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Introduccion

Los vegetales superiores producen un amplio espectro de compuestos organicos volatiles,
que pueden ser constitutivamente emitidos o inducidos y definir estados especificos de desa-
rrollo, floracidn, situaciones de estrés, o defensa frente a patdgenos (Holopainen & Gershenzon
2010, Loreto & Schnitzler 2010). De manera general, las rutas biosintéticas mas relevantes, para
estos compuestos, son aquellas que utilizan el S-adenosilmetionina (SAM) como sustrato para
multitud de reacciones enzimaticas relacionadas con la transferencia de grupos metilos. Las
metil-transferasas dependientes de SAM participan en las distintas etapas del metabolismo pri-
mario y secundario de las plantas. El SAM es también precursor tanto en la sintesis de etileno
como de poliaminas (Roje 2006, Yang & Hoffmann 1984). Por su parte, la biosintesis del etileno
se cataliza via SAM en dos pasos; inicialmente la enzima ACC (1-aminociclopropano-1-car-
boxilato) sintasa cataliza la conversién de SAM a ACC. Por su parte, la ACC oxidasa actia sobre
este ulimo y rinde etileno. El etileno también participa en la regulacion del crecimiento y desa-
rrollo, asi como, en respuestas al estrés y ataque de patégenos (Guo & Ecker 2004).

En macroalgas marinas, los efectos de los compuestos volatiles y el papel fisiolégico que po-
drian desempeiiar son menos conocidos que en vegetales terrestres. Existen evidencias que llevan
a pensar que determinados fenémenos como la desaparicién completa de talos de una especie
algal y su susttucion por otra, o la propia alternancia de fases entre las especies, se debe a sus-
tancias gaseosas, pero no existen estudios encaminados al desenmascaramiento de estos patrones.
No obstante, el dimetil sulfuro (DMS), gas liberado por el fitoplancton y clorofitas, se le atribuye
efectos sobre el clima. La liberacién de DMS ocurre por accion de la enzima DMSP liasa (a priori
enzima llave en la sintesis de etileno en algas) sobre el dimetl sulfopropionato (DMSP), liberando
conjuntamente metacrilato que a su vez se convertira en etileno (Ross et al. 2007).

LLo que cada vez parece mas claro es que no son los factores abiéticos (luz, temperatura, salini-
dad, etc) los que afectan unicamente al desarrollo de las algas, sino que existen compuestos con
actividad hormonal. Se sabe que el crecimiento, desarrollo y reproduccion de las macroalgas rojas
esta controlado por las poliaminas (PAs): papel en el crecimiento y desarrollo, cambios en los
niveles endégenos de PAs, actividades enzimaticas relacionadas, expresion diferencial del gen codi-
ficante de la ODC han sido ampliamente estudiados (Garcia-Jiménez et al. 1998, Maridn et al.
2000, Guzman-Uriéstegui et al. 2002, Sacramento et al. 2004, 2007, Garcia-Jiménez et al. 2009).
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En este estudio, hemos valorado la emisién de compuestos volatiles emulando, 7z vitro, el
efecto de desecacion al que las algas intermareales estan sometidas. Asimismo hemos evaluado
las respuestas morfoldgicas y moleculares del etileno sobre la tetraesporogénesis del alga roja
Prerocladiella capillacea.

Material y métodos
Valoracion de los compuestos voliitiles emitidos

Se disefiaron 3 métodos para la identificacion de i) un amplio espectro de volatiles, ii) aque-
llos con una baja temperatura de volatilizacién y finalmente, iii) uno especifico para etileno.
Los picos se identificaron mediante la base de datos NIST98, las ratio m/z y cuando fue posible
con la inyeccién de estandares. Los especimenes fueron expuestos a luz constante de amplio
espectro de 100 uE m™s™ e incremento de temperatura 1°C h' durante un periodo total de 4 h
con el fin de emular el efecto de desecacion de una bajada de marea. La valoracion de volatdles
también se determiné en oscuridad en las mismas condiciones de desecacion.

Respuesta morfoldgica al etileno

Para chequear como P. capillacea respondia al etileno, se contabilizaron cuantos ramas tetrae-
sporangiales inmaduras, sin esporas evidentes, maduraban hasta la observacion de esporas, in-
cluso liberacién de las mismas. El experimento comenzé cuando las ramas se dispusieron en
vasijas conteniendo agua de mar y se aplicé etileno durante periodos de 30 s, 1 min, 15 min, 30
min y 3 h a un flujo de 0.5 L min™. Para verificar el efecto genuino del etileno, se empled un
inhibidor de la percepcién del etileno (STS). Los experimentos y controles correspondientes
se llevaron a cabo durante 7 dias a 30 uhE m~s™, 19 £ 2°C y 18 h luz.

Produccion de etileno y engimas relacionadas

La produccién de etileno se cuantificd con disoluciones seriadas de etileno puro (100 ppm
en aire). Se determinaron las actividades ACC sintasa y ACC oxidasa de acuerdo a Kato &
Hyodo (2002). La produccién de ACC se midi6 forzando su conversion a etileno mediante la
adicién de HgCly (20 mM) y una mezcla 1:1 de NaOH saturada: 5% NaOCIL. La producciéon
de etileno se expres6 nmol etileno h' g”'pf. Las actividades especificas se expresaron como
nmol etileno h™! mg"! proteina.

Efectos moleculares de etileno

Para comprobar si la produccién de poliaminas estuvo afectada por el etileno, se midieron
los niveles putrescina (Put), espermidina (Spd) y espermina (Spm), 24 h después de los
tratamientos de etileno. La especificidad de los efectos observados se valoré con la incubacion
previa en STS durante periodos de 30 min o toda la noche, y dos concentraciones (ImM 6 4
mM) y posterior tratamiento de 15 min en etileno.

