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RESUMEN

La formacion de las estructura reproductoras, cistocarpos, en la macroalga roja Grateloupia imbricata esta
influenciada por estimulos, tanto exdgenos como endogenos, siendo las poliaminas y el etileno los principales
responsables de la induccion in vitro del cistocarpo. La sintesis de poliaminas es catalizada por la enzima
ornitina descarboxilasa (ODC) cuya regulacion a nivel celular se da tanto a nivel proteosémico como
transcripcional. Sin embargo, el conocimiento sobre las vias de regulacion génica en macroalgas, asi como los
factores que influyen la misma, es todavia escaso. Para intentar obtener un mayor conocimiento sobre los
complejos procesos de regulacion, en este estudio se ha obtenido parte de la region 5” del gen de la ornitina
descarboxilasa en la macroalga roja Grateloupia imbricata (GiODC), analizado ¢ identificado in silico los
motivos presentes en la misma y se ha monitorizado las variaciones de expresion de dicho gen bajo tratamientos
diferentes de fotoperiodo, etileno y metil jasmonato mediante qRT-PCR. Los resultados muestran la presencia de
motivos conservados en la region 5’ que podrian afectar la expresion transcripcional de GiODC asi como
patrones diferentes de expresion en funcion del tiempo y el tipo de inductor.

INTRODUCCION

La formacion de las estructura reproductoras, cistocarpos,
en la macroalga roja Grateloupia imbricata esta
influenciada  por estimulos exdgenos (salinidad,
temperatura o fotoperiodo) y enddgenos (auxinas,
citoquininas, etileno (ET) o poliaminas (PAs)) [1]. Se ha
comprobado que la variacién en los niveles endogenos de
PAs se correlaciona con la esporulacion y el desarrollo de

han sido i) la obtencion y caracterizacion de la region 5°-
GiODC y ii) el seguimiento de la expresion génica bajo
tratamientos con diferentes inductores (fotoperiodo, ET y
Metil Jasmonato (MeJa).

MATERIAL Y METODOS

los cistocarpos en G. imbricata [2,3,4] y que tratamientos
de 15 min de ET inducen -carposporogénesis en
G.imbricata y alteran los niveles endogenos de putrescina
en el alga roja Pterocladiella capillacea [5]. Asimismo,
estudios previos de qRT-PCR mostraron que la ODC en
G.imbricata (GiODC; Acc.#FJ223132) se expresa
diferencialmente en los talos fértiles e infértiles [6] y
mediante estudios de hibridacion in situ se confirmé que
dicha expresion decae abruptamente en la parte apical de
los talos fértiles comparado con la basal donde nunca
aparecen los cistocarpos [6]. Parece por tanto que son las
PAs y el ET los principales inductores de la formacion in
vitro del cistocarpo. La sintesis de PAs esta mediada por la
enzima ornitina descarboxilasa (ODC, EC 4.1.1.17) [3], la
cual incorpora un grupo aminopropil a la putrescina
proveniente de la descarboxilacion de la S-adenosil
metionina (SAM), compuesto involucrado también en la
biosintesis de etileno [7].

En este contexto, creemos que la regulacion de GiODC, la
cual es clave para entender el proceso reproductivo en
algas. Por tanto, los objetivos principales de este estudio
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Para la obtencion de parte de la 5'UTR-GiODC se obtuvo
ADN de G.imbricata mediante el método CTAB,
posteriormente amplificado mediante el método de PCR
inversa (iPCR) modificado [8]. Se obtuvo una unica banda,
la cual se purificé y fue secuenciada. Dicha secuencia se
analizd con bases de datos especificas para regiones
promotoras (Tabla 1).

