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RESUMEN

Se ha estudiado el papel de las transglutaminasas en el alga roja multicelular Grateloupia
doryphora (Montagne) Howe en condiciones de hiposalinidad. Los resultados muestran que
las fracciones libres de Put, Spd y Spm incrementan principalmente debido a la disminucion
de la actividad de esta enzima, junto a un ligero aumento de la actividad de la arginina
descarboxilasa. Aparentemente, la acumulacién de poliaminas de la fraccion libre puede
servir para la mejor aclimatacion, al encontrarse que las actividades fotosintéticas de los talos
y los cloroplastos aislados incrementan en presencia de las poliaminas. Centrando el estudio
en los ficobilisomas, antena fotosintética en Rodofitas, se determind, por autorradiografia y
valoracion del producto y-glutamil —poliaminas, que existe actividad transglutaminasa
asociada, capaz de unir poliaminas con los polipéptidos de bajo peso molecular e

independientemente de las condiciones de salinidad.

INTRODUCCION

La union covalente de las poliaminas (PAs) y macromoléculas (e.g. proteinas) esta catalizada
por las transglutaminasas (TGasas, R-glutaminil peptide:amino y-glutamil transferasa,
EC.2.3.2.13)). Estas uniones reversibles indican un posible mecanismo de regulacion de los
procesos basicos de crecimiento y desarrollo o de respuesta al estrés, donde los niveles de las
PAs desempefiarian su papel en la adaptacion o la proteccién frente a diferentes
circunstancias. Las algas intermareales estan sometidas a variaciones diarias de salinidad por
lo que se entiende que deben aclimatarse muy rapidamente a estas situaciones ambientales.
En estos vegetales, se ha descrito el papel de las poliaminas en un evento de reproduccién
muy caracteristico como es la formacion y maduracion de su estructura reproductora, el
cistocarpo (Guzman—-Uriostegui et al. 2002, Sacramento et al. 2004). Por el contrario dentro
del marco de las situaciones de estrés y a pesar del entorno donde viven, poco se conoce sobre

el papel de estas sustancias.



En este contexto planteamos la hipotesis que bajo condiciones de hiposalinidad, las
cantidades de poliaminas podrian verse alteradas para permitir la aclimatacion al medio. Los
objetivos de este trabajo fueron i) correlacionar los posibles cambios de los niveles
enddgenos con las actividades enzimaticas de sintesis (ODC, ADC y, Arginasa) y de
interconversion entre las fracciones libres y conjugadas (TGasas); ii) valorar la respuesta
fotosintética para explicar su adaptacion y los potenciales beneficios de la acumulacion
selectiva en una fraccion, iii) determinar si existe una actividad transglutaminasa sobre la
antena captadora de luz, denominada ficobilisoma en las algas rojas, considerando que ésta

esta constituida de proteinas y complejos de proteina-pigmento.

MATERIAL Y METODOS.

Grateloupia doryphora (Halymeniaceae, Rhodophyta) es una macroalga intermareal que se
encuentra en la costa noreste de la isla de Gran Canaria. Su cultivo en condiciones axénicas se
realiza de manera rutinaria en nuestro laboratorio segun lo descrito por Robaina et al. 1990.

La extraccion y separacion de poliaminas por HPLC se realiz6 segun lo descrito por
Marcé y colaboradores (1995) con alguna modificacion. El ruido generado por la fraccion
insoluble se redujo con la adicion de 150 uL de KOH (5N) en metanol a las poliaminas
dansiladas e incubadas durante 30 min a 50°C. Transcurrido este tiempo, se afiadié 1.5 mL de
una solucion acuosa de KH,PO, (0.5 M) y Na,HPO,4 (0.5 M). Las poliaminas se extrajeron
finalmente con 4 mL de tolueno (Gross, comunicacion personal).

La valoracion de las actividades enzimaticas ODC y ADC se realiz6 segun lo descrito
en Sacramento et al. 2004. La actividad Arginasa se determiné espectrofotométricamente
segun el método descrito por Primikirios y Roubelakis-Angelakis (1999). La valoracion de los
complejos proteina-PA (y-glutamil-PAs), se realizo a partir de la digestion en gel, del
extracto crudo, separado por electroforesis en el sistema tricina-SDS segun lo descrito por
Schégger y von Jagow 1987.

