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RESUMEN de la tesis de MARIA FLORENCIA COLOMBO PALLOTTA, presentada
como requisito parcial para la obtencion del grado de DOCTOR EN CIENCIAS en
Ecologia Marina. Ensenada, Baja California, México, Noviembre 2006.

FOTOSINTESIS Y FOTOPROTECCION DE Macrocystis pyrifera EN LA ESCALA
ESPACIAL Y TEMPORAL

Dr. Ernesto Garcia Mendoza Dra. Lydia Betty Ladah

Co-Director de tesis Co-Director de tesis

Macrocystis pyrifera es una macroalga que ocupa toda la columna de agua desde
profundidades de 30 metros. Presenta tejido fotosintético a lo largo de todo el organismo
por lo que sus hojas estdn expuestas a un amplio rango de factores ambientales,
especialmente en relacion a la cantidad y calidad de luz. Estas condiciones convierten a esta
especie en un modelo tnico para el estudio de la expresion diferencial de los mecanismos
de fotoaclimatacion y fotoproteccion. El objetivo de esta tesis fue caracterizar la respuesta
fisioldgica indiuvidual ante diferentes condiciones ambientales con el fin de comprender la
regulacion de la actividad fotosintética en la escala espacial y temporal en organismos
adultos de Macrocystis pyrifera La respuesta mds importante en funcién de la profundidad
fue la gran capacidad fotoprotectora en las hojas de la superficie, en donde ademds se
detecté la mayor acumulacién de compuestos que absorben luz ultravioleta, carotenoides
fotoprotectores, pigmentos del ciclo de las xantofilas y capacidad de disipacién térmica.
Estas caracteristicas le permiten a estas hojas presentar las mayores tasas fotosintéticas y de
transporte de electrones y generar la mayor contribucién a la produccion de fotosintetato.
Las hojas basales mostraron el patrén opuesto pero podrian ser importantes para otras
funciones como la absorcién de nutrientes. Al comparar la fisiologia de estos organismos
durante primavera y verano no se detectaron cambios en la composicion elemental,
concentraciéon de pigmentos constitutivos y accesorios, en las tasa de transportes de
electrones o en la eficiencia cudntica operativa del fotosistema II. Sin embrago, su
capacidad fotosintética y fotoprotectora se vieron reducidas un 30-40% durante el verano,
lo cual sugiere que el “sindrome de verano” podria estar relacionado con una reduccién en
la capacidad fotoprotectora y posiblemente con una limitacién en las reacciones de la etapa
oscura de la fotosintesis. Debido a los altos valores de disipacion térmica encontrados en
esta especie se caracterizd el mecanismo de control de NPQ, encontrdndose que a
diferencia del modelo propuesto para plantas superiores, el gradiente de protones no induce
por si mismo el NPQ y por lo tanto depende principalmente de la sintesis de zeaxantina.
Por lo tanto, M. pyrifera puede expresar respuestas aclimatativas diferenciales segun la
posicion del tejido fotosintético en la columna de agua. Esta capacidad les permite ser
organismos ecolégicamente exitosos en ambientes altamente variables.

Palabras clave: Macrocystis pyrifera, Fotoproteccion, Fotosintesis, NPQ.



ABSTRACT of the thesis presented by Maria Florencia Colombo Pallotta as a partial
requirement to obtain the DOCTOR OF SCIENCE degree in MARINE ECOLOGY.
Ensenada, Baja California, Mexico. November 2006.

PHOTOSYNTHESIS AND PHOTOPROTECTION OF Macrocystis pyrifera IN SPATIAL
AND TEMPORAL SCALES

Macrocystis pyrifera is a canopy-forming species that occupies the entire water column.
The photosynthetic tissue of this alga is exposed to a broad range of environmental factors,
particularly related to light quantity and quality. These characteristics make this species a
unique model for the study of the differential expression of the photosynthesis and
photoprotection mechanisms. The objective of this thesis was to characterize the individual
physiology responses at different environmental conditions with the purpose of
understanding the regulation of the photosynthetic activity in adult organisms of
Macrocystis pyrifera. The most important response was the high photoprotective capacity
in surface blades, which also had the highest accumulation of UV absorbing compounds,
photoprotective carotenoids, xanthophylls pigments pool and NPQ. These characteristics
were important responses that allow surface blades to present the highest maximum
photosynthesis and the highest photosystem II electron transport rate. Therefore, surface
blades made the highest contribution to algae production. In contrast, basal blades
presented the opposite trend but they might be important for other functions, like nutrient
uptake. When comparing the physiology of these organisms during spring and summer, no
changes were found in constitutive or accessory pigment composition, electron transports
rates or in the operative quantum yield of photosystem II. Nevertheless photosynthetic and
photoprotective capacity was reduced 30-40% during the summer, which suggests the
“summer syndrome” could be related to a reduction in the photoprotective capacity and
possibly to a limitation in the dark reactions. Due to the high values of thermal dissipation
found in this species, the control mechanism of NPQ induction was characterized, being
that unlike the model proposed for higher plants, the proton gradient alone does not induce
the NPQ and therefore it depends mainly on the zeaxanthin synthesis. Therefore, M.
pyrifera can differentially express acclimation responses according to the position of the
photosynthetic tissue on the water column. This capacity allows this species to become
ecologically successful organisms in a highly variable environment.

Key words: Macrocystis pyrifera, photoprotection, photosynthesis, NPQ.
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Capitulo 1

Introduccion general: fisiologia fotosintética de Macrocystis pyrifera en relacion a su

ambiente.

I1.1. Introduccién

Macrocystis pyrifera es la macroalga dominante en las costas rocosas del sistema de
la Corriente de California (North 1971a) y es la base para mantener uno de los ecosistemas
marinos mds productivos (Valiela 1995). Esta especie ocupa toda la columna de agua,
desde profundidades de 30 metros hasta la superficie, formando densas agregaciones
conocidas como bosques 0 mantos de sargazo gigante, las cuales sirven de habitat, refugio
y alimento a un gran nimero de vertebrados e invertebrados marinos. Su tejido
fotosintético se presenta a lo largo de todo el organismo y por lo tanto, a través de un
gradiente de irradiancia, temperatura y concentracion de nutrientes ya que estos parametros
varian en funcién de la profundidad (Jackson 1977, Dean 1985, Clark et al. 2004). Si bien
existe informacion sobre la variacion en las caracteristicas fotosintéticas de macroalgas
aclimatadas a un régimen particular de luz (Silva et al. 1998, Rodrigues et al. 2000, 2002,
Gevaert et al. 2002, Carr y Bjork 2003) poco se conoce sobre la plasticidad de la fisiologia
fotosintética de organismos que estdn expuestos a un gradiente tan amplio de condiciones
ambientales. Por lo tanto, Macrocystis pyrifera es un modelo interesante para este estudio
debido no sélo a que se desarrolla en un ambiente altamente dindmico, sino que ademas
presenta las mayores tasas de crecimiento de las especies algales conocidas (Gerard 1982).

La hipdtesis general sobre la que se desarrolla este trabajo es que esta especie tiene una



gran plasticidad ya que necesita expresar diferencialmente mecanismos de fotoaclimatacion
y fotoproteccion de acuerdo a la posicién de su tejido fotosintético en la columna de agua.
Asi mismo estos organismos deben mostrar cierta plasticidad fisioldgica a lo largo del aio
en respuesta a los cambios ambientales estacionales y especialmente durante el verano que
es cuando se presentan las condiciones ambientales mds estresantes y los organismos se
deterioran (Gerard 1984, North y Zimmerman 1984). El objetivo de esta tesis es
caracterizar la respuesta fisioldgica individual ante diferentes condiciones de aclimatacion
ambiental con el fin de comprender la regulacion de la actividad fotosintética en la escala
espacial y temporal en organismos adultos de Macrocystis pyrifera. La metodologia
consistié en la medicién de algunas variables fisioldgicas durante primavera y verano del
2005 en una poblaciéon del norte de Baja California. Debido a los altos valores de
disipacién térmica medidos como disipacién no fotoquimica de la fluorescencia de la
clorofila a (Non Photochemical Quenching -NPQ) encontrados en los estratos superficiales
y a la falta de informacién sobre el mecanismo que permite la formacion de NPQ en
macroalgas se realizé un andlisis comparativo en hojas de diferentes profundidades para
comprender el mecanismo que permite la formacién de NPQ. La informacion generada en
este trabajo permite comprender cémo se regula la actividad fotosintética en espacio y
tiempo en Macrocystis pyrifera y plantear algunas hip6tesis sobre la posible diferenciacion
de funciones de su tejido fotosintético, la posible causa fisioldgica del deterioro de verano

asi como el mecanismo que controla la formaciéon de NPQ en esta especie.



L1.2. Generalidades sobre el proceso fotosintético*

La fotosintesis es el proceso bioldgico mediante el cual plantas, algas y bacterias
fotosintéticas utilizan la energia solar para sintetizar compuestos orgdnicos. En los
organismos fotosintéticos eucariotas, los organelos en donde se realiza la fotosintesis se
denominan cloroplastos. Dentro de éstos, existe un extenso sistema de membranas
lipoprotéicas denominadas tilacoides y asociadas a ellas los complejos proteico-
pigmentarios involucrados en la captura de la luz y los proceso de transferencia de la
energia de excitacion. Los elementos bdsicos necesarios para la fotosintesis oxigénica son

la luz, el carbono inorgénico y el agua, los cuales generan moléculas organicas seguin:

CO; + 2H,0 + energia luminosa — [CH,0] +O, +H,0
Aunque parece una reaccion simple, el proceso fotosintético involucra a un gran nimero de
moléculas que cumplen funciones especificas en las diferentes etapas del proceso conocidas
como etapa clara y etapa oscura. La etapa clara involucra: (1) la absorcion de la luz y la
distribucién de la energia mediante los sistemas de antenas; (2) la transferencia primaria de
electrones en los centros de reaccion; (3) la estabilizacion de la energia por procesos
secundarios. La etapa oscura incluye la secuencia de reacciones mediante las cuales el
potencial quimico generado en la etapa clara (ATP y NADPH) se usa para fijar y reducir el

carbono inorgénico.

* Esta seccién es una recopilacion de informacién obtenida de libros que tratan sobre el proceso fotosintético

como: Green y Parson 2003, Blankenship 2002, Rai y Gaur 2001, Falkowski y Raven 1997, Baker 1996.



El primer paso del proceso fotosintético consiste en la absorcion de luz por medio
de alguno de los pigmentos asociados con el aparato fotosintético. La absorcion de un fotén
crea un estado excitado que eventualmente permite que se realice la separacion de cargas en
el centro de reaccidon, donde se realiza la fotoquimica. Este proceso involucra la migracion
de estados excitados de una molécula a otra. Los pigmentos ubicados en la parte periférica
de los complejos colectores de luz absorben a longitudes de onda mads corta, y por lo tanto
mads energéticas que los que estdn en el centro. A medida que se realiza la transferencia de
energia, la energia de excitacién se mueve desde los pigmentos mds energéticos a los
menos energéticos, y al mismo tiempo hacia el centro de reaccion. Los sistemas de antena
incrementan la probabilidad de absorber energia al aumentar la seccién transversal de
absorcion. Bajo muchas circunstancias esto es una ventaja ya que la luz es una fuente de
energia relativamente diluida. Pero si la cantidad de energia absorbida es mayor a la energia
utilizable pueden producirse importantes dafios celulares. Por lo tanto, los sistemas de
antena estdn sujetos a importantes mecanismos de regulacion, reparacién y proteccion.

