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“El crecimiento es un proceso de prueba y error: es una experimentacion. Los
experimentos fallidos forman parte del proceso en igual medida que el experimento
que funciona bien.”

Benjamin Franklin (1706-1790)

“La vida es una obra de teatro que no permite ensayos. Por eso, canta, rie, baila, llora
y vive intensamente cada momento de tu vida, antes que el telén baje y la obra
termine sin aplausos.”

Charles Chaplin (1889-1977)

“Caminando en linea recta no puede uno llegar muy lejos.”
El principito (1943) de Antoine de Saint-Exupéry (1900-1944)
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de vuelo, Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization Time-Of-Flight

MDA — Malondialdehido, Malondialdehyde

MDC — Monodansilcadaverina, MonoDansylCadaverine

MDHAR — Monodehidroascorbato reductasa, MonoDeHydroAscorbate Reductase

MPSS — Secuenciacion masiva de firma paralela, Massively Parallel Signature Sequencing

MS — Espectrometria de masas, Mass Spectrometry
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MS/MS — Espectrometria de masas en tandem, Tandem Mass Spectrometry

MSFD — Marco de referencia de la directiva de la estrategia marina, Marine Strategy
Framework Directive

MuDPIT — Tecnologia de identificacion de proteinas multidimensional, Multidimensional
protein identification technology

NADPH — Nicotinamida adenina dinucleétido fosfato (reducida), Nicotinamide Adenine
Dinucleotide Phosphate (reduced)

NADP* — Nicotinamida adenina dinucleétido fosfato (oxidada), Nicotinamide Adenine
Dinucleotide Phosphate (oxidised)

NGS — Secuenciacién de proxima generacion, Next-Generation Sequencing

NIOSH — Insituto nacional de salud y seguridad ocupacional, National Institute for
Occupational Safety and Health

OECD — Organizaciéon para la cooperacion y el desarrollo econémicos, Organisation for
Economic Co-operation and Development

OSHA — Administracion de seguridad y salud ocupacional, Occupational Safety and Health
Administration

PATI — indice de toxicidad de ensamblaje de la planta, Plant Assemblage Toxicity Index

PBS — Tampodn fosfato salino, Phosphate-Buffered Saline

PDC — Muerte celular programada, Programmed Cell Death

Pl — loduro de propidio, Propidium lodide

PM — Peso Molecular, molecular weight

PQ — Plastoquinona, PlastoQuinone

PS — Fotosistema, PhotoSystem

PSI| — Fotosistema |, PhotoSystem |

PSIl — Fotosistema Il, PhotoSystem Il

PTMs — modificaciones post-traduccionales, Post-translational Modifications

RC-MS — Cromatografia de rentencién-espectrometria, Retentate Chromatography-Mass
Spectrometry

REACH — Registro, evaluacion y autorizacién de quimicos, Registration, Evaluation and
Authorization of Chemicals

ROS — Especies reactivas de oxigeno, Reactive Oxygen Species

RT-gPCR — Reaccién en cadena de la polimerasa cuantitativa con transcripciéon reversa,
Reverse Transcription quantitative Polymerase Chain Reaction

SAGE — Analisis en serie de la expresion génica, Serial Analysis of Gene Expression

SANCO — Sanidad y consumo de la comisiéon europea, Health and Consumers of the
European Commission

SDS — Dodecilsulfato sédico, Sodium Dodecyl Sulfate
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SDS-PAGE — Electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato sédico, Sodium
Dodecyl! Sulfate PolyacrylAmide Gel Electrophoresis

SELDI — Desorcién-lonizacion por Laser de Superficie, Surface-Enhanced Laser-Desorption-
lonization

SILAC — Etiquetado de isétopos estables de aminoacidos en cultivo celular, Stable Isotopic
Labeling with Amino acids in Cell culture

SISCAPA — Is6topos estables con la captura de anticuerpos anti-péptido, Stable Isotope
Standards, Capture by AntiPeptide Antibodies

SOD-1 — Mn-superoxido dismutasa, Mn-SuperOxide Dismutase

SS — Luz refractada en el angulo lateral, Side Scatter light

TAP — Tris-acetato-fosfato, Tris-Acetate-Phosphate

TBA — Acido tiobarbittrico, ThioBarbituric Acid

TBARS — Sustancias reactivas al acido tiobarbiturico, ThioBarbituric Acid Reactive
Substances

T.C. — Tasa de Crecimiento, Growth rate

TCA — Acido trocloracético, TriChloroAcetic acid

u.a. — Unidades Arbitrarias, arbitrary units

UBCX — Enzima E2 conjugada con ubiquitina, Ubiquitin-conjugating enzyme E2

UE — Unidn europea, European Union

US EPA — Agencia de proteccion ambiental de los Estados Unidos, United States
Environmental Protection Agency

WFD — Marco de referencia de la directiva del agua, Water Framework Directive
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Resumen

Debido al uso extendido de herbicidas en la agricultura, su presencia en las aguas
naturales es cada vez mas importante. Estos contaminantes ejercen su actividad toxica sobre
algunas especies de plantas o de microorganismos fototroficos para los que no se habian
disefiado, como las microalgas. Estos organismos unicelulares se encuentran en la base de la
cadena tréfica de los sistemas acuaticos, y cualquier agente externo que los perturbe puede
ocasionar un desequilibrio mayor en los niveles superiores de la cadena, provocando
modificaciones funcionales y estructurales permanentes en los ecosistemas. El proyecto que se
ha llevado a cabo aborda el estudio de la respuesta de la microalga Chlamydomonas
reinhardtii, sometida a un estrés provocado por la atrazina, evaluando los cambios producidos
en las células a corto y medio plazo, a través de una aproximacion metodolégica basada en el
analisis del citoma, proteoma y transcriptoma de esta especie para caracterizar en profundidad
la interaccion xenobidtico-célula. Las alteraciones moleculares y celulares obtenidas sugieren
que la exposicidén a sustancias quimicas, como la atrazina, induce una sobreproduccién de
especies reactivas de oxigeno que produce alteraciones fisioldgicas y bioquimicas en las
células que finalmente conllevan a fendmenos de senescencia celular en las poblaciones

microalgales.

Resumo

Debido ao uso estendido de herbicidas na agricultura, a sua presenza en augas naturais
é cada vez mais importante. Estes contaminantes exercen a suUa actividade toxica sobre
algunhas especies de plantas ou de microorganismos fototréficos para os que non se
desefiaron, como as microalgas. Estes organismos unicelulares atépanse na base da cadea
trofica dos ecosistemas acuaticos, e calquera axente externo que os perturbe pode causar un
desequilibrio maior nos niveis superiores da cadea, provocando modificacions funcionais e
estructurais permanentes nos ecosistemas. O proxecto levado a cabo trata sobre o estudo da
resposta da microalga Chlamydomonas reinhardtii, sometida a situacion de estrés provocada
pola atrazina, avaliando os cambios que se producen nas células a curto e medio prazo, a
través dunha aproximacion metodoloxica baseada na analise do citoma, proteoma e
transcriptoma desta especie para caracterizar en profundidade a interaccion xenobidtico-célula.
Os cambios moleculares e celulares obtidos nestes estudos suxiren que a exposicion a
produtos quimicos, como a atrazina, induce a producion excesiva de especies reactivas de
osixeno que produce cambios fisioldxicos e bioquimicos nas células que finalmente conducen a

fendmenos de senescencia celular en poboaciéns microalgais.
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Abstract

High concentrations of herbicides proceeding from the agricultural practices come to the
aquatic systems, where they exercise its toxic action on no-target organisms, such as
microalgae. These organisms are in the base of the trophic chain; any alteration carries effects
of long scope on the set of the trophic chain and the flow of energy of the ecosystem, causing
permanent functional and structural modifications in ecosystems. The main purpose of this
project was to penetrate into the knowledge of the cellular response of the microalga
Chlamydomonas reinhardtii, to stress situations provoked by the exposure to atrazine. A
methodological approach based on the analysis of the cytome, proteome and transcriptome of
this microalga was proposed to characterize in depth the interaction xenobiotic-cell. Molecular
and cellular alterations reported in the present work suggest that exposure to chemical
substances, such as atrazine, induces ROS that produces physiological and biochemical
alterations in cells that finally lead to the occurrence of cellular senescence alterations in the

microalgal populations.
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Resumen (versién extendida)

La actividad antropogénica es una amenaza constante a la estabilidad de los
ecosistemas y la evaluacién del riesgo ecoldgico de los contaminantes organicos, incluidos los
herbicidas, se ha convertido en un campo prioritario en la investigacién ecotoxicoldgica actual.
En este sentido, los sistemas acuaticos son receptores de muchos productos quimicos con
potenciales efectos nocivos sobre diversos procesos fisioldgicos y biolégicos de su biota. Una
cantidad considerable de herbicidas aplicados en campos de cultivo entra en ecosistemas
acuaticos de agua dulce a través de escorrentia superficial o lixiviacion, llevando a la
contaminacion ambiental. Estos contaminantes ejercen su toxicidad en diferentes tipos de
organismos que no eran el objetivo original, como las algas unicelulares, principales
productores primarios de la cadena tréfica acuatica. Debido a esto, cualquier agente externo
puede causar un desequilibrio importante en los niveles superiores de la cadena trdfica,
causando modificaciones funcionales y estructurales permanentes en los ecosistemas. Por lo
tanto, se necesitan estudios disefiados para diagnosticar, evaluar y caracterizar la respuesta

celular de las microalgas en situaciones de estrés.

En relacién con las investigaciones de toxicidad y la evaluacion del riesgo con
microalgas, los parametros como el crecimiento y la viabilidad son los mas monitorizados
tradicionalmente. Sin embargo, antes de que estos muestren un cambio significativo, la
exposicion puede afectar a otros parametros fisioldgicos celulares en concentraciones mucho
mas bajas del contaminante. Actualmente, con el desarrollo de la 6micas y la disponibilidad de
secuencias completas de genomas, surgen nuevas alternativas para estudiar los efectos de los
contaminantes en las microalgas. El objetivo principal de este trabajo de investigacion basica
es penetrar en el conocimiento de la respuesta celular del microalga Chlamydomonas
reinhardtii sometida a una situacion de estrés provocada por la presencia de una concentracion
subletal del herbicida atrazina. Para llevar a cabo esta investigacion se propuso un enfoque
metodolégico basado principalmente en el analisis de los citoma, proteoma y transcriptoma de

esta microalga para caracterizar en profundidad la interaccién xenobidtico-célula.

En el primer trabajo se observé que una concentracién subletal de atrazina (0,25 M)
altera el perfil transcriptomico y protedmico de células de Chlamydomonas reinhardtii tras 3 h
de exposicion al herbicida. La presencia del herbicida conduce a un aumento en los niveles
celulares de especies reactivas de oxigeno (ROS) que pueden estar relacionados con una
disminucién en el contenido de clorofila y, por tanto, una disminucion en la actividad
fotosintética que puede volver a provocar la produccion de ROS, como un bucle. Ademas, este
herbicida provoca desajustes fotosintéticos en las células de C. reinhardtii basadas en
alteraciones observadas en perfil transcriptomico, asi como la desaparicion de algunas

proteinas relacionadas con la fotosintesis. La inhibicién de la fotosintesis inducida por la



Xvii

toxicidad de la atrazina afectara a al estado fisiolégico y bioquimico de las células microalgales.
Teniendo en cuenta estos resultados, el aumento de algunos contaminantes en los sistemas

acuaticos podria conducir a una disminuciéon dramatica en la fijacion del CO, a nivel mundial.

En el segundo trabajo se observé que la atrazina (0,25 uM), tras 3 y 24 h de exposicion,
altera el estatus energético de las células de C. reinhardtii. Usando protocolos de citometria de
flujo (FCM) se observd un descenso de la actividad celular, una despolarizacion de la
membrana plasmatica y una hiperpolarizacién de la membrana mitocondrial en todos los
cultivos expuestos al herbicida con respecto a los cultivos control. El analisis por RNA-Seq
también mostré una alteracion energética. Los datos transcriptomicos revelaron mayor
abundancia de los transcritos relacionados con la generacién de energia heterotréfica y
disposicion de electrones en las células estresadas. Los cambios mas significativos se
observan en los genes implicados en el catabolismo de aminoacidos y en los procesos de
respiracion celular. Los resultados obtenidos sugieren una inhibicion de la fotosintesis
provocada por el mecanismo de accion del herbicida, debido a esto las células tienen que

obtener energia a través del metabolismo heterotréfico para mantener su viabilidad.

A la vista de todos las alteraciones observadas en los estudios anteriores, el tercer
trabajo se centra en el estudio de fendmenos de senescencia celular o muerte celular
programada (PCD) en las células de C. reinhardtii expuestas durante 24 h a una concentracion
subletal de atrazina (0,25 uM) y en células no expuestas a atrazina y en fase estacionaria a las
96 h. Los resultados de los niveles intracelulares de calcio sugieren que este ion puede actuar
como un mensajero transitorio en la transduccion de la sefal en células de C. reinhardtii
expuestas a condiciones de estrés, ya que se observo un incremento tras una exposicion corta
a atrazina. Ambos tratamientos experimentales provocan un incremento en la generaciéon de
ROS, sugiriendo que el mecanismo comun de accion entre ambos tratamientos (quimico y
escasez de nutrientes) puede ser el estrés oxidativo. Ademas, la modificacién de la expresion
de genes relacionados con actividad antioxidante observada en este trabajo sugiere un sistema
antioxidante versatil y flexible en respuesta a la sobreproduccion de ROS. Este incremento en
los niveles de ROS puede estar relacionado con la aparicién de marcadores de PCD en ambos
tratamientos experimentales. Cultivos no expuestos en fase estacionaria muestran activacion
de caspasas, alteraciones en la morfologia del nicleo y presencia autofagosomas en las
células de C. reinhardtii, indicando senescencia celular en estos cultivos. Estas caracteristicas
de senescencia también aparecen en niveles similares de alteracién en los cultivos expuestos
al herbicida durante 24 h, sugiriendo que una exposicién a corto plazo a una concentracion

subletal de atrazina induce caracteristicas de la senescencia en células microalgales.

Las alteraciones moleculares y celulares obtenidas en estos trabajos sugieren que la

exposicion a sustancias quimicas, como la atrazina, induce una sobreproduccién de ROS que
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produce alteraciones fisioldégicas y bioquimicas en las células que finalmente conllevan a
fendmenos de senescencia celular en las poblaciones microalgales, comprometiendo la

biodiversidad, estructura y funcién de los niveles mas altos de la cadena tréfica en los

ecosistemas de agua dulce.
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Resumo (versién estendida)

A actividade antrépica é unha constante ameaza a estabilidade dos ecosistemas e a
avaliacion do risco ecoléxico dos contaminantes organicos, incluindo os herbicidas, tornouse
unha area prioritaria na investigacion ecotoxicoldgica actual. A este respecto, os sistemas
acuaticos son receptores de moitos produtos quimicos con potenciais efectos nocivos sobre
varios procesos fisioléxicos e bioldxicos da biota. Un nimero considerable de herbicidas
aplicados nos campos de cultivo entran nos ecosistemas acuaticos de auga doce mediante
escorrentia superficial ou lixiviacion, levando a contaminaciéon ambiental. Estes contaminantes
exercen a sua toxicidade en diferentes tipos de organismos que non eran o branco orixinal,
como as algas unicelulares, principais produtores primarios da cadea alimentaria acuatica.
Debido a isto, calquera axente externo pode provocar un desequilibrio importante nos niveis
superiores da cadea alimentaria, causando alteracidons funcionais e estruturais permanentes
nos ecosistemas. Polo tanto, son necesarios estudos destinados a diagnosticar, avaliar e

caracterizar a resposta celular de microalgas en situacions estresantes.

En relacion a investigacions de toxicidade e avaliacion de riscos en microalgas, os
parametros tales como o crecemento e a viabilidade son os mais monitorizados
tradicionalmente. Con todo, antes de que estes mostren un cambio significativo, a exposicion
pode afectar outros parametros fisioldxicos celulares en concentraciéons moito mais baixas do
contaminante. Hoxe, co desenvolvemento das omicas e a dispofiibilidade de secuencias
xenomicas completas, emerxen novas formas de estudar os efectos dos contaminantes sobre
microalgas. O principal obxectivo deste traballo de investigacion basica é penetrar no
cofiecemento da resposta celular da microalga Chlamydomonas reinhardti sometida a unha
situacién estresante causada pola presenza dunha concentracion subletal do herbicida
atrazina. Para levar a cabo esta investigacion propuxose unha metodoloxia baseada
principalmente na analise de citoma, proteoma e transcriptoma desta microalga para

caracterizar en profundidade a interaccién de xenobiético-célula.

No primeiro traballo observouse que unha concentracién subletal de atrazina (0,25 uM)
altera o perfil transcriptémico e protedmico das células de Chlamydomonas reinhardtii tras 3 h
de exposicion o herbicida. A presenza do herbicida conduce a un aumento nos niveis celulares
de especies reactivas de osixeno (ROS) que poden relacionarse cunha diminucién no contido
de clorofila y, polo tanto, nunha diminucion da actividade fotosintética que pode provocar a
producién de ROS, coma nun bucle. Ademais, este herbicida fai desaxustes fotosintéticos nas
células de C. reinhardtii baseados nas alteracidons observadas no perfil transcriptémico asi
coma da desaparicion dalgunhas proteinas relacionadas coa fotosintese. A inhibicién da
fotosintese inducida pola toxicidade da atrazina afecta ao estado fisioléxico e bioquimico das

células microalgais. Tendo en conta estes resultados, o aumento dalguns contaminantes nos
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sistemas acuaticos pode levar a unha diminuciéon dramatica na fixacién de CO. en todo o

mundo.

No segundo estudo, observouse que a atrazina (0,25 uM), despois de 3 e 24 horas de
exposicion, modifica o estado de enerxia das células C. reinhardtii. Empregando protocolos de
citometria de fluxo (FCM) observouse unha diminucién na actividade celular, unha
despolarizacién da membrana plasmatica e unha hiperpolarizacion da membrana mitocondrial
en todos os cultivos expostos ao herbicida en comparacion cos cultivos control. O analise de
RNA-Seq tamén mostrou unha alteracion enerxética. Os datos transcriptomicos revelaron unha
maior abundancia de transcritos relacionados coa xeracion de enerxia heterotréficas e o
arranxo de electrons nas células estresadas. Os cambios mais significativos observaronse nos
xenes implicados no catabolismo de aminoacidos e nos procesos de respiracion celular. Os
resultados indican unha inhibicién da fotosintese causada polo mecanismo de accién do
herbicida, por mor disto as células tefien que obter enerxia a través do metabolismo

heterotréfico para manter a viabilidade.

Tendo en conta todas as modificacions observadas nos estudos anteriores, o terceiro
traballo enfocase no estudo de fendmenos relacionados coa senescencia celular ou a morte
celular programada (PCD) en células de C. reinhardtii expostas durante 24 h a unha
concentraciéon subletal de atrazina (0,25 uM) e en células non expostas a atrazina en fase
estacionaria a 96 h. Os resultados dos niveis intracelulares de calcio suxiren que este ién pode
actuar como un mensaxeiro transitorio na transducion da sinal en células de C. reinhardtii en
condiciéns de estrés, xa que un aumento foi detectado tras unha curta exposiciéon a atrazina.
Ambolos tratamentos experimentais causan un aumento na producién de ROS, o que suxire
que o mecanismo de accion comun entre os dous tratamentos (quimico e escaseza de
nutrientes) pode ser o estrés oxidativo. Ademais, a modificacion da expresion de xenes
relacionados coa actividade antioxidante observado neste traballo suxire un sistema
antioxidante versatil e flexible en resposta a producién excesiva de ROS. Este aumento nos
niveis de ROS pode relacionarse coa aparicion de marcadores de PCD en ambolos
tratamentos experimentais. Cultivos non expostos en fase estacionaria mostran unha activacion
da actividade caspasa, alteraciéns na morfoloxia do nucleo e presenza de autofagosomas nas
células de C. reinhardtii, indicando senescencia celular nestes cultivos. Estas caracteristicas de
senescencia tamén aparecen en niveis similares de alteracién nos cultivos expostos ao
herbicida durante 24 h, suxerindo cunha exposiciéon de curta duracién a unha concentracién

subletal de atrazina induce caracteristicas de senescencia de células microalgais.

Os cambios moleculares e celulares obtidos nestes estudos suxiren que a exposicién a
produtos quimicos, como a atrazina, induce a producién excesiva de ROS que produce

cambios fisioldxicos e bioquimicos nas células que finalmente conducen a fendmenos de
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senescencia celular en poboaciéns microalgais, comprometéndose a biodiversidade, estrutura

e funcién dos niveis mais altos da cadea alimentaria nos ecosistemas de auga doce.
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Abstract (extended version)

Anthropogenic activity is a constant menace to the stability of ecosystems and the
ecological risk assessment of organic pollutants, including herbicides, has become a priority
field in current ecotoxicological research. In this sense, aquatic systems are recipients of many
chemicals with potential deleterious effects on various physiological and biological processes of
their biota. A considerable amount of the herbicides applied in crop fields enters into freshwater
aquatic ecosystems through surface runoff or leaching, leading to environmental contamination.
These pollutants exert their toxicity on different types of organisms that were not the original
target, such as unicellular algae, the primary producers in the aquatic food web. Due to his, any
external agent can cause a major imbalance in the upper levels of the chain, causing permanent
functional and structural modifications in ecosystems. Therefore, studies designed to diagnose,
evaluate and characterize the cellular response of the microalgae in situations of stress are

needed.

Regarding toxicity investigations and risk assessment with microalgae, integral endpoints,
such as growth and viability, are traditionally monitored. However, before these endpoints show
a significant change, the exposure may affect other cellular physiological parameters at much
lower toxicant concentrations. Currently, with the development of the omics and the availability
of full genomes sequences, new alternatives arise to study the effects of pollutants on
microalgae. The main purpose of this work of basic research is to penetrate into the knowledge
of the cellular response of the microalga Chlamydomonas reinhardtii, to situations of stress
provoked by the presence of a sublethal concentration of the herbicide atrazine. A
methodological approach mainly based on the analysis of the cytome, proteome and
transcriptome of this microalga was proposed to characterize in depth the interaction xenobiotic-

cell.

In the first study, a sublethal concentration of atrazine (0.25 uM) alters the transcriptomic
and proteomic profile of Chlamydomonas reinhardtii cells after 3 h of exposure. The presence of
atrazine leads to an increase in the cellular ROS levels that can be related to a decrease in
chlorophyll content and, hence, in a decrease in the photosynthetic activity that can enhance the
ROS production, as a loop. Furthermore, this herbicide causes photosynthetic adjustments in C.
reinhardtii cells based on alterations observed in transcriptomic profile as well as the
disappearance of some photosynthesis-related proteins. Taking into account these results, the
increase in some pollutants in aquatic systems could lead to a dramatic decrease in CO; fixation

at a global level.

In the second study, a sublethal concentration of atrazine (0.25 yM) alters the energy

status of C. reinhardtii cells after 3 and 24 h of exposure. Using flow cytometric (FCM) protocols
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a decrease of cellular activity, a plasma membrane depolarization and a hyperpolarization of the
mitochondrial membrane were detected in atrazine exposed cells respect to control cells. RNA-
Seq analysis also indicated this energy alteration since the transcriptomic data revealed higher
abundances of transcripts related to heterotrophic energy generation and electron disposal in
the stressed cells. The most significant changes were observed in genes implicated in amino
acid catabolism and respiratory cellular processes. Obtained results suggest that
photosynthesis inhibition by atrazine leads cells to get energy through a heterotrophic

metabolism to maintain their viability.

In view of all alterations observed in the previous works, the third study is focused on the
response of the freshwater microalga C.reinhardtii exposed to a sublethal concentration of the
herbicide atrazine (0.25 uM) for 24 h and in 96 h-unexposed stationary cultures was studied to
investigate the effect of a chemical (herbicide) and nutrient deprivation on several senescence-
related parameters. Results of intracellular levels of calcium suggest that this ion can act as a
transitory messenger in the signal transduction of C. reinhardtii cells exposed to stress
conditions, since an increase was detected after short-term exposure to atrazine. Both
experimental treatments provoke an increment in ROS generation, suggesting that the common
action mechanism between both treatments (chemical and starvation) may be oxidative stress.
Moreover, the modification of the expression of antioxidant related-genes observed in this work
suggests a versatile and flexible antioxidant system in response to ROS overproduction. This
intracellular increment of ROS levels could be related to the occurrence of typical PCD
hallmarks in both experimental treatments. Unexposed cultures in stationary phase showed an
activation of caspase cascade, as well as nuclear morphological alterations and auto-
phagosomes in C. reinhardtii cells, indicating cellular senescence in these cultures. These
senescence characteristics also appear in cultures exposed to the herbicide with a similar level
of alteration suggesting that a short-term exposure to a sublethal concentration of atrazine

induces senescence features in microalgal cells.

Molecular and cellular alterations reported in the present work suggest that exposure to
chemical substances, such as atrazine, induces ROS that produces physiological and
biochemical alterations in cells that finally lead to the occurrence of cellular senescence
alterations in the microalgal populations, potentially compromising biodiversity, structure and

function of higher trophic levels in freshwater ecosystems.
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1. Introduccion

1.1. Contaminacion en los ecosistemas acuaticos

El término contaminacion hace referencia a la presencia de productos y subproductos
generados de la actividad humana que provocan desequilibrios en los ecosistemas naturales
(atmdsfera, suelos y aguas). La actividad antropogénica es una constante amenaza para la
estabilidad de los ecosistemas y, en este sentido, los sistemas acuaticos son receptores de
multitud de agentes quimicos procedentes de la industria, las tareas agricolas y de los nucleos
urbanos que pueden tener un efecto directo sobre diferentes procesos fisiolégicos, bioldgicos y
poblacionales de la biota que los habita, alterando a la estructura de la comunidades biolégicas
(Campanella et al., 2001, Rioboo et al., 2007).

El deterioro de los sistemas acuaticos no es un problema reciente, aunque si ha sido en
el ultimo siglo cuando este problema se ha generalizado y ha preocupado mas a la sociedad.
Por todo esto, la Comision de Salud y Medio Ambiente de la OMS advierte reiteradamente que
tanto la salud y el bienestar humanos, como la seguridad de los alimentos, el desarrollo
industrial y los sistemas de los que aquellos dependen, se encuentran seriamente amenazados
a menos que protejamos con mas eficacia y responsabilidad nuestros lagos, rios y mares,
coordinando la gestion de recursos terrestres e hidricos y consiguiendo de esta manera un
desarrollo sostenible. Los programas europeos de seguimiento de la calidad de las aguas
existentes en la actualidad se basan casi exclusivamente en el analisis quimico de las mismas,
el cual solo aporta informacion sobre la concentracién y la naturaleza de los compuestos
presentes en una muestra de agua (Directiva 2013/39/UE). Sin embargo, este tipo de analisis
presentan una serie de importantes limitaciones, ya que no detectan productos sin identificar,
productos resultantes de un proceso de degradacion, ni la existencia de interacciones
antagdnicas o sinérgicas entre compuestos presentes en el agua (Ginebreda et al., 2014,
Posthuma y Zwart, 2012).

1.2. Contaminantes quimicos

En los ultimos anos, el problema del impacto de los contaminantes quimicos en los
ecosistemas es cada dia mas complejo, por lo que es necesario un seguimiento definido de los
contaminantes para el control y la reduccion de este impacto. En 1981, se empleaban
Unicamente en la Unién Europea mas de 100.000 sustancias quimicas diferentes. Este nimero
aumenta afio tras afno y sélo se conocen una minima parte de los efectos adversos que estos
compuestos podrian causar en el medio ambiente y/o en la salud humana (Baugros et al.,
2008).

Mediante la Directiva 2000/60/CE y la Directiva 2013/39/EU del Parlamento Europeo y
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del Consejo, la Unién Europea organiza la gestion de las aguas superficiales, continentales, de
transicion y aguas costeras y subterraneas, con el fin de prevenir y reducir su contaminacion,
fomentar su uso sostenible, proteger el medio acuatico, mejorar la situacién de los ecosistemas
acuaticos y paliar los efectos de las inundaciones y de las sequias. Para ello, entre otras
medidas, se ha establecido una lista de 45 sustancias prioritarias cuya contaminacion debe ser
progresivamente reducida o eliminada. Dentro de las sustancias prioritarias se pueden
encontrar metales pesados y compuestos organicos tales como plaguicidas e hidrocarburos
aromaticos policiclicos o surfactantes. Todas estas sustancias son de una forma u otras nocivas

para el medioambiente y/o seres humanos.

Por otro lado, la Agencia para la Proteccion del Medioambiente de Estados Unidos
(US EPA) define a los productos quimicos que se han descubierto en el agua y hasta ahora no
habian sido detectados o se estan detectando a niveles muy diferentes a lo esperado, como
contaminantes de interés emergente debido a su potencial riesgo para la salud humana y para
el medioambiente asociado a su presencia, frecuencia de deteccion y fuentes de emision
(Matamoros et al., 2016, Moro et al., 2014). Aunque durante décadas, la comunidad cientifica
ha centrado sus esfuerzos en el estudio de los contaminantes quimicos prioritarios cuya
presencia en el medio ambiente ha estado o esta regulada en las distintas legislaciones, en la
actualidad el desarrollo de nuevos métodos de analisis mas sensibles ha permitido alertar de la
presencia de otros contaminantes potencialmente peligrosos denominados como emergentes
que no se encuentran legislados por los reglamentos de la calidad de agua que existen en la

actualidad (Richardson y Temes, 2011).

Por todo lo anteriormente comentado, la necesidad del desarrollo de métodos adecuados
que permitan evaluar la presencia de contaminantes, asi como estudiar la toxicidad de este tipo
de sustancias sobre los organismos acuaticos, se ha convertido en uno de los principales

objetivos dentro de la investigacion medioambiental.

Cuanto mayor es la poblacién que soporta nuestro planeta, mas alimento se necesita.
Por ello, durante las ultimas décadas, la intensificacién de la produccién agricola ha provocado
un aumento en el uso generalizado de pesticidas, lo que esta suponiendo la contaminacion de
acuiferos subterraneos y aguas de superficie (Storck et al., 2017). Segun la definicion del
Cadigo Internacional de la Direccién de la Distribucion y del Uso de los Pesticidas de la FAO se
denomina pesticida a “cualquier sustancia o mezcla de sustancias pensadas para prevenir,
destruir o controlar cualquier peste, incluyendo factores de enfermedades humanas o de

animales, especies de plantas o de animales no deseadas que causan dafios durante la
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produccion procesamiento, almacenamiento, transporte o comercializacion de alimentos,
producto agricolas, madera y sustancias de alimentacion animal o que puedan ser
administrados a animales para el control de insectos, aracnidos u otras pestes en o sobre
cuerpos”. A partir de la Segunda Guerra Mundial, y fundamentalmente en las ultimas décadas,
la sintesis de pesticidas quimicos ha aumentado considerablemente. Si bien la informacion
sobre el uso de pesticidas y los datos de mercado es escasa, en general esta claro que el uso
de plaguicidas sintéticos en la agricultura ha crecido de manera constante, y ahora asciende a
3,50 billones de kg de ingrediente activo por afio, donde el consumo mundial de pesticidas se
reparte entre herbicidas (40%), insecticidas (33%), fungicidas (10%) y otros agroquimicos
(17%) (Malakof y Stokstad, 2013).

El valor del mercado global de pesticidas es de 45 billones de ddlares estadounidenses
por afio (FAOStat, 2013, OECD, 2013). Hasta el aifo 2012, los mercados mas grandes estan en
Europa y Asia (12 billones de ddlares estadounidenses cada uno), América Latina (10 billones
de dolares estadounidenses) y Norteamérica (9 billones de ddélares estadounidenses), en el
mercado en el Oriente Medio y Africa es 1,5 billones de délares estadounidenses. La sintesis
quimica de pesticidas entrafian un coste enorme; se ha estimado que los costes para traer un
solo ingrediente activo al mercado son 250 millones de ddlares estadounidenses, habiendo
sintetizado 140.000 compuestos para encontrar cada éxito (Lamberth et al., 2013). China,
Estados Unidos y Argentina ahora representan el 70% del uso mundial de pesticidas en la
agricultura (2,44 billones de kg de ingredientes activos anuales). Seis paises consumen entre
50 y 100 millones de kg (Tailandia, Brasil, Italia, Francia, Canada y Japon) y trece entre 10-50
millones de kg (India, Espafia, Alemania, Bangladesh, Turquia, Sudafrica, Rusia, Chile,

Vietnam, Reino Unido, Ghana, Camerun, y Paquistan).

Los pesticidas representan un problema ambiental y de salud muy serio (Aktar et al.,
2009). Prevenir sus eventuales efectos adversos es mucho mas dificil que en el caso de otras

sustancias usadas en la industria, por dos motivos fundamentales:

= La aplicacién de pesticidas requiere principalmente una dispersion sobre

amplias areas (millones de hectareas de suelo).

= Requiere, ademas, el uso de concentraciones capaces de matar especies

seleccionadas de plantas y animales.

Los pesticidas se introducen en el ambiente con la intencién explicita de ejercer su
toxicidad sobre uno o mas organismos diana, pero, desafortunadamente, esta toxicidad no se

limita al lugar donde se aplica el pesticida, sino que estos agentes contaminantes alcanzan
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otros compartimentos ambientales, como los ecosistemas acuaticos, a través de diversos
procesos fisicos de transporte, afectando negativamente a organismos no diana presentes en
estos lugares (Cerejeira et al., 2003, Deneer, 2000, Warren et al., 2003). A elevadas
concentraciones, algunas de estas sustancias pueden causar la muerte de animales o plantas.
Pero también bajas concentraciones pueden acumularse progresivamente a lo largo de la
cadena tréfica, llegando a causar danos cronicos, especialmente en los niveles superiores,

entre los cuales se encuentra el hombre.

La Unidén Europea ha demostrado su preocupacion sobre los efectos ambientales
adversos de los pesticidas, regulando el registro de estas sustancias y su colocacion en el
mercado, para lo que se establece la obligacion de realizar ensayos previos de los potenciales
efectos negativos de los ingredientes activos sobre organismos no diana (EEC, 1991). La
directiva europea de pesticidas (Directive 1107/2009), la directiva REACH (Registration,
Evaluation and Authorization of Chemicals, EC, 2006) , la directiva WFD (Water Framework
Directive, EC WFD, 2000) y la directiva MSFD (Marine Strateqy Framework Directive, EC
MSFD, 2008), son las principales piezas de la legislacion Europea donde se expresa la
preocupacion por la presencia de quimicos en el medio ambiente y en el que se reconoce la
necesidad de generar una base de datos ecotoxicolégicos sobre estos agentes quimicos
(Gregorio y Chévre, 2014, Segner, 2011, Storck et al., 2017).

Dentro de los pesticidas, los herbicidas son disefiados para proteger los cultivos, estando
dirigidos especificamente a la eliminacion de las malas hierbas. La introduccién masiva de
herbicidas en los campos puede generar efectos adversos en los ambientes naturales. De este
modo, resulta de vital interés conocer el efecto de estos pesticidas sobre especies no diana
(Saladin et al., 2003).

Los herbicidas pueden ejercer su toxicidad de manera muy diferente: alteracion de la
estructura y funcionamiento de cloroplastos (biosintesis de pigmentos fotosintéticos, transporte
electrénico fotosintético, formacion fotosintética de NADPH y de ATP, inhibicién de la biosintesis
de aminoacidos y de lipidos), interferencia en la division celular, inhibiciéon de la biosintesis de
celulosa, alteracion del crecimiento celular inducido por auxinas (Wakabayashi y Boger, 2004).
Los efectos fitotoxicos de un herbicida incluyen también el bloqueo del transporte electrénico en
la mitocondria, interfiriendo en la respiracion, e inhibiendo la transpiracién (Guanzon y
Nakahara, 2002). A pesar de esta gran variedad de mecanismos de accion, se sabe que
alrededor del 60% de los herbicidas convencionales interfieren en el sistema de transporte

electronico de la fotosintesis (Powles et al., 1997, Wakabayashi y Boger, 2004).
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Dentro de los herbicidas que tienen como diana la fotosintesis, las triazinas fueron
descubiertas como herbicidas en 1952, por la firma suiza J.R. Geigy Limited. Son herbicidas
persistentes, que pueden administrarse en grandes concentraciones (5-20 kg ha™) (Cremlyn,
1991). Estos herbicidas se utilizan ampliamente en Europa, pero debido a las preocupaciones
ambientales, algunas triazinas estan prohibidas (como atrazina y simazina) por la Comision
Europea, 2003 (EC SANCO/10496/2003-final y EC SANCO/10495/2003-final). Sin embargo,
estos herbicidas siguen siendo detectados en el medio ambiente junto con las triazinas en uso
hoy en dia, como la terbutilazina (Loos et al., 2009, Ma et al., 2002). Esto es debido a su largo
tiempo de retencion en el suelo y en los acuiferos, que conduce a su perdurable lixiviaciéon y a
la presencia de altos niveles de estos contaminantes en diferentes ecosistemas incluso afios

después de su prohibicion (Lorente et al., 2014).

Dentro de los herbicidas tipo triazina para este estudio se ha elegido el herbicida atrazina
(AZT) (Fig. 1), que es uno de los contaminantes organicos mas frecuentes encontrados en los
suelos agricolas y en las aguas subterraneas y de superficie debido a su uso a nivel mundial
(Vonberg et al., 2013).
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Figura 1. Estructura quimica de la atrazina (AZT)
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(https://lwww.sigmaaldrich.com/catalog/substance/atrazine215681912249117lang=es&region=ES).

Debido a su uso generalizado, persistencia y movilidad es detectado con frecuencia en
suelos y en aguas de superficie (Hayes et al., 2010) en concentraciones que oscilan entre los
0,1 y 30 pg L', aunque normalmente las concentraciones detectadas estan proximas a los
10 pg L' (Huber, 1993, Solomon et al., 1996, US EPA, 2012), encontrandose concentraciones
mas altas en algunos lugares de América donde se exceden los 38,6 ug L™ (US EPA, 2011).
Como se ha comentado anteriormente, la atrazina esta prohibida en Europa desde el 2004,
pero sigue siendo uno de los herbicidas mas ampliamente utilizados en el mundo (Flynn vy
Spellman 2009), por ejemplo en Estados Unidos y China se aplican anualmente sobre 36.000 y

500 toneladas, respectivamente (Bai et al., 2015, Graymore et al., 2001, Song et al., 2009). La
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ATZ tiene un tiempo medio de vida largo, y aproximadamente entre el 20-70% permanece en el

suelo después de su aplicacion (Assaf y Turco, 1994).

La AZT pura es un polvo blanco sin olor, no muy volatil, reactivo o inflamable cuya
nomenclatura IUPAC es 2-cloro-4-etilamino-6-isopropilamino-s-triazina. Su peso molecular es
215,68 g mol™ y su férmula molecular: C8H14CIN5. Su punto de fusién es 173-177°C. Este
herbicida es facilmente soluble en solventes organicos y soluble en agua hasta una
concentracion de 33 mg L™ a 20°C (Suresh Kumar et al., 2014). Al calentarla se descompone

produciendo humos toxicos, conteniendo cloruro de hidrégeno y 6xidos de nitrégeno.

Es un herbicida selectivo y de contacto que es absorbido principalmente por raices (el
movimiento por dentro de las malezas es xilematico) y, en mucha menor medida, también por
las hojas. Se utiliza principalmente para el control de malas hierbas de hoja ancha y la mayoria
de monocotileddneas y dicotiledéneas anuales asociadas a cosechas de cafia de azucar, maiz,
pifias, sorgo y en ciertos tipos de nueces (Soltani et al., 2011). También se usa en fincas que
producen pinos y en areas usadas para reforestacion con pinos. Ademas se ha usado para
prevenir el crecimiento de hierbas a lo largo de carreteras y lineas ferroviarias. La atrazina
puede ser rociada sobre cosechas antes de que las cosechas empiecen a crecer y después de
que han emergido del suelo. Entre los nombres registrados de la atrazina se incluyen Aatrex®,

Aatram®, Atratol® y Gesaprim®.

Como se ya se ha comentado anteriormente, la inhibiciéon de la fotosintesis es el efecto
primario de los herbicidas tipo triazina, especificamente la inhibicion del fotosistema Il (PSII). La
atrazina afecta a la fotosintesis de la planta mediante el bloqueo de la proteina aceptora de
electrones del PSII, inhibiendo la transferencia de electrones en el proceso de fotosintesis
(Qian et al., 2008, Qian et al., 2014) (Fig. 2). La atrazina se enlaza con la proteina D1, con lo
que desplaza a la plastoquinona (PQ) de su sitio de union (el sitio de Qg) en la proteina D1. Al
inhibirse el enlace de la plastoquinona a la proteina D1, el proceso de transferencia
fotosintética de electrones es interrumpido y por lo tanto la sintesis de ATP y NADPH en el
cloroplasto se ve afectada. Esto provoca una incapacidad para la fijacion de CO,, necesaria
para la produccion de los carbohidratos indispensables para que la planta pueda sobrevivir (Cid
et al.,, 1995a, Florita et al., 2013, Gao et al., 2011). La interrupcion en la transferencia de
electrones causa ademas un estrés oxidativo por la generacion de radicales libres que

producen dafnos celulares rapidamente (Mofeed y Mosleh, 2013, Qian et al., 2009).

Este herbicida induce efectos perjudiciales en los ecosistemas acuaticos y alteraciones

en las estructura de las comunidades que habitan en los mismos (Choi et al., 2012, Didur et al.,
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2012, Sjollema et al., 2014, Weiner et al., 2004). Ademas diferentes estudios han demostrado
que la atrazina afecta al sistema endocrino, nervioso, inmune y reproductivo de los humanos
(Liu et al., 2014).

Ademas, este herbicida puede ser volatilizado a la atmodsfera (Gisr et al., 1994, Starr y
Goltfelty, 1990) y posteriormente devuelto a la tierra con las lluvias. Como consecuencia puede
llegar al agua de los rios, aguas subterraneas y lagos, donde sera relativamente mas
persistente (Solomon et al., 1996) ya que su degradacion en este tipo de ambientes es mucho
mas lenta. De hecho, es comun encontrar restos de este herbicida en muestras de agua que se
encuentran cerca de zonas agricolas (Al-Wabel et al., 2010, Booij et al., 2015, Gaynor et al.,
1998, Lorente et al., 2014).

STROMA Triaz\inas ZH*
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Figura 2. Mecanismo de accion de las triazinas. Interrupcion del flujo de electrones en el fotosistema Il
(PSIl) cuando el herbicida desplaza una plastoquinona (PQ) de su sitio de union con la proteina D1 (Qg)
del fotosistema Il (PSII)
(https://www.btny.purdue.edu/WeedScience/MOA/Photosynthetic_Inhibitors/text.html).

Hasta la fecha, la mayoria de los estudios realizados indican que la atrazina tiene efectos
adversos, tanto bioquimicos como fisioldgicos en diversos organismos (Bai et al., 2015, Brain et
al., 2012, Chalifour y Juneau 2011, Dibur et al., 2012). Ademas algunos informes han
demostrado también que dicho herbicida causa recombinacién homéloga del DNA (Besplug et

al., 2004) y altera la expresion génica (Lu et al., 2013, Zhang et al., 2012).

Dada su reciente catalogacion como una nueva sustancia peligrosa y prioritaria en los
medios acuaticos por la Unién Europea (Directiva 2013/39/CE) es imperativo evaluar los
riesgos ambientales de la atrazina, incluyendo sus efectos sobre los organismos no diana,

utilizando por ejemplo los bioensayos microalgales.
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1.3. Bioensayos con microalgas

El conocimiento cada vez mayor de los efectos perjudiciales de la contaminacion sobre el
ambiente ha hecho cambiar la estrategia tradicional de busqueda de métodos de restauracion o
recuperacion ambiental hacia una estrategia de prevencién de la entrada de potenciales
contaminantes en el medio. Con este cambio de actitud, surge la necesidad de métodos para
predecir la toxicidad de las diversas sustancias que pueden ser liberadas al ambiente y que
pueden ejercer un potencial dafio en el ecosistema. Ademas, hay una demanda creciente de
métodos de ensayo cada vez mas sensibles (Haglund, 1997). El término ecotoxicologia fue
acufado por Truhaut en 1969 (Truhaut, 1977) para definir un nuevo campo de estudio
relacionado con los efectos dafiinos de los compuestos quimicos (toxicologia) dentro del
contexto de la ecologia. Hasta ese momento, el objetivo de la toxicologia ambiental habia
estado centrado en los efectos peligrosos de los compuestos quimicos sobre los seres
humanos. Sin embargo, la toxicologia ambiental, en su sentido mas amplio, abarca los efectos
de los compuestos quimicos no sélo sobre el ser humano, sino sobre los distintos ecosistemas,
y esto ultimo seria el objeto de estudio de la ecotoxicologia. La ecotoxicologia se centra en los
efectos perjudiciales de los productos quimicos sobre el medio ambiente, abarcando distintos

niveles, desde organismos individuales hasta el nivel de poblacién, comunidad o ecosistema.

En la actualidad, las estrategias de ecotoxicologia y evaluacién de riesgos se basan en
un proceso por etapas que ha sido adoptado por ejemplo en el marco de implementacion de la
normativa REACH de la UE. En este proceso los primeros datos de toxicidad suelen ser de
organismos acuaticos y suelen servir para evaluar riesgos tanto para los ecosistemas acuaticos
como terrestres a no ser que existan datos concluyentes de la particion del téxico en suelos o
sedimentos. Los estudios de ecotoxicidad mas comunes en las ultimas décadas para el
seguimiento de los contaminantes acuaticos a corto plazo han sido los ensayos de letalidad en
peces, los cuales han sido criticados por razones econdmicas, logisticas y éticas (Fentem y
Balls, 1993). Por ello, en la actualidad, los organismos acuaticos utilizados son
mayoritariamente algas y el macroinvertebrado artrépodo Daphnia; sélo si es necesario se

hacen ensayos de toxicidad utilizando peces.

Ante la necesidad de métodos adecuados y eficaces para la evaluacion de la toxicidad
de los diferentes contaminantes, los microorganismos se han empezado a utilizar como
indicadores bioldgicos de la contaminacion en estudios de ecotoxicidad. Los microorganismos
son, generalmente, los primeros en ser afectados por las descargas de los diferentes
contaminantes en el ambiente o ecosistema, ya que estan directamente en contacto con el

medio, separados soélo por una membrana y/o pared celular. En base a esto, dichos
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compuestos quimicos pueden ejercer directamente su efecto sobre ellos, alterando de esta
manera la comunidad a la que pertenecen, cambiando el equilibrio entre las especies y

alterando las caracteristicas metabdlicas de dicha comunidad (Génzalez-Barreiro et al., 2004).

Dentro de los microorganismos, las microalgas se han empezado a utilizar como
bioindicadores en estos estudios ecotoxicolégicos en el medio acuatico, ya que son los
principales productores primarios de estos ecosistemas, por lo que cualquier dafio que
experimenten estos organismos va a repercutir en niveles superiores de la cadena tréfica

acuatica.

El término microalga se refiere a aquellos microorganismos que contienen clorofila a y
otros pigmentos fotosintéticos, capaces de realizar la fotosintésis oxigénica. Dicho término
incluye dos tipos celulares distintos: organismos con estructura celular procariota, como son las
cianobacterias y organismos con estructura celular eucariota. Por lo tanto, el término
“microalga” no tiene sentido taxondmico, ya que dentro del mismo se incluyen organismos con
estructura procariota y eucariota. Las microalgas constituyen un grupo muy diverso de
organismos fotétrofos que se encuentran en la mayoria de los ambientes, especialmente en los
acuaticos, tanto de agua dulce como de agua salada. También se localizan en el suelo, nieve,
rocas y en asociaciones simbiéticas con hongos, plantas y animales; son, por tanto,
organismos ubicuos en la mayoria de los ambientes (Borowitzka y Borowitzka, 1988). Los
mares, océanos y aguas continentales contienen enormes cantidades de microalgas,
estimandose que el 50% de la fotosintesis total de la Tierra es realizada por estos
microorganismos acuaticos. Se estima que soélo las microalgas fitoplanctonicas fijan varios
miles de millones de toneladas de carbono al afio en las masas de agua oceanicas Yy
continentales; esto implica ademas que el oxigeno que sustenta la vida en este planeta se
genera principalmente por estos microorganismos. De hecho, estos microorganismos
constituyen, en su conjunto, uno de los grupos mas efectivos de fijadores de CO; del planeta,
con rendimientos cinco veces superiores al de los cultivos agricolas, por lo que contribuyen a
paliar significativamente el efecto invernadero (Gonzalez-Lépez et al., 2011, Ho et al., 2011).
Por este motivo, son de gran relevancia para estos ecosistemas, donde contribuyen al balance
de oxigeno y con ellas se inicia el flujo de energia, constituyendo los productores primarios mas
importantes de la biosfera (Gémez, 2007). Para su desarrollo y crecimiento requieren carbono
(principalmente COy), nitrogeno, fésforo, azufre, potasio, calcio, hierro y magnesio; asi como de
otras moléculas inorganicas y organicas complejas, junto con nutrientes traza (Mn, B, Co, Cu,
Zn y Mo), los cuales son esenciales puesto que actian como cofactores enzimaticos en su

metabolismo (De Pauw y Persoone, 1988, Vonshak, 1986).
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Las microalgas juegan un papel muy importante en el equilibrio de los ecosistemas

acuaticos, donde constituyen un componente fundamental del primer nivel de la cadena trofica,

como ya se ha comentado anteriormente, de modo que cualquier perturbaciéon, como la

toxicidad mediada por xenobidticos, podria alterar la composicion especifica de la comunidad

microalgal y conllevar cambios en los productores secundarios de los ecosistemas acuaticos;

estos sucesos podrian alterar la cadena alimenticia y flujo de energia, y producir modificaciones

estructurales y funcionales permanentes en los ecosistemas (Campanella et al., 2001, Lirling y
Roessink, 2006).

La importancia ecoldgica de estos microorganismos radica en dos de sus caracteristicas

fisiologicas:

Su capacidad para captar la luz y utilizar su energia para la asimilacién de
diéxido de carbono (CO,) y otros nutrientes inorganicos a su propia biomasa,

constituyendo, por tanto, el primer eslabon de la cadena trofica.

Su produccion de oxigeno (Oz), como subproducto de la fotosintesis, que
representa la mayor parte de la produccién total de oxigeno en los sistemas

acuaticos.

Hoy en dia las microalgas son consideradas como indicadores Uutiles de la calidad

ambiental, gracias a algunas de sus caracteristicas:

Son habitantes ubicuos de todas las masas de agua.
Su representatividad como indicadores de la red fitoplancténica es innegable.
Papel fundamental en los ciclos biogeoquimicos del carbono y del nitrégeno.

En general, facilidad y bajo coste de mantenimiento de los cultivos

microalgales en condiciones de laboratorio.
Pequefio tamafo.
Gran facilidad y rapidez de muestreo en los ecosistemas.

Manifiestan sensibilidad ante un amplio grupo de compuestos, tanto organicos

como inorganicos.

Alta capacidad de bioacumulacion de sustancias xenobioticas.

Por todo ello, las microalgas son habitualmente utilizadas en bioensayos de toxicidad en
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laboratorio. Estos bioensayos pueden proporcionar una informacién muy valiosa sobre los
efectos de los contaminantes ambientales, de modo que la direccion o asesoramiento
ambiental tendrian en estos organismos un temprano y adecuado sistema de alarma que

permitiria la toma de decisiones para prevenir tales efectos.

Los bioensayos (test ecotoxicolégicos o biotests), se definen como métodos que
emplean células vivas, tejidos, organismos o comunidades, para evaluar los efectos producidos
por la exposicion a productos quimicos (Forbes y Forbes, 1994). Estos bioensayos, a su vez,
pueden clasificarse en funcion de su campo de aplicacién (condiciones de laboratorio o de
campo), niveles de organizacion bioldgica o duracién de la exposicion (Forbes y Forbes, 1994).
La historia de los ensayos biolégicos se inicia en 1924, cuando Carpenter (Carpenter, 1924)
empez6 a estudiar la toxicidad de metales pesados en peces en un area con actividades
mineras. Los bioensayos con algas se comenzaron a utilizar hace mas de tres décadas, y el
primer trabajo lo realizé6 Burrows en 1971 (Burrows, 1971). Estos ensayos de toxicidad con
algas han ido cobrando cada vez mas importancia, de modo que los ensayos de inhibicion del
crecimiento algal estan incluidos dentro los bioensayos de toxicidad obligados para el registro y
notificacion de nuevos productos quimicos en la Unién Europea (Haglund, 1997, Girling et al.,
2000, Pascoe et al., 2000).

Las microalgas verdes de los géneros Chlamydomonas, Chlorella, Scenedesmus y
Selenastrum son frecuentemente utilizadas en ensayos bioldgicos de la toxicidad de diferentes
contaminantes (metales, pesticidas, etc.). En los ultimos afios se ha establecido la idoneidad de
la utilizacién de cultivos de microalgas para ensayos bioldgicos Yy fisioldgicos, demostrandose
que estos microorganismos son muy adecuados para ensayar los efectos tdéxicos de
distintos contaminantes utilizando pruebas estandarizadas (ISO 8692, 2012, OECD, 2011). En
concreto, el bioensayo microalgal mas ampliamente utilizado es el basado en la inhibicién del
crecimiento de las microalgas Raphidocelis subcapitata (antes conocida como Selenastrum
capricornutum) y Scenedesmus subspicatus (ISO 8692, 2012) (Haglund, 1997). También
existen muchos trabajos realizados con diversas especies de cianobacterias, siendo Anabaena,
Nostoc y Microcystis los géneros mas comunes en estos estudios. Se sabe que las algas
verdes y cianobacterias son comparativamente sensibles a muchos agentes quimicos (Real et
al., 2003). Por otro lado, su posicién ecolégica en la base de las cadenas tréficas acuaticas y
sus papeles esenciales en el reciclaje de nutrientes son criticos para todos los ambientes
(Kallgvist y Svenson, 2003, Sabater y Carrasco, 2001). De ahi que estos organismos hayan
sido elegidos para su utilizacién en estudios de ecotoxicidad. Ademas, el conocimiento de los

procesos de absorcion, acumulacion y metabolismo de contaminantes por las algas es
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importante, pues juegan un papel esencial en el proceso de biomagnificacion de estos
contaminantes a lo largo de la cadena tréfica, que puede conducir finalmente a la mortalidad de

peces, aves y mamiferos (Goulding, 1985).

Los bioensayos unialgales llevados a cabo en el laboratorio son los mas comunes, y los
que normalmente se requieren para evaluar la toxicidad de nuevas sustancias que buscan su
entrada en el mercado. Dichos biosensayos con microalgas se utilizan cada vez mas para la
evaluacioén de la toxicidad de compuestos quimicos potencialmente contaminantes y forman
parte de las estrategias recomendadas por la Comision de la Comunidad Europea y la Agencia
para la Proteccion Ambiental de Estados Unidos (US EPA) para la valoracion de los dafios de
los agentes toxicos (Petersen y Kusk, 2000). De hecho, se ha demostrado que la utilizacion de
una serie de bioensayos de toxicidad llevados a cabo en el laboratorio con organismos de
ensayo adecuados es generalmente suficiente para predecir el riesgo ambiental que suponen
los diferentes agentes contaminantes en los ecosistemas acuaticos (Girling et al., 2000, Pascoe
et al., 2000). Estos bioensayos se pueden realizar utilizando cultivos estaticos (método batch),
como los utilizados en el desarrollo de esta tesis, en los que el toxico se afiade al inicio del
ensayo y no existe ningun tipo de renovacion del medio de cultivo ni regulacion de la
concentracién del agente contaminante, o cultivos continuos, en los que existe una renovacion

del medio de cultivo a una determinada tasa.

Por otro lado, cada vez se utilizan mas las baterias de bioensayos, realizados al mismo
tiempo e independientemente con diferentes especies de microalgas pero con el mismo toxico.
Estas baterias permiten asi comparar la sensibilidad de diferentes especies microalgales, o

incluso de diferentes cepas de la misma especie, a un determinado agente contaminante.

Dado que las diferentes especies de microalgas difieren notablemente en sus respuestas
ante agentes toxicos, los bioensayos realizados con una sola especie microalgal son de
limitada aplicabilidad en la evaluacién de los efectos de estos contaminantes ambientales sobre
las comunidades algales, que estan formadas por varias especies con distintas sensibilidades.
Sin embargo, estos ensayos de toxicidad han sido el origen de muchos datos bioldgicos para la
evaluacion del riesgo de diferentes contaminantes y pueden seguir proporcionando informacion

muy valiosa en este tema (Ma y Chen, 2005).

Existen relativamente pocas especies microalgales que se hayan estudiado para su
utilizacién en ensayos de toxicidad, y las que se usan han sido elegidas por su facilidad de
cultivo mas que por su sensibilidad a los contaminantes. Por tanto, existe una necesidad de

buscar nuevas y mas sensibles especies que respondan tanto a agentes estimuladores como
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inhibidores del crecimiento.

La mayor parte de los ensayos de toxicidad con microalgas realizados en laboratorio se
han realizado con microalgas dulceacuicolas, existiendo relativamente pocos bioensayos que
puedan ser calificados como estandar en ambientes marinos (Debelius et al., 2008). Las algas
verdes y diatomeas son las microalgas mas comunmente usadas en los ensayos de toxicidad
relacionados con el medio marino (Moreno-Garrido et al., 2000). La microalga marina
Phaeodactylum tricornutum ha sido propuesta por algunos autores como un organismo
estandar para los ensayos de toxicidad con agua de mar (Cid et al., 1995a, Cid et al., 1995b,
Cid et al., 19964, Cid et al., 1996b, Cid et al., 1997, Torres et al., 2000).

