciaron diferencias
significativas entre los tratamientos experimentales (P=0,05 para todas las
comparaciones) y en L. spicata no se observaron variaciones significativas
entre la mayoria de los tratamientos, sin embargo a las cuatro horas de
desecacion la actividad fue la mitad de la registrada bajo hidratacién (t= 3,601

P< 0,05).
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Por otra parte, la especie tolerante activaria la sintesis de trehalosa
durante las horas de desecacion, lo cual le permitiria estabilizar
macromoléculas, mientras que las especies sensibles no poseerian una
capacidad similar. A medida que las especies habitan las zonas mas bajas del
intermareal, la actividad TPS durante las horas en que la marea baja y se

produce desecacion fue menor.
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Figura 11. Actividad enzimatica trehalosa fosfato sintasa (TPS) en las cuatro especies
estudiadas bajo estrés por desecacion i.e. P. columbina, M. laminarioides, S.
lomentaria y L. spicata. n=3, ANOVA, Tukey. Para cada especie, las letras minusculas
diferentes indican diferencias significativas (P<0,05) en las comparaciones entre los
distintos tratamientos experimentales.

Actividad enzimatica piruvato deshidrogenasa (PDH)
Los niveles mas altos de actividad PDH se registraron en la especie P.
columbina, especificamente en la condicion de re-hidratacion 2 h; este valor fue

mayor que el registrado en cualquier otra condicion experimental en las
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especies sensibles (P<0,05 para todos los casos) (Figura 12).Por otro lado, las
especies sensibles mostraron inhibicion de la enzima PDH en distintas etapas
del ciclo desecacién y re-hidratacion analizado. En la especie M. laminarioides,
la actividad PDH disminuy6 a la mitad de la registrada durante hidratacion al
desecar el organismo durante 4 horas (t=11,33 P<0,001) y se mantuvo en ese
nivel hasta la cuarta hora de re-hidratacion. En el caso de S. lomentaria, la
actividad PDH se mantuvo constante en casi todas las condiciones ensayadas
(P=0,05 para todos los casos), evidenciandose una disminucién del 50% de la
actividad enzimatica registrada bajo desecacion 4 h durante la segunda hora de

re-hidratacion (t=4,32 P<0,05).
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Figura 12. Actividad enzimatica piruvato deshidrogenasa (PDH) en las cuatro especies
estudiadas bajo estrés por desecacion i.e. P. columbina, M. laminarioides, S.
lomentaria y L. spicata. n=3, ANOVA, Tukey. Para cada especie, las letras minusculas
distintas indican diferencias significativas (P<0,05) en las comparaciones entre los
tratamientos experimentales.
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Finalmente, para L. spicata la actividad PDH disminuy6 a la mitad de la
registrada durante hidratacion bajo desecacion por dos horas (= 6,91 P<0,005),
sin registrarse diferencias entre esta condicion y el resto del ciclo de desecacion
y re-hidratacién (P=0,05 para todas las condiciones). Por lo tanto, estos
resultados indican que las especies sensibles poseen menores niveles de
actividad enzimatica PDH que la especie tolerante, evidenciandose una
correlacion entre la ubicacion de las especies en la zona intermareal y la

actividad PDH durante el ciclo desecacion y re-hidratacion

Actividad enzimatica peroxirredoxina (PRX)

La mayor actividad PRX se registré6 en P. columbina bajo desecacién 4
h, la cual fue 2 a 3 veces mayor que lo observado bajo la misma condicién en
las especies sensibles M. laminarioides (t=6,41 P<0,001), S. lomentaria (t=4,56
P<0,050) y L. spicata (t=9,67 P<0,001) (Figura 13). La actividad PRX de P.
columbina en comparacion con hidratacion, fue el doble durante desecacién 1 h
(t=4,05 P<0,05) y desecacion 2 h (t=3,32 P<0,05), sin observarse diferencias
significativas entre hidratacion y ambas condiciones de re-hidratacion (P=0,05
para ambos casos). En la especie M. laminarioides la actividad PRX aumenté al
doble en la primera hora de desecacion con respecto al control (t=4,93
P<0,005), sin registrarse diferencias significativas entre todas las condiciones

de desecacion y re-hidratacién (P=0,50 en todos los casos) (Figura 13).
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Finalmente, los valores de actividad enzimatica en el caso de S.
lomentaria y L. spicata, no mostraron diferencias significativas entre todos los
tratamientos experimentales (P=0,50 en todos los casos) (Figura 13). Estos
resultados indican que la atenuacion de perdxidos, catalizada por la enzima
peroxirredoxina, seria mayor en la especie tolerante. Adicionalmente, en las

especies que habitan las zonas mas bajas del intermareal, ocurriria inhibicion

enzimatica.
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Figura 13. Actividad enzimatica peroxirredoxina (PRX) en las cuatro especies
estudiadas bajo estrés por desecacion i.e. P. columbina, M. laminarioides, S.
lomentaria y L. spicata. n=3, ANOVA, Tukey. Para cada especie, las letras minusculas
distintas indican diferencias significativas (P<0,05) en las comparaciones entre los
tratamientos experimentales.