La transformacion de la energia de los estados excitados a cambios quimicos en las
moléculas se realiza en los centros de reaccién, que son complejos multiprotéicos
embebidos en la membrana tilacoide. Alli, una clorofila (P680) es llevada a un estado
electrénico excitado, tanto sea por absorcién directa de un fotén, o mds cominmente
mediante transferencia de energia por resonancia desde los sistemas pigmentarios. El
pigmento en estado excitado es un agente altamente reductor, el cual rdpidamente dona un
electrén a una molécula aceptora, formando el par P680"Pheo™. Esta es la reaccién primaria

de la fotosintesis, ya que la energia ha sido transformada de excitacién electrénica a



potencial redox. Si el electrén es simplemente transferido de Pheo™ a P680" el resultado
neto es que la energia se convierte en calor y se pierde. Para evitar estos eventos existe una
serie de rdpidas reacciones secundarias que separan espacialmente las cargas positivas y
negativas, lo cual reduce en varios 6rdenes de magnitud la posibilidad de recombinacion.

El esquema integrado de la etapa clara de la fotosintesis se presenta en la Figura 1,
tomando en cuenta solo la ruta lineal de transferencia de electrones, también conocido
como diagrama Z. La fotosintesis comienza con la excitaciéon de 2 moléculas de clorofila,
P680 en el fotosistema II (PSII) y P700 en el fotosistema I (PSI). La separacién de cargas
dd como resultado la oxidacion de P680 y P700. El potencial redox generado permite
oxidar una molécula de H,O en el PSII, generando 1/20,, 2H* y 2¢". Estos electrones son
transferidos del P680" a la feofitina (Pheo). Las reacciones posteriores previenen la
recombinacion ya que cuando Qa es reducida por la Pheo la energia puede usarse para
realizar fotoquimica. Posteriormente el electron de Q4™ es transferido a Qg, otra quinona.
Cuando Qg recibe 2 electrones se convierte en parte del pool de plastoquinonas (PQHo).
Este pool es posteriormente oxidado por el complejo del citocromo bef. La molécula
mediadora entre el citocormo bsf y el PSI es la plastocianina (PC), que dona un electrén a
la forma oxidada del P700, presente luego de que la luz provoca la separacion de cargas en
el PSI. El producto final del transporte de electrones por el PSI es la reduccién de la
ferrodoxina (Fd), que dependiendo de las necesidades celulares puede ser usado para la
reduccién de NADP' via la ferrodoxina-NADP" reductasa o para la reduccién de nitrato

por la nitrato reductasa. La generacion de adenosin-tri-fosfato (ATP) se produce mediante



el bombeo de H" acumulados desde el lumen hacia el estroma del tilacoide mediante la

ATP sintetasa.
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Figura 1: Esquema Z de la transferencia lineal de electrones durante la etapa clara de la
fotosintesis en los organismos fotétrofos oxigénicos eucariotas. El diagrama superior
muestra el esquema energético, mientras que el inferior muestra la interaccién con los
diferentes complejos protéicos involucrados en el proceso.



La regulacion de estos procesos es compleja y generalmente involucra 3 vias: la
velocidad de las reacciones (las cuales dependen del pH, de la concentracion de producto y
de la concentraciéon de sustrato), la presencia o ausencia de enzimas reguladoras o
cofactores, y el control genético de la velocidad de sintesis de dichas enzimas. Esta
regulacion determina el grado de flexibilidad que posee la maquinaria fotosintética, lo cual
genera que algunos organismos puedan vivir en un gradiente luminico amplio mientras que
otros estén restringidos a vivir exclusivamente en ambientes de alta o baja luz.

De acuerdo a lo anterior, las plantas y algas pueden ser clasificadas en dos
categorias de acuerdo a la cantidad de luz necesaria para saturar su aparato fotosintético
(Salisbury y Ross 1969). El aparato fotosintético de las especies adaptadas a sol se satura a
irradiancias una quinta parte o mas de la luz solar directa mientras que en las especies
adaptadas a sombra se satura a intensidades equivalentes a una décima parte o menos de la
luz solar directa. Estos organismos presentan diferencias tanto en caracteristicas
morfoldgicas, fisiologicas y bioquimicas (Eichelmann et al. 2005), las cuales se reflejan en
las curvas fotosintesis vs. irradiancia (curva P-E; Figura 2). La eficiencia fotosintética (o)
medida como la pendiente inicial de la curva P-E es mayor en especies adaptadas a sombra,
aunque la tasa médxima de fotosintesis (Pn.x) €s mayor en las especies adaptadas a sol.
Debido a lo anterior, la irradiancia de saturacién (Ex) es mayor en la especie adaptada a sol
(Ting 1982). Otras caracteristicas de las especies adaptadas a sol son cambios en la
estequiometria de los fotosistemas (mayor numero de PSI en comparacién con PSII), menor

concentraciéon de pigmentos asociados a los centros de reacciéon, mayor punto de



compensacion de CO, y la expresion de eficientes mecanismos fotoprotectores (Ting 1982,

Fujita et al. 2001).
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Figura 2: Curva P-E idealizada para una especie adaptada a sol (linea punteada- subindices
1) y una especie adaptada a sombra (linea continua- subindices 2). La linea gruesa
representa la pendiente inicial (o), que es mayor en la especie adaptada a sombra, mientras
que su P« y su Ex son menores.

Los procesos que le permiten a la célula sentir la cantidad de luz que llega a su
aparato fotosintético y que estdn involucrados en la regulacion de su maquinaria
fotosintética son al menos tres: 1) el proceso mediante el cual se monitorea el régimen de
luz, el cual se monitorea indirectamente por el estado redox del sistema de transporte de
electrones; 2) el proceso de transduccion de sefiales, que en muchos casos se ha demostrado

que es del tipo fosforilacion-de fosforilacion; 3) el proceso de regulacién de la trascripcion,



traducciéon o actividad de ciertas proteinas mediante factores cis-acting, trans-acting o
cofactores (Fujita et al. 2001). Estos mecanismos les permiten a los organismos tener cierta
flexibilidad en la etapa clara del proceso fotosintético.

Dentro de la etapa oscura la limitacion generalmente estd relacionada con la
disponibilidad de carbono inorganico, que depende de la actividad de las enzimas anhidrasa
carbonica (AC) Rubisco y Rubisco activasa. La limitacién por carbono inorgdnico
disminuye las tasas de fotosintesis y de crecimiento, mientras que provoca sobreexcitacion
del aparato fotosintético. En algas existen principalmente dos mecanismos para evitarla: 1)
mejorar la incorporacion de carbono inorgdnico (por ejemplo usar no s6lo CO, sino otras
fuentes de carbono inorganico); 2) mejorar la eficiencia de los transportadores internos de
carbono inorganico como la AC (revisado en Axelsson y Beer 2001).

Otro factor que afecta la eficiencia del proceso fotosintético es la disponibilidad de
nutrientes, ya que aunque la fijacion de carbono es indispensable para la construcciéon de
los esqueletos carbonados, para la formacion de macromoléculas ademds se necesita la
incorporacion de otros macro y micro nutrientes. El nitrégeno es un elemento indispensable
en macromoléculas estructurales y funcionales como proteinas, &4cidos nucleicos vy
polisacaridos. Dependiendo de la especie algal puede constituir entre el 1 y el 10% del peso
seco del organismo, mientras que en macroalgas como Laminariales y Fucales
generalmente constituye entre el 1 y el 6% del peso seco (Wheeler y North 1980). El efecto
de la limitacién por nitrégeno puede manifestarse en bajas tasas fotosintéticas junto con una
considerable disminucién en la concentracion de clorofila @ y un aumento de la

concentracion de carotenoides (Falkowski y Raven 1997).



La temperatura es otro factor clave dentro del proceso fotosintético por dos razones:
1) siendo la fotosintesis un proceso enzimdtico, la velocidad de las reacciones va a
depender de la temperatura; 2) el estado fisico de la matriz lipidica de las biomembranas
celulares depende de la temperatura. Por lo tanto, las reacciones quimicas y fisicas entre las
proteinas unidas a membranas van a estar influenciadas por la temperatura, no sélo por la
dependencia intrinseca de la reaccién a la temperatura sino también por el estado fisico de
la membrana. Esto afecta tanto a las proteinas que intervienen en la etapa clara de la
fotosintesis (especialmente las de la cadena de transporte de electrones), a las de la etapa
oscura de la fotosintesis (especialmente a las del ciclo de Calvin) y a las proteinas
involucradas en la asimilacion de nutrientes. A su vez la temperatura afecta otros procesos
fisicos como la solubilidad de gases en el agua. A mayor temperatura menor disolucién de
gases como CO, lo que puede provocar una baja disponibilidad de este gas y llevar a
limitacién por carbono inorgdnico. Por lo tanto, la temperatura es un factor que
desencadena una serie de respuestas que directa o indirectamente afectan a la maquinaria

fotosintética (revisado en Peschek y Zoder 2001).

1.3. Fotoinhibicion y fotoproteccion

La luz es un recurso necesario en el proceso fotosintético y la adquisicion de este
recurso ocurre de manera pasiva. La absorcién de un exceso de luz provoca por un lado la
acumulacion de pigmentos en estados excitados, y por otro la acumulacién de
transportadores electronicos reducidos como la plastoquinona, lo que dificulta la separacion

de cargas en el PSII y provoca que se incremente el tiempo de vida medio del centro de



reaccion excitado (Krause y Weis 1991). La permanencia de la excitacion en el centro de
reaccion permite la formacion de radicales altamente toxicos, ya que este proceso necesita
mds tiempo en comparaciéon con la separaciéon de cargas. Estos radicales son
potencialmente peligrosos para la célula ya que pueden degradar proteinas con la
consecuente inactivacion del transporte de electrones en el PSII (Aro et al. 1993, Fujita et
al. 2001).

Evolutivamente, los organismos fotosintéticos han desarrollado mecanismos
fotoprotectores para minimizar la degradaciéon de proteinas del aparato fotosintético en
presencia de alta luz. Algunos mecanismos fotoprotectores disminuyen la absorciéon de
energia en el PSII mientras que otros favorecen la disipacion de la energia ya absorbida. El
ciclo de las xantofilas (XC) es un mecanismo para proteger al PSII de alta luz mediante la
activacion de la enzima violaxantina de-epoxidasa (VDE) via acidificacién del lumen de los
tilacoides y la presencia de ascorbato. La VDE cataliza la conversién de los pigmentos
carotenoides violaxantina (Vio) a zeaxantina (Zea) via el intermediario anteraxantina (Ant;
Figura 3). La Zea de manera directa o indirecta disipa el exceso de energia en las moléculas
de clorofila a de los sistemas colectores de luz. Como es un ciclo, la Zea puede volver a
convertirse en Ant mediante la activacion de la enzima zeaxantina epoxidasa (ZEP), siendo
necesaria la presencia de oxigeno molecular y NADPH. Es importante destacar que la
conversion de Vio a Zea es mds rdpida que la de Zea a Vio (ver la revisién de Pfiindel y

Bilger 1994).
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Figura 3: Representacion esquematica de la conversion de los pigmentos involucrados en
ciclo de las xantofilas, segiin haya alta o baja luz.