Asi, dentro de estos ensayos de ecotoxicidad se engloba el estudio de los efectos de
metales (Abalde et al., 1995, Cid et al., 1995a, Cid et al., 1995b, Cid et al., 1996a, Cid et al.,
1996b, Cid et al., 1997, Torres et al., 1997a, Torres et al., 1997b, Torres et al., 2000, Torres et
al., 2014), de fitosanitarios (Esperanza et al., 2015, Fernandez-Naveira et al., 2016, Gonzalez-
Barreiro et al., 2004, Gonzalez- Barreiro et al., 2006, Prado et al., 2009a, Prado et al., 2009b,
Prado et al., 2011, Prado et al., 2012a, Prado et al., 2012b, Prado et al., 2015, Rioboo et al.,
2009, Rioboo et al., 2011), farmacos (Halling-Sgrensen, 2000, Kviderova y Henley, 2005, Lai
et al.,, 2009, Seoane et al.,, 2014, Seoane et al., 2017, Suzuki et al., 2000) y otros
contaminantes emergentes (Debenest et al., 2011, Giraudo et al., 2017, Gonzalez-Pleiter et al.,
2017, Sanchez et al., 2015).

En los ultimos afios y debido a sus numerosas aplicaciones, los desarrollos
biotecnolégicos para la produccion masiva de microalgas han sido significativos en todo el
mundo. Pueden ser utilizadas como biofertilizantes (Abdel-Raouf et al., 2012), en la purificacion
de aguas residuales (Fu y Wang, 2011, Park y Craggs, 2010, Ruiz et al., 2011), como
acondicionadores de suelo (recuperacion de suelos salinos y calcareos) (Singh y Dhar, 2010),
en la industria cosmética (Spolaore et al., 2006, Stolz y Obermayer, 2005), como alimento en
acuicultura (utilizadas en la nutricion de moluscos, rotiferos, fases larvarias de crustaceos y
peces) (Bayne et al., 1987), y en diversos productos y suplementos alimenticios (Becker, 1988,
Fabregas y Herrero, 1986). Asimismo, se ha puesto de manifiesto la potencialidad de las
microalgas para la produccién de gran variedad de sustancias, algunas de ellas de elevado
valor, como acidos grasos (Hong et al., 2011, Hong et al., 2012, Li et al., 2010), pigmentos
(Cuaresma et al., 2011), vitaminas (Abalde et al., 1991, Fabregas y Herrero, 1990), antibioticos
(Benemann y Weissman, 1984, Fabregas et al., 1986), productos farmacéuticos y otros

productos quimicos de interés (Borowitzka, 1988, 1992 y 1995), asi como hidrégeno (Nobre et
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al., 2013), hidrocarburos (Niitsu et al., 2012, Sakamoto et al., 2012, Yoshimura et al., 2013) y
otros combustibles biolégicos (Chen et al., 2012, EI-Sheekh et al., 2013)

Sin embargo, las algas todavia estan poco representadas como organismos de ensayo
en los métodos estandarizados y normalmente recomendados, como se ha comentado
anteriormente, y, dado que no existe ninguna especie de microalga que sea siempre la mas
sensible y ecoldégicamente representativa, es necesario introducir nuevas especies
microalgales que puedan ser utilizadas en bioensayos de toxicidad, de modo que en cada caso
se pueda elegir el método mas apropiado, teniendo en cuenta la naturaleza del medio acuatico
que se pretende proteger y los organismos que habitan naturalmente en dicho medio, para que

el sentido ecoldgico de los ensayos realizados en el laboratorio sea cada vez mayor.

La microalga de agua dulce empleada en esta tesis es Chlamydomonas reinhardtii.
Dicha alga unicelular ha sido usada extensamente en investigaciones de biologia molecular y
estudios de actividad fotosintética (Harris, 2001). Ademéas recientemente ha ganado
importancia en estudios ecotoxicoldgicos (Fischer et al., 2010, Jamers y De Coen, 2010),
debido a que es sensible a diferentes contaminantes, se encuentra cominmente en aguas
dulces y suelos, tiene tiempos de generacién cortos, es facil de cultivar, se puede inducir su
reproduccién sexual, es haploide (Harris, 1989, 2001) y su genoma esta secuenciado
(Merchant et al., 2007).

1.4. Parametros habitualmente estudiados en los bioensayos de toxicidad
de pesticidas con microalgas

1.4.1. Estudios de crecimiento, viabilidad y morfologia celular

El crecimiento es el parametro mas estudiado en los ensayos de toxicidad con
microalgas, de modo que el 95% o mas de los trabajos publicados lo incluyen (Corréa et al.,
2009, van Wezel y van Vlaardingen, 2004). Es un parametro general, que refleja el estado

fisiologico de las células (Geoffroy et al., 2007).

El crecimiento microalgal se puede monitorizar directamente mediante el recuento de
células en camaras especiales al microscopio, en contadores electronicos de particulas o
mediante citometria de flujo. También se pueden hacer estimas indirectas del crecimiento, ya
que se puede correlacionar con la turbidez del cultivo, el peso seco o la cantidad de clorofila a

(por fluorimetria o espectrofotometria).

Existen diversos indices, normalmente basados en los resultados obtenidos de densidad

celular, que nos permiten cuantificar el efecto del pesticida sobre el crecimiento microalgal,
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siendo los mas utilizados la tasa de crecimiento (u) y la concentracion efectiva media (ECsq,
Median Effective Concentration; Effective Concentration 50%), que es la concentracion de
compuesto téxico que reduce el crecimiento de la poblacion en un 50% (Crompton, 1997,
Leboulanger et al., 2001, Tang et al., 1997).

Por otro lado, un método eficaz para determinar la viabilidad celular consiste en medir la
fluorescencia de las células tefidas con ioduro de propidio (Pl, Propidium iodide), mediante
citometria de flujo (FCM) o microscopia de fluorescencia. El Pl es un fluorocromo que penetra
en las células cuando éstas mueren y la integridad de la membrana celular se pierde; este
fluorocromo produce fluorescencia roja cuando es excitado con luz azul. De este modo, puede
ser usado para discriminar entre células viables no fluorescentes y células no viables
fluorescentes (Cid et al., 1996b, Esperanza et al 2015, Franqueira et al., 2000, Hyka et al.,
2013, Prado et al., 2012b, Prado et al., 2015, Rioboo et al., 2009, Seoane et al., 2014).

Ademas, la exposicidon de las células microalgales a agentes contaminantes como los
pesticidas puede inducir alteraciones en la morfologia celular, tanto en lo que se refiere al
volumen y forma de las células como a alteraciones producidas a nivel subcelular (cambios en
la morfologia de cloroplastos o mitocondrias, aparicién de inclusiones citoplasmaticas,
alteraciéon de las membranas, etc.). Estos cambios estructurales y ultraestructurales se pueden
estudiar por medio de la microscopia 6ptica y electrénica, o bien utilizando la FCM (Rioboo et
al., 2002, Yang et al., 2002).

1.4.2. Actividades enzimaticas

La toxicidad ejercida por los contaminantes ambientales se puede reflejar en diversas
actividades enzimaticas, que pueden ser inducidas o inhibidas por la presencia del agente
téxico. Generalmente se suelen estudiar actividades enzimaticas relacionadas con mecanismos
antioxidantes (catalasa, peroxidasa, glutation reductasa, etc.), pues los contaminantes
ambientales suelen desencadenar un estrés oxidativo que puede inducir mecanismos
antioxidativos tanto enzimaticos como no enzimaticos, que de este modo se pueden usar como

biomarcadores de la toxicidad (Geoffroy et al., 2003).

También se estudian otras actividades enzimaticas, como la actividad esterasa
inespecifica, que se puede utilizar como un indicador del estado fisico y métabdlico de la célula
(Dorsey et al., 1989, Gilbert et al., 1992); para ello, generalmente se utiliza el substrato
fluorogénico diacetato de fluoresceina (FDA), que se transforma en el compuesto fluorescente
fluoresceina por accion de esterasas intracelulares. Mediante FCM o microscopia de

fluorescencia se puede estudiar la fluorescencia resultante de la reaccion y se puede

17



Marta Esperanza Llera

determinar la actividad de estos enzimas (Prado et al., 2012a, Prado et al., 2012b).

Por otro lado, también hay estudios de actividades enziméticas especificas, como
diversos enzimas relacionados con el metabolismo del nitrégeno (Fernandez-Naveira et al.,
2016, Prado et al., 2009, Singh y Tiwari, 1988).

En el caso de la microalga Dunaliella tertiolecta, cuyo crecimiento no es un parametro
particularmente sensible (Abalde et al., 1995), se ha desarrollado un bioensayo de toxicidad de
diversos contaminantes basado en la actividad del enzima R-galactosidasa es mas sensible
que el ensayo tradicional de inhibiciéon del crecimiento; este bioensayo enzimatico es rapido,
sensible y reproducible, y se correlaciona bien con otros parametros ecolégicamente relevantes

como el crecimiento (Peterson y Stauber, 1996).

1.4.3. Actividad fotosintética

Dado que la mayor parte de los pesticidas son herbicidas y una de las dianas mas
comunes de estos compuestos es la fotosintesis, el uso de este parametro fisioldgico en los
ensayos de toxicidad con microalgas es frecuente. La inhibicion de la fotosintesis refleja
rapidamente el efecto toxico de diferentes contaminantes sobre las microalgas (Macinnis-Ng y
Ralph, 2003, Strom et al., 2009).

La actividad fotosintética se puede evaluar mediante diferentes métodos, siendo dos de
los métodos mas tradicionales la asimilacion de CO, marcado radiactivamente con “C y el

seguimiento de la evolucion de O, por medio de electrodos como el de tipo Clarke.

Desde hace relativamente poco tiempo se ha empezado a utilizar la fluorescencia de la
clorofla a como un indicador eficaz del estado fisiologico del aparato fotosintético,
proporcionando informacién basica sobre el funcionamiento de la fotosintesis, y cuyo estudio se
puede realizar también por FCM sin necesidad de emplear ningun fluorocromo (Prado et al.,
2011, Rioboo et al., 2009, Seoane et al., 2014). Cuando un organismo fotosintético se expone a
la luz, se produce una emisién de fluorescencia que se origina principalmente a partir de la
clorofila a del fotosistema Il (PSII). Fotosintesis y fluorescencia son procesos competitivos, de
modo que si células microalgales adaptadas a la oscuridad son iluminadas, la emisién de
fluorescencia alcanza rapidamente un valor maximo y empieza a disminuir con el comienzo del
transporte electrénico (efecto Kautsky) (Mallick y Mohn, 2003). En condiciones 6ptimas, la
mayor parte de la energia luminica absorbida por la clorofila es disipada via conversion
quimica, con una pequefia proporcion dedicada a la emision de fluorescencia y calor, pero la
capacidad fotosintética del organismo se puede ver reducida bajo condiciones de estrés, dando

lugar a un incremento de la emision de fluorescencia. Esto se ha observado en el caso de
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microalgas expuestas a herbicidas inhibidores del transporte electronico a nivel del PSII
(Eullaffroy y Vernet, 2003).

Comparado con el método tradicional de asimilacion de 'CO,, la medida de la
fluorescencia de la clorofila a para la evaluaciéon de la toxicidad de contaminantes ofrece una
serie de ventajas: se realiza rapidamente, de modo no invasivo, sin necesidad de periodo de
incubacion, sin efectos botella, sin radiactividad y sin destruir la integridad de las células.
Ademas, se pueden determinar diversos parametros relacionados con la fluorescencia, que
pueden dar una idea del modo de accion primario del agente contaminante (Geoffroy et al.,
2003). La cuantificacion del contenido de pigmentos por determinacién espectrofotométrica
también nos puede proporcionar informacidn sobre el estado fotosintético de las microalgas, y
de hecho, este parametro se ha utilizado en varios trabajos como biomarcador de exposicion a
los herbicidas en las algas (Couderchet y Vernet, 2003, Prado et al., 2009).

1.4.4. Composicion bioquimica celular
Los metabolitos pueden considerarse como los productos finales de los procesos
regulatorios celulares y sus niveles pueden interpretarse como la ultima respuesta de los

sistemas bioldgicos a los cambios genéticos y ambientales (Jamers et al., 2009).

Un indice basico muy utilizado es la relacion C/N, que se ha relacionado con la tasa de

crecimiento de una manera inversamente proporcional (Laws y Chalup, 1991).

Los analisis de la composicion bioquimica para caracterizar la respuesta metabdlica de
un organismo frente a los estimulos o0 agentes estresantes presentes en el ambiente, han sido
poco utilizados hasta la fecha en microalgas. Aun asi, diferentes compuestos bioquimicos han
sido utilizados como parametros de estudio en ensayos de toxicidad con microalgas, como el
contenido celular de proteinas (Battah et al., 2001), el contenido celular de carbohidratos
(Kobbia et al., 2001), el contenido celular de lipidos (Yang et al., 2002) o &cidos grasos (El-
Sheekh et al.,, 2013), o el contenido celular de diferentes pigmentos fotosintéticos,

fundamentalmente clorofilas y carotenoides (Couderchet y Vernet, 2003).

1.5. El desarrollo de las “6micas”

A pesar de que las émicas son unas tecnologias muy recientes, ya han ocupado una
posicion importante en el campo de la biomedicina y de la investigacién bioldgica en general,
principalmente en esta ultima década. Estas tecnologias proporcionan gran cantidad de datos
que permiten una descripcion comprensiva de practicamente todos los componentes celulares.

Los primeros estudios de este tipo se centraron en bacterias y células de mamiferos debido a la
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extrema importancia de la informacion que se obtenia, dirigida a aplicaciones biomédicas o de
salud. Sin embargo, otros sistemas, menos conocidos 0 menos comunes en esta materia,
también se han ido sumando gradualmente a este tipo de estudios.

Actualmente, con el desarrollo de la gendmica, transcriptomica y proteémica nuevas
alternativas surgen para estudiar los efectos de los contaminantes en las microalgas (Jamers et
al.,, 2009) (Fig. 3). Estas Oomicas tienen un gran potencial para investigar los mecanismos
subcelulares del estrés y las respuestas que afectan al crecimiento y a la fisiologia y bioquimica

celular.
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Figura 3. Gendmica, transcriptdmica y proteémica

(http://www.innovabiologia.com/biodiversidad/diversidad-animal/evolucion-electroforesis-proteinas/).

La transcriptdmica proporciona informacion sobre la presencia y la abundancia relativa
de transcritos de RNA y ofrece un mejor punto de vista de los componentes activos en la célula
que el enfoque genomico (Fig. 3). El estudio del transcriptoma de un organismo en una
condicion dada puede realizarse con diferentes técnicas; éstas pueden ser basadas en
hibridacién o secuenciacion. Las técnicas basadas en hibridacion requieren el conocimiento
previo de los transcritos de interés para generar las sondas. Ademas de esto, introducen ruido
por posibles hibridaciones cruzadas, inherente al proceso de disefio de sondas, y limita el

rango de deteccién a genes previamente descritos (McClure et al., 2013, Wang et al., 2009).

En la actualidad, existen varios métodos de determinacién de la expresiéon del RNA

mensajero basadas en la hibridacion, como el Northern Blotting, la hibridacion in situ, cDNA
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arrays y retrotranscripcion-amplificacion (RT-qPCR) del RNA (Fig. 4), la mas empleada en la
actualidad.
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Figura 4. Procedimiento de trabajo utilizando la técnica de RT-gPCR (Imagen modificada de

https://www.thermofisher.com/es/es/home/life-science/cloning/cloning-learning-center/invitrogen-school-of-

molecular-biology/rt-education/reverse-transcription-applications.html).

La reaccién en cadena de la polimerasa en tiempo real con transcripcion reversa (RT-
gPCR) es actualmente uno de los método mas sensibles y exactos para la deteccion de niveles
de RNA mensajeros (RNAm), tanto en células como en tejidos y en el presente trabajo se
empleara para el estudio de genes relacionados con los mecanismos antioxidantes. Este
método, a diferencia del semicuantitativo, permite la deteccién directa del producto de
amplificacion durante la fase exponencial de la reaccién, a través del empleo de compuestos
con propiedades fluorescentes que sélo emiten fluorescencia cuando el DNA esta en forma de
doble cadena, de modo que determinando el incremento de fluorescencia se puede determinar
la cantidad de producto formado. Este método nos permite seguir la reaccién a medida que
transcurre a través del incremento de fluorescencia, y nos permite controlar la reaccién en todo

momento (aumento del n° de ciclos, repeticion de ciclos, pausa, etc.).
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En el caso de la PCR cuantitativa, el parametro de medida de la expresién de un
determinado gen no es la fluorescencia, sino el ciclo en el que la amplificacion comienza a ser
exponencial. Este ciclo se denomina ciclo umbral (thresold cycle, Ct), pues es a partir del cual
la amplificacién empieza a ser realmente apreciable. De este modo, los valores de ciclo umbral
decreceran linealmente conforme aumenta la cantidad de cDNA (DNA complementario) de
partida, puesto que cuanto mas copias de RNAm (RNA mensajero) de partida del gen
estudiado haya, mas cDNA se obtendrd en la retrotranscripcién, y antes comenzard la
amplificacién a ser exponencial. Asi pues, realizando una curva estandar de cantidades de
RNAm de partida conocidas, este método permite la cuantificacion relativa de la expresion de
un gen en funcion de la expresion de un gen de expresion constitutiva, es decir, que no varia

segun diferentes condiciones.

Diversos estudios con microalgas mostraron alteraciones en los niveles de transcritos
antioxidantes en respuesta a diferentes tipos de estrés, exposicion a KCI (Vavilala et al., 2016),
a acidos perfluoroalquilo fosfénicos (Sanchez et al., 2015), a mercurio (Elbaz et al., 2010), a
cobre (Jiang et al.,, 2016), a herbicidas (Bi et al., 2012, Qian et al., 2009), deficiencia de
manganeso (Allen et al., 2007).

Por otro lado, las técnicas basadas en secuenciacion tienen mayor alcance; técnicas
como SAGE (Serial Analysis of Gene Expression), CAGE (Cap Analysis of Gene Expression) y
MPSS (Massively Parallel Signature Sequencing) se basan en la secuenciacion de cDNA, o
librerias de ESTs (Expressed Sequence Tag) con Sanger. Sin embargo, debido a que estas
técnicas son de bajo rendimiento, se requiere dirigir la secuenciacion de forma especifica para
producir resultados precisos, elevando los costes significativamente (McClure et al., 2013,
Ozsolak y Milos, 2011, Wang et al., 2009).

La aparicién de las plataformas de secuenciacion masiva paralelizadas, o técnicas de
secuenciacion de nueva generacion (NGS, Next-generation sequencing), ha generado la
produccion de datos a gran escala. Debido a esto, los costes de secuenciacion se han reducido
drasticamente de entre dos a tres 6rdenes de magnitud en los ultimos diez afos (Shendure y Ji,
2008, Tucker et al., 2008). La reduccion en los costes de NGS ha aumentado las posibilidades
de estudiar cambios en el campo transcriptémico de forma mas flexible y global que lo
permitido por técnicas anteriores. El nuevo enfoque de interés en el tema de la transcriptémica
es la secuenciacion masiva y profunda de RNAs, cuya técnica se denomina RNA-Seq. La
secuenciacion de transcritos con RNA-Seq es hoy en dia una de las técnicas mas populares en

los estudios transcriptdmicos. Relativamente reciente, esta técnica ha permitido la
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secuenciacion de transcritos de RNA en una escala y profundidad no alcanzada por otras
técnicas anteriores. Sin embargo, el alcance de las conclusiones que se pueden sacar depende
estrictamente de un proceso adecuado, desde el disefio experimental hasta el analisis
bioinformatico de los datos. El principal objetivo de RNA-Seq es catalogar todos y cada uno de
los transcritos (RNA) expresados por una célula en una condicion especifica y entender asi los
procesos celulares, las rutas metabdlicas y de regulacion, las respuestas a estimulos, etc (Fig.
5). Es una técnica altamente cuantitativa y de alto rendimiento que ha encontrado diversas
aplicaciones en la actualidad (Chen et al., 2011, Hoen et al., 2008, McClure et al., 2013,
Ozsolak y Milos, 2011, Van Verk et al., 2013, Wang et al., 2009). Estas técnicas basadas en
secuenciacion masiva eliminan el ruido introducido por la correcta hibridacion de sondas
dependiente del disefio empleado, ofrecen un mayor rango dinamico de deteccidon al evitar la
saturaciéon por sefales de fluorescencia y permiten obtener un panorama mas global de los
genes activados y/o reprimidos sin restringirse a genes previamente caracterizados (Bradford et
al., 2010, Hoen et al., 2008, Nookaew et al., 2012, Soneson y Delorenzi, 2013, Van Verk et al.,
2013).

Total RNA
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Figura 5. Procedimiento de trabajo utilizando la técnica de RNA-Seq

(http://bio.lundberg.gu.se/courses/vt13/rnaseq.html).

A dia de hoy existen pocos estudios en los que se emplee esta técnica en microalgas
(Bochenek et al., 2013, Hook et al., 2014, Li et al., 2014, von Dassow et al., 2009) y la mayoria

de ellos emplean el alga unicelular Chlamydomonas reinhardtii (Gonzalez-Ballester et al., 2010,
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Hemschemeier et al., 2013, Ramundo et al., 2014, Yang et al., 2013).

Los avances la ecotoxicogendmica y ecotoxicotranscriptémica han permitido la deteccion
de respuestas a los contaminantes en concentraciones mas bajas y durante periodos de tiempo
mas cortos que en las pruebas tradicionales (Poynton y Vulpe, 2009). También ha permitido la
exploracion del modo de accion de sustancias toxicas y efectos de interaccion, lo que permite
predecir mejor como los contaminantes afectaran a organismos en escenarios del "mundo real"
(Villeneuve y Garcia-Reyero, 2011). Sin embargo, incluso con el desarrollo de la tecnologia de
la NGS (Mehinto et al., 2012) en la mayoria de los estudios transcriptdmicos todavia se realizan
microarrays o RT-gPCR y en muy pocos se ha empleado el RNA-Seq en estudios de

ecotoxicologia utilizando microalgas como bioindicadores (Hook et al., 2014).

La protedmica es el término empleado para describir la disciplina encargada de estudiar
los proteomas (Fig. 3), permite la comprension de la enorme cantidad y variedad de proteinas
que son expresadas por una célula u organulo bajo cualquier conjunto dado de condiciones.
Proporciona informaciéon sobre la expresidon génica y su regulaciéon, complementaria a los
estudios gendmicos y transcriptomicos, sobre la base de la determinaciéon de los niveles de
expresion de proteinas, asi como la interaccién proteina-proteina (Jamers et al., 2009). Por su
parte, las proteinas son biomoléculas formadas por secuencias concretas de aminoacidos y

son las encargadas de ejecutar las funciones encriptadas por el cédigo genético.

Esta 6mica esta evolucionando rapidamente para hacer frente a una gama de origen
heterogéneo de secuencias de proteinas, informacién, estructuras, funciones y sus
interpretaciones generales e inferencias derivadas. La introduccion del término proteoma
ocurrio en 1994, hasta mitad de los afios 90 se utilizaban los geles en dos dimensiones (2D) y
la espectrometria de masas. A partir de 1999 hasta la actualidad surgieron nuevas técnicas que
permitieron el avance de estd dmica como las cromatografias liquidas, RC-MS (Retante
Chromatography-Mass Spectrometry), SELDI (Surface-Enhanced Laser-Desorption-lonization),
DIGE (Differential Gel Electrophoresis), MuDPIT (Multidimendional Protein Identification
Technology), ICAT (Isotope-Coded Affinity Tag), AbArrays (Antibody Arrays), SILAC (Stable
Isotopic Labeling with Amino acids in Cell Culture), iTRAQ (/sobaric Tags for Relative and
Absolute Quantification), SISCAPA (Stable Isotope Standards, Capture by Antipeptide
Antibodies). Hoy en dia, las bases de datos de proteinas estan creciendo a un ritmo acelerado
y por ello surge la necesidad de recursos y métodos bioinformaticos mas confiables para el

estudio de las interacciones y funciones de la proteinas (Diniz et al., 2012).

El proteoma, a diferencia del genoma, es un elemento altamente dinamico, cuyos
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componentes varian en cada célula del organismo como consecuencia de la activacion o
supresion de genes, del procesamiento de los transcritos que codifica el genoma asi como de
las modificaciones postraduccionales de las diferentes variantes proteicas que a su vez se
modulan dependiendo de las condiciones fisiologicas y el entorno. La abundancia de proteina
dentro de un proteoma muestra un alto rango dinamico de entre 4 a 6 6rdenes de magnitud.
Ademas de las grandes diferencias en la abundancia, las proteinas también muestran
diferencias en su estabilidad: algunas tienen vidas medias del orden de minutos, mientras que
otras son mucho mas estables, con vidas medias de horas o incluso dias. Estas propiedades
tienen implicaciones en cuanto a la funcién de una proteina. Las enzimas que se expresan
constitutivamente se espera que sean estables y funcionales durante un largo periodo de
tiempo. Sin embargo, las proteinas incluso inherentemente estables pueden cambiar
rapidamente cuando estan dafiados debido a la exposicion a condiciones ambientales
desfavorables. En contraste, las proteinas que son inherentemente de breve duracion son mas
adecuadas para actuar como proteinas biomarcadoras, ya que una vez que la transcripcion y
traduccién de los correspondientes genes cesa, desaparecen rapidamente. Muchas proteinas
dentro de un proteoma son sometidas a una gran variedad de modificaciones post-
traduccionales (PTMs) durante toda su vida y varios cientos de tipos diferentes de PTMs se han

descrito hasta el momento (Bienvenut et al., 2011).

La protedmica abarca un conjunto de tecnologias de alto rendimiento que nos permiten
analizar cientos de proteinas en el mismo ensayo. Es una disciplina que comprende varias
areas de estudio: la protedmica descriptiva o estructural cuyo objetivo es la identificacion y
caracterizacién a gran escala de las proteinas en una condicion biologica determinada (ej.
modificaciones post-traduccionales), la proteémica comparativa o de expresion diferencial que
se encarga de identificar los cambios en el nivel de expresion de proteinas asociados a
diferentes condiciones bioldgicas, y la protedmica funcional que se encarga de estudiar la
localizacion distribucion subcelular de las proteinas asi como sus interacciones. En este
trabajo se ha empleado la proteémica comparativa para detectar cambios a nivel de expresion

de proteinas cuando se exponen las células microalgales al herbicida atrazina.

La espectrometria de masas (MS) es una técnica analitica que permite identificar y
cuantificar moléculas después de transformarlas en iones cargados. Los analitos se identifican
posteriormente por la relacién masa/carga (m/z) de sus iones. Los espectrometros de masas
consisten en 3 elementos basicos: una fuente de iones que convierten los analitos en iones en
fase gaseosa, un analizador de masas que separa los analitos ionizados basandose en su

relacion m/z, y un detector que registra el nimero de iones de cada una de los valores m/z
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(Fig. 6) (Hoffmann et al., 2007).

Los espectrometros de masas fueron utilizados por primera vez para caracterizar
proteinas y péptidos a finales de los afios 50 (Biemann et al., 1959). La evolucién mas grande
de esta tecnologia, se produjo en la década de los 70 y 80, con el desarrollo de los
espectrometros de masas en tandem (Hunt et al., 1981) y las fuentes de ionizacion. La fuente
de ionizacion se encarga de convertir los analitos en iones gaseosos, una de las fuentes mas
empleadas en protedmica es la fuente de desorcién/ionizacién por laser asistida por una matriz
(MALDI). En esta fuente de ionizacién, la muestra se mezcla con una matriz organica y se deja
cristalizar sobre una superficie metalica. En este caso, la ionizacién se produce por sublimacién
de la muestra sdlida al incidir un l&ser sobre la matriz dando lugar a moléculas protonadas en
estado gas que son dirigidas hacia el analizador de masas a través de un campo eléctrico
(Karas y Hillenkaup, 1988).
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Figura 6. Componentes de un espectrometro de masas.

El analizador de masas es el elemento mas importante de la espectrometria de masas y
de sus caracteristicas depende la sensibilidad, resolucion y la precision para generar
informacion acerca del espectro m/z (MS) y del espectro de fragmentacion (MS/MS) de los
analitos. Uno de los analizadores empleados habitualmente en la investigacion protedmica es

el tiempo de vuelo (TOF). Miden la masa de los péptidos intactos y se suelen acoplar a las
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fuentes de ionizacion MALDI. En el TOF los iones son acelerados en el interior de un tubo
hasta llegar a un reflector donde los iones son dirigidos hacia un detector. Los iones se separan
segun diferencias en las cinéticas de los iones y en el detector se mide y cuantifican los iones

que llegan de cada una de las m/z (Fig. 6).

A continuacion las proteinas se identifican normalmente mediante la estrategia conocida
como bottom up. En ella las proteinas se desnaturalizan, se separan, se digieren y los
fragmentos peptidicos se identifican por espectrometria de masas. El método bottom up mas
habitual para la identificacion es utilizar la huella peptidica de la proteina que se corresponde
con el espectro de masas (MS) correspondiente a los péptidos que resultan de la digestién
enzimatica de la proteina. Si el espectro de MS no es suficiente para la identificacion de la
proteina, se procede a la fragmentacion de los péptidos, obteniéndose las masas de los
fragmentos en un espectro de masas en tandem (MS/MS) de la proteina. Posteriormente, el
espectro de MS o el de MS/MS es volcado mediante un programa informatico en una base de
datos donde podemos comparar el espectro obtenido con el de espectros de digestién in silico
(Di Girolamo et al., 2013).

La cuantificacion implica la medida de cantidad de proteina existente en una muestra
dentro de un rango de magnitudes. En protedmica muchas veces no es suficiente identificar
qué proteinas hay en la muestra si no también saber en qué proporcion esta esa proteina en
una condicion bioldgica determinada. La cuantificacion puede ser absoluta o relativa, siendo
esta Udltima mucho mas utilizada en los estudios de protedmica cuantitativa. En las
cuantificaciones relativas, la abundancia de las proteinas se mide por comparaciéon entre
distintas condiciones bioldgicas y ha sido la cuantificacion utilizada en esta tesis. En muchos
casos la cuantificacion relativa se lleva a cabo mediante un marcaje metabdlico o quimico
utilizando distintos tipos de is6topos estables que se unen a las proteinas o a sus péptidos. Los
péptidos marcados producen, en el analisis de MS o de MS/MS, dependiendo del método de
marcaje empleado, parejas de picos con una diferencia de masa caracteristica a la de los
isétopos usados. La cuantificacion en todos los casos se basa en la comparacion de las
intensidades de las sefales correspondientes a los isétopos utilizados. En este trabajo se utilizé

el marcaje quimico mediante isétopos estables (iTRAQ).

El reactivo iTRAQ es un marcador isobarico que presenta un grupo reportero, un grupo
reactivo y una porcion compensadora (Fig. 7A). El grupo reportero presenta una relacion m/z
que va desde 113,1 a 121,1 en la versidn de ocho reactivos, que es la utilizada en este trabajo.

Durante la fragmentacion de los péptidos marcados, los grupos reporteros se liberan de los
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mismos y pueden ser detectados en el espectro de MS/MS como picos con una relaciéon m/z de
113,1; 114,1; 115,1; 116,1; 117,1; 118,1; 119,1 y 121,1 en la version de ocho reactivos. El grupo
compensador ecualiza las masas de los distintos reactivos, de manera que la masa total de
cada reactivo sea la misma. De esta manera, dado que la suma de los pesos moleculares de
las tres partes de cada reactivo es constante, un péptido marcado es detectado como un pico
unico en el espectro MS, pero, como cada grupo reportero difiere en su peso molecular, los
fragmentos originados tras la ruptura de cada marcador se observan como picos distintos en el
espectro de MS/MS. Asi, la concentracion relativa de los péptidos se obtiene por comparacion

de las intensidades de las sefiales MS/MS de estos grupos reporteros (Zieske, 2006) (Fig. 7B).
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Figura 7. Reactivo iTRAQ (A) y ejemplo de flujo de trabajo en protedmica usando iTRAQ con 4 reactivos

Zz

(B) (Imagen modificada de https://sciex.com/community/blogs/blogs/the-history-of-isotopic-labels-for-

quantitative-proteomics).

La protedbmica, debido a su amplia aplicacién, generé interés en numerosas disciplinas
ya establecidas de la biologia basica y medicina, pero también se esta aplicando a areas
relativamente nuevas como la toxicologia. La toxicoprotedmica permite estudiar como la
exposicion de los organismos a los quimicos o toxicos modifica a las proteinas directamente,

produce cambios de expresién o provoca alteraciones en las rutas bioldgicas y en los procesos
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que llevan a la toxicidad (Wetmore y Merrick, 2004).

Con respecto al analisis del proteoma en algas, apenas existen trabajos publicados (Ji et
al., 2015, Ma et al., 2013) y en su mayoria se centran en el estudio de C. reinhardtii (Bienvenut
et al.,, 2011, Diniz et al., 2012, Jamers et al., 2009, Kelle et al., 2005, Schmidt et al., 2006,
Stauber y Hippler, 2004, Vener, 2007, Wang et al., 2012, Zaffagnini et al., 2012) y muy pocos
de ellos se centran en la toxicoprotedmica (Baba et al., 2011, Cid et al., 2010, Forster et al.,
2006, Wase et al., 2014).

Ademas de las dmicas comentadas, en un articulo cientifico en 2001 (Davies et al.,
2001) se utiliza por primera vez el término citdmica (cytomics). Los citomas pueden ser
definidos como el conjunto de los sistemas y subsistemas celulares y los componentes
funcionales del organismo. La heterogeneidad de los citomas, resultante de la expresién del
genoma y la exposicion a factores externos, es abordada por la citdmica, definida como el
estudio de los fenotipos moleculares de las células individuales en combinacion con una
exhaustiva extraccion informatica del conocimiento asi obtenido. La citdmica como disciplina
tiene como objetivo el conocimiento del disefio molecular y la funcionalidad de los citomas
mediante el analisis célula a célula, una aproximaciéon que permite evitar la pérdida de
informacion que caracteriza a otras metodologias, que proporcionan valores promedios a partir
del andlisis simultaneo de numeros elevados de células o de homogeneizados de tejidos.
Conceptualmente, la citdmica pone en relacién a la tecnologia (sistemas de deteccién y
medicién) con la biologia (estructura y funcion).

Uno de los objetivos prioritarios en el campo de la evaluacién de la contaminacion
ambiental es el desarrollo de marcadores basados en la respuesta fisiolégica de organismos
vivos con el fin de agilizar la obtencion de datos bioldgicos que permitan analizar el riesgo que
conlleva la liberaciéon al ambiente de compuestos potencialmente contaminantes. En este
sentido, la citometria de flujo (FCM, Flow cytometry), se presenta como un método alternativo a
los parametros utilizados en ensayos de toxicidad tradicionales, basados fundamentalmente en
medidas a nivel poblacional y a un uUnico tiempo final de ensayo, como la inhibiciéon del

crecimiento microalgal.

La FCM se caracteriza por ser una técnica rapida capaz de analizar miles de células por
segundo y que permite un analisis multiparamétrico de células individuales en suspension.
Mediante la utilizacion de colorantes fluorescentes quimicamente especificos, la FCM puede
proporcionar informacion acerca de las condiciones fisiolégicas in vivo de las células. En los

bioensayos de toxicidad con microalgas se utiliza con el fin de detectar la respuesta de estos
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microorganismos a distintos niveles celulares, desde propiedades inherentes a la célula a

diferentes parametros fisioldgicos.

Dentro de estos parametros destacan los indicadores de respuesta rapida mediante el
analisis de la concentracion de Ca?" libre intracelular o el potencial de membrana

citoplasmatica.

Por un lado, el i6n calcio tiene un papel muy importante como mediador en la
transduccidn de sefiales transmembrana y aumentos en la concentracion de Ca®* son parte de
la regulacion de diversos procesos (Tsien et al., 1982). Hasta mediados de los 80, la medida del
calcio intracelular se restringia a células grandes de invertebrados donde era posible el uso de
microelectrodos (Baudet y Hollingworth, 1994); también se desarrolld la utilizacion de
indicadores bioluminiscentes, como el aquorin, una fotoproteina activada por el calcio (lzutsu y
Felton, 1972, Suzuki et al., 2008, Takahashi et al., 1999), que necesitan cargarse en las células
mediante microinyecciéon u otro método de disrupcion celular, por lo que su aplicacién estaba
también muy limitada (Rabinovitch y June, 1990). El desarrollo de quelantes de calcio
fluorescentes ha permitido una medida fiable de este i6n en células de pequefio tamafio (Tsien
et al.,, 1982), y el descubrimiento de moléculas de este tipo cada vez méas selectivas y
altamente fluorescentes ha abierto las puertas a la aplicacion de la FCM para el estudio del

calcio intracelular (Gonzalez-Pleiter et al., 2017, Grynkiewicz et al., 1985, Prado et al., 2012b).

Por otro lado, se considera que el mantenimiento de un potencial transmembrana
negativo es un mecanismo de control que permite que las células permanezcan en un estado
inactivo, de modo que se ha sugerido que cualquier cambio en este potencial de membrana
citoplasmatico, por ejemplo como consecuencia de la unién de ciertos ligandos a receptores
transmembrana, puede ser mediador de la consiguiente respuesta fisiolégica celular. El
desarrollo de pruebas indicadoras sensibles al potencial de membrana citoplasmatico es
esencial para estudiar este parametro fisioldgico en células de pequefio tamafo, como las
células microalgales, donde es dificil el uso de microelectrodos. Una molécula lipofilica cargada
puede servir como un indicador del potencial de membrana ya que se espera que el reparto
entre el interior celular y el medio cumpla la ecuacidon de Nernst (Rabinovitch y June, 1990).
Actualmente, el potencial de membrana plasmatica puede ser estudiado por FCM gracias a
fluorocromos especificos (Gonzalez-Pleiter et al., 2017, Hyka et al.,, 2013, Peperzak y
Brussaard, 2011, Prado et al., 2012a, Prado et al., 2012b, Seoane et al., 2017).

La FCM también permite el estudio del estrés oxidativo de las células mediante el

analisis de especies reactivas de oxigeno (ROS). El estrés oxidativo se define como una
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alteraciéon del equilibrio entre las especies prooxidantes y las antioxidantes, a favor de las
primeras (Chance et al., 1979). Asi pues, el estrés oxidativo puede originarse por un exceso de
sustancias prooxidantes, una deficiencia de agentes antioxidantes, o por ambos factores a la
vez. Cuando se produce un desequilibrio entre sustancias prooxidantes y antioxidantes a favor
de las primeras, el resultado es un dafio oxidativo, que puede afectar a diversas moléculas, y
que puede reflejarse en sus funciones fisiolégicas, provocando dafios a nivel del DNA,
proteinas, carbohidratos, lipidos y en ultimo caso pueden producir la muerte celular (Foyer y
Noctor, 2005).

Todos los organismos aerobios producen durante sus procesos metabdlicos las
denominadas especies reactivas de oxigeno (Reactive Oxygen Species; ROS), que incluyen el
i6n superoxido (O27) y el perdxido de hidrogeno (H.O.) (Perl-Treves y Perl, 2002). Aunque
clasicamente los ROS como bioproductos téxicos del metabolismo que pueden conllevar a la
muerte celular, también se sabe que hoy en dia los ROS pueden actuar como mensajeros
secundarios involucrados en las rutas de sefalizacién entre compartimentos celulares
(Rosenwasser et al., 2014). Debido a que las ROS presentan una vida media muy corta (del
orden de 10° y 10° s) y concentraciones celulares submicromolares (Tarpey y Fridovich, 2001),
pero un amplio abanico de efectos biolégicos, su estudio requiere métodos de deteccion y
cuantificacién rapidos y muy sensibles, lo que hace de la citometria de flujo una técnica idénea
para medir la sobreproduccion de ROS en microalgas (Adler et al., 2007, Gonzalez-Pleiter et
al., 2017, Jamers y De Coen, 2010, Prado et al., 2012a, Prado et al., 2012b).

La FCM también permite el analisis de ciertos parametros relacionados con la actividad
celular. El metabolismo energético de los eucariotas fotosintéticos se basa principalmente en la
respiracion celular y la fotosintesis que ocurre en la mitocondria y el cloroplasto,
respectivamente. En ambos procesos, la transferencia de electrones se produce a través de
varios cofactores unidos covalentemente a complejos multiproteicos de enzimas embebidos en
las membranas de los organulos. Estas transferencias de electrones estan acopladas a la
generacion de un gradiente de protones electroquimicos transmembrana cuya energia es
consumida por ATP sintasas para sintetizar ATP de ADP y fosfato inorganico (Mitchell, 1961).
Dicha energia es necesaria para que los organismos puedan realizar sus funciones vitales y al

mismo tiempo se puedan defender frente a factores de estrés bidticos y abidticos.

Por lo tanto, ademas de estudiar el proceso de fotosintesis es importante estudiar los
posibles cambios en la actividad mitocondrial, como el potencial de membrana mitocondrial
(Cossarizza y Salvioli, 2001, Esperanza et al., 2015, Prado et al., 2012b, Qu et al., 2001).
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Otra de las aplicaciones de la FCM es el estudio de fenédmenos de muerte celular
programada (PCD). La determinaciéon de la activacion de las moléculas que disparan el proceso
de apoptosis ha adquirido gran importancia en los ultimos afos. Tal es el caso de las caspasas,
que son una serie de cistein-proteasas que se encuentran en forma de zimégeno en todas las
células. En las células de mamiferos, un tipo de PCD, comunmente referido como apoptosis, es
a menudo mediado por una cascada enzimatica de caspasas (Sanmartin et al., 2005) que da
como resultado un fenotipo tipico de encogimiento y contraccion del citoplasma, condensacion
de la cromatina y rotura oligonucleosomal del DNA en fragmentos de 180 pb (Kerr et al., 1972).
Las caspasas relacionadas con la PCD, pueden clasificarse en 2 tipos: caspasas iniciadoras y
ejecutoras. En humanos las caspasas 3 y 7 han sido descritas como las principales caspasas
ejecutoras, ya que se caracterizan por una actividad altamente especifica en comparacién con
el resto de caspasas conocidas hasta ahora (Ledvina et al., 2016, Van Aken y Van Breusegem,
2015).

Aunque no se han identificado genes ortélogos de caspasa en los genomas de plantas,
la presencia de una actividad parecida a la caspasa se ha reportado en varios procesos de
PDC en plantas y algas (Bonneau et al., 2008, Moharikar et al., 2006, Zuppini et al., 2007), pero
las funciones y actividades celulares de estas enzimas siguen siendo una cuestion abierta en

los organismos unicelulares (Zuppini et al., 2010).

Por todo ello se puede decir que las técnicas de procesamiento de datos relacionados
con las tecnologias 6micas proporcionan herramientas que pueden ser de gran valor en la

investigacién ecotoxicolégica (Spurgeon et al., 2010).
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2. Objetivos

A la vista de lo expuesto anteriormente, se plantea como objetivo general de este trabajo,
la evaluacién de los potenciales efectos téxicos producidos por la atrazina en las células de la
microalga dulceacuicola Chlamydomonas reinhardtii, basandonos en las alteraciones de
diferentes componentes o procesos celulares y su potencial interaccion entre si. Este objetivo

general puede concretarse en los siguientes objetivos:
1. Estudio mediante citometria de flujo de las alteraciones citdmicas producidas

2. Deteccidon y analisis de los cambios producidos en el transcriptoma celular
entre células control (no expuestas a herbicidas) y células afectadas por el

herbicida

3. Deteccion y analisis de los cambios producidos en el proteoma celular entre

células control (no expuestas a herbicidas) y células afectadas por el herbicida
4. Estudio de fendmenos de muerte celular y senescencia

El analisis de todos lo parametros evaluados permitira determinar su aplicabilidad en
estudios ecotoxicolégicos con esta microalga. Adicionalmente, la identificacion, caracterizacion
y evaluacion de los efectos de un herbicida sobre algunos de los parametros especificos
considerados deberia posibilitar la definicién, establecimiento y sistematizacion de marcadores
especificos de contaminacion acuatica. El desarrollo de dichos marcadores de contaminacion
es un objetivo que se considera prioritario en distintos planes de la Union Europea dirigidos a
preservar el medio ambiente, lo que podria contribuir, ademas, a la elaboracién de nuevas
directrices para un uso mas racional y menos agresivo para el entorno de este tipo de

compuestos.
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3. Materiales y Métodos

3.1. Descripcién de Chlamydomonas reinhardtii Dangeard

La especie utilizada en el presente estudio es Chlamydomonas reinhardtii Dangeard. La
cepa utilizada (CCAP 11/32A mt+) se ha obtenido de la Coleccion de Cultivos de Algas y
Protozoos (CCAP; Culture Collection of Algae and Protozoa) del Laboratorio Marino de
Dunstaffnage (Escocia, Reino Unido) y del Centro de Cultivos Ficolégicos Canadiense (Toronto,

Canada).

El género Chlamydomonas se incluye en la division Chlorophyta, y dentro de esta se
encuadra en la clase Chlorophyceae, orden Volvocales y familia Chlamydomonadaceae, segun
la clasificacion de Bold (Bold y Wynne, 1985). Sin embargo, estudios filogenéticos basados en
el analisis de secuencias de DNA han demostrado que esta familia comprende multiples linajes
filogenéticos que no se corresponden con los géneros definidos morfolégicamente, y que
algunas especies de Chlamydomonas, como es el caso de C. reinhardtii, estan mucho mas
relacionadas con algas coloniales del orden Volvocales que con otras especies unicelulares

incluidas tradicionalmente dentro de la familia Chlamydomonadaceae (Harris, 2009).

Las algas verdes unicelulares clasificadas dentro del género Chlamydomonas comparten
un plan corporal basico, aunque la forma y tamano celular pueden variar bastante de unas
especies a otras, asi como la forma y posicion relativa del cloroplasto. Este plan corporal basico
consiste en una estructura claramente polar, con un par de flagelos apicales, situados en el
polo anterior de la célula, y un unico cloroplasto basal rodeando a uno o mas pirenoides (Fig.
8).

Las células de Chlamydomonas tienen forma ovoide, elipsoidal o esférica, con un

tamano que oscila entre 9 y 12 um de longitud y entre 4 y 8 ym de diametro.

Las células estan rodeadas por una pared, excepto en la zona donde emergen los
flagelos (Fig. 8). La pared celular que rodea a las células de Chlamydomonas y géneros
relacionados es bastante inusual, por el hecho de que consta solo de glicoproteinas fibrosas y
no contiene polisacaridos, a diferencia de la pared celular de la mayoria de las otras algas. La
fraccion proteica es rica en hidroxiprolina, mientras que la fracciéon de carbohidratos consta
principalmente de galactosa, arabinosa, glucosa y manosa (Harris, 2009). En esta pared celular
se pueden distinguir tres capas, aunque el grosor varia de unas especies a otras: una capa
central granular entre dos matrices cristalinas altamente ordenadas de subunidades
glicoproteicas. Algunas especies presentan una cubierta mucilaginosa externamente a la pared

celular.

En el polo anterior de la célula existe un engrosamiento nodular de la pared celular que
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recibe el nombre de papila apical, a cada lado de la cual la pared es atravesada por dos
canales a través de los cuales se proyectan los flagelos (Harris, 2009). Las células de
Chlamydomonas son isocontas, es decir, que sus dos flagelos son similares en estructura y
longitud, con un grosor de unos 0,3 um (Fig. 8). Internamente, los flagelos son complejos y
parecidos a los de otros eucariotas, de modo que muchos de los conocimientos sobre el flagelo

eucariota se basan en estudios realizados con Chlamydomonas.

flagelium axoneme
central pair

basal body

nucleus
mnner
dynein

S radial

spoke

mitochondrion

pyrenoid

chloroplast
Figura 8. Esquema de una célula Chlamydomonas donde se observan: flagelos enraizados en los

cuerpos basales y presencia de particulas por el transporte del intraflagelar (IFT) entre el axonemay la

membrana flagelar, cloroplasto basal en forma de copa, nucleo central, mitocondria y otros organulos.
También se representa una seccion ampliada del axonema flagelar, con nueve dobletes exteriores y el par
central de microtubulos (9+2), las subestructuras del axonema estan codificadas por colores y etiquetadas
(Imagen izquierda) (Merchant et al., 2007). Célula de Chlamydomonas reinhardtii. La imagen fue tomada

con un microscopio Nikon Eclipse E400 (Imagen derecha).

En la mayoria de las especies, el cloroplasto tiene forma de copa y es parietal. En la
zona basal del cloroplasto se encuentran uno o mas pirenoides. El pirenoide es claramente el
centro de produccion de almidon en la célula; de hecho, suele estar rodeado por acumulos de
este polisacarido (Fig. 8). La mayoria de las especies presentan, también en el cloroplasto, una

mancha ocular o estigma, que aparece como una mancha roja y normalmente alargada situada
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inmediatamente bajo la cubierta del cloroplasto, hacia un lateral de la célula (Harris, 2009).

El cloroplasto suele rodear parcialmente el nicleo, que suele estar situado en el centro
de la célula, con un nucleolo bastante prominente (Fig. 8). El aparato de Golgi se sitla con
frecuencia alrededor del nucleo, y a su vez suele estar rodeado por un saculo de reticulo
endoplasmatico que conecta con la membrana nuclear. En la mayoria de las especies, las
mitocondrias se encuentran entre el cloroplasto y el plasmalema, y también en la region central
de la célula (Fig. 8). Es frecuente encontrar dos vacuolas contractiles en el polo anterior de la

célula, justo bajo los dos cuerpos basales de los flagelos (Fig. 8) (Harris, 2009).

Todos estos rasgos son apreciables al microscopio éptico, y constituyen la base para la
diferenciacion de especies. Asi, las principales caracteristicas que permiten diferenciar entre
especies son la forma y tamafo celular, la forma de la papila apical, la presencia o ausencia de
vacuolas contractiles y el numero de ellas, la forma y posiciéon del cloroplasto o el nUmero de

pirenoides (Van den Hoek et al., 1995).

El género Chlamydomonas es muy amplio, abarcando mas de 600 especies. Las
especies del genero Chlamydomonas tienen una amplia distribucion (Bishoff, 1959), no solo en
aguas dulces y habitats marinos, sino también en el suelo (Hilton y Trainor, 1963) y en la
atmosfera (Brown et al., 1964). Habitan en areas tanto templadas como tropicales, y también se
han encontrado especies articas y alpinas, asi como especies simbidticas asociadas con
foraminiferos (Pawlowski et al., 2001). Como se ha mencionado antes, muchas de las especies
del género Chlamydomonas se encuentran en aguas dulces o en suelos humedos, existiendo
relativamente pocas que habiten en el medio marino. En el caso de Chlamydomonas reinhardtii

Dangeard, se trata de una microalga de agua dulce.

En condiciones inductoras apropiadas, las células vegetativas de Chlamydomonas
pueden diferenciarse en gametos (+) o (-). Todos los gametos producidos por las células
vegetativas de Chlamydomonas reinhardtii son idénticos morfolégicamente. Para evitar la
reproduccién sexual, en nuestros cultivos solo se han utilizado células del tipo mt+. La
reproducciéon asexual tiene lugar por divisién longitudinal del protoplasto y normalmente se

producen dos divisiones celulares sucesivas, dando lugar a cuatro células hijas.

Chlamydomonas reinhardtii tiene un genoma nuclear compuesto por 17 cromosomas
con un tamano total aproximado de 120 Mbp, un genoma cloroplastico de aproximadamente
203 kbp y un genoma mitocondrial de ~16 kbp (Merchant et al., 2007, Storms y Hastings,
1977).
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Cuando las células crecen en condiciones de escasez de agua o nutrientes o cuando se
ven amenzadas por rotiferos, pueden pasar a un estado palmeloide, formandose grupos de
células en numero variable que se mantienen juntas al estar rodeadas por un mucilago comun
(Lurling y Beekman, 2006).

El género Chlamydomonas es muy utilizado en investigacion bioldgica, sobre todo en
estudios de genética molecular gracias a algunas de sus caracteristicas: haploide, facilidad de

cultivo, crecimiento rapido y posibilidad de inducir la reproduccién sexual.

3.2. Cultivo de Chlamydomonas reinhardtii

Los cultivos de C. reinhardtii se realizan en medio TAP (Tris-acetate-phosphate)
inorganico, (Gorman y Levine, 1965, Harris, 2009), con algunas modificaciones, como la
ausencia de una fuente organica de carbono en el medio y la utilizaciéon de nitrato como fuente
de nitrégeno. Para su preparacion se hacen por separado dos soluciones para luego proceder

a su mezcla y asi obtener el volumen final de interés.

La primera solucion a preparar es el TAP sales (macronutrientes):

NH,CI 10gL"
MgSO4.7H20 4 g L
CaCl,.2H;0 2gL"

La segunda solucion a preparar es la solucién de fosfatos:

K.HPO, 288 g L

KH2PO, 144 gL

De la solucion TAP sales se afiaden 25 mL L™ y de la solucion de fosfatos 0,375 mL L™,
a continuacion ajustamos el pH a 7,0 con HCI al 37%. El medio de cultivo se realiza en agua

destilada y, una vez preparado, se esteriliza en autoclave a 120°C durante 20 min.

Por ultimo a esta mezcla de macronutrientes se le afiaden, en condiciones de esterilidad,
3 mL L' de una solucién stock de oligoelementos para dar las siguientes concentraciones

finales de micronutrientes:
— Tiamina — 35 yg L™

— Biotina— 5pugL”’
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— Vitamina B1; — 3 ug L’
— Citrato férrico — 20 uM
— ZnCl, —» 1 uM

-  MnCl,.4H,O — 1 uyM

—  Na;Mo0,.2H,0 — 1 uM
— CoCl; — 0,1 yM

— CuS0,4.5H,0 — 0,1 uM

Esta solucion stock de oligoelementos se prepara afiadiendo 0,25 g de Algal (Nutricion
Avanzada S.A.) en 50 mL de agua destilada; se esteriliza en el autoclave a 120°C durante
20 min, y se almacena a 4°C en oscuridad.

Los cultivos stock se realizan en matraces Pyrex de 1 L en condiciones axénicas, sin
aireacion y se mantienen en agitacion constante a 150 rpm mediante agitadores orbitales para
evitar que las células sedimenten y que se formen gradientes de luz y/o nutrientes. La
iluminacién, 100 umol foton m2 s™, es proporcionada por tubos fluorescentes Philips TLD 36W,
aplicada con un ciclo de 12 h de luz, 12 h de oscuridad, en una cdmara de temperatura
controlada y constante a 22 + 1°C.

En todas las experiencias de este trabajo, la densidad celular inicial de los cultivos ha
sido de 2 x 10° células mL™" a partir de cultivos stock en fase exponencial tardia. Esta densidad
fue seleccionada tras realizar estudios previos de crecimiento con distintas densidades
celulares iniciales, con el fin de elegir aquel medio y aquella densidad que permitiesen ajustar
el crecimiento de la microalga Chlamydomonas reinhardti a una curva sigmoidea que

alcanzase la fase estacionaria a la 96 h en cultivos no tratados con herbicida.

En las diferentes experiencias se establecieron cultivos expuestos a varias
concentraciones del herbicida atrazina, segun se indica en el disefio experimental, bajo las

condiciones descritas anteriormente.

También se mantienen cepas en medio solido en placas Petri, suplementando el medio

anteriormente descrito con agar al 1,5% y ajustando el pH con acido acético glacial.

3.3. Diseino experimental

Para evaluar los potenciales efectos téxicos de la atrazina sobre la microalga C.

reinhardtii se prepara un sfock de dicho herbicida comercializado por Sigma-Aldrich (PM:
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215,68). Es un estandar Pestanal, adecuado para analisis medioambiental, sometido a analisis

de HPLC para comprobar su pureza, superior al 98%.

Antes de cada experimento, se preparan nuevas soluciones de stock de atrazina
disolviendo el compuesto puro en metanol y filtrandolo después a través de filiros de membrana
de 0,2 ym. El volumen que se afiade de contaminante nunca excede el 0,05% del volumen
final. Una comparacion estadistica entre los controles con metanol y los controles sin solvente
no revel6 ninguna diferencia significativa en el crecimiento de algas (¢ - Test; p-valor = 0,05), y
por lo tanto todas las pruebas siguientes fueron realizadas usando soélo el control con el
solvente. Las concentraciones nominales y efectivas fueron similares tras realizar un analisis
por cromatografia de gases y espectrometria de masas (Ferndndez-Naveira et al., 2016),
indicando que noy hay diferencias entre ambas concentraciones, por lo que la concentracion de

atrazina en los cultivos microalgales es estable a lo largo del tiempo.

Los cultivos experimentales se establecieron a partir de un inéculo en fase de
crecimiento exponencial y se prepararon, a menos que se especifique lo contrario, en matraces
Pyrex de 250 mL conteniendo 50 mL de cultivo con una densidad inicial de 2 x 10° células mL"’
y se mantuvieron durante un maximo de 96 h. Cada tratamiento se realizd por duplicado. En
todos los parametros analizados, las experiencias se repitieron tres veces de manera
independiente y siempre se llevaron a cabo bajo las mismas condiciones controladas de medio

de cultivo, luz, temperatura y aireacién ya descritas.

Se han llevado a cabo estudios de crecimiento y de viabilidad de concentraciones
crecientes de atrazina (0; 0,1; 0,25; 0,5; 1 y 2 uyM) (Fig. 9) a las 0, 3, 24 y 96 h. Mediante el
analisis de estos parametros se ha obtenido la ECs, para el crecimiento a las 96 h (0,25 uM),
concentracion seleccionada para realizar un estudio mas detallado a nivel citdmico,

transcriptémico y protedmico.