Actividad enzimatica tiorredoxina (TRX)

Durante hidratacion la actividad TRX observada fue igual en todas las

especies (P20,05 entre hidratacion de todas las especies) (Figura 14). Sin
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embargo, P. columbina mostré la mayor magnitud de actividad de TRX a las
cuatro horas de desecacion. En comparacidon con la condicion control, la
actividad fue 3 veces mayor con respecto a S. lomentaria (t=9,22 P<0,001) y 1,6
veces mayor con respecto a M. laminarioides (t=4,61 P<0,005) y L. spicata
(t=5,01 P<0,005). La actividad TRX en P. columbina aumenté al doble durante
la segunda hora de desecacion (=3,58 P<0,05) y alcanzé un maximo a la
cuarta hora de estrés, el cual se mantuvo hasta las ultimas horas de re-

hidratacion (P=0,05 para ambos casos) (Figura 14).
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Figura 14. Actividad enzimatica tiorredoxina (TRX) en las cuatro especies estudiadas
bajo estrés por desecacién i.e. P. columbina, M. laminarioides, S. lomentaria y L.
spicata. n=3, ANOVA, Tukey. Para cada especie, las letras minusculas distintas indican
diferencias significativas (P<0,05) en las comparaciones entre los tratamientos
experimentales.

En el caso de las especies sensibles, en M. laminarioides se observo

inhibicidon enzimatica, evidenciada por la nula variacion en la actividad en las
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distintas condiciones experimentales (P=0,5 para todos los casos). En S.
lomentaria la actividad TRX aumentdé 2,5 veces durante la primera hora de
desecacion con respecto al control (=3,52P<0,05) y se mantuvo en ese nivel
hasta la segunda hora de re-hidratacion (P=0,05 en todos los casos). Durante
re-hidratacion 4 h, la actividad TRX retorndé al valor registrado durante
hidratacion (t=0,32P=0,5). Al comparar con hidratacion, L. spicata no mostré
activacion de esta enzima durante las horas de desecacién (P=0,05 para
ambas), e incluso se observd una disminucion de la actividad enzimatica
durante la segunda hora de estrés (= 4,83 P<0,005), la cual fue observada
también durante las horas de re-hidratacion. En este contexto, la alta actividad
TRX registrada en la especie tolerante durante las ultimas horas de desecacion
y durante re-hidratacion, le permitirian mantener diversas enzimas en su forma
reducida activa, mientras que las especies sensibles que habitan las zonas mas
bajas del intermareal serian incapaces de activar esta via de recuperacion

enzimatica.
Actividad enzimatica catalasa (CAT)

Pyropia columbina registrd niveles de actividad CAT dos a cuatro veces
mayores durante desecacion 4 h en relacion a cualquier condicion analizada en
las especies sensibles (P<0,005 en todos los casos). En todas las especies los
valores mas altos de actividad se registraron a las cuatro horas de desecacién
con respecto a hidratacién (P<0,05 para todos los casos) (Figura 15). En P.

columbina la actividad CAT aumenté al doble de la registrada durante
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hidratacion al someter al organismo a dos horas de estrés (t=4,98 P<0,050),
alcanzando la maxima activacion a las cuatro horas. Durante todas las horas de
re-hidratacion, la actividad CAT fue menor que la registrada durante la cuarta
hora de desecacién (P<0,005 para ambas comparaciones). Para las especies
M. laminarioides y S. lomentaria, las cuales habitan la zona media-alta y media
del intermareal respectivamente, la actividad CAT aument6é al doble de la
registrada bajo hidratacion al desecar los organismos durante cuatro horas
(t=3,53 P<0,050 para M. laminarioides) y (t=4,69 P<0,005 para S. lomentaria).
En el caso de M. laminarioides la actividad se mantuvo sin variacion hasta las
horas finales de re-hidrataciéon (P=0,5 para ambas condiciones de re-
hidratacion), mientras que en S. lomentaria se observé una disminucion de la
actividad durante las ultimas horas de re-hidratacion. Finalmente en L. spicata,
la cual presenta una distribucion en la zona baja del intermareal, la actividad de
esta enzima fue el doble en todas las condiciones experimentales con respecto
a hidratacion (P<0,05 para todas las comparaciones). En base a estos
resultados, todas las especies analizadas poseerian la capacidad de atenuar en
cierto grado el perdoxido de hidrégeno generado durante el estrés por
desecacion. Sin embargo, esta atenuacion seria mayor en las macroalgas que

habitan las zonas mas altas del intermareal rocoso.
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Figura 15. Actividad enzimatica catalasa (CAT) en las cuatro especies estudiadas bajo
estrés por desecacioén i.e. P. columbina, M. laminarioides, S. lomentaria y L. spicata.
n=3, ANOVA, Tukey. Para cada especie, las letras minusculas distintas indican

diferencias significativas (P<0,05) en las comparaciones entre los tratamientos
experimentales
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IV. DISCUSION