Para evaluar la presencia de transcritos, se cuantificé la cantidad de RNA total tras los difer-
entes tratamiento de etileno.
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Resultados y discusion
Valoracion de los compuestos voldtiles emitidos

Los compuestos volatiles se pudieron relacionar con i) la posible actividad de las metltrans-
terasas (aminas, grupos metoxilo y radicales metilo); ii) otro con la produccién especifica de
etileno; iii) la posible oxidacién de los lipidos (alquenos, acidos carboxilicos y oxigenados de bajo
peso molecular), iv) moléculas halogenadas y v) con contenido en azufre respectivamente. De
esta manera, el perfil de compuestos volatiles obtenidos mostré diferencias entre aquellos talos
bajo luz y aquellos otros en oscuridad. Si bien en oscuridad permitié capturar compuestos con
radicales metilo mayoritariamente (97%), en presencia de luz se observé ademis, la presencia de
compuestos oxigenados de bajo peso molecular (5%), halogenados (2%), baja proporcion de
alquenos (1%). y compuestos con grupos funcionales metoxilo (32%). La presencia de los com-
puestos oxigenados estarfan indicando cierta oxidacién de los lipidos de membrana, mientras
que, los grupos metoxilo relacionados con O-metiltransterasas serfan de proteccion a la luz. Los
métodos especificos para la determinacién de compuestos de baja volatilizacién y del etileno
definieron la presencia de compuestos aminados, que junto a los compuestos carboxilicos, azufra-
dos y el propio etileno reportados especificamente en luz disefiaron un patrén diferencial. Las
moléculas azufradas representadas por DMS tienen su importancia debido al papel del azufre en
el medio matino y la posible actividad de dos enzimas como las tiol-metil transferasas o la DMSP
liasa descrita en los organismos marinos. El papel del etileno se ha analizado especificamente.

Respuesta morfoldgica al etileno

Al final del dfa 7, el maximo nimero de ramas tetraesporangiales maduras fueron contabi-
lizados en los periodos de 15 y 30 min de etileno respectivamente. Este incremento fue cerca
de 200 veces superior a aquel obtenido en las ramas control. Las ramas expuestas a 3 h de
etileno no mostraron diferencias significativas con respecto a aquellos que fueron tratados con
tan solo 30 s (Fig 1). El hecho que el STS haya afectado negativamente a estos efectos indica
que los resultados son genuinos y el etileno es un regulador de la tetraesporogénesis.
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Figural: numero de ramas tetraesporangiales maduras (g' fw) observadas en P. capillacea 7 dias
después de los tratamientos en etileno (30 s, 1 min, 15 min, 30 min, 3h). Las barras indica la media
* desviacion estandar, n=2. Letras diferentes indican diferentas significativas La linea discontinua

son los datos correspondientes (1.59 + 0.1, n=32) a los talos tratados con aire y con STS.
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Pterocladiella capillacea produjo etileno a una tasa de 1.12 £ 0.06 nmol etileno h' g' pf. Las
actividades ACS y ACO se detectaron aunque no fueron significativamente diferentes entre
ellas. La actividad ACS fue 6.70 £ 0.72 nmol etileno h' g pf y para la ACO, 7.10 £ 0.01 nmol
etileno h' g pf. Las actividades especificas fueron 11.21 * 1.19 nmol etileno h™' mg! proteina
para ACS y 7.125 £ 0.11 nmol etileno h™ mg" proteina para ACO.

Los tratamientos de etileno favorecieron el incremento de la fraccién libre de la putrescina
comparados con el control. Este incremento fue significativamente supetior a 15y 30 min (15
min, 0.15 * 6 10” umol Put g'pf) en comparacién con los tiempos de incubacion en etileno
mas cortos (30 s, 0.016 + 10~ pmol Put g'pf). Los tratamientos prolongados (3 h) disminuyé
los niveles de putrescina cerca del control (0.05 £ 10 umol Put g'pf). Los niveles de esper-
midina y espermina no cambiaron significativamente con respecto sus controles (0.12 * 10
pmol Spd g'pf y 0.011 + 10 umol Spm g'pf respectivamente). Los niveles de Spm, descrita
como agente regulador en la reproduccion de las algas rojas, no se vieron alterados, asi que, da
cuenta que el efecto del etileno es propio sobre la tetraesporogénesis.

Los niveles de Put también se vieron afectados por la presencia de STS, siendo este efecto
inhibitorio dependiente de la concentracién y duracion de la incubacion en STS (0 STS, 0.043
* 210 umol Put g'pf; 4 mM STS toda la noche, 0.010 + 10 pmol Put g'pf).

La cantidad de RNA total incrementé de manera proporcional al tiempo de exposicion al
etileno. La concentraciéon de RNA fue 5 veces mas alta en talos expuestos a etileno durante 3
h (34.13 + 9 102 ug RNA g'! tejido) que en aquellos control (0.82 = 9 10?2pg RNA "g"! tejido).
Esta alteracion del transcriptoma parece indicar que multples genes pueden verse implicados.
Considerando que el etileno tiene sus efectos, y que su percepcion pudo ser inhibida por STS
que actua especificamente sobre receptores de etileno, nos hemos centrado en la caracterizacién
de receptores de esta molécula. Hasta la fecha ninguno de los intentos de clonacién realizados
mediante el uso de primers degenerados han dado resultado. Actualmente, trabajamos en dis-
tintas y nuevas aproximaciones como la hibridaciéon substractiva sustitutiva (SSH) de simplifi-
cacion de muestras de ARN, combinadas con secuenciaciéon masiva y ensamblaje de-novo del
transcriptoma.
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