Tabla 1: Bases de datos usadas en la identificacion de
motivos in silico

Bases de datos

Jaspar
MEME Core GOMO AmiGO FEX
Plantae
UTRdb & . The Eukaryotic
UTRsite RBPD  Consite Promoter GENEMARK

Para los estudios de expresion génica mediante qRT-PCR,
los talos de G.imbricata fueron clasificados atendiendo a la
presencia (fértil) o no (infértil) de cistocarpos. Los talos



V Simposio Internacional de Ciencias del Mar

( V SIMPC
[\IIR\\(
ﬁ CIE! (‘\\l‘“ \H\R

20-22 JULIO

fértiles pero sin cistocarpos visibles (fertilizados) fueron
seleccionados y sometidos a diferentes tratamientos de
induccion (Fig. 1). Para los analisis de expresion se extrajo
ARN con su consiguiente sintesis a cDNA. Se usaron
tiplicados de cada tratamiento y como control muestras sin
tratamiento pero mantenidas bajo las mismas condiciones
de cultivo.

15 min 1h 48h 1 semana 2 semanas
Etilenc
Metil Jasmonato '
Ciclo de luz 12 h: 12 b (luz:oscuridad) I

[_| Periodo de estimulacion

U Periodo de aparicion

I p de los primeros

Fig. 1. Representacion esquematica de los tratamientos de
induccién (etileno, metil jasmonato y fotoperiodo) de los
cistocarpos en el alga roja Grateloupia imbricata.

RESULTADOS Y DISCUSION

Mediante la técnica de iPCR se obtuvo una banda de 602
nt. El alineamiento de la misma con la secuencia de
GiODC (Acc. # FJ223132, GenBank) mediante el software
EMBOSS Water revel6 un solapamiento parcial que
produjo un incremento de 429 nt hacia el extremo 5’-
GiODC. El analisis in silico identificd, entre otros, los
siguientes motivos: Myc2, Myc3 y Myc4 (respuesta a
jasmonatos) [9], DOF (luz) [10] y Abi4, SMZ y RAV1
(etileno) [11], candidatos potenciales a afectar la regulacion
transcripcional de GiODC.

Los resultados de expresion de GiODC muestran dos
patrones diferentes en funcion i) del tipo de inductor y ii) la
temporalidad. Para el tratamiento de ET y fotoperiodo 12 h
luz: 12 h oscuridad, la mayor concentracion de transcritos
ocurre tras el periodo de estimulacion (no cistocarpos
visibles); confirmando lo obtenido en estudios previos
donde se ha demostrado que el desarrollo del cistocarpo
afecta la expresion de GiODC y que esta disminuye segun
aumenta el grado de desarrollo del mismo [6]. Por otro
lado, el tratamiento con MeJa presenta un maximo en la
expresion de GiODC con la aparicion de los primeros
cistocarpos (final del periodo de aparicion) (Fig. 2).

Tratumiente Elicitor period _Disclosure period
Fatoperiodo FEm

12-h luz/12-h oscuridad 11.7£0.84 (%) 0.84£0.10

6-h luz/18-h oscuridad 1124013 L1l £0.12
18-h luz/6-h oscuridad 100 £0.11 1L10£0.13
(control)

Etileno

15-min tratamiento 450+ 1.3 (%) Li1x0.14
Control (no etleno) 100£910° 0892010
Metil jasmonato

1-h tratamiento 135202 37132011 (%)
Control (sin MeJa) L0 £0.11 1.09 £ 0.10

Los datos se presentan en relacidn a Ia m&pmuﬁn observada para los talos control al final del
periodo de elicitacién. Cada valor es la media + DE de tres experimentos independientes. * Indica
diferencias significativas entre las muestras tratadas y control para cada inductor (p <0,05).

Fig. 2. Expresién normalizada de GiODC al final de los
periodos de estimulacion y aparicion bajo los tratamientos
de fotoperiodo, 15 min de etileno y 1 h con Metil
Jasmonato.

Este resultado estd actualmente siendo discutido ya que
parece implicar la compleja activacion de diferentes vias
fisiologicas. Los resultados obtenidos en este trabajo
suponen una buena herramienta inicial para comenzar a
profundizar en las vias y factores implicados en el proceso
de regulacion de GiODC durante el proceso reproductivo.
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