Los resultados obtenidos permiten aceptar ambas hipétesis de trabajo.
Existe una expresién diferencial de genes de tolerancia en Pyropia columbina
en las distintas etapas del ciclo natural de desecacién y re-hidratacion. Por otro
lado, la comparacion funcional entre P. columbina y las macroalgas sensibles
(i.e. M. laminarioides, S. lomentaria, L. spicata), mostré diferencias significativas
durante el estrés por desecacion in vitro. Ambas hipétesis en conjunto, ayudan
a explicar la ubicacion de las especies a lo largo de la zona intermareal y
ademas, comprender parte de los mecanismos de tolerancia presentes en P.

columbina bajo la condicion de estrés por desecacion.

Transcripcion y funcionalidad de los genes en P. columbina

Genes asociados al metabolismo basal: trehalosa fosfato sintasa y
piruvato deshidrogenasa

La enzima trehalosa 6-fosfato sintasa (TPS) codificada por el gen tps,
pertenece a la via de sintesis del disacarido no reductor trehalosa formado a
partir de dos moléculas de glucosa (Goddijn y van Dun 1999; El-Bashiti y cols.
2005). Este azucar puede ser producido en diferentes organismos (Grennan
2007), en los cuales podria actuar como una molécula de reserva energética y/o
como un potente estabilizador de membranas y macromoléculas (Goddijn y van
Dun 1999; Franca y cols. 2007; Grennan 2007). En la macroalga roja Pyropia

columbina se observé una expresion diferencial del gen tps. El rapido aumento
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en los niveles de mRNA vy actividad registrados durante la primera hora de
desecacion, son congruentes con lo observado bajo este estrés en organismos
desérticos como la planta Selaginella lepidophylla, algunas levaduras y la
variedad de trigo harinero Triticum aestivum, en las cuales se ha detectado un
aumento tanto del disacarido (i.e. trehalosa) como también de la enzima
sintetizadora (i.e. TPS) (Goddijn y van Dun 1999; Franca y cols. 2007; Pandey y
cols. 2010). En este contexto, observaciones realizadas en levaduras, indican
que el aumento en los niveles de trehalosa se relacionan con mayor tolerancia a
condiciones ambientales y con la modulacion de la glicdlisis, la cual ocurre
mediante la inhibiciéon de la enzima hexoquinasa (Thevelein y Hohmann 1995;
Goddijn y van Dun 1999; Wingler 2002; Grennan 2007). Durante re-hidratacion
la sintesis de trehalosa estaria volviendo a niveles basales, lo cual fue
evidenciado por una disminucion en los niveles de transcritos y actividad
enzimatica a las cuatro horas de re-hidratacion. Si bien la trehalosa ha sido
descrita como un azucar estabilizador, no es el unico. Una serie de plantas
vasculares entre las que se encuentra la hierba de resurreccidon Sporobolus
stapfianus y la planta Haberlea rhodopensis, desvian su metabolismo glicolitico
hacia la sintesis de sacarosa en vez de trehalosa al ser sometidas a estrés por
desecacion (Goddijn y van Dun 1999; Whittaker y cols. 2007; Gechev y cols.
2013). Luego, el gen tps cambiaria su expresiéon durante el ciclo baja-alta marea
segun las necesidades celulares de estabilizacion de membranas vy

macromoléculas.
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El complejo enzimatico piruvato deshidrogenasa (PDH), compuesto por
las enzimas piruvato descarboxilasa (E1), dihidrolipoil transacetilasa (E2) y
dihidrolipoil deshidrogenasa, corresponde a un complejo esencial en el
metabolismo basal de los organismos fotosintéticos, ya que la descarboxilaciéon
oxidativa de piruvato para formar acetil CoA, determina la entrada del carbono
al ciclo del acido citrico. Esta via genera como producto final ATP y poder
reductor en la forma de NADH y FADH, (Lehninger 2008). En la especie P.
columbina, los niveles de mRNA del gen pdh, que codifica para la primera
enzima del complejo (i.e. piruvato descarboxilasa), cambiaron en todas las
condiciones evaluadas. El aumento de los transcritos de pdh observado durante
la primera hora de desecacion, es congruente con la demanda celular durante
el periodo de aclimatacion a desecacion. Esta observacion se respalda por la
evidencia registrada en una especie de trigo de genotipo tolerante a
desecacion, en la cual la transcripcion del gen asociado a la primera enzima del
complejo PDH y a la enzima malica NADP (NADP-ME) aumenta bajo estrés.
Las enzimas asociadas a estos genes, le permitirian al organismo generar
esqueletos carbonados para la sintesis de moléculas que permiten cambios
metabdlicos, detoxificacién y estabilidad celular necesaria durante desecacién
(Guo y cols. 2009). Sin embargo la actividad PDH se mantuvo sin cambios
hasta la cuarta hora de desecacién, lo cual podria deberse a diversos factores.
Por ejemplo, en plantas vasculares bajo estrés abidtico, se ha observado una