La actividad fotosintética se determiné con fragmentos de talo (explantos) y con
cloroplastos aislados. Los explantos fueron incubados durante 24 h en agua de mar de 36 %o
0 18 %o de salinidad y en presencia/ausencia de 10°M de Put, Spd o Spm. El registro de las
tasas de fotosintesis se realizé a una intensidad de saturacion de 200 pmoles fotones m?s™
segun lo descrito por Rodrigo y Robaina 1997. Los cloroplastos fueron aislados atendiendo a
Leegood y Walker (1983). El grado de integridad de los cloroplastos se valoré sometiéndolos

a un choque osmatico con agua bidestilada.



La incorporacion de [1-**C]-Spd sobre el ficobilisoma (PBS) se realizé con los talos
incubados en agua de mar de 36 %o y 18 %o de salinidad durante 24 h y en presencia de 0.9
uCi de Spd. Los PBSs fueron aislados segun lo descrito por Rodrigo (1998). La incorporacion
de Spd radioactiva sobre los polipéptidos del PBS se revel6 por contacto del gel de acrilamida
con una placa autorradiografica (Biomax MR1, Kodak.) durante 30 dias a -20 °C. La
actividad transglutaminasa asociada al PBS se valord sobre los ficobilisomas procedentes de
talos incubados en medios de salinidad 36 %oy en ausencia de Spd. El patron de proteinas se
reveld con nitrato de plata. Los complejos proteina-pigmento fueron tefiidos especificamente
con acetato de zinc (20 mM). Los complejos proteina-Spd (y-glutamil- poliaminas) se
extrajeron del gel de acrilamida en distintas etapas que constaban de una reduccion,
alquilacién y digestion proteolitica. Finalmente, los y-glutamil- poliaminas se sometieron a
hidrolisis con HCI 12 N para liberar las PAs y poder ser cuantificadas por dansilacion.

El analisis estadistico se realizé con el programa SPSS 13.0 (SPSS Inc. Chicago,
USA). Los datos fueron analizados con el test no paramétrico de Kolmogorov-Smirnov para

encontrar diferencias entre los diferentes tratamientos.

RESULTADOS

Los niveles enddgenos de la Put, Spd y Spm de los talos incubados durante 24 h en 18 %o y 36
%o de salinidad se muestran en la figura 1. La cantidades de estas tres PAs incrementan
significativamente en la fraccion libre de los talos cultivados en 18 %o, mientras que en las
fracciones conjugadas (solubles e insolubles), las de la Put y Spd decrecieron
significativamente y las de la Spm incrementaron bajo estas mismas condiciones. No se
encontraron diferencias significativas en el total de las PAs (26.14 + 4.5 in 18%o, y 19.76 *
4.2 in 36 %o).

Todas las actividades enzimaticas fueron detectadas. Las actividades de la ODC, de la
TGasa y la Arginasa disminuyeron en los talos incubados en 18%o. Por el contrario, se
observo un ligero incremento de la actividad ADC (tabla 1).

Las tasas fotosintéticas (Pmax) de los talos cultivados en presencia/ausencia de las
poliaminas en los diferentes medios son comparadas en la figura 2 y la tabla adjunta. Se
observé que la Pmax tendia a incrementar cuando la Put, Spd y Spm estaban presentes. Los
registros mas altos y, significativamente diferentes, se determinaron en presencia de la Spd en

medios de 18%o.. En los cloroplastos aislados se observé un incremento en la pendiente de los



registros cuando la Spm fue afiadida (120%). La liberacion de oxigeno fue inhibida, en todos
los casos, por la presencia de DCMU en el medio.

No se encontraron diferencias estructurales en el bandeado de los polipétidos del PBS
de muestras procedentes de 36 %o y de 18 %o. La autorradiografia revel6 que la Spd se enlazd
a las proteinas de masa molecular mas pequefia, de manera diferencial a aquellas proteinas
enlazadas a cromoforos (fig. 3). La digestion del gel de acrilamida permitié la extraccion de
las y-glutamil- poliaminas y la valoracion por HPLC de las PAs liberadas: 133,7 uM PAs

totales liberadas tras la hidrolisis vs. 34,7 uM PAs previa a la hidrdlisis.