La asociacién entre el ciclo de las xantofilas y la fotoproteccién se basa en la
correlacion que existe entre la disipacion del exceso de energia en forma de calor en el PSII
y la formacién de Zea (Demmig Adams 1990). Una manera de medir esta disipacion
térmica es mediante la reduccion de la fluorescencia del PSII, proceso que se conoce como
disipacién no fotoquimica de la fluorescencia (NPQ). Los procesos fisioldgicos que forman
parte del NPQ son complejos y heterogéneos. En general, estos procesos se agrupan en tres

categorias: 1) “quenching” dependiente de la energia (qg), regulado en gran medida por el



pH del lumen de los tilacoides; 2) “quenching” fotoinhibitorio (qr) relacionado con la
depresion de la tasa fotosintética a luz saturante; 3) estados de transicién (qr) que reducen
la fluorescencia méxima mediante la excitacion preferencial del PSII o PSI (Owens 1996).
Al menos en plantas, bajo condiciones normales de crecimiento se cree que qg es el
componente mds importante del NPQ total (revisado en Horton y Ruban 2005) mientras
que bajo condiciones severas de estrés (luz en exceso) qr se vuelve el proceso dominante
(Owens 1996). Aunque no se conocen con exactitud los mecanismos que controlan la
induccion de NPQ, para plantas superiores se sabe que tanto el gradiente del pH (ApH), la
concentracion de Zea y la presencia de la subunidad PsbS juegan un papel importante
(Gilmore 1997, Horton et al. 1996, Horton y Ruban 2005). El mecanismo propuesto mas
simple se basa en que la Zea tiene la capacidad de desactivar el estado de excitacion de la
clorofila a via transferencia de energia singulete-singulete (Frank et al. 1994). Otro
mecanismo se basa en la protonacion de algunas de las subunidades del PSII, lo que
promueve una alteracion en la organizacion de la antena y provoca la disipacion térmica
(Horton et al. 1996). En macroalgas café no se conoce con exactitud el mecanismo que
controla el NPQ total, pero la falta de evidencia bioquimica de la presencia de la subunidad
PsbS (Miiller et al. 2001) y la ausencia del mecanismo qr (Owens y Wold 1986, Fork et al.
1991) permiten hipotetizar que el mecanismo podria ser diferente al propuesto para plantas

superiores.



1.4. Ecologia de Macrocystis pyrifera

Macrocystis pyrifera (L. Agardh) es la macroalga dominante en la zona submareal
de las costas rocosas de la corriente de California (Dayton 1985). Se clasifica en la division
Heterokontophyta; clase Phaeophyceae; orden Laminariales; familia Lessoniaceae; género
Macrocystis; especie Macrocystis pyrifera. En el Hemisferio Norte se distribuye en las
costas del Océano Pacifico desde Point Conception, U.S.A., hasta la zona de Bahia
Asuncién, México (North 1971a), zona de biotransicion geografica donde encuentra su
limite sur de distribucién en el Hemisferio Norte. Esta especie también se encuentra en la
costa oeste de América del Sur (incluyendo las costas de la Patagonia Argentina y las Islas
Malvinas) y en el sur de Africa y de Australia (North 1971a). Las caracteristicas fisicas mds
importantes que comparten estos sitios es que la temperatura del agua no suele superar los
20 °C y sus regimenes oceanograificos estdn caracterizados por presentar frecuentes eventos
de surgencias costeras (North 1971a

Morfolégicamente en M. pyrifera (Figura 4) pueden distinguirse las hojas, los
pneumatocistos (6rganos de flotacién que se encuentran en la base de cada hoja), los estipes
(andlogo a los tallos de las plantas superiores), los esporofilos (tejido reproductivo que se
encuentra en la base de los organismos adultos) y el grampdn, que es el 6érgano de fijacion
al sustrato y a diferencia de las raices en las plantas superiores, no se ha demostrado que
tenga funcién de absorcidon de nutrientes. La fronda es el conjunto de todas las hojas que
con sus pneumatocistos crecen a partir de un mismo estipe. Un organismo adulto puede
tener alrededor de 40 frondas en varios estadios de crecimiento y hasta unas 300 hojas a lo

largo de cada estipe (North 1971a).



Figura 4: Representacion de un organismo adulto de 1-2 afios de edad de Macrocystis
pyrifera donde se muestran las distintas partes que conforman un organismo. Tomado de
Neushul y Haxo 1968.

La profundidad a la que se encuentra el grampon generalmente no excede los 30
metros de profundidad aunque una planta puede crecer hasta 60 metros de longitud, y en
algunos sitios particulares como las Islas Malvinas hasta 100 m (Van Tussenbroek 1989).
Por lo tanto, una proporcién importante de los organismos se extiende sobre la superficie
del mar formando el dosel. La tasa de elongacién de frondas varia estacionalmente, con un
maximo en primavera de hasta 0.5 m por dia (Gerard 1982). Aunque esta especie es
perenne (hay registro de grampones de hasta 30 afos de edad, North 1971b), las frondas

viven en promedio 6-9 meses y una hoja vive en promedio 4 meses (North 1971b).



Si bien no es una planta vascular, esta especie ha desarrollado al menos dos
estrategias para evitar sufrir limitacion nutricional. Una estrategia es la capacidad de
translocar tanto iones como compuestos organicos e inorgdnicos (Manley 1981, Manley
1984). La sintesis de compuestos orgdnicos y la rdpida absorcién de compuestos
inorgdnicos provocan altas concentraciones de solutos en el interior de la macroalga, lo que
a su vez genera tendencia para absorber agua del exterior y movilizarla junto con esos
solutos a través de tubulos hacia las regiones apicales donde la concentraciéon de solutos
generalmente es menor pero la irradiancia es adecuada para el proceso de fotosintesis
(Manley 1984). La otra estrategia es la incorporacién de lujo de nitrégeno y fésforo, la cual
ocurre durante las épocas en que estos elementos se encuentran en abundancia (por ejemplo
durante eventos de surgencia), mientras que las reservas las utilizan cuando las fuentes
externas son inadecuadas (Gerard 1982, Manley y North 1984).

Los principales factores ecolégicos que afectan la supervivencia de las poblaciones
de esta especie incluyen: el movimiento del agua, la disponibilidad de nutrientes
(especialmente de nitrato), la temperatura del agua, la competencia por el sustrato con otras
especies algales, el pastoreo por peces e invertebrados marinos, la iluminacién y la
sedimentacion, mds o menos en ese orden de importancia (North 1971a, Dayton 1985). Sin
embrago otros autores establecen que la distribucién y abundancia de muchas especies
algales se ve principalmente afectada por la temperatura del agua (van den Hoek et al.
1995).

La fisiologia de esta especie ha sido pobremente caracterizada tomando en cuenta

la complejidad estructural de los organismos y la variabilidad del ambiente en el que viven



(ver la siguiente seccion). Arnold y Manley (1985) caracterizaron la variabilidad en los
procesos de fotosintesis y respiracion en diferentes tejidos de M. pyrifera encontrando que
las hojas son las que tienen la mayor capacidad para realizar fotosintesis neta (3.07 mgCe g
peso himedo™'s hora™), seguida por los esporofilos y los estipes, mientras que el grampén
no presentd actividad fotosintética. Con respecto al efecto de la edad, Wheeler (1980)
reporta que la maxima tasa de fotosintesis neta decrece con la edad del tejido tanto en base
al drea como a la concentracién de clorofila @ y que la concentracion de pigmentos
(clorofila a, clorofila ¢ y fucoxantina) fue constante a lo largo de la mayor parte de las
frondas. Sin embrago, Smith y Melis (1987) reportan un aumento en la concentracién de
pigmentos accesorios en hojas colectadas a 20 m de profundidad con respecto a la
composiciéon pigmentaria de las hojas de superficie. Con respecto al efecto de la
temperatura, entre 14 y 18 °C la tasa de crecimiento es constante, mientras que por encima
de esa temperatura esta tasa disminuye fuertemente (Zimmerman y Kremer 1984), al igual
que su capacidad fotosintética (Clendening 1971). Para esta especie se considera que la
temperatura critica es de 20 °C, aunque las poblaciones del limite sur de distribucién del
Hemisferio Norte parecen estar adaptadas a temperaturas mayores (Ladah et al. 1999). Con
respecto al efecto de la concentracion de nitratos, la tasa de crecimiento aumenta de manera
exponencial en el rango de 0 a 3 uM, concentracion a la cual alcanza su tasa mdxima de

crecimiento (Zimmerman y Kremer 1984).



L.5. Variabilidad ambiental dentro de un manto de M. pyrifera

La luz que llega a la superficie del mar varia estacionalmente, con irradiancias y
dosis maximas durante el verano, no sélo de radiacién fotosintéticamente activa (PAR) sino
también de radiacion ultra violeta (UV; Villafafie et al. 2004). La irradiancia que llega a la
superficie del mar disminuye exponencialmente con la profundidad debido a procesos de
atenuacion en la columna de agua, asimismo existen cambios en la calidad espectral (Kirk
1992). La irradiancia en la columna de agua dentro de un manto de Macrocystis pyrifera
puede variar desde un méximo de 2000 pmol fotonesem™ss™ en la superficie a irradiancias
de alrededor 20 pmol fotonessmes™ a 13 metros de profundidad durante el verano, siendo
entre los 0 y los 3 metros de profundidad la zona donde hay mayor atenuacién de luz (Dean
1985).

La temperatura en la columna de agua presenta una clara variacién estacional y
depende de la profundidad. Durante la primavera en Baja California la diferencia de
temperatura entre la superficie y 16 m de profundidad es mucho menor a la que se presenta
durante el verano, donde la amplitud entre superficie y 16 m de profundidad puede alcanzar
hasta 7 °C (Ladah et al. 2005). En la localidad de Campo Kennedy, Baja California, durante
el verano se alcanzan temperaturas superficiales maximas de alrededor de 20 °C, aunque
durante eventos de “El Nifio” la temperatura puede superar los 22 °C (Figura 5; Ladah y
Zertuche-Gonzalez 2004).

Con respecto a los nutrientes en el Sistema de la Corriente de California el fésforo
raramente es un recurso limitante, mientras que el nitrogeno lo es mds cominmente

(Manley y North 1984) y su concentracién se encuentra negativamente relacionada de



manera lineal con la temperatura del agua hasta que ésta llega a 15.5 °C, temperatura a la
cual su concentracién es menor a 1 uM (Jackson 1977, Zimmerman y Kremer 1984,

Zimmerman y Robertson 1985).
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Figura 5: Temperatura superficial del mar (SST) e indice de surgencias (PFEL upwelling)
para la localidad de Campo Kennedy, Baja California, México. El periodo de estudio
comprendié desde 1995 a 1999, mientras que el promedio de 9 afios comprendié desde
1991 hasta 1999. Tomado de Ladah y Zertuche-Gonzélez 2004.

