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Anexo “22”

Proyecto “Comparacion de la expresion de proteinas de choque térmico y
enzimas detoxificantes en poliquetos tropicales y antarticos bajo

condiciones de estrés térmico”

1. Relacién con la Agenda Cientifica Antartica de Colombia 2014-2035

Area Tematica 1: Biodiversidad de Organismos Antérticos; Linea de
Investigacion: Biologia; Sublinea: Bioinformatica de organismos marinos
antarticos; considerando que para el desarrollo del objetivo principal se van a
caracterizar las secuencias de los genes de proteinas y enzimas detoxificantes
expresados como resultado de las posibles adaptaciones al ambiente antartico
y/o tropical, los cuales ademas tienen potencial de ser patentados y considerados
biomarcadores de monitoreo, esta propuesta también se enmarca en el Area
Tematica 2: Adaptaciones al medio ambiente antartico, valoracion y
aprovechamiento de sus biorecursos, Linea de Investigacion: Biotecnologia;
Sublinea: Construccion de bancos génicos.

2. Investigadores y entidades participantes en esta fase del proyecto:

Investigador principal: Idalyd Fonseca Gonzalez

Entidad que representa: Instituto de Biologia, Universidad de Antioquia
Actividades desarrolladas en Base chilena Profesor Julio Escudero, Isla del Rey
Jorge, Islas Shetland del Sur, Peninsula Antartica.

Co-investigador: Nombre: Mario Hernan Londofo Mesa

Entidad que representa: Instituto de Biologia, Universidad de Antioquia
Actividades desarrolladas en Base chilena Profesor Julio Escudero, Isla del Rey
Jorge, Islas Shetland del Sur, Peninsula Antartica.

Co-investigador: Nombre: Jean Paul Delgado

Entidad que representa: Instituto de Biologia, Universidad de Antioquia
Actividades desarrolladas en Base chilena Profesor Julio Escudero, Isla del Rey
Jorge, Islas Shetland del Sur, Peninsula Antartica.

Co-investigador: Nombre: Marcelo Gonzalez*
Entidad que representa: INACH

3. Otras entidades participantes

Universidad de Antioquia.
Rectoria.



Vicerrectoria de Investigacion

Facultad de Ciencias Exactas y Naturales.

Instituto de Biologia — Pregrado y Posgrado.
Direccién Nacional del Antartico Argentino: Instituto Antartico Argentino y Fuerza
Aérea Argentina.
Instituto Antartico Chileno, INACH.

. Objetivo general del proyecto

Comparar los patrones de expresion de proteinas de choque térmico y enzimas
detoxificantes entre especies de poliquetos de la peninsula Antartica y del mar
Caribe colombiano sometidos a condiciones de estrés térmico agudo y su relaciéon
con los efectos del Cambio Climatico.

. Objetivo(s) particular(es) para la fase del proyecto desarrollada en el verano
austral 2015-2016.

Objetivo particular 1. Identificar y describir las especies de poliquetos benténicos
de aguas someras de la bahia Fildes (Peninsula Antartica) a fin de determinar las
especies mas abundantes, las cuales seran sometidas a los experimentos de
estrés térmico.

Objetivo particular 2. Recolectar el material bioldgico que permitira ensamblar el
transcriptoma de novo de poliquetos de la Peninsula Antartica.

Objetivo particular 3: Determinar los parametros fisicos y quimicos en la zona
submareal.

Objetivo particular 4. Determinar la actividad enzimatica de SOD, CAT y GST en
las especies de poliquetos antarticos mas abundantes sometidas a estrés térmico
agudo mediante exposicion directa a diferentes temperaturas.

. Base o buque donde desarrollaron los objetivos particulares

Base Profesor Julio Escudero — Chile — Instituto Antartico Chileno, INACH — Bahia
Fildes, Isla del Rey Jorge, Islas Shetland del Sur, Peninsula Antartica — Febrero
20 a marzo 10, 2017 (Fig. 1 y Fig. 2).