inactivacion mediada por EROs de componentes derivados del acido lipoico,
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esenciales en el funcionamiento del complejo piruvato deshidrogenasa (Rapala-
Kozic y cols. 2008), y mayor actividad de enzimas como fosfoenolpiruvato
carboxilasa y piruvato fosfato dikinasa, las cuales pertenecen a vias celulares
que producen precursores aminoacidicos desde piruvato y que proveen de
NADPH necesario para procesos biosintéticos y antioxidantes (Doubnerova y
RysSlava 2011). Adicionalmente, habria una inhibicién sobre la via glicolitica
mediada por intermediarios de la via de sintesis de trehalosa, la cual estaria
activa durante desecacion (Wingler 2002; Grennan 2007). Por lo tanto, la nula
variacion de actividad PDH registrada durante el periodo de estrés, se
relacionaria con la inactivacion de ciertos cofactores enzimaticos y disminucién
en el sustrato disponible. Por otro lado, durante el proceso de recuperacion, los
altos niveles de transcritos y actividad del gen pdh detectados serian
congruentes con el hecho que durante este periodo se genera un aumento en la
demanda energética debido a la biosintesis de proteinas y moléculas complejas
(Lépez 2012). Luego, el gen pdh variaria su expresion durante el ciclo
desecacion y re-hidratacién natural en base a la demanda celular de: energia,

poder reductor y precursores biosintéticos.

Genes asociados al metabolismo antioxidante: peroxirredoxina,
tiorredoxina y catalasa

En esta tesis se demostro que los niveles de transcritos del gen
peroxirredoxina (prx) aumentaron mayoritariamente durante la primera hora de

desecacion y durante re-hidratacién. Por otra parte, los mMRNA de los genes
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tiorredoxina (trx) y catalasa (cat), mostraron acumulacién a mayor tiempo de
exposicion a desecacion y durante la segunda hora de re-hidratacion. El
aumento de EROs documentado durante desecacion, requiere un sistema
eficiente de eliminacién para la mantencion de las funciones celulares. El
producto del gen prx analizado en P. columbina, corresponde a una
peroxirredoxina que se ubica potencialmente en el cloroplasto y que posee 2
residuos cisteina en el sitio activo, las cuales deben encontrarse en su forma
reducida (-SH) para poder ser funcionales (Dietz y cols. 2002; Tripathi y cols.
2009). La mantencion de la funcionalidad de estos residuos esta dada por el
sistema enzimatico tiorredoxina-tiorredoxina reductasa (TRX-TRXR) (Baier y
Dietz 1996, ver mas abajo). Los niveles de transcritos del gen prx
experimentaron un alza significativa durante la primera hora de desecaciéon en
P. columbina, sin embargo esta observacion se revierte hacia la cuarta hora de
estrés. Esta diferencia se puede explicar por el aumento de la hormona vegetal
ABA registrada en P. columbina durante las ultimas horas de desecacion
(Guajardo 2013). Por ejemplo, se ha observado que esta hormona reprime el
gen asociado a peroxirredoxinas del tipo 2-Cys, el mismo tipo analizado en P.
columbina, en un arbusto nativo de areas secas llamado Tamarix hispida (Gao y
cols. 2012), regulando positivamente la transcripcion de genes asociados a
otros tipos de prx. Contrario a los cambios en los niveles de mRNA, la maxima

actividad PRX fue observada durante la cuarta hora de desecacion, lo cual es
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congruente con lo observado en estudios anteriores en P. columbina
(Contreras-Porcia y cols. 2011).

Por otra parte, tanto los niveles de transcritos como la actividad del
producto del gen frx aumentaron en la especie tolerante durante desecacion,
alcanzando un maximo durante la segunda hora de re-hidratacion. Esta
observacion podria explicar parte de la actividad enzimatica PRX detectada
durante desecacion 4 h, debido a que las TRX corresponden a uno de los
agentes reductores de peroxirredoxina (Rouhier y Jacquot 2002; Schirmann y
Buchanan 2008). Por lo tanto, se sugiere que en P. columbina bajo desecacion,
el sistema TRX-TRXR estaria entre otras funciones, regenerando
peroxirredoxina a su forma reducida activa. En este contexto, la variacion en los
niveles de mRNA y actividad enzimatica del producto del gen frx, responderian
a la necesidad celular de mantener enzimas asociadas al metabolismo
antioxidante en su forma reducida activa.