La concentracién de nutrientes en la zona aledafia a un manto de Macrocystis
pyrifera cerca de San Diego, USA, presenta una clara variacion estacional y también

depende la profundidad. La concentracion de nitrato en superficie es baja la mayor parte del



afio (<0.5 uM), mientras que por debajo de los 4.5 m de profundidad generalmente excede
este valor. La mdxima concentracion de nitrato se ha reportado en primavera y la minima
en verano (Jackson 1977). En la localidad de Campo Kennedy, Baja California, el indice de
surgencias muestra durante todo el afio valores positivos, siendo los mayores transportes de
abril a junio y los menores de diciembre a enero (Ladah y Zertuche-Gonzalez 2004; Figura
5).

Durante el verano no sélo hay una mayor amplitud térmica entre superficie y fondo
sino que ademds puede presentarse el fendmeno de estratificacion de la columna del agua.
Esto provoca dos tipos de ambientes: por encima de la termoclina la temperatura del agua
es alta y la concentracion de nutrientes es baja, mientras que por debajo de la termoclina la
temperatura del agua es baja y la concentracion de nutrientes es alta. Esto genera que bajo
condiciones de estratificacion, el deterioro del manto sea mds notorio en el dosel y las dreas
superficiales que en las porciones del manto que se encuentran por debajo de la termoclina,
las cuales pueden sobrevivir practicamente sin sufrir pérdidas o dafios (North y
Zimmerman 1984). En casos extremos en donde toda la columna de agua se encuentra bajo
concentraciones de nitratos muy bajas (menores a 1 pM) los organismos pueden sobrevivir

hasta por tres semanas utilizando las reservas de nitrogeno que almacenan (Gerard 1982).

1.6. Deterioro de verano
Muchas especies algales tienen un ciclo de crecimiento estacional, comenzando a
crecer en invierno y reduciendo o deteniendo su crecimiento en verano. Este es el caso para

Macrocystis pyrifera., Laminaria sp. y Pterygophora californica (Lining 1993). El



deterioro del dosel de Macrocystis pyrifera ocurre frecuentemente durante el verano en los
mantos del Sur de California y Baja California (North 1971a) y es denominado “sindrome
del verano". Este incluye pérdida de coloracién en los tejidos, lesiones en las frondas,
mayor fragilidad y posibilidad de rotura o desprendimiento, aumento de la cobertura de
organismos incrustantes, perforaciéon de pneumatocistos y pérdida de zonas apicales (North
1971a). A nivel fisiolégico, la capacidad fotosintética disminuye al igual que la
concentracion de clorofila a (Gerard 1984) y la concentracién de nitrégeno en el tejido
(North y Zimmerman 1984). Mientras que algunos de estos sintomas se presentan por la
escasez de nutrientes, por ejemplo la pérdida del color, otros pueden ser efectos indirectos
del aumento de la temperatura, por ejemplo las lesiones causadas por aumento de la

actividad microbiana (North 1971a).

1.7. Planteamiento del problema

La fisiologia fotosintética en Macrocystis pyrifera ha sido pobremente documentada
y en algunos casos la informacion es confusa y hasta contradictoria debido a la falta de
homogeneidad en la colecta de material (profundidad de la cual proviene el tejido) y a la
falta de informacién sobre la variacion de su fisiologia bajo diferentes condiciones
ambientales. Esto genera informacién fragmentada que es dificil de interpretar. Asi mismo,
hasta la fecha no se ha reportado cudl es el grado de capacidad fotoprotectora que alcanza
en superficie ni como se modifica ésta en funcién de la profundidad o la estacionalidad.

Esta especie es interesante para el estudio de su fisiologia debido principalmente a

dos factores: su tejido fotosintético se desarrolla a través de un gradiente de luz,



temperatura y concentracion de nutrientes, y alcanza las mayores tasas de crecimiento entre
las especies algales conocidas, lo cual implica que esta especie debe ser capaz de alcanzar
altas tasas fotosintéticas (revisado en Arnold y Manley 1985) para poder producir grandes
cantidades de fotosintetato necesarias para generar el tejido nuevo. Estas caracteristicas
hacen de M. pyrifera una especie unica para el estudio de su fisiologia ya que un sélo
organismo, al estar expuesto a diferentes condiciones ambientales, debe poder expresar
diferencialmente mecanismos de fotoaclimatacidn, fotoproteccién y absorcién de nutrientes
de acuerdo a su posicion en la columna de agua. Esta tesis trata sobre la regulacion de la
actividad fotosintética en la escala espacial (diferencias en relacioén a la profundidad a la
que crece el tejido fotosintético) y temporal (fisiologia de primavera versus fisiologia de
verano) en organismos adultos de Macrocystis pyrifera.

En el capitulo 2 de esta tesis se presenta un andlisis detallado sobre la capacidad
fotosintética y fotoprotectora de hojas provenientes de diferentes profundidades de
organismos adultos. El objetivo fue caracterizar la respuesta fisiologica individual ante
diferentes condiciones de aclimatacion por luz con el fin de comprender la regulacién de la
actividad fotosintética en la escala espacial de organismos adultos. El anélisis fue realizado
en base a diferencias en cuanto a absorcién de luz, composicién pigmentaria, composicion
elemental, peso seco y peso himedo, médxima eficiencia cudntica operativa del PSII
(Fv/Fm), caracteristicas fotosintéticas derivadas de las curvas fotosintesis-irradiancia (P-E)
y de transporte de electrones (ETR-E) durante la estacion de primavera del 2005 en la

localidad de Campo Kennedy, Baja California.



En el capitulo 3 se compararon los pardmetros fisiologicos obtenidos en primavera
con los obtenidos en verano. El objetivo fue caracterizar las diferencias fisiologicas entre
ambas estaciones y relacionarlo con los sintomas del deterioro de verano con el fin de
comprender la regulacién de los mecanismos fotosintéticos en la escala temporal, tomando
en cuanta primavera y verano como estaciones extremas dentro de su ciclo de vida. Se
encontré que la composicién elemental entre ambas estaciones fue similar pero las tasas
fotosintéticas y la capacidad de fotoproteccion fueron menores en verano.

Debido a los altos valores de disipacion térmica encontrados en las hojas de
superficie y cercanas a la superficie (Capitulos 2 y 3) y a la falta de informacion sobre el
mecanismo que permite la formacion de NPQ en macroalgas, se investigd sobre los
mecanismos que permite la formacion de NPQ en esta especie. Los resultados se discuten
en el contexto de las diferencias encontradas con el modelo propuesto para plantas
superiores (Capitulo 4).

Finalmente en el capitulo 5 se presenta una discusion general sobre los resultados

obtenidos y sobre las hipdtesis generadas con los datos obtenidos en este trabajo.

L7.1. Objetivo general



Caracterizar la respuesta fisiologica individual ante diferentes condiciones
ambientales con el fin de comprender la regulacion de la actividad fotosintética en la escala

espacial y temporal en organismos adultos de Macrocystis pyrifera.

1.7.2. Hipétesis general
Macrocystis pyrifera es una especie con una gran plasticidad fisiolégica en cuanto a
fotoaclimatacién y fotoproteccion, dado que su tejido fotosintético se desarrolla en un

amplio gradiente ambiental tanto en la escala espacial como temporal.

1.7.3. Hipétesis particulares

1. (Capitulo 2) Un sélo organismo, al ocupar toda la columna de agua, debe expresar
diferencialmente sus mecanismos de fotoaclimatacion y de fotoproteccion de
acuerdo a la posicion que ocupa el tejido fotosintético en la columna de agua.

2. (Capitulo 3) Durante el verano, la reduccion en las tasas fotosintéticas estd
relacionada con la reduccion en la capacidad fotoprotectora en organismos adultos
de Macrocystis pyrifera.

3. (Capitulo 4) El mecanismo que controla NPQ en cromofitas y especialmente en

heterokontofitas, es diferente al modelo propuesto para plantas superiores.

Capitulo 2



Regulacion diferencial de los mecanismos de fotosintesis y fotoproteccion de

Macrocystis pyrifera en la escala espacial

I1. 1. RESUMEN

Macrocystis pyrifera (L) C. Agardh es una macroalga formadora de dosel que ocupa toda la
columna de agua, por lo que su tejido fotosintético estd expuesto a un amplio rango de
factores ambientales, especialmente en relacion a la cantidad y calidad de luz. En el
presente trabajo se estudid la capacidad fotosintética, la capacidad de absorcién de luz, la
composicion pigmentaria y la capacidad de disipacion térmica en hojas de diferentes
estratos de organismos adultos, durante la estacion de primavera ya que es cuando los
organismos alcanzan la maxima tasa de elongacién de frondas. El objetivo fue caracterizar
las respuestas fotoaclimatativas y fotoprotectoras de M. pyrifera de acuerdo a la posicion
del tejido fotosintético en la columna de agua. La respuesta mds importante fue la gran
capacidad fotoprotectora en las hojas de la superficie, en donde ademds se detectd la mayor
acumulacion de compuestos que absorben luz ultravioleta, carotenoides fotoprotectores,
pigmentos del ciclo de las xantofilas y capacidad de disipacion térmica. Estas
caracteristicas le permiten a las hojas de la superficie presentar las mayores tasas
fotosintéticas y de transporte de electrones. Por lo tanto, las hojas superficiales hacen la
mayor contribucion a la produccién total mientras que las hojas basales, que mostraron el
patrén opuesto, no contribuyen significativamente a la produccidon de fotosintetato pero
podrian ser importantes para otras funciones, como la incorporacién de nutrientes.

I1.2. INTRODUCCION



Los organismos autétrofos necesitan de la luz solar para dirigir el proceso de
fotosintesis. Sin embargo, la luz no es un recurso constante y los organismos fotoautétrofos
tienen que enfrentarse a variaciones en la escala tanto temporal como espacial de este
recurso. En el transcurso de la evolucion, algunas especies han eficientizado su
metabolismo para vivir en condiciones de luz intensa o de sombra, mientras que otros han
desarrollado estrategias para poder vivir en un gradiente de irradiancias, como es el caso de
las especies formadoras de dosel (Eichelmann et al. 2005).

Las plantas y las algas pueden ser clasificadas en dos categorias de acuerdo a la
cantidad normal de luz requerida para saturar su aparato fotosintético. La tasa de
fotosintesis en las especies de sol se satura a intensidades 1/5 de la luz solar directa,
mientras que en especies de sombra la tasa de fotosintesis se satura a intensidades mas
bajas que 1/10 de la luz solar directa (Salisbury y Ross 1969). Asi mismo, la fisiologia y la
morfologia de las especies de sol presentan diferentes caracteristicas. Las especies de sol
tienen menos pigmentos asociados a los centros de reaccion y menor eficiencia fotosintética
(o), mayor tasa maxima fotosintética (Pp,x), mayores mecanismos fotoprotectores, mayor
punto de compensacion de CO, y mayor punto de compensacion de luz (Ex) que las
especies de sombra (Ting 1982, Fujita et al. 2001 ver Figura 2). Por lo tanto, los
organismos de luz y sombra han adaptado su metabolismo a vivir en condiciones de alta o
baja luz, respectivamente (Lichtenthaler y Babani 2004, Eichelmann et al. 2005).