DISCUSION

G. doryphora tiende a modificar las fracciones libres de las tres poliaminas en condiciones
hiposalinas (Fig.1), acumulando poliaminas en las mismas en detrimento de las fracciones
conjugadas. A nivel enzimatico, este mismo tratamiento (18%o) causo una disminucion de la
actividad ODC y Arginasa, mientras que, la ADC incrementd ligeramente, sin manifestar
claras diferencias significativas. Aparentemente no existe un nuevo aporte de PAs, ya que las
poliaminas totales permanecen constantes. La aclimatacion dependeria de la inhibicién de la
actividad transglutaminasa (Tabla 1) en 18%, aunque tampoco debe descartarse la presencia
de actividad glutamil ciclo transferasa , la cual no hemos seguido. Con todo, la ADC
manifiesta un papel preponderante sobre ODC en situaciones de estrés hiposalino. Esto
coincide con el hecho de que la ADC sea una enzima alternativa en la sintesis de las
poliaminas, relacionada principalmente con situaciones de estres (Tiburcio et al. 1993).

En plantas superiores, las TGasas estan implicadas en la union de las PAs a
componentes proteicos de la maquinaria fotosintética (Del Duca et al. 2000), mientras que, en
el alga unicelular Dunaliella, son las encargadas de conjugar PAs a proteinas durante la
organizacion del cloroplasto (Dondini et al. 2000). En macroalgas marinas es la primera vez
gue se muestra una implicacién de estas enzimas.

Dado que la mayoria de la literatura referida a vegetales marinos muestra una relacion
entre las poliaminas y la estructura del cloroplasto, la sintesis de proteinas y la tasas
fotosinteticas, nos preguntamos si en G. doryphora habria algun beneficio potencial por la
presencia de estas aminas. Los talos sometidos a tratamiento hiposalino muestran
incrementos de su Pmax en presencia de las tres poliaminas, siendo significativamente
superiores a concentraciones de 10° M de Spd. Los experimentos con cloroplastos aislados

muestran que el mayor incremento de Pmax se muestra en medios con Spm (10°° M).



La existencia de una actividad TGasa asociada al ficobilisoma confirma la importancia
de las poliaminas en la organizacién de estas antenas fotosintéticas. Por un lado la
autorradiografia muestra la unién de [1-**C]-Spd a los péptidos de bajo peso molecular. Por
otro lado, la extraccion del producto de estas enzimas, la y-glutamil-Spd, determina que esta
actividad TGasa es genunina. Esta actividad TGasa participa en la organizacion del PBS y es
independiente de los tratamientos de salinidad. Sera necesario ahondar en sus caracteristicas
hasta determinar si puede tratarse de una actividad constitutiva asociada a la misma

organizacion proteica del ficobilisoma.
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Tabla 1. Actividades de ADC, ODC, Arginasa and TGasa (mmoles producto mg proteina h™)

después de 24 h en agua de mar de 36%o Yy 18 %o. Los datos son la media de 3 muestras +
error estandar; (*)= p<0.005.

Salinidad 36 %o Salinidad 18 %o

ADC 0.82+0.5 1.63+0.42
OoDC 0.24 +£0.09 0.078 £ 0.04 *
Arginasa 35+ 1.80 27.66 = 7.50
TGasa 4,11+ 0,40 0,76 £ 0,16*
40
+SPD +SPM
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®
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= 0,009 + 0,03 0,011 + 0,001
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Figura 1. Niveles endégenos de Put, Spd y Spm (ug g™ peso fresco) de todas las fracciones de los talos
incubados durante 24 h en condiciones hiposalinas. (18%o, barras oscuras) y 36%e. (barras claras). Los datos son
la media de 4-6 muestras (n * error estdndar). La misma letra indica diferencias significativas entre los
tratamientos (P<0.05).

Figura 2. Actividades fotosintéticas de muestras incubadas durante 1 h en ausencia/presencia de Put, Spd y Spm
(10 ° M) en medios 18%o (barras oscuras) y 36%o (barras claras). Los datos son la media de 4-6 muestras (n +
error estandar). La misma letra indica diferencias significativas entre los tratamientos (P<0.05). La tabla adjunta
muestra los valores de las tasas fotosintéticas de los cloroplastos aislados en condiciones control vy tras la
adicion de Spm (10 ° M).

Figura 3. (A) Patron de péptidos, revelados con nitrato de plata, de los PBS aislados después de una
electroforesis Tricine-SDS. (B) Proteinas conteniendo croméforos revelados con acetato de zinc (flecha). (C)
Autorradiografia de PBS, mostrando acumulacion de Spd sobre los péptidos de baja masa molecular (flecha). La
linea horizontal indica la banda de BSA (65KDa), utilizada como referencia, bajo las mismas condiciones de

separacion.