En P. columbina, se detectaron los niveles de mRNA del gen cat,
homologo al recientemente descrito en la macroalga roja Porphyra yesoenzis (Li
y cols. 2012). Los mayores niveles transcritos de cat en P. columbina se
registraron durante desecacion 4 h y re-hidratacion 2 h observandose una
regulacion transcripcional de la enzima catalasa durante las ultimas horas de
desecacion. Sin embargo, no hubo una relacién entre los niveles de mRNA y la
actividad catalasa registrada bajo dos horas de re-hidratacion. Esto puede

deberse a que por un lado no exista una relacion directa entre niveles de mRNA
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y el producto proteico, o adicionalmente, que una leve inhibicion enzimatica
durante ese periodo permita mantener un nivel transiente de EROs -
principalmente H,O, — necesario para la induccién de ciertos mecanismos de
senalizacion intracelular durante condiciones de estrés (Blokhina y Fagerstedt
2010). En este contexto, la regulacion de los niveles de EROs durante el
proceso de desecacion y re-hidratacion en P. columbina, seria necesaria para
tolerar esta condicién de estrés ambiental. Por lo tanto, la expresién diferencial
del gen cat en P. columbina a lo largo del ciclo desecacion y re-hidratacion
natural, responderia a la necesidad celular de mitigar las especies radicalarias
producidas.

Finalmente, la coordinacion entre la variacion de los mRNAs vy la
actividad de los genes prx, trx y cat en Pyropia columbina serian cruciales en la
tolerancia a desecacion que demuestra esta especie. La activacion de estos
genes seria indispensable durante desecacién y las primeras horas de re-
hidratacion. Sin embargo, la interaccion entre ellos y el nivel de importancia
individual se mantienen sin dilucidar.

Analisis funcional de los genes estudiados en las especies sensibles
Mazzaella laminarioides, Scytosiphon lomentaria y Lessonia spicata.

Genes asociados a metabolismo basal
Las especies sensibles estudiadas mantuvieron la actividad enzimatica
trehalosa fosfato sintasa (TPS) y piruvato deshidrogenasa (PDH) en niveles

relativamente constantes a lo largo del ciclo desecacion y re-hidratacion, lo cual
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sugiere una inhibicion enzimatica. En algunas especies sensibles (i.e. S. gracilis
y L. spicata) se ha reportado la presencia de altos niveles de lipoperéxidos
como 4-hidroxi-2-nonenal (HNE) durante desecacién y estrés por metales
(Contreras-Porcia y cols. 2011, 2012; Lovazzano y cols. 2013). Registros en
mitocondrias derivadas de corazones de ratas que han sido incubadas con
HNE, evidencian que este producto toxico es capaz de disminuir la actividad
PDH hasta en un 46 % debido a que oxida el cofactor enzimatico acido lipoico
(Humphries y Szweda 1998). En este contexto, si las especies sensibles no
pueden atenuar los productos derivados de EROs generadas durante
desecacion, se observarian efectos inhibitorios sobre el metabolismo celular.
Por otro lado, la baja actividad TPS detectada, permitiria explicar los dafos
morfo-funcionales observados en estas macroalgas durante desecacion
(Contreras-Porcia y cols. 2012) en comparacion con P. columbina, donde no se
evidencia ningun tipo de inhibiciéon enzimatica bajo este estrés, como tampoco
alteraciones ultraestructurales (Contreras-Porcia y cols. 2011). Estas
alteraciones a nivel de desintegracion de membranas celulares también podrian
explicar la baja actividad enzimatica PDH registrada en las especies sensibles,
debido a que esta enzima se encuentra asociada a las membranas mitocondrial
y cloroplastica. Por lo tanto la inactivacion de las enzimas de metabolismo basal
indicaria que las especies sensibles i) son incapaces de sintetizar el azucar
estabilizador trehalosa vy ii) la poca capacidad de disminuir la generacién de

EROs.
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Genes asociados al metabolismo antioxidante

En este estudio se demuestra que todas las enzimas antioxidantes
analizadas en las especies sensibles tuvieron una baja actividad y leve
variacion durante el ciclo desecacion y re-hidratacion in vitro. Por ejemplo, la
actividad PRX aumentd levemente durante las horas de desecacion en la
especie M. laminarioides, pero no en S. lomentaria y L. spicata. Esto puede
deberse a que i) la célula no posee energia suficiente para la activaciéon de
factores de tolerancia, o ii) que los efectos negativos generados por la condicion
de estrés durante desecacion afectan la maquinaria celular a nivel
transcripcional y/o traduccional. De hecho, se ha demostrado que la inactivacion
de genes de tolerancia en Lessonia spicata frente a estrés por metales ocurre
principalmente a nivel transcripcional (Contreras 2005), a diferencia de su
contraparte tolerante la cual activa diversos factores de tolerancia frente a
estrés por cobre (Contreras 2005; Contreras y cols. 2005, 2009).