En el ambiente acudtico, una fuente extra de variabilidad es que la intensidad de la
luz disminuye exponencialmente con la profundidad debido a los procesos de atenuacién de

la luz en la columna de agua, lo cual también provoca cambios en la calidad espectral (Kirk



1992). La luz es un factor importante que determina la zonacién de algas (Liinning 1990).
Algunas especies proliferan en ambientes de alta irradiancia, mientras que otras estin
confinadas a aguas profundas y a su vez entre ellas difieren en sus requerimientos
nutricionales, en sus rangos 6ptimos de temperatura y en su capacidad para colectar luz
(Liining 1990, Lobban y Harrison 1994, Rodrigues et al. 2002).

Por ejemplo Laminaria abyssalis una especie restringida a ambientes profundos
(hasta 60 m de profundidad), es altamente susceptible a la fotoinhibicion pero es muy
eficiente en absorber luz cuando es comparada con L. digitata, una especie somera
(Rodrigues et al. 2000, 2002). Otro elemento clave en la zonacidn algal es la plasticidad de
cada especie. El rango de profundidad de algunas especies estd asociado a su capacidad
para aclimatarse a diferentes condiciones luminicas. Ecklonia radiata se distribuye desde
los 3 hasta los 12 metros ya que el ajuste de su aparato fotosintético les permite alcanzar
tasas fotosintéticas Optimas en este rango de profundidades (Fairhead y Cheshire 2004).
Pero poco se conoce sobre la respuesta fisiolégica que tienen organismos que al ocupar
toda la columna de agua viven en un gradiente de irradiancias, temperaturas y
concentracion de nutrientes, como es el caso de Macrocystis pyrifera. Esta especie puede

experimentar irradiancias desde 2000 pmol fotonessmes™ en la superficie mientras que a
13 m de profundidad la intensidad luminica es aproximadamente 20 wmol fotonesem Zes™
dentro de un manto de sargazo (Dean 1985).

Macrocystis pyrifera (Phaeophyceae, Laminariales), comtinmente llamado Sargazo

Gigante, es una de las mds grandes algas marinas conocidas, y un importante productor

primario en la zona costera templada (Dayton, 1985). Un organismo adulto puede tener 40



0 mas frondas en varios estadios de crecimiento adosadas a su grampoén, el 6rgano de
fijacion al sustrato rocoso, y cada una de ellas puede medir unos 25 metros y contener unas
300 hojas a lo largo de su estipe (North, 1971a). Debido a que ocupa toda la columna de
agua, desde profundidades de 40 metros hasta la zona submareal somera y en algunos casos
la intermareal (Ladah, 1999), sus frondas crecen a lo largo de un gradiente de irradiancias,
temperatura y concentracion de nutrientes (North, 1971a), y desde el punto fotobioldgico,
esta especie ocupa un gran nimero de nichos microclimatolégicos (Wheeler, 1980).
Probablemente es el Unico organismo fotoautétrofo que experimenta una variacién tan
amplia en factores ambientales, especialmente en los relacionados con cambios en la
cantidad y calidad de luz. Por lo tanto, un organismo debe tener la plasticidad de vivir en
este gradiente de ambientes mediante la expresion diferencial en sus respuestas
fotoaclimatativas y fotoprotectivas de acuerdo a la posicion del tejido fotosintético en la
columna de agua.

El presente capitulo presenta los resultados obtenidos de mediciones de ciertos
aspectos fotobioldgicos en funcion de la posicion de su tejido en la columna de agua. El
objetivo fue caracterizar la respuesta de un s6lo organismo a diferentes condiciones de luz.
Asi mismo, se realizaron mediciones de la capacidad para inducir quenching no
fotoquimico de la clorofila a (NPQ) como un estimador de la capacidad de fotoproteccién
en la especie, para contestar la pregunta de qué tan grande es la capacidad de disipar el

exceso de energia en forma de calor, y si esta capacidad varia con la profundidad.

I1.3. MATERIALES Y METODOS:



Material de estudio. L.as muestras de Macrocystis pyrifera fueron colectadas de la zona

submareal del manto ubicado en la localidad Campo Kennedy (31°41.96 N; 116° 40.90 W)
cercano a la ciudad de Ensenada, Baja California, México. Esta localidad se encuentra en el
rango medio de distribucién de la especie en el Hemisferio Norte. Para la zona del Sur de
California la temperatura promedio en primavera es de 15.5 °C en la superficie y decrece a
13 °C a 9 m de profundidad, mientras que la concentracion de NO; varia desde 0.5 uM en
superficie a 6 UM a 9 m de profundidad (Jackson 1977). En base al didmetro del grampdn
(North 1971a) se muestrearon organismos adultos de 2 afios de edad y 18 m de longitud los
dias 31 de marzo y 12 de mayo del 2005. En el muestreo del 31 de marzo se colectaron
hojas de 3 plantas: una fue muestreada desde la superficie (0 m) hasta el fondo a intervalos
de 3 m, mientras que las otras dos solo fueron muestreadas a 0, 3 y 6 m. El 12 de mayo se
muestrearon 2 organismos diferentes desde la superficie al fondo a intervalos de 3 m. Por
cada profundidad se colectaron 4 hojas diferentes, las cuales fueron etiquetadas, mantenidas
en oscuridad y transportadas al laboratorio en hieleras con agua de mar. El tiempo entre la
colecta y el procesamiento de las muestras no excedi6 las 2 horas.

Cuatro discos de tejido de 1.2 cm de didmetro fueron cortados con un sacabocados a
unos 10 cm del nematocisto sobre el eje central de cada una de las hojas libres de epifitas
visibles. Los discos de las 4 hojas de cada profundidad fueron mezclados y se tomaron al
azar para la medicion de las diferentes variables. Algunos discos fueron usados
inmediatamente mientras que otros fueron mantenidos por menos de 24 hs en matraces de
250 mL con 200 mL de agua de mar filtrada, en un incubador con un foto periodo 12:12 a

17 £ 0.5 °C con aireacion vigorosa y una intensidad luminica de 75 umoles de fotonesem



%5 provistos por una limpara fluorescente de luz fria de 54 watts (Tecno Life). La
irradiancia fue medida con un irradiometro LI-1000 (LI-COR, Inc.) y expresada en PAR

(400- 700 nm).

Composicion _elemental y determinacion de peso y composicion pigmentaria. El peso

himedo fue medido inmediatamente después del corte de los discos para evitar la pérdida
de agua o alginatos. El peso seco se obtuvo después de mantener los discos por 24 hs en
una estufa a 60 °C. En cada caso se analiz6 la composicion elemental para la determinacion
de carbono y nitrégeno, donde cada disco fue secado a 60 °C por 24 horas, molido en
mortero y analizado por el método de combustion completa en Analizador Elemental- 440
(Exeter Analytical Inc, MA, USA). C y N se reportan como porcentaje de peso seco (%C y
%N).

La cuantificacién de pigmentos se realiz6 mediante Cromatografia Liquida de Alta
Precision (HPLC), como se describe en Van Heukelem y Thomas (2001), modificado en el
perfil de abastecimiento de solventes (%B, min): 5%, 0 min; 5%, 5 min; 95%, 22 min;
95%, 27 min; 5%, 30 min. Las extracciones se realizaron en 3 mL de acetona fria previa
molienda del tejido en nitrogeno liquido. Los extractos fueron mantenidos por 1 hora en
oscuridad a 4 °C, clarificados por centrifugaciéon a 12000 xg por 5 min y almacenados a -20
°C por menos de 24 horas hasta el andlisis por HPLC. El equipo de HPLC (Shimadzu AV-
10) estaba equipado con una columna de fase reversa Zorbax ODBC-8 (4.6 x 150 mm, 3.5
um tamafio de particula). El protocolo fue calibrado y los factores de calibracion se

obtuvieron de estdndares puros de clorofilas y carotenoides (DHK, Inc. Suiza). El estado de



de-epoxidacion de los pigmentos involucrados en el ciclo de las xantofilas (DPS) se calcul6
como:

DPS= ([Zea] + 0.5 [Ant])/ ZXC (1)
donde Ant y Zea representan la concentracién de anetarxantina y zeaxantina,
respectivamente. XXC representa la suma del conjunto de los pigmentos del ciclo de las
xantofilas (XC) conformado por violaxantina (Vio), anteraxantia (Ant) y zeaxantina (Zea).
DPS representa el estado fotoprotector de los carotenoides del XC ya que Ant y Zea estidn
involucrados en la disipacion de energia en forma de calor que fotoprotege al aparato
fotosintético (Pfiindel y Bilger 1994).

Mediciones de absorcion de luz. La absorcion espectral fue medida usando el método de la

esfera integradora. La absorcién de luz fue medida en una seccion de hoja de 1 cm de ancho
dentro de una celda de cuarzo de 3 mL llena de agua de mar. La seccion de la hoja fue
puesta contra la pared de la celda mirando a la esfera integradora y cubriendo
completamente el haz de luz. La transmitancia (T) se registr6 desde 300 a 750 nm a
intervalos de 1 nm con un espectrofotometro Perkin-Elmer Lambda 40. Como referencia
(blanco) se utilizé agua de mar. La absorbancia (D) se calcul6 como se describe en Geider
y Osborne (1992):

D =-log,,(1-A) (2)
donde A es la absortancia calculada como 1- (R+T). La reflectancia (R) de las muestras fue
medida poniendo la cubeta en la parte posterior de la esfera integradora y usando un

estandar de referencia de 100% (Labsphere USRS-99-010). Ya que la reflectancia y la

dispersion fueron bajas (ver seccion de resultados), todos los datos fueron agrupados vy



usados para la estimacion de absortancia. La correccion de la absorcion no relacionada con
la composicién pigmentaria se realizé normalizando los datos de absortancia a 750 nm. La
capacidad de absorber luz se reporta como el promedio de la region PAR (region
fotosintéticamente activa, 400-700 nm) y mediante la absorciéon especifica a 675 nm
normalizada por la concentracién de clorofila a (Chl @) por unidad de drea en mg Chl ¢ m™

(p) como se describe en Enriquez (2005):

A gasrs =~ ln(l — Ags )/,0 3).

Mediciones de fluorescencia de clorofila a. Las mediciones de fluorescencia de clorofila a

(Chl a) para cada disco se realizaron con un fluorémetro de amplitud modulada sumergible
(Diving PAM, Walz, Germany), cuya fuente de luz modulada tiene una emisién a 428 nm.
La nomenclatura y los pardmetros calculados siguen lo reportado por Van Kooten y Snel
(1990). Para las determinaciones de maxima eficiencia fotosintética del fotosistema II
(PSII), los discos fueron adaptados a oscuridad por 5 minutos y la fluorescencia basal (Fy)
se obtuvo al colocar la sonda del fluorémetro a una distancia de 10 mm y prender la luz de
medicion, mientras que la Fluorescencia médxima (F,,) se determind dando un pulso de 0.8
segundos de luz actinica saturante (2600 pmol photons'm'2°s'l). Fy se establece cuando
todos los centros de reaccion estdn abiertos, es decir que el aceptor primario (Qa) estd
totalmente oxidado. F,, se establece cuando todos los centros de reaccion estdn cerrados y
Qa estd completamente reducido, lo que provoca que la eficiencia fotoquimica sea 0 y la

fluorescencia sea maxima.