. Descripcion de equipo cientifico y de apoyo

Para alcanzar los objetivos relacionados con el componente submareal, sélo se
requirié un juego de tamices (400 y 200 um) y una pala. Los equipos usados
fueron un GPS Garmin etrex10 (Fig 3A) portatil para el geoposicionamiento de
cada uno de los sitios de muestreo, y un sensor multiparamétrico YSI Pro2000
(Fig. 3B) con una sonda de 30 m para medir los parametros fisicos y quimicos



(Temperatura, Concentraciéon de Oxigeno Disuelto y Salinidad). Igualmente, se
requirio el uso de pinzas de punta fina, cajas de petri y recipientes plasticos para
la obtencion y desplazamiento de los organismos obtenidos en las muestras de
arena tamizadas. Estos equipos fueron llevados a la expedicion por los
investigadores desde la Universidad de Antioquia, Medellin.

El desplazamiento se realizé caminando por la orilla de la bahia Fildes y bahias
cercanas; solo en aquellos casos en los que el desplazamiento incluia salir de la
bahia Fildes (Base China y Base Rusa), se solicitd un radio para tener
comunicacién constante con la Base. Durante esta labor no se requirié usar el
traje Mustang; so6lo fue usado el vestuario polar llevado por cada investigador (Fig
4).

Para alcanzar el objetivo particular 4 se recolecté material suficiente de una
especie de la familia Spionidae con el cual se realizé la estandarizacién de
acuarios con temperaturas controladas de 6 y 8°C. Para esto contamos con la
disponibilidad de un cuarto frio en la base Julio Escudero. Desafortunadamente
con los equipos disponibles en la base y los llevados desde Colombia (bombas
de aire y de agua, termostatos), no logramos que la temperatura ascendiera y se
mantuviera estable por el tiempo requerido, el cual estaba entre 1 hy 12 h. Por lo
anterior, los experimentos fueron realizados en un equipo termobloque (Bloque
térmico). La cuantificacion de los niveles de las enzimas Super Oxido Dismutasa
(SOD) y Catalasa (CAT), asi como la cuantificacidon de proteinas totales se realizo
sobre los sobrenadantes obtenidos mediante centrifugacién refrigerada y en un
espectrofotometro (Fig 5y 6).

Descripcién de las principales actividades de investigacion desarrolladas.

Los muestreos exploratorios fueron realizados en las bahias cercanas a la Base
chilena, rusa y china durante la marea baja diurna, para alcanzar un sustrato
adecuado en la zona submareal y asegurar el encuentro de poliquetos.
Considerando que en la bahia cercana a la Base China encontramos una mayor
abundancia de poliquetos, los muestreos posteriores se realizaron solo en este
sitio, Asi, una vez en campo, uno de los investigadores usando traje impermeable
de pescador hasta el pecho y guantes plasticos hasta los hombros, procedia a
identificar un fondo arenoso submareal. Alli se tomaron muestras de fondo
usando una pala y depositando la arena en un balde de 20 litros. Luego, usando
agua de mar, se llené el balde hasta los % y se procedié a revolver el agua
haciendo que la arena igualmente se suspendiera. Una vez se lograba obtener el
agua turbia, se procedia a tamizar vertiendo el agua rapidamente en los tamices.
Esta es la forma para asegurar que los poliquetos aparezcan completos y sin
maltratarse.



Los poliquetos de los tamices se vertian luego en bandejas plasticas poco
profundas, para que los otros dos investigadores procedieran a extraerlos uno por
uno usando pinzas de punta fina, en recipientes plasticos y cajas de petri. Asi se
aseguraba que los gusanos se estresaran lo menor posible, evitando su
fragmentacion y deterioro.

A la par de esta extraccion, uno de los investigadores tomaba la referencia
geografica usando el GPS, y se median los parametros fisicos y quimicos en el
mismo lugar en el que se obtenian las muestras de arena.