Con respecto a la enzima tiorredoxina, se evidencio inhibicién de la
actividad TRX durante todo el ciclo desecacién y re-hidratacion en la especie M.
laminarioides y al final del periodo de re-hidratacion en L. spicata. Esta
inhibicidn, podria generarse por alteraciones directas de EROs sobre el sistema
enzimatico o por una activacion ineficiente de la enzima tiorredoxina reductasa.
La pérdida de funcionalidad TRX, explicaria la baja variacion de la actividad
PRX observada bajo desecacion en estas especies. De hecho, algo similar ha

sido observado recientemente en L. spicata frente a estrés por metales, en
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donde la baja actividad peroxirredoxina registrada se relaciona con una nula
actividad tiorredoxina (Lovazzano y cols. 2013). En S. lomentaria, la actividad
TRX aumentod durante las horas de desecacion y disminuyo durante las ultimas
horas de re-hidratacion, sin observarse un aumento similar en la actividad PRX
de esta especie. Por lo tanto se infiere que por si solo, el aumento de actividad
TRX no seria suficiente para recuperar la actividad de ciertas enzimas, las
cuales son esenciales en el proceso de atenuacion de EROs sobre-producidas
durante desecacion.

Las diferencias mas significativas entre las especies sensibles y P.
columbina se registraron a nivel de la actividad CAT. Si bien en las tres
especies se observé mayor actividad durante las horas de desecacion, ésta fue
menor que la observada en P. columbina. EI aumento de actividad CAT
registrada en las especies sensibles durante desecacion, es congruente con lo
observado en hojas y/o semillas de organismos como maravilla, maiz, tomate y
poroto expuestos a estrés por desecacion, en los cuales hubo una correlaciéon
negativa entre el contenido de agua intracelular y la actividad CAT (Bailly y cols.
2001, 2004; Hsieh y cols. 2002; Jiang y Zhang 2002). Adicionalmente, se ha
propuesto que la transcripcion del gen asociado a catalasa es regulada por la
interaccion de H,O, y acido abscisico (ABA) con elementos de respuesta
antioxidante y elementos de respuesta a ABA, respectivamente (Polidoros y
Scandalios 1999; Guan y cols. 2000). Bajo desecacion, en las especies

sensibles se sobre produce perdxido de hidrogeno (Flores-Molina y cols. datos

51



sin publicar) y ABA (Guajardo 2013). Por lo tanto, se sugiere que el alza de la
actividad CAT bajo desecacion en las especies sensibles, tendria relacion con
una regulacion transcripcional mediada por estas moléculas. Los resultados de
esta tesis mostraron que en las especies sensibles, la actividad catalasa se
encuentra activa en menor grado que en P. columbina, por lo cual estas
especies son capaces de atenuar en menor grado el H,O, generado durante
desecacion.

Finalmente, las observaciones en relacion a la actividad de las tres
enzimas antioxidantes estudiadas (i.e. peroxirredoxina, tiorredoxina y catalasa)
realizadas en las especies sensibles, permitirian explicar la insuficiente
tolerancia que éstas presentan frente al estrés por desecacion, razén por la cual
ninguna de ellas se encuentra en la zona mas alta del intermareal, lugar donde
se genera una alta condicidn de estrés oxidativo. En el caso de Mazzaella
laminarioides, posiblemente su cercania en la zona intermareal con la especie
tolerante, le permita adquirir productos solubles liberados por P. columbina que
le confieran cierto grado de tolerancia. De hecho, en estadios microscopicos se
ha observado que compuestos de P. columbina bajo desecacion protegen a las
especies sensibles del efecto negativo de esta condicion de estrés (Contreras-
Porcia y cols. 2012). Luego, este trabajo de tesis evidencia que las diferencias
encontradas a nivel de la capacidad de atenuar la condicion de estrés por
desecacion natural, particularmente a nivel del sistema antioxidante, regularian

a nivel ecoldgico la distribucidn de las especies a nivel de la zona intermareal.
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V. CONCLUSIONES

Todos los genes de tolerancia identificados en Pyropia columbina
analizados en la presente memoria, mostraron una expresion diferencial
durante el ciclo desecacién y re-hidratacion natural.

Durante desecacion la especie podria i) generar un azucar estabilizador
de membranas y macromoléculas vy ii) inhibir la produccion y atenuar EROs.

Durante re-hidratacién, P. columbina podria i) generar energia necesaria
para recuperar funciones deprimidas durante desecacion y ii) controlar las
EROs derivadas de la re-activacion de procesos metabolicos y fotosintéticos.

Todos los productos génicos estudiados mostraron actividad en las
especies sensibles analizadas. Sin embargo, la activacion enzimatica fue menor
que en la especie tolerante observandose incluso inactivacion.

Ambos, la regulacion e interaccion entre las vias que le confieren
tolerancia a desecacion a P. columbina, son deficientes en las especies M.
laminarioides, S. lomentaria y L. spicata por lo cual estas especies no pueden
mitigar el dafio estructural y oxidativo generado por la desecacién (Figura 16).