La tasa de transporte de electrones (ETR) a diferentes intensidades luminicas
(curvas ETR-E) fue medida en discos de tejido previamente aclimatados a oscuridad por 15
minutos. ETR se calcul6 mediante la siguiente férmula:

ETR = @pgy; ® Epar © 0.5 ¢ 0.80 4)
donde Dpgy es la separacion de cargas efectiva del PSII determinada como (F’,, —F)/F’,, =
AF/F’ . F' y F son la méxima y la minima fluorescencia en presencia de luz actinica,
respectivamente. Epar es la intensidad luminica aplicada en pumol fotonesem™2es ™!, 0.80 es la
fraccion de luz incidente absorbida (absortancia promedio) y el factor 0.5 se aplica debido a
que para el transporte lineal de electrones se requiera la absorciéon de un minimo de 2
fotones (Genty et al. 1989). Las curvas ETR fueron realizadas aplicando 12 intervalos
secuenciales de luz de 10 segundos cada una, hasta llegar a una irradiancia maxima de 1560
pumol fotonesemes™. La luz actinica fue provista por la fuente de luz interna del Diving
PAM.

La tasa méxima de transporte de electrones (ETRpy), la eficiencia en el transporte
de electrones (ETR) y la reduccién en el transporte en presencia de alta luz (BETR) se
obtuvieron aplicando el siguiente modelo (Platt et al. 1980):

ETR = ETR;,ux® (tanh (0tgtr/ ETRmax ® Epar)) *eXp (-Berr/ ETRmax ® Epar) (5).

La capacidad de disipacién no fotoquimico de la clorofila a (NPQ) se medié en
discos expuestos por 30 minutos a una intensidad luminica de 1560 umol fotonesem Zes'en
un bafio de agua a una temperatura constante de 17 °C. NPQ fue monitoreado al colocar la
fibra optica del Diving PAM en un dngulo de 60° en relacion a la cara del disco expuesta a

la luz. La geometria se mantuvo constante durante cada medicién por el lapso de tiempo



expuesto a alta luz, y cada minuto se aplico un pulso de luz saturante (0.8 seg). NPQ se
calcul6 como:
NPQ = (Fp- F'i)/ F'in (6).

Mediciones de Fotosintesis vs. Irradiancia (curvas P-I). Las tasas fotosintéticas a varias

intensidades de luz se midieron como produccién de oxigeno. Discos de cada profundidad
fueron mantenidos por 30 minutos en oscuridad antes de realizar las mediciones en una
cdmara de medicion de la evolucién de oxigeno a 17 °C (Dubinsky et al. 1987). A la
camara se le agregé NaHCO; (2mM) para evitar limitacion por carbono. La respiracion se
midi6é durante 6 minutos antes de exponer los discos a la luz. La cdmara fue iluminada y la
concentracion de oxigeno para cada disco se determind polarogridficamente con un
electrodo (Yellow Spring Instruments, modelo 5331) por 3 minutos a 11 diferentes
irradiancias. La calibracién del electrodo se realizé en agua de mar con 0% O,y 100% O,.
La iluminacién fue provista por una ldmpara de tungsten (proyector de diapositivas) y la
atenuacion de la luz se consiguié colocando como filtros atenuadores de luz diferentes
grosores de acetato neutro color café. Los datos obtenidos fueron ajustados usando el

modelo de la tangente hiperbdlica (Jassby y Platt 1976):

P = Ppux © tanh (0* Epar/Prnax). (7)
Eyx representa la irradiancia de saturacion (Ppn,/0t) y Eo representa la irradiancia de
compensacion.

Procesamiento de datos y andlisis estadistico. Los cdlculos de los diferentes parametros

descritos se obtuvieron ajustando los datos a los modelos propuestos mediante el algoritmo

de Marquardt-Levenberg (Sigma Plot software, Jandel SSP scientific). Los anélisis



estadisticos paramétricos fueron realizados con el paquete Statistica 6.0, realizando pruebas
ANOVA de 1 via (Zar 1984), luego de corroborar que las muestras cumplian con el
supuesto de homogeneidad de varianzas usando la prueba de Cochran (Underwood 1997).

En todos los casos el valor de significancia de o fue 0.05. Todos los datos se presentan

como la media * 1 desviacién estandar (DS).

11.4. RESULTADOS



Colecta de organismos. Durante el buceo del 31 de marzo se colectaron muestras de un

organismo adulto, cuyo didmetro de grampén fue de 69 cm y contaba con 16 frondas a una
profundidad de 18 metros. Asimismo, se colectaron hojas de otros 3 organismos en
superficie, 3 y 6 metros de profundidad. Debido a que estos 3 dltimos organismos no fueron
muestreadas en su totalidad, no pudo contarse el nimero de frondas ni registrarse el
didmetro del grampén en el fondo, pero si se registré que el nimero de frondas a 6 metros
fue de 20, 22 y 14 frondas mientras que en superficie fue de 28, 25 y 17 respectivamente.
Durante el buceo del 12 de mayo se colectaron muestras de dos organismos adultos,
uno cuyo didmetro de grampoén fue de 65 cm con 20 frondas a 18 metros de profundidad y
el otro organismo, que resultaron ser dos plantas enredadas entre si, con grampones de 64.5
y 66 cm de didmetro y 90 frondas en conjunto. Se las consideré como un s6lo organismo
debido a la imposibilidad de separarlas bajo el agua y ya que al tener didmetros de grampon
tan similares se puede especular que eran de edad muy parecida y con el mismo estado
fisiolégico e historia luminica. También se descarta una respuesta genética diferencial ya
que las plantas que se reclutan en un radio pequefio (1 m?) son de la misma familia debido a
que las esporas tienen fototropismo negativo y a su capacidad de dispersion es pequeila

(Reed et al. 1992, Santalices 1990, Gaylord et al. 2002).

Descriptores de Biomasa. En la Figura 6 se presentan los resultados obtenidos para las

determinaciones de peso seco, peso himedo, carbono y nitrégeno. El peso hiimedo fue
significativamente diferente entre profundidades (ANOVA, p< 0.05) encontrandose el

mayor valor en superficie (0.11 gecm™) el cual decrece aproximadamente un 20% en hojas



colectadas a profundidades de 12 m (Figura 6A). En contraste, los valores obtenidos para
peso seco no fueron significativamente diferentes en funcién de la profundidad (ANOVA,
p>0.05) y fueron aproximadamente el 10% del peso humedo (Figura 6A).

El contenido de carbono en los discos de tejido fue aproximadamente el 25% del
peso seco y no mostrd diferencias significativas en funcién de la profundidad (ANOVA,
p>0.05, Figura 6B). El contenido de nitrégeno mds alto y mds variable se presenté en las
hojas superficiales (Figura 6C) y en general oscil6 entre 2.5 y 1.1% del peso seco, y
tampoco presenté tendencia con la profundidad. La relaciéon C:N fue relativamente
constante para las hojas de todas las profundidades analizadas (12.3 en promedio, Figura
7), lo cual sugiere un balance entre proteinas y carbohidratos a lo largo del alga (Raven et
al. 2004).

Jackson y colaboradores (1985) reportan que el drea y el peso hiimedo son medidas
cercanamente equivalentes del tejido, aunque no miden la rugosidad de las hojas sino que
es una relaciéon que estiman a partir de la densidad de las ldminas. Si la relacién anterior
fuera correcta, deberia introducirse un factor de correcciéon por profundidad en el cédlculo
del area de cada disco. Sin embargo, los pesos secos oscilaron sobre un valor constante,
razén por la cual para la normalizacion por drea en los cdlculos de concentracién de

pigmentos y en las curvas P-E, el drea de cada disco se supuso constante.
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Figura 6: Descriptores de biomasa para hojas de M. pyrifera colectadas a diferentes
profundidades durante los dos muestreos. A) peso himedo (simbolo cerrado) y peso seco-
10 (simbolo abierto). B) Carbono elemental como % de peso seco. C) Nitrdgeno elemental
como % de peso seco. Se presenta la media de n=4 para0,3 ybm yn=3para 9, 12, 15y
18m + SD.
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Figura 7: Razén C:N para hojas de M. pyrifera colectadas a diferentes profundidades
durante los dos muestreos de primavera. Se presenta la media de n=4 para 0,3 y 6m y n=3
para9, 12, 15y 18m £ SD.

Absorcion de luz. La atenuacion de la luz en el tejido de M. pyrifera estuvo dominada por

procesos de absorcion ya que el tejido refleja una fraccion minima de la luz incidente. El
promedio de la relfectancia en la region PAR (400-700 nm) fue de 10% (+ 0.7) de la luz
incidente y no hubo diferencias en la reflectancia espectral entre muestras de distintas
profundidades (datos no mostrados). Por el contrario, la absorcién espectral difirié
cuantitativa y cualitativamente con la profundidad. Aunque disimilares, no hubo una clara

tendencia con la profundidad de la absorbancia a distintas longitudes de onda. La



absorbancia espectral normalizada por la absorbancia a 675 nm reflej6é una cantidad relativa
de pigmentos con absorcion diferente a la de la Chl a. La absorcion espectral normalizada
mostrd una sintesis diferencial de pigmentos en hojas de diferentes profundidades (Figura
8). Especificamente, las substancias que absorben a longitudes de onda mds cortas fueron
relativamente mds abundantes en muestras colectadas desde la superficie hasta 6 m de
profundidad, lo cual fue evidenciado por la alta absorcion relativa en la regiéon del UV
(300-400 nm) y en la region del par de 400-500 nm (Figura 8).

Los descriptores de la atenuacion de la luz se presentan en la Figura 9. La absorcion
relativa a 310 nm (Abssjonm), la cual puede ser atribuida a la cantidad presente de
compuestos que absorben en la regién UV, disminuyé exponencialmente con la
profundidad (RZ: 0.98). Por lo tanto, la Abs3jonm fue mayor en hojas superficiales y
disminuyé abruptamente en los primeros metros y mostrando valores minimos entre 6 y 9
metros de profundidad (Figura 9A).

Otro importante descriptor de la absorcion de luz es la proporcion de luz absorbida
por el tejido y la eficiencia de la absorciéon de luz de los pigmentos fotosintéticos

representados por la absortancia PAR (Figura 9A) y por el coeficiente especifico de
absorcion de la clorofila a (*dcnas7s). Ninguno de esos parametros mostré una tendencia

clara con la profundidad (Figura 9B y 9C). La absortancia en la region PAR en promedio
fue de 80% y este pardmetro no tuvo correlacion con la concentracion de Chl a (Figura 9B).
Por lo tanto, no se detectaron cambios significativos en la absortancia ain con una
variacion de 4 veces la concentracion de Chl a (Figura 9B). En contraste, la eficiencia de la

absorcion de luz de este pardmetro disminuy6 linealmente con el incremento del contenido



de Chl a por unidad de area, ya que las hojas menos pigmentadas tuvieron una eficiencia 3

veces mayor que las hojas mas pigmentadas (Figura 9C).