Los puntos de tiempo de analisis (3, 24 y 96 h) también se seleccionaron en base a
parametros estudiados por citometria de flujo realizados con anterioridad. A las 3 h de
exposicion a atrazina se observaron los primeros cambios en la actividad metabdlica, tras 24 h
se completa un ciclo luz: oscuridad, estos tiempos de exposiciéon nos permiten hacer un analisis
agudo o inmediato y a corto plazo, respectivamente, y tras 96 h se pueden estudiar los efectos

del herbicida a largo plazo.
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Figura 9. Cultivos de Chlamydomonas reinhardtii expuestos a concentraciones crecientes de atrazina
durante 96 h en matraces (izquierda) y en placa Petri (derecha).

3.4. Determinacion espectrofotométrica de pigmentos fotosintéticos

Para el analisis espectrofotométrico de los pigmentos de C. reinhardltii, las células se
recogen por centrifugaciéon de un volumen determinado de cultivo en una centrifuga refrigerada
ALC PK121R a 8000 g durante 20 min a 4°C. Se retira el sobrenadante y la biomasa se
resuspende en un volumen conocido de acetona al 90% (v:v) para extraer los pigmentos,
manteniéndola de este modo durante 24 h a 4°C y en oscuridad para que la extraccion sea
completa. Una vez completada la extraccion, se centrifuga de nuevo para retirar los restos
celulares, y se recoge el sobrenadante, que contiene los pigmentos extraidos de las células.
Con este sobrenadante se realizan lecturas de absorbancia a diferentes longitudes de onda:
664, 647 y 480 nm, en un espectrofotdometro Shimadzu UV-1700, frente a un blanco de acetona
al 90%. Las mediciones de absorbancia resultantes fueron transformadas a clorofilas y
carotenoides segun Jeffrey y Humphrey (1975) y Strickland y Parsons (1972), respectivamente.
Las ecuaciones utilizadas para el calculo de las concentraciones de pigmentos en el extracto

son:
Clorofila a = 11,93 A664 — 1,93 A647
Clorofila b = 20,36 A647 — 5,50 A664
Carotenoides totales = 4,0 A480

donde las clorofilas a y b y carotenoides totales representan concentraciones de dichos
pigmentos en pug mL' de extracto, y A664, A647 y A480 representan las absorbancias
(DO =log l¢/l) medidas a 664, 647 y 480 nm, respectivamente.

3.5. Analisis de Chlamydomonas reinhardtii por citometria de flujo (FCM)

La FCM es una técnica que permite determinar un elevado nimero de propiedades y/o
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funciones de células individuales a gran velocidad, pudiendo utilizar una gran variedad de
moléculas bioquimicamente especificas, no toéxicas y fluorescentes, en condiciones muy
cercanas al estado in vivo en exposiciones no prolongadas a niveles de luz muy elevados
(Carter y Meyer, 1990).

En un citémetro de flujo el analisis se lleva a cabo haciendo pasar un flujo de particulas
(bolas, células, protoplastos, nucleos, cloroplastos, etc.) en suspension por el punto de enfoque
de un haz de laser. La interaccion de las particulas con el laser provoca, por un lado, la
dispersion de parte de la luz del haz que se recoge por lentes situadas frontal y
perpendicularmente respecto al haz y, por otro lado, la emision de fluorescencia debida a la
excitacion por el laser de fluorocromos naturales o incorporados a la célula. Esta emision se

recoge por la lente situada perpendicularmente al haz del l1aser (Shapiro, 1995).

La cantidad de luz dispersada con un angulo < 20° respecto al haz del laser, que recibe
el nombre de luz refractada en el angulo anterior o forward scatter light (FS) es proporcional al
tamano de la célula. Esta dispersién es recogida por un detector de dispersion o fotodiodo. La
luz del laser dispersada con un angulo de 90° es recogida por una lente situada
perpendicularmente al flujo de células y al haz de laser. A la cantidad de luz dispersada en un
angulo de 90° con respecto al eje del haz del laser se le llama luz refractada en el angulo lateral
o side scatter light (SS) y, en el caso de las células, es proporcional a su complejidad o
granularidad intracelular. Esta dispersién lateral es recogida gracias a un espejo dicroico de
paso largo a 500 nm situado con un angulo de 90° respecto al haz de luz. Este espejo dicroico
separa la luz del laser dispersada lateralmente, reflejandola hacia su fotomultiplicador,
permitiendo solo el paso de la luz fluorescente emitida por la particula y cuya longitud de onda
es superior a 500 nm. A continuacion, las diferentes fluorescencias seran separadas y enviadas
a su fotomultiplicador correspondiente en funcién de su longitud de onda, gracias a una

combinacion de espejos dicroicos y filtros (Fig. 10).

Cuando una célula individualizada pasa frente al haz de laser en un citémetro de flujo
produce una seinal en fotones con una intensidad determinada; esta sefial es detectada por un
fotosensor que convierte esta luz en una corriente eléctrica proporcional a la intensidad de la
misma. A su vez, esta corriente es preamplificada a un pulso electronico cuya amplitud es
proporcional al numero de fotones que originalmente alcanzaron el fotodetector, es decir, a la
intensidad de la sefal. Estos pulsos son individuales de cada célula y del parametro biolégico
que se esta determinando. Son proporcionales al ancho de la sefal de luz, a la altura o al area

integrada de la misma. La amplitud del pulso electrénico se convierte en un nimero canal.
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Estos numeros canales pueden ser procesados a través de amplificadores lineales o
logaritmicos. En la amplificacién lineal, el nimero canal es directamente proporcional a la
intensidad de luz provocada por la interaccion de la célula con el haz de laser (fluorescencia
lineal; FL lin). En una amplificacion logaritmica, la sefial electronica de salida convertida en
numero canal es proporcional al logaritmo de la sefal de luz de entrada (fluorescencia
logaritmica; FL log). Los resultados de los analisis citométricos se presentan en forma de
histogramas de distribucion de la poblacion celular con respecto a los parametros analizados.
Estos canales se miden en unidades arbitrarias (u.a.). Esta unidad arbitraria se corresponde
con el canal en el que aparece la media de la distribucién de datos (histograma) en cada sefal
(Ormerod, 2008).

El citdmetro utilizado en este estudio es un Gallios (Beckman Coulter Inc.), equipado con
un laser de argdn como fuente de luz, que emite a 488 nm (luz azul). Este citdmetro presenta
detectores forward (FS) y side (SS) light scatter y 4 fotomultiplicadores o detectores de
fluorescencia diferentes en funcion de la longitud de onda: FL1 (fluorescencia verde,
505- 545 nm), FL2 (fluorescencia amarilla, 560-590 nm), FL3 (fluorescencia anaranjada,
605- 635 nm) y FL4 (fluorescencia roja, 660-700 nm) (Fig. 10).
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Figura 10. Componentes de un citémetro de flujo
(Imagen modificada de http://nptel.ac.in/courses/102103016/19).
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La solucién utilizada para mantener las células en suspension y condiciones fisioldgicas
optimas es el IsoFlow. Para conseguir que en el punto de iluminacién pasen las células de una
en una, se establecioé una velocidad de flujo baja (200-400 contajes por segundo) y para cada
parametro estudiado se analizaron como minimo 10.000 células. Para los diferentes analisis, se
prepararon suspensiones celulares en tubos de citometria de poliestireno (12 x 75 mm) a partir
de alicuotas de cada tratamiento diluidas en tampdn fosfato salino (0,5 x PBS, Phosphate
Buffered Saline) estéril (pH 7,2) para obtener una densidad final de 2 x 10° células mL™". Las
concentraciones de fluorocromos que se utilizaron en este estudio permiten la tincion del 100%
de las células microalgales analizadas en cada caso sin afectar a su viabilidad ni a su
autofluorescencia basal. En todos los ensayos se analizan en el citdmetro dos réplicas por
matraz con células microalgales tefiidas con el fluorocromo de interés y dos muestras con las

células microalgales sin tefiir.

Los pardmetros se analizan en modo logaritmico, si no se menciona lo contrario,
calculandose la media (u.a.) para la o las poblaciones celulares identificadas en el citograma

mediante el software del equipo utilizado.

Los datos obtenidos son recogidos utilizando archivos listmode. El software Kaluza Flow
Cytometry Analysis V.1.1. (Beckman Coulter Inc.) proporciona parametros estadisticos y

graficas de las distribuciones de los valores obtenidos mediante esta técnica.
Preparacién de fluorocromos y comprobacién de la carga celular

Los fluorocromos utilizados se preparan en dimetilsulfoxido (DMSQO) seco, en la mayoria
de los casos a una concentracion de 1 mg mL™". Se conservan a -20°C, protegidos de la luz y
alicuotados (20-50 pl) en tubos eppendorff para evitar su degradacion por ciclos de
congelacion-descongelacion. La excepcion la constituye el ioduro de propidio (Pl), que se
prepara en tampén PBS pH 7,4, esterilizado en autoclave a 120°C durante 20 min, y que se

conserva a 4°C.

La carga del fluorocromo en el interior de las células siempre se comprueba mediante la
observacion de las mismas en un microscopio de epifluorescencia Nikon Eclipse E400

equipado con una lampara de mercurio.

3.5.1. Determinacion de la densidad celular
La densidad celular de los cultivos se determina cada dia hasta un total de 96 h de
exposicion a atrazina mediante recuento en el FCM del niumero de células microalgales

presentes en cada uno de los cultivos utilizando una suspension de concentracion conocida de
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fluoroesferas, Flow-Count Fluorospheres (Beckman Coulter Inc.). Estas fluoroesferas presentan

un rango de emision de fluorescencia entre 525 nm y 700 nm cuando se excitan a 488 nm.

Las tasas de crecimiento para cada tiempo y tratamiento ensayado (T.C.), expresadas en

dia”, se calculan mediante la siguiente formula:
T.C. =[In(N:) - In(No)] / In2 (t-to)

dénde (to) y (t) son el tiempo inicial y final del periodo estudiado, ambos expresados en

dias, y (Ny) y (No) el nimero de células mL™" en esos tiempos.

El valor ECs para el crecimiento fue calculado usando el programa “CompuSyn” (Chou y
Martin, 2005).

3.5.2. Analisis del tamaiio y autofluorescencia celular

Se analizan mediante FCM el tamafio o volumen celular y la fluorescencia de la clorofila
a de las microalgas expuestas a diferentes concentraciones del herbicida ensayado. Estos
parametros se estudian directamente a partir de las células en suspension, sin utilizar ningin

fluorocromo.
Tamano celular

Las medidas se recogen en el detector que recoge la luz dispersada del laser entre 1y
20° respecto al haz, asi obtenemos la luz refractada en el angulo anterior (forward scatter light,
FS), que es proporcional al tamafio o volumen celular, aunque esta influida por la estructura y

composicion intracelular (vesiculas, ribosomas, etc.) (Mullaney et al., 1969).
Fluorescencia de la clorofila a

Los microorganismos fotosintéticos unicelulares, presentan generalmente una
fluorescencia natural muy fuerte debido a la presencia de clorofila y sus derivados o de otros
pigmentos accesorios como los carotenoides (diatomeas y dinoflagelados) y las
ficobiliproteinas (criptéfitas y cianobacterias) (Cunningham, 1993). La fluorescencia de la
clorofila a se excita con luz a 488 nm y emite en el rango de 680-720 nm. La ventaja de
estudiar la fluorescencia de pigmentos fotosintéticos en un citémetro de flujo es que las células
estan expuestas durante periodos muy cortos a la fuente de iluminacién (del orden de 10 us) y
se minimiza el fendmeno de fotoblanqueamiento. Esto facilita el estudio de muchas poblaciones
de procloréfitos oceanicos que son dificiimente detectables mediante microscopia de

fluorescencia (Chisholm et al., 1988).

C. reinhardtii emite in vivo fluorescencia natural debido a la presencia de clorofila y de

49



Marta Esperanza Llera

otros pigmentos accesorios. La fluorescencia de la clorofila a se excita con luz a 488 nm y
emite en el rango de 680-720 nm, por lo que la autofluorescencia microalgal es recogida en el
detector FL4 (Prado et al., 2011). Debido a esto podemos estudiar simultdneamente con la
autofluorescencia otros parametros biolégicos con fluorocromos que en su mayoria emiten por
debajo de 600 nm de longitud de onda (Chisholm et al., 1988).

3.5.3. Analisis de viabilidad celular

Para detectar posibles diferencias en cuanto a viabilidad entre células de C. reinhardtii
tratadas con atrazina y células control no tratadas con este herbicida, ensayamos dos
fluorocromos ampliamente utilizados en estudios de toxicidad: el ioduro de propidio (PI) y el

diacetato de fluoresceina (FDA).
loduro de propidio (PI)

El fluorocromo PI (propidium iodide) se intercala entre los pares de bases de acidos
nucleicos de doble cadena (Carter, 1990), produciendo fluorescencia roja (emision maxima a
617 nm) cuando es excitado con luz azul (488 nm). Cuando la membrana plasmatica de las
células estd intacta, el fluorocromo no es capaz de penetrar al interior celular; sin embargo, en
aquellas células danadas, que tienen alterada la integridad de su membrana plasmatica, el
fluorocromo penetra y se une a los acidos nucleicos. Por ello, el Pl permite discriminar entre
células viables no fluorescentes (Pl-) y células no viables fluorescentes (Pl+) mediante su

analisis en el citémetro de flujo.

La fluorescencia del Pl se recoge en el citometro de flujo en el detector FL3 (605-635
nm) y en escala logaritmica. Las suspensiones microalgales se incuban con una concentracién
final de Pl de 4 uyM (a partir de una solucion stock de 1 mg mL™" en PBS, guardada a 4°C),
durante 10 min, en oscuridad y a temperatura ambiente para su posterior analisis en el
citometro (Prado et al., 2009a). Esta concentracion permite el marcaje del 100% de las células

no viables, sin afectar a la fluorescencia ni presentar toxicidad para las células viables.

Los resultados obtenidos se expresan como el porcentaje de células viables (PI-) con

respecto al total de células analizadas.
Validacion del método

Para validar el método se tifen con PIl, en las condiciones descritas anteriormente,
distintas suspensiones celulares con porcentajes conocidos de células intactas y células
muertas sometidas a choque térmico de microondas durante 10s a 700 W. Se analizan en el

citobmetro y se observa si los porcentajes obtenidos de células viables y no viables se
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corresponden con los porcentajes nominales de la mezcla correspondiente. Se obtienen
citogramas en los que los porcentajes de células en cada region indican el porcentaje de cada
tipo de célula determinado por el citometro y correspondiente a mezclas de 100/0%, 0/100% y
50/50% de células vivas (Pl-)/muertas(PI+) (Fig. 11).

A Viabilidad (Control) - Viabilidad (Choque termico)
PI- 2 99.14%) Pl+ : 0.86%) Pl-:N/A| | [Pl+: 100.00%)
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Figura 11. Validacién del método de analisis de vitalidad celular mediante FCM utilizando PI. Los
citogramas muestran los porcentajes de células viables (PI-) y no viables (Pl+) correspondientes a

mezclas de células vivas/muertas: 100/0% (A); 0/100% (B) y 50/50% (C).

3.5.4. Analisis in fluxo de la actividad esterasa inespecifica a tiempo real

Para el estudio de la actividad esterasa inespecifica como medida de la actividad
metabdlica in vivo de las células de C. reinhardtii, se han llevado a cabo ensayos cinéticos, in
fluxo, basados en la generacién de fluorescencia derivada de la hidrélisis enzimatica del FDA
(Klut et al., 1989). El FDA (fluorescein diacetate; diacetato de fluoresceina) es una sustancia
lipofilica y no fluorescente que penetra libremente en las células vivas. Una vez dentro, la

molécula de FDA pierde los grupos acetato debido a la accion de esterasas citoplasmaticas no
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especificas que hidrolizan los enlaces éster en las células activas. La fluoresceina resultante es
una molécula hidrofilica altamente fluorescente, que queda retenida en el interior celular de
aquellas células que tengan intacta la integridad de su membrana plasmatica. En este caso, la
ausencia de fluorescencia verde de la fluoresceina indica efectos toxicos sobre la membrana
celular y/o la actividad de las esterasas, que son enzimas esenciales para el funcionamiento
normal de la célula. De este modo, podremos distinguir entre células fluorescentes
metabdlicamente activas (FDA+) y células no fluorescentes no metabdlicamente activas
(FDA-). Las células fluorescentes metabodlicamente activas son siempre viables. Sin embargo,
las células no fluorescentes metabdlicamente inactivas puedes ser viables (sin actividad
esterasa) o no viables (con alteraciones en la membrana plasmatica que impiden la retencion
de la fluoresceina en el interior celular) (Jochem, 2000). Mediante citogramas biparamétricos,
se analiza el incremento de la fluorescencia verde de la fluoresceina (FL1 log; eje y), a lo largo
del tiempo de incubacion (eje x). Se preparan suspensiones celulares (2 mL) y se analizan en
el citdmetro sin tincién durante 20 s para ajustar la linea base de autofluorescencia verde de las
células. Se detiene la adquisicion y, rapidamente, se afiade el volumen necesario de FDA para
obtener una concentracién final de 0,24 uM (a partir de una solucién stock de 100 yg mL™" en
DMSO, guardada a -20°C) (Prado et al., 2012a). Se reanuda la adquisicion y se estudian los
cambios en el detector FL1 log frente al tiempo hasta que la fluorescencia se estabiliza (tiempo

total de 5 min).

Para calcular la actividad esterasa inespecifica de las células microalgales, se obtienen
las medias de fluorescencia de la fluoresceina para diferentes tiempos de incubacion,
definiendo en cada citograma regiones rectangulares sobre el eje tiempo, de base un nimero
canal y de altura todo el eje y. La fluorescencia del FDA puede verse afectada por cambios en
el volumen celular (Agusti et al., 1998), de modo que, para evitar esta variabilidad debida a
posibles diferencias en el tamafio celular y la concentracion intracelular del fluorocromo, se
utiliza la relacién entre la fluorescencia recogida en FL1 y el tamafio celular (FS). Las tasas
maximas de generacién de fluorescencia verde intracelular de C. reinhardftii tras la adicién de
FDA se calculan representando para cada citograma los valores medios de fluorescencia FL1
obtenidos frente al tiempo, desde que se afiade el fluorocromo hasta que la sefal de
fluorescencia empieza a estabilizarse; luego se ajusta la curva obtenida a una funcion
polinomial lineal con un coeficiente de R? superior a 0,95; asi obtenemos la ecuacion de la recta
y podemos calcular la pendiente, que es asimilable a la tasa de generacién de fluorescencia
verde y, por lo tanto, a la actividad esterasa inespecifica de las células microalgales. Los

resultados se expresan en unidades arbitrarias de fluorescencia por unidad de tiempo
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(u.a. Min ™).
Validacion del método

Como control negativo se analizan células sometidas a choque térmico con microondas,

10 s a 700 W, que por lo tanto no son viables y son incapaces de romper enzimaticamente el

FDA (Fig. 12).

A Actividad esterasa
Actividad esterasa (Control) 1 (Choque termico)
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Figura 12. Incremento de la emision de fluorescencia de la fluoresceina (recogida en el detector FL1) a lo
largo del tiempo, como resultado de la rotura enziméatica del diacetato de fluoresceina por esterasas
intracelulares, en un cultivo control, que no ha sido sometido a ningun tipo de estrés (A) y en un cultivo

con células no viables, que han sido sometidas a choque térmico con microondas (B).

3.5.5. Analisis del estrés oxidativo
Todos los organismos aerobios producen durante sus procesos metabdlicos las
denominadas especies reactivas de oxigeno (Reactive Oxygen Species; ROS) (Perl-Treves y

Perl, 2002).

El estrés oxidativo es causado por un desequilibrio entre la produccion de oxigeno
reactivo y la capacidad de un sistema biolégico de destoxificar rapidamente los reactivos
intermedios o reparar el dafio resultante. Todas las formas de vida mantienen un entorno
reductor dentro de sus células. Este entorno reductor es preservado por los enzimas que
mantienen el estado reducido a través de un constante aporte de energia metabdlica.

Desajustes en este estado normal redox pueden causar efectos téxicos a través de la
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produccion de perdxidos y radicales libres que dafian a todos los componentes de la célula,

incluyendo las proteinas, los lipidos y el DNA (Foyer y Noctor, 2005).

Las ROS tienen una vida media muy corta y estdn presentes a unas concentraciones
celulares muy bajas, por ello la FCM es una técnica ideal para su estudio ya que es rapida y

muy sensible (Tarpey y Fridovich, 2001).

Las ROS estudiadas son el i6n superéxido (O,7) utilizando el fluorocromo hidroetidina
(HE, Hydroethidine) y el peréxido de hidrogeno (H.O) utilizando el indicador dihidrorrodamina
123 (DHR 123, Dihydrorhodamine).

Nivel intracelular de i6n superéxido (HE)

El HE difunde a través de las membranas celulares y sufre oxidacién por iones
superoxido formando etidio, que se intercala en el DNA y queda retenido en el interior celular
(Benov et al., 1998).

La fluorescencia del HE se analiza en el FCM en el detector FL3 (605-635 nm), ya que
cuando el etidio se excita a 488 nm, tiene una emisién de fluorescencia maxima en torno a los
605 nm. Las suspensiones celulares se incuban durante 30 min, en oscuridad y a temperatura
ambiente en presencia de una concentracion final de HE de 16 uM (a partir de una solucion
stock de 1 mg mL™" en DMSO, almacenada a -20°C) (Prado et al., 2012a).

Los resultados obtenidos se expresan como la media de la fluorescencia (u.a.) recogida

en FL3 normalizada por el tamafio (FS).
Validacion del método

Para validar el método se indujo un estrés oxidativo exdgeno mediante la incubacién de
las células, previamente tefiidas con HE en las condiciones descritas, con un prooxidante
conocido, el H.0,, a una concentracion de 5 mM y 10 mM durante 10 min a temperatura
ambiente y en oscuridad. A medida que aumenta la concentracion de H,O. se observa un
aumento de la fluorescencia de FL3, es decir un aumento del nivel intracelular de ion

superdéxido (Fig. 13).
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A Control B 5 mM H202 C 10 mM H202
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Figura 13. Validacion del método de determinacion de ién superdxido intracelular mediante FCM. Se
representan los citogramas correspondientes a un cultivo control (A), un cultivo sometido a H202 5 mM (B)
y un cultivo sometido a H20> 10 mM (C).

Nivel intracelular de peréxido de hidrégeno (DHR123)

El DHR 123 atraviesa libremente la membrana citoplasmatica y es oxidado en el interior
celular, principalmente por H,O,. La oxidaciéon es lenta menos cuando estd mediada por
peroxidasas celulares y secundariamente por iones peroxinitrito. El producto de esta oxidacion
es la rodamina 123, una molécula fluorescente (emisién maxima a 529 nm), catiénica y
lipofilica, que es atrapada especificamente en la mitocondria y queda retenida en el interior
celular (Royall y Ischiropoulos, 1993). Hay estudios que demuestran la especificidad de la
DHR123 por el perdxido de hidrogeno y que concluyen que la oxidaciéon de este fluorocromo
indica solo la presencia de perdxido de hidrogeno y peroxidasas intracelulares, pero no la

generacion de iones superoxido (Henderson y Chappell, 1993).

La fluorescencia del DHR 123 se analiza en el citdmetro de flujo en el detector FL1 (505-
545 nm). Para la tincién de las suspensiones celulares, se utiliza una concentracion final de
DHR 123 de 29 uM (a partir de una solucién stock de 2 mg mL-' en DMSO, guardada a -20°C),
con un tiempo de incubaciéon de 40 min en oscuridad y temperatura ambiente, para su posterior

analisis en el citometro de flujo (Prado et al., 2012a).

Los resultados obtenidos se expresan como la media de la fluorescencia (u.a.) recogida
en FL1 normalizada por el tamafio (FS).
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Validacién del método

Para validar el método se indujo un estrés oxidativo exdgeno mediante la incubacion de
las células, previamente tefidas con DHR123 en las condiciones descritas, con un prooxidante
conocido, el H,0,, a una concentracion 5 mM y 10 mM durante 10 min a temperatura ambiente
y en oscuridad. A medida que aumenta la concentracion de H,O. se observa un aumento de la
fluorescencia de FL1, es decir un aumento del nivel intracelular de perdxido de hidrogeno (Fig.
14).
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Figura 14. Validacion del método de determinacion del perdxido de hidrégeno intracelular mediante FCM.
Se representan los citogramas correspondientes a un cultivo control (A), un cultivo sometido a H.O2 5 mM
(B) y un cultivo sometido a H,O, 10 mM (C).

3.5.6. Analisis de la concentraciéon de Ca* libre intracelular
El i6n calcio (Ca?*) cumple un papel muy importante como mediador en la transduccion
de las sefiales transmembrana, y aumentos en la concentracion del ién calcio intracelular son

parte de la regulacion de diversos procesos celulares.

El fluorocromo seleccionado para este estudio ha sido el Calcium Green-1 acetoximetil
éster (Calcium Green-1 AM). Se trata de un indicador muy sensible a los cambios en la
concentracion de Ca*. El Calcium Green-1 AM atraviesa la membrana citoplasmatica y, una
vez dentro de la célula, esterasas inespecificas rompen la molécula dando lugar a Calcium
Green, una molécula fluorescente que, al ser excitada a 488 nm, emite fluorescencia con un

maximo a 530 nm, fluorescencia que se multiplica tras su unién a iones Ca?".

La fluorescencia del Calcium Green se recoge en el detector FL1 (505-545 nm). Para el
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proceso de tincién, se preparan suspensiones celulares de C. reinhardtii, utilizandose una
concentracion final de fluorocromo de 8 uM (a partir de una solucion concentrada de 2 mg mL™’
en DMSO, almacenada a —20°C) con un tiempo de incubacion de 2 h a 30°C y en oscuridad,

para su posterior analisis en el citdmetro de flujo (Prado et al., 2012b).

Los resultados obtenidos se expresan como la media de la fluorescencia (u.a.) en FL1

de la poblacion analizada.
Validacion del método

Kuin et al. (2000) obtuvieron resultados que indican que la mayor parte del calcio
presente en las células de Chlamydomonas no se encuentra libre en el citosol sino concentrado
en cuerpos electrondensos, y el mastoparan, un conocido activador de proteinas G, induce la
liberacion de Ca?* de estos cuerpos electrondensos hacia el citoplasma de la célula. En base a
esto, para validar el método establecido de determinaciéon de la concentracion de Ca?
intracelular mediante citometria de flujo, se llevd a cabo la tincion de las células con el
fluorocromo en ausencia y presencia de mastoparan, afiadido a una concentraciéon de 14 uM a

partir de una solucion stock 1 mg mL™" en agua destilada (Fig. 15).
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Figura 15. Validacion del método de andlisis de la Ca?* intracelular mediante FCM. Se representan los
citogramas correspondientes a suspensiones de células tefiidas con Calcium Green-1 AM en ausencia de

mastoparan (A) y en presencia de 14 yM de mastoparan (B).

57



Marta Esperanza Llera

3.5.7. Analisis del potencial de membrana citoplasmatica

Se considera que el mantenimiento de un potencial transmembrana negativo es un
mecanismo de control que permite que las células permanezcan en un estado inactivo, de
modo que se ha sugerido que cualquier cambio en este potencial de membrana citoplasmatico,
por ejemplo como consecuencia de la unién de ciertos ligandos a receptores transmembrana,

puede ser mediador de la consiguiente respuesta fisiolégica celular.

El fluorocromo utilizado en este trabajo, bis-(1,3-acido dibutilbarbiturico) trimetino oxonol
(bis-(1,3-dibutylbarbituric acid trimethine oxanol; DIBAC4(3)), pertenece a la familia de los
fluorocromos derivados del oxonol. Se trata de un indicador de respuesta lenta aniénico, cuya
concentraciéon celular aumenta a medida que el potencial de membrana baja hacia cero y
disminuye si la célula se hiperpolariza, i.e., el citosol se vuelve mas electronegativo con

respecto al medio.

El DIBAC4(3) es una molécula aniénica que penetra en la célula con mayor facilidad a
través de membranas celulares relativamente despolarizadas donde es retenida por unién a
lipidos y proteinas intracelulares. La carga negativa del fluorocromo provoca su exclusion de la
mitocondria, cuyo potencial de membrana es altamente negativo, lo que reduce este
componente de la fluorescencia total y simplifica la medida del potencial de membrana en

eucariotas (Klapperstiick et al., 2009).

La fluorescencia del DIiBAC4(3) se analiza en el detector FL1 (505-545 nm).
Suspensiones de C. reinhardtii se incuban con una concentracion final fluorocromo de 1 uM (a
partir de una solucion concentrada de 1 mg mL™' en DMSO, guardada a -20°C) durante 10 min,
en oscuridad y a temperatura ambiente (Prado et al., 2012a). Posteriormente, se procede al

analisis de las muestras en el citometro de flujo.

Los resultados obtenidos se expresan como el porcentaje de células despolarizadas

(DIBAC4(3)+) con respecto al total de células analizadas.
Validacién del método

Para validar el método, se induce una despolarizacion de la membrana de las células
resuspendiéndolas en tampén a una concentracion de 10 mM cloruro potasico y
permeabilizando sus membranas con digitonina. El tampdn de cloruro potésico se prepara en
tampén 0,5 x PBS pH 7,2.

Las células se resuspenden en el tampoén preparado y se tifien con DIBAC4(3) bajo las

condiciones establecidas. A continuacion, dichas células se incuban con digitonina a una
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concentracion final de 33 yM, a partir de una solucion stock de digitonina de 4 mg mL™" en
DMSO, durante 30 min en oscuridad y a temperatura ambiente (Fig. 16). La digitonina
permeabiliza selectivamente las membranas plasmatica y nuclear frente a organulos como la
mitocondria debido a diferencias en la composicién en colesterol de las membranas de estos
organulos (Rabinovitch y June, 1990). La despolarizacion provocada por la permeabilizacion de
la membrana con digitonina y la concentracién creciente de iones potasio provoco
efectivamente un aumento en la fluorescencia del indicador. Los ionéforos valinomicina o
gramicidina, habitualmente utilizados en la bibliografia para estos controles, no son adecuados
en este estudio, debido a que forman complejos con las moléculas de oxonol (Deere et al.,
1995, Rabinovitch y June, 1990).
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Figura 16. Validacion del método de determinacion del potencial de membrana citoplasmatico mediante
FCM. Se representan los citogramas correspondientes a un cultivo control sin digitonina (A), un cultivo
control con digitonina (B), [KCI] = 10 mM (C), un cultivo en tampoén con [KCI] = 10 mM e incubado con

digitonina (D).
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3.5.8. Analisis del potencial de membrana mitocondrial

El potencial de membrana mitocondrial se analiza mediante citometria de flujo utilizando
el cation lipofilico ioduro de 5,5,6,6’-tetracloro-1,1’,3,3 -tetraetilbenzimidazolocarbocianina
(5,5,6,6-tetrachloro-1,1’,3,3-tetraethylbenzimidazolocarbocyanine jodide; JC-1), un
fluorocromo que es internalizado y concentrado por la mitocondria, formando agregados a
medida que la membrana interna de este organulo se hiperpolariza (Qu et al., 2001), y cambia
reversiblemente su espectro de emision fluorescente desde 525 nm (verde) a 590 nm (amarillo-
naranja) a medida que el potencial de membrana mitocondrial aumenta (Cossarizza y Salvioli,
2001). Tanto en el citoplasma como en la mitocondria, cuando el potencial de membrana es
bajo, este fluorocromo se presenta en su forma monomérica, que al ser excitada con luz azul
(488 nm), emite fluorescencia con un maximo a 525 nm. En el interior de la matriz mitocondrial,
cuando el potencial de membrana es muy negativo, el JC-1 forma agregados que emiten

fluorescencia a 590 nm (Shapiro, 1995).

La fluorescencia del JC-1 se analiza en el detector FL1 (505-545 nm) y FL3 (605-635
nm). Las suspensiones de C. reinhardtii se incuban con una concentracion final fluorocromo de
3 UM (a partir de una solucion concentrada de 1 mg mL™" en DMSO, guardada a -20°C) durante
20 min, en oscuridad y a temperatura ambiente (Prado et al., 2012b). Posteriormente, se

procede al andlisis de las muestras en el citometro de flujo.

Los resultados se expresan como la relacion entre la fluorescencia de la forma agregada
y la fluorescencia de la forma monomeérica (relaciéon FL3/FL1), de modo que el potencial asi

estimado es independiente del tamafo de la célula y la concentracion intracelular de JC-1.

Validacion del método

Como control positivo para validar el método, alicuotas de 2 x 10° células mL" se
incubaron con 49 uM de carbonilcianida m-clorofenilhidrazona (carbonylcyanide m-
chlorophenylhydrazone; CCCP), un ionéforo que desacopla la fosforilacion oxidativa, a partir de
una solucion stock 1 mg mL" en DMSO durante 15 min a temperatura ambiente, y luego se
tiferon con el fluorocromo JC-1 en las condiciones establecidas (Smiley et al., 1991) (Fig. 17).
Este ionoforo de H* elimina el gradiente electroquimico mitocondrial, reduciendo la entrada de
JC-1, y por tanto la aparicion de la forma agregada del fluorocromo, en las mitocondrias de

Chlamydomonas.
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Figura 17. Validacion del ensayo de determinacion del potencial de membrana mitocondrial mediante
FCM. En los citogramas biparamétricos se representa la fluorescencia emitida por la forma monomérica
(FL1) del fluorocromo JC-1 frente a la fluorescencia emitida por la forma agregada (FL3) del mismo, para

células control (A) y células incubadas con CCCP (B).

3.5.9. Analisis de la actividad caspasa

Para detectar la potencial presencia de actividad caspasa en las células de C. reinhardtii
sometidas a los diferentes tratamientos, se ha utilizado el CellEvent Caspase -3/7 Green kit
(Molecular Probes) siguiendo las instrucciones del fabricante. Este ensayo consta de un
péptido de cuatro aminoacidos (DEVD), denominado Caspase-3/7 Green, conjugado con una
molécula fluorescente con capacidad de unidén a acidos nucleicos. La presencia del péptido
bloquea la unién del marcador fluorescente al DNA celular, pero la activacion de las caspasas 3
y 7 provoca la escisidon del péptido y la consiguiente liberacion de la molécula fluorescente.
Esto permite al fluorocromo unirse al DNA y producir una sefal fluorescente dependiente de la
actividad de estas enzimas que puede ser analizada en el FCM con un maximo de

absorcion/emision de 502/530nm.

La fluorescencia de dicho marcador fluorescente se recoge en el citdmetro de flujo en el
detector FL1 (505-545 nm). Para proceder al marcaje de las suspensiones celulares, éstas se
incuban con el reactivo Caspase -3/7 Green siguiendo el protocolo del fabricante. Después de 1

h en oscuridad y a temperatura ambiente, las muestras se analizan en el FCM.

Los resultados obtenidos se expresan como el porcentaje de células con actividad

caspasa (caspasa+) con respecto al total de células analizadas.
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Validacién del método

Como control positivo para validar el método, alicuotas de 2 x 10° células mL" se
incubaron con 7,5 mg L™ de cobre, concentracion correspondiente a una afectacion del 50%
sobre el crecimiento de las células microalgales en base a trabajos previamente descritos
(Saad et al., 2016), durante 24 h y luego se tifieron con el reactivo Caspase -3/7 Green
siguiendo el protocolo del fabricante, en las microalgas expuestas a cobre aumenta el nimero

de células con actividad caspasa+ (Fig. 18).
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Figura 18. Validacion del método de la actividad caspasa mediante FCM. Se representan los citogramas
correspondientes a suspensiones de células tefiidas con Caspase-3/7 Green en ausencia de cobre (A) y

en presencia de 7,5 mg L' de cobre (B).

3.6. Analisis mediante microscopia de fluorescencia

Se utiliza la microscopia de fluorescencia para estudiar fenédmenos relacionados con la
muerte celular programada o senescencia en las células microalgales. El fluorocromo DAPI se
utilizé para estudiar los cambios en la morfologia nuclear y distribucion de la cromatina
(Darehshouri et al., 2008) y la monodansilcadaverina (MDC) fue utilizada para estudiar la
presencia de vacuolas autofagicas (Contento et al., 2005, Lee et al., 2013). Las muestras
preparadas fueron examinadas posteriormente a X 400 aumentos utilizando un microscopio de
epifluorescencia Nikon Eclipse E400 (instrumentos Nikon Europe BV) equipado con filtros de
UV-2A (excitacion 330-380 nm, espejo dicroico 400 nm, filtro barrera 420 nm) para detectar las
emisiones de fluorescencia de los fluorocromos DAPI y MDC. Un centenar de células fueron

aleatoriamente analizadas por cultivo (50 células por portaobjeto), contando el nimero de
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células afectadas. En ambos estudios, los resultados se expresaron como el porcentaje de
células afectadas con respecto a la cantidad total de células analizadas. Las fotografias fueron
tomadas con una camara refrigerada de alta resoluciéon Nikon DS-5MC vy las imagenes fueron
tratadas con el software de imagenes Nis-Elements (version 2.2; Nikon Instruments Europe
BV).

3.6.1. Estudio de alteraciones en el nucleo
Con el fin de detectar cambios en la morfologia del nucleo de las células de C. reinhardtii
se llevd a cabo la tincidon de las células con 4',6-diamino-2-fenilindol (DAPI; 4',6- Diamidino-2-

Phenylindole).

El DAPI se une a regiones ricas en AT de la doble hélice de DNA. Se retiran
5 x 108 células por centrifugacion y se resuspenden en 1 mL de tampon PBS pH 7,2 estéril. A
continuacion, se incuban a una concentracion final de DAPI de 0,2 ug mL™" (a partir de una
solucion concentrada de 5 mg mL" en DMSO, almacenada a -20°C) durante 10 min en
oscuridad y a temperatura ambiente. Posteriormente, estas suspensiones celulares se
embeben en agarosa con bajo punto de fusion (LMA) al 0,7% (p/v) para su posterior

observacion al microscopio (Esperanza et al., 2015).

Los resultados obtenidos se expresan como porcentaje de células con nucleos que

presentan alteraciones en la cromatina (DAPI+) con respecto al total de células analizadas.

Validacién del método

Como control positivo para validar el método, alicuotas de 2 x 10° células mL"' se
incubaron con 7,5 mg L™ de cobre, concentracion correspondiente a una afectacion del 50%
sobre el crecimiento de las células microalgales en base a trabajos previamente descritos
(Saad et al., 2016), durante 24 h. A continuacion, las células se tifien con DAPI siguiendo las
instrucciones anteriormente comentadas. En las microalgas expuestas a cobre aumenta el

numero de células con nucleos que presentan alteraciones en la cromatina (DAPI+) (Fig. 19).
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Figura 19. Células de C. reinhardtii, expuestas a 7,5 mg L' de cobre durante 24 h, vistas por microscopia
de epifluorescencia y tefiidas con DAPI. Las flechas rojas indican células con alteraciones en la cromatina

del nucleo (DAPI+) y las flechas azules indican células sin alteraciones en el nucleo (DAPI-).

3.6.2. Estudio de la presencia de vacuolas autofagicas
Con el fin de detectar cambios en el interior de las células de C. reinhardtii se llevo a

cabo la tincién de las células con monodansilcadaverina (MDC, Monodansylcadaverine).

La MDC es un fluorocromo que nos permite detectar in vivo la presencia de vacuolas
autofagicas. Se retiran 5 x 10 células por centrifugacion y se resuspenden en 1 mL de tampén
PBS pH 7,2 estéril. A continuacion, se incuban a una concentracion final de MDC de
16,8 yg mL" (a partir de una solucion concentrada de 2 mg mL™" en DMSO, almacenada a
-20°C) durante 10 min en oscuridad y a temperatura ambiente. Posteriormente, estas
suspensiones celulares se embeben en agarosa con bajo punto de fusiéon (LMA) al 0,7% (p/v)

para su observacion al microscopio.

Los resultados obtenidos se expresan como porcentaje de células con vesiculas

autofagicas (MDC+) con respecto al total de células analizadas.

Validacién del método

Como control positivo para validar el método, alicuotas de 2 x 10° células mL™" se
incubaron con 7,5 mg L' de cobre, concentracion correspondiente a una afectacion del 50%
sobre el crecimiento de las células microalgales en base a trabajos previamente descritos
(Saad et al., 2016), durante 24 h. A continuacién, las células se tifien con MDC siguiendo las

instrucciones anteriormente comentadas. En las microalgas expuestas a cobre aumenta el
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numero de células con vesiculas autofagicas (MDC+) (Fig. 20).

Figura 20. Células de C. reinhardtii, expuestas a 7,5 mg L' de cobre durante 24 h, vistas por microscopia
de epifluorescencia y tefiidas con MDC. La flecha roja indica una célula con autofagosomas (MDC+) y la

flecha azul indica una célula sin autofagosomas (MDC-).

3.7. Analisis mediante espectrofotometria

Se midieron los niveles de peroxidacion lipidica, la actividad catalasa y el contenido en

proteinas de las células de Chlamydomonas reinhardltii.

5 x 108 células fueron recogidas por centrifugacién y resuspendidas en 800 uL de tampon
fosfato (50 mM) que contiene acido tricloroacético (TCA) (0,67%, p/v) en el caso del protocolo
para el estudio de peroxidacién de lipidos. A continuacién se procede a la rotura celular
mediante ultra sonicacion 400 mA durante 180 s. Los homogeneizados fueron centrifugados y
el sobrenadante se recogio6 y fue almacenado a -80°C. El contenido de proteinas total de cada
sobrenadante fue medido por el ensayo de proteinas Bio-Rad (Bio-Rad, Canada) utilizando el
colorante de G-250 azul brillante de Coomassie (lectura de absorbancia a 600 nm) (Bradford,
1976).

3.7.1. Peroxidacion lipidica

La peroxidacion lipidica (LP) se midié como un indicador de dafio mediado por ROS. Se
midieron los niveles de productos de peroxidacion de lipidos como sustancias reactivas al acido
tiobarbiturico (TBARS) segun los métodos descritos por Heath y Packer (1968) con algunas
modificaciones. El método se basa en la produccién de malondialdehido (MDA) durante la

oxidacién de acidos grasos poliinsaturados. 150 uL del sobrenadante se mezclaron con 450 uL
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de 0,5% de acido tiobarbiturico (TBA) (p/v) en un 20% TCA (p/v). La mezcla se calent6 a 95°C
durante 30 min, a continuacién se enfrié en hielo durante 10 min y se centrifugé a 15.000 rpm
durante 2 min. La absorbancia del sobrenadante se midi6 con un espectrofotémetro (Eon
Microplate Spectrophotometer by BioTek Instruments) a 532 nm y fue corregida la turbidez
restando la absorbancia de la muestra a 600 nm. La absorbancia de la solucién de 0,5% TBA y
20% TCA fue utilizada como blanco. Se realiz6 una curva estandar (R? = 0.99) utilizando
diferentes concentraciones de 1,1,3,3-tetrametoxipropano. Los resultados se expresaron como
UM MDA/ 5 x 10° células.

3.7.2. Actividad catalasa

El protocolo para medir la actividad catalasa (CAT) en C. reinhardtii fue adaptado de Aebi
(1984). 15 pl del sobrenadante se mezclé con 95 pL de KH,POsa 50 mM y pH 7.0 y 50 uL de
H.O. a 19 mM. La absorbancia se ley6é cada 40 s hasta un total de 120 s a 240 nm (Eon
Microplate Spectrophotometer by BioTek Instruments). La actividad de la catalasa fue
expresada en Unidades / ug proteina utilizando un coeficiente de extincion molar para el H,0,
de 0,0436 m'cm™.

3.8. Analisis de alteraciones a nivel del transcriptoma

Para llevar a cabo el estudio de las potenciales alteraciones del transcriptoma en el
organismo modelo C. reinhardtii, los cultivos microalgales se expusieron durante 3,24 y 96 h a
la concentracién de 0,25 uM que es aproximadamente la ECs, para el crecimiento tras 96 h de

exposicion a atrazina, ademas a esta concentracion la viabilidad celular no se vio afectada.

3.8.1. RNA-Seq

En el protocolo utilizado para la extraccion de RNA se parte siempre de un pellet con
una densidad celular conocida, 10 x 107 células. La extraccion de RNA se realiza usando el
reactivo NZYol (NZYTech) y utilizando material tratado libre de nucleasas. La muestras
previamente congeladas son homogenizadas en un mortero utilizando nitrégeno liquido,
anadiéndose 1 mL de NZYol. Posteriormente, se transfiere todo a un tubo libre de 1,5 mL.
Después se afiaden 0,2 volumenes de cloroformo-isoamil alcohol (24:1, v:v), se centrifuga y se
recoge el sobrenadante en un tubo nuevo. A continuacién se le afiade un volumen de
isopropanol frio (almacenado a -25°C) y la mezcla final se incuba durante toda la noche a -20°C
para que el RNA precipite. Se centrifugan las muestras y se descarta el sobrenadante. El pellet,
que contiene el RNA, se lava con 75% de etanol, se vuelve a centrifugar, se descarta el
sobrenadante y el pellet se resuspende en un volumen final de 30 pL (Chomczynski y Sacchi,
2006).
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Después se lleva a cabo un tratamiento con DNasa. Para ello se afiaden 2,5 uL de RQ1
RNase-Free DNase 10 X Reaction Buffer (Promega), 2 unidades de RQ7 RNase-Free DNase
(Promega) y 21,5 uL de la solucion de RNA.

La integridad y concentracién del RNA se mide en un bioanalizador Agilent 2100.

Tabla 1. Muestras analizadas mediante RNA-Seq

Tiempo de c tracié HiSeq
exposicion oncentracion 2000
de atrazina (uM) o
(h) lane n
3 0 (Control) 1
3 0 (Control) 1
3 0,25 1
3 0,25 1
24 0 (Control) 1
24 0 (Control) 1
24 0,25 1
24 0,25 1
24 0,25 1
96 0 (Control) 1
96 0 (Control) 1
96 0,25 1
96 0,25 1

A continuacién se construyeron 13 librerias DNAc (una por muestra) (Tabla 1), usando el
TruSeq RNA Sample Preparation Kit v2 (lllumina), siguiendo las instrucciones del fabricante. A
continuacion las muestras fueron depositadas en cantidades equimolares de acuerdo con las
concentraciones de DNA medidas utilizando el Qubit dsDNA HS Assay Kit (Life Technologies).

A continuacion el pool es secuenciado en una linea del HiSeq 2000 PE100.

La construccion de la libreria de DNAc y la secuenciacion fueron llevadas a cabo con la
colaboracién de AllGenetics & Biology, SL. El andlisis bioinformatico posterior fue llevado a

cabo con la colaboraciéon de ECSEQ bioinformatics.

3.8.2. RT-qPCR de enzimas antioxidantes

El RNA total se aisl6 utilizando el kit RNeasy® Plus Mini (Qiagen), de acuerdo con las
instrucciones del fabricante. Para cada réplica (n=3) se parti6 de 5 x 10° células de C.
reinhardtii para realizar las extracciones. La retrotranscripcion se llevé a cabo a partir de 500 ng

de RNA y se utilizd el kit RNA QuantiTect Reverse Transcription (Qiagen) siguiendo las
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instrucciones del fabricante. EI DNAc obtenido fue usado como molde para realizar la RT-gPCR
y asi analizar el nivel de transcritos de los diferentes genes relacionados con el estrés
oxidativo: ascorbato peroxidasa (APX /), catalasa (CAT), Mn-superéxido dismutasa (SOD-1),
glutation peroxidasa (GPX) y glutatién S-transferasa (GST). En la tabla 2 se pueden encontrar
los genes seleccionados para este estudio, los nombres, abreviaturas, la secuencia de los

primers, la eficiencia especifica de los primers (%) y la longitud de los amplicones (bp).

La PCR en tiempo real se llevé a cabo usando el CFX96 TouchTM Real-Time PCR
Detection System (Bio-Rad) siguiendo las indicaciones del protocolo de Sanchez et al. (2015) y
usando placas de 96 pocillos. Cada reaccion se realizé por duplicado, utilizando 5 uL cDNA
(equivalentes a 5 ng DNAc), 6,5 pL de iQTM SYBR® Green Supermix, primers (300 nM de
cada uno) y agua tratada con pirocarbonato de dietilo (Diethyl pyrocarbonate, DEPC) hasta
completar un volumen final de 13 pL. Los parametros elegidos fueron: 95 °C durante 2 min, 40
ciclos a 95 °C durante 15 s y 60 °C durante 5 s. La amplificacion especifica fue verificada con
una curva de melting. Un control sin molde (NTC) fue incluido en cada placa. Los datos fueron
adquiridos y analizados usando el software CFX ManagerTM (Bio-Rad). Los valores de los
ciclos umbrales (Ct) fueron utilizados para seleccionar los mejores genes de referencia, en
nuestro caso BTUB (Beta tubuline 2), UBCX (Ubiquitin-conjugating enzyme E2) y CBLP (G
protein beta subunit-like polypeptide).

La transcripcion relativa de los genes fue calculada usando los genes de referencia
(CBLP, BTUB y UBCX) y los valores Ct fueron corregidos mediante la eficiencia estimada de la
PCR. El método del Ct comparativo (AACt) (Livak y Schmittgen, 2001) fue empleado para
calcular la cuantificacion relativa. El método de AACt para el andlisis de la expresiéon de genes
consiste en calcular la expresién en medidas arbitrarias teniendo en cuenta el Ct obtenido de
las reacciones de PCR en tiempo real. Asi se aplica la siguiente formula de calculo de

expresion geénica:
Exp = 285t
AACt = ACtm — ACtcb

donde el ACtm es el valor de ACt de las muestras a ser evaluadas; y el ACtcb es el valor
de ACt de la muestras calibradoras (genes de referencia, CBLP, BTUB y UBCX).

Cada reaccion se analizd por triplicado técnico y, ademas, se estudiaron 3 réplicas
biolégicas independientes para cada tratamiento. Las muestras tratadas se expresaron con

respecto al control correspondiente para determinar la diferencia en la transcripcién en
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respuesta a la exposicion a la atrazina.

Tabla 2. Genes, abreviaturas y primers utilizados para los analisis RT-qPCR en C. reinhardltii.

Longitud .
Nombre del Abreviatura Secuencia del primer Eficiencia del Referencia
gen p (%) amplicon
(bp)

G protein beta Forward 5' GCC ACT CCC TGTAAATGC C 3' Sanchez et
subunit-like CBLP 93,2 88 al., 2015
polypeptide Reverse 5" CTC CTC CTAAAC CCC TCCAG 3

Ubiquitin- Forward 5’ ATA CAC AAC CAC GAT GAC GAT 3' Sanchez et
conjugating UBCX 96,6 95 al., 2015
enzyme E2 Reverse 5' TTG CGT GTG TCC TCT CAT CA 3’

Forward 5' CCC CCG CCT GCACTTCTTC 3' Idoine et

Beta tubulin 2 BTUB 94,3 133 al., 2014

Reverse 5' GTC GGC GGC GCA CAT CAT 3'

Ascorbate Forward 5' AGT TGT GTA GTG GGT GGC AG 3’ Sanchez et

eroxidase APX-1 103,2 100 al., 2015
P Reverse 5' CGG TAT GAT GAT AAG GGT TCG CA 3’

Forward 5' CAG GAG GCT GCA GGAAAACT 3' Sanchez et

Catalase CAT 93,4 109 al., 2015

Reverse 5' ATGACAACATGTACATTACGC GG 3'

M id Forward 5' TGT CAG TTT TGT TTC CCT CGT 3’ Sanchez et

P SoD-1 92,3 108 al., 2015
Reverse 5' CTT TCATGT TCC TCG CCAGC 3'
Glutathi Forward 5’ CTG TTG CGG TTGTCC TGC TC 3’ Sanchez et

oroxidase GPX 95,1 19 al., 2015
P Reverse 5' GCC AGC CCC TAC GAT ACAAG 3’

Glutathione S- Forward 5' GCT AGC AAG GCAAAACTC TTT &' Sanchez et
transferase GST 97 106 al., 2015

Reverse 5' GCG TCA CAATGT CAATCT GG 3’

3.9. Analisis de alteraciones a nivel del proteoma

Al igual que para los estudios transcriptémicos, para llevar a cabo el estudio de las
potenciales alteraciones del proteoma en la microalga C. reinhardtii, los cultivos microalgales se
expusieron a diferentes concentraciones del herbicida durante 3, 24 y 96 h. En base a los
resultados obtenidos por FCM se eligié la concentracion de 0,25 pM, que es aproximadamente
la ECs para el crecimiento tras 96 h de exposicidon a atrazina. Ademas a esta concentracion la

viabilidad celular no se vio afectada.

La extraccion de proteinas se llevd a cabo siguiendo el protocolo de Damerval et al.
(1986) con alguna modificacién. Se parte siempre de un pellet con una densidad celular
conocida, 10 x 107 células, al cual se le afiade tampdn Tris HClI 50mM con NaCl 150 mM a pH

8,8 para poder sonicar las muestras. Después de la ruptura celular mecanica se afiade TCA-
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Acetona (10% TCA, 0,07% de 2-mercaptoetanol en acetona fria) para desnaturalizar y
precipitar las proteinas, aunque la acetona también permite la solubilizacion de lipidos,
pigmentos y terpenoides. Se dejan incubando las muestras toda la noche a -20°C y al dia
siguiente se centrifugan las muestras. El pellet se lava varias veces con una solucion de 0,07%
de 2-mercaptoetanol en acetona fria para eliminar los pigmentos y los lipidos que pueda
contener la muestra y para eliminar la acidez provocada por el TCA que puede impedir la
recuperacion de la proteina. Se centrifuga de nuevo y se deja evaporar toda la acetona del
pellet. A continuacién se resuspende el pellet en un tampdén de solubilizacion con 30 mM de
Urea, 2 M de Thiourea y 4% de 3-[(3-Colamidopropil)- dimetilamonio]-propano sulfonato (3-/(3-
Cholamidopropyl)dimethylAmmonio]-1-propanesulfonate, CHAPS), se centrifuga por ultima vez

y se trasvasa el sobrenadante donde estaran las proteinas solubilizadas a tubos limpios.

Posteriormente se determina la concentracion proteica de las muestras mediante el
método de Bradford modificado con acido clorhidrico para reducir las interferencias causadas
por la Urea del tampdn de solubilizacién (Ramagli y Rodriguez, 1985). La absorbancia se mide
a 595 nm frente a un blanco de tampdén de solubilizaciéon. Se ha utilizado seroalbumina bovina
(BSA) como proteina estandar para realizar una recta patrén. También se realizd6 un SDS-
PAGE (sodium dodecyl! sulfate polyacrylamide gel electrophoresis) y una tincion con Coomassie
para la visualizacién de las bandas de proteinas, este paso se lleva a cabo para descartar la

degradacion de las proteinas después de su extraccion.

A continuacion se procede al analisis comparativo del proteoma mediante el método
iTRAQ (/sobaric tag for relative and absolute quantitation). La digestién por tripsina, el
etiqguetado iTRAQ, la cromatografia liquida, la espectrometria de masas, la identificacién de
proteinas y la cuantificacion se realizaron siguiendo las instrucciones descritas en Fernandez-
puente et al. (2011) y Gayoso et al. (2014). Estos andlisis de proteémica se llevaron a cabo con
la colaboracion del laboratorio de investigacion osteoarticular y de envejecimiento de

protedmica ProteoRed/ISCIII del INIBIC-Complejo Hospitalario Universitario de A Corufa.

Mediante esta metodologia, los péptidos obtenidos mediante digestion enzimatica de las
proteinas obtenidas por la extraccién antes mencionada se marcan con una serie de moléculas
que poseen todas ellas el mismo tamano molecular. En su estructura incorporan un marcador
(reporter) cuya masa varia en una unidad de masa atémica, unido a un grupo funcional que
equilibra la diferencia de masa del marcador. EI marcador suele ser un derivado de la N-
metilpiperacina unido a un grupo carbonilo que actia como elemento equilibrador. La molécula

presenta también en su estructura un grupo reactivo (NHS-éster) que permite su enlace a los
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grupos N-terminal del péptido. La determinacién cuantitativa diferencial se basa en que todos
los péptidos marcados con los reactivos poseeran el mismo tamafo molecular, si bien el
tamafo molecular del marcador (reporter) dependera del reactivo utilizado para las diferentes
condiciones de obtencion de las proteinas. Asi los péptidos pueden separarse en virtud de su
tamafio mediante HPLC (High performance liquid chromatograph) y posteriormente mediante
acoplamiento MS/MS (Tandem mass spectrometry) utilizando el MALDI TOF (Matrix-assisted
laser desorption/ionization time-of-flight) obtener un perfil de doble fraccionamiento. Primero a
través de la relacion m/z (masa carga) del péptido precursor mediante una ionizacién suave y
posteriormente en una segunda fragmentacién mas extensiva de este péptido obtendremos su
espectro de masas, que contendra la distribucion m/z de los diferentes marcadores empleados,
en funcion de la cual podremos cuantificar diferencias de expresién entre péptidos de los

cultivos no expuestos a atrazina y los cultivos expuestos al herbicida.

3.10. Analisis estadistico
Para los andlisis de citometria de flujo (FCM), microscopia de epifluorescencia y
espectrofotometria en primer lugar, se calcularon las medias y las desviaciones estandar para

cada tratamiento a partir de un minimo de tres experiencias independientes.

Para el tratamiento estadistico de los datos se utiliza el programa estadistico IBM SPSS
Statistic version 21.0.0. Para cada experiencia, la hipotesis de que la concentracion de
herbicida del medio no afecta al parametro de estudio para cada tiempo fijado de muestreo, se
analiza estadisticamente mediante un analisis de la varianza de una via (ANOVA). Cuando la
hipotesis se rechaza, se utiliza el test de Dunnett para analizar de qué forma afecta cada
concentraciéon de herbicida al parametro estudiado. El test de Dunnett se aplica en todos los

casos al nivel de significacion 0,05 (p < 0,05).