Los gusanos luego eran transportados al cuarto frio del laboratorio de la Base
Julio Escudero, donde se cambiaban a recipientes plasticos mas profundos, y se
aireaban con bombas para pecera. Alli se mantenian a una temperatura fria
(cerca de 4°C), cercana o igual a la del ambiente. Con el fin de tener los
organismos a la temperatura ambiente y sin estrés, inmediatamente que se llegd
del campo con ellos, se fijaron 80 gusanos en solucion de sales RNA Shield con
el fin de tener el material adecuado para ser usado en el ensamble del
transcriptoma de novo, y como grupo control. Igualmente, se fijaron 5 organismos
en alcohol 96% para ser usado en métodos de BarCoding.

Posteriormente, usando un bloque térmico estabilizado a 6°C y 8 °C, se procedia
a seleccionar 5 gusanos grandes por cada tubo Falcon de 15mly 1 gusano grande
por cada tubo Ependorf. Se usaron 15 tubos Falcon y 10 tubos Ependorf por cada
temperatura, y tiempo de exposicion (1 hora, 6 horas y 12 horas). Para cada
temperatura y cada hora fueron fijjados los organismos en RNA Shield y
guardados en viales plasticos de tapa rosca, y mantenidos a 4°C. Los organismos
expuestos al estrés térmico fueron macerados en frio para determinar la actividad
enzimatica de las proteinas SOD y CAT, y los niveles de proteinas totales.

Por ultimo, los organismos fueron transportados en neveras plasticas desde la
Base a los laboratorios de la Universidad de Antioquia y continuar el estudio
molecular de proteinas de choque térmico.

El impacto ambiental que se generd en la zona submareal fue muy bajo, ya que
se usaron pocas muestras de arena, dada la alta abundancia de los gusanos.
Igualmente, dada dicha abundancia, la cantidad de muestreos fue poca, por lo
que la presencia y estrés ambiental en el ecosistema intermareal fue minimo,
evitando vistas constantes, que provocaran pisoteo y movimiento de sedimento.

9. Resultados preliminares



Se encontraron especies de gusanos marinos del phylum Annelida, clase
Polychaeta, de las familias, Dorvilleidae, Orbiniidae, Terebellidae, Spionidae y
Syllidae, asi como gusanos de la clase Oligochaeta (lombrices de tierra). Para el
experimento de estrés térmico solo fue usada una de las especies, perteneciente
a la familia Spionidae; sin embargo, las demas especies se tienen a la espera de
avanzar en un documento sobre taxonomia morfoldgica (fig 7).

En relacion con la actividad enzimatica, los resultados preliminares revelan
actividad tanto de SOD como CAT en todos los organismos expuestos a estrés
térmico a 6°C y 8°C. Particularmente, comparados con los organismos control
(analizados directamente a la temperatura ambiente, entre 1-4°C), los organismos
expuestos a 6°C exhiben poca actividad de SOD en todos los tiempos de
exposicion pero niveles elevados de CAT a 1 y 6 h de exposicion. En los
organismos expuestos a 8°C, el fenomeno fue opuesto, encontrando mayores
niveles de SOD y bajos niveles de CAT. Estos resultados muestran una
adaptacion metabdlica al estrés térmico, evidenciada esta por las diferencias en
los niveles de SOD y CAT comparados con los organismos control. Ademas, se
presume que a medida que la temperatura aumenta y por lo tanto el estrés es
mayor, las vias metabdlicas para compensar este aumento difieren dando
predileccién a la via SOD. Se encuentra en preparacion una nota cientifica sobre
estos hallazgos.

10.Resultados Esperados

En el momento de presentar este informe, se esta escribiendo una publicacién
cientifica acerca de la redescripcién taxondmica de la especie de poliqueto
encontrada en la bahia de la Base China. Dados los pocos registros de la especie,
y a que la localidad en la cual la especie fue descrita como nueva es la Bahia
Almirante, contigua a la Bahia Fildes, esta redescripcion ofrecera una mayor
cantidad de informacion morfoldgica y ecolégica de la especie, la cual no se tiene
desde que fue descrita en 1911.