La importancia del presente trabajo es que plantea a la induccién
transcripcional en Pyropia columbina, como un factor que permite integrar las
vias involucradas en la tolerancia a desecacion y por otro lado evidenciar la
ineficiencia de las especies sensibles en la utilizacion de los mecanismos

mitigantes del estrés por desecacion.
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Figura 16. Mecanismos de tolerancia bajo desecacion en organismos intermareales. Al
bajar la marea se induce desecacion sobre las macroalgas intermareales. Esta condicién
de estrés, provoca un aumento de EROs (1), el cual es mayor en la especie sensible L.
spicata. Los efectos dafinos de las especies radicalarias producidas, incluyen la oxidacion
de moléculas y dafos en estructuras de membrana (2), las cuales influyen en la viabilidad
celular de la especie sensible. En esta memoria se establecio que la especie tolerante P.
columbina modula la expresion de genes pertenecientes al metabolismo basal y
antioxidante durante las horas de desecacion. La temprana induccion transcripcional de la
enzima TPS le permite al organismo tolerante estabilizar membranas y macromoléculas,
disminuyendo adicionalmente las EROs provenientes del metabolismo basal (3). Mientras
que la induccion transcripcional tardia de las enzimas antioxidantes le permite mitigar las
EROs producidas (4). Contrariamente, la especie sensible no mostré una activacion
enzimatica similar a la de P. columbina tanto para TPS (3a) como para TRX y PRX. Sin
embargo, se registré un leve aumento de la enzima CAT (4a), el cual fue mucho menor al
registrado en la especie tolerante, por lo cual no seria capaz de superar el estrés por
desecacion. Finalmente, aun falta dilucidar a nivel genético lo que sucede con las especies
sensibles (5).
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VII. ANEXOS

Anexo 1. Esquemas de reacciones utilizadas en los ensayos enzimaticos

A. Reaccion trehalosa fosfato sintasa

UDP — Glucosa + Glucosa 6 fosfato—"2— Trehalosa 6 fosfato + UDP

B. Reaccioén piruvato kinasa

Piruvato kinasa

UDP+ PEP ——=""2 Piruvato + UTP

C. Formaciéon compuesto coloreado
Piruvato+ DTFH ——> Dinitrofenilhidrazona de piruvato + H,0

Esquema 1. Ensayo de actividad trehalosa fosfato sintasa (TPS). Se observa la
ecuacion quimica de la formacién del compuesto dinitrofenilhidrazona de piruvato. A
mayor actividad TPS, mayor es la presencia de este compuesto. Uridina difosfato
(UDP), Fosfoenolpiruvato (PEP), Uridina trifosfato (UTP), 2,4 dinitrofenilhidrazina
(DNFH).

A. Reaccion piruvato deshidrogenasa

Piruvato + NAD" + CoASH —“2™" 5 CO, + NADH + AcetilCoA

B. Reaccion citrato sintasa
AcetilCoA + O4A+ H ,0 —— Citrato + CoASH

C. Reduccion DTNB
CoASH + DTNB ——TNB+ CoA—-S —-S —-TNB

Esquema 2. Ensayo de actividad piruvato deshidrogenasa (PDH). Se determiné la
formacion del anion 2-nitro-5-tiobenzoato (TNB) que tiene una maxima absorbancia a
412 nm. Dinucledtido de nicotinamida y adenina oxidado/reducido (NAD*/NADH),
Coenzima A (CoASH), Tiamina pirofosfato (TPP), Flavin adenin dinucleétido (FAD),
Di6xido de carbono (CO,), Acido Oxalacético (OAA), 5'-ditiobis-(2- 4cido nitrobenzoico)
(DTNB), 2-nitro-5-tiobenzoato (TNB) y Derivado de TNB (CoOASSTNB).
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A. Reduccion de peroxirredoxinas mediante DTT
DIT

Prx—0Ox Prx — Red

H,0,

B. Reaccidn catalizada por peroxirredoxina

H202 Prx—Red 2 I_[2 0

C. Formacion complejo ferrotiocianato

H,0, + Fe”> —— Fe"” + SCN™ — FeSCN**

Esquema 3. Ensayo de actividad peroxirredoxina (PRX). Se observa la ecuacion
quimica de la formacion del complejo ferrotiocianato. A mayor actividad PRX, menor es
la presencia de este complejo. Peroxirredoxina oxidada/reducida (Prx-Ox/ Prx-Red),
Ditiotreitol (DTT), Peréxido de hidrégeno (H,0.), Hierro (Fe*?/*), Tiocianato (SCN),
Complejo ferrotiocianato (FeSCN*?).

A. Reaccion catalizada por tiorredoxina
Trx—(SH), + Insulina—S,=— Trx-S, + Insulina—SH ,

B. Reaccion catalizada por tiorredoxina reductasa

NADPH + H* + Trx—S, —loRedwwa o NyDP* 4 Trx — (SH),

C. Reducciéon DTNB
Insulina— SH , + DTNB —— TNB + Derivado de TNB

Esquema 4. Ensayo de actividad tiorredoxina (TRX). Se monitore6 la presencia de TNB
con una absorbancia maxima a 412 nm. Tiorredoxina reducida/oxidada (Trx-(SH),/Trx-
S>), Dinucleétido de nicotinamida y adenina fosfato reducido/oxidado (NADPH/NADP),
5'-ditiobis-(2- acido nitrobenzoico) (DTNB), 2-nitro-5-tiobenzoato (TNB).