Las graficas se crearon con el paquete de analisis estadistico y de graficas avanzadas
SigmaPlot version 9.0. En las tablas y figuras, los resultados se expresan como la media de los

valores obtenidos + desviacion estandar.

Para el andlisis protedmico, se utilizé el paquete estadistico ProteinPilot 4.0 software (AB
Sciex). Se aplico un intervalo de confianza del 95%. Se utilizé la base de datos de proteinas de
Chlamydomonas v5.3 (con 19529 secuencias de proteinas, Phytozome) para identificar las
proteinas. Después de la busqueda se aceptaron los IDs que presentaron un ProteinPilot
Unused Score de al menos 1.3 (correspondiente a un intervalo de confianza del 95%). Los
datos fueron normalizados para la carga de error por sesgo y la correccidon de fondo se calculd

utilizando el Pro Group algorithm (ABSciex). Para el andlisis protedmico sélo se tuvieron en
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cuenta aquellas proteinas con un ratio < 0,8 0 = 1,2 y p-valor < 0,05.

Para el estudio del transcriptoma por RNA-Seq se realizaron los analisis bioinformaticos
pertinentes utilizando el programa edgeR 3.8.5 para el analisis de expresion diferencial de los
genes. Para su analisis sélo se tuvieron en cuenta aquellos genes con un False Discovery Rate
(FDR) = 0,01 y un Log2 Fold Change (LFC) =10 <-1.

A continuacion se clasificaron manualmente los genes y proteinas expresados
diferencialmente por categorias de funciones utilizando la informacion de Ensembl Plants 22
Chlamydomonas reinhardtii v3.1. Se organizaron los genes en 13 categorias de funciones:
desconocida, otra, metabolismo, ciclo celular, expresidon génica, fotosintesis, energia,
aminoacidos, lipidos, regulacidn, especies reactivas de oxigeno (ROS) y estrés, Redox y
proteasas. A su vez dentro de estas categorias los genes se agruparon en subcategorias
(Hemschemeier et al., 2013, Lopez et al., 2011).
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4. Capitulos

4.1. Capitulo I: “Early alterations on photosynthesis-related parameters in
Chlamydomonas reinhardtii cells exposed to atrazine: A multiple

approach study”

Los productos quimicos, como los herbicidas, han aumentado en el medio acuatico
debido al incremento de la actividad antropoldgica y presentan en la actualidad un problema
grave a nivel ecoldgico. Estos productos organicos toxicos se liberan en el medio ambiente
acuatico y pueden afectar a especies no diana, como las microalgas que se encuentran en la
base de la cadena tréfica, de modo que cualquier agente externo que las perturbe puede
ocasionar un desequilibrio mayor en los niveles superiores de la cadena provocando
modificaciones funcionales y estructurales permanentes en los ecosistemas. Uno de los
herbicidas mas ampliamente utilizados en la agricultura a nivel mundial es la atrazina que

inhibe la fotosintesis bloqueando el proceso de transporte de electrones en el fotosistema II.

En un escenario de cambio climatico con un aumento dramatico en los niveles de CO,,
es muy importante conocer el comportamiento de los organismos fijadores de carbono. Asi, el
objetivo del presente estudio fue determinar alteraciones en los parametros directa o
indirectamente relacionados con fotosintesis después de sélo 3 horas de exposicién al
herbicida atrazina (0,25 uM, la ECs, para el crecimiento a las 96 h). Para ello, se aplicaron
diferentes enfoques metodoldgicos. Se llevaron a cabo estudios espectrofotométricos para
cuantificar los pigmentos celulares, clorofila a y b y carotenoides. También mediante la
citometria de flujo (FCM) se estudioé la autofluorescencia celular sin la necesidad de ningun
fluorocromo. Ademas, se estudio el nivel de especies reactivas de oxigeno (ROS) en las células
microalgales, en concreto se analizé el nivel de i6n superoxido mediante FCM con el
fluorocromo hidroetidina (HE). Para los estudios transcriptomicos se llevaron a cabo
extracciones de RNA a las 3 h de exposicion al herbicida para construir una libreria de DNAc y
realizar una secuenciacion, RNA-Seq, con la finalidad de conocer los genes que estan
expresados diferencialmente en los cultivos expuestos atrazina con respecto a los cultivos
control. Finalmente en los estudios protedmicos se llevaron a cabo extracciones de proteinas
después de 3 h de exposicidn a atrazina, se realizé una digestion con tripsina, un marcaje con
iTRAQ y una cromatografia liquida. Finalmente se realiz6 una espectrometria de masas y se
identificaron y cuantificaron las proteinas. Los genes y proteinas diferencialmente expresados
fueron clasificados manualmente en categorias de funciones, empleando la informacién de
Ensembl plantas 22 C. reinhardtii v3.1. Ademas, se realizaron analisis de enriquecimiento GO
(ontologia del Gen) con la herramienta de anotacidon funcional de algas en

http://pathways.mcdb.ucla.edu/algal/index.html.
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Tras 3 h de exposicién a atrazina, los estudios espectrofotométricos y por FCM
mostraron un descenso significativo en la cantidad de pigmentos celulares y un descenso
significativo de la fluorescencia de la clorofila a, respectivamente. Estos resultados sugieren
una reduccion de la actividad fotosintética debido al mecanismo de accion del herbicida sobre
la proteina D1 del fotosistema Il, afectando al estado fisiolégico y al crecimiento celular. Por
FCM también se detecté un aumento significativo de ROS. El estrés oxidativo generado por el
mecanismo de accion de la atrazina provocaria desequilibrios redox, alteraciones en la
regulacion de los genes y en la sintesis de proteinas, lo que conlleva a una disminucion general
de la actividad celular y cambios en la eficiencia fotosintética. Los datos de RNA-Seq mostraron
9 genes expresados diferencialmente con respecto al control tras 3 h de exposicién a atrazina
relacionados el proceso de fotosintesis. 6 de los 9 genes (LHCBMS8, LHCSR3, LI818R-1,
PTOX2, CAH4 y CAH5) estaban subexpresados y 3 aparecen sobreexpresados (HLAS3, LCIA y
ELI3). Los transcritos que codifican genes para la recoleccion de luz, el mecanismo de
concentracién de carbono o proteinas de unién a clorofilas son menos abundantes en las
células de los cultivos expuestos durante 3 h. Esto se relaciona con los datos obtenidos
anteriormente donde se observd un descenso de la autofluorescencia celular y un descenso de
la cantidad de pigmentos. Sin embargo, algunos transcritos aparecen sobreexpresados en los
cultivos expuestos, lo que se puede interpretar como una respuesta de aclimatacién del
organismo fotosintético al estrés provocado por el herbicida. La técnica de RNA-Seq permite el
estudio de respuestas rapidas al estrés, pero también es importante considerar las alteraciones
tempranas en el perfil proteémico, dicho perfil revel6 5 proteinas que son significativamente
menos abundantes en los cultivos expuestos (CA2, PSBO, PSB1, PRK1, ATPD). Los cambios
en el perfil protedmico que se detectan después de sélo 3 h de exposicion al herbicida son
principalmente debidos al estrés causado directamente por la atrazina sobre las proteinas, y no

debido a un cambio en los procesos reguladores de la expresion génica.

En definitiva, una concentracion subletal de atrazina (0,25 pM) altera el perfil
transcriptomico y protedmico de células de Chlamydomonas reinhardftii tras 3 h de exposicion al
herbicida. La presencia de la atrazina conduce a un aumento en los niveles celulares de ROS
que pueden estar relacionados con una disminucion en el contenido de clorofila y, por tanto,
una disminucion en la actividad fotosintética que puede volver a provocar la produccién de
ROS, formando un bucle. Ademas, este herbicida provoca desajustes fotosintéticos en las
células de C. reinhardtii basadas en las alteraciones observadas en el perfil transcriptémico, asi
como la desaparicion de algunas proteinas relacionadas con la fotosintesis. Por un lado, los
niveles de transcritos que codifican para proteinas de la clorofila, componentes del PSIl y

anhidrasa carbodnica, que ayudan a aumentar la concentracién de CO. en el cloroplasto, se
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redujeron. Por otra parte, algunos transcritos que codifican para transportadores de carbono
inorganico (Ci) fueron sobreexpresados como una respuesta celular para aclimatarse al estrés
provocado por el herbicida. También se observa que la cantidad de proteinas que forman parte
del PSII, una cloroplasto ATP sintasa y una anhidrasa carbénica que participa en la regulacion
del proceso de fijacidon de carbono, disminuyen debido al estrés provocado por este herbicida.
Los analisis transcriptomicos y protedmicos han permitido profundizar en la comprension de los
ajustes fotosintéticos que se producen durante la exposicién del herbicida. La inhibicién de la
fotosintesis inducida por la toxicidad de la atrazina afectara al estado fisioldgico y bioquimico de
las células microalgales. Teniendo en cuenta estos resultados, el aumento de algunos
contaminantes en los sistemas acuaticos podria conducir a una disminucion dramatica en la

fijacion del CO; a nivel mundial.
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1. Introduction

The occurrence of anthropogenic stress-induced chemicals, such as
herbicides, in the aquatic environment presents a serious problem.
These man-made organic toxicants are released into the aquatic environ-
mentand can affect non-target species, One of the herbicides most exten-
sively applied in agriculture all over the world is atrazine. Its widespread
application, persistence, and mobility have led to its frequent detection
in ground and surface water sources (Hayes et al, 2010) and to list it as
priority substance under the European Water Framework Directive as de-
scribed in Directive 2013/39/EC (European Council, 2013). Atrazine in-
hibits photosynthesis blocking the photosynthetic electron transport at
photosystem II (Rutherford and Krieger-Liszkay, 2001) and thereby ener-
gy production drops, preventing CO- fixation in target and non-target or-
ganisms. Atrazine-induced detrimental effects on the aquatic ecosystem
and alterations in aquatic community structure have been reported previ-
ously (Choi et al, 2012; Didur et al,, 2012; Sjollema et al,, 2014; Weiner
et al,, 2004).

Microalgae have been recommended as test organisms in ecotoxico-
logical studies because of their ecological relevance and sensitivity (Ma
et al., 2006). All primary producers are the basis of the aquatic food
web; therefore it is an interesting study of their photosynthetic state
since any disturbance in productivity of the microalgae community
can induce direct structural changes in the rest of the ecosystem
(Campanella et al., 2001; Martinez et al., 2014; Rioboo et al,, 2007).
Regarding toxicity investigations and risk assessment with microalgae,
integral endpoints, such as growth and reproduction, are traditionally
monitored. However, before these endpoints show a significant change,
the exposure may affect other cellular physiological parameters at
much lower toxicant concentrations ( Nestler et al.,, 2012).

The photosynthetic state of microalgae can be measured by quanti-
fying the pigment content, which has been used as biomarker of
exposure to herbicides in algae (Couderchet and Vernet, 2003).
Fluorescence measurements have also been proposed as simple, rapid
and sensitive methods to detect the photoinhibitory effects of environ-
mental stressors on phytoplankton (Geoffroy et al,, 2007; Juneau et al.,
2002). Flow cytometry (FCM) is an alternative to the standard algal
population based endpoints, since it allows the characterization of the
microalgal response at a single-cell level close to in vivo conditions.
The in vivo chlorophyll a fluorescence of green algae can be used as a
tool to detect negative alterations on photosynthesis (Bi Fai et al.,
2007; Chalifour et al., 2009; Cid et al.,, 1995; Ekelund and Aronson,
2007; Gonzalez-Barreiro et al, 2004; Prado et al.,, 2011).

Currently, with the development of the omics, new alternatives arise
to study the effects of pollutants on microalgae (Dowling and Sheehan,
2006; Esperanza et al, 2015; Jamers et al, 2009; Monsinjon and
Knigge, 2007). Transcriptomics and proteomics can be used to detect
and characterize responses to external stimulus, and have a great poten-
tial for investigating stress mechanisms and responses affecting growth
and other physiological and biochemical endpoints (Jamers and de
Coen, 2010; Nestler et al.,, 2012; Subramanian et al,, 2014), being increas-
ingly applied in ecotoxicology and other fields of biological science.
The availability of the sequenced genome of the microalgal species
Chlamydomonas reinhardtii, with adequate annotation and metabolic
pathway information, facilitates high-throughput analyses of transcrip-
tional and proteomic profiling (Merchant et al., 2007).

Previous research has demonstrated that C. reinhardtii cells exposed
to atrazine change their metabolism and get energy mainly by hetero-
trophic pathways (Esperanza et al,, 2015). In a global climate change
scenario with a dramatic increase in CO; levels, it is very important to
know the behavior of carbon fixing organisms. Thus, the aim of the
present study was to determine alterations in parameters directly or
indirectly related to photosynthesis after only 3 h of exposure to
the herbicide. For this purpose, different methodological approaches
were applied. First, a traditional spectrophotometric method for the
quantification of pigments content was carried out. Additionally, flow

M. Esperanza et al. / Science of the Total Environment 554-555 (2016) 237-245

cytometry was used to determine chlorophyll a fluorescence and reac-
tive oxygen species level (ROS). Moreover, unlike standard ecotoxicity
studies, detailed quantitative transcriptomic profiling of algal cells
exposed to atrazine compared with those cultured without herbicide
was assessed, looking for changes in the regulation of transcription.
Furthermore, a proteomic analysis was carried out to observe early
protein alterations due to the stress directly caused by the herbicide.

2. Materials and methods
2.1. Microalgal cultures

The unicellular green alga C. reinhardtii Dangeard (strain CCAP 11/32A
mt + ) was obtained from the Culture Collection of Algae and Protozoa
of Dunstaffnage Marine Laboratory (Scotland, UK). C reinhardtii cells
were cultured in Tris-minimal phosphate medium (Harris, 1989) on a
rotary shaker set at 150 rpm, under controlled conditions: 22 4 1 °C
and illuminated with 100 pmol photon m™2 s™! under a 12:12 h
light:dark cycle. Cells in mid-logarithmic growth phase were used asin-
oculum for the different assays. Initial cell density for each experiment
was 2 x 10° cells mL™".

Before each experiment, fresh stock solutions of atrazine were pre-
pared by dissolving the pure compound (Sigma-Aldrich, MW: 215.68)
in methanol and filtering through 0.2 pm membrane filters. Also control
cultures were included, to which only methanol was added. No
significant differences between nominal and effective concentration
of atrazine were found using a gas chromatography/mass spectrometry
analysis.

All cultures were set up in triplicate for 3 h and at least two indepen-
dent experiments were carried out for each parameter analyzed. This
time point was selected considering previous cytometry studies where
the effects of atrazine were analyzed every hour during 24 hand chang-
es in the cellular metabolic activity and ROS formation were detected
after 3 h of atrazine exposure (unpublished data).

2.2. Growth measurement

A growth inhibition test for C. reinhardtii using atrazine concentrations
ranged from 0.1 to 2 M was carried out to determine the herbicide
concentration used for the following determinations of the present
study. Cell density was daily determined for 96 h by counting culture
aliquots in the flow cytometer. For absolute cell counting, a suspension
of fluorescent polystyrene microspheres (Flow-Count Fluorospheres;
Beckman Coulter) with known concentration was added as an internal
reference to all cell samples. Growth rates () expressed as day~ ' were
calculated via the formula p = [In(N;) — In(Ny)] / In2(t — t5) where N,
is the cell density at time t and Ng is the cell density at time 0. The 96 h
ECsq value for growth was calculated, based on growth rate data, using
the computer program CompuSyn (Chou and Martin, 2005).

2.3. Photosynthetic pigment content

Pigments were extracted from a concentrated algal sample in a 90%
acetone aqueous solution and determined by measuring the absorbance
of the extract using a Shimadzu UV-1700 spectrophotometer at appro-
priate wavelengths (664, 647 and 480 nm ). The resulting absorbance
measurements were translated to chlorophylls and carotenoids accord-
ing to Jeffrey and Humphrey (1975) and Strickland and Parsons (1972),
respectively. The equations used to calculate the pigment concentra-
tions in the extract are:

Chlorophyll a = 11.93 AG64 — 1.93 AG47
Chlorophyll b = 20.36 A647 — 5.50 AG64

Carotenoids = 4.0 A480
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where total chlorophylls a and b and carotenoids represent the pigment
concentrations of extract in pg ml— 1 and AG64, A647 and A480 repre-
sent the absorbances measured at 664, 647 and 480 nm, respectively.

24. How cytometry analyses

FCM analyses of C. reinhardtii cells were performed on a Beckman
Coulter Gallios flow cytometer fitted with 488 nm and 633 nm
excitation lasers, detectors of forward (FS) and side (SS) light scatter
and four fluorescence detectors corresponding to different wavelength
intervals: 505-550 nm (FL1), 550-600 nm (FL2), 600-645 nm (FL3)
and =645 nm (FL4). The 488-nm argon-ion laser was used as excitation
source for all the probes assayed. Forward scatter (FS, an estimation
of cell size) and red autofluorescence (FL4 channel, an estimation of
cell chlorophyll a content) dot-plots were used to characterize the
microalgal population, setting gating levels in order to exclude
non-microalgal particles. At least 10 000 gated cells per sample were
collected and analyzed using Kaluza software version 1.1 (Beckman
Coulter). All FCM determinations were performed at least twice and
duplicate samples were run on the flow cytometer.

2.4.1. Inherent cell properties: chlorophyll a fluorescence

The red autofluorescence of C reinhardtii cells, related to chlorophyll
a fluorescent emission, was analyzed to study the potential changes in
this pigment content or changes in the functioning of the PSIII. Results
were expressed as the mean red fluorescence in the FL4 channel
fluorescence intensity in a.u. (Prado et al., 2011).

24.2. Oxidative stress determination

Oxidative stress in C. reinhardtii was evaluated by FCM using deter-
minations of intracellular levels of superoxide anion radical (03) with
an oxidation-sensitive fluorescent dye, hydroethidine (HE; Molecular
Probes, Inc.). HE was added at a final concentration of 16 uM for
30 min to the cell suspensions (2 x 107 cells mL™'). Results were
expressed as the mean orange-ethidium bromide (EB) fluorescence in
the FL3 channel fluorescence intensity in a.u. (Prado et al,, 2012a).

2.5. Total RNA extraction and RNA-Seq

RNA was isolated from control and atrazine exposed (0.25 uM) cells
after 3 h of atrazine exposure, using the reagent NZYol (NZYTech),
following the procedure described previously in Esperanza et al. (2015).

Then a cDNA library construction and Illumina HiSeq 2000 sequenc-
ing were done with the collaboration of AllGenetics & Biology, SL. A total
number of 4 cDNA libraries were constructed, one per sample (2 control
and 2 treated samples), using the TruSeq RNA Sample Preparation Kit
v2 (Ilumina), strictly following the manufacturer's instructions and
the pool was sequenced in a HiSeq 2000 PE100 lane.

2.6. Protein extraction, identification and quantifving

The protein extraction was carried out following the protocol of
Damerval et al. (1986) with some modifications. Cells were harvested
by centrifugation to get a pellet of 10 x 107 cells, pellet was resuspended
in an extraction buffer (50 mM Tris HCl, pH 8.8 with 150 mM Nacl),
suspended cells were lysed by sonication. For TCA/acetone method,
samples were centrifuged and supernatants were taken in fresh tubes
and mixed with 10% of trichloroacetic acid (TCA) in cold acetone with
0.07% of 3>-mercaptoethanol to 0.07%. This mixture was incubated at
20 °C overnight. After this time, the mixture was centrifuged and the
precipitate was washed 3 times with a cold mixture of acetone and
0.07% of p-mercaptoethanol, with their respective centrifugations.
Then the pellet was allowed to dry. Finally, the pellet was resuspended
in a solubilization buffer (30 mM Tris, 8 M Urea, 2 M thiourea and 4%
of CHAPS).

239

Protein concentration of samples was determined by the Bradford
method modified by Ramagli and Rodriguez (1985). The absorbance
was measured in a spectrophotometer at 595 nm against a blank of
solubilization buffer, using Bovine serum albumin (BSA) as a standard.

Trypsin digestion, iTRAQ labeling, liquid chromatography, mass spec-
trometry, protein identification and quantifying were performed as pre-
viously described in Fernandez-Puente et al. (2011) and Gayoso et al.
(2014). These proteomic analyses were carried outwith the collaboration
of the Osteoarticular and Aging Research Lab, Proteomics-ProteoRed/
1511, INIBIC-Complejo Hospitalario Universitario de A Corufia.

2.7, Statistical analyses

For the photosynthetic pigment content and FCM data, mean
values - standard deviation (SD) of at least two experiments were
statistically analyzed by an overall one-way analyses of variance
(ANOVA) using SPSS Statistic software (version 21.0, SPSS, IBM).
A p-value of <0.05 was considered statistically significant. When
significant differences were observed, means of treated cultures
were compared with control means using the Dunnett test.

For the RNA-Seq data, the bioinformatic analysis was carried out by
ECSEQ Bioinformatics, using the “edgeR 3.8.5" program for the analysis
of differential expression of the genes. Only genes with a “false
discovery rate” (FDR) < 0.01 and a "logs, fold change” (LFC) 2 1 or<—1
were selected.

For proteomic analysis, the normalization tools and statistical
package from ProteinPilot 4.0 software (AB Sciex) were employed.
A stringent >95% confidence interval was applied (equivalent to
ProteinPilot Unused score > 1.3). Spectra were searched against the
Chlamydomonas protein database v5.3 (19,529 Protein Sequences
downloaded from Phytozome). After searching, protein 1Ds that had a
ProteinPilot Unused Score of at least 1.3 (corresponding to a 95%
Confidence Interval) were accepted. The ProteinPilot software also
calculated a confidence percentage, the unused score, which reflects
the probability of a hit being a “false positive,” at a 95% confidence.
Although this software automatically accepts all peptides with an
identification level of = 1%, only proteins having at least one peptide
above the 95% confidence level were initially recorded. Searches
against a concatenated database containing both forward and reversed
sequences allowed the false discovery rate to be kept at 1%. Data were
normalized for loading error by bias and the background correction was
calculated using the Pro Group algorithm (ABSciex). A p < 0.05 or a ratio
of 21.2 or £0.8 was considered significant (over- or underexpressed).

Then, differentially expressed genes and proteins were classified man-
ually by categories of functions previously described in Hemschemeier
et al. (2013), using information from Ensembl Plants 22 C. reinhardtii
v3.1, Furthermore, GO (Gen Ontology) enrichment analyses were per-
formed using the Algal Functional Annotation Tool at http://pathways.
medb.ucla.edu/algal/index.html (Lopez et al, 2011).

3. Results and discussion
3.1. Growth

Growth data indicated that atrazine treatment induced a
significant (p < 0.05) inhibitory effect on the proliferation of
C. reinhardtii in a concentration-dependent manner (Table 1).
Control cultures showed significantly (p < 0.05) higher cell num-
bers per mL medium and higher average growth rates than the
atrazine exposed population after 96 h (Table 1). The ECso for
growth after 96 h value, based on growth rate data was 0.231 uM.,
Then, the sublethal atrazine concentration used in the following
analyses of the present study was 0.25 UM, a concentration close to
this 96 h ECs¢ value.
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3.2. Photosynthetic pigment content and chlorophyll a fluorescence

After 3 h of exposure to a sublethal atrazine concentration (025 M),
chlorophyll a and total carotenoid contents of C reinhardtii biomass
were significantly reduced (p < 0.05) with respect to control cultures,
26.7% and 29.4%, respectively (Fig. 1). However a non-significant
reduction (19.1%, p > 0.05) in the cellular amount of chlorophyll b was
observed in cultures exposed to atrazine (Fig. 1).

FCM data showed a significant reduction (p < 0.05) of 16.6% of the
chlorophyll a fluorescence (2065 + 35.36 a.u.) with respect to control
cultures (2475 + 77.78 a.u.) after 3 h of exposure to the herbicide
(Fig. 2A).

Chlorophyll a fluorescence is a function of the cell pigment content
and the photochemical activity of PSII in the photosynthetic electron
transport chain (Franklin et al., 2001). Thus, in this study, the observed
reduction of the autofluorescence can be explained by the decrease in
cellular pigment content,

Furthermore, chlorophyll a fluorescence emission analysis of
PSll from the photosynthetic apparatus of algae makes possible the
characterization of the effects and modes of action of different kinds
of environmental stressors and water pollutants such as herbicides
(Brack and Frank, 1998). Obtained results indicated a reduction of
photosynthetic activity and this is related to the atrazine mechanism
of action on the D1 protein of PSII (Chalifour et al., 2009; Didur et al.,
2012). Photosynthesis inhibition induced by atrazine toxicity will affect
the entire physiological state and cell growth process (Bi Fai et al., 2007;
Esperanza et al.,, 2015).

These results, decrease in the cellular pigment content and the
reduction of the chlorophyll a fluorescence caused by atrazine (Figs. 1
and 2A), are in accordance with results obtained in previous studies in
which it is reported that microalgal cells, under the stress induced by
this herbicide, change their photoautotrophic metabolism, inefficient
under these conditions, to an heterotrophic metabolism (Esperanza
et al., 2015; Gonzalez-Barreiro et al., 2004).

3.3. Oxidative stress

In order to test the relationship between atrazine treatment and ox-
idative stress induction in C. reinhardtii, FCM analysis of reactive oxygen
species (ROS) generation level was evaluated. The exposure to atrazine
caused a remarkable accumulation of ROS in C. reinhardtii cells, resulting
in a significant increase (p< 0.05) in the intracellular level of superoxide
anion radical (03) in treated cultures (46.95 4 0.83 a.u.) with respect to
control cultures (34.70 £ 0.99 a.u.) (Fig. 2B). This increase in cellular
ROS level is related to the reduction of pigments and autofluorescence,
since it has been well documented that a photosynthetic efficiency
decrease can enhance ROS production in microalgal cells, followed by
oxidative damages and function abnormalities (Liu et al,, 2012).

Although ROS were classically considered toxic metabolic byproducts
that ultimately lead to cell death, it is now recognized that ROS act as
central secondary messengers involved in compartmentalized signaling
networks (Rosenwasser et al., 2014). This function suggests that cells
have evolved strategies to utilize ROS as biological signals that control

Table 1

Effect of atrazine on the growth of C. reinhardtii cells after 96 h of exposure. Values
are shown as mean + SD of experimental triplicates. Asterisks (*) indicate significant
differences (p < 0.05) versus non-treated control,

Atrazine Cell density Growth rates (1)
(M) (cells x 10*mL~") (day™")

Control 457,50 + 2030 1.13 £ 002

0.1 256.00 + 11.46° 092 + 002°
025 7490 + 1.30° 048 + 0.01°

05 56.20 + 0.857 037 + 001"

1 22,50 + 0.40* 0.04 + 0.00°

2 20.30 + 0.30° 0.01 + 0.00°
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Fig. 1. Photosynthetic pigment content of C reinhardtii cells in control cultures and
atrazine exposed (0.25 uM) cultures at 3 h. Photosynthetic pigment content values are
shown as mean =+ SD of experimental duplicates, expressed as pg of pigments per cell.
Asterisks (*) indicate significant differences (p < 0.05) versus non-treated control,

various genetic stress programs. This interpretation is based on the
unstated assumption that a given ROS can interact selectively with a
target molecule that perceives the increase in ROS concentration, and
then translates this information into a change of gene expression, such
as changes in transcriptional activity (Laloi et al, 2004).

Results obtained showed a significant increase in intracellular
ROS levels in the cultures exposed to atrazine (Fig. 2B). Toxic action
involving ROS formation and oxidative stress have been reported in
ecotoxicological studies with unicellular algae exposed to atrazine
(Qian et al,, 2009; Mofeed and Mosleh, 2013), paraquat (Jamers and
De Coen, 2010; Nestler et al., 2012; Prado et al,, 2012a,b), and metals
(Melegari et al., 2013; Perreault et al, 2012). C. reinhardtii is sensitive
to the oxidative action of atrazine and this can be related to the decrease
observed in the cellular content of chlorophyll, as has been reported in
plants (Ekmelci and Terzioglu, 2005).

In a previous study with atrazine the cellular activity of microalgal
cells was affected significantly at tested concentration, however non-
significant changes in cell viability were observed (Esperanza et al.,
2015). ROS generated by the mechanism of action of atrazine, as
described above, provoked redox misbalances and alterations in gene
regulation and protein synthesis, and therefore a general decrease in
the cellular activity.

34. Transcriptomic analyses

Obtained RNA-Seq data showed 185 differentially expressed genes
(FDR £0.01 and LFC 2 1 or £— 1) between control cultures and cultures
exposed to atrazine (0.25 pM) at tested time (3 h). These genes
were classified manually in 13 categories of functions: photosynthesis,
metabolism, gene expression, energy, amino acids, cell cycle, redox,
lipids, regulation, ROS and stress, proteases, other and unknown
(Hemschemeier et al, 2013). Of this amount of genes, 124 showed a re-
duction in their expression, while 61 genes showed an increase (Fig. 3).

Besides the large number of altered genes, this study was only
focused on those related directly or indirectly to photosynthesis
processes (9). Within this category, 6 of the 9 genes (LHCBMS, LHCSR3,
LI818R-1, PTOX2, CAH4 and CAH5) were significantly downregulated
and 3 were significantly upregulated (HLA3, LCIA and ELI3) (Table 2).

The LHCBMS8, LHCSR3 and LI818R-1 transcripts encode early light
inducible (LHCBMS8) and stress-related (LHCSR3 and LI818R-1) chloro-
phyll a/b binding proteins that play a key role in the light-harvesting
complex. In this study all of these transcripts were significantly
downregulated (Table 2). In eukaryotic oxygenic photosynthetic
organisms, light-harvesting chlorophyll a/b binding proteins function
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Fig. 2. Overlay histograms of flow cytometric analysis of chlorophyll a autofluorescence (A) and intracellular levels of superoxide anion radical (B) of C reinhardtii cells in control cultures
and atrazine exposed (0.25 uM) cultures at 3 h. (Y-axis: count; X-axis: fluorescence intensity in arbitrary units, au.).

in the collection and transfer of light energy to the reaction centers of
the photosystems 11 and 1. Additionally these proteins are also involved
in light dissipation and energy quenching. Therefore, light-harvesting
proteins are important components of the photosynthetic machinery
that optimize photosynthetic function and minimize photooxidative
damage in response to light quantity and quality (Stauber et al.,
2003). Maruyama et al, (2014) showed that the transcription of the
LHCSR3 gene, the most downregulated in the current study (Table 2),
was suppressed by treatment with a photosystem 11 inhibitor (DCMU).
Bonente et al. (2011) have also shown that LHCSR3, essential for energy
quenching in C reinhardtii, is a pigment-binding protein with the
properties of a constitutive quencher. LI818R-1 protein has been
suggested to play a role in protecting chlorophyll proteins from
excitation pressure under low CO, as well as high light conditions
(Iwai et al., 2007; Richard et al., 2000). The decrease in the level of
transcription of these genes in treated cells is in accordance with the
mechanism of action of atrazine that inhibits PSIl and the decrease in
chlorophyll a content and its fluorescence (Figs. 1 and 2A).

The PTOX2 transcript encodes a plastid terminal oxidase 2,
the oxidase most predominantly involved in chlororespiration in
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Fig. 3. Differentially expressed genes (FDR < 0.01 and LFC 2 1 or £—1) after 3 h of
exposure to 0.25 uM of atrazine with respect to the control divided into 13 categories.
Separated by a horizontal axis the genes upregulated are in the top and the downregulated
are in the bottom.

Chlamydomonas species (Houille-Vernes et al,, 2011 ). Transcriptomic
data revealed that also the amounts of PTOX2 decrease significantly
in this study (Table 2). Chlororespiration has been defined as an
alternative respiratory electron transport chain in interaction with
the photosynthetic electron transport chain in thylakoid membranes
of chloroplasts (Peltier and Cournac, 2002). It works as a valve to dissipate
excess NADPH and maintain redox homeostasis. Chlororespiration in-
volves two proteins that have been recently identified in Chlamydomonas:
a NADPH dehydrogenase (NDA2), and a plastid terminal oxidase
(PTOX2). NDA2 reduces plastoquinones from NADPH, and PTOX2
regenerates oxidized plastoquinones at the expense of O;. Activity
of these two chloroplast enzymes, which act in tandem, results in the
oxidation of NADPH and the consumption of O, (Johnson and Alric,
2013). Downregulation of PTOX2 and the observed ROS production
can be related to the mechanism of action of atrazine because, as men-
tioned before, this herbicide blocks the photosynthetic electron transfer
to the plastoquinone pool, leading to production of triplet chlorophyll
and O5 . PTOX2 is also important for carotenoid biosynthesis during
chloroplast biogenesis because its activity prevents the over-reduction
of the plastoquinone pool. Plants without this enzyme exhibit pheno-
types of variegated leaves with white patches because the carotenoid
synthesis pathway slows down due to the lack of oxidized plastoqui-
none which oxidizes phytoene, a carotenoid intermediate (Carol and
Kuntz, 2001). Therefore, the observed downregulation of the PTOX2
transcript could be related to the decrease in the carotenoid contents
(Fig. 1). A lack of PTOX2 indirectly causes photodamage during
plastid development because protective carotenoids are not synthe-
sized (Aluru and Rodermel, 2004). Excess light captured by the
light-harvesting complex of PSII is dissipated by carotenoids. The lack
of sufficient amount of carotenoids and chlorophyll (Fig. 1) generates
reactive oxygen radicals which in turn lead to the photooxidation
of plastid components (Aluru and Rodermel, 2004). Hence, the
decreased amounts of this transcript could also be related to the
accumulation of ROS observed in this study in the cultures treated
with atrazine (Fig. 2B).

The transcripts CAH4 and CAH5 encode beta carbonic anhydrases
(CAs) which are zinc-containing metalloenzymes that catalyse the
reversible interconversion of CO; and HCO7, and these two transcripts
were also significantly downregulated in cultures exposed to atrazine
(0.25 pM) for 3 h with respect to control cultures (Table 2). Although
these beta carbonic anhydrases are localized in the mitochondria
(Eriksson et al,, 1995, 1996), they could affect chloroplast related
processes, being linked to the carbon concentrating mechanism (CCM)
(Moroney and Ynalvez, 2007). The role of these mitochondrial CAs
has been suggested as buffering matrix H™ upon the initiation of
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Table 2

Differentially expressed genes related to photosynthesis of C. reinhardtii. Comparison of transcript abundances and fold-changes in cultures exposed to 0.25 pM of atrazine for 3 h vs. control
cultures, For each comparison, a gene was deemed differentially ex pressed if it fitted the following criteria: significant “log; fold change” (LFC < — 1 orz 1) and significant “false discovery
rate” (FDR =< 0.01). RPM means “Reads per million mapped reads”.

Gene ID Gene Average RPM Average RPM (control) Log; fold change FDR 3H Description
name (treatment) 3H 3H 3H
Downregulated
205752 LHCBMS 266.80 595.64 —-105 0.000119 Chlorophyll a-b binding protein of LHCIl
184730 LHCSR3 24.00 168.52 —2.70 4.36e—43 Stress-related chlorophyll a/b binding protein 3
184724 LIBT&R-1 878 29.62 —164 553e—12 Stress-related chlorophyll a/b binding protein 1
205757 PTOX2 2418 67.80 —-1.37 1.92e —07 Alternative oxidase, plastid terminal oxidase 2
24552 CAH4 27275 601.41 —-1.03 223e—05 Mitachondrial carbonic anhydrase, beta type
196876 CAH5 147.79 317.96 —-1.00 0.000493 Mitochondrial carbonic anhydrase, beta type
Upregulated
134058 HLA3 348.89 161.78 121 000172 ABC transporter, multidrug resistance-related
proteins (MRP) subfamily
135648 LCIA 9431 29.03 1.82 148 —10 Low-C0;-inducible membrane protein
148916 ELI3 548 222 140 0.000105 Early light inducible chlorophyll a/b binding protein

photorespiration when the cells are transferred from high to low CO,
conditions (Eriksson et al,, 1996). When subjected to low-CO, environ-
ments, mitochondria are found to migrate around the periphery of
the chloroplast, and CAH4 and CAH5 may function in the capture of
CO; escaping the chloroplast, rapidly converting these molecules to
HCO7, which can be better retained by the cell (Giordano et al., 2003;
Moroney et al., 2011; Raven, 2001). Atrazine exposed cells acts
like cells grown in dark conditions changing their autotrophic me-
tabolism (Esperanza et al., 2015), according to results obtained by
Hemschemeier et al. (2013) when C. reinhardtii cells were studied
under anoxic and dark conditions. Since the CCM is only activated
in the presence of light, enzymes related to this process, such as
CAH4 and CAHS5, were expected to be downregulated (Tirumani
et al,, 2014).

RNA-Seq data also revealed the upregulation of three transcripts
(HLA3, LCIA and ELI3) (Table 2). HLA3 and LCIA were identified as Ci
transporters candidates. HLA3 (high light-induced gene 3, also known
as Mrp1 for multidrug resistance-related protein 1) has been annotated
as a putative ATP-binding cassette-type transporter, containing a single
ABC-MRP domain and it was predicted to be localized to the plastid
membrane (Winck et al,, 2013). LCIA, also known as Nar1.2, was identi-
fied as a limiting-CO,-inducible gene in a large-scale analysis of gene
expression profiles in C. reinhardtii (Miura et al., 2004). LCIA has six
predicted transmembrane domains, and possesses a domain of the
formate/nitrite transporter protein family. Members of this protein
family have been identified in the genome of prokaryotes, yeast and
green algae Chlamydomonas, Chlorella and Volvox. It has been reported
HLA3 increases in C. reinhardtii, under low CO; conditions (Jungnick
etal, 2014). LCIA was proposed as a candidate Ci transporter localized
in the chloroplast membrane of Chlamydomonas cells (Winck et al.,
2013) rather than a nitrite transporter, as are the remaining NAR1
gene family members of C. reinhardtii, because the expression of LCIA
is regulated by CO; irrespective of the nitrogen source (Miura et al.,
2004; Spalding, 2008). RNAI strains with reduced expression of both
LCIA and HIA3 grew poorly on low CO; (Duanmu et al., 2009).

The ELI3 transcript encodes an early light inducible chlorophyll a/b
binding protein (Table 2). ELls such as ELI3 encode polypeptides
with high sequence similarity to the early light-induced proteins
(Elips) characterized in vascular plants and to the Cbr protein from
Dunaliella bardawil. Biochemical studies suggest that Elips bind both
chlorophyll and lutein (Adamslka, 1997, 2001) and they might function
in a photoprotective manner, possibly scavenging chlorophyll molecules
during the turnover of light-harvesting complexes (Adamska, 1997,
2001). Hutin et al. (2003 ) showed that Elips function in photoprotection,
either by binding free chlorophyll or chlorophyll-degradation products,
or by promoting the proper assembly of pigment protein complexes
during exposure of cells to high light. It has been hypothesized that
they play a protective role either by transiently binding the excited

free chlorophyll molecules as transient pigment carriers and/or by
binding xanthophyll pigments to dissipate the excess absorbed light en-
ergy (Adamska, 2001; Havaux, 2003; Hutin et al,, 2003; Krél et al., 1999;
Montané and Kloppstech, 2000). Cbr, the D. bardawil homologue of
Elips, is induced when algal cells are exposed to stressful conditions,
such as high light treatment, sulfur starvation, norflurazon treatment
(norflurazon blocks carotenoid biosynthesis) (Lers et al, 1991; Levy
et al, 1993) or atrazine treatment. This study also shows that atrazine
causes an induction of ELI3 transcript (Table 2). More recently, ELIPS in
Arabidopsis was proposed to physiologically function in the regulation
of chlorophyll concentration in thylakoid membranes: it acts as a
chlorophyll sensor that modulates 5-aminolevulinic acid biosynthesis
to prevent accumulation of free chlorophyll and hence prevent photoox-
idative stress (Tzvetkova-Chevolleau et al, 2007; Zhang et al,, 2012).

Transcriptomic results showed that the amounts of various
transcripts related to photosynthesis decreased in the cultures exposed
to atrazine with respect to control cultures (Table 2). Transcripts
encoding for light-harvesting, carbon concentrating mechanism or
other chlorophyll binding proteins were reduced in abundance. The
general downregulation of genes associated with chlorophyll binding
or biosynthesis is supported by the lower chlorophyll contents (Fig.1)
(Chekounova et al., 2001; Duanmu et al., 2013). Hemschemeier et al.
(2013) also found this reduction in pigment content in dark-grown
C. reinhardtii cells. Furthermore, the reduced abundances of transcripts
related to photosynthesis would be reflected by the status of the
photosynthetic apparatus and the PSIl as we can see in FCM results,
which show a decrease in the chlorophyll a fluorescence (Fig. 2A).
C. reinhardtii cells exposed to atrazine had lower chlorophyll contents,
and exhibited reduced autoflucrescence. However, there were a few
photosynthesis-related transcripts whose amounts increased (HLA3,
LCIA and ELI3; Table 2). In view of these data, it can be assumed that
the few photosynthetic transcripts that were accumulated have a role
in the acclimation of a photosynthetic organism to the stress provoked
by the herbicide.

3.5. Proteornic analyses

RNA-Seq technique allows the study of a rapid response to stress,
but itis also important to consider the early alterations in the proteome
profile. For this purpose, an iTRAQ peptide labeling experiment was
made, Relative abundance of 12 proteins were significantly decreased
(p £ 0.05 and expression ratio < 0.8) in cultures exposed to atrazine
0.25 pM, being 5 of them proteins related to photosynthesis (CA2,
PSBO, PSB1, PRK1, ATPD) (Table 3).

Photosynthesis and carbon assimilation were also affected by
atrazine at the proteomic level. Carbonic anhydrase (CA2 or CAH2),
with carbonate dehydratase activity, was significantly decreased in
treated cells (Table 3). This protein catalyzes the interconversion
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Table 3

Comparison of photosynthesis-related protein abundances in cultures exposed to0.25 uM of atrazine for 3 h vs. cultures control of C reinhardti cells. For each comparison, a protein was
deemed differentially downregulated if it met the following criteria: 1) significant ratio (<0.8) and 2) significant p-value (p £ 0.05).

Accession number Protein name Description 0.25 uM:control

Ratio p-Value
P93109 CA2 Periplasmic carbonic anhydrase, alpha type 0.2466 0.0032
ABIYP4 PRK1,195910 Phosphoribulokinase 0.4613 0.0029
ABJOE4 PSBO, 130316 Oxygen-evolving enhancer protein 1 of photosystem Il 0.5495 0.0010
ASBIYH9 PSBP1,33411 Oxygen-evolving enhancer protein 2 of photosystem Il 0457 0.0055
ABJF15 ATPD, atpH, 132678 Chloroplast ATP synthase delta chain 0.4529 0.0430

between carbon dioxide and bicarbonate, playing an important role in
carbon fixation, metabolism and Calvin cycle. The interpretation of the
physiological function of carbonic anhydrases (CAs) in unicellular
algae is difficult due to the presence of multiple CA isozymes and differ-
ent localizations, as commented above, but at least two alpha CAs are
found in the periplasmic space of Chlamydomonas, namely CAH1 and
CAH2. These proteins facilitate the diffusion of Ci to the plasma
membrane (Moroney et al,, 2011). In microalgae that possess a carbon
concentrating mechanism (CCM), the enzyme located in the chloroplast
stroma that has carbonate dehydratase activity (CA2), is needed to
convert the accumulated H,CO5 to CO,, the substrate for Rubisco
(Badger and Price, 2003; Huang et al., 2011). Uptake of inorganic carbon
as CO, or bicarbonate is facilitated in Chlamydomonas across all
membrane systems of the cell by CCM acting in concert with carbonic
anhydrase (Forster et al,, 2006).

The enzyme phosphoribulokinase (PRK1) also decreases in cultures
exposed to atrazine (Table 3). PRK1 is recognized as an important
regulatory protein in the process of carbon fixation. Unique to the Calvin
cycle, PRK catalyzes the ATP-dependent phosphorylation of ribulose
5-phosphate, thereby regenerating ribulose 1,5-bisphosphate (RuBP),
the CO, acceptor molecule and substrate for ribulose 1,5-bisphosphate
carboxylase/oxygenase (Rubisco) (McKay et al, 1991).

Moreover, the presence of both proteins encoding PSIl components
and subunits of the oxygen-evolving complex (OEC) of PS-1I (PsbO,
PsbP1) were also reduced following herbicide exposure, Furthermore,
the levels of the chloroplastic ATP synthase subunit (ATPD), with
proton-transporting ATP synthase activity was found to be reduced in
cultures exposed to atrazine with respect to the control cultures
(Table 3). Thus, under atrazine stress, the algal cells have diminished
photosynthetic capacity due to the reduction of components of
photosystem 1, as well as the plastidic ATP-generating system and
this finding is in accordance with the observed significant decrease in
the chlorophyll a fluorescence and pigments (Figs. 1 and 2A).

Gene expression is controlled globally and at multiple levels in
response to environmental stress (Lackner et al, 2012). As being
indicated before, in the aim of this study, changes in the proteomic
profile detected after only 3 h of exposure are mainly due to the stress
directly caused by the herbicide on proteins, and not due to a change
in the regulatory processes of gene expression.

In Esperanza et al. (2015), a significant decline in cellular activity
was also observed in the C reinhardtii cells exposed to atrazine and
this may be also related to a reduction in the photosynthetic activity
(Figs. 1 and 2A). C. reinhardtii cells under atrazine stress conditions
could change their photosynthetic metabolism to a heterotrophic one,
because this herbicide exerts its mechanism of action on the photosys-
tem Il (Marchetti et al.,, 2013; Rutherford and Krieger-Liszkay, 2001),
thus reducing the photosynthetic activity and due to this reason the
microalgal cells try to get energy through heterotrophic metabolism
for being able to maintain its viability.

To sum up, the presence of atrazine leads to an increase in the cellu-
lar ROS levels that can be related to a decrease in chlorophyll content
and, hence, in a decrease in the photosynthetic activity that can enhance
the ROS production, as a loop. Furthermore, this herbicide causes

photosynthetic adjustments in C. reinhardtii cells based on alterations
observed in transcriptomic prefile as well as the disappearance of
some photosynthesis-related proteins. On the one hand, levels of
transcripts encoding for chlorophyll binding proteins, components of
the PSII and carbonic anhydrases, which help increase the CO. concen-
tration in the chloroplast, were reduced. On the other hand, some tran-
scripts encoding for G; transporters were upregulated as a cell response
to acclimation to stress provoked by the herbicide, Moreover, the
amount of PSIl component proteins, a chloroplast ATP synthase and a
carbonic anhydrase, an important regulatory protein in carbon fixation
process, decreased due to the stress caused by this herbicide.

4. Conclusions

A sublethal concentration of atrazine (0.25 pM) alters the
transcriptomic and proteomic profile of Chlamydomonas reinhardtii
cells. Using flow cytometry protocols a decrease in chlorophyll a
fluorescence and an increase in intracellular ROS levels were detected
in atrazine exposed cells with respect to control cells. A reduction in
cellular pigment contents was also observed in exposed cultures.
Transcriptomic analyses advance the understanding of photosynthetic
adjustments that occur during herbicide exposure. Inhibition of photo-
synthesis induced by atrazine toxicity will affect the entire physiological
and biochemical states of microalgal cells. Protein profile was also
altered by the atrazine stress. Taking into account these results, the
increase in some pollutants in aquatic systems could lead to a dramatic
decrease in CO; fixation at a global level.
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4.2. Capitulo Il: “Chlamydomonas reinhardtii cells adjust the metabolism

to maintain viability in response to atrazine stress”

La actividad antropoldgica es una continua amenaza para la estabilidad de los
ecosistemas, en particular los ecosistemas acuaticos reciben una gran cantidad de
contaminantes que afectan a los procesos biolégicos vy fisiolégicos de los organismos que los
habitan. Debido al uso extendido de herbicidas en la agricultura, su presencia en las aguas
naturales es cada vez mas importante. Estos pesticidas, como la atrazina, junto a otros
contaminantes, alcanzan los sistemas acuaticos naturales a través de las aguas de escorrentia,
y una vez alli pueden ejercer su actividad téxica sobre especies de plantas o de
microorganismos fototréficos para los que no se habian disefado. Los microorganismos
fototréficos, como la microalga C. reinhardtii, se encuentran en la base de la cadena trofica de
los sistemas acudticos, y cualquier agente externo que los perturbe puede ocasionar un
desequilibrio mayor en los niveles superiores de la cadena, provocando modificaciones
funcionales y estructurales permanentes en los ecosistemas. Resulta, por tanto, evidente la
necesidad de estudios encaminados a diagnosticar, evaluar y caracterizar la respuesta celular
de las microalgas ante situaciones de estrés provocadas por la presencia de concentraciones

subletales de herbicidas en el medio.

El objetivo del presente trabajo ha sido el estudio de la respuesta de la microalga de
agua dulce C. reinhardtii expuesta a una concentracién subletal del herbicida atrazina (0,25 pM,
la ECso para el crecimiento a las 96 h) durante 24 h. Diferentes parametros relacionados con el
estatus energético celular, como la actividad celular y los potenciales de membrana
citoplasmatica y mitocondrial, fueron monitorizados mediante citometria de flujo (FCM) como
potenciales marcadores de citotoxicidad. También se analizaron cambios en el transcriptoma
celular mediante la técnica de RNA-Seq entre las células control y las células expuestas a

atrazina durante 3y 24 h.

Mediante FCM se llevaron a cabo estudios de crecimiento con Flow Count
Fluorospheres y se expresaron los resultados como tasas de crecimiento (u), se determiné la
viabilidad celular utilizando el fluorocromo ioduro de propidio (Pl), se estudié la actividad
metabdlica celular mediante un ensayo en tiempo real usando el fluorocromo diacetato de
fluoresceina (FDA), se analizd el potencial de membrana citoplasmatica con el fluorocromo
DIBAC.(3), por ultimo también se estudié el potencial de membrana mitocondrial con el
fluorocomo JC-1. Finalmente se realizaron estudios transcriptomicos y, para ello se llevaron a
cabo extracciones de RNA a las 3 y 24 h de exposicion al herbicida para construir una libreria

de DNAc y realizar una secuenciacion, RNA-Seq, para conocer los genes que estan
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expresados diferencialmente en los cultivos expuestos atrazina con respecto al control en los

dos tiempos analizados.

Mediante FCM se observd que para ambos tiempos ensayados la atrazina provoca un
descenso significativo de la actividad metabdlica celular, un aumento significativo del porcentaje
de células con la membrana citoplasmatica despolarizada y una hiperpolarizacion significativa
del las membranas mitocondriales. También se observé un descenso significativo del
crecimiento tras 24 h de exposicion al herbicida; sin embargo no se observaron cambios en la

viabilidad de los cultivos expuestos en ninguna de las horas ensayadas.

Los datos de RNA-Seq mostraron 12 genes expresados diferencialmente con respecto al
control en los cultivos expuestos durante 3 y 24 h a atrazina y sélo 1 de estos genes aparece
subexpresado. En relaciéon a la categoria de aminoacidos, 4 transcritos relacionados con el
catabolismo de aminoacidos (MCCA, AAH1, GDH2 y CLR21) estan sobreexpresados. En la
categoria de energia 4 transcritos (/CL1, PCK1B, ETFA y ETFB) estan también
sobreexpresados. Estos datos transcriptomicos se relacionan con los resultados obtenidos por
FCM donde se observaron perturbaciones en la membrana plasmatica y mitocondrial y
alteraciones en la actividad metabdlica. Ademas se observé un sobreexpresion significativa en
la categoria de expresion génica (FKB16-1), en la categoria de estrés y especies reactivas de
oxigeno (GOX9) y en la categoria de metabolismo (RHP-2). Solamente un transcrito

perteneciente a la categoria de Redox (NIT1) aparece subexpresado en este estudio.

La concentracién subletal de atrazina empleada en este estudio altera el estatus
energético de las células de C. reinhardtii. Empleando protocolos de FCM se observé un
descenso de la actividad celular, una despolarizacion de la membrana plasmatica y una
hiperpolarizacién de la membrana mitocondrial en todos los cultivos expuestos durante 3y 24 h
al herbicida con respecto a los cultivos control. El analisis por RNA-Seq también mostré una
alteracion energética, los datos transcriptémicos revelaron una mayor abundancia de los
transcritos relacionados con la generacion de energia heterotrofica y la disposicion de
electrones en las células estresadas. Los cambios mas significativos se observaron en los
genes implicados en el catabolismo de aminoacidos y en los procesos de respiracion celular.
Los resultados obtenidos sugieren una inhibicion de la fotosintesis provocada por el mecanismo
de accion del herbicida. Debido a esto las células tendrian que obtener energia a través del
metabolismo heterotréfico para mantener su viabilidad. A pesar de estas alteraciones, las
células son capaces de sobreponerse al estrés, lo que indica que C. reinhardtii presenta una
gran adaptabilidad a las condiciones adversas.
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Chlamydomonas reinhardtii cells were exposed to a sublethal concentration of the widespread herbicide
atrazine for 3 and 24 h. Physiological parameters related to cellular energy status, such as cellular activity
and mitochondrial and cytoplasmic membrane potentials, monitored by flow cytometry, were altered
in microalgal cells exposed to 0.25 puM of atrazine. Transcriptomic analyses, carried out by RNA-Seq
technique, displayed 12 differentially expressed genes between control cultures and atrazine-exposed
cultures at both tested times. Many cellular processes were affected, but the most significant changes
were observed in genes implicated in amino acid catabolism and respiratory cellular process. Obtained
results suggest that photosynthesis inhibition by atrazine leads cells to get energy through a heterotrophic
metabolism to maintain their viability.

© 2015 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

Anthropogenic activity is a constant menace to the stability of
ecosystems and the ecological risk assessment of organic pollu-
tants, including herbicides, has become a priority field in current
ecotoxicological research. In this sense, aquatic systems are recip-
ients of many chemicals with potential deleterious effects on
various physiological and biological processes of their biota. A con-
siderable amount of the herbicides applied in crop fieldsenters into
freshwater aquatic ecosystems through surface runoff or leaching,
leading to environmental contamination (Tdrnqvist et al., 2011).
These pollutants exerttheir toxicity on different types of organisms
that were not the original target, such as unicellular algae, the pri-
mary producers in the aquatic food web. Adverse herbicide effects
on microalgae could also alter higher trophic levels, potentially
compromising biodiversity, structure and function of freshwater
ecosystems (Campanella et al., 2001; Rioboo et al., 2007).

Abbreviations: a.u., arbitrary units; DIBAC,(3), lipophilic anionic oxonol dye
bis<{1,3-dibu-tylbarbituric acid) trimethine oxonol; FCM, flow cytometry; FDA,
fluorescein diacetate; FDR, false discovery rate; FS, forward scatter light; JC-1,
5,5',6,6' -tetrachloro-1,1',3,3' -tetraethylbe nzimidazolcarbocyanine iodide; LFC, log2
fold change; Pl, propidium iodide; PS, photosystem; ROS, reactive oxygen species;
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One of the herbicides most extensively applied in agriculture
all over the world is atrazine. It was found in many surface and
ground waters and listed as priority substance under the European
Water Framework Directive as described in Directive 2013/39/EU.
Atrazine inhibits photosynthesis blocking the photosynthetic elec-
tron transport at photosystem Il (Rutherford and Krieger-Liszkay,
2001) and thereby energy production, preventing CO, fixation in
target and non-target organisms. Its widespread application, per-
sistence, and mobility have led to its frequent detection in ground
and surface water sources (Hayes et al., 2010) at concentrations
exceeding 10 pgL~! (USEPA, 2012). Atrazine-induced detrimental
effects on the aquatic ecosystem and alterations in aquatic com-
munity structure have been reported previously (Choi et al,, 2012;
Didur et al.,, 2012; Sjollema et al., 2014; Weiner et al., 2004). This
herbicide has also been reported to affect the human endocrine,
central nervous, immune, and reproductive systems (Liu et al.,
2014).

Microalgae have been proposed as an alternative to traditional
analyses for ecotoxicological laboratory studies due to their short
generation times and rapid responses to environmental changes.
These organisms are extremely useful as tools to assess the toxicity
of contaminants in water (Ma et al., 2006), using standardized tests
(e.g., according to 1SO (2012) and OECD (2011) guidelines) which
focus on growth inhibition of these unicellular algae. Currently,
with the development of the omics, new alternatives arise to study
the effects of pollutants on microalgae (Jamers et al., 2009). In par-
ticular, transcriptomic analysis has a great potential to investigate
subcellular mechanisms of stress and responses affecting growth
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and cellular physiology and biochemistry. Among aquatic microal-
gae, the freshwater species Chlamydomonas reinhardtii is currently
used extensively in biological research and in molecular genetic
studies as a biological model because of its ease of cultivation, rapid
growth, possibility of inducing sexual reproduction and because it
is haploid (Harris, 1989, 2001), and its genome has been sequenced
(Merchant et al., 2007).

Theaim of the present work has been thestudy of the response of
the freshwater microalga C. reinhardtii exposed to a sublethal con-
centration ofthe herbicide atrazine for 24 h, focused on the possible
alteration of the cellular activity, as well as the mitochondrial and
cytoplasmic membrane potentials. These parameters, related to
cellular energy status, were monitored by flow cytometry (FCM) as
potential good markers of cytotoxicity, since this technique allows
the rapid analysis of a high number of cell functions under near
in vivo conditions. Changes in the cellular transcriptome between
control cells and cells exposed to atrazine for 3 and 24 h, were also
determined using the RNA-Seq technique.