Ademas, el proyecto continuara con el ensamble del transcritptoma de novo de la
especie seleccionada. A partir de este, se realizara la caracterizacion de las
secuencias de ADN de los genes Hsp90, Hsc70, Superoxido Dismutasa (SOD),
Catalasa (CAT) y Glutation S-Transferasas (GST); se evaluara la expresion
transcripcional de las proteinas Hsp90, Hsc70, SOD, CAT y GST en respuesta a
las condiciones de estrés térmico agudo en poliquetos antarticos y tropicales y se
compararan los patrones de expresion de las proteinas Hsp90, Hsc70, SOD, CAT
y GST entre los poliquetos antarticos y tropicales después de ser sometidos a
estrés térmico agudo.



11. Actividades de divulgacion

Antes de iniciar la expedicidn, el canal Tele Antioquia realizé una nota periodistica
en la cual se presento a la comunidad el proyecto de investigacion y el Programa
Antartico Colombiano, haciendo énfasis en los intereses de Colombia por la
Antartica y la importancia de este continente para nuestro pais.

Durante la expedicion y como parte de las jornadas académicas lideradas por el
INACH en la base Julio Escudero realizamos una presentacion sobre los objetivos
de nuestra propuesta de investigacion y de la lll expedicién de Colombia a la
Antartica. Este seminario se realiz6 el jueves 2 de marzo y conto con la asistencia
de investigadores de las bases uruguaya, rusa y china. Durante estas jornadas
tuvimos también la oportunidad de conocer los diferentes proyectos de
investigacion que se adelantan en las otras bases cientificas.

Al regreso preparamos y sometimos a la revista Experimenta de la Vicerrectoria
de Investigacién de la Universidad de Antioquia un articulo de divulgacion, en el
cual se mencionan detalles menos técnicos, aunque de mayor interés general,
para que el publico conozca en qué consiste una expedicidn de tal indole. Este
articulo fue aceptado para su publicacion y se espera que esté disponible en junio
de 2017.

12.Recomendaciones

Considerando nuestra experiencia durante esta Il expedicion recomendamos
fuertemente no programar visitas cientificas en los tiempos cercanos a las fechas
de cierre de las bases que apoyan el PAC. En nuestro caso, la base Julio
Escudero tenia programado su cierre para el 8 de marzo, lo cual dificultd el
desarrollo de nuestras actividades dado que nos impuso un tiempo mucho mas
limitado que el programado inicialmente.

Recomendamos también que se colabore eficiente y oportunamente en la
consecucién de los permisos para el transporte de las muestras hacia Colombia
pues sin estos la probabilidad de no traer el material es alta y con esto la pérdida
total del trabajo realizado. Considerando que estos permisos no pueden ser
tramitados directamente por los investigadores, nuestra recomendacién esta
dirigida hacia todos los organismos, instituciones y personal involucrados en los
tramites requeridos para contar con esta documentacién al momento de regresar
al pais.
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Fig 1. Base chilena profesor Julio Escudero demostrando la cooperacion
internacional con los Programas Antarticos de Colombia y Turquia.

BASE PROF. JULIO ESCUDERD

NSTITUTO ANTARTICO CHILENO |

Fig 2. Investigadores colombianos en la base chilena. De izquierda a derecha:
Jean Paul Delgado, Mario H. Londofo Mesa e Idalyd Fonseca Gonzalez.
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Fig 3. Equipos usados durante los muestreos. A. GPS. B. Multiparamétrico.

Fig 4: Investigadores durante un muestreo en la bahia cercana a la Base China.



Fig 6. Gusanos en recipientes plasticos aireados durante la aclimatacion térmica.



Orbiniidae Syllidae Phyllodocidae Spionidae: Microspio moorei

Fig 7. Familias de gusanos marinos encontrados durante los muestreos.
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