A. Reaccion catalizada por catalasa

2 H,0, —&%9_5 2 H,0 + O,

Esquema 5. Ensayo de actividad catalasa (CAT). Perdxido de hidrogeno (H,05).
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Anexo 2. Condiciones de ensayo para las reacciones enzimaticas

I. Trehalosa fosfato sintasa

Para determinar la concentracion de sustrato y tiempo adecuados para
llevar a cabo la reaccion trehalosa fosfato sintasa de acuerdo al Esquema 1, se
determind la concentracion de piruvato formado utilizando un rango del sustrato
glucosa 6 fosfato 0-20 mM (Figura 17 A). Adicionalmente, se determiné la
absorbancia a los 5, 15 y 25 minutos de reaccién. En base a estos resultados,

se ensayo la actividad TPS utilizando glucosa 6 fosfato 10 mM y 15 min de

reaccion.
A Velocidad de reaccion TPS B Concentracién de Piruvato vs tiempo
614 0,08 -
— 0,09 R = 007 x
: s
g ¢ - S om
o 006 2 005 -
8 005 o S 004
3 004 2 003
£ 003 £
o y . o |
0,02 0,02 =
0108 0,01 4
‘ ‘ ‘ ‘ ‘ 0 ; ; ‘ ; ;
0 . L = w5 0 5 10 15 20 25
Glucosa 6 fosfato [mM] Tiempo (min)

Figura 17. Velocidad de reaccion TPS bajo distintas concentraciones de sustrato (A) y
tiempo (B). El grafico (B) se realiz6 utilizando glucosa 6 fosfato 10 mM.

Para cuantificar el piruvato formado en el ensayo TPS, se construy6 una
curva estandar con acido piravico 1-20 nM, la cual se muestra en la Figura 18.
La curva fue lineal en el rango ensayado, por lo cual es adecuada para la

cuantificacion propuesta.
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0,005

0,004

0,003

Absorbancia

0,002

Curva estandar
Ac. Piravico

y =0,122x + 0,002
Rz=0,995

0,001 4

0,005 0,01 0,015 0,02

Acido Piravico [uM]

Figura 18. Curva estandar para acido pirtvico. Se determind la absorbancia de un

rango de acido piruvico 1-20 nM.

Il. Piruvato deshidrogenasa

La determinacion de las condiciones de ensayo para la enzima piruvato

deshidrogenasa se realizdé midiendo la concentracion de TNB bajo un rango de

concentraciones de coenzima A 0-0,3 mM (Figura 19 A). Adicionalmente, para

cada concentracion utilizada se determin6 el tiempo oOptimo de deteccidn

(Figura 19 B).

A Velocidad de reaccion PDH B Concentracion de TNB vs tiempo
0,8 4 08 -
0,7 1 . 0,7 4
—~ 06 —_
= ’ S 06 .
5 0,5 1 - 3 0,5 4 S
m . m
o 0,4 Z 04
= 0,3 1 . [ 0,3 .
0,2 4 0,2
0,1 0,1
0 . ; ) 0 ‘ ‘ . ;
0 0,1 0,2 0,3 0 1 2 3 4
Coenzima A (mM) Tiempo (min)

Figura 19. Velocidad de reaccién PDH bajo distintas concentraciones de sustrato (A) y
tiempo (B). El grafico (B) se realizé utilizando Coenzima A 0,2 mM.
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A partir de estas determinaciones se ensayd la actividad piruvato
deshidrogenasa utilizando Coenzima A 0,2 mM y monitoreando la formacion de

producto durante 3 min.

lll. Tiorredoxina

Las condiciones de ensayo adecuadas para tiorredoxina se determinaron
evaluando la aparicion de TNB al utilizar para la reaccion un rango de insulina
0-0,6 mM (Figura 20 A), durante 10, 20, 30 y 35 minutos (Figura 20 B). En base
a estas determinaciones, el ensayo TRX se realizé con una concentracion de

insulina 0,3 mM y durante 20 minutos.

A Velocidad de reaccion TRX B Concentracion de TNB vs tiempo
06 - 0,5 -
) 3
0,5 - 3 ]
0,4 x
= 04 =
' n ]
E& 0s | 2.5 03
@ - Q@ g2 o
F 02- g
0,1 - = 014
0 ; : ) 0 : ; . .
0 02 0,4 0,6 0 10 20 30 40
Insulina (mM) Tiempo (min)

Figura 20. Velocidad de reaccion TRX bajo distintas concentraciones de sustrato (A) y
tiempo (B). El grafico (B) se realizé utilizando insulina 0,3 mM.
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