2. Materials and methods
2.1. Microalgal cultures

The unicellular green alga C. reinhardtii Dangeard (strain CCAP
11/32A mt+) was obtained from the Culture Collection of Algae
and Protozoa of Dunstaffnage Marine Laboratory (Scotland, UK). C.
reinhardetii cells were cultured in Tris-minimal phosphate medium
(Harris, 1989) on a rotary shaker set at 150rpm, under con-
trolled conditions: 22 +1 °C and illuminated with 100 p.mol photon
m~2s~! under a 12:12h light:dark cycle. Cells in mid-logarithmic
growth phase were used as inoculum for the different assays. Initial
cell density for each experiment was 2 x 105 cells mL~!,

Atrazine concentration used (0.25 pM) in the present study was
based on 96 h EC5 determined by previous toxicity test (data not
shown). Before each experiment, fresh stock solutions of atrazine
were prepared by dissolving the pure compound (Sigma-Aldrich,
MW: 215.68) in methanol and filtering through 0.2 jum membrane
filters. No significant differences between nominal and effective
concentration of atrazine were found using a gas chromatogra-
phy/mass spectrometry analysis.

All cultures were carried out in duplicate and the different anal-
yses were done after 3 and 24 h of culture. These time points were
selected based on previous cytometry studies where the effects of
atrazine were analyzed every hour during 24 h; after 3 h of atrazine
exposure changes in the cellular metabolic activity were detected,
whereas after 24 h a light:dark cycle was completed.

2.2. Flow cytometric analyses

FCM analyses of C. reinhardtii cells were performed on a
Beckman-Coulter Gallios flow cytometer fitted with 488nm and
633nm excitation lasers, detectors of forward (FS) and side (SS)
light scatter and four fluorescence detectors corresponding to dif-
ferent wavelength intervals: 505-550nm (FL1), 550-600 nm (FL2),
600-645nm (FL3) and >645 nm (FL4). The 488 nm argon-ion laser
was used as excitation source for all the probes assayed. Forward
scatter (FS, an estimation of cell size) and red autofluorescence (FL4
channel,an estimation of cell chlorophyll-a content) dot-plots were
used to characterize the microalgal population, setting gating levels
in order to exclude non-microalgal particles. At least 10,000 gated
cells per sample were collected and analyzed using Kaluza software
version 1.1 (Beckman Coulter).

Cell suspensions (2 x 10° cells mL~"') were incubated with the
appropriate fluorochrome at room temperature and in darkness.
The lowest fluorochrome concentration and the shortest incuba-
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tion time were chosen in order to obtain significant and stable
staining of cells without toxicity being developed. All FCM determi-
nations were performed at least twice and duplicate samples were
run on the flow cytometer.

2.2.1. Growth measurement

Growth of microalgal cultures was measured by counting
culture aliquots in the flow cytometer using a suspension of
fluorochrome-containing micro-spheres for its calibration (Flow
Count Fluorospheres, Beckman Coulter Inc.).

Growth rates (t) expressed as day~! were calculated via the
formula /¢ =[In(Nt) — In(Ng)]/In2(t - ty ) where N is the cell density
at time t and Ny is the cell density at time 0.

2.2.2. Cell viability determination

Propidium iodide (Pl) was used to discriminate between viable
non-fluorescent cells and non-viable fluorescent cells with cell
membrane damage. C. reinhardtii cells were incubated with 4 pM
of PI for 15 min prior samples were analyzed by FCM (Prado et al.,
2009a). The orange fluorescent emission of Pl was collected in the
FL3 channel indicated above. Results were expressed as the per-
centage of viable cells vs. the total amount of cells analysed by
FCM.

2.2.3. Cellular metabolic activity determination: kinetic assay

Cellular activity level was evaluated using a kinetic approach to
the fluorescein diacetate (FDA )-based cell esterase activity assay
(Prado et al., 2012a). Cell suspensions were stained with 0.24 pM
FDA. FDA-dependent fluorescence generation rates (indicative of
the metabolic activity level, and expressed as arbitrary relative fluo-
rescence units per min, a.u.), were calculated by regression analysis
of mean values of green-fluorescence intensity (normalized to cell
size values estimated using FS) over time.

2.2.4. Cytoplasmic membrane potential assessment

This parameter was monitored using a slow-response potentio-
metric probe with the lipophilic anionic oxonol dye bis-(1,3-dibu-
tylbarbituric acid) trimethine oxonol (DiBAC4(3)) as previously
described in Prado etal. (2012a). C. reinhardtii cell suspensions were
stained with 0.97 pM DiBAC,(3) for 10 min. DiBAC4(3) green fluo-
rescent emission was collected in the FL1 channel indicated above.
Results were expressed as the percentage of depolarized cells vs.
the total amount of cells analysed per culture.

2.2.5. Mitochondrial membrane potential measurement

Changes in mitochondrial membrane potential of C. reinhardtii
cells after treatment with atrazine were evaluated by staining
cells with the lipophilic cationic probe JC-1 (5,5',6,6'-tetrachloro-
1,1",3,3’-tetraethylbenzimidazolcarbocyanine iodide) (Prado et al.,
2012b). C. reinhardtii cells were incubated with 3 pM of |C-1 for
20 min. Mitochondrial membrane potential results were expressed
as the mean orange (JC-1 oligomers)/green (JC-1 monomers) fluo-
rescence intensity ratio which only depends on the mitochondrial
membrane potential measurement (Cassart et al., 2007).

2.3. Total RNA extraction and RNA-Seq

RNA was isolated from control and atrazine exposed (0.25 p.M)
cells after 3 and 24 h of culture, using the reagent NZYol (NZYTech).
Frozen samples were homogenized using a mortar and pestle
under liquid nitrogen. 1 mL of NZYol was added directly to the
homogenate, and transferred to a nuclease-free 1.5mL tube. Then,
0.2 volumes of chloroform-isoamil alcohol (24:1) were added, the
mixture was centrifuged, and the supernatant was recovered into
a new tube. One volume of ice-cold isopropanol was added, and
the mixture was kept at —20°C overnight in order to precipitate



4. Capitulos

66 M. Esperanza et al. / Aquatic Toxicology 165 (2015) 64-72

the RNA. The samples were centrifuged, and the supernatant dis-
carded. The pellet was washed with 75% ethanol. The ethanol was
discarded, and the pellet resuspended in a final volume of 30 L
(Chomczynski and Sacchi, 2006).

After that, a DNase treatment was carried out with 2.5 pL of
RQ1 RNase-Free DNase 10X Reaction Buffer (Promega), 2 units of
RQ1 RNase-Free DNase (Promega), and 21.5 p.L of the RNA solution.
RNA concentration and integrity were measured in an Agilent 2100
bioanalyzer.

Then a cDNA library construction and [llumina HiSeq 2000
sequencing were done with the collaboration of AllGenetics & Biol-
ogy, SL. A total number of 8 cDNA libraries were constructed, one
per sample (2 control and 2 treated samples at 3h and 2 con-
trol and 2 treated samples at 24 h), using the TruSeq RNA Sample
Preparation Kit v2 (lllumina), strictly following the manufacturer's
instructions and the pool was sequenced in a HiSeq 2000 PE100
lane.

2.4. Data analysis

Forthe FCM data analysis mean values + standard deviation (SD)
of at least two experiments were calculated and statistically ana-
lysed by an overall one-way analysis of variance (ANOVA) using
SPSS Statistic software (version 21.0, SPSS, IBM). A p-value <0.05
was considered statistically significant. When significant differ-
ences were observed, controls vs. treated means were compared
using the Dunnett test.

For the RNA-Seq data the bioinformatic analysis was carried out
by ECSEQ bioinformatics, using the “edgeR 3.8.5" program for the
analysis of differential expression of the genes. Only genes with
a “false discovery rate” (FDR) <0.01 and a “log2 fold change” (LFC)
=1or =—1wereselected. Then, differentially expressed genes were
classified manually by categories of functions previously described
in Hemschemeier et al. {2013), using information from Ensembl
Plants 22 C. reinhardtii v3.1. Furthermore, GO enrichment analyses
were performed using the algal functional annotation tool athttp://
pathways.mcdb.ucla.edu/algal/index.html (Lopezet al., 2011).

3. Results and discussion
3.1. Growth and cell viability

Growth inhibition and cell viability were analysed to assess
potential toxic effects of atrazine at apopulation level. Growthrates
were calculated after 24 h of culture. Atrazine exposure induced a
significant inhibitory effect on C reinhardtii growth in compari-
son with control cultures (p<0.05). Growth rates (/¢) at 24 h were
1.73+£0.20 day~! for control cultures and 0.94 +0.03 day~! for
cultures exposed to atrazine; therefore, this herbicide caused an
inhibition of growth of 45.6 %.

To determine whether the significant decrease recorded in the
C. reinhardtii proliferation was associated with the loss of cell via-
bility, a FCM assay based on dye exclusion of the probe Pl was used
to identify cells with intact plasma membrane. The percentage of
C. reinhardtii viable cells, with intact plasma membrane (Pl-cells),
after 3 and 24 h of atrazine exposure remained close to 95% for both
control cultures and atrazine exposed cultures (p>0.05) (Fig. 1).

The toxicity of atrazine on C. reinhardtii growth has been
reported previously (Fischer et al., 2010; Reboud et al,, 2007). In
the present study, although a significant decrease in the growth
rate was observed, cell viability was not affected at the tested
concentration; this means that 0.25 pM of atrazine is a sublethal
concentration (Fig. 1). It has been also reported that microalgal
cells exposed to atrazine were not able to complete their cell
division but maintained their metabolic activity and cell viabil-

ity (Gonzdlez-Barreiro et al, 2004a,b). The potential stimulation
of the antioxidant defense mechanisms (Chankova et al., 2014;
Dewez etal., 2005)could be involved inthis maintenance. Obtained
results indicate that cytoplasmic membrane integrity was affected
only after other cellular parameters had already been damaged in
a strong way by the herbicide.

3.2. Cellular metabolic activity

To further characterize the potential cytotoxic effect of atrazine
on metabolic activity of C. reinhardtii cells, a kinetic approach to the
FDA-based cell esterase activity assay was used taking into account
only metabolically active cells. In fluxo analysis of cellular non-
specific esterase activity revealed that atrazine exposure induced a
significant (p <0.05) reduction in metabolic activity of C. reinhardtii
cells with respect to control cultures. Cell activity decreased 31%
and 29% at 3 and 24h, respectively, in cultures exposed to 0.25 .M
of the herbicide (Fig. 2 Non-significant changes in the percentage
of viable cells were observed (Fig. 1), whereas cell activity in viable
cells was affected at tested times(Fig. 2). These results could poten-
tially be explained by growth data at 24 h, since a reduction about
50% of the growth was observed in the cultures exposed to atrazine
with respect to control cultures. Qur results confirm previous find-
ings regarding a decline in esterase activity in Chlamydomonas cells
exposed to different herbicides (Jamers and De Coen, 2010; Nestler
etal.,2012; Prado et al,, 2009a) and other aquatic pollutants (Prado
et al,, 2015). Obtained results could indicate that the mechanism
of action of atrazine generates oxidative stress that causes redox
misbalances and alterations in protein synthesis and, therefore, a
general decrease in cellular activity. A good correlation between
the rate of conversion of FDA to fluorescein (esterase activity) and
photosynthetic activity has also been described in unicellular algae
(Brookes et al., 2000). Taking into account this correlation, the inhi-
bition of the esterase activity could be due to the oxidative damage
provoked by atrazine at photosystem Il level in microalgal cells.

3.3. Cytoplasmic and mitochondrial membrane potentials

FCM analysis of DiBAC4(3)-stained cells showed that atrazine
affected cytoplasmic membrane potential of C. reinhardtii cells,
leading to the depolarization of the plasma membrane, ie., to a
huge fluorochrome influx to the cells. A significant increase in the
percentage of cells with a depolarized cytoplasmic membrane was
observed in cultures exposed to the herbicide with respect to con-
trol cultures at both tested times. Cultures exposed to the sublethal
atrazine concentration showed an increase in depolarized cells of
33% and 31% at 3 and 24 h, respectively (Fig. 3A).

C. reinhardtii cells were also stained with the mitochondria-
specificdye, JC-1, widely used to monitor mitochondrial membrane
potential. Atrazine exposure caused a change of mitochondrial
membrane potential at tested times, as evidenced by the sig-
nificantly higher orange (JC-1 oligomers)/green (JC-1 monomers)
fluorescence ratio values recorded in atrazine-treated cells rela-
tive to those in non-treated controls (p <0.05). After 3h and 24 h of
exposure, values of mitochondrial membrane potential in treated
cells increased 2.18- and 1.36-fold, respectively (Fig. 3B).

These results together viability data indicate that the induced
damage in the plasma membrane begins with changes in the per-
meability properties (depolarization) before the disruption of the
membrane integrity (Prado et al., 2012b, 2015). Previous studies
in different microorganisms have also reported this change in the
permeability of the cytoplasmic membrane (Bouix and Ghorbal,
2015; Lloyd et al., 2004; Wickens et al., 2000). Any alteration in
the cytoplasmic membrane potential can be considered a fast and
sensitive indicator of the presence of stress factors that can lead
to important physiological changes for the proper functioning of
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Fig. 1. Cell viability of C reinhardtii in control and atrazine exposed (0.25 uM) cultures. (A) and (C) control cultures at 3 and 24 h, respectively; (B) and (D) atrazine exposed
cultures at 3 and 24 h, respectively. Results are expressed as percentage of viable cells (Pl negative) vs. the total amount of cells analyzed by FCM. Values are shown as
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C. reinhardtii cells. The depolarization of the membrane was also
related to the inhibition of H*-ATPases and NA*/K*-ATPases pumps
in membrane, that are considered the main generators of elec-
trochemical gradients in plants (Krol et al., 2003). Due to these
changes it is normal that the cellular activity mentioned earlier was
affected (Fig. 2).

A significant hyperpolarization of the mitochondrial membrane
potential was observed in C. reinhardtii cells after 3 and 24 h of
atrazine exposure at assayed concentration (Fig. 3B). The mecha-
nism of action of atrazine affects the photosynthesis, but could also
provoke perturbations on mitochondrial respiratory chain. Several
authors reported that physiologically, mitochondrial hyperpolar-
ization could be due to an increase in respiration, with a higher
electron flux, more active oxidative phosphorylation and conse-
quently, possible leaks of electrons that favored the generation of
ROS, as a by-product of the ATP-generating process (Huc et al.,
2012; Loseva et al, 2004; Wallace, 2005). Atrazine toxicity on
mitochondrial respiratory chain has been studied in murine and
human cells (Chen etal., 2015; Koo et al., 2012). Furthermore, other
studies in animal and vegetal cells have observed a protonphobic
effect exerted by herbicides, such as paraquat, on mitochondria, ie.,
this herbicide causes a depolarization of the inner mitochondrial
membrane and an uncoupling of the oxidative phosphorylation

(Costantini et al., 1995; Palmeira et al., 1995; Prado et al., 2012b;
Vicente et al., 2001).

3.4. Transcriptomic analyses

The RNA-Seq data showed 12 differentially expressed genes
(FDR =0.01 and LFC = 1 or =—1) between control cultures and cul-
tures exposed to atrazine at both tested times (3 and 24 h). Amount
these 12 genes, 11 were upregulated and only 1 was downregulated
in cultures exposed to the herbicide with respect to non-treated
cultures. All these differentially expressed genes were classified
according tothe biological process wherein they areinvolved and to
their molecular functions in the following categories: amino acids,
energy, metabolism, ROS and stress, gene expression and redox
(Table 1).

Regarding to the amino acid category, 4 transcripts are related
to amino acid catabolism (MCCA, AAH1, GDHZ and CLR21) and all
these genes were significantly (FDR <0.01 and LFC=1 or =-1)
upregulated at both tested times (Table 1). The early accumu-
lation of transcripts coding for amino acid catabolic enzymes or
proteins related to amino acid catabolism pathways suggests that
C. reinhardtii resorts first to amino acid degrading pathways to
obtain energy, when the photosynthetic process is affected (Hem-
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schemeier, 2013). Amino acids can be sorted as glucogenic or
ketogenic according to the metabolic fate of their carbon skele-
tons. Several studies have shown that in microalgal species such
as C. reinhardtii and Chlorella vulgaris, glucogenic amino acids can
be converted to glucose through gluconeogenesis and ketogenic
amino acids can be transformed into ketone bodies through keto-
genesis and their degradation yield acetyl-CoA (Ahii et al., 2015;
Johnson and Alric, 2013). These ketone bodies are produced to be
used as energy. In Arabidopsis, the catabolism of amino acids was
also proposed to fuel the tricarboxylic acid cycle (TCA) (Caldana
etal, 2011).

The upregulated transcript of MCCA encodes the
methylcrotonoyl-CoA carboxylase alpha subunit that is involved
in the degradation of the branched-chain amino acid leucine.
Specifically, the protein product is responsible for the fourth
step in the breakdown of leucine, a ketogenic amino acid that
is a building block of many proteins. So, Leu catabolism finally
yields acetyl-CoA, for the formation of ketones or to be used as
substrate for the TCA cycle (Johnson and Alric, 2013). The AAH1
transcript was the most upregulated at 3 h (Table 1); it encodes
a phenylalanine hydroxylase responsible for the conversion
of phenylalanine to another amino acid, tyrosine (Vallon and
Spalding, 2009). Tyrosine can also be broken down into smaller
molecules that are used to produce energy. These two aromatic
amino acids are both glucogenic and ketogenic. GDH2 encodes
a glutamate dehydrogenase that is involved in the glutamate
catabolism (Vallon and Spalding, 2009). CLR21 was the most
upregulated transcript at 24h (Table 1); it encodes a CLR family
protein that is known to be involved in methionine catabolism.
Both amino acids (Glu and Met) are glucogenic amino acids and
the carbon skeletons originating from their oxidation can feed into
the TCA cycle, leading to an accumulation of intermediates that
can be further converted into longer-carbon-chain compounds via
gluconeogenesis (Johnson and Alric, 2013). ).

Regarding to the energy category, 4 transcripts (ICL1, PCK1B,
ETFA and ETFB) were significantly (FDR < 0.01 and LFC>1or =-1)
upregulated at both tested times (Table 1). The fact that most
of the genes were related with energy generation pathways sug-
gest that C. reinhardtii resorts to all available energy sources to
properly acclimate to the stress conditions to maintain a healthy
energy status. The ICL1 transcript encodes the isocitrate lyase, a
key enzyme of the glyoxylate cycle. The glyoxylate cycle gener-
ates intermediates that can be used to synthesize glucose (via
gluconeogenesis). ICL1 appears to function primarily in channel-
ing acetyl-CoA through the glyoxylate shunt pathway for synthesis
of amino acid precursors. This pathway bypasses a part of the
TCA-cycle and produces glyoxylate and succinate. Glyoxylate in
turn combines with another molecule of acetyl-CoA and generates
malate, which then is converted to oxaloacetate by the enzyme
malate dehydrogenase. Oxaloacetate could then be used (i) for the
generation of aspartate and the pool of amino acids derived fromit,
(ii) to feed into the reverse glycolysis pathway via the generation of
phosphoenolpyruvate by the reversible enzyme phosphoenolpyru-
vate carboxykinase (PCK1), also upregulated (Table 1) and (iii) to
enter in another round of TCA-cycle/glyoxylate cycle to replenish
TCA-cycle intermediates (Subramanian et al., 2014). In microorgan-
isms, glucose is frequently not available, and other simple carbon
compounds provide the only accessible carbon. The TCA cycle,
with its two decarboxylation steps, does not permit assimilation of
carbon and thusdoes not provide a route for the synthesis of macro-
molecules from C2 compounds. However, the glyoxylate pathway
bypasses these decarboxylations, allowing C2 compounds to serve
as carbon sources in gluconeogenesis and to be incorporated into
glucose and, from there, into amino acids, DNA, and RNA (Lorenz
and Fink, 2002). The study of Plancke et al.(2014) on cells of C. rein-
hardtii showed that ICL1 has a central role in cellular metabolism
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and the lack of isocitrate lyase is responsible for strong decrease
in respiration rates and in the amounts of enzymes of the glyoxy-
late cycle and gluconeogenesis and, as a consequence, stimulation
of amino acid synthesis from organic acids was observed. Further-
more, the higher ICL activity found in the present study may be an
adaptation to promote mixotrophic carbon assimilation when pho-
tosynthetic carbon dioxide fixation isimpaired (Sztrum et al., 2012)
so this is related to the mechanism of action of atrazine. In other
studies with C. reinhardtii, the abundances of transcripts associated
with amino acid catabolism (e.g., MCCA) was shown to increase sig-
nificantly when photosynthetic O, evolution was blocked by DCMU
(Hemschemeier et al., 2013).

Other relevant transcripts related to energy metabolism were
upregulated in this study. The PCK1B transcript encodes a phos-
phoenolpyruvate carboxykinase and the increased amounts of
this gene suggested the induction of gluconeogenesis mentioned
above. Also ETFA and ETFB were upregulated and these two
transcripts encode the «- and [B-subunit of electron-transfer
flavoprotein. The increased abundances of transcripts related to
amino acid catabolism together with the upregulation of ETFA
and ETFB genes was also found by Hemschemeier et al. (2013)
in dark-anoxic C. reinhardtii cells. Genetic and metabolic data
indicate that plants subjected to darkness oxidatively degrade
mainly Leu-lle-Val-Phe-Trp and Tyr and transfer the electrons to
the mitochondrial electron transport chain via electron-transfer
flavoprotein and electron-transfer flavoprotein:ubiquinone oxi-
doreductase (ETF/ETFQO). Thereby, the ETF/ETFQO system allows
cells to use electrons derived from diverse catabolic pathways for
respiratory energy generation (Ishizaki et al., 2005, 2006).

Trancriptomic data correlated well with data obtained by flow
cytometry. In general, the RNA-Seq data showed increased abun-
dances of transcripts related to heterotrophic energy generation
and electron disposal. These results are related with those obtained
in the cytoplasmic membrane potential assay since this parame-
ter provides information about the current transport and energy
status of the cell (Konrad and Hedrich, 2008). Perturbations of
the cytoplasmic membrane potential provide a sensitive and rapid
indication of physicochemical changes in the extracellular envi-
ronment and therefore they have been suggested to be mediators
of subsequent physiological cellular responses to environmental
stress factors (Rabinovitch and June, 1990). In the present work,
a significant decline in cellular activity (Fig. 2) and a depolar-
ization of the plasma membrane (Fig. 3A) were observed in the
C. reinhardtii cells exposed to a sublethal atrazine concentration.
The plasma membrane is the chemiosmotic barrier that provides
the interface between the organism and its external environment.
Across this phospholipid bilayer, a transmembrane electrochemi-
cal potential (negative inside) plays a pivotal role in the control of
solute exchange, with the implication of large gradients between
intracellular and extracellular concentrations of a variety of ions. It
is an energy-requiring disequilibrium whose maintenance depends
on the action of different channels and pumps (Lloyd et al., 2004).
For this reason, C. reinhardtii cells under atrazine stress conditions
required all energy storages for the preservation of their cytoplas-
mic membrane potential, viability and cellular homeostasis.

Flow cytometry data also showed an increase in the mitochon-
drial membrane potential (Fig. 3B), which can be interpreted as a
stimulation of the mitochondrial activity and the data could sup-
port the hypothesis that another important source of energy for
the microalgal cells might proceed from respiration (Loseva et al.,
2004). As mentioned before, ETFA and ETFB genes, involved in the
respiratory electron transport of the mitochondria, were upreg-
ulated. Cells might use electrons derived from diverse catabolic
pathways, such as amino acid degradation, for respiratory energy
generation. C. reinhardtii cells under atrazine stress conditions
change their photosynthetic metabolism to a heterotrophic one,
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because the herbicide exerts its mechanism of action on the pho-
tosystem II (Marchetti et al., 2013; Rutherford and Krieger-Liszkay,
2001), thus reducing the photosynthetic activity and due to this
reason the microalgal cells try to get energy through heterotrophic
metabolism for being able to maintain its viability (Fig. 1).

In the gene expression category, one transcript (FKB16-1) was
upregulated in cultures exposed to the herbicide (Table 1). This
gene encodes a peptidyl-prolyl cis-trans isomerase involved in
post-transcriptional modification processes such as protein folding.
In the ROS and stress category, the GOX9 transcript was upreg-
ulated. This gene encodes a glyoxal or galactose oxidase related
with antioxidant defense mechanisms. These results suggest that
atrazine increased the intracellular ROS levels and provoked an
oxidative stress in C. reinhardtii cells (Mofeed and Mosleh, 2013).
We found similar results with the herbicide paraquat in cells of C.
moewusii (Prado et al., 2012a) since this compound induced oxida-
tive stress and a decrease in metabolic activity.

Also, as a result of amino acid catabolism, large amount of
ammonium is produced and this ammonium should be excreted for
the maintenance of the osmotic equilibrium of the cell. The induc-
tion of ammonium transport was indicated by increased amount
of the RHP-2 transcript since it encodes a Rh protein implicated in
ammonium/CO; transmembrane transport (Soupene et al., 2004).
Moreover, regarding to nitrogen metabolism, there was one down-
regulated transcript (NIT1)in cultures exposed to atrazine (Table 1).
NIT1 encodes a nitrate reductase, which catalyses the first step
of nitrate assimilation. Nitrate is reduced to nitrite by nitrate
reductase and then, nitrite reductase catalyses its reduction to
ammonium. The expression of NIT1 is repressed by ammonium and
induced by ammonium starvation (de Montaigu etal., 2010). In this
case, this gene was downregulated due to the amounts of ammo-
nium produced as we discussed above. Nitrate reductase activity
decreased in cells of C. moewusii exposed to paraquat (Prado et al.,
2009b) in a concentration-dependent manner and similar results
were also obtained in C. reinhardtii exposed to atrazine (unpub-
lished data). Decreased expression of genes controlling nitrogen
assimilation has also been observed upon exposure to heavy metals
and atrazine in the cyanobacteria Microcystis aeruginosa (Qianetal.,
2012). Nitrogen assimilation and carbon fixation are highly coordi-
nated in unicellular algae, so that an herbicide that finally should
interfere in the photosynthetic carbon fixation goeson to alsointer-
feres in enzymatic activities in nitrogen assimilation (Prado et al.,
2009b),

4. Conclusions

A sublethal concentration of atrazine alters the energy status of
C. reinhardtii cells. Using flow cytometric protocols a decrease of
cellular activity, a plasma membrane depolarization and a hyper-
polarization of the mitochondrial membrane were detected in
atrazine exposed cells respect to control cells. RNA-Seq analy-
sis also indicated this energy alteration since the transcriptomic
data revealed higher abundances of transcripts related to het-
erotrophic energy generation and electron disposal in the stressed
cells. Despite these alterations, the cells were able to overcome
stress and maintain cellular viability, thus C. reinhardtii showed an
important adaptability to the adverse conditions.
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4.3. Capitulo lll: “Does a short-term exposure to atrazine provoke cellular

senescence in Chlamydomonas reinhardtii?”

Los organismos pluricelulares y unicelulares viven en una lucha constante para hacer
frente a agentes dafiinos tanto extrinsecos como intrinsecos. La acumulacion de dafios a través
del ciclo de vida conlleva al deterioro de componentes y al mal funcionamiento de la célula
provocando fendmenos de senescencia celular. En los ecosistemas naturales, las microalgas
tienen que adaptarse a las condiciones ambientales heterogéneas y a la escasez de nutrientes,
lo que desencadena fendmenos de senescencia celular o muerte celular programada (PCD).
Este fendmeno es analogo al que ocurre en los cultivos microalgales que crecen en sistemas
cerrados (Bach culture). El crecimiento de los cultivos se caracteriza por tener una fase
logaritmica, donde hay suficientes nutrientes que permiten altos ratios de crecimiento. A
continuacion los nutrientes empiezan a agotarse y las células entran en fase estacionaria.
Durante esta fase la divisién celular cesa y las células entran en senescencia celular, donde se
interrumpe el ciclo celular para evitar la proliferacion de células dafadas. Durante esta etapa
las células experimentan cambios estructurales y metabdlicos. Incluso si nuevos nutrientes se
afiaden en el medio muchas células no seran capaces de volver a su estado de crecimiento, el

proceso de senescencia no sera reversible y las células moriran.

El objetivo de este estudio fue investigar el impacto y modo de accién de un quimico, el
herbicida atrazina, y de la escasez de nutrientes sobre el proceso de senescencia celular en la
microalga de agua dulce Chlamydomonas reinhardtii. Para ello cultivos microalgales en fase
exponencial fueron expuestos a una concentracion subletal de atrazina (0,25 yM) durante 24 h.
Ademas cultivos no expuestos a atrazina fueron también monitorizados para evaluar la
potencial presencia de caracteristicas de senescencia en cultivos en fase estacionaria (96 h).
Diferentes parametros celulares y moleculares relacionados con los fendmenos de senescencia
fueron analizados: viabilidad celular, niveles citosodlicos de Ca?" fueron evaluados para estudiar
la transduccion de la sefal y la produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS) vy
peroxidacion lipidica para determinar el estado de estrés oxidativo de las células microalgales.
Ademas, se analizaron mediante RT-qPCR las respuestas transcripcionales de genes
relacionados con el estrés oxidativo para estudiar la posible activacion del sistema antioxidante.
Finalmente, diferentes parametros relacionados con la PCD fueron investigados, como la

actividad caspasa, alteraciones en la morfologia nuclear y presencia de autofagosomas.

Todos los parametros analizados mostraron el mismo patrén de respuesta para los dos
tratamientos, excepto para los niveles intracelulares de calcio, donde los resultados obtenidos

sugieren que este idn puede actuar como un mensajero transitorio en la transduccién de la
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sefal en las células de C. reinhardti sometidas a condiciones de estrés, ya que un incremento
fue detectado después de una exposicion corta a atrazina. Ambos tratamientos experimentales
provocan un incremento en la generacion de ROS, sugiriendo que el mecanismo comun de
accion entre ambos tratamientos (quimico y escasez de nutrientes) puede ser el estrés
oxidativo. Ademas, la modificacion de la expresién de genes relacionados con actividad
antioxidante observada en este trabajo, ya sea un incremento (GST y APX I) o una disminucion
(CAT, GPX y SOD-1), sugiere un sistema antioxidante versatil y flexible en respuesta a la
sobreproduccion de ROS. Este incremento en los niveles de ROS puede estar relacionado con
la aparicion de marcadores de PCD en ambos tratamientos experimentales. Cultivos no
expuestos a la atrazina y en fase estacionaria muestran activacion de caspasas, alteraciones
en la morfologia del nucleo y presencia de autofagosomas en las células de C. reinhardltii,
indicando senescencia celular en estos cultivos. Estas caracteristicas de senescencia también
aparecen en niveles similares de alteracion en los cultivos expuestos a atrazina durante 24 h.
Finalmente, la disminucidon observada en ambos tratamientos en la peroxidacién lipidica puede
estar relacionada con el incremento observado de vacuolas autofagicas que reciclan material

dafado, como los lipidos alterados en las membranas microalgales.

Las microalgas son sensibles a multitud de quimicos y debido a sus ciclos de vida cortos,
proporcionan las primeras sefiales de los impactos en los ecosistemas. Su importancia como
productoras primarias y su rol en los ciclos del nitrogeno y fésforo las hace fundamentales en
los ecosistemas acuaticos. Las alteraciones moleculares y celulares obtenidas en este trabajo
sugieren que la exposicion a sustancias quimicas, como la atrazina, induce una
sobreproduccion de ROS que conlleva a fenédmenos de senescencia celular en las poblaciones
microalgales, comprometiendo la biodiversidad, estructura y funcion de los niveles mas altos de

la cadena tréfica en los ecosistemas de agua dulce.
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The aim of this study was to investigate the impacts and modes of action of a chemical and nutrient deprivation
on the cellular senescence process of Chlamydomonas reinhardti. Several molecular and cellular parameters
related to senescence phenomena were monitored in C. reinharddi cells exposed for 24 h to a sublethal con-
centration (0.25 pM) of the herbicide atrazine and in unexposed 96 h cells in an early stationary phase of growth.
All endpoints showed the same pattern of response between treatments, except for the intracellular level of
calcium, where a significant increase was observed in 24 h-exposed cultures compared to 24 h-log controls.
Results also indicated that cell viability remained above 98% for all conditions. Reactive oxygen species (ROS)
levels and caspase activity increased in all experimental cultures with respect to 24 h-log controls and alterations
in the nuclear morphology and cells with auto-phagosomes were observed in all treatments. However, a decrease
in lipid peroxidation was detected which could be related to the observed increment of autophagic vacuoles that
recycle damaged material, such as altered lipids in microalgal membranes.

Furthermore, responses at the molecular level were also investigated. Gene transcription analyses, carried out
by RT-gPCR technique, indicated an increase in transcripts for genes encoding glutathione S-transferase (GST)
and ascorbate peroxidase (APX I) and a decrease for those encoding catalase (CAT), glutathione peroxidase
(GPX) and Mn-superoxide dismutase (SOD-1) in both experimental treatments. Overall molecular and cellular
results suggest that a short-term exposure to a sublethal concentration of atrazine may induce senescence fea-
tures in microalgal cells which are the base of aquatic food webs.

1. Introduction

Unicellular and multicellular organisms live in a constant struggle
to cope with extrinsic and intrinsic damaging agents. The inevitable
accumulation of damage throughout the life cycle leads to the dete-
rioration of cell components and the impairment of cellular functions
(Campisi, 2007) provoking cellular senescence. Many cellular chal-
lenges for organisms originate from limitations in the maintenance and
repair mechanisms of DNA or by anomalies in the antioxidant me-
chanisms that contribute to the detoxification of reactive oxygen spe-
cies (ROS) (Van Heemst et al., 2007). In fact, many features of senes-
cence result from the incapacity of cells to adapt to stress conditions
and when damage accumulates irreversibly, mitotic cells rely on either
of two mechanisms to avoid replication: they can permanently arrest

the cell cycle or trigger cell death programs (Vicencio et al., 2008). On
the one hand, apoptosis is the best-described form of programmed cell
death (PCD) that can occur through processes such as chromatin con-
densation and margination, DNA cleavage with unchanged cytoplasm
and organelles, and an increase in cytosolic calcium concentration and
in the activity of a family of cysteine proteases named caspases (Danon
et al., 2000; Hoeberichts and Woltering, 2003). On the other hand,
autophagy (i.e., self-eating), which is a lysosomal degradation pathway
essential for homeostasis, may contribute to cell death as well (Vicencio
et al., 2008); the typical hallmark of this phenomena is the presence of
auto-phagosomes in the cytoplasm of cells (Pérez-Pérez et al., 2010,
2012).

In aquatic ecosystems, unicellular organisms, such as microalgae,
are exposed to a heterogeneous natural environment and have to deal

Abbreviations: APX, ascorbate peroxidase; ATZ, atrazine; a.u., arbitrary units; BTUB, beta tubulin; CBLP, G protein beta subunit-like polypeptide; CAT, catalase; DAPI, 4'6-diamidino-2-
phenylindole; DGR, daily growth rate; DHR123, dihydrorhodamine 123; EB, ethidium bromide; FCM, flow cytometry; FS, forward scatter light; GST, glutathione S-transferase; GPX,
glutathione peroxidase; MDA, malondialdehyde; MDC, monodansylcadaverine; PCD, programmed cell death; PL, propidium iodide; ROS, reactive oxygen species; RT, room temperature;
RT-gPCR, reverse transcription quantitative polymerase chain reaction; SOD, Mn-superoxide dismutase; §S, side scatter light; TCA, tricarboxylic acid cycle; UBCX, ubiquitin-conjugating

enzyme E2
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with nutrient patchiness. Thus, when unicellular populations increase,
nutrients become depleted leading to senescence or cell death. This
phenomenon is analogous to cultures grown in closed systems (batch
culture) under laboratory conditions (Humby et al., 2013). Batch cul-
ture growth is characterized as having a logarithmic growth phase
where nutrients are sufficient to support high rates of growth. Then, as
cell number increases and nutrients become deplete, there is a transi-
tion to a stationary phase where division ceases and cell numbers are
maintained, which is generally referred to as cellular senescence
(Franklin et al., 2006; Fredriksson and Nystrom, 2006). Cellular se-
nescence is a stable form of cell cycle arrest that limits the proliferation
of damaged cells (White and Lowe, 2009); it is under this phase that
cells undergo metabolic and structural changes that can lead to death
and the loss of cell numbers (Fogg and Thake, 1987; Wanner and Egli,
1990). Even if new nutrients were added in the medium many cells are
not capable of returning to its growth state, i.e., the cellular senescence
process will not be reversible and cells will die (Franklin and Berges,
2004; Fredriksson and Nystrom, 2006). In particular, PCD has been
observed in microalgae exposed to several stressors, such as natural
toxicants (i.e., ochratoxin} (Sorrenti et al., 2013), metals (Bahadar
et al., 2014; Cid et al., 1996), radiation (Sanches Silveira and Myaki
Pedroso, 2014) and pesticides (Zhang et al., 2012); however the link
between these stresses and PCD remains unknown.

Atrazine (ATZ) is one of the triazine herbicides most extensively
applied in agriculture all over the world and used as a chemical stressor
in this work. Atrazine inhibits photosynthesis blocking the photo-
synthetic electron transport at photosystem II (Rutherford and Krieger-
Liszkay, 2001) and thereby energy production, preventing CO, fixation
in target and non-target organisms. Detrimental effects of atrazine on
aquatic ecosystems and ATZ-induced alterations of aquatic community
structures have been previously reported (Choi et al., 2012; Didur et al.,
2012; Sjollema et al., 2014 and Weiner et al., 2004). Due to environ-
mental concerns, some triazines, including atrazine, have been banned
in Europe (European Commission (SANCO/10496,/2003-final), 2003).
However, atrazine is still detected in the environment together with the
triazines in use nowadays (Loos et al., 2009 and Ma et al., 2006). This is
due to their long retention time in the soil and aquifers, which leads to
perdurable leaching and long-lasting levels in different ecosystems even
years after their prohibition (Lorente et al, 2014) at concentrations
exceeding 10 pug L~! (USEPA, 2012).

Among aquatic microalgae, Chlamydomonas reinhardtii was used in
this work. This freshwater species is currently used extensively in bio-
logical research and in molecular genetic studies as a model organism
because of its ease of cultivation, rapid growth, haploidy and possibility
of inducing sexual reproduction (Harris, 1989, 2001), as well as the
knowledge of its sequenced genome (Merchant et al., 2007). Previous
studies using transcriptomic, proteomic and cytomic analyses showed
that atrazine altered the energy status of C. reinhardtii cells and pro-
voked an inhibition of photosynthesis that affected the entire physio-
logical and biochemical state of microalgal cells (Esperanza et al.,
2016). Despite these alterations, cells were able to overcome stress and
maintain cellular viability after 3 and 24h of atrazine exposure
(0.25uM), suggesting that C. reinhardtii shows an important adapt-
ability to the adverse conditions (Esperanza et al., 2015a). The potential
stimulation of the antioxidant defence mechanisms could be involved in
this adaptation to oxidative stress.

The aim of the present work was to evaluate the effects of chemical
exposure and nutrient deprivation on the molecular and cellular func-
tions of green unicellular algae in order to study the potential occur-
rence of cellular senescence processes in C. reinhardtii. To do so, mi-
croalgal cultures in exponential phases were exposed to a sublethal
concentration of the herbicide atrazine (0.25uM) for acute 24h.
Unexposed cultures were also monitored over time to evaluate potential
senescence features in stationary cultures (96 h). Several molecular and
cellular parameters related to senescence process were studied: cyto-
solic levels of Ca®* were evaluated to study signal transduction, and
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ROS production and lipid peroxidation measured to determine the
oxidative stress status in microalgal cells. Moreover, the transcriptional
responses of oxidative stress-related genes were measured using RT-
gPCR for studding the potential activation of antioxidant enzyme
system. Finally different hallmarks of PCD, such as caspase activity,
nuclear morphological alterations and presence of auto-phagosomes
were also investigated.

2. Materials and methods
2.1. Microalgal cultures

The unicellular green alga Chlamydomonas reinhardtii Dangeard
(strain CCAP 11/32A mt + ) was obtained from the Culture Collection
of Algae and Protozoa of Dunstaffnage Marine Laboratory (Scotland,
UK) and Canadian phycological culture center (Toronto, Canada). C.
reinhardtii cells were cultured in Tris-minimal phosphate medium
(Harris, 1989) on a rotary shaker set at 150 rpm, under controlled
conditions: 22 = 1 °C and illuminated with 100 pmol photon m =25~ !
under a 12:12 h light:dark cycle. Initial cell density for each experiment
was 2 x 10° cells mL™!, with the aim of having stationary cultures at
96 h (Fig. 1).

The atrazine (ATZ) concentration used (0.25 uM) in the present
study was based on 96 h ECs, determined by previous growth toxicity
tests (Esperanza et al., 2016). Before each experiment, fresh stock so-
lutions of atrazine were prepared by dissolving the pure compound
(Sigma-Aldrich, MW: 215.68, purity: 98.8%) in methanol and filtering
through 0.2 pm membrane filters. To achieve this nominal concentra-
tion, stock solutions volume added to the microalgal cultures never
exceed 0.05% of final volume. A statistical comparison between 0.05%
methanol controls and no-solvent controls revealed no significant dif-
ference in algal growth (t-test; p > 0.05), and all subsequent tests
were performed using only the solvent control. Nominal and effective
concentrations of atrazine were found to be similar following a gas
chromatography,/mass spectrometry analyses (Ferndndez-Naveira
et al., 2016) indicating stable concentrations through time in micro-
algae cultures.

All cultures were carried out in triplicate and at least two in-
dependent experiments were conducted for each parameter analysed.
Microalgal cultures were incubated without herbicide (control log
culture) for 24 h, corresponding to a complete light:dark cycle where
cells were in logarithmic phase. Other cultures were incubated for 24 h
with 0.25pM of atrazine (ATZ exposed culture) to analyse an acute
exposure of this herbicide. Furthermore, microalgal cultures without
atrazine (unexposed stationary cultures) were kept for 96 h in the in-
cubator for doing the analysis when cells are in stationary phase
(Fig. 1). All cultures were incubated under controlled light, temperature
and agitation conditions.

2.2, Flow cytometric analyses

Cell suspensions (2 x 10° cells mL_l} were incubated with the
appropriate fluorochrome at room temperature (RT) and in darkness.
The lowest fluorochrome concentration and the shortest incubation
time were chosen in order to obtain significant and stable staining of
cells without toxicity being developed. FCM analyses of C. reinhardtii
cells were performed on a Beckman-Coulter Gallios flow cytometer
fitted with 488 nm and 633 nm excitation lasers, detectors of forward
(FS) and side (SS) light scatter and four fluorescence detectors corre-
sponding to different wavelength intervals: 505-550nm (FL1),
550-600 nm (FL2), 600-645nm (FL3) and > 645 nm (FL4). The
488 nm argon-ion laser was used as excitation source for all the probes
assayed. Forward scatter (FS, an estimation of cell size) and red auto-
fluorescence (FL4 channel, an estimation of cell chlorophyll a content)
dot-plots were used to characterise the microalgal population, setting
gating levels in order to exclude non-microalgal particles. At least
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Fig. 1. Experimental design to investigate the effects
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10.000 gated cells per sample were collected and analysed using Kaluza
software version 1.1 (Beckman Coulter). All FCM determinations were
performed at least twice and duplicate samples were run on the flow
cytometer,

2.2.1. Growth measurement and cell viability determination

Growth of microalgal cultures was measured by counting culture
aliquots with a flow cytometer using a suspension of fluorochrome-
containing micro-spheres for its calibration (FlowCount Fluorospheres,
Beckman Coulter Inc.). Daily growth rates (DGR) (day Yy for un-
exposed and exposed (0.25 pM of atrazine) cultures were calculated for
periods of 24 h using the following formula: DGR = [In(N,) — In(Ng)]/
In2(t — t5), where N, is the cell density at time t and N, is the cell
density at time 0.

FCM assay based on dye exclusion of the probe propidium iodide
(PI) was used to identify cells with intact plasma membrane. PI was
used to discriminate between viable non-fluorescent cells and non-vi-
able fluorescent cells with cell membrane damage. C. reinhardtii cells
were incubated with 4 uM of PI for 15 min prior samples were analysed
by FCM (Prado et al., 2009). The orange fluorescent emission of PI was
collected in the FL3 channel indicated above. Results were expressed as
the percentage of viable cells vs. the total amount of cells analysed by
FCM.

2.2.2. Intracellular free calcium

The FCM assay based on dye exclusion of the probe Calcium Green-1
acetoxymethyl ester was used to detect changes in cytosolic free Ca®*
levels. The cell-permeant acetoxymethyl ester, which is non-fluorescent
and Ca®* insensitive, can be passively loaded into cells where it is
cleaved by ubiquitous intracellular esterases to the cell-impermeant
fluorescent product Calcium Green-1. This cellular product exhibits an
increase in fluorescent emission intensity (530 nm) upon binding to
Ca?*. As previously described in Prado et al., 2012b; C. reinhardtii cell
suspensions were incubated with the fluorochrome (final concentration:
8 uM) at 30 °C for 2h. The fluorochrome green fluorescent emission
was collected in the FL1 channel. Data were collected as the mean
fluorescence value of the cell population since data showed a normal
distribution (Prado et al., 2012b).

2.2.3. Oxidative stress determination
Oxidative stress in C. reinhardtii was evaluated by FCM using de-
terminations of intracellular levels of hydrogen peroxide (Hx03) with
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an oxidation-sensitive fluorescent dye, dihydrorhodamine 123
(DHR123). DHR123 was added at a final concentration of 29 uM for
40 min to the cell suspensions (2 x 10° cells ml~'). Since data were
normally distributed, mean fluorescence values of orange-ethidium
bromide (EB) were collected in the FL3 channel (Prado et al., 2012a).

2.2.4. Caspase activity

A flow cytometric assay was performed following the manu-
facturer’s instructions using CellEvent Caspase-3/7 Green kit
(Molecular Probes) to study the caspase activity in C. reinhardtii cells
(Gonzdlez-Pleiter et al., 2017). The CellEvent Caspase-3/7 Green De-
tection Reagent is a four-amino acid peptide (DEVD) conjugated to a
nucleic acid-binding dye with absorption/emission maxima of 502/
530 nm. DEVD peptide inhibits the ability of the dye to bind to DNA.
However, after activation of caspase-3/7 in damaged cells, the DEVD
peptide is cleaved, enabling the dye to bind to DNA and produce a
bright fluorogenic response. The green fluorescent emission of the dye
was collected in the FL1 channel. Data were collected as the mean
fluorescence value of the cell population since data showed a normal
distribution.

2.3. Spectrophotometric analyses

Lipid peroxidation, catalase activity and protein content were
measured in Chlamydomonas reinhardtii cells.

Algae were harvested (5 x 10° cells) by centrifugation and dis-
solved in 800 pL phosphate buffer (50 mM) containing trichloro-acetic
acid (TCA) (0.67%, w/v) in the lipid peroxidation protocol followed by
cell disruption using ultra-sonication at 400 mA for 180 s. Homogenates
were centrifuged and the supernatant was collected and stored at
—80 °C. Total protein content of each supernatant was measured by the
Bio-Rad protein assay (Bio-Rad) using the Coomassie Brilliant Blue G-
250 dye (absorbance was read at 600 nm) (Bradford, 1976).

2.3.1. Lipid peroxidation

Lipid peroxidation (LP) was measured as an indicator of ROS-
mediated damage. Levels of lipid peroxidation products were measured
as thiobarbituric acid reactive substances (TBARS) according to
methods described by Heath and Packer (1968) with modifications. The
method was based on the malondialdehyde (MDA) production during
the oxidation of polyunsaturated fatty acids. 150 L of supernatant was
mixed with 450 pL of 0.5% thiobarbituric acid (TBA) (w/v) in 20% TCA
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(w/v). The mixture was heated to 95 °C for 30 min, cooled on ice for
10 min and centrifuged at 15,000 rpm for 2 min. The absorbance of the
supernatant was measured with a spectrophotometer (Eon Microplate
Spectrophotometer) at 532 nm, and corrected for unspecific turbidity
by subtracting the absorbance of the same sample at 600 nm. The ab-
sorbance of the blank solution (0.5% TBA and 20% TCA) was used as a
zero reference. A standard curve (R* = 0.99) was prepared in duplicate
from a 1,1,3,3-tetramethoxypropane solution (Sigma-Aldrich). The re-
sults were expressed as tM MDA/5 x 10° cells.

2.3.2. Catalase activity

Catalase (CAT) activity in C. reinhardtii was adapted from Acbi
(1984). 15 pL of supernatant was mixed with 95 pL of 50 mM KH;PO4
at pH 7.0 and 50 pL of 19 mM H,0,. Absorbance was read every 40 s
for 120 s at 240 nm with a spectrophotometer (EON Microplate Spec-
trophotometer). Finally, catalase activity was expressed as Units/pg
protein using a molar extinction coefficient of 0.0436 mM ™' em ™",

2.4. Fluorescence microscopy analyses

Fluorescence microscope was used to study morphology alterations
related to cellular senescence or PCD in algae cells. DAPI (4/,6-diami-
dino-2-phenylindole) was used to study changes in nuclear morphology
and chromatin distribution (Darehshouri et al, 2008) and Mono-
dansylcadaverine (MDC) (N-(5-Aminopentyl)-5-dimethylaminonaphy-
halene-1-sulfonamide) was used to study the presence of autophagic
vacuoles inside cells (Contento et al., 2005). Control, exposed and
stationary cells (5 x 10° cells) were stained with 7.2 UM of DAPI
(Esperanza et al., 2015b) or 50.1 pM of MDC for 10 min at RT and then
were mixed in 0.7% (w/v) low melting point agarose (LMA) to prepare
the slides.

The prepared slides were subsequently examined at X400 magnifi-
cation using a Nikon Eclipse E400 epifluorescence microscope (Nikon
Instruments Furope BV) equipped with UV-2A filters (excitation
330-380 nm, dichroic mirror 400 nm, band pass 420 nm) to detect
DAPI and MDC fluorescence emissions. One hundred cells per culture
were randomly analysed (50 cells per slide), counting the number of
cells affected. Results were expressed as the percentage of affected cells
vs. the total amount of cells analysed. Photographs were taken with a
high-definition cooled colour camera Nikon DS-5Me.

2.5. RT-gPCR

Total RNA was isolated using the RNeasy” Plus Mini kit (Qiagen),
according to the manufacturer’s protocol. For each replicate (n = 3)
extractions were performed with 5 x 10° cells of C. reinhardtii. Reverse
transcription was performed with 500 ng of RNA QuantiTect Reverse
Transcription kit (Qiagen) following the manufacturer’s instructions.
The first cDNA was used as a template for qRT-PCR amplification to
analyse transcript level of several genes related to oxidative stress: i.e.
genes encoding ascorbate peroxidase (APX I), catalase (CAT), Mn-su-
peroxide dismutase (SOD-I), glutathione peroxidase (GPX) and S-
transferase (GST). Primers were retrieved form published sequences.
Genes selected for this study, names, abbreviations, primer sequences,
primer-specific efficiency (%) and amplicon length (bp) can be found in
Table 1.

Real time PCR was performed using CFX96 Touch™ Real-Time PCR
Detection System (Bio-Rad) following the protocol of Sanchez et al.
(2015). Each reaction was run in duplicate and consisted of 5 uL. cDNA
(equivalent to 5ng cDNA), 6.5 uL iQTM SYBR" Green Supermix, pri-
mers (300 nM each) and DEPC treated-water up to a total volume of
13 pL. Cyeling parameters were: 95 °C for 2 min, 40 cycles at 95 °C for
15s, and 60 °C for 5s. Amplification specificity was verified with a
melting curve. No-template control (NTC) was included on each plate.
Data acquisition and analysis were performed by CFX Manager™ Soft-
ware (Bio-Rad). Quantification cycle (Cq) values were used in order to

187

Aguatic Toxicology 189 (2017) 184-193

select reference genes.

Relative gene transcription was calculated using reference genes
(CBLP, BTUB and UBCX) and the Cq values were corrected with the
estimated PCR efficiency. The comparative threshold method (AACt)
(Livak and Schmittgen, 2001) was used for relative quantification. Each
reaction was run in technical triplicate and three independent biolo-
gical replicates were calculated. The control samples (non-exposed
microalgae) at 24 h were chosen to represent 1x transcription of the
genes of interest. Treated samples were expressed relative to the cor-
responding control to determine the difference in transcription.

2.6. Dat analyses

For data analyses mean values * standard deviation (SD) of ex-
periments were calculated. Results were then expressed as a percentage
of variation with respect to control at 24 h, for which a value of 100%
was assigned. These data were statistically analysed by an overall one-
way analysis of variance (ANOVA) using IBM SPSS Statistics software
21.0. A p-value < 0.05 was considered statistically significant. When
significant differences were observed, control cultures at 24 h vs. ex-
posed and stationary cultures means were compared using the Dunnett
post hoc test (p < 0.05).

3. Results and discussion
3.1. Cell viability and daily growth rates

The percentage of viable cells of C. reinhardtii with intact plasma
membrane (PI- cells) remained close to 100% in all tested conditions;
no significant differences (p > 0.05) were detected in comparison to
24 h-control (data not shown), indicating that 0.25 uM of atrazine re-
presents a sublethal concentration for these unicellular algae.

Regarding growth rates, results obtained in unexposed cultures
showed a significant decrease (p < 0.05) in the 72-96h DGR
(0.55 = 0.02) with respect to 0-24 h-control cultures (1.96 = 0.05),
suggesting that after 96 h cells enter stationary phase, probably due to
the depletion of nutrients in the medium that are insufficient to support
high rates of growth. Moreover, cells were affected by herbicide stress
(0.25 pM of atrazine), exposed cultures showed a significant decrease
(p < 0.05) in the 0-24 h DGR (1.66 = 0.08) and in the 72-96 h DGR
(0.40 = 0.02) with respect to 0-24 h-control cultures.

Similar results were detected in Esperanza et al. (2015a) where
growth data indicated that atrazine treatment after 24 h caused a sig-
nificant (p < 0.05) inhibition of growth of 45.6% in C. reinhardtii cells.
It has also been reported that other microalgal cells exposed to several
concentrations of atrazine after 48 and 96 h were not able to complete
their cell division but maintained their metabolic activity and cell
viability (Gonzalez-Barreiro et al., 2004).

3.2. Calcium signalling

Ca?" is a ubiquitous intracellular second messenger in the signal
transduction of environmental stimuli in plants (Sun et al., 2006). The
acute exposure to atrazine caused a significant increase
(113.60 = 4.59%,p < 0.05) of the intracellular free Ca®* levels in C.
reinhardtii with respect to control log cultures. However, in 96 h-sta-
tionary unexposed cultures a significant decrease (82.47 + 8.94%,
p < 0.05) of intracellular free Ca®* was observed (Fig. 2).

The increase in the cytosolic Ca>* level has been previously ob-
served in plant cells in response to different stress factors such as heat
and aluminium (Gong et al., 1998; Sivaguru et al., 2005). When plants
are forced to respond to environmental stimuli, the Ca®* level increases
rapidly and transiently in the cytoplasm as a result of either Ca®* up-
take from the extracellular space through the plasma membrane
channels or Ca®* release from internal stores, such as the endoplasmic
reticulum or vacuoles (Sun et al, 2006). In this study, the fast

106



M. Esperanza et al

Table 1

Genes, abbreviation, and primers used for RT-qPCR analyses in Chlanydomonas reinhardtii.
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Gene name Abbreviation  Primer sequence Efficiency (%) Amplicon length (bp)  Reference

G protein beta subunit-like polypeptide  CBLP Forward 5 GCC ACT CCC TGT AAA TGC C 3 93.2 88 Sanchez et al. (2015)
Reverse 5" CTC CTC CTA AAC CCC TCC AG 37

Ubiquitin-conjugating enzyme E2 UBCX Forward 5° ATA CAC AAC CAC GAT GAC GAT 3 96.6 as Sanchez et al. (2015)
Reverse 5" TTG CGT GTG TCC TCT CAT CA 3"

Beta tubulin 2 BTUB Forward 5" CCC CCG CCT GCA CTT CTT C 3’ 94.3 133 Idoine et al. (2014)
Reverse 5' GTC GGC GGC GCA CAT CAT 3’

Ascorbate peroxidase APX-1 Forward 5" AGT TGT GTA GTG GGT GGC AG 3" 1032 100 Sanchez et al. (2015)
Reverse 5° CGG TAT GAT GAT AAG GGT TCG CA 37

Catalase CAT Forward 5° CAG GAG GCT GCA GGA AAA CT 3* 934 109 Sanchez et al. (2015)
Reverse 5" ATG ACA ACA TGT ACA TTA CGC GG 37

Mn-superoxide dismutase SOD-1 Forward 5 TGT CAG TTT TGT TTC CCT CGT 3’ 92.3 108 Sanchez et al. (2015)
Reverse 5° CTT TCA TGT TCC TCG CCA GC 3’

Glutathione peroxidase GPX Forward 5 CTG TTG CGG TTG TCC TGC TC 3 95.1 119 Sanchez et al. (2015)
Reverse 5° GCC AGC CCC TAC GAT ACA AG 3"

Glutathione S-transferase GST Forward 5 GCT AGC AAG GCA AAA CTC TTT 3' 97 106 Sanchez et al. (2015)

Reverse 5° GCG TCA CAA TGT CAA TCT GG 37
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Fig. 2. Variations in intracellular free calcium and H,0; levels, caspase activity, lipid
peroxidation and catalase activity in C. reinhardtii cells exposed to 0.25 uM of atrazine for
24 and 96 h-unexposed stationary cells. Results for parameters are shown as a percentage
of variation with respect to 24 h-control (for which the value of 100 was assigned, in-
dicated by the dashed line). Significant differences with respect to 24 h-log control are
represented by an asterisk (*). Different letters indicate significant differences between
treatments (p < 0.05) according to the Dunnett post hoc test.

significant increase in cytosolic Ca®™ level in cells acutely exposed to
atrazine could indicate that this ion acts as a messenger in response to
chemical stress. The fact that Ca>™ level raises rapidly and transiently
could explain the results obtained in unexposed stationary cultures
where analyses were realized after 96 h (Fig. 2). Several studies showed
an increase in intracellular free Ca>* levels in microalgae in response to
different stress factors, i.e., nitrogen starvation, triclosan and paraquat
(Chen et al., 2014; Gonzélez-Pleiter et al.,, 2017; Prado et al., 2012b).
Since the role of Ca®* as a secondary messenger in the cell response to
oxidative stress has been suggested (Price et al., 1994), intracellular
levels of reactive oxygen species (ROS) were studied in both experi-
mental treatments with respect to control log cultures.
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3.3. ROS overproduction and changes in lipid peroxidation

In order to investigate the effects of atrazine and depletion of nu-
trients in the culture medium on a potential oxidative stress of C. re-
inhardtii, FCM analyses of intracellular ROS generation was evaluated.
Results obtained showed a significant increase (p < 0.05) in the in-
tracellular level of hydrogen peroxide (Hp0) in cultures acutely ex-
posed to the chemical (187.83 = 8.99%) and in 96 h-unexposed cul-
tures (181.75 * 19.73%) with respect to 24 h-log control cultures
(Fig. 2). Data showed similar levels of impact on this oxidative stress
marker for both treatments groups (Fig. 2), indicating that the pro-
duction of ROS may be a common action mechanism between atrazine
toxicity stress in exposed cultures and starving stress in stationary
cultures.