Absorbancia relativa (u.r.)
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Figura 8: Absorbancia espectral relativa (normalizada por la absorbancia a 675 nm) de
hojas de M. pyrifera colectadas a diferentes profundidades durante los dos muestreos de
primavera. Cada linea representa la media de n=5 para 0, 3 y 6m y n= 3 para, 12 y 18m.



Coeficiente especifico de absorcién

Figura 9. Absorcién de luz en M. pyrifera. A) Absorcién relativa a 310 nm (Abs3jonm) de
hojas colectadas a diferentes profundidades. La linea continua representa el ajuste al
modelo de decaimiento exponencial (RZ: 0.98). B) Relacion entre la absortancia promedio
en la region PAR y el contenido de Chl a. C) Relacidn entre el coeficiente especifico de
absorcion y el contenido de Chl a (los puntos sombreados representan las mediciones para
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Concentracion de pigmentos. De acuerdo a la visidn clasica de la aclimatacion a

condiciones de baja luz (Falkowski y LaRoche 1991) era de esperar un evidente incremento
en la concentracién de pigmentos por unidad de area en las hojas colectadas a mayores
profundidades. La concentracién de pigmentos entre organismos fue altamente variable,
pero se observé un claro incremento en la concentracion de pigmentos desde la superficie a
las hojas mds profundas. La concentracién de fucoxantina (Fuc) en hojas provenientes de
18 m de profundidad fue mas que el doble de la medida en superficie. La concentracién de
clorofilas (a y c¢) también fue mayor en hojas basales, pero el incremento fue menor al
reportado para Fuc (Tabla I).

La concentracion de los pigmentos normalizados por Chl a fue diferente en hojas
colectadas a diferentes profundidades. La relaciéon Fuc: Chl a cambié de 0.52 a 0.77 de
hojas de superficie a hojas de fondo (Tabla I). De manera contraria a esta tendencia, las
hojas de mayores profundidades presentaron menor concentracion de carotenoides como
violaxantina (Vio), anteraxantina (Ant) y zeaxantina (Zea). Estos tres carotenoides estan
involucrados en uno de los mecanismos fotoprotectivos mas importantes conocido como el
ciclo de las xantofilas (XC; Yamamoto 1979, Pfiindel y Bilger 1994). En M. pyrifera, las
hojas superficiales presentaron mayor YXC/Chl a comparada con el resto de las
profundidades y el tamafio del pool decrecid con la profundidad. La concentracion relativa
de Vio cambié de 10.5% de la composicion pigmentaria total a 3.9% en hojas de 18 m
(Tabla I). De manera similar DPS decreci6 con la profundidad ya que la concentracion de

Ant y Zea fue minima en hojas colectadas por debajo de 9 m. Estos resultados indican que



la luz juega un papel importante en la regulacién no sélo de la concentracion relativa de los

pigmentos sino también en el estado especifico de conversion bioquimica.

Tabla I: Concentracion pigmentaria, razones molares de clorofila ¢ y fucoxantina a clorofila
a y DPS en hojas de M. pyrifera colectadas a diferentes profundidades. Los valores se
expresan como [1g pigmento cm™ y entre paréntesis se muestra el valor de S.D. (n=5 para
0, 3 and 6 metros, and n=3 para 9, 12, 13.5 y 18 m). * n.d.: no detectado

Prof Chl Chl Fuc B- Vio Ant Zea Chlc: Fuc: XXC/ DPS
(m) c a caro Chla Chle¢ Chla

0 27 208 109 25 44 036 0.4 0.3 052 023 0.066
(12) (3.8 (22) (©.7) (15 (025 (0.11)

3 34 263 140 26 32 012 005 013 053 013 0033
(L7 (74 43) (L.1) (1.7  (0.09) (0.05)

6 29 206 116 1.8 20 005 004 014 056 0.10 0.031
(L7) (5.4 (43) (08 (09 (0.02) (0.03)

9 45 297 208 33 28 004 001 015 070 009 0.011
(1.9 (7.1) ©.1) (15 (1.4 (0.01) (0.02)

12 49 298 206 29 26 003 001 016 0.69 008 0.009
(1.6) (29) (1.2) (04  (03) (0.00) (0.02)

135 45 282 200 29 22 003 nd* 016 071 0.08 0.006
2.0) (13) (1.2) (02 (0.3) (0.01)

18 45 296 229 28 24 002 nd 015 077 008 0.004
@44) (9.00 (10) (1.3)  (1.0) (0.01)

Es importante destacar que en todas las muestras se identificé un pico cuyo tiempo
de retencién coincide con el de la diadinoxantina, que es caracteristico del grupo de las

diatomeas y no es un pigmento de la especie en estudio. Su concentracién tuvo una



variacién con la profundidad de entre 0.53 y 0.78% del total de los pigmentos presentes.
Esto genera una sobreestimacion de los pigmentos que comparten las diatomeas (clorofila
a, clorofila ¢ y Fuc) con la especie en estudio. Sin embargo es dificil calcular la
sobreestimacion debido a que no fue identificada la especie, y la relacién pigmentaria en
este grupo varia considerablemente entre especies (Stauber y Jeffrey, 1988). Asi mismo, no
hubo una clara relacién en la concentracion de este pigmento con la profundidad, razén por
la cual la contaminacién con diatomeas no estaria introduciendo un error en funcién de este

pardmetro.

Actividad fotosintética en M. pyrifera. La actividad fotosintética se midié como evolucion

de oxigeno a diferentes intensidades luminicas (Figura 10A). La respiracion en oscuridad y
los pardmetros fotosintéticos derivados de la relacion fotosintesis vs. Irradiancia (P-E) se
presentan en la Tabla II. No hubo diferencias en las tendencias cuando los datos fueron
normalizados por la concentracién de chl a o por drea (datos no mostrados). La respiracion
en oscuridad fue mayor en las hojas basales (Tabla II). La alta tasa de respiracion
encontrada provocd una alta irradiancia de compensacién (Eq) para las hojas basales,
especialmente durante marzo. De manera contraria a esta tendencia, la tasa maxima
fotosintética (Pmay) disminuyé exponencialmente (R’=0.83) desde las hojas de superficie a
las hojas del fondo (Tabla II). La pendiente inicial de la relacién P-E (), la cual refleja la
maxima eficiencia fotoquimica fue relativamente constante para las hojas de todas las
profundidades (Tabla II). Por lo tanto, la intensidad de saturacion (Eg) siguié los cambios

descritos para P,y decreciendo exponencialmente con la profundidad (R2= 0.91), en el



rango 169 pmol fotonesemZes™' en hojas de superficie a 97 pmol fotonesemZes™ en hojas de

18 m.

Tabla II. Pardmetros fotosintéticos de las hojas de M. pyrifera colectadas a diferentes
profundidades normalizados en base al drea. La respiracion (R) se midié en oscuridad
antes de exponer las muestras a la luz. Pna es la tasa maxima fotosintética, o0 es la
pendiente inicial de la relaciéon Fotosintesis vs. Irradiancia, Ey es la irradiancia de
compensacion y Ex es la irradiancia de saturacion.

Prof R Prmax o Ex Eo

m umol 0, umol 0, p,m()] Ozom'zos'l umol umol
m’es! om’es (umol fotonesem’ fotones fotones
2.8-1)_1 .m-Z.S-l .m-z.s-l

0 1.64+0.5 16.7+£2.8 0.098 £0.002 169 £ 34 16 £5

3 1.36 £0.6 14.7+1.3 0.095 £0.04 154 £24 13£8

6 1.47 £0.6 13.8+2.4 0.12£0.02 116 £20 11+£7
9 2.1120.6 12.1+2.8 0.121+0.01 102 £ 48 18 £15
18 2.66 £0.7 104 £2.7 0.11 £0.01 97 + 38 22+12

Actividad fotosintética medida como actividad del PSII. La tasa de transporte de electrones

a diferentes irradiancias (curvas ETR-E) refleja la aclimatacién fisioldgica de las células a
cierta condicién luminica (Silva et al. 1998, White y Critchley 1999). La forma de las

curvas ETR-E fue similar entre todas las profundidades (Figura 10B) excepto para las hojas



superficiales, que ademds tuvieron las médxima tasa de transporte de electrones (ETRmax)
con una dréstica reduccion del transporte a altas irradinacias (Figura 10B). ETR . en
superficie fue casi el doble del valor medido por debajo de 6 metros, y en los estratos

inferiores a esta profundidad se mantuvo constante (Tabla III).

Tabla III. Pardmetros obtenidos de las curves de transporte de electrones en hojas de M.
pyrifera colectadas a diferentes profundidades y calculadas como se describe en materiales
y métodos. Los valores son el promedio +SD de n=5 para 0,3y 6 m y n=3 para 9, 12 y 18m

Prof ETR ax OlETR BETR

m pmol e sm?ss™ pmol e’smes™ pmol e em™es™ (Wmol

mol fotones
W fotonesemZes™)!

emZes)!
0 30.2 4.1 0.20 £ 0.04 0.033 £0.013
3 22321 0.21 £0.02 0.010 £0.003
6 16.2+1.6 0.24 £0.01 0.010 £0.001
9 154 +1.8 0.22 £0.01 0.013 £0.001
12 152+£22 0.25 £0.04 0.020 £ 0.003

18 15.1+£2.6 0.22 £0.05 0.020 £ 0.003




8
A
=
‘= 6
s \ s,
S | e
g ............................................ _
Ce e
cvs
©
[=)
2
175}
:q'a) 27 0Om
g ———— 3m
g ——— &m
£ . - 9m
0 u eececcccccce 18 m
0 500 1000 1500 2000 2500
30
B
25 A
T_w 20 -
=
O 15 -
o
g
S 10 1
a4
=
m
5 .
0 .

0 500 1000 1500

E; g (Lmol fotones-m'2-s'1)

Figura 10: Tasa fotosintética (P-E) y tasa de transporte de electrones para hojas de
Macrocystis pyrifera colectadas a diferentes profundidades. A) Curvas P-E a distintas
irradiancias. B) Curvas ETR-E a distintas irradiancias. n=5 para 0,3 y 6 m y n=3 para9 y
18 m. Cada linea representa el ajuste (R”>0.95 en todos los casos) al modelo descrito en
materiales y métodos. Los datos se generaron a partir de dos muestreos en primavera.



De manera similar al pardmetro o en las curvas P-E, la eficiencia en la tasa de
transporte (’ETR) no mostré un claro patrén con la profundidad (Tabla III). Por lo tanto,
La irradiancia de saturacién fue nuevamente una funcién de ETR,.x (como en el caso de las
curvas P-E donde era funcion de Pp,y), y el mayor valor (205 umol fotones -m'2-s'1) fue
registrado en superficie. De manera similar, Bgrg obtuvo sus mayores valores en superficie.
Bajos valores de ETR en alta luz pueden estar relacionados con la reduccion del ®pgyy
asociado a la reduccién en la eficiencia del PSII (“down regulation™) probablemente a
través de vias de disipacion de energia. Por lo tanto, la variacién en PBgrr puede ser
interpretada como una gran regulacion para disminuir la actividad del PSII en hojas
superficiales, probablemente para minimizar la formacion de especies reactivas de oxigeno
que potencialmente son peligrosas para las células (Krause y Weis 1991).