In fact, there is considerable evidence that oxidative stress plays a
role in plant senescence (Sohal, 2002). It has been hypothesised that an
imbalance between ROS generation, antioxidant protection and repair
of oxidative damage may lead to senescence (Beckman and Ames,
1998).

In the present study, an accumulation of ROS was detected in C.
reinhardtii cells caused by atrazine exposure (Fig. 2). Several ecotox-
icological studies have also reported ROS formation in unicellular algae
exposed to atrazine (Esperanza et al., 2016; Qian et al., 2009; Mofeed
and Mosleh, 2013), paraquat (Esperanza et al, 2015b; Jamers et al.,
2009; Nestler et al., 2012; Prado et al.,, 2012a, 2012b), and metals
(Melegari et al., 2013; Perreault et al,, 2012).

In algae, the excess ROS content may affect many cellular functions
through modification of nucleic acids, oxidation of proteins, dete-
rioration of chlorophyll, and induction of lipid peroxidation (Ledford
and Niyogi, 2005; Mittler et al., 2004; Vavilala et al., 2016). Particu-
larly, MDA is one of the several low-molecular-weight end products
formed by the decomposition of primary hydroperoxides and lipid
polymers (Gill and Tuteja, 2010). Measurement of MDA level is routi-
nely used as an index of lipid peroxidation in algae, and has been
documented to vary in the algae C. pyrenoidosa under many stressful
conditions such as high temperatures (Vavilin et al., 1998), exposure to
wide range of trace elements in the alga P. viridis (Li et al., 2006), ex-
posure to organic pollutants in the alga E. gracilis (Li et al., 2009) and in
C. reinhardtii (Elbaz et al, 2010; Sanchez et al., 2015). Contrary to
expectations, the levels of MDA decreased in acutely exposed cultures
and in 96 h-unexposed stationary cultures (95.57 + 3.31%,
81.23 = 6.64%, respectively). These differences are significant
(p = 0.05) only in stationary cultures (Fig. 2). No significant differ-
ences (p > 0.05) were detected in algae acutely exposed and sta-
tonary cells, showing similar levels of MDA (Fig. 2). MDA results did
not indicate lipid peroxidation in algal cell membranes after exposure
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Fig. 3. Relative genes transcription levels measured by RT-qPCR in C. reinhardti cells
exposed to 0.25 uM of atrazine for 24 and 96 h-stationary cultures. Results are shown as
percentage of variation of transcription of genes encoding ascorbate peroxidase (APX I),
catalase (CAT), Mn-superoxide dismutase (SOD-I), glutathione peroxidase (GPX) and S-
transferase (GST) with respect to 24 h-log control (for which a value of 100 is assigned,
indicated by the dashed line). Significant differences (p < 0.05) are represented by an
asterisk (*). Different letters indicate significant differences between treatments
(p < 0.05) according to the Dunnett post hoc test.

to atrazine or in 96 h-stationary cultures but FCM analysis showed an
increase of ROS for these two treatments (Fig. 2). Although the mea-
surement of functional responses of individual cells by FCM is more
sensitive than bulk analyses using spectrophotometry, this absence of
lipid peroxidation may also suggest the activation of antioxidant en-
Zymes.

3.4. Activation of antioxidant enzyme system

The overproduction of ROS in cells is often related to unspecific
damages of cellular components, leading to a disruption of crucial
metabolic processes (Mittler, 2002; Vega et al., 2006). To prevent
metabolism disruption, the cell activates a set of protective mechan-
isms. Among them, the induction of antioxidative enzymes plays a
prominent role (Mittler, 2002; Pokora and Tukaj, 2010). The tran-
scriptional response of oxidative stress-related genes (Table 1) was
measured using RT-gPCR.

Based on this, gene expression analyses indicated a similar pattern
of response in 96 h-stationary cultures and in cultures exposed to
atrazine for 24 h. Results showed a significant (p < 0.05) up-regula-
tion of the transcription of APX and GST compared to control (Fig. 3);
however, the levels CAT, SOD and GPX transcripts were significantly
(p < 0.05) decreased in both cases (Fig. 3).

In higher plants, CAT and APX I are considered the most important
enzymes that can regulate the intracellular hydrogen peroxide levels
i.e., transformation of H»O»> to H>O (Livingstone, 2001; Nakano and
Asada, 1981). In the present study, the transcription of APX I was sig-
nificantly increased in 96 h-stationary and 24 h-exposed cells
(133.75 = 0.89%, 161.51 = 1.78%, respectively) (Fig. 3), whereas
the transcription of CAT significantly decreased (77.23 * 1.11% and
62.30 = 2.96% in stationary cells at 96 h and in exposed cultures at
24, respectively) (Fig. 3). These results correlated well with spectro-
photometric analyses where a decrease in CAT activity was observed in
96 h-stationary and in 24 h-exposed cultures (95.69 * 3.23%,
51.26 * 2.24%, respectively). However, this decrease was only sig-
nificant (p < 0.05) in 24 h-exposed cells (Fig. 2). CAT is mainly
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located in the peroxisome and is responsible for the protection from the
oxidation of unsaturated fatty acids in cell membrane. APX I is an en-
zyme involved in the ascorbate-glutathione cycle in the chloroplast,
mitochondria as well as in peroxisomes (del Rio et al., 2006). High level
of endogenous ascorbate peroxidase is essential to maintain the anti-
oxidant system that protects plants from oxidative damage from biotic
and abiotic stresses (Shigeoka et al., 2002).

GPX, GST and SOD are primary enzymes involved in the cell anti-
oxidant defence system. The biochemical function of GPX is to reduce
lipid hydro-peroxides to their corresponding alcohols (OH™), and to
reduce free HyO, to H,O (Epp et al., 1983). GST is best known for its
ability to bind toxins and its function as transport proteins
(Udomsinprasert et al., 2005) is important for the detoxification process
inside the cells. In the present study, an increase in the relative tran-
script abundance of GST was observed in 96 h-stationary cultures and in
cultures exposed to atrazine for 24h (144,97 = 20,88,
159.10 = 10,44%, respectively). However, a significant decrease were
observed in the relative transcript abundance of GPX, 54.26 = 7.52%
in 24 h-exposed cultures and 73.40 + 3.01% in 96 h-stationary cul-
tures and SOD, 80.85 = 5.28% in 24 h-exposed cultures and
54.73 * 0.01% in 96 h-stationary cultures (Fig. 3). Within cells, SOD
constitutes the first line of defence that catalyses the reaction of dis-
proportionation of superoxide (05" ) into Oz and HxOs (McCord and
Fridovich, 1988) that is further scavenged by catalases and peroxidases
(Aksmann et al,, 2014; Asada, 2006). The activites of SOD, CAT and
APX are mutually closely dependent due to the fact that the product of
SOD-catalysed reaction becomes a substrate for APX and CAT.

Contrary to expectations SOD relative transcript abundance was
decreased while H,O, production was increased in both treatments
(Fig. 2). There are potential explanations to this. Firstly, the superoxide
dismutase family of metalloisozymes are differentiated by their metal
cofactor, 3 isoforms common to plants (CuZn-SOD, Fe-SOD, and Mn-
SOD) have been found in microalgae (Janknegt et al., 2009; Kanematsu
et al., 2010; Zbigniew and Wojciech 2006). In this work, transcription
of one form of these superoxide dismutases (Mn-superoxide dismutase)
was analysed and a decrease was observed after both experimental
treatments but the other forms could be up-expressed and this may
explain the ROS overproduction (Fig. 2). Moreover, an increase in in-
tracellular ROS levels is not always related to an up-expression of an-
tioxidant related-genes. For example, Gonzdlez-Pleiter et al. (2017) and
Sanchez et al. (2015) observed an increase in ROS production in cells of
C. reinhardtii exposed to triclosan and C10-PFPA, respectively; however
SOD activity was also downregulated in both studies. Janknegt et al.
(2009) also found a decrease SOD activity in some microalgae species in
respense to high-irradiance. In other studies, copper did not alter SOD
activity in C. kessleri (Sabatini et al., 2009), nor did zinc in P. viridis (Li
et al., 2006), nor did chlorine in C. ehrenbergii (Sathasivam et al., 2016).
Furthermore, there are more mechanisms of H,0; production. Esper-
anza et al. (2015a) suggested that photosynthesis inhibition in C. re-
inhardtii by atrazine leads cells to get energy through a heterotrophic
metabolism to maintain their viability. This change in metabolism
could provoke an increase in photorespiration rate, leading to the
production of hydrogen peroxide in microalgal peroxisomes (Cirulis
et al., 2013),

The modification of the expression of antioxidant related-genes
observed, either increase in GST and APX I or decrease in CAT, GPX and
S0D-1 (Fig. 3), suggest a versatile and flexible antioxidant system that
tries to control the optimum ROS levels, butin this work a failure in the
cell detoxification system was observed, since an overproduction of
intracellular ROS was detected in both treatments, herbicide exposure
and nutrient deprivation (Fig. 2). Moreover, the transcription of a gene
must be reflected in translational changes in order to ultimately lead to
functional protein products (Sanchez et al., 2015). Investigating such
changes in translation are required in future studies in order to better
understand the antioxidant response in microalgae.
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Fig. 4. Cell alterations evaluated in C. reinhardti cells in 24 h log control cultures, 24 h exposed cultures to 0.25 uM of atrazine and 96 h-stationary cultures, (A) Chromatin alterations or
nuclear morphological alterations and presence of autophagic vacuoles, evaluated by DAPI and MDC stainings, respectively, using epifluorescence microscopy. Results are shown as
percentage of variation of DAPI-positive and MDC-positive with respect to 24 h-control (for which a value of 100 is assigned, indicated by the dashed line). Significant differences
(p = 0.05) are represented by an asterisk (*). Different letters indicate significant differences between treatments at the level of 0.05 (p < 0.05) according to the Dunnett post hoc test.
Representative pictures were taken with a high-definition cooled colour camera Nikon DS-5Mec at x 1000 magnification, (B) DAPI-negative cell and (C) DAPI-positive cell and (D) MDC-

positive (the right cell) and MDC-negative (the left cell).
3.5. Caspase activity and other hallmarks of PCD

Programmed cell death (PCD) is a cellular process that can occur in
response to various biotic or abiotic stresses. PCD may be of high
ecological relevance in a unicellular alga, as it may guarantee survival
of the population under unfavourable environmental conditions
(Darehshouri et al., 2008). Several PCD processes are mediated by a set
of enzymes called caspases that have the unusual characteristic of
cleaving peptide chains after aspartate residue. Caspase-dependent PCD
is regulated by two pathways (Elmore, 2007). These include the ex-
trinsic ‘death-receptor-mediated’ and an intrinsic ‘mitochondrion-
mediated’ pathway. These pathways converge with caspase activation.
In this study, a significant (p < 0.05) increase in the caspase activity
was observed in 24h-exposed and 96 h-stationary cultures
(113.60 = 4.59%, 126.23 * 3.85%, respectively) (Fig. 2). These en-
zymes are involved in the activation of a caspase activated DNase and
subsequently, it generates the classical oligonucleosomal DNA ladder
(Sprick and Walczak 2004).

Based on this, cells were analysed by DAPI staining to study the
DNA damage in C. reinhardtii nuclei. A significantly increased number
(p = 0.05) of DAPI-positive (Fig. 4c) cells with intense fluorescence
stained nuclei were observed in both treatments compared to 24 h-log
control (Fig. 4a). The percentage of DAPI-positive cells reached
146.60 = 10.10% and 163.79 = 11.77% in ATZ-exposed cultures at
24 h and in stationary cultures at 96 h, respectively, with similar levels
of response (Fig. 4a) as compared to control algae. Obtained results
showed the activation of caspase cascade (Fig. 2) that may be related to
the morphological changes displayed in the nuclei of C. reinhardtii cells
(Fig. 4a) with regard to control cultures.

Moreover, to study the potential presence of autophagic vacuoles,
cells were analysed by MDC staining, a fluorescent dye that specifically
stains auto-phagosomes (Contento et al., 2005; Xiong et al., 2007). A
significantly increased (p < 0.05) number of MDC-positive cells were
observed in algae exposed for a short period to atrazine and in un-
exposed cells after 96 h (Fig. 4a). The percentage of MDC-positive cells
reached 134.97 = 2.31% and 136.70 *= 0.57% in exposed cultures at
24h and in control cultures at 96 h, respectively compared to 24-h
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control cultures (Fig. 4a). No significant differences (pn > 0.05) were
detected between treated cultures in DAPI and MDC analyses (Fig. 4a);
cells exposed to both treatments (chemical stress and depletion of nu-
trients) were suffering the same level of alteration. In summary, results
suggest an activation of the caspase cascade (Fig. 2), DNA damage in C.
reinhardtii nuclei and auto-phagosomes in atrazine exposed cells
(Fig. 4). These senescence-related parameters were also detected in
cells in 96 h-stationary cultures (Figs. 2 and 4). This suggests that a
short-term exposure to atrazine provoked a cellular senescence in C.
reinhardtii, since both treatments have suffered same type and level of
alteration.

Regarding DAPI-positive cells, several authors have related these
changes in nuclear morphology in plants and microalgae to chromatin
condensation, which is frequently described as an apoptotic endpoint
(Darehshouri et al., 2008; Elmore, 2007; Ferradds et al., 2014; Giri
et al., 2013; Jimenez et al., 2009; Zuppini et al., 2009, 2010). In ac-
cordance to this, C. reinhardtii cells exposed to atrazine for 24 h and
unexposed stationary cells at 96 h presented irregular DAPI staining as
well as a slight degree of chromatin clumping in their nuclei (Fig. 4c).
Since DAPI can stoichiometrically bind to DNA, an increase of dye
fluorescence could exclusively be related to the different DNA content
in the cells. However, in DAPI-positive cells (Fig. 4c), chromatin ag-
gregation was not only restricted to the nuclear area, with blue-stained
granules also observed in the center of the cell. These observations
suggest some degree of karyolysis (Jiménez et al., 2009). Esperanza
et al. (2015b) observed that a known prooxidant herbicide (paraquat)
also provoked similar nuclear morphological alterations in (DAPI-po-
sitive) cells in C. reinhardti, supporting again the central role of ROS
generation as a trigger of the PCD-related alterations reported in aged
cells in this work.

Autophagy has been associated with cell death phenomena. But also
as a catabolic process, autophagy allows eukaryotic cells to recycle
intra-cellular components including entire organelles during develop-
ment or under stress conditions such as nutrient limitation (He and
Klionsky, 2009; Liu and Bassham, 2012; Mizushima et al,, 2011). In
addition to recycling, autophagy is required for the degradation of
damaged or toxic material that can be generated as a result of ROS
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accumulation during oxidative stress (Pérez-Pérez et al., 2012). The
treatment of C. reinhardtii cells with H,O, or methylviologen results in
autophagy activation (Pérez-Pérez et al., 2010, 2012). Interestingly in
this study, a decrease in lipid peroxidation was observed (Fig. 2). These
data could be related to the presence of autophagic vacuoles that would
recycle damaged material, such as altered lipids in microalgal mem-
brane. This could explain the absence of damage in plasma membrane
observed in this work reported by PI analyses using FCM. Several au-
thors used MDC staining to investigate the presence of auto-phago-
somes in Arabidopsis cells (Contento et al.,, 2005; Xiong et al., 2007).
However, this is the first study, to the authors’ knowledge, to use MDC
staining in microalgae.

Overlaps between the processes of PCD are detected in this study,
such as caspase activity, typical hallmark of apoptosis and auto-pha-
gosomes, typical of autophagy. Several studies have claimed that the
two are fully synchronous and finally proceed towards death (van
Doorn and Woltering, 2004). In recent years, many researchers have
indicated the occurrence of PCD in unicellular algae (Franklin et al.,
2006; Pérez-Pérez et al., 2010, 2012), such as C. reinhardtii, exposed to
various stimuli, i.e. acetic acid (Zuo et al., 2012), ultraviolet light C
(UV-C) radiation (Moharikar et al., 2006, 2007), heat (Durand et al.,
2011; Nedelcu, 2006) and mastoparan (Yordanova et al., 2013).

As commented before, the use of senescence in microalgal work is
problematic since the process of growing old is difficult to define in
unicellular organisms. Senescence has often been used to refer to the
appearance of cells after exponential growth, i.e. when many cells are
probably dead due to natural cell death (Franklin et al., 2006). In the
present work, the occurrence of several PCD hallmarks is reported in C.
reinhardtii cells after a short-term exposure to atrazine as well as in
nutrient-deprived cells. In this sense, algal senescence could be func-
tionally equivalent to multicellular plant senescence (which is con-
trolled via PCD) with protease expression and cellular dissolution oc-
curring in order to fulfil a functional role in natural populations
(Franklin et al., 2006).

4. Conclusions

In the present study, the response of the freshwater microalga C.
reinhardtii exposed to a sublethal concentration of the herbicide atra-
zine (0.25 uM) for 24 h and in 96 h-unexposed stationary cultures was
studied to investigate the effect of a chemical (herbicide) and nutrient
deprivation on several senescence-related parameters.

Results of intracellular levels of calcium suggest that this ion can act
as a transitory messenger in the signal transduction of C. reinhardtii cells
exposed to stress conditions, since an increase was detected after short-
term exposure to atrazine. Both experimental treatments provoke an
increment in ROS generation, suggesting that the common action me-
chanism between both treatments (chemical and starvation) may be
oxidative stress. Moreover, the modification of the expression of anti-
oxidant related-genes observed in this work, either increase in GST and
APX I or decrease in CAT, GPX and SOD-1 (Fig. 3), suggest a versatile
and flexible antioxidant system in response to ROS overproduction.
This intracellular increment of ROS levels could be related to the oc-
currence of typical PCD hallmarks in both experimental treatments.
Unexposed cultures in stationary phase showed an activation of caspase
cascade, as well as nuclear morphological alterations and auto-phago-
somes in C. reinhardtii cells, indicating cellular senescence in these
cultures. These senescence characteristics with a similar level of al-
teration with a similar level of alteration also appear in cultures ex-
posed to atrazine. Finally, the decrease observed in lipid peroxidation
in both treatments could be also related to the increment of autophagic
vacuoles that recycle damaged material, such as altered lipids in mi-
croalgae membranes.

Microalgae are known to be sensitive to chemicals and, because of
their short life cycle, often provide one of the first signals of ecosystem
impacts. Their primary production and their essential roles in nitrogen
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and phosphorus cycling are critical to aquatic ecosystems. Molecular
and cellular alterations reported in the present work suggest that ex-
posure to chemical substances, such as atrazine, induces ROS over-
production leading to the occurrence of cellular senescence alterations
in the microalgal populations, potentially compromising biodiversity,
structure and function of higher trophic levels in freshwater ecosys-
tems.
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5. Discusion

La agricultura es una actividad antropolégica que ha experimentado un rapido desarrollo
como respuesta a la demanda de una creciente poblacién humana. Durante las ultimas
décadas, se ha producido un aumento dramatico en el uso de herbicidas y otros productos
quimicos en respuesta a esta necesidad de rapido crecimiento. Como consecuencia, estos
herbicidas pueden entrar en los ecosistemas acuaticos por diversas vias, principalmente
mediante los efluentes agricolas, lo que los ha convertido en los contaminantes organicos mas

frecuentes en estos ambientes en la actualidad (Cerejeira et al., 2003, Térnqvist et al., 2011).

A pesar de los esfuerzos dirigidos al desarrollo de pesticidas mas seguros
ambientalmente, de accién mas especifica, menos persistentes en el medio y de menor tasa de
aplicacion, estas sustancias continlan siendo una seria amenaza para los ecosistemas
terrestres y acuaticos (Forbes y Forbes, 1994, Lorente et al., 2014, Magnusson et al., 2013,
Relyea, 2005).

El herbicida estudiado en este trabajo, la atrazina (ATZ), altera a la fotosintesis a nivel
del PSII; su uso esta prohibido en Europa desde el afio 2003 por la Comisién Europea (EC
SANCO/10496/2003-final). Esto conduce a su perdurable lixiviacion y a la presencia de altos
niveles de este herbicida en los diferentes ecosistemas incluso afios después de su prohibicion
(Lorente et al., 2014), por lo que la atrazina sigue siendo detectada habitualmente en el medio
ambiente debido a su largo tiempo de retencién en el suelo y en los acuiferos. Ademas, la ATZ
no ha sido prohibida en Estados Unidos por la Agencia de Proteccion Ambiental (EPA) y es uno
de los herbicidas mas utilizados en este pais (US EPA, 2013). Debido a su gran uso en Estados
Unidos, la EPA ha hecho estudios detallados de los posibles efectos sobre la salud ambiental
que estan disponibles en la base de datos del Sistema Integrado de Informacién sobre Riesgos
(IRIS). De acuerdo con estos estudios, la EPA recomienda que las concentraciones se
mantengan por debajo de 37,5 ug L' en aguas naturales no tratadas, medidas en un lapso de
90 dias, para asegurar la proteccion de las embarazadas, y que las concentraciones maximas
en aguas tratadas potables sea de 3 ug L™ para proteger a la poblacién de los efectos cronicos
a largo plazo. Se cree que la exposicion a niveles de atrazina mas altos puede afectar el
equilibrio hormonal en el organismo. La OSHA (Administracion de Seguridad y Salud
Ocupacional) ha establecido un limite en el trabajo de atrazina de 5 mg m™ en el aire durante
una jornada de 8 horas diarias. Para proteger a los trabajadores de la posibilidad de que la ATZ
produzca cancer, el NIOSH (Instituto Nacional de Salud y Seguridad Ocupacional) recomienda
una norma para exposicién ocupacional de 5 mg m= durante una jornada de 10 horas y los
niveles maximos de atrazina que la EPA permite en alimentos varian entre 0,02y 15 mg L™". En

cuanto a los efectos sobre el ecosistema acuatico, el nivel de alerta se ha establecido en 10 ug
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L' a lo largo un periodo de 60 dias de medicion. Este valor se obtuvo utilizando el modelo PATI
(Plant Assemblage Toxicity Index) en plantas acuaticas. La EPA establece que si los valores de
atrazina se muestran por encima de 10 ug L™ en dos afios, hay que tomar medidas de control
en la cuenca del rio. Ademas, la ATZ esta designada como plaguicida de uso restringido en
Norteamérica, lo que significa que solamente personas certificadas pueden usar atrazina, pero

esta permitida en Africa, Asia y América Latina.

Debido a su persistencia en los medios acuaticos y su potencialidad para causar dafos
medioambientales es necesario un seguimiento para monitorizar la calidad quimica de las
aguas. Incluyendo estudios de sus efectos sobre organismos no diana, como son las
microalgas. Estos microorganismos son los principales productores primarios acuaticos y
debido a su posicién ecolégica, cualquier agente quimico que altere la comunidad
fitoplanctonica y/o su produccion primaria puede provocar desequilibrios en niveles tréficos
superiores, generando graves consecuencias en los ecosistemas (Campanella et al., 2001,
Martinez et al., 2014, Rioboo et al., 2007).

Por ello, las microalgas se estan utilizando como indicadores bioldgicos en estudios para
la evaluacion de la potencial toxicidad de diferentes contaminantes, como los pesticidas, en
ecosistemas dulceacuicolas. De hecho, los bioensayos basados en la inhibicién del crecimiento
de las microalgas Raphidocelis subcapitata y Scenedesmus subspicatus estan incluidos dentro
de los bioensayos de toxicidad obligados para el registro y notificacion de nuevos productos

quimicos, tanto en la Union Europea como en los Estados Unidos (ISO 8692, 2012).

Sin embargo, como se ha comentado anteriormente, las microalgas estan poco
representadas como organismos de ensayo en los métodos estandarizados y normalmente
recomendados. Por lo que es necesario introducir especies microalgales nuevas y mas
sensibles que puedan ser utilizadas en bioensayos de ecotoxicidad, de modo que en cada caso
se pueda elegir el método mas apropiado, teniendo en cuenta la naturaleza del medio acuatico
que se pretende proteger y los organismos que habitan naturalmente en dicho medio, para que

el sentido ecoldgico de los ensayos realizados sea cada vez mayor.

En los ultimos afios se han desarrollado bioensayos basados en nuevos parametros y
métodos cada vez mas rapidos, sencillos, practicos y sensibles para la deteccion de
contaminantes y el estudio de su toxicidad, pero el crecimiento sigue siendo el parametro mas
utilizado hasta la fecha para estudiar los efectos de compuestos téxicos sobre las microalgas
en los ensayos de toxicidad cronicos (van Wezel y van Vlaardingen, 2004), aunque este

parametro no proporciona informacion de los mecanismos de accién tdxicos de los
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contaminantes sobre los procesos bioldgicos microalgales.

La determinacion de la densidad celular o nimero de células como medida del
crecimiento microalgal es un parametro fundamental en los ensayos de toxicidad de cualquier
agente. En numerosos ensayos, la toxicidad se mide en funcién de la reduccion de la tasa de
crecimiento, o de la biomasa final, en relacion a un control (Debelius et al., 2008, Hogan et al.,
2005, Nie et al., 2009, Pereira et al., 2009, Strom et al., 2009).

Los resultados obtenidos en el presente estudio reflejan que el efecto de la atrazina
sobre el crecimiento de C. reinhardtii es dependiente de la concentracién, de modo que se
observa un efecto negativo del herbicida sobre el crecimiento, mas evidente cuanto mayor es la
concentraciéon de ATZ en el medio de cultivo. A las 96 h se observa una disminucién
significativa del crecimiento (0,92 + 0,02 dia™) celular a la concentracién de 0,1 uM del
herbicida, la mas baja ensayada, con respecto a los cultivos control (1,13 + 0,02 dia™).
Respecto a la tasa de crecimiento a las 24 h se observa una disminucion significativa en los
cultivos expuestos a 0,25 uM de atrazina (0,94 + 0,03 dia™) respecto a los cultivos control
(1,73 £ 0,20 dia™"). Resultados parecidos se han obtenido en otras especies microalgales
(Bérard et al., 2003, DeLorenzo et al., 2004, Fischer et al., 2010, Solomon et al., 1996, Tang et
al., 1997, Weiner et al., 2004).

Entre los diferentes indices que permiten evaluar el efecto del herbicida sobre el
crecimiento microalgal para poder comparar los resultados experimentales obtenidos bajo
diferentes condiciones en diferentes laboratorios, el valor ECs, es el mas utilizado en ensayos
de toxicidad. La concentracion que provoca una inhibicion del 50% en el crecimiento de esta
especie después de 96 h de exposicion a ATZ, obtenida en este trabajo, es aproximadamente
0,25 uM. Esta concentraciéon fue la elegida para realizar un estudio mas detallado a nivel

citbmico, protedmico y transcriptomico.

Dada la variabilidad en la sensibilidad de los organismos fitoplancténicos a los herbicidas
(Ma et al.,, 2006, Wong, 2000), se han llevado a cabo diversos estudios para evaluar la
toxicidad de la atrazina sobre diferentes especies o grupos, con el fin de poder establecer unos
limites legales a su aplicacion de modo que, en el caso de que este herbicida llegue a las
aguas naturales, no afecte o se minimice el dafio a este eslabéon fundamental de la cadena
trofica. En estos trabajos, el crecimiento ha sido uno de los parametros mas analizados. Los
valores de ECs, (96 horas) para el crecimiento obtenidos en este estudio estan dentro del rango
de valores publicados en la literatura para diferentes especies microalgales después de las

mismas horas de exposicion a atrazina (Tabla 3).
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Tabla 3. ECs, a las 96 h para el crecimiento de diferentes especies microalgales expuestas a atrazina.

Er%ﬁifn?gg Especie Ref_eren’c?a

(96 h) bibliografica
0,33 uM Chlorella fusca Kotrikla et al., 1999
0,20 uyM Chlorella vulgaris Bérard et al., 2003
0,26 uM Scenedesmus acutus Bérard et al., 2003
0,32 uM Dunaliella tertiolecta Weiner et al., 2004
0,28 uM Phaeodactylum tricornutum Weiner et al., 2004
0,42 uM Isochrysis galbana Weiner et al., 2004
0,21 uM Synechococcus sp. Weiner et al., 2004
0,16 uM Chlamydomonas intermedia Bérard et al., 2003
0,15 uM Chlamydomonas mexicana Kabra et al., 2014
0,27 uyM Chlamydomonas reinhardftii Fernandez-Naveira et al., 2016
0,23 uM Pseudokirchneriella subcapitata Weiner et al., 2004
0,53 uM Raphidocelis subcapitata Bérard et al., 2003
0,51 uM Raphidocelis subcapitata Ma et al., 2006

La diferente sensibilidad a la atrazina por parte de las especies microalgales puede
atribuirse a la variabilidad de morfologia, citologia, fisiologia y filogenética (Debelius et al.,
2008), por los datos expuestos (Tabla 3) parece que el género Chlamydomonas es de los mas

sensibles al herbicida atrazina.

Como se ha indicado, los ensayos de toxicidad basados en la inhibicion del crecimiento
de la microalgas han sido frecuentemente utilizados para el estudio del impacto ambiental de
diversos contaminantes en los sistemas acuaticos (Adler et al., 2007, Bi Fai et al., 2007). De
hecho, los datos obtenidos en estos ensayos se utilizan en la evaluacion del riesgo ecologico
para el establecimiento de directrices para la descarga de efluentes contaminantes
(Nancharaiah et al., 2007). Sin embargo, estos ensayos presentan varias limitaciones, entre las
cuales destaca el hecho de que la inhibicion del crecimiento es un parametro poblacional, que
refleja un valor medio de la poblacion estudiada sin tener en cuenta la respuesta que se
produce a nivel celular (Geoffroy et al., 2007). Puesto que los cambios ambientales afectan
directamente a las células antes de que se manifieste el efecto sobre la poblacion, resulta
conveniente la medida de parametros a nivel de las células individuales. Una de las ventajas de

la citometria de flujo (FCM) radica precisamente en que permite llevar a cabo la medida de
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parametros a nivel de la célula, posibilitando el estudio tanto de propiedades inherentes a la
célula (tamafio, complejidad celular y autofluorescencia, como en el caso de los organismos
fotosintéticos como las microalgas), como de diversos componentes celulares y procesos
metabdlicos mediante el uso de marcadores fluorescentes (Dubelaar y Jonker, 2000, Jochem,
2000).

La medida de parametros relacionados con la autofluorescencia natural de las
microalgas ha permitido el desarrollo de métodos simples, rapidos y sensibles para detectar
efectos fotoinhibidores de los contaminantes ambientales. Los organismos fototréficos son
autofluorescentes debido a los pigmentos que poseen, lo que permite un analisis no invasivo,
es decir, sin necesidad de marcadores fluorescentes externos. En diversos estudios se
considera que la molécula de clorofila constituye un indicador de la capacidad fotosintética del
organismo (Eullaffroy y Vernet, 2003). El PSII es el componente del aparato fotosintético donde
se genera la mayor parte de la emision in vivo de la fluorescencia de la clorofila a, de modo que
cualquier dafo que se produzca en este fotosistema provocara un descenso de la emisién de
fluorescencia detectada por el citometro de flujo (Neale et al., 1989, Sobrino et al., 2005). De
hecho, los cambios en la fluorescencia de la clorofila a se han utilizado para estudiar el estado
fisiologico de células microalgales sometidas a diferentes factores de estrés (Chalifour et al.,
2009, Ekelund y Aronson, 2007, Gonzalez-Barreiro et al., 2004, Hadjoudja et al., 2009, Sobrino
et al., 2004). Por otro lado, hay estudios que demuestran una relacion lineal entre la
fluorescencia de la clorofila a y la concentracion celular de clorofila (Galbraith et al., 1988;
Graziano et al., 1996, Veldhuis y Kraay, 2000).

En este estudio se observa que la ATZ (0,25 uM) tras sélo 3 h de exposicion afecta a la
fluorescencia de la clorofila a, medida mediante FCM, provocando una reduccién del 16% con
respecto a los cultivos control. Este resultado también se corresponde con los datos obtenidos
al estudiar el contenido de pigmentos fotosintéticos, donde se observa una reduccion
significativa (p < 0,05) del 26,7% y del 29,4%, en la clorofila a y en los carotenoides,
respectivamente. Sin embargo en la clorofila b, la reduccién que se observa no es significativa
(p 2 0,05).

Los resultados obtenidos indican una reduccién de la actividad fotosintética que esta
relacionada con el mecanismo de accién de este herbicida (Fig. 21). La atrazina interfiere en el
transporte de electrones en el fotosistema Il (PSIl) (Bi Fai et al., 2007, Chalifour et al., 2009,
Moreland, 1980, van der Heever y Grobbelaar, 1998). El sitio de unién de la atrazina esta

localizado en la proteina D1 del PSII; esta unién provoca el bloqueo de la cadena de electrones
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de la quinona A (Qa) a la quinona B (Qg), el aceptor primario y secundario de electrones
respectivamente (Diner y Petrouleas, 1987). En general, se produce la competencia con la
plastoquinona por el sitio de union (Qg) de la proteina D1 en el centro de reaccién del PS I, lo
que provoca la interrupcion de la transferencia de electrones y, por lo tanto, la sintesis de ATP y
NADPH (Jones et al., 2003, Oettmeier et al., 1992).

Estudios sobre las alteraciones fotosintéticas bajo condiciones de estrés, han establecido
una relacion entre el estrés fotosintético y el contenido de proteina D1 (Giardi et al., 1997). La
proteina D1 es la principal diana de los herbicidas que inhiben la fotosintesis. De hecho, una
mutacién puntual en el gen psbA que codifica para la proteina D1 del PSII confiere resistencia a
las triazinas en las células vegetales (Hirschberg y Mcintosh, 1983). El PSII produce singletes
de oxigeno para amortiguar el estado triplete de la clorofila del centro de reaccién P680 y esos
singletes inducen la degradacién de la proteina D1. Esta proteina es constantemente
degradada, resintetizada y reensamblada en un nuevo PSII funcional. Este proceso de
inactivacion y reparacion del PSIl se llama renovacion de la proteina D1 (Mattoo et al., 1984).
En células fotosintéticas vivas no sometidas a condiciones de estrés, la tasa de reparacion del
PSIl esta equilibrada con la tasa de dafo (Xia, 2005). Pero ante condiciones ambientales
estresantes, la compensacion no sera suficiente al reducirse la tasa de reparacioén, lo que
rompe el equilibrio y, como consecuencia, la actividad del PSIl disminuye (Kruk et al., 2005 y
Nishiyama et al., 2005). Se sabe que los herbicidas que afectan al PSII retrasan la degradacion
de la proteina D1 (Jansen et al., 1993, Nakajima et al., 1996, Zer y Ohad, 1995). Ademas, Pace
et al. (2001) han propuesto que la interrupcion de la fotosintesis de células expuestas a altas
concentraciones de herbicidas es debida a la interferencia con la tasa de renovacién de la D1.
La unién del herbicida podria bloquear el acceso de proteasas al sitio de unién del nicho Qg 0
podria causar un cambio conformacional que restrinja la accesibilidad a este sitio. La unién de
las triazinas al Qg no solo bloquearia el transporte electrénico fotosintético, sino que también
evitaria la reparacioén de la proteina D1 dafiada, por lo que la tasa de renovacién de la proteina
D1 podria ser una parte importante del mecanismo de resistencia a herbicidas en las células
vegetales, debido a una degradacién mas rapida o a una sobreproduccion de la proteina (Pace
et al., 2001).

Los resultados obtenidos indican que los cloroplastos de C. reinhardtii no sélo se hallan
afectados a nivel de la actividad fotosintética después de una corta exposiciéon a ATZ, sino que
el contenido celular de pigmentos también presenta alteraciones con respecto a los valores de
las microalgas de los cultivos control. Clorofilas y carotenoides estan presentes en complejos

proteicos en las membranas de los tilacoides, donde interaccionan mutuamente y juegan
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multiples roles en la fotosintesis (Tukaj et al., 2003). Los pigmentos se utilizan habitualmente
como biomarcadores de exposicion a herbicidas en plantas, incluyendo las algas (Couderchet y
Vernet, 2003). Aunque otros autores no detectaron que la ATZ y otras triazinas, provocaran
cambios importantes en la cantidad de clorofilas (Macinnis-Ng y Ralph, 2003, Saladin et al.,
2003), los resultados de este trabajo muestran que la atrazina altera el contenido intracelular de
pigmentos en C. reinhardtii tan s6lo tras 3 h de exposicion. Esto podria deberse a un bloqueo
en la sintesis de pigmentos, como consecuencia de la deficiencia energética observada en
estos cultivos debido a la alteracion de la fotosintesis. Esta reduccion en los niveles de
pigmentos puede reflejar importantes alteraciones en la membrana del cloroplasto, cuando
probablemente los mecanismos de proteccion de la célula se ven superados por los niveles de
estrés (Macinnis-Ng y Ralph, 2004). Ademas, si la atrazina inhibe la sintesis de clorofila,
provocaria que estos pigmentos, que presentan una alta tasa de renovacion, al no poder ser
resintetizados, disminuyeran en la célula (Couderchet y Vernet, 2003). Por otro lado, los
compuestos que afectan al PSIl causan una superproduccion de tripletes de clorofila excitados
que provocan la formacion de singletes de oxigeno (Krieger-Liszkay, 2005, Saladin et al.,
2003). Este estrés oxidativo es responsable de la oxidacion de los pigmentos, especialmente
de los carotenoides y, por tanto, del descenso observado en las concentraciones de los mismos
en los cultivos expuestos a atrazina. Los carotenoides de las algas verdes juegan un papel
estructural y funcional en ambos fotosistemas, similar al que juegan en las plantas superiores,
donde son esenciales en el ensamblaje del PSIl activo, mientras que el PSI podria ser

sintetizado en ausencia de carotenoides (Tukaj et al., 2003).

En la actualidad, con el desarrollo de las 6micas, nuevas alternativas surgen para
estudiar los efectos de los contaminantes en las microalgas (Dowling y Sheehan, 2006, Jamers
et al., 2009, Monsinjon y Knigge, 2007). La transcriptdmica y protedmica pueden utilizarse para
detectar y caracterizar las respuestas a estimulos externos y tiene un gran potencial para
investigar los mecanismos de estrés y las respuestas que afectan al crecimiento y a otros
parametros fisiolégicos y bioquimicos (Jamers y de Coen, 2010, Nestler et al., 2012,
Subramanian et al., 2014), aplicandose cada vez mas en el campo de las ciencias bioldgicas y
ecotoxicologia. La disponibilidad del genoma secuenciado de la especie Chlamydomonas
reinhardtii, con una adecuada anotaciéon y una detallada informacién de la ruta metabdlica,
facilita el analisis del perfil transcriptomico y protedmico de la microalga (Merchant et al., 2007).
En este estudio, ademas de los cambios observados en la fotosintesis por citometria de flujo y
por espectrofotometria, se llevaron a cabo estudios transcriptémicos y protedmicos para

analizar cambios en genes y proteinas relacionados con la fotosintesis.
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Los datos de RNA-Seq mostraron 9 genes expresados diferencialmente con respecto al
control tras 3 h de exposicién a ATZ relacionados con el proceso de fotosintesis. 6 de los 9
genes (LHCBMS8, LHCSRS3, LI818R-1, PTOX2, CAH4 y CAH5) aparecen subexpresados y 3
sobreexpresados (HLAS3, LCIA y ELI3). Los transcritos que codifican genes para la captacién de
luz, el mecanismo de concentracién de carbono o proteinas de unién a clorofilas son menos
abundantes en las células de los cultivos expuestos durante 3 h. Esto se relaciona con los
datos obtenidos anteriormente donde se observé un descenso de la autofluorescencia celular y
un descenso de la cantidad de pigmentos. Sin embargo, algunos transcritos aparecen
sobreexpresados en los cultivos expuestos, se puede asumir que dichos transcritos
fotosintéticos se acumulan para asumir un papel de aclimatacion del organismo fotosintético al
estrés provocado por el herbicida. La técnica de RNA-Seq permite el estudio de una rapida
respuesta al estrés, pero también es importante considerar las alteraciones tempranas en el
perfil proteémico. Dicho perfil revel6 5 proteinas que son significativamente menos abundantes
en los cultivos expuestos (CA2, PSBO, PSB1, PRK1, ATPD). La comparacion entre los cambios
observados en el perfil transcriptémico y el proteédmico indican que las variaciones detectadas
en este ultimo después de sdlo 3 h de exposicién al herbicida son principalmente debidas al
estrés causado directamente por la atrazina sobre las proteinas, y no debido a un cambio en

los procesos reguladores de la expresion génica.

En definitiva, una concentracion subletal de atrazina (0,25 pM) altera el perfil
transcriptémico y protedmico de células de Chlamydomonas reinhardftii tras 3 h de exposicion al
herbicida (Fig. 21). La ATZ provoca desajustes fotosintéticos en las células de C. reinhardtii
basadas en las alteraciones observadas en el perfil transcriptémico, asi como la desaparicién
de algunas proteinas relacionadas con la fotosintesis. Por un lado, los niveles de transcritos
que codifican para proteinas de la clorofila, componentes del PSIl y anhidrasa carbonica, que
ayudan a aumentar la concentracion de CO, en el cloroplasto, se redujeron. Por otra parte,
algunos transcritos que codifican para transportadores de carbono inorganico (Ci) fueron
sobreexpresados como una respuesta celular para aclimatarse al estrés provocado por el
herbicida. También se observa que la cantidad de proteinas que forman parte del PSII, una
cloroplasto ATP sintasa y una anhidrasa carbdnica que participa en la regulacién del proceso
de fijacion de carbono, disminuyen debido al estrés provocado por este herbicida. La inhibicion
de la fotosintesis inducida por la toxicidad de la ATZ afecta al estado fisioldgico y bioquimico de
las células microalgales. Los resultados de reduccién en el contenido de pigmentos celulares y
de la fluorescencia de la clorofila a, se relacionan con resultados obtenidos en otros estudios,

donde el estrés provocado por este herbicida hace que las células microalgales cambien de un
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metabolismo fototrofico, ineficiente en estas condiciones, a un metabolismo heterétrofo, como
se comentara mas adelante. Teniendo en cuenta los resultados obtenidos, el aumento de
algunos contaminantes en los sistemas acuaticos podria conducir a una disminucién dramatica

en la fijacion del CO; a nivel mundial.

Los resultados obtenidos en este trabajo confirman que parametros relacionados con la
fotosintesis son sensibles y pueden ser utilizados como una buena alternativa al crecimiento,
como otros autores han propuesto (Petersen y Kusk, 2000). Es importante destacar que las
microalgas actuan como productores en los ecosistemas acuaticos, por lo que el equilibrio
ecoldgico puede ser facilimente dafado si la fotosintesis se ve afectada por la alteracion del
medio. Por ello, la medida de la actividad fotosintética resulta importante para monitorizar la
degradacion medioambiental de los ecosistemas acuaticos (Endo y Omasa, 2004) y debe ser
uno de los biomarcadores principales de la ecotoxicologia o toxicologia medioambiental
(Schreiber et al., 2007).

Como ya se comentd anteriormente, uno de los mayores inconvenientes de los
bioensayos de toxicidad basados en la inhibicién del crecimiento de las microalgas es la
incapacidad para distinguir entre células vivas y muertas (Nancharaiah et al., 2007). Ademas,
en los ultimos afos, la FCM se ha utilizado cada vez con mas frecuencia en estudios
ambientales. Muchos de estos estudios se han centrado en la discriminacion de células viables
y no viables dentro de la poblacién analizada que ha estado expuesta a las condiciones de
estrés (Adler et al., 2007, Lage et al., 2001).

Una de las caracteristicas que distinguen a las células no viables de las células viables
es la pérdida de la funcionalidad e incluso la pérdida de la integridad estructural de la
membrana plasmatica celular. De este modo, se han desarrollado diversos métodos para
evaluar la viabilidad celular que se basan precisamente en los cambios que se producen en las
propiedades de la membrana cuando la célula muere. Asi, uno de los métodos comunmente
utilizados se basa en el uso de la FCM o microscopia de fluorescencia en combinaciéon con
fluorocromos DNA-especificos que son excluidos por las células viables, que tienen su
membrana intacta, permitiendo una tincion selectiva de las células no viables (Darzynkiewicz,
1992). Dentro de este tipo de fluorocromos, el mas utilizado es el ioduro de propidio (Pl), en el

cual se basa uno de los ensayos de viabilidad celular utilizados en este trabajo.

En el presente estudio, aunque una disminucion significativa fue observada en la tasa de
crecimiento tras 24 h de exposicion al herbicida, la viabilidad celular no se vio afectada por la

concentracién ensayada tras 3 y 24 h de exposicion, lo que significa que 0,25 uM de atrazina
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es una concentracion subletal para esta microalga. Resultados parecidos se obtuvieron en
otros estudios donde las células microalgales expuestas a ATZ no pudieron terminar su division
celular, pero mantuvieron su actividad metabdlica y la viabilidad celular (Gonzalez-Barreiro et
al., 2004).

La potencial estimulacion de los mecanismos de defensa antioxidantes (Chankova et al.,
2014, Dewez et al., 2005), como se comentara mas adelante, podria estar involucrada en el
mantenimiento de la viabilidad celular. Los resultados obtenidos indican que la integridad de la
membrana citoplasmatica se vera afectada s6lo después de que otros parametros celulares ya
hayan sido dafiados de un modo notable por el herbicida. Sin embargo, se ha observado que
otros contaminantes que también generan un estrés oxidativo en la célula, como el cobre, el
cloro o el paraquat, provocan una reducciéon de viabilidad celular en microalgas (Cid et al.,
19964, Franqueira et al., 2000, Lage et al., 2001, Nancharaiah et al., 2007, Prado et al., 2011,
Stauber et al., 2002). También se ha observado que diferentes contaminantes emergentes,
como el triclosan y el ibuprofeno, producen mortalidad en diferentes cultivos de
Chlamydomonas (Gonzalez-Pleiter et al., 2017, Prado et al., 2015) al igual que el filtro solar
benzofenona-3, el desinfectante triclosan, la fragancia tonalide y los antibidticos cloranfenicol,
florfenicol y oxitetracicleno, producen cambios significativos en la viabilidad de Tefraselmis

Suecica (Seoane et al., 2014, Seoane et al., 2017).

Ademas de los ensayos de viabilidad centrados en la permeabilidad de la membrana
plasmatica, las medidas de la inhibicién de determinadas enzimas en microalgas se utilizan
cada vez mas como indicadores del estrés ambiental, puesto que permiten obtener resultados
de manera rapida y sensible (Blaise y Ménard, 1998, Peterson y Stauber, 1996, Prado et al.,
2012a, Prado et al.,, 2012b). Concretamente, la actividad esterasa ha demostrado ser un
indicador util, mostrando una buena relacién con la actividad metabdlica y la viabilidad celular,
dado que las esterasas son enzimas esenciales para el funcionamiento normal de la célula. En
algas, la actividad esterasa ha demostrado ser un parametro sensible, capaz de detectar
alteraciones ambientales minimas, como cambios en la temperatura, luz, salinidad, turbulencia,
nutrientes o fase de crecimiento (Brookes et al., 2000, Geary et al., 1997, Jochem, 1999, Minier
et al., 1993, Regel et al., 2004).

El analisis de la hidrdlisis del fluorocromo FDA llevada a cabo por enzimas esterasas ha
sido habitualmente utilizado para estimar la actividad microbiana en suelos (Schnirer y
Rosswall, 1982), aguas (Holzapfel-Pschorn et al., 1987, Tadonléké et al., 2009)y sedimentos

marinos (Gumprecht et al., 1995). También se ha utilizado para estudiar la viabilidad de células
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animales (Hoppe y Bavister, 1984, Paniagua-Chavez et al., 2006) y la viabilidad/actividad
metabdlica de microalgas (Gilbert et al., 1992, Jochem, 2000, Prado et al., 2012a).

En la mayoria de los estudios en los que se ha utilizado este ensayo para caracterizar la
respuesta de diversas especies de microalgas a diversos contaminantes, fundamentalmente
metales, se ha hecho de una forma cualitativa, clasificando las células en grupos segun su
estado metabdlico y basandose en como varia el porcentaje de células en cada uno de esos
grupos en funcion de la mayor o menor concentracion del agente téxico (Franklin et al., 2001).
En el presenta trabajo, se determiné la actividad enzimatica a través de un analisis in fluxo por
citometria de flujo, monitorizando cémo se incrementa la fluorescencia a medida que se
produce la transformacion del substrato fluorogénico en producto fluorescente hasta llegar a la
estabilizacién del proceso, lo que permite obtener una medida cuantitativa de dicha actividad.
La deteccién mediante FCM de la fluorescencia de la fluoresceina resultante de la hidrolisis del
FDA se ha aplicado para la determinacion de la toxicidad de diversos agentes contaminantes,
como metales pesados (Arsenault et al., 1993, Lage et al., 2001) y pesticidas (Gilbert et al.,

1992, Prado et al., 2012a, Prado et al., 2012b) en diversas especies fitoplancténicas.

Los resultados obtenidos muestran un efecto negativo de la ATZ sobre la actividad
esterasa inespecifica de C. reinhardtii. La actividad celular disminuy6 el 31% y el 29% alas 3 y
24 horas, respectivamente, en los cultivos expuestos a 0,25 uM del herbicida con respecto al
control (Fig. 21). Como se comentd anteriormente, no se observaron cambios significativos en
el porcentaje de células viables, sin embargo la actividad celular en las células viables se vio
afectada a ambos tiempos ensayados. Estos resultados se podrian relacionar con los datos de
crecimiento a las 24 h, donde se observa una reduccién del 50% del crecimiento en los cultivos
expuestos a atrazina con respecto a los controles. Estudios previos también detectaron un
descenso en la actividad esterasa en células de Chlamydomonas expuestas a diferentes
herbicidas (Jamers y de Coen, 2010, Nestler et al., 2012, Prado et al., 2012a, Prado et al.,

2012b) y a contaminantes emergentes (Prado et al., 2015).

Se ha observado que existe una buena correlacién entre la tasa de conversion del FDA
en fluoresceina, es decir, la actividad esterasa, y la actividad fotosintética (Brookes et al., 2000,
Dorsey et al., 1989). De este modo, es légico que un herbicida que actda a nivel de la
fotosintesis, tenga un efecto negativo sobre esta actividad enzimatica. Ademas, el estrés
oxidativo generado por la superproduccion de especies reactivas de oxigeno puede inducir
alteraciones en la propia estructura del enzima, pasando a ser no funcional, o causar la

degradacion oxidativa de la misma, lo que conlleva a un descenso general de la actividad
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metabdlica celular.

La membrana plasmatica constituye una barrera quimiosmética que, en el caso de los
microorganismos como la microalgas, proporciona la superficie de contacto entre el organismo
y su ambiente externo. A través de esta membrana, se mantiene un potencial electroquimico
transmembrana (negativo en el interior de la célula) que juega un papel critico en el control del
intercambio de solutos. Los principales iones monovalentes implicados en los gradientes a
través de esta bicapa son Na*, K*, H" y CI, aunque también son importantes algunos cationes
divalentes como el Ca?". Este desequilibrio en la concentracion de determinados iones a través
de la membrana que delimita la célula se mantiene gracias a procesos de transporte mediante
diferentes bombas y canales que requieren energia (Lloyd et al., 2004). Se considera que
cualquier alteracion que se produzca en este potencial eléctrico transmembrana, en respuesta
a determinados cambios en el ambiente circundante a la célula, es un mediador de respuestas
fisioldgicas celulares que se producen como consecuencia de esos estimulos ambientales. De
este modo, la monitorizacion de estas perturbaciones en el potencial de membrana
citoplasmatico de la célula resulta interesante como indicador de factores ambientales que
pueden conducir a cambios fisioldgicos funcionalmente importantes para la célula (Rabinovitch

y June, 1990), posiblemente desembocando en citotoxicidad o incluso en muerte celular.

El potencial de membrana es dependiente de la energia metabdlica, de modo que este
potencial decae una vez eliminadas las fuentes de energia en la célula; por otro lado, las
propiedades de permeabilidad de la membrana van a influenciar el mantenimiento del gradiente
electroquimico que garantiza la existencia del potencial de membrana, de modo que el
potencial de membrana disminuye cuando la membrana plasmatica resulta dafiada por agentes
fisicos o quimicos. Por tanto, solo las células metabdlicamente activas y cuya membrana esté
intacta van a ser capaces de generar y mantener un potencial de membrana normal (Jepras et
al., 1997). Concretamente, el fluorocromo DiBAC,(3) ha demostrado su utilidad como indicador
de viabilidad en diversos estudios, fundamentalmente con bacterias, en los que las células que
han perdido su potencial de membrana, y que por tanto muestran una elevada fluorescencia
como consecuencia de la entrada del fluorocromo, se consideran células muertas (Jepras et al.,
1995, Papadimitriou et al., 2006). Estudios previos en diferentes microorganismos han
reportado cambios en la permeabilidad de la membrana citoplasmatica utilizando la citometria
de flujo (Bouix y Ghorbal, 2015, Lloyd et al., 2004, Wickens et al., 2000).

Estudiando el efecto de la ATZ sobre el potencial de membrana citoplasmatica de C.

reinhardltii, se observa que el herbicida induce la despolarizacién de un porcentaje significativo
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de las células microalgales con respecto a los cultivos control, 33% y 31% a las 3 y 24 h de
exposicion, respectivamente (Fig. 21). Esta despolarizacién de la membrana citoplasmatica
también se observé en la misma microalga expuesta a triclosan (Gonzalez-Pleiter et al., 2017) y

en C. moewusii expuesta al herbicida paraquat (Prado et al., 2012a).

Aunque el uso de fluorocromos sensibles al potencial de membrana citoplasmatica como
indicadores de viabilidad celular se ha ido incrementando en los ultimos afios, es bastante
cuestionable si las células que muestran un potencial de membrana reducido son
necesariamente células no viables (Breeuwer y Abee, 2000). De hecho, en el presente estudio
se observa que la exposicion de C. reinhardti a atrazina durante 3 y 24 h induce la
despolarizacién de la membrana citoplasmatica en un porcentaje significativo de la poblacion
celular analizada, pero los resultados obtenidos en el ensayo con el fluorocromo Pl indican que
la viabilidad celular no se ve significativamente afectada, asi como los resultados obtenidos en
el ensayo de la actividad esterasa muestran que estas células poseen esta actividad

enzimatica, aunque reducida con respecto al control (Fig. 21).

Como ya se ha mencionado, cualquier perturbaciéon en el potencial de membrana
citoplasmatica se puede considerar un indicador sensible y rapido de la presencia de factores
ambientales que posiblemente conduzcan a cambios fisiolégicos funcionalmente importantes
en la célula, conllevando muchas veces el inicio de cascadas citotoxicas que pueden causar
finalmente la muerte celular. Por ejemplo, la presencia de elevados niveles de ROS se
considera una respuesta celular comin a factores de estrés ambiental (Mittler, 2002,
Valavanidis et al., 2006) y se ha relacionado con alteraciones significativas del potencial de
membrana citoplasmatica (Scott y Rabito, 1988), concretamente con una reduccién del
potencial de membrana, es decir, con una despolarizacién de la membrana citoplasmatica
(Scott et al., 1987, Lloyd et al., 2000, Wei et al., 2008).

Podriamos concluir que la exposicion a ATZ dafia la membrana plasmatica de las células
microalgales, principalmente mediante cambios en sus propiedades de permeabilidad, mas que
por la disrupcion de su integridad. A menudo se ha relacionado la despolarizacién de la
membrana citoplasmatica con la inhibicibn de las bombas H*-ATPasas o bombas
Na*K*-ATPasas de la membrana, puesto que estas bombas se consideran los principales
generadores de los gradientes electroquimicos a través de la membrana plasmatica, es decir,
de los potenciales de membrana (Bortner et al., 2001, Krol et al., 2003). Existen evidencias de
la inhibicién irreversible de la bomba Na*/K*-ATPasa por la presencia de especies reactivas de

oxigeno (Wu-Hsiung et al., 1992), de modo que el estrés oxidativo en la célula puede inhibir
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esta actividad enzimatica y contribuir a la despolarizacion de la membrana citoplasmatica.

Después de estudiar los efectos a nivel de la fotosintesis y de las alteraciones
observadas a nivel de la membrana plasmatica, es importante estudiar los posibles danos en
otro organulo de gran importancia para la célula, la mitocondria. El analisis del potencial de
membrana mitocondrial ha sido ampliamente utilizado como una aproximacion a la medida de
la actividad de la cadena respiratoria mitocondrial (Cossarizza y Salvioli, 2001, Pham et al.,
2000, Poot y Pierce, 2001).

En el presente estudio, se observa un aumento del potencial de membrana mitocondrial
de C. reinhardtii como consecuencia de la exposiciéon a ATZ. La tincién con el fluocromo JC-1
muestra una hiperpolarizacion significativa de 2,18 y 1,36 veces mas que el control, tras 3 y

24 h de exposicion, respectivamente (Fig. 21).

El mecanismo de accién de la ATZ afecta a la fotosintesis, pero también podria provocar
perturbaciones en la cadena respiratoria mitocondrial. En varios estudios se demostré que
fisiologicamente, la hiperpolarizacién mitocondrial podria deberse a un aumento en la
respiracion, con un incremento del flujo de electrones y con una fosforilacion oxidativa mas
activa y por lo tanto, posibles fugas de electrones que favoreceran la generacién de ROS, como
un subproducto del proceso de generacién de ATP (Huc et al., 2012, Loseva et al., 2004,
Wallace, 2005). La toxicidad de la atrazina en la cadena respiratoria mitocondrial ha sido
estudiada en roedores y células humanas (Chen et al., 2015, Koo et al., 2012). Ademas, otros
estudios en animales y células vegetales han observado que el herbicida paraquat provoca una
despolarizacion de la membrana mitocondrial interna y un desacoplamiento de la fosforilacion
oxidativa (Constantini et al., 1995, Esperanza et al., 2015, Palmeira et al., 1995, Prado et al.,
2012b, Vicente et al., 2001). En otros estudios realizados en C. reinhardtii diversos compuestos
como nanoparticulas, herbicidas y productos de cuidado personal alteran de forma significativa
el potencial de membrana citoplasmatica (Cheloni et al., 2016, Gonzalez-Pleiter et al., 2017,
Prado et al., 2015).

El calcio es un nutriente esencial para las células vegetales (Epstein y Bloom, 2005),
cumpliendo funciones estructurales y metabdlicas (Plieth, 2005). Es necesario como
constituyente estructural de las paredes y de las membranas celulares, como cation
contrarrestando a los aniones inorganicos y organicos en la vacuola y ademas, el calcio
citosolico libre actia como mensajero intracelular en el citosol (Marschner, 1995, Sun et al.,
2006). El calcio penetra por difusién simple en las células vegetales, a través de canales

permeables en la membrana plasmatica (White, 2000). Debido a que elevados niveles de calcio
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libre en el citosol pueden resultar toxicos para la célula, dichos niveles se mantienen a
concentraciones submicromolares, principalmente gracias a la accion de bombas
Ca?'- ATPasas y de los transportadores de intercambio antiporte de calcio y protones (Hirschi,
2001, Sanders et al., 1999, Sze et al., 2000). Dichas bombas retiran el calcio del citosol en
contra de un gradiente electroquimico hacia el medio extracelular o hacia el interior de
organulos como la vacuola, el reticulo endoplasmatico y el cloroplasto. Los movimientos de
iones entre los diferentes compartimentos celulares provocan alteraciones en los niveles de
calcio libre citosdlico, que van a actuar como sefales frente a estimulos intracelulares y
ambientales (Sanders et al., 2002). En el presente trabajo, los resultados obtenidos reflejan un
aumento significativo (p < 0,05) de los niveles de calcio citosdlico, utilizando el fluorocromo
Calcium Green-1, en las células de C. reinhardtii tras 24 h de exposiciéon a 0,25 yM de
herbicida (113,60 + 4,59%), con respecto a los cultivos control (82,47 £ 4,59%) (Fig. 21).

En general, al igual que en las células animales, los incrementos en los niveles de calcio
en el citosol suelen caracterizarse por una serie de elevaciones puntuales (Bauer et al., 1998,
Jonhson et al., 1995, Webb et al., 1996). Cuando las plantas estan obligadas a responder a
estimulos ambientales, el nivel de Ca? aumenta rapidamente y de manera transitoria en el
citoplasma, como consecuencia de la entrada de Ca*" desde el espacio extracelular a través de
canales de la membrana plasmatica o de la liberacion de calcio de los almacenamientos
internos, como el reticulo endoplasmico o las vacuolas (Sun et al., 2006). En este estudio, el
rapido aumento significativo en el citosol de Ca?" en las células expuestas a atrazina podria
indicar que este ion actua como un mensajero en respuesta al estrés quimico. El incremento de
los niveles de calcio libre citosélico en células vegetales se ha descrito recientemente como
respuesta frente al diferentes tipos de estrés como la alta salinidad (Knight et al., 1997), baja
temperatura (Knight et al., 1996), estrés osmético (Taylor et al., 1996), alta temperatura (Gong
et al., 1998), aluminio (Sivaguru et al., 2005) o estrés oxidativo (Price et al., 1994). Ademas,
varios estudios mostraron un aumento intracelular de los niveles de Ca? libre citosdlico en
microalgas en respuesta a diferentes factores de estrés, como la falta de nitrégeno, el triclosan
y el paraquat (Chen et al., 2014, Gonzalez-Pleiter et al., 2017, Prado et al., 2012b). En
concreto, la funcion de Ca® como un segundo mensajero en la respuesta celular al estrés
oxidativo fue sugerida por Price et al. (1994). Por ello los niveles intracelulares de especies

reactivas de oxigeno (ROS) fueron también estudiados.

La citometria de flujo (FCM), debido a la rapidez de medida, en combinacién con el uso
de fluorocromos especificos para determinadas especies reactivas de oxigeno, se ha revelado

como el método mas conveniente para caracterizar la generacién de estas sustancias en la
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célula. La eleccion del fluorocromo depende de la especie reactiva de interés, de modo que la
hidroetidina (HE) refleja preferentemente el nivel de i6n superdxido, mientras que la
dihidrorrodamina 123 (DHR 123) se relaciona con el perdxido de hidrégeno (Walrand et al.,
2003, Wilhem et al., 2009).

Los resultados obtenidos en el estudio del efecto de este herbicida, en base tanto a la
tincion con HE como a la tincion con DHR 123, confirman que la atrazina induce un estrés
oxidativo importante en las células de C. reinhardtii expuestas a una concentracién subletal del
herbicida. Los resultados muestran un aumento significativo en los niveles intracelulares del
radical anion superoxido en los cultivos expuestos durante 3 h a 0,25 uM de atrazina
(46,95 £ 0,83 a.u.), con respecto a los cultivos control (34,70 + 0,99 a.u.) y en los niveles
intracelulares de perdxido de hidrégeno en los cultivos expuestos durante 24 h a 0,25 yM de
ATZ (0,35 £ 0,02 a.u.), con respecto a los cultivos control (0,19 £ 0,02 a.u.) (Fig. 21).

Esta bien documentado que la cadena mitocondrial genera importantes cantidades de
ROS durante la fosforilacién oxidativa, principalmente de ién superdxido y del producto de la
reduccion de este ion, el perdxido de hidrégeno (Mgller, 2001, Raha y Robinson, 2000,
Sweetlove y Foyer, 2004). Este hecho unido a los resultados del potencial de membrana
mitocondrial indica que el incremento en los niveles de estrés oxidativo observado en las
células expuestas a ATZ podria ser causado por la hiperpolarizacion de la membrana
mitocondrial ademas de por las alteraciones en el proceso fotosintético. Por un lado, una mayor
actividad mitocondrial podria explicar una mayor produccion de ROS. Por otro lado, la
presencia de alteraciones en el potencial de dicha membrana puede afectar al proceso de
fosforilacién oxidativa. Esta alteracion explicaria un incremento en la generacion de ROS por la
cadena respiratoria, tal y como se ha observado tanto en células vegetales como animales
(Hauser et al., 2006, Lin et al., 2006, Weir et al., 2003). Otros autores han observado que las
alteraciones en la cadena respiratoria mitocondrial conllevan a un incremento de ROS que
provoca una liberacién de calcio libre desde este organulo hacia el citosol (Kuzmin et al., 2004,
Subbaiah et al., 1998, Tsuji et al., 2000). En base a esto, una potencial liberacion de calcio
mitocondrial como respuesta al estrés oxidativo podria estar contribuyendo al aumento

registrado en los niveles de calcio citosolico observados en este estudio.

Ademas del potencial papel de la mitocondria en el aumento de ROS en las células
microalgales, también cabe discutir la posibilidad de que la alteracion detectada en el proceso
fotosintético de C. reinhardtii expuesta a ATZ sea el origen o contribuya también al incremento

detectado en los niveles de ROS en las células. Los compuestos que afectan al PSIl pueden
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provocar un aumento de los niveles de estrés oxidativo de las células debido a la
superproduccion de tripletes de clorofila (Rutherford y Krieger-Liszkay, 2001, Saladin et al.,
2003). Los herbicidas tipo triazina actian bioquimicamente desplazando la plastoquinona (PQ)
de su sitio de uniéon (Qg) con la proteina D1 del PSII, bloqueando asi el transporte electrénico
fotosintético e impidiendo el flujo de electrones de manera que éstos no alcanzan el complejo
b6/f (Shehata et al., 1997). Por lo tanto, al no producirse la reduccion ni de las moléculas de
NADP ni del complejo citocromo b6/f, los electrones liberados desde la ferrodoxina reducida
pueden ser transferidos directamente al oxigeno molecular formando i6n superoxido en la
denominada reaccién de Mehler (Mehler, 1951), el cual puede ser rapidamente convertido a
peréxido de hidrégeno. El desvio de electrones hacia el oxigeno a través de este reaccion
estimulada por el bloqueo de la cadena electrénica fotosintética por la acciéon de la atrazina

explicaria la elevada produccion de ROS observada en las células expuestas a este herbicida.

En resumen, tanto la alteracion de la cadena de electrones fotosintética como la de la
cadena de electrones respiratoria, 0 ambas, podrian explicar los niveles elevados de ROS
detectados en las células microalgales después de 3 y 24 h de exposicion a 0,25 yM de
atrazina. Ademas, como se comentd anteriormente, la atrazina provoca un descenso de la
actividad celular en C. reinhardtii, los ROS generados por el mecanismo de accién del herbicida
provocan desequilibrios redox y alteraciones en la regulacién génica y la sintesis de proteinas

que pueden conllevar a esta disminucion general en la actividad celular.

Aunque los ROS siempre fueron considerados subproductos metabdlicos tdxicos que en
ultima instancia conducen a la muerte celular, hoy en dia se reconoce que los ROS actuan
también como mensajeros secundarios implicados en redes de sefalizacion
compartimentalizadas (Rosenwasser et al., 2014). Esta funcién indica que las células han
desarrollado estrategias para utilizar los ROS como sefiales bioldgicas que controlan diversos
programas genéticos de respuesta al estrés. Esta interpretacion se basa en la suposicién de
que un determinado ROS puede interaccionar de manera selectiva con una molécula diana que
percibe el aumento de la concentracion ROS, y luego traduce esta informaciéon en una
modificacion de la expresion génica, tales como cambios en la actividad transcripcional (Laloi et
al., 2004).

Ademas, existen considerables evidencias de que el estrés oxidativo juega un papel en
la senescencia en las plantas (Sohal, 2002). Se ha formulado la hipétesis de que un
desequilibrio entre la generacién de ROS, la proteccién antioxidante y la reparacion del dafio

oxidativo puede conducir a la senescencia (Beckman y Ames, 1998).
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En el presente estudio, una acumulacién de ROS fue detectada en las células
microalgales tras 3 y 24 h de exposicion a ATZ. Varios estudios ecotoxicolégicos también han
reportado la formacion de ROS en algas unicelulares expuestas a atrazina (Qian et al., 2009,
Mofeed y Mosleh, 2013), paraquat (Esperanza et al., 2015, Jamers et al., 2009, Nestler et al.,
2012, Prado et al., 2012a, Prado et al., 2012b) y metales (Melegari et al., 2013, Perreault et al.,
2012).

En las algas, el exceso de ROS puede afectar muchas funciones celulares a través de la
modificacion de los acidos nucleicos, oxidacién de proteinas, deterioro de las clorofilas y la
induccion de la peroxidacion lipidica (Ledford y Niyogi, 2005, Mittler et al., 2004, Vavilala et al.,
2016). Particularmente, el malondialdehido (MDA) es uno de productos finales de bajo peso
molecular formados por la descomposicidon de hidroperéxidos primarios y polimeros de lipidos
(Gill y Tuteja, 2010). La medicién del nivel MDA se utiliza de manera rutinaria como indice de
peroxidacion de lipidos en algas y se ha documentado para varias microalgas expuestas a
diferentes condiciones de estrés, tales como altas temperaturas (Vavilin et al., 1998),
exposicion a una amplia gama de elementos traza (Li et al., 2006) y exposicion a
contaminantes organicos (Elbaz et al., 2010, Li et al. 2009, Sanchez et al., 2015). Al contrario
de los esperado, los niveles de MDA disminuyeron un 5%, de manera no significativa, en los
cultivos expuestos durante 24 h a ATZ con respecto a los cultivos control (Fig. 21). Los
resultados de MDA no indicaron peroxidacion lipidica en las membranas celulares microalgales
después de la exposicion a la atrazina, sin embargo los analisis por FCM mostraron un
incremento de ROS, como ya se ha mencionado. Aunque las medidas de las respuestas
funcionales de células individuales por FCM parecen ser mas sensibles que el analisis
mediante espectrofotometria de poblaciones enteras, esta ausencia de peroxidacion lipidica
puede sugerir también la activaciéon de vacuolas autofagicas que reciclan material dafiado y/o la

activacion de enzimas antioxidantes, como veremos mas adelante.

La sobreproduccion de ROS en células se relaciona a menudo con dafios inespecificos
de los componentes celulares, conduciendo a una interrupcion de procesos metabdlicos
cruciales (Mittler, 2002, Vega et al., 2006). Para evitar que la perturbacion del metabolismo, la
célula activa un conjunto de mecanismos protectores. Entre ellos, la inducciéon de enzimas
antioxidantes juega un papel prominente (Mittler, 2002, Pokora y Tukaj, 2010). En el presente
estudio, la respuesta transcripcional de genes relacionados con el estrés oxidativo se midio
mediante RT-qPCR. Los resultados indican un incremento significativo (p < 0,05) en los cultivos
expuestos a atrazina durante 24 h de la transcripcion de APX (ascorbato peroxidasa) y GST

(glutatién S-transferasa) y un descenso significativo (p < 0,05) de los niveles de CAT (catalasa),
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SOD (Mn-superéxido dismutasa) y GPX (glutation peroxidasa), con respecto a los cultivos

control (Fig. 21).

En las plantas superiores, CAT y APX | son consideradas las enzimas mas importantes
que pueden regular los niveles de peroxido de hidrégeno intracelular, es decir, llevan a cabo la
transformacién de H,O, a H.O (Livingstone, 2001, Nakano y Asada, 1981). En el presente
estudio, la transcripcion de APX | aumentd significativamente (p < 0,05) en los cultivos
expuestos durante 24 h (161,51 £ 1,78%) con respecto a los cultivos control, mientras que la
transcripcion de CAT disminuyé significativamente (62,30 + 2,96%, p < 0,05). Estos resultados
se correlacionan con los analisis espectrofotométricos donde también se observd una
disminucion significativa (p < 0,05) en la actividad de CAT (51,26 + 2,24%), con respecto a los

cultivos control.

CAT esta localizada principalmente en el peroxisoma y es responsable de la proteccion
contra la oxidacién de acidos grasos no saturados en la membrana de la célula. Ademas de
participar en la destoxificacion del peréxido de hidrogeno, también es capaz de catalizar ciertas
reacciones de peroxidacion en presencia de H.0,, actuando sobre algunos alcoholes,
aldehidos y &cidos organicos como substratos. Se ha descrito como una enzima indispensable
para la destoxificacion de las ROS generadas en situaciones de estrés (Garg y Manchanda,
2009). APX es una enzima involucrada en el ciclo ascorbato-glutation en el cloroplasto,
mitocondrias y peroxisomas (del Rio et al., 2006). La APX representa un mecanismo importante
de eliminacién de H;O; utilizando como substrato el ascorbato (ASC). Esta enzima cataliza la
transformaciéon del H;O, en H,O mediante la oxidacion del ASC a monodehidroascorbato
(MDA). La APX junto con otro grupo de enzimas como la monodehidroascorbato reductasa
(MDHAR), dehidroascorbato reductasa (DHAR), glutation reductasa (GR), el ASC y el glutation
reducido (GSH), forma parte del ciclo del ascorbato-glutatiéon o ciclo de Halliwel-Asada-Foyer
(Smirnoff, 2000) (Fig. 21) y estan implicados en la destoxificacion de H,0, (De Gara y Tommasi,
1999, Noctor y Foyer, 1998) principalmente en aquellos compartimentos celulares donde no
existe CAT, como el citosol, las mitocondrias y los cloroplastos. Un alto nivel endégeno de
ascorbato peroxidasa es esencial para mantener el sistema antioxidante que protege a las
plantas del dafio oxidativo (Shigeoka et al., 2002).

GST, GPX y SOD son enzimas principales que intervienen en el sistema de defensa
antioxidante celular. Por un lado, la funcién bioquimica de GPX es reducir lipidos
hidroperéxidos a sus correspondientes alcoholes (OH™) y reducir también H,O, libre a H,O

(Chance et al., 1979, Epp et al., 1983). Una de las reacciones llevadas a cabo por la GPX es la
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detoxificacion del H,O, utilizando el glutation reducido (GSH) para formar glutation oxidado
(GSSG) y agua. La glutation reductasa utiliza el NADPH para reducir el glutation oxidado
formandose de nuevo GSH y NADP*. La mayor parte de la actividad de esta enzima se
encuentra en el citosol, aunque también esta presente en la matriz mitocondrial. Por otro lado,
GST es conocida por su capacidad de unirse a las toxinas y su funcién en el transporte de
proteinas (Udomsinprasert et al., 2005), ambos son procesos importantes en los procesos de
destoxificacion en el interior de las células. Las glutation S-transferasas catalizan la
conjugacion del grupo—SH del glutation sobre substratos xenobioéticos. Esta enzima esta
implicada en una serie de procesos fisioldgicos como la regulacién hormonal, captacion de
antocianinas en vacuolas, metabolismo de la tirosina, regulacion de la apoptosis y en la
respuesta de las plantas a estreses biéticos y abiéticos (Dixon et al., 2010). Cabe destacar el
papel de las GSTs en la conjugacién de compuestos téxicos tales como los herbicidas al GSH,
transformandolos en compuestos menos téxicos de esta forma se previene el dafo oxidativo
que pueden ocasionar los herbicidas a biomoléculas tales como proteinas, DNA y RNA (Cole,
1994, Knorzer et al., 1996). Ademas se ha observado la versatilidad que poseen las GSTs para
actuar como peroxidasas, reduciendo compuestos organicos como los hidroxiperoxilos
formados tras la peroxidacién lipidica de membranas a consecuencia del dafio oxidativo,
causado por los herbicidas, en productos con menor potencial citotoxico (Dixon et al., 1998,
Roxas et al., 1997). Algunas GSTs a través de su accion como peroxidasas reducen el ASC a
partir de la forma DHA (Acido dehidroascérbico) o en el catabolismo de las tirosinas (Thom et
al., 2001).

En el presente estudio, se observd un aumento significativo (p < 0,05) en la abundancia
de la transcripcion relativa de GST (159,10 + 10,44%) en los cultivos expuestos durante 24 h
con respecto al control. Sin embargo, se observé una disminucion significativa en la
abundancia de transcripcion relativa de GPX (73,40 + 3,01%) y en SOD (80,85 + 5,28%).

Dentro de las células, SOD constituye la primera linea de defensa que cataliza la
reaccion de conversion del superoxido (O%) en O, y H,O, (Fridovich, 1978, McCord, 1974,
McCord y Fridovich, 1988), este H,O. es luego utilizado como substrato por CAT y APX
(Aksmann et al., 2014, Asada, 2006). La superdxido dismutasa pertenece a la familia de
antioxidantes mas ampliamente distribuida en la naturaleza. Su actividad fue descrita por
primera vez por McCord y Fridovich (McCord y Fridovich, 1988). En situaciones de estrés el
radical superoxido se produce en elevadas concentraciones, la SOD, enzima clave en el
sistema de defensa frente a los ROS, elimina el radical superoxido evitando de esta forma la

formacion de otras especies mas reactivas del oxigeno como son el radical hidroxilo o el
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oxigeno singlete, los cuales presentan una reactividad mayor y cuyos mecanismos
destoxificadores para eliminarlos aun no han sido identificados. Se ha descrito un incremento
en la produccion de SOD en plantas en situacion de estrés oxidativo generado por diversos
factores abidticos fotodinamicos, térmicos, dafios por ozono, herbicidas, sequia, anoxia y

factores bidticos como patégenos (Apel y Hirt, 2004).

Contrariamente a la hipétesis inicial, la abundancia relativa de la transcripcién de SOD
disminuyé mientras que se incremento la produccion de H;O, en los cultivos expuestos a
atrazina, como se comentd anteriormente. Hay varias explicaciones posibles para esto. En
primer lugar, la familia de las superoxido dismutasas esta formada por metaloisoenzimas que
se distinguen por su cofactor metalico, en plantas se distinguen 3 isoformas (CuZn-SOD, Fe-
SOD y Mn-SOD) que también se han encontrado en microalgas (Janknegt et al., 2009,
Kanematsu et al., 2010, Zbigniew y Wojciech, 2006). En este trabajo, se analiz6 la transcripcion
de una de estas isoformas de SOD, la manganeso superdxido dismutasa, y se observé una
disminucién después de la exposicidon a atrazina, pero las otras isoformas de esta enzima
podrian estar sobreexpresadas y esto podria explicar la sobreproduccion de peroxido de
hidrégeno detectada en este trabajo. Por otra parte, el aumento en los niveles ROS
intracelulares no esta siempre relacionado con una sobreexpresion de genes relacionados con
la actividad antioxidante. Por ejemplo, Gonzalez-Pleiter et al. (2017) y Sanchez et al. (2015)
observaron un aumento en la produccion de ROS en las células de C. reinhardtii expuestas a
triclosan y C10-PFPA, respectivamente; sin embargo la actividad SOD también disminuyé en
ambos estudios. Janknegt et al. (2009) también encontraron una disminucién en la actividad
SOD en algunas especies de microalgas en respuesta a una alta irradiancia. En otros estudios,
el cobre no alteré la actividad SOD en C. kessleri (Sabatini et al., 2009), ni el zinc en P. viridis
(Li et al., 2006), ni tampoco el cloro en C. ehrenbergii (Sathasivam et al., 2016). Por ultimo cabe
mencionar que hay mas mecanismos de produccion de H.O,. Una posible explicacion al
aumento del peroxido de hidrégeno observado en este trabajo seria que la inhibicion de la
fotosintesis puede conducir a la activacion del mecanismo heterotréfico en las células
microalgales para conseguir energia y asi poder mantener su viabilidad. Este cambio en el
metabolismo podria provocar un aumento en la tasa de fotorespiracion, llevando a la

produccion de peroxido de hidrégeno en los peroxisomas microalgales (Cirulis et al., 2013).

La modificacion de la expresién de genes con actividad antioxidante observada, ya sea
un aumento (GST y APX [) o una disminucidon (CAT, GPX y SOD-1), sugiere un versatil y
flexible sistema antioxidante que intenta controlar los niveles 6ptimos de ROS, pero en este

trabajo parece que el sistema de destoxificacién celular no es eficaz ya que se observa una
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sobreproduccion intracelular de especies reactivas de oxigeno (Fig. 21). Ademas, la
transcripcion de un gen debe reflejarse en cambios traduccionales para conducir en ultima
instancia a productos proteicos funcionales (Sanchez et al., 2015). Investigar tales cambios en
la traduccion son necesarios en futuros estudios para comprender mejor la respuesta

antioxidante en las microalgas.

Por todo lo anteriormente comentado, los resultados obtenidos nos proporcionan una
valiosa informacion sobre el mecanismo de toxicidad de la ATZ y las respuestas
desencadenadas en las células microalgales. Para completar el estudio se analizé6 mediante
RNA-Seq los genes que se expresan diferencialmente a las 3 y 24 h. Los resultados de RNA-
Seq mostraron 12 genes diferencialmente expresados con respecto al control (FDR < 0,01 y
LFC =1 o0 £-1), que se repiten tanto a las 3 como a las 24 h, 11 genes estan sobreexpresados,
4 pertenecen a la categoria de aminoacidos y estan relacionados con el catabolismo de
aminoacidos (MCCA, AAH1, GDH2, CLR21), 4 pertenecen a la categoria de energia (/CL1,
PCK1B, ETFA, ETFB), 1 a la de metabolismo (RHP-2), 1 a la de especies reactivas de oxigeno
y estrés (GOX9) y 1 a expresion génica (FKB16-1). Solamente 1 gen aparece subexpresado

con respecto a los cultivos control y pertenece a la categoria de Redox (NIT1).

Los datos transcriptomicos se correlacionan bien con los datos obtenidos mediante
citometria de flujo. En general, los datos de RNA-Seq mostraron mayor abundancia de los
transcritos relacionados con la generacién de energia heterétrofa y la disposicidon de electrones.
Estos resultados se relacionan con los obtenidos en los estudios de potencial de membrana
citoplasmatica por FCM ya que este parametro proporciona informacién sobre el estado actual
del transporte y la energia de la célula (Konrad y Hedrich, 2008). En el presente trabajo, se
observaron una disminucion significativa en la actividad celular y un despolarizacion de la
membrana plasmatica en las células de C. reinhardtii, expuestas a una concentracion de
atrazina subletal. Como ya se comenté anteriormente, la membrana plasmatica es la barrera
quimiosmoética que proporciona una interfaz entre el organismo y su medio externo. A través de
esta bicapa de fosfolipidos, un potencial transmembrana electroquimico (negativo en el interior
celular) juega un papel fundamental en el control de intercambio de solutos, con la implicacion
de gradientes entre las concentraciones intracelulares y extracelulares de una variedad de
iones. Es un desequilibrio de energia requerido cuyo mantenimiento depende de la accion de
diferentes canales y bombas (Lloyd et al., 2004). Por esta razén, las células de C. reinhardtii
bajo condiciones de estrés requieren todos los almacenes de energia para la preservacion de

su potencial de membrana citoplasmatica, viabilidad y homeostasis celular.
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Los datos de FCM también mostraron un aumento en el potencial de membrana
mitocondrial, dicho aumento puede ser interpretado como una estimulacion de la actividad
mitocondrial y los datos podrian apoyar la hipétesis de que otra fuente importante de energia
para las células microalgales pueda proceder de la respiracion (Loseva et al., 2004). Como se
menciond anteriormente, los genes ETFA y ETFB, implicados en el transporte de electrones
respiratorio de las mitocondrias aparecieron sobrexpresados. Las células pueden usar
electrones derivados de diversas vias catabdlicas, tales como la degradacion de los
aminoacidos, para generacion de energia respiratoria. Las células de C. reinhardtii parecen
cambiar su metabolismo fotosintético por uno heterétrofo bajo condiciones de estrés producidas
por la atrazina y la sobreproduccién de ROS. El herbicida ejerce su mecanismo de accién en el
PSIl (Marchetti et al., 2013, Rutherford y Krieger-Liszkay, 2001), lo que reduce la actividad
fotosintética, como se ha comentado anteriormente, y debido a esta razén las microalgas tratan

de obtener energia a través del metabolismo heterotréfico para poder mantener su viabilidad.

La acumulacion inicial de transcritos que codifican para enzimas y proteinas relacionadas
con el catabolismo de aminoacidos sugiere que C. reinhardtii recurre en primer lugar a rutas de
degradacion de aminoacidos para obtener energia, cuando el proceso de fotosintesis se ve
afectada (Hemschemeier, 2013). Varios estudios han demostrado que en especies de
microalgas como C. reinhardtii y Chlorella vulgaris, los aminoacidos glucogénicos pueden ser
convertidos en glucosa a través de la gluconeogénesis y aminoacidos cetogénicos pueden ser
transformados en cuerpos ceténicos a través de cetogénesis y su degradacion produce acetil-
CoA (Ahii et al., 2015, Johnson y Alric, 2013). Estos cuerpos cetdnicos son producidos para ser

utilizados como energia.

También, como resultado del catabolismo de aminoacidos, se produce gran cantidad de
amonio y este amonio debe ser excretado para el mantenimiento del equilibrio osmético de la
célula. La induccion del transporte de amonio fue indicada por el aumento en la cantidad de la
transcripcion de RHP-2, puesto que codifica una proteina Rh implicada en el transporte
transmembrana de amonio/CO, (Soupene et al., 2004). Por ofra parte, con respecto al
metabolismo del nitrdgeno, NIT1 mostré una reduccion de la transcripcion en cultivos
expuestos a atrazina. NIT1 codifica una nitrato reductasa, que cataliza el primer paso de la
asimilacion de nitrato. El nitrato se reduce a nitrito por la nitrato reductasa y luego la nitrito
reductasa cataliza su reduccién a amonio. La expresion de NIT1 es reprimida por amonio e
inducida por la falta de amonio (de Montaigu et al., 2010). La disminucidn de la actividad de la
nitrato reductasa fue observada en células de C. moewusii expuestos al paraquat (Prado et al.,

2009b) de una manera dependiente de la concentraciéon, también se obtuvieron resultados
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similares en C. reinhardtii expuesta a atrazina (Fernandez-Naveira et al., 2016). El descenso en
la expresion de genes que controlan la asimilacién de nitrégeno también se ha observado con
la exposicion a metales pesados y a atrazina en la cianobacteria Microcystis aeruginosa (Qian
et al., 2012). La asimilacion de nitrégeno y la fijacién de carbono son procesos altamente
coordinados en las algas unicelulares. Por ello un herbicida que finalmente interfiere en la
fijacion de carbono fotosintético también interfiere en las actividades enziméticas de la

asimilacion de nitrégeno (Prado et al., 2009b).

En resumen, la concentracién subletal de ATZ de 0,25 yM modifica el estado energético
de las células de C. reinhardtii. Los resultados obtenidos mostraron cambios en los cultivos
expuestos a atrazina con respecto a los cultivos control como: disminucion de la actividad
celular, despolarizacién de la membrana plasmatica, hiperpolarizacion de la membrana
mitocondrial, disminucion de la fluorescencia de la clorofila a, reduccion en el contenido de
pigmentos celulares, aumento en los niveles intracelulares de ROS y de Ca? y cambios en la
expresion de genes relacionados con la actividad antioxidante celular (Fig. 21). Por otro lado, el
analisis transcriptomico realizado tras 3 h de exposicibn nos ayuda a avanzar en la
comprension de los ajustes fotosintéticos que se producen durante la exposicién al herbicida.
La inhibicién de la fotosintesis inducida por la toxicidad de la atrazina afecta al estado
fisiolégico y bioquimico de las células microalgales. Ademas, el perfil proteico también fue
alterado por el estrés producido por la exposicién a ATZ. Finalmente, el analisis de RNA-Seq
tras 3 y 24 h de exposicion al herbicida indica una alteracion en el estado energético celular, los
datos transcriptémicos revelan una mayor abundancia de transcritos relacionados con la
generacion heterotrofica de energia y la disposicion de electrones en las células estresadas
(Fig. 21).

Teniendo en cuenta estos resultados, el aumento de algunos contaminantes en los
sistemas acuaticos podria conducir a una disminucién dramatica en la fijacién del CO; a nivel

mundial.

Después de todas las alteraciones fisiolégicas y bioquimicas observadas en las células
microalgales expuestas a ATZ es importante estudiar diferentes parametros relacionados con la
senescencia celular, debido a que la acumulacion de dafios a través del ciclo de vida conlleva
al deterioro de componentes y al mal funcionamiento de la célula provocando fenémenos de
senescencia celular que pueden conducir a la muerte celular (Campisi, 2007). En los
ecosistemas naturales, las microalgas tienen que adaptarse a las condiciones ambientales

heterogéneas y a la escasez de nutrientes, lo que desencadena fendmenos de senescencia
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celular o muerte celular programada (PCD). Este fendmeno es analogo al que ocurre en los
cultivos microalgales que crecen en sistemas cerrados (cultivo en Batch) en condiciones de
laboratorio (Humby et al., 2013). El crecimiento de los cultivos se caracteriza por tener una fase
logaritmica, donde hay suficientes nutrientes que permiten altos ratios de crecimiento, a
continuacion los nutrientes empiezan a agotarse, la division celular cesa y el numero de células
se mantiene, las cultivos estan en fase estacionaria y las células entran en senescencia celular,
donde se interrumpe el ciclo celular para evitar la proliferacién de células dafiadas (Franklin et
al., 2006, White y Lowe, 2009). Durante esta fase las células experimentan cambios
estructurales y metabdlicos (Fogg y Thake, 1987, Wanner y Egli, 1990). Incluso si nuevos
nutrientes se afiaden en el medio muchas células no seran capaces de volver a su estado de
crecimiento, el proceso de senescencia no sera reversible y las células moriran (Franklin y
Berges, 2004, Fredriksson y Nystrén, 2006).

Por todo lo anteriormente expuesto, la respuesta de la microalga del agua dulce C.
reinhardtii expuesta a una concentracion subletal del herbicida (0,25 pM) durante 24 h y
cultivos no expuestos en fase estacionaria a las 96 h fueron estudiados para investigar el efecto
de un producto quimico (herbicida) y de una limitacion de nutrientes sobre el proceso de

senescencia celular.

La muerte celular programada (PCD) es un proceso celular que puede ocurrir en
respuesta a diversos factores desfavorables, bidticos o abidticos. La PCD puede ser de gran
importancia ecoldgica en algas unicelulares, ya que puede garantizar la supervivencia de la
poblacién bajo condiciones ambientales desfavorables (Darehshouri et al., 2008). Varios
procesos de PCD estan mediados por un conjunto de enzimas llamadas caspasas, proteinas
pertenecientes al grupo de las cistein-proteasas, que son clave en la transduccion y ejecucion
de la senal apoptdtica inducida por una diversidad de estimulos. Estas enzimas tienen la
caracteristica inusual de romper cadenas de péptido después de residuo de aspartato. Se
encuentran en la célula como precursores inactivos que necesitan ser cortados para iniciar su
actividad. Existen dos grandes grupos de caspasas, las denominadas iniciadoras y las
ejecutoras. Las caspasas iniciadoras son activadas por autoprotedlisis cuando son
translocadas a compartimientos especificos 0 mediante adaptadores/activadores. Las caspasas
ejecutoras son activadas mediante el corte especifico mediado por las caspasas iniciadoras. En
humanos las caspasas 3 y 7 han sido descritas como las principales caspasas ejecutoras, ya
que se caracterizan por una actividad altamente especifica en comparacion con el resto de
caspasas conocidas hasta ahora (Ledvina et al., 2017, Van Aken, 2015). En la microalga verde

Chlorella saccharophila, la caspasa 3 desencadena una serie de eventos claves en la PCD, de
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forma que su inhibicion disminuye en gran medida esta respuesta celular programada
genéticamente (Bidle, 2016, Vacca et al., 2004, Vanacker et al., 2006, Zuppini et al., 2006).
Estas proteasas son las encargadas de los cortes finales de substratos que provocan la
morfologia tipica de la apoptosis. Entre estos substratos se encuentran proteinas de senal, de

reparacion de DNA, estructurales, factores de transcripcion, etc.

La PCD dependiente de la activaciéon de la cascada de caspasas es regulada por dos
caminos (Elmore, 2007), la cascada generada por los receptores de membrana (via extrinseca)
y la cascada desencadenada por cambios en la integridad de la mitocondria (via intrinseca)
(Van Loo et al., 2002), ambas vias convergen con la activacion de las caspasas. En este
estudio, un aumento significativo (p < 0,05) de la actividad caspasa 3/7 analizada mediante
FCM se observo en los cultivos expuestos a ATZ durante 24 h (113,60 + 4,59%) y en los
cultivos en fase estacionarias a las 96 h (126,23 + 3,85%) con respecto a los cultivos control a
las 24 h (Fig. 21). Estas enzimas estan implicadas en la activacion de la DNAsa activada por
caspasas lo que conlleva posteriormente a la generacion de la fragmentacion oligonucleosomal
del DNA (Sprick y Walczak, 2004). Aunque el ensayo de la actividad caspasa 3/7 fue realizado
utilizando un kit disefiado de manera especifica para las caspasas de mamiferos, incrementos
en esta actividad caspasa asociada con fendmenos de muerte celular han sido reportados en
una variedad de especies de microalgas expuestas a condiciones de estrés (Affenzeller et al.,
2009, Darehshouri et al., 2008, Gonzalez-Pleiter et al., 2017).

Dado que la toxicidad de la ATZ se ejerce fundamentalmente via estrés oxidativo y dado
que el DNA de la célula es una de las principales biomoléculas que resultan afectadas por este
tipo de estrés (Valavanidis et al., 2006, Wang et al., 2008), uno de los parametros a tener en
cuenta a la hora de catalogar la toxicidad de este herbicida es precisamente el potencial dafio

que puede ejercer sobre el DNA celular.

Ademas, se ha demostrado que diversos compuestos presentes en las aguas
contaminadas son capaces de interaccionar con el DNA de las células y causar efectos
genotodxicos (Galloway et al., 2002, Mouchet et al., 2007). De este modo, la determinacion del
potencial genotoxico de los diferentes compuestos que contaminan las aguas superficiales es
uno de los principales objetivos dentro del campo de la monitorizacién ambiental para el control

de la contaminacion.

Existen numerosas técnicas para la deteccion de dafos en el DNA, que se han venido
utilizando para identificar sustancias con actividad genotdxica. Dentro de ellas, en este trabajo

se han empleado la tincidon con el fluorocromo DAPI y la observacién al microscopio de
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fluorescencia. En este estudio se ha observado un aumento significativo (p < 0,05) de células
DAPI-positivas en los cultivos expuestos al herbicida durante 24 h y en los cultivos con
limitacion de nutrientes en fase estacionaria a las 96 h (146,60 + 10,10% y 163,79 + 11,77%,
respectivamente), con los nucleos tefiidos con una intensa fluorescencia, con respecto a los
cultivos control en fase logaritmica. Los resultados obtenidos muestran que la activacion de las
caspasas puede estar relacionada con los cambios morfoldégicos que muestran los nucleos de

las células C. reinhardltii (Fig. 21).

Varios autores han relacionado estos cambios en la morfologia nuclear en plantas y
microalgas con la condensacién de la cromatina, que se describe con frecuencia como un
marcador de apoptosis (Darehshouri et al., 2008, Elmore, 2007, Ferradas et al., 2014, Giri et
al., 2013, Jiménez et al., 2009, Zuppini et al., 2009, Zuppini et al., 2010). En relacién con esto,
las células de C. reinhardtii expuestas a atrazina durante 24 h presentan una tincién irregular
empleando DAPI con un grado leve de cromatina aglomerada en los nucleos. El DAPI se une
estequiométricamente al DNA, es decir, un aumento de la fluorescencia del fluorocromo esta
relacionado exclusivamente con el contenido de DNA celular. En el presente estudio, en células
DAPI-positivas, la acumulaciéon de cromatina no fue soélo restringida a la zona nuclear, los
granulos tefiidos de azul también fueron observados en el centro de la célula. Estas
observaciones sugieren algun grado de cariolisis (Jiménez et al., 2009). Esperanza et al. (2015)
observaron que un conocido herbicida prooxidante (paraquat) también provoca alteraciones
morfolégicas nucleares similares en células de C. reinhardtii apoyando nuevamente el papel
central de la generacion de ROS como un desencadenante de las alteraciones relacionadas

con el PCD en las células microalgales.

Por otro lado, la autofagia se ha asociado con fendmenos de muerte celular, pero es un
proceso catabdlico que implica la degradacién de proteinas, lipidos y organulos del citoplasma
que son secuestrados en vesiculas de doble membrana llamadas autofagosomas. Estas
vesiculas se fusionan con vacuolas liberando la vesicula interna, llamada cuerpo autofagico, en
el lumen. Este cuerpo autofagico es finalmente degradado por hidrolasas para la
descomposicion y reciclaje de los productos de degradacion de bajo peso molecular (Cebollero
y Gonzalez, 2007). Aparentemente este proceso tiene dos funciones: salvar a la célula de la
muerte como ocurre bajo limitacién de nutrientes y ser un mecanismo por el cual la célula
degrada o moviliza sus constituyentes antes de la muerte (Van Doorn y Woltering, 2005). Este
fenémeno se ha descrito en células de Chlamydomonas expuestas a un antibiético (Crespo et
al., 2005) y en Chlorella vulgaris expuesta a un herbicida (Rioboo, 2008). En nuestro estudio, el

hecho de que las células expuestas al herbicida durante 24 h presenten niveles de viabilidad
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cercanos al 100% parece indicar que la presencia de la autofagia estaria relacionada con la
funcion de salvar a la célula de la muerte. Para analizar la presencia de vacuolas autofagicas
se ha empleado el fluorocromo MDC que se une especificamente a los autofagosomas
(Contento et al., 2005, Xiong et al., 2007) y la observacion al microscopio de fluorescencia. Un
incremento significativo (p < 0,05) del numero de células MDC-positivas fue observado en las
algas expuestas durante un periodo corto a atrazina (134,97 + 2,31%) y en células en fase
estacionaria (136,70 + 0,57%) con respecto a los cultivos control en fase log a las 24 h. Los
resultados de los parametros relacionados con los procesos de senescencia como: la
activacion de la actividad caspasa, las lesiones en el DNA en los nucleos de C. reinhardtii y la
presencia de autofagosomas en las células expuestas a ATZ sugieren que la exposicion a

corto plazo a este herbicida provoca una senescencia celular en la microalga (Fig. 21).

Se ha comprobado que este mecanismo degradativo es esencial para la adaptacion de la
célula a factores de estrés internos y externos. En las células vegetales, la autofagia esta
inducida por estimulos extracelulares e intracelulares como la limitacion por nutrientes, estrés
oxidativo, infeccidon por patégenos u organulos dafados (Liu et al., 2007). La autofagia también
puede ser inducida por alteraciones en los sistemas de obtencién de energia en las células
vegetales ayudando a mantener la viabilidad. En las células de Arabidopsis y Sacharomyces
cerevisiae, bajo limitacién de carbono, nitrégeno y otros nutrientes, las células que presentan
autofagia mantienen su viabilidad, posiblemente porque los constituyentes citoplasmaticos
degradados son utilizados como fuente de nutrientes necesarios (Hanaoka et al.,, 2002,
Heitman et al., 1991). En el caso de las células de C. reinhardtii expuestas a atrazina, la
estrategia parece ser similar, al no ser capaces de cubrir sus necesidades metabdlicas y
energéticas a través de la fotosintesis, se frena el crecimiento, y las células pasan a un
metabolismo heterotréfico para la produccién de energia que también puede ser ayudado por
los nutrientes obtenidos por autofagia.

Otro indicio de que la autofagia en C. reinhardtii es un mecanismo de superviviencia
durante los procesos de limitacién de nutrientes o de energia bajo condiciones desfavorables
como la exposicidén a un herbicida, es que las mitocondrias siguen activas, como ya se ha
mencionado anteriormente, ademas de mantenerse también la integridad de la membrana
plasmatica. Este fendmeno ya fue descrito por Leu y Hsu (2005), quienes observaron que las
células de Chlorella mantenian su integridad de membrana plasmatica incluso después de
perder completamente las clorofilas y la mayoria de su DNA. Teniendo en cuenta que la
fotosintesis esta inhibida por la presencia de la atrazina, tal y como se comentd anteriormente,

para llevar a cabo estos procesos la célula necesita energia; la presencia de mitocondrias no
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dafiadas en los cultivos expuestos refuerza la hipdtesis de que estos organulos se mantengan

activos como unicos centros productores de energia.

Otros autores han propuesto que las vacuolas ayudan a regular la respuesta de las
células vegetales a diferentes tipos de estrés (Jiang et al., 2007). Las vacuolas son el principal
compartimento de reciclaje de aminoacidos de las células vegetales, funcion intimamente
relacionada con la respuesta a estrés ambiental (Mintz, 2007). Estad ampliamente
documentado que la vacuola de las células vegetales participa en la destoxificacion y excrecion
de diversos compuestos enddgenos y exdégenos que son dafinos para el metabolismo celular,
participando en las respuestas de defensa ante condiciones de estrés (Andreev, 2001). La
presencia de vesiculas autofagicas en las células microalgales expuestas a atrazina indica un
metabolismo activo. Por un lado, el trafico de vesiculas hacia la membrana plasmatica es
crucial para la viabilidad celular, ya que dicha membrana es de las mas expuestas al estrés.
Por otro lado, los principales componentes de la membrana como lipidos y proteinas son
constantemente reciclados, lo que proporciona un mecanismos para el reajuste continuo de la
composicién de la membrana (Levine, 2002) y podria explicar por lo tanto la ausencia de

peroxidacion lipidica observada en este trabajo (Fig. 21).

Solapamientos entre los procesos de PCD fueron detectados en este estudio, como la
actividad caspasa, tipica caracteristica de apoptosis y la presencia de autofagosomas, tipica
caracteristica de la autofagia. Varios estudios han afirmado que los dos son totalmente
sincronicos y finalmente conllevan la muerte celular (van Doorn y Woltering, 2004). En los
ultimos afios, muchos investigadores han sefialado la aparicion de PCD en algas unicelulares
(Franklin et al., 2006, Pérez-Pérez et al., 2010, Pérez-Pérez et al., 2012). En concreto varios
estudios de PCD se han llevado a cabo con C. reinhardtii expuesta a diversos estimulos, como
el acido acético (Zuo et al., 2012), la exposicién a la luz ultravioleta C (UV-C) (Moharikar et al.,
2006, 2007), el calor (Durand et al., 2011, Nedelcu, 2006) y el mastoparan (Yordanova et al.,
2013).

Ademas los resultados de los niveles intracelulares de calcio, anteriormente comentados,
sugieren que este id6n puede actuar como un mensajero transitorio en la transduccién de
sefales en las células de C. reinhardtii expuestas a condiciones de estrés, ya que el aumento
se detecta después de la exposicion a corto plazo a la ATZ. Por otro lado, ambos tratamientos
experimentales (atrazina y falta de nutrientes), provocan un incremento en la generaciéon de
ROS, sugiriendo que el mecanismo de accién comun entre los dos tratamientos (quimico e

inanicion) puede ser el estrés oxidativo. Este incremento intracelular de los niveles de ROS
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podria estar relacionado con la aparicion de marcadores tipicos de PCD en ambos tratamientos
experimentales, al igual que el descenso en la actividad fotosintética y los cambios observados
en el potencial membrana mitocondrial (Fig. 21), cambios en dicho potencial han sido descritos
como buenos marcadores de PCD en plantas expuestas a diferentes estimulos (Yao et al.
2004, Zhang y Xing, 2008) y en microalgas (Vavilala et al., 2015).

Cabe decir también que la utilizacién del término senescencia en microalgas es
controvertido, pues el proceso de envejecer es dificil de definir en los organismos unicelulares.
La senescencia ha sido usada a menudo para referirse a la apariencia de las células después
de un crecimiento exponencial, es decir, cuando muchas células estan probablemente muertas
a causa de una muerte natural (Franklin et al., 2006). En el presente trabajo, la aparicion de
varios marcadores de PCD se ha reportado en células de C. reinhardtii después de una
exposicion a corto plazo a la atrazina, asi como en células con limitacion de nutrientes. En este
sentido, la senescencia en algas podria ser funcionalmente equivalente a la senescencia en
organismos multicelulares, como las plantas (controlada por via PCD), con expresion de
proteasas y lisis celular que ocurren con el fin de cumplir un papel funcional en las poblaciones
naturales (Franklin et al., 2006).

En resumen, las microalgas son conocidas por ser sensibles a los productos quimicos y,
debido a su corto ciclo de vida, proporcionan a menudo una de las primeras sefales de los
impactos en los ecosistemas. Su produccion primaria y sus funciones esenciales en el ciclo del
nitrégeno y el fosforo son criticos para los ecosistemas acuaticos. Alteraciones moleculares y
celulares reportados en el presente trabajo sugieren que la exposicién a sustancias quimicas,
tales como la atrazina, inducen la sobreproduccion de ROS, ademas de cambios fisiolégicos y
bioquimicos, que conducen a la aparicion de senescencia celular en las poblaciones
microalgales, esto podria poner en peligro la biodiversidad, estructura y funcion de los niveles

tréficos mas altos de los ecosistemas de agua dulce.

En cuanto a los parametros analizados en este estudio que se han visto alterados por la
exposicion a ATZ, todos ellos aportan una extensa y valiosa informacién sobre los mecanismos
de toxicidad del herbicida asi como sobre las respuestas desencadenadas en C. reinhardtii.
Ademas, en su conjunto, justifican la utilizaciéon de esta microalga como modelo bioldgico
sensible en estudios de ecotoxicologia. Cabe decir, que los parametros analizados por
citometria de flujo (FCM) son una buena alternativa a los estudios poblacionales tradicionales
permitiendo una rapida y sensible medicion cuantitativa de las respuestas de las células

individuales al estrés provocado por la exposicion una sustancia toxica. El analisis realizado en
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5. Discusion

células enteras presenta como ventaja que se pueden detectar toda una serie de reacciones
complejas que solo pueden existir en una célula intacta metabdlicamente activa. Todo esto

avala su aplicacion como biomarcadores en biosensayos de toxicidad.
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Figura 21. Esquema del mecanismo de accion del herbicida atrazina sobre la microalga C. reinhardtii. La
atrazina afecta a diversos procesos celulares a través de vias de sefializacion mediadas por Ca*'y
especies reactivas de oxigeno (Oz'y H.0.). Estos procesos celulares incluyen disminucién de la actividad
celular, despolarizacién de la membrana plasmatica, hiperpolarizacion de la membrana mitocondrial,
disminucion de la actividad fotosintética, reduccién en el contenido de pigmentos celulares y cambios en
la expresion de genes relacionados con la actividad antioxidante celular. Ademas genes y proteinas
relacionados con la fotosintesis aparecen subexpresados, mientras que los relacionados con la
generacion de energia heterotrofica y la disposicion de electrones aparecen sobreexpresados. Por ultimo,
el incremento intracelular de los niveles de ROS podria estar relacionado con la aparicion de marcadores
tipicos de muerte celular programada como la presencia de autofagosomas, los cambios morfologicos en

el ndcleo y el aumento de la actividad caspasa.
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6. Conclusiones

El crecimiento de los cultivos de Chlamydomonas reinhardtii se ve negativamente
afectado por la adicion del herbicida atrazina al medio de cultivo, de una forma

dependiente de la concentracion y del tiempo de exposicion.

La atrazina provoca una pérdida de pigmentos fotosintéticos y una reduccioén de la
autofluorescencia en las células microalgales. Ademas, este herbicida provoca
desajustes fotosintéticos en las células de C. reinhardtii basadas en alteraciones
observadas en perfil transcriptomico, asi como la desaparicion de algunas

proteinas relacionadas con la fotosintesis.

La respuesta de las células microalgales a una concentracion subletal de atrazina
detectada por citometria de flujo se caracteriza por la induccién de un estrés
oxidativo, reflejado por los niveles intracelulares incrementados del i6n superoxido
y peroxido de hidrégeno, una despolarizacion de la membrana plasmatica, una
hiperpolarizacién de la membrana mitocondrial, una reduccién de la actividad
esterasa inespecifica, un incremento del nivel de calcio libre citoplasmatico y un

aumento de la actividad caspasa.

La modificacion de la expresion de genes relacionados con actividad antioxidante
observada mediante RT-qPCR sugiere un sistema antioxidante versatil y flexible en

respuesta a la sobreproduccién de ROS.

Los analisis por RNA-Seq muestran una alteracién energética en las células
microalgales expuestas al herbicida. Los datos transcriptomicos revelan mayor
abundancia de los transcritos relacionados con la generacion de energia
heterotréfica y disposicién de electrones en las células estresadas, los cambios
mas significativos se observan en los genes implicados en el catabolismo de

aminoacidos y en los procesos de respiracion celular.

Los resultados obtenidos sugieren una inhibicion de la fotosintesis provocada por
el mecanismo de accién del herbicida, debido a esto las células tienen que obtener
energia a través del metabolismo heterotréfico, teniendo en cuenta estos
resultados el incremento de contaminantes en los sistemas acuaticos puede

conllevar a un descenso dramético en la fijacion global de CO,.

La atrazina provoca la activacion de la cascada de caspasas, alteraciones en la
morfologia del nucleo y presencia autofagosomas en las células de C. reinhardltii,

indicando fendmenos de senescencia celular en estos cultivos.
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8. Las alteraciones moleculares y celulares obtenidas sugieren que la exposiciéon a
sustancias quimicas, como la atrazina, induce una sobreproduccion de ROS que
produce alteraciones fisiologicas y bioquimicas en las células que finalmente
conllevan a fendmenos de senescencia celular en las poblaciones microalgales,
comprometiendo la biodiversidad, estructura y funciéon de los niveles mas altos de

la cadena tréfica en los ecosistemas de agua dulce.

9. Los resultados obtenidos han permitido caracterizar la respuesta de la microalga C.
reinhardtii al herbicida atrazina a diferentes niveles de la fisiologia y bioquimica
celular, avalando la utilizacion de estos parametros como biomarcadores en

ensayos de toxicidad.

150



® L]
g 2 ®e
L ]
[ ]
P [ ]
®
3 L ]
[
®
o [ ]
L
L]
[ ]
@ o *
7 :
] Py &
]
®
% [ ]
L L BN BN BN BN BN BN BN BN BN BN BN BN BN BN BN BN BN N ¥
[ ]
® . . . .
. Toxicidad ejercida por °
8 contaminantes acuaticos sobre
® :
° microalgas de agua dulce .’
. ®
@ 5 &
L ] ° ®






7. Conclusions

The growth of Chlamydomonas reinhardtii cultures is negatively affected by the
addition of the herbicide atrazine to the culture medium, in a concentration and

time-exposure dependent manner.

Atrazine provokes a loss of photosynthetic pigments and a reduction of the
autofluorescence in microalgal cells. Moreover, this herbicide causes
photosynthetic imbalances in C. reinhardtii cells based on alterations observed in
the transcriptomic profile, as well as the disappearance of some proteins related to

photosynthesis.

The response of microalgae cells to a sublethal concentration of atrazine detected
with flow cytometry is characterized by the induction of oxidative stress, reflected by
the increased intracellular levels of superoxide ion and hydrogen peroxide, a
plasma membrane depolarization, a hyperpolarization of the mitochondrial
membrane, a reduction of non-specific esterase activity, an increase in the level of

free cytoplasmic calcium and an increase in caspase activity.

The observed modification of the expression of antioxidant related-genes suggests

a versatile and flexible antioxidant system in response to ROS overproduction.

RNA-Seq analysis indicates energy alteration in microalgal cells exposed to the
herbicide. Transcriptomic data revealed higher abundances of transcripts related to
heterotrophic energy generation and electron disposal in the stressed cells, the
most significant changes were observed in genes implicated in amino acid

catabolism and respiratory cellular processes.

Obtained results suggest an inhibition of the photosynthesis provoked by the
mechanism of action of the herbicide, due to this, cells have to get energy through a
heterotrophic metabolism. Taking into account these results, the increase in some
pollutants in aquatic systems could lead to a dramatic decrease in CO; fixation at a

global level.

Atrazine provokes the activation of caspase cascade, as well as nuclear
morphological alterations and autophagosomes in C. reinhardtii cells, indicating

cellular senescence in these cultures

Reported molecular and cellular alterations suggest that exposure to chemical
substances, such as atrazine, induces ROS that produces physiological and

biochemical alterations in cells that finally lead to the occurrence of cellular
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senescence alterations in the microalgal populations, potentially compromising
biodiversity, structure and function of higher trophic levels in freshwater

ecosystems.

9. Obtained results have allowed to characterizing the response of the microalga C.
reinhardtii to the herbicide atrazine at different levels of cell physiology and

biochemistry, endorsing the use of these parameters as biomarkers in toxicity tests.
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9.1. Anexo |. Material suplementario transcriptomica

9.1.1. Genes diferencialmente expresados a las 3 h con respecto a los cultivos control (Trancriptomica 3 h)

9. Anexos

Categories Gene ID | Gene name Description Biological Process/Molecular function Proc;s:;agi;;oup, L(;?a'r:\g? FDR
Unknown 205996 LCID Limiting CO2 inducible protein Limiting CO2 inducible protein - 2.27 1.97e-07
Unknown 161422 PMP1 Low-CO2-inducible protein LciB; Low-CO2-inducible protein - 2.04 4.13e-24
Unknown 135713 LCIC Low-CO2 inducible protein Low-CO2 inducible protein, - 1.48 5.78e-12
Unknown 177375 MOT22 Predicted protein Predicted protein - 1.34 0.00158
Unknown 81583 LCI11 Low-CO2-inducible membrane protein Low-CO2-inducible membrane protein - 1.31 1.3e-10
Unknown 195337 FAP242 Flagellar associated protein Flagellar associated protein - 1.29 6.52e-06
Unknown 189142 LCI31 Low-CO2-inducible protein Low-CO2-inducible protein - 1.20 3.28e-06
Unknown 115272 NSG1 Predicted protein Predicted protein - -2.41 4.84e-12
Unknown 205921 TPR2 Predicted protein Protein binding - -1.26 0.000501
Unknown 182392 182392P Predicted protein Predicted protein - -1.10 0.000184

Other 161525 |  LYR? LYR protein Protein targeting tfnI;';'é?}‘;’;%’;g;‘°gr$;?ﬂ;§?; protein targeting, ; 146 | 7.786-06
Other 116762 CGL48 Lysine decarboxylase-like protein Metabolic process - 1.45 6.5e-06
Chloroplast relocation, photosynthesis, carotenoid biosynthetic
Other 190282 CGL52 Predicted protein process, thylakoid membrane organization, glucosinolate metabolic - 1.43 2.99e-11
process, lipid metabolic process, carbohydrate metabolic process
Other 206212 | NED1 | NAD depe”d?:r;ﬁs';i;gisne’ dehydratase Cellular metabolic process - 125 | 0.0034
Other 183344 LCI15 PRLI-interacting factor L Protein binding - 1.12 3.85e-06
Other 185334 MTA3 A3 protein A3 protein, integral component of membrane - 1.08 7.99e-07
Other 195435 DRP4A Dynamin-related GTPase cTP Catasrcélicce2;C,)Cnisjégzgzﬁlgirtmgign?:gcggqnegcl;Sr?dmetabOIic - 1.07 0.00196
Other 196812 KIR1 Ketoacid isomerase-like protein Isomerase activity - -1.77 3.28e-06
Other 17088 ELGY9 Exostosin-like glycosyltransferase Transferase activity, - -1.69 1.78e-08
Other 193756 YCF39-1 Pyridine nucleotide binding protein Myo-inositol hexakisphosphate biosynthetic process - -1.61 1.3e-07
Other 120386 CGL7 predicted protein Integral component of membrane - -1.53 0.00526
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Other 143148 ERM9 ERD4-related membrane protein ERD4-related membrane protein - -1.49 4.44e-05
Other 144509 ELGS8 Exostosin-like glycosyltransferase Transferase activity - -1.43 6.85e-06
Other 180471 ELG18 Exostosin-like glycosyltransferase Protein binding, transferase activity - -1.40 0.0008
Other 111778 SNE5 NAD-dependent epimerase/dehydratase Nucleotide-sugar metabolic process, cellular metabolic process - -1.39 2.27e-09
Other 144608 ELG2 Exostosin-like glycosyltransferase Response to stress - -1.35 0.000845
Other 196248 SSD3 Sterol sensing domain protein Integral component of membrane - -1.34 0.00446
Other 15979 ERMS5 ERD4-related membrane protein Cellular_component - -1.30 1.8e-06
Other 33507 ELG29 Exostosin-like glycosyltransferase Transferase activity - -1.15 7.97e-05
Other 196235 CAM2B predicted protein Calcio ion binding - -1.12 0.00575
Other 190979 OAT1 O-acetyltransferase-related protein Transferase activity - -1.08 1.2e-05
Other 8449 ELG15 Exostosin-like glycosyltransferase Protein binding, transferase activity - -1.05 9.51e-05
Other 205904 | CGL42 Predicted protein Ph°t°sy”thersézu?;’i‘;:a;ifo;r;g’rze dcé‘;ﬁgrsg;gf‘yﬁ’:t'géis and energy, ; -1.03 | 0.000111
Other 180472 ELG19 Exostosin-like glycosyltransferase Protein binding, transferase activity - -1.02 0.000598
Other 151355 PRL5 Predicted extracellular protein Extracellular region - -1.01 0.000598
Metabolism 169412 HPT1 Hexose-phosphate transporter Transmembrane transport Transport 1.99 2.06e-09
Metabolism 179342 CAV4 Voltage-gatedsﬁte:ﬁ:itchannel, alpha lon transport, transmembrane transport Transport 1.63 7.38e-09
Metabolism 24240 RHP-2 Rh protein Ammonium transport Transport 1.58 1.06e-10
Metabolism 157754 AMT1B Ammonium transporter Ammonium transmembrane transport, Transport 1.47 2.29e-12
Metabolism | 128766 | LIP-36G2 E”"i'r?lzfo’;‘;ﬁire“n'\;g]’;'p%opzrjt”e‘i’:db'e Transport Transport 142 | 2.386-06
Metabolism 195467 VMPL2 R-SNARE g?r:(;::t,o\é’:\el\c&-”ke family, Vesicle-mediated transport Vesicular transport 1.37 0.00225
Metabolism 188977 MITC11 Mitochondrial carrier protein Transport, mitochondrial transport, ornithine transport Mitochondrial carrier 1.22 0.00451
Metabolism | 189430 | CCP1 L°W'Coz'i”d“dt;'fof;i':r°p'as‘t envelope Transport Mitochondrial carrier | 1.20 | 0.00175
Metabolism 196438 PTB5 Sodium/phosphate symporter Phosphate ion transport Transport 1.03 6.56e-06
Metabolism 196479 DURS3A Urea active transporter, isoform A Transport, transmembrane transport Transport -2.01 7.23e-11
Metabolism | 196482 |  DUR2 Allophanate hydrolase A"Opha”at‘zl’;’;g;g’i'::‘z]:‘gimvzg’éfﬁfgg:é?jmgggg ggﬁjﬁya"“"”y* With | Secondary metabolites| -1.93 | 3.34e-05
Metabolism | 116945 coT1 Cobalt transport protein Ma'tg;z%fgzzg“‘frgg‘:;‘;s;b ‘;f’tf\?g?é’gL?;flge;?zg¥glﬁzgzeciill tsyta”’h Transport .72 | 0.000112
Metabolism | 195432 | DRP4B Dynamin-related GTPase GTP Catasrc(’)“c‘;gg’cniislegﬁg‘gfLgﬁg?ﬂ?;;’g’nﬁggﬂg dmetabo"c Vesicular transport | -1.57 | 0.000574
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Metabolism 81856 THB1 Predicted pr?]tgrl:(;)ggga;:ve fruncated Oxygen transport Transport -1.47 1.57e-05
Fe-assimilating protein 2, High-CO2 and
Metabolism 173281 FEA2 iron-deficiency-inducible periplasmic Fe-assimilating protein 2 Transport -1.36 2.49e-07
protein
Metabolism 180411 KUP5 Potassium ion uptake transporter Potassium ion uptake transporter Transport -1.35 0.00927
Metabolism | 118745 ARP3 Actin-related protein Actin filament organization, Arp2/3 complex-mediated actin Cytoskeleton 129 | 0.00115
nucleation, cytoskeleton organization, growth
Metabolism 174212 ZIP4 ZIP family transporter Metal ion transport, transmembrane transport Transport -1.27 0.00127
GTP catabolic process, cellular nitrogen compound metabolic
Metabolism | 188195 TUE Epsilon tubulin process, nucleobase-containing compound, microtubule-based Cytoskeleton 126 | 4.366-05
process, protein polymerization, macromolecular complex assembly,
centrosome organization, cytoskeleton organization
Metabolism 129199 NAR1 Formate/nitrite transporter Transport Transport -1.20 2.44e-05
Metabolism 192088 NAR4 High affinity nitrate transporter Nitrate transport, nitrite transport, transmembrane transport Transport -1.16 1.04e-05
Metabolism 195469 SEC1 SM/Sec1-family protein Vesicle docking involved in exocytosis, vesicle-mediated transport, Vesicular transport 1.1 2.2e-05
Metabolism | 141439 | COG7 | Component of oligomeric golgi complex 7 | Ntracellular protein transport, Golgi organization, cell growth, protein Transport -1.09 | 0.000351
retention in Golgi apparatus
Protein targeting to vacuole, vacuolar transport, esicle docking
Metabolism 195470 VPS33 SM/Sec1-family protein involved in exocytosis, Golgi organization, vacuole organization, Vesicular transport -1.09 0.00198
protein secretion, vesicle-mediated transport, Golgi vesicle transport
Metabolism 131436 SLY1 SM/Sec1-family protein Vesicle docking involved in exocytosis, vesicle-mediated transport Vesicular transport -1.05 1.12e-05
Metabolism | 24114 ARP2 Actin-related protein Actin filament organization, Arp2/3 complex-mediated actin Cytoskeleton -1.03 | 0.000371
nucleation, cytoskeleton organization, growth
Metabolism 130417 GMP1 GDP-D-mannose pyrophosphorylase Biosynthetic process Secondary metabolites| -1.02 1.12e-06
Cell cycle 103830 ALK5 Aurora-like kinase Protein phosphorylation, cellular protein modification process Cell cycle regulation 211 2.07e-05
Cellular nitrogen compound metabolic process, DNA replication, DNA
methylation, chromatin silencing, transcription, DNA-templated, cell DNA-replication and
Cell cycle 127391 MCM7 Minichromosome maintenance protein 7 cycle, cellular protein modification process, chromosome rep . -2.80 7.15e-12
T - ) : h A . -biosynthesis
organization, signal transduction, cell proliferation, biosynthetic
process
Cytokinesis by cell plate formation, cell division, cell cycle, acetyl-CoA
metabolic process, sulfur compound metabolic process, cofactor
Cell cycle 152683 MCM2 Minichromosome maintenance protein 2 metaboll(_: process, DNA repllcatlo_n, cellular nltrogen_ compound DNA-_relecatlor_\ and -2.44 1.16e-09
metabolic process, DNA metabolic process, regulation of DNA -biosynthesis
replication, DNA methylation, cell proliferation, nucleotide biosynthetic
process, histone lysine methylation, regulation of cell cycle
Double-strand break repair via homologous recombination, response DNA-replication and
Cell cycle 189721 POLD1 DNA polymerase to stress, cell division, cell cycle, DNA replication base-excision repair, -biosp nthesis -2.18 6.73e-07
gap-filling , synapsis, chromosome organization, y
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Cell cycle 137896 RFC3 DNA replication factor C complex subunit | DNA replication, DNA metabollc process, ce]lular nitrogen compound DNA-relecatlor) and 212 16-10
3 metabolic process, biosynthetic process -biosynthesis
DNA replication, DNA metabolic process, DNA repair, response to DNA-replication and
Cell cycle 130834 FEN1 Flap endonuclease 1 stress, cellular response to DNA damage stimulus, nucleic acid rep . -2.09 5.68e-07
. ) -biosynthesis
phosphodiester bond hydrolysis
DNA replication, response to stress, DNA repair, nucleotide-excision DNA-replication and
Cell cycle 133143 LIG1 DNA ligase repair, cellular response to DNA damage stimulus, DNA biosynthetic -biospynthesis -1.98 1.94e-07
process
o . Cell division, cell cycle, DNA replication, response to stress, DNA onlieati
Cell cycle 150793 RFC1 DNA replication factor C complex subunit repair, cellular response to DNA damage stimulus, regulation of DNA _repllcatlor_\ and -1.85 1.74e-07
1 S - S -biosynthesis
chromatin silencing, DNA recombination
Cell cycle 519 RFC5 DNA replication factor C complex subunit | mRNA processing, ATP catabolic process, DNA replication, mitotic DNA-repllcatlor_\ and 1.84 1.82e-09
5 recombination, chromosome organization, response to stress, -biosynthesis
Cellcycle | 108650 | MAPK4 Mitogen-activated protein kinase MAPK cascade, signal transduction, protein phosphorylation, cellular | o, o e regulation | -1.59 | 6.136-05
protein modification process
DNA repair, cellular nitrogen compound metabolic process, response
Cell cycle 142882 SMC3 Structural malntenan_ce of chromosomes to stress, cellular response to DNA damage_stlmulus, _ceI_I cycle, DNA-_relecatlor) and 158 3.516-06
protein 3 chromosome segregation, chromosome organization, mitotic nuclear -biosynthesis
division, production of ta-siRNAs involved in RNA interference,
Cellcycle | 35396 CDH1 Activator and specificity factor for Protein binding Cell cycle regulation | -1.54 | 0.000514
anaphase promoting complex
Cell cycle 148151 SEP1 Septin-like protein Cell cycle, small GTPase mediated signal transduction, Cell division -1.48 4.55e-12
DNA metabolic process, DNA repair, cellular response to DNA
Cell cycle 123286 MRE11 MRE11 eukaryotic DNA repair protein dama_lge stlmulus_, response to stress,_ meiotic nuc_lear division, nucleic DNA-_repllcatlor_\ and 142 0.00256
acid phosphodiester bond hydrolysis, cellular nitrogen compound -biosynthesis
metabolic process, cell cycle
Cell cycle 205630 CGL35 predicted protein DNA-dependent DNA replication, DNA repair, response to stress DNﬁ;irgglllrc‘:zleosri\sand -1.41 0.00593
DNA damage checkpoin, telomere maintenance, cell cycle,
Cell cycle 206149 ATM1,ATM1- |DNA damage signaling kinase, ATM/TEL1- chromosomg organization, response to s.tre.ss, DNA repair, histone Cell cycle regulation 136 0.0059
202 related phosphorylation, response to ionizing radiation, cellular response to
DNA damage stimulus, replicative senescence
RNA methylation, cellular nitrogen compound metabolic process, ATP
Cell cycle 195837 RFC4 DNA replication factqr C complex subunit cata_bo_llq process, nucl_eoba_se-contal_nmg compou_nd, DNA re_p_llca_tlon, DNA-repllcatlor_\ and 130 6.57¢-06
; pyrimidine ribonucleotide biosynthetic process, histone modification, -biosynthesis
chromosome organization
DNA repair, cellular nitrogen compound metabolic process, response
Cell cycle 178882 SMC1 Structural mamtenange of chromosomes to stress, cellular response to DNA damage.stmulus, .ceI.I cycle, DNA-repllcatlor) and 127 0.00602
protein 1 chromosome segregation, chromosome organization, mitotic nuclear -biosynthesis
division, production of ta-siRNAs involved in RNA interference,
Celicycle | 140580 |  PCN1 PCNA proliferating cell nuclear antigen | D'VA replication, cellular nitrogen compound metabolic process, | DNA-replication and | 45 | 4 156 06
regulation of DNA replication -biosynthesis
Cell cycle 142479 MSH1 DNA mismatch repair MutS protein Meiotic mismatch repair, cell division, response to stress, Cell division -1.14 0.000374
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chromosome organization, maintenance of DNA repeat elements
Gluconeogenesis, carbohydrate metabolic process, DNA replication,
cellular nitrogen compound metabolic process, cytoskeleton DNA-replication and
Cell cycle 185583 RIR1 Ribonucleoside-diphosphate reductase organization, nucleotide biosynthetic process, deoxyribonucleoside rep . -1.13 0.000333
f ] : : . -biosynthesis
triphosphate biosynthetic process, proteasomal protein catabolic
process, oxidation-reduction process
Gene_ 196585 RHE RNA helicase RNA methylation, cellular nqrogen con_”lpound metabolic process, RNA-processing 185 1e-11
expression protein maturation
Gene 144221 | CGL28 RNA binding protein, RRM (RNA Nucleotide binding RNA-binding, 178 | 2.536-09
expression recognition motif) containing protein processing
Gene_ 141857 | MAPKKK11 Mitogen actlvate_d protein kinase kinase Protein phosphorylation, cellular protein modification process, Post-tre_lpsla_tlonal 1.77 3.73e-05
expression kinase 11 modification
Geng 189052 LCI26 Low-CO2-induced U-box protein Protein ubiquitination, cellular protein modification process Post-trgpslgtlonal 1.16 0.000552
expression modification
Gene Histone peptidyl-prolyl isomerization, cellular protein modification
expression 142698 FKB16-1 Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase process, chromosome organization, protein folding, peptidyl-proline Protein folding 1.12 2.25e-06
modification
Geng 190458 RPOD Chloroplast RNA polymerase sigma factor DNA-templated transcription, initiation, regulation of transcription, Transcription 1.09 2.98e-08
expression DNA-templated
Gene 31077 | DNJ34 | Dnalike protein, DnaJ domain containing Protein folding, heat shock proteins, co-chaperone Protein folding 107 | 1.97e-07
expression protein
Geng 128965 DHS1 Deoxypusine synthase 1 Peptidyl-lysine modlflcatlop.to peptldyl-hypusme, cellular protein Post-trgrjslgtlonal 1.02 0.00137
expression modification process modification
- . . Response to reactive oxygen species, response to stress, GTP .
Geng 139610 GBA1 GTP b'”d"?g protein T_ypA, putative catabolic process, translation, regulation of gene expression, R|bosome§ and 1.00 8.56e-07
expression translation elongation factor . . . translation
chloroplast RNA processing, cellular nitrogen compound metabolic
Gene Gluconeogenesis, carbohydrate metabolic process, glycolytic Protein folding. heat
. 97057 HSP90B Heat shock protein 90B process, generation of precursor metabolites and energy protein 9, -1.42 1.52e-09
expression . . o shock proteins
folding, response to stress, Golgi organization
Gene_ 191024 NUP155 Nuclear pore protein RNA methylation, cellular nitrogen (_:ompound metabolic process, RNA-processing 141 1.126-05
expression nucleocytoplasmic transport
Geng 169416 EFTS Elongation factor Ts, mitochondrial Translation, translational elongation Rlbosome§ and -1.40 4.66e-05
expression translation
Microtubule cytoskeleton organization, RNA splicing, via
endonucleolytic cleavage and ligation, mRNA splicing, via
spliceosome, DNA methylation, chromatin silencing, transcription from
Gene A . RNA polymerase Il promoter, 7-methylguanosine mRNA capping, ) . )
expression 17391 ABH1 mRNA cap-binding protein mRNA processing, translation, RNA splicing, methionine biosynthetic RNA-processing 1.40 0.00355
process, RNA metabolic process, protein ubiquitination, gene
silencing by RNA, lipid storage, mRNA transport, histone H3-K9
methylation, chromosome organization
Geng 12013 DCL3 Dicer-like protein RNA processing, cellular nltrogen'compound metabolic process, RNA-processing 138 9.026-07
expression rRNA catabolic process
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Gene 15589 | HSP70E Heat shock protein 70E response to stress Protein folding, heat | 4 35 | 4 94¢.06
expression shock proteins
Gene GTP catabolic process, cellular nitrogen compound metabolic Ribosomes and
. 106481 EFG7 Elongation factor-like protein process, nucleobase-containing compound, translational elongation, . -1.34 0.000983
expression . b . . translation
protein targeting to mitochondrion
exgggseion 115081 CPN60C Chaperonin 60C Protein folding, cellular protein metabolic process Protein folding -1.28 1.11e-08
Geng 133000 DUR1 Urea carboxylase Protein peptidyl-prolyl isomerization, protein folding, metabolic Protein folding 1.4 0.00201
expression process
Gene_ 146892 TIM22C Mitochondrial inner membrane translocase Membrane, integral component of membrane Prot_em target_lng, -1.23 0.00101
expression mitochondria
Gene_ 21717 SET4 Histone methyltransferase Methylation Chromatin structure -1.20 0.000275
expression
Gene_ 182328 CYN51 Peptidyl-prolyl C|s_-_trans isomerase, Protein peptidyl-prolyl |somer|zat|op, ceIIL_JIar protein modification Protein folding A1 1.076-07
expression cyclophilin-type process, protein folding
Gene 143037 | FKB16-9 Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase Protein peptidyl-prolyl isomerization, cellular protein modification Protein folding 111 | 0.000445
expression process, protein folding, peptidyl-proline modification
Gene 156074 | FKB18 Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase Protein peptidyl-prolyl isomerization, protein folding, cellular protein Protein folding -1.08 | 0.000114
expression modification process
Gene 132633 | MGE7 | Mitochondrial grpE-type co-chaperone of Protein folding Protein folding -1.07 | 0.000259
expression the HSP70 system
Gene 195849 SRP35 SR protein factor Nucleotide binding, nucleic acid binding Ribosomes and -1.05 | 2.43e-06
expression translation
ex;ﬁ':r;:ion 135470 PRP38 Pre-mRNA splicing factor Pre-mRNA splicing factor RNA-processing -1.05 0.00469
Photosynthesis | 135648 LCIA Low-CO2-inducible membrane protein Low-CO2-inducible membrane protein - 1.82 1.48e-10
Photosynthesis | 148916 gLz |Earlylight '”duc'b'srgth;i‘:]mphy" alb binding Early light-inducible protein, Chlorophyll binding Chlorophyll binding | 1.40 | 0.000105
Photosynthesis | 134058 HLA3 ABC transportelj, multldrug-reS|stgnce- ATP catabolic process, gellular nitrogen compound metabolic ceM 121 0.00172
related proteins (MRP) subfamily process, nucleobase-containing compound, transmembrane transport
Photosynthesis | 184730 | LHCSR3 | Stress-related ;rf:)l?erizp;\y” alb binding Photosynthesis Chlorophyll binding | -2.70 | 4.36e-43
Photosynthesis | 184731 | LHCSR3 | Stress-related :rrgfeﬂf]p:;‘y" alb binding Photosynthesis Chlorophyll binding | -2.23 | 1.36e-31
Photosynthesis | 184724 LI818R-1 L1818r-1 prg}ﬁ'g%ﬂirne;?:;l:it:i chiorophyll Generation of precursor metabolites and energy, photosynthesis Chlorophyll binding -1.64 5.53e-12
Photosynthesis | 205757 PTOX2 Alternative OX'd?SG’ Plastid terminal Oxidation-reduction process, Photosynthetic electron transport Photosynthetic -1.37 1.92e-07
oxidase 2 electron transport
Photosynthesis | 205752 | LHCBM8 | Chiorophyll a-b binding protein of LHCII | Photosyninesis, ight harvesting, gﬁgf&;tm” of precursor metabolites | | ; 1t harvesting, PSII | -1.05 | 0.000119
Photosynthesis | 24552 CAH4 Mitochondrial carbonic anhydrase, beta Carbonate dehydratase activity, lyase activity, zinc ion binding Carbon cc_)ncentratmg -1.03 2.25e-05
type mechanism (CCM)
Photosynthesis | 196876 CAHS5 Mitochondrial carbonic anhydrase Carbonate dehydratase activity, lyase activity, zinc ion binding CCM -1.00 0.000493
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Energy 196831 MME4 Malic enzyme Malate metabolic process, oxidation-reduction process Glycoly3|ns‘/azli:coneoge 1.38 0.00195
Respiratory electron transport, leucine catabolic process, cellular
Energy 180281 ETFB Electron transfer flavoprotein beta subunit amino acid metabolic process, phlorophyll catabolic process, ceI‘IuIar Respiratory electron 197 0.000752
nitrogen compound metabolic process, methylglyoxal catabolic transport
process to D-lactate, oxidation-reduction process
Energy 191668 ICL1 Isocitrate lyase Carbohydrate metab_ohc process, glyoxylate (_:ycle, tricarboxylic acid GchonS|s/g|_uconeoge 126 9.736-07
cycle, generation of precursor metabolites and energy nesis
Energy 196612 PCK1B Phosphoenc;lgl}i/é:v:;ﬁ;;rboxyklnase, Gluconeogenesis, carbohydrate metabolic process, phosphorylation GchonSfé%Iil;coneoge 1.13 0.000124
Energy 189344 ETFA Electron transiﬁ[)ﬂi\i/toprotem alpha Oxidation-reduction process, Respiratory electron transport Respltrggg)‘/)grlfctron 1.1 0.000147
Energy 196311 ACS3 Acetyl CoA synthetase Metabolic process, acetyl-.CoA biosynthetic process frqm acetate, Aceta?e . 106 1.76-07
sulfur compound metabolic process, cofactor metabolic process uptake/activation
Energy 196328 MS1 Malate synthase Carbohydrate metabpllc process, glyoxylate qycle, tricarboxylic acid GchonS|s/gI.uconeoge 1.04 1.946-05
cycle, generation of precursor metabolites and energy nesis
Energy 147722 MME2 Malic enzyme Malate metabolic process, oxidation-reduction process GchonS|nségS|il;coneoge 1.01 1.01e-06
Glycolysis/gluconeogenesis, cytosolic, glucose metabolic process, .
Energy 140618 GAP1A Glyceraldehyde-3-phosphate carbohydrate metabolic process, glycolytic process, generation of Glycoly5|s/glluconeoge -1.92 3.27e-11
dehydrogenase . R . nesis
precursor metabolites and energy, oxidation-reduction process
Energy 152708 PHOA Starch phosphorylase Carbohydrate metabolic process Starch -1.91 7.88e-21
Carbohydrate metabolic process, glucose metabolic process,
Energy 173841 GLD2-N Glucose-6-phosphate 1-dehydrogenase pentosg-phosphate shunt,l oxidation-reduction process, cofactor Pentose pho.sph.ate 180 13e-10
metabolic process, catabolic process, cellular nitrogen compound pathway, oxidative
metabolic process
Histidine phosphatase Glveolvsis/aluconeode
Energy 30383 PGM3 superfamily/phosphoglycerate mutase Glycolysis/gluconeogenesis, metabolic process ycolysis/gh 9 -1.69 0.000173
; ; nesis
family protein
Energy 116873 AGA1 Alpha-galactosidase Carbohy_drate metapollc process, ollgosacchgrlde metab_ollc process, GchonS|s/gI_uconeoge 159 3.156-07
glycoside catabolic process, glycosylceramide catabolic process nesis
Energy 58178 AMYA2 Alpha-amylase Starch, carbohydrate metabolic process, circadian rhythm Starch -1.50 3.95e-11
Energy 137300 PHOB Phosphorylase Carbohydrate metabolic process Starch -1.46 2.9e-12
Energy 192597 GND1A 6-phosphogluconate dehydrogenase, Pentose-phosphatg shunt, carbo.hyd.rate metapollc process, cofactor | Pentose pho.sph.ate 144 9.776-09
decarboxylating metabolic process, oxidation-reduction process pathway, oxidative
Energy 21582 HXK1 Hexokinase Carbohydrate metabolic process, glycolytic process, ggneratlon of Gchonss/g]uconeoge 1.39 2 466-05
precursor metabolites and energy, phosphorylation nesis
Energy 118976 |  SBET Starch branching enzyme Carbohydrate metabolic process, glycogen biosynthetic process, Starch 131 | 1.11e-08
generation of precursor metabolites and energy
Energy 146575 GLK1 Glucokinase Glycolytic process, carbohydrate metabolic process, generation of | Glycolysis/gluconeoge | -1.26 1.96e-07
precursor metabolites and energy, catabolic process, nesis
phosphorylation, glucose 6-phosphate metabolic process,
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Glycolysis/gluconeogenesis
Energy 139260 SNE6 UDP-glucose 4-epimerase Galactose metabolic process, carpohydrate metabolic process, GchonS|s/gI_uconeoge 115 4.146-07
cellular metabolic process nesis
Energy 127786 PDC3 Mitochondrial pyruvate dehydrogenasg Metabolic process GchonS|s/gI_uconeoge 110 2 566-07
complex, E1 component, alpha subunit nesis
Fructose 6-phosphate metabolic process, glycolytic process, Glvcolvsis/aluconeode
Energy 196430 PFK2 Phosphofructokinase family protein carbohydrate metabolic process, generation of precursor metabolites yeoly ne%is 9 -1.09 2.83e-07
and energy, phosphorylation
Energy 205622 SSS1 Soluble starch synthase Biosynthetic process, glucan biosynthetic process, carbohydrate Starch -1.08 | 6.636-07
metabolic process
Energy 146213 GPM2 phosphoglucomutase activity Carbohydrate metabolic process GchonSfézlil;coneoge -1.07 0.00531
Energy 196351 MMES Malic enzyme Malate metabolic process, oxidation-reduction process Glycolys:égsli:coneoge -1.05 0.000665
Amino acids 205945 AAHT Aromatic amino acid hydroxylase-related Amino acid catat?olism, Phe, aromatic amino acid family metabolic |Amino acid catabolism, 293 9.51e-25
protein process; Chloroplast phenylalanine hydroxylase Phe
Methvlcrotonovl-CoA carboxvlase aloha Amino acid catabolism, Leu, cellular amino acid metabolic process; Amino acid catabolism
Amino acids 193008 MCCA y y subunit Y P catabolic process; small molecule metabolic process; response to Leu ’ 1.98 3.21e-13
fructose
Amino acids 82916 GDH2 Glutamate dehydrogenase Amino acid catabohsnj, Qlu, ceIIuIa|" amino acid metabolic process, |Amino acid catabolism, 186 1.12e-11
oxidation-reduction process Glu
Metabolic process, Amino acid catabolism, Ala / amino acid Amino acid catabolism,
Amino acids 205967 AGT3 Alanine-glyoxylate aminotransferase ! . ! Ala / amino acid 1.32 7.93e-05
anabolism, Gly )
anabolism, Gly
Metabolic process, response to stress, divalent metal ion transport Amino acid catabolism/
Amino acids 194609 SGA1A Serine glyoxylate aminotransferase ’ ; ’ | anabolism, Ser, Gly, 1.12 1e-07
homeostatic process Thr
. . . . . . - . - Amino acid
Amino acids 186295 CLR21 Predicted protein of CLR family Catalytic activity. Pyridoxal phosphate binding catabolism_Met (?) 1.09 0.00149
Amino acids 137761 HPPD1 4-hydroxyphenylpyruvate dioxygenase Aromatic amino acid family mperzack;osllsc process, oxidation-reduction |Amino acﬂ;atabollsm, 1.04 2 11e-07
Amino acid biosynthesis, Glu, NADH-dependent; biosynthetic
process; carbohydrate metabolic process; generation of precursor Amino acid
Amino acids 205746 GSN1 Glutamate synthase metabolites and energy; cellular amino acid metabolic process; . . -2.13 4.88e-17
. ; = : . . biosynthesis, Glu
biosynthetic process; nitrogen cycle metabolic process; growth; small
molecule metabolic process; response to stress
Amino acids 189050 PROB1 Glutamate 5-kinase Proline biosynthetic process, cellular amino acid metabolic process, . Amino gmd 197 8.426-09
phosphorylation biosynthesis, Pro
Cobalamin-independent methionine Amino acid biosynthesis, Me, cellular amino acid biosynthetic Amino acid
Amino acids 154307 METE P process, methionine biosynthetic process, sulfur compound metabolic . . -1.40 9.14e-05
synthase ) biosynthesis, Met
process, methylation
Lipids 205924 CGLD15 Triacylglycerol lipase-like protein Lipid metabolic process TAG-lipase 1.23 2.48e-07
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Lipids 185186 |  BKT Beta-carotene kstolase; Putative Lipid metabolic process Lipid metabolic 102 | 7.09e-06
chloroplast carotene beta ketolase process
Lipids 135825 | FAD2 Fatty acid desaturase, delta-12 Microsomal delta-12 fatty acid desaturase, lipid metabolic process; | g jeqatyrase 457 | 9.17e-13
small molecule metabolic process, oxidation-reduction process
Lipids 119132 | CPLD27 Coclaurine N-methyitransferase Lipid biosynthetic process, methylation L'p'dpt;fcsé’gsthem 156 | 2.3e-11
Unsaturated fatty acid biosynthetic process, lipid metabolic process,
glycolipid biosynthetic process, chlorophyll biosynthetic process,
cellular nitrogen compound metabolic process, cellular response to -
hosphate starvation, response to stress, carotenoid biosynthetic Membrane lipid
Lipids 116277 sQp2 Sulfolipid synthase phosp ! » 'eSpo 3 . Y biosynthesis/remodelin| -1.13 | 4.61e-05
process, isopentenyl diphosphate biosynthetic process,
methylerythritol 4-phosphate pathway, galactolipid biosynthetic 9
process, glucosinolate biosynthetic process, sulfolipid biosynthetic
process
Betaine lipid synthase; Diacylglyceryl- . . i i . Membrane lipid
Lipids 77062 BTA1 N,N,N-trimethylhomoserine synthesis | Cotaine lipid synthase; Diacylglyceryl-N,N,N-trimethylhomoserine | ;o thesis/remodelin| 1.1 | 2.46e-07
protein synthesis protein g
CDP-Ethanolamine:DAG ethanolamine CDP-choline pathway, cellular nitrogen compound metabolic process Membrane lipid
Lipids 79396 EPT phosphotransferase: choline pathway, gen comp , P | biosynthesis/remodelin| -1.02 | 0.000249
) lipid metabolic process, phospholipid biosynthetic process,
Ethanolaminephosphotransferase g
Sensing and signaling, cyclic nucleotides, cGMP biosynthetic Sensing and signalin
Regulation 167324 CYG1 Guanylate cyclase process, cellular nitrogen compound metabolic process, cyclic '9 g 9. 1.69 0.00161
. ) : - . . cyclic nucleotides
nucleotide biosynthetic process, intracellular signal transduction
Sensing and signaling, cyclic nucleotides, cyclic nucleotide . . .
. . . . . Sensing and signaling,
Regulation 114905 CYG54 Guanylate cyclase biosynthetic process, cellular nitrogen compound metabolic process, . . 1.45 8.43e-05
: - . cyclic nucleotides
intracellular signal transduction
Regulation 195498 OEP80 Chloroplast outer envelope protein Phosphoprotein phosphatase a:g’:i/\lltiyt/;/hydrolase activity, phosphatase Protein phosphatase -1.12 0.000283
Sensing and signaling, lipids, protein kinase C-activating G-protein Sensing and signalin
Regulation 147241 KDG2 Diacylglycerol kinase coupled receptor signaling pathway, signal transduction, metabolic 9 livids 9 91 110 0.000619
process, phosphorylation P
ROS and stress | 192937 GOX18 Glyoxal or galactose oxidase Glyoxal or galactose oxidase, ROS/RNS-production, peroxide ROS/RFl)\leSrC-JE)(li'gguctlon, 1.67 0.000121
ROS and stress | 196820 GOX9 Glyoxal or galactose oxidase Glyoxal or galactose oxidase, ROS/RNS-production, peroxide ROS/RF;\leSrg)D(ni'gguctlon, 1.33 9.28e-06
ROS and stress | 178662 AMX2 Copper Amine oxidase ROS/RNS-production, perOX|de_, amine metabolic process, oxidation- ROS/RNS-p_roductlon, 1.05 9.236-05
reduction process peroxide,
Redox 148253 HCP1 Hybrid-cluster protein Oxidation-reduction process Oxidoreductase -1.65 0.000733
Redox 196719 | CYP747A1 Cytochrome P450 Oxidation-reduction process Cytochrome P450 -1.59 1.22e-08
Redox 150540 PAO1 Pheophorbide a oxygenase Oxidation-reduction process Oxidoreductase -1.48 0.00327
Redox 184661 | NITT Nitrate reductase Nitrate assimilation, oxidation-reduction process, nitrogen cycle Oxidoreductase | -143 | 2.59e-07
metabolic process
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process, protein maturation, proteolysis, response to stress

Redox 196684 | CYP739A6 Cytochrome P450 Oxidation-reduction process Cytochrome P450 -1.37 0.000208
Redox 190083 CAT2 Catalase/peroxidase Response to oxidative stress, oxidation-reduction process Oxidoreductase -1.34 5.64e-05
Redox 196685 | CYP740A1 Cytochrome P450 Oxidation-reduction process Cytochrome P450 -1.32 2.13e-05
Redox 148255 HCP4 Hybrid-cluster protein Oxidation-reduction process Oxidoreductase -1.32 0.000411
Redox 196649 MSD3 Superoxide dismutase Superoxide metabolic process, oxidation-reduction process Oxidoreductase -1.26 0.000322
Redox 158152 EZY22 NAD-dependent epimerase/dehydratase Extracellular polysacchrﬁg?aebg):;sgp;t;:gg process, carbohydrate Oxidoreductase -1.19 1.41e-07
Redox 192806 CCPR1 Cytochrome c peroxidase Response to oxidative stress, oxidation-reduction process Oxidoreductase -1.14 8.37e-05
Redox 205498 EZY12 UDP-glucose 6-dehydrogenase Oxidation-reduction process Oxidoreductase -1.12 1.32e-07
N-terminal protein myristoylation, cellular protein modification
Redox 163751 CBR1 NADH-cytochrome b5 reductase | Pro°ess: electron transport chain, generation of precursor metabolites| i e i ctase 104 | 3.676-05
and energy, D-xylose metabolic process, carbohydrate metabolic ' ’
process, oxidation-reduction process
Glutathione metabolic process, sulfur compound metabolic process,
Redox 134165 | GSHR1 Glutathione reductase cellular nitrogen compound metabolic process, cellular amino acid Oxidoreductase -1.02 | 0.000532
metabolic process, toxin catabolic process, cell redox homeostasis, ' '
oxidation-reduction process
Proteases 192029 MMP13 Matrix metalloproteinase-like protein Matrix metalloproteinase-like protein Protease 1.31 2.64e-09
Proteases 130038 MMP3 Matrix metalloproteinase Proteolysis Protease 1.05 2.59e-07
Proteases 205541 FAP277 Flagellar;ﬁgﬁgﬁﬁﬁ:ﬁ%ﬂ% protease Proteolysis, negative regulation of endopeptidase activity Protease -1.18 1.72e-06
Proteases | 144136 | SPP1A Signal peptide peptidase Signal peptide processing, cellular nitrogen compound metabolic Protease 115 | 0.00243
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Log
Categories | Gene ID |Gene name Description Biological Process/Molecular function Progisn?;%roup, Fold FDR
Change
Unknown 145947 CGL16 Predicted protein - - 1.85 0.00975
Unknown 153715 FAP15 Flagellar associated protein - - 1.50 0.000357
Unknown 129929 H43 Fe-assimilating protein 1 High-CO2 inducible, periplasmic protein - -1.40 0.000142
Other 140923 ARS3 Arylsulfatase Catalytic activity, sulfuric ester hydrolase activity - 1.48 0.00168
Metabolism 24240 RHP-2 Rh protein Ammonium transmembrane transport Metabolite transport 1.42 5.72e-09
Metabolism 192090 NAR3 Predicted protein Nitrate transmembrane transport Metabolite transport -1.31 2.26e-07
. . . N . . . . Protein folding/Post-
Gene 142698 | FKB16-1 Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase | Histone peptidyl-prolyl isomerization, protein folding, peptidyl-proline translational 1.05 | 0.000409
expression modification. Localizacion: nucleo e
modification
Gene 96566 DNJ35 DnaJ-like protein Protein folding Protein folding -1.01 | 0.00198
expression
Photosynthesis | 191585 ELI1 Early light-inducible protein Chlorophyll a/b binding protein. ¢ Fotoprotector. Expresion temprana a| oy oohvii binding | -1.31 | 0.000176
altas intensidades de luz?
Energy 189344 ETFA Electron transfer fla\_/oprotem alpha Electron carrier activity. Localizacién: mitocondrial Respiratory electron 1.66 2.51e-05
subunit transport
Energy 180281 ETFB | Electron transfer flavoprotein beta subunit Chiorophyll catabolic process, leucine catabolic process. Respiratory electron |4 4| 000574
Localizacién: mitocondrial transport
Energy 191668 IcL1 Isocitrate lyase Glyoxylate cycle, trlc_:arboxyllc_ac_ld cycle. Localizacion: TCA or glyoxylate 131 0.00286
peroxixomas/glioxisomas. cycle
Energy 118171 AMYA1 Alpha-amylase Carbohydrate catalytic activity Starch 1.22 9.13e-06
Energy 196612 PCK1B Phosphoenolpyruvate carboxykinase Glycolysis/gluconeogenesis Glycolys:éilizconeoge 1.08 0.000768
Amino acids | 186295 CLR21 Predicted protein of CLR family Catalytic activity. Pyridoxal phosphate binding. catAag‘(')ﬂgmaC;\‘/’Iet 2.96 | 2.18e-06
Amino acids | 205945 |  AAH1 Chloroplast phenylalanine hydroxylase | romatic amino acid family metabolic process. Monooxygenase Amino acid 176 | 9.44e-13
activity, oxidoreductase activity. catabolism_Phe
Amino acids 193008 MCCA Methylcrotonoyl-CoA garboxylase alpha Leucine catabolic process, response to sucrose and fructose Ammp acid 1.31 2.51e-05
subunit catabolism_Leu
Amino acids 82916 GDH2 Glutamate dehydrogenase Cellular amino acid metabolic process Amln_o acid 1.30 3.58e-07
catabolism_Glu
Amino acids 192085 Nil1 Nitrite reductase Nitrate transport and assimilation, cysteine biosynthetic process. . Amino a.10|d -1.46 5.05e-08
biosynthesis_Cys
Amino acids | 170370 | PROB2 Glutamate 5-kinase Proline biosynthetic process. Localizacion: citosol. _ Amino acid -1.07 | 0.00282
biosynthesis_Pro
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ROSIRNS, | 196820 |  GOX9 Glyoxal or galactose oxidase ROS/RNS-production, peroxide ROS/RNS-production, |4 4| g 000724

stress peroxide
Guanylate cyclase; Soluble guanylyl . . . . . )

ROSIRNS, | 187517 | CcYG12 |cyclase beta; Heme-NO binding guanylate| CCMP biosynthetic process, cyclic nucleotide biosynthetic process, | pngrNS signaling | 1.06 | 0.00782
stress cyclase intracellular signal transduction.
Redox 156833 |  FDX5 Apoferredoxin Electron transport chain E'ec“gglsﬁgs"o"' 251 | 7.05e-13
Redox 173277 TEF22 Predicted protein Cytochrome b-561 /ferrlc.reducta.se. transmgmbrane and DOMON Electron transport, 182 0.00254

domain containing protein membrane

Redox 184661 NIT1 Nitrate reductase Nitrate assimilation, oxidation-reduction process Oxidoreductase -1.43 3.53e-07
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9.1.3. Genes diferencialmente expresados a las 96 h con respecto a los cultivos control (Trancriptémica 96 h)

9. Anexos

Log
Categories | Gene ID |Gene name Description Biological Process/Molecular function Progzsnf;%roup, Fold FDR
Change
Unknown 161422 PMP1 LciB; Low-CO2-inducible protein LciB; Low-CO2-inducible protein - 1.27 1.06e-07
Unknown 206193 EZY7 Predicted protein Predicted protein - -1.46 1.2e-05
Unknown 155961 CPO1 Predicted protein Location: chloroplast - -1.41 0.00107
Unknown 141254 CPLD14 Predicted protein Predicted protein - -1.16 0.00791
Similar to periostin/fasciclin/TGFbeta-induced protein; contains 4 Extracellular. cell
Other 194159 FAS2 Fasciclin-like protein FAS1 (BIgH3) domains, involved in cell recognition; probably - 1.77 1.28e-09
adhesion
extracellular, GPI-anchored (by homology)
Other 205904 CGL42 Predicted protein Photosynthesis, light reactllon, generatllon of precursor metabolltes } 139 3.04e-05
and energy, regulation of protein dephosphorylation
Other 17088 ELGY Exostosin-like glycosyltransferase Protein binding, transferase activity - -1.86 7.15e-06
Other 132166 AMI1 Formamidase Hydrolase activity, acting on c.arbon-mt.rogen (but not peptide) bonds, } 1892 1 14e-09
in linear amides
Other 15136 ELG13 Exostosin-like glycosyltransferase Transferase activity, prlt?teln bilding, belongs to the family of exostosin- } 178 0.000204
ike glycosyltransferases
. - . - . Myo-inositol hexakisphosphate biosynthetic process, Extended short- } )
Other 193756 YCF39-1 Pyridine nucleotide binding protein chain dehydrogenase similar to the NAD-binding domain of Tic62-3 1.71 0.000212
. Transferase activity, similar to O-acetyltransferase-related protein of
Other 190979 OAT1 O-acetyltransferase-related protein Arabidopsis thaliana: Genbank entry AY 136339 - -1.28 0.000114
Other 111778 SNES NAD-dependent epimerase/dehydratase Nucleotide-sugar metabolic process, catalytic activity - -1.19 0.000401
Other 196952 SNE1 Sugar nucleotide epimerase Nucleotide-sugar metabolic B:?)Zissi’ L-ascorbic acid biosynthetic - -1.13 0.000405
Other 144935 ZYS3-2 Zygote-specific protein Protein binding - -1.01 0.000912
Metabolism 205765 AOC5 Cationic amino acid transporter or Amino acid transmembrane transport Transport 1.21 0.00633
Metabolism 183357 PTA3 Pi-transporter homologue A-3; Transmembrane transport, Transport 1.18 0.000788
Proton/phosphate symporter
Metabolism 183171 ZIP6 ZIP family transporter Metal ion transmembrane transport lon transport 1.12 0.000332
Cell morphogenesis, actin filament organization, multidimensional cell
Metabolism 118745 ARP3 Actin-related protein growth, regulation of actin filament polymerization. structural Cytoeskeleton -1.52 0.00472
constituent of cytoskeleton.
Metabolism 195690 SEC24C COP-II coat subunit Intracellular protein transport, ER to Golgi vesicle-mediated transport | Vesicular transport -1.27 0.00246
GTP catabolic process, microtubule-based process, microtubule
Metabolism 188933 TUBG Tubulin gamma chain nucleation, cytoplasmic microtubule organization, protein Cytoskeleton -1.26 0.0026
polymerization
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Intracellular protein transport, Golgi organization, cell growth, protein

Metabolism 141439 COG7 Component of oligomeric golgi complex 7 L . Transport -1.18 0.00909
retention in Golgi apparatus,
Metabolism 191834 COG2 Component of oligomeric golgi complex 2 Golgi organization, protein transport Transport -1.15 0.00931
DNA replication, cellular nitrogen compound metabolic process, DNA
ligation, lagging strand elongation, DNA repair, nucleotide-excision DNA-replication and
Cell cycle 133143 LIG1 DNA ligase repair, DNA recombination, cellular response to DNA damage rep . -2.05 7.15e-06
. S . . -biosynthesis
stimulus, DNA ligation involved in DNA repair, response to stress,
DNA biosynthetic process
C . DNA replication, DNA-dependent DNA replication, cellular nitrogen T
Cell cycle 137896 RFC3 DNA replication factor C complex subunit compound metabolic process, DNA metabolic process, nucleotide DNA _repllcatlor_1 and -1.76 8.49e-05
3 S . ; L - -biosynthesis
binding, nucleoside-triphosphatase activity, DNA binding
Celicycle | 142479 |  MSH1 DNA mismatch repair MutS protein Meiotic mismatch repair, reciprocal meiotic recombination, Cell division 471 | 0.0026
maintenance of DNA repeat elements
mRNA splicing, via spliceosome, cellular nitrogen compound
metabolic process, ATP catabolic process, DNA replication, mitotic
Cell cycle 519 RFC5 DNA replication factor C complex subunit recomblnatlon,.methylatlon-delzpendent ch.romlatln sﬂencmg, dgfen§e DNA-repllcatlor] and 158 0.000178
5 response, RNA interference, histone modification, chromatin silencing -biosynthesis
by small RNA, negative regulation of defense response, histone H3-
K9 methylation, chromosome organization
RNA methylation, ATP catabolic process, DNA replication, cellular
Cell cycle 195837 RFC4 DNA replication f.actor C complex subunit nitrogen com_po_und m_etabollc process, nucleqbase-contalr_ung DNA-_relecatlon and 149 0.00019
4; RFC4p compound, pyrimidine ribonucleotide biosynthetic process, histone -biosynthesis
madification, cellular protein modification process
DNA repair, cell cycle, chromosome segregation, sister chromatid
Structural maintenance of chromosomes cohesion, mitotic and meiotic nuclear division, production of ta- "
Cell cycle 142882 SMC3 protein 3 siRNAs involved in RNA interference, production of miRNAs involved Chromosome partition -1.33 0.00027
in gene silencing by miRNA, defense response to virus.
Cell cycle 140580 PCN1 PCNA proliferating cell nuclear antigen DNA replication, regulation of DNA r_epllcatlon, cellular nitrogen DNA-_relecatlor_I and 131 8.166-05
compound metabolic process -biosynthesis
DNA repair, microtubule cytoskeleton organization, mitotic cell cycle,
Cell cycle 13480 RAD50 DNA repair protein mitotic recombination, telomere maintenance, RNA processing, - -1.27 0.000538
protein import into nucleus, cell-cell signaling,
Cell cycle 185418 RFC2 DNA replication factor C complex subunit |ATP catabolic process, cellular nitrogen cor_npound metabolic process, DNA-_relecatlorj and 125 0.00018
2 nucleobase-containing compound, catabolic process, DNA replication -biosynthesis
Gene 36125 DNJ31 DnadJ-like protein Chaperone Protein folding 168 | 0.000442
expression
exrigg:ion 144221 CGL28 RNA binding protein Nucleotide binding, nucleic acid binding RNA-binding 1.20 0.00122
Gene_ 144028 CGLD3 DEAD/DEAH-box DNA/RNA helicase DEAD/DEAH-box DNA/RNA he_ll_case. ATP-dependent helicase ATP anq a(_:ld nucleid 154 0.00589
expression activity binding
Gene 114600 TOP3 DNA gyrase subunit B-like protein DNA-dependent DNA replication, DNA topological change, DNA-binding 145 | 000113
expression chromosome segregation. Cellular component: nucleoid
Gene 195500 FKB16-2A Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase Protein peptidyl-prolyl isomerization, cellular protein modification Protein folding -1.10 8.62e-05
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expression process, protein folding, peptidyl-proline modification
Gene_ 136386 CYN40 Peptidyl-prolyl C|s_-t_rans isomerase, Protein peptidyl-prolyl |somer|%at|on, protein folding. Cellular Protein folding 1.09 0.00272
expression cyclophilin-type ocmponent: cytoplasm
Photosynthesis | 184724 LI1818R-1 LI818r-1 proteln;_ St_ress-rela_ted chlorophyll| Photosynthesis, light harvesting, generation of precursor metabolites Chlorophyll binding 144 7 866-07
a/b binding protein 1 and energy
Pentose-phosphate shunt, cellular nitrogen compound metabolic
process, carbohydrate metabolic process, catabolic process, rRNA
processing, ribosome biogenesis, plastid organization, thylakoid
Photosynthesis | 150826 TEF9 Predicted protein membrane organization, photosystem Il assembly, generation of - 1.06 0.00014
precursor metabolites and energy, chlorophyll biosynthetic process,
isopentenyl diphosphate biosynthetic process, methylerythritol 4-
phosphate pathway, lipid metabolic process
Maltose metabolic process, carbohydrate metabolic process,
polysaccharide catabolic process, catabolic process, glycogen
catabolic process, generation of precursor metabolites and energy,
Pullulanase-type starch debranchin starch metabolic process, starch catabolic process, pentose-
Energy 17807 PUL1 yp 9 phosphate shunt, cellular nitrogen compound metabolic process, Starch -1.56 3.53e-06
enzyme ; )
cofactor metabolic process, chlorophyll catabolic process, mRNA
modification, isopentenyl diphosphate biosynthetic process,
methylerythritol 4-phosphate pathway, glucosinolate metabolic
process, sulfur compound metabolic process, alpha-amylase activity
Carbohydrate metabolic process, starch metabolic process, starch
Energy 58178 AMYA2 Alpha-amylase catabolic process, circadian rhythm, alpha-amylase activity, catalytic Starch -1.33 2.81e-05
activity
Energy 187168 AEP1 Aldose-1-epimerase Hexose metabolic process (carbohydrate metabolic process) Carbohydrates -1.33 0.000319
Energy 118976 SBE1 Starch branching enzyme Carbohydrate metabolic process, glycogen biosynthetic process. Starch -1.32 0.00153
Putrescine biosynthetic process, cellular nitrogen compound
Energy 178381 AlIH2 Agmatine iminohydrolase metabolic process, hydrolase activity, protein-arginine deiminase - -1.28 1.2e-05
activity
Ubiquinol:cvtochrome ¢ oxidoreductase Lipid metabolic process, sterol catabolic process, sterol esterification, Respiratory electron
Energy 179044 BCS1 q ot ) mitochondrial respiratory chain complex Il assembly, protein complex P Y -1.23 0.000239
biogenesis factor . : e transport
assembly, mitochondrion organization
Energy 196042 IDH1 Isocitrate djggg;‘(’igeirt‘ase' NAD- Tricarboxylic acid cycle, oxidation-reduction process TCA-cycle 110 | 0.00633
Lipids 205994 | FADS5D Fatty acid desaturase Lipid metabolic process, fatty acid biosynthetic process, oxidation- FA-desaturase 124 | 00076
reduction process
Redox 171688 SSA14 Monooxygenase Metabolic process, oxmat'onéﬁ?vlf; lon process, oxidoreductase Oxidoreductase -1.63 1.08e-06
Redox 196685 | CYP740A1 Cytochrome P450, CYP85 clan Oxidation-reduction process. Electron carrier activity, monooxygenase| 4, onrome P450 | -1.37 | 0.00271
activity, oxidoreductase activity
Redox 158152 EZY22 NAD-dependent epimerase/dehydratase; Extracellular polysaccharide biosynthetic process, carbohydrate Oxidoreductase -1.28 7.86e-07
Predicted protein metabolic process, dTDP-4-dehydrorhamnose reductase activity,
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oxidoreductase activity
N-terminal protein myristoylation, electron transport chain, D-xylose
Redox 163751 CBR1 NADH-cytochrome b5 reductase metabolic process. cytochrome-b5 reductase activity, acting on Oxidoreductase -1.21 0.000414
NAD(P)H
Redox 192806 CCPR1 Cytochrome ¢ peroxidase Response to oxidative stress, oxidation-reduction process Oxidoreductase -1.14 0.000M
Redox 186597 APX1 Ascorbate peroxidase Peroxidase activity. Response tr;)rgé(éie;tlve stress, Oxidation-reduction Oxidoreductase -1.04 0.000589
Proteases 135149 UBC3 E2 ubiquitin-conjugating enzyme Ligase activity, acid-amino acid ligase activity, SUMO ligase activity Ubiquitinylation -1.40 0.00695
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9.2. Anexo ll. Material suplementario proteémica

9.2.1. Proteinas diferencialmente expresados a las 3 h con respecto a los cultivos control (Proteémica 3 h)

9. Anexos

. 0.25 yM:C
Categories Accessmn Protein name Description Biological process/molecular function Proc:ss, group,
number omain Ratio | p-value
Unknown A1KR25 gp2 Cell wall glycoprotein GP2 Cell wall glycoprotein GP2 (Fragment) ; 0.6918 | 0.0433
(Fragment)
Other A8HW56 CDC48, 134171 Flagellar associated protein Motile cilium, ATPase activity, hydrolase - 0.7798 | 0.0265
Other AB8IAN1 TRK1, 141319 Transketolase Transketolase activity, transferase - 0.7586 | 0.0309
Gen expression A8HX38 EEF1, 132905, Eukgryotlc translation Translation elongation factor, GTPase activity Ribosomes and translation | 0.7244 | 0.0238
134382 elongation factor 1 alpha 1
Photosynthesis | A8JOE4 PSBO, 130316 Oxygen-evolving enhancer Photosystem Il stabilization, photosynthesis - 0.5495| 0.001
protein 1 of photosystem
Phosphoribulokinase activity, chloroplast relocation, photosynthetic
Photosynthesis A8IYP4 PRK1, 195910 Phosphoribulokinase electron transport in photosystem |, reductive pentose-phosphate Photosynthetic electron 0.4613| 0.0029
cycle, MAPK cascade, rRNA processing
Photosynthesis P93109 ca2 alpha-carbonic anhydrase Carbonate dehydratase activity, zinc ion binding CCM 0.2466 | 0.0032
Photosynthesis A8IYH9 PSBP1, 33411 Oxyg_en-evolvmg enhancer Photosystem Il oxygen evolving complex, photosynthesis - 0.4571| 0.0055
protein 2 of photosystem |
Photosynthesis A8JF15 ATPD, atpH, 132678 Chloroplast ATP §ynthase Proton-transporting ATP §ynthase activity, rotational mechanism, Transport 04529 | 0.043
delta chain ATP synthesis coupled proton transport
Energy A8JC04 PGK1, 132210 Phosphoglycerate kinase Glycolytic process, phosphoglycerate kinase activity, ATP binding | Glycolysis/gluconeogenesis | 0.5395| 0.003
Fructose-bisphosphate . - . . .
Energy Q42690 ALDCHL, 24459 aldolase 1, chloroplastic Fuctose-bisphosphate aldolase activity, glycolytic process Glycolysis/gluconeogenesis | 0.6368 | 0,0312
Ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase activator
Energy QB6SA05 Rca, RCA1, 128745 Rubisco activase activity, photosynthesis, light reaction, negative regulation of CO:-assimilation 0.5598 | 0.0451
defense response
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9.2.2. Proteinas diferencialmente expresados a las 24 h con respecto a los cultivos control (Proteémica 24 h)

Accession

Process, group,

0.25 puM:C

Categories Number Protein name Description Biological process/molecular function domain Ratio | p-value
Other A8IAN1 TRK1, 141319 Transketolase Transketolase activity, transferase - 1.4191| 0.0279
Other Q84X68 - Flagella membrane Motile cilium, - 0.3404 | 0.0006

glycoprotein 1B

Metabolism A8IXZ0 TUB1, TUB2, 129868, Beta tubulin 1 Structural constltuer_\t of cytosk_ele?on, microtubule-based process, Cytoskelston 06982 0.003

129876 protein polymerization, Cytoskeleton
Gene expression| ABJEU4 HSP70A, 185673 Heat shock protein 70A Response to endqplasmlc r_etlculgm stress, response to hydrogen | Protein foldlng_, heat shock 04831 0.0471
peroxide, protein folding, stress response proteins
Energy A8JC04 PGK1, 132210 Phosphoglycerate kinase Glycolytic process, phosphoglycerate kinase activity, ATP binding | Glycolysis/gluconeogenesis | 3.4356 | 0.0192

Amino acids | A8J599 TSA1, 81238 TryptOphanszmt:i'ftase alpha Tryptophan synthase activity Amino acid biosynthesis, Trp| 5.7544 | 0.0353
Redox ABIAY6 111330 Methylenetetrahydrofolate Methionine metabolic process, tetrahydrofolate interconversion, Oxidoreductase 0.6918 | 0.0427

reductase oxidoreductase
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9.3. Anexo lll. Publicaciones y comunicaciones en congresos

9.3.1. Publicaciones
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9.3.2. Comunicaciones a congresos
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