La méxima eficiencia del PSII (F,/F,) en hojas colectadas en superficie fue
significativamente menor que para el resto de las profundidades (ANOVA, p<0.05, Figura
11). En promedio, F,/F,, en superficie fue de 0.57, con valores extremos de 0.45 y 0.70.
Para las demds profundidades se registré una dispersion mucho menor, y en todos los casos
el valor de F,/F,, fue similar al reportado para algas café (entre 0.7 y 0.8, Biichel y Wilhelm

1993).
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Figura 11. Maxima eficiencia quantica operativa del PSII medido como la relacién entre la
fluorescencia basal y la variable (F,/F,) en hojas de M. pyrifera colectadas a diferentes
profundidades durante dos muestreos de primavera. Cada punto es el promedio de n=5 para
0,3y6 myn=3para9, 12, 15y 18m. Las barras de error muestran la desviacion estdndar.

Comparacion entre evolucion de oxigeno v la tasa de transporte de electrones. La relacion

entre la tasa de transporte de electrones medida usando el protocolo de rapid light curves
(RLC) y la tasa de evolucion de oxigeno a la misma irradiancia se presenta en la Figura 12.
Una fuerte correlacion entre ETR y evolucion de oxigeno se presentd para irradiancias
menores a 500 wmol fotonesem Zes™ (Figura 12). En condiciones de luz saturante la relacion
no pudo mantenerse debido a la fuerte disminucién de ETR por el bajo ®pg;y en esas
condiciones (ver Figura 10B). El protocolo para la medicién de ambas variables fue

diferente y es necesario mantener las muestras un periodo de tiempo suficiente para que



lleguen a un estado estacionario de ETR, el cual no es alcanzado usando el protocolo de
RLC. Sin embargo, los datos muestran que las RLC fueron capaces de representar las
caracteristicas fotosintéticas de hojas en condiciones de luz por debajo o cercanas a Exk.

La linealidad en la relacién entre ETR y evolucion de oxigeno demuestra que ETR
es un pardmetro adecuado para el estudio de los fenémenos que afectan a la fotosintesis en
M. pyrifera y es consistente con lo reportado por otros autores para especies que tienen
mecanismos de concentracién de carbono (Aguirre-von-Wobeser 2002; Silva et al. 1998).
Esta relacion permite utilizar la fluorescencia con la ventaja de ser un método no

destructivo, rapido y confiable para estudios tanto in situ como en laboratorio.
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Figura 12: Relacién entre ETR y evolucién de oxigeno para irradiancias menores a 500
umol fotonesem™es™'. La linea representa el ajuste a una regresion lineal (R*=0.91).



Disipacion de energia del PSII. Las hojas superficiales de M. pyrifera tuvieron una gran

capacidad de disipacion en forma de calor medida como NPQ, con un t; (tiempo en que
alcanza la mitad de la expresion maxima) de entre 4 y 5 minutos y alcanzando valores de
10 (Figura 13). Las hojas colectadas a 3 metros de profundidad presentaron una reduccion
del 40% en NPQ con respecto a las de superficie, pero atn asi el valor fue alto (NPQ=6).
Las hojas colectadas a 6m mostraron una reducciéon del 60% en relacién a los valores
obtenidos para las hojas superficiales (NPQ=4), siendo este valor comparable al valor usual
de NPQ reportado para plantas superiores (entre 2 y 4, Demming Adams y Adams III
1996). En contraste, las hojas mds profundas que 9 metros tuvieron una baja capacidad para
realizar NPQ. Estos resultados indican que una capacidad de fotoproteccion efectiva debe

estar involucrada en la regulacion de la capacidad fotosintética en hojas de superficie.
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Figura 13: Disipacién no fotoquimica de la fluorescencia de la clorofila a (NPQ) en hojas
de M. pyrifera colectadas a diferentes profundidades. Las mediciones se realizaron en dos
organismos colectados en la primavera del 2005.

11.5. DISCUSION



La capacidad fotosintética es regulada de manera diferencial en un sélo organismo
de M. pyrifera en funcion de la posicién que ocupa el tejido fotosintético en la columna de
agua. Las hojas colectadas a diferentes profundidades mostraron diferencias en sus tasas
fotosintéticas, la concentracion relativa de sus pigmentos, en sus propiedades para
absorcion de luz y en su capacidad para disipar el exceso de energia en forma de calor.

Estas respuestas fisioldgicas estdn controladas principalmente por la variacién de la
irradiancia en funcién de la profundidad. Aunque los nutrientes y la temperatura son
factores que afectan la capacidad fotosintética, durante primavera estas variables no se
comportan como estresores. En el tejido no se detectaron signos de estrés nutricional ya que
la concentracion de nitrogeno en el tejido fue siempre superior al 1% (Gerard 1982). Asi
mismo, durante esta estaciéon es cuando las frondas alcanzan sus maximas tasas de
elongacion en un drea adyacente a Campo Kennedy (Gonzalez-Fregoso et al. 1991).

M. pyrifera es una especie capaz de responder a condiciones ambientales diferentes
mediante la expresion de condiciones de aclimataciones diferenciales de acuerdo a la
posicion del tejido fotosintético en la columna de agua. Las hojas superficiales mostraron
diferencias en casi todos los pardmetros medidos, presentando las mayores P, ETRpax,
Ex, concentracion de compuestos que absorben en UV (Abssjg), concentracién de
carotenoides fotoprotectores (XXC) y capacidad de realizar NPQ. De manera esperada, las
hojas del subdosel presentaron valores menores de Pp.x, ETRpmax, Ex, Abszio, XC y NPQ
en comparacion con las hojas superficiales, mientras que las hojas basales presentaron los
menores valores de los mismos pardmetros con una capacidad marginal para realizar NPQ.

Estos resultados siguen la vision cldsica de la respuesta de plantas y algas aclimatadas a



diferentes intensidades de luz. En condiciones de aclimatacién a alta luz el proceso
favorecido es una alta tasa de recambio de la unidad fotosintética (PSU) (Sukenik et al.
1987) mientras que la capacidad para absorber luz se ve reducida ya sea por una
disminucion en el tamafio del PSU o por reducciéon del nimero de PSU (Falkowski y
LaRoche 1991). Esos ajustes incrementan la tasa de transporte de electrones y como
consecuencia aumenta el Pp,x y ETR .« en algas adaptadas a alta luz (Silva et al. 1998).
Una de las principales respuestas de Macrocystis pyrifera fue que en las hojas
superficiales y del subdosel las respuestas de fotoproteccion se vieron favorecidas. Las
hojas de estas profundidades acumularon significativos niveles de compuestos que
absorben en el UV y carotenoides fotoprotectores y mostraron un alto NPQ. El aumento de
la capacidad para fotoprotegerse es una respuesta bien documentada de plantas y algas
adaptadas a alta luz (Horton et al. 1996). Asi mismo, las algas acumulan compuestos que
absorben en la regiéon UV como una estrategia para fotoprotegerse cuando sienten un estrés
debido a este tipo de radiacion. En esta especie la acumulaciéon de compuestos que
absorben en el UV ya habia sido documentada (Aguirre-von-Wobeser et al. 2000), en
donde detectan un incremento del triple en la concentracion de estos compuestos cuando las
hojas fueron incubadas bajo luz solar directa. Esta especie probablemente es capaz de
sintetizar y acumular compuestos que absorben UV-B como son los aminodcidos del tipo
mycosporina y mycosporina-glicina ya que en otras especies de algas café la acumulaciéon
de estos aminoacidos es una respuesta importante de proteccion contra el UV (Apprill y

Lesser 2003).



En relacion a la proteccién de la radiacion en la region del PAR, las hojas
superficiales presentaron una alta capacidad de induccion de NPQ, la cual esta
correlacionada con la alta XXC presente en el tejido. NPQ fue inducido por la sintesis de
Zea y Ant a través del XC (capitulo 3 de esta tesis). Ya que XXC fue mayor en hojas
superficiales éste estrato fue el que tuvo el mayor potencial para acumular pigmentos
fotoprotectores como Zea. Un hecho bien documentado es que las especies de sol presentan
altos valores de NPQ, mayor XXC y mayor sintesis de Zea en un corto plazo que las
especies de sombra (Demmig-Adams y Adams IIT 1996, Eskling y Akerlund 1999). La
adaptacion en términos de capacidad para fotoprotegerse ha sido documentada en algas
cafés; la especie Laminaria abyssalis que habita en aguas profundas expresa valores bajos
de NPQ y presenta un pool reducido de pigmentos fotoprotectores mientras que la especie
Laminaria digitata, la cual ocupa aguas someras muestra un patréon opuesto (Rodrigues et
al. 2002).

Un resultado destacable es que los méximos valores de NPQ fueron de 10. Estos
valores son atipicos para algas y plantas superiores y s6lo han sido reportados para la
diatomea Phaeodactylum tricornutum cultivada bajo un régimen de luz intermitente (Ruban
et al 2004), en el alga café Pelvetia canaliculata (Harker et al. 1999) y en Laminaria
saccharina (Gevaert et al. 2002). Probablemente, una alta capacidad de realizar NPQ es una
respuesta particular de algunos miembros del filum Heterokontophyta y especialmente en
algunas Phaeophytas, permitiéndoles a estas especies tener una alta capacidad

fotoprotectora.



Un resultado inesperado fue que tanto los valores de o como de ETR no fueron
mayores en hojas basales en comparacién con hojas del subdosel o superficiales, ya que o 'y
oETR no tuvieron un claro patréon con la profundidad. Debido a que la eficiencia
fotosintética es mdxima en organismos adaptados a sombra, altas tasas fotosintéticas son
alcanzadas mediante el incremento del nimero o del tamafio de la PSU (Falkowski y
LaRoche 1991). Esta respuesta aclimatativa permite que aumente la probabilidad de que un
fotén sea absorbido por los pigmentos asociados a los fotosistemas (Liinning 1990). El
incremento en el tamafio de las PSUs parece ser una importante respuesta de M. pyrifera a
diferentes condiciones luminicas.

La mayor diferencia en pigmentacion, sin considerar a los pigmentos
fotoprotectores, fue que las hojas basales presentaron mayores concentraciones del
pigmento accesorio Fuc normalizado por Chl a. Smith y Melis (1987) también reportaron
una mayor concentracion de Fuc:Chl a en hojas colectadas a 20 metros de profundidad y
ellos le atribuyen este cambio a una respuesta de los organismos a un aumento de la
absorcidn en las longitudes de onda que predominan a estas profundidades (azul). La mayor
diferencia detectada en las caracteristicas de absorcion es que las hojas superficiales y del
subdosel presentan una absorcién relativa mayor en la regién azul-verde del espectro, lo
cual puede ser asociado con una mayor £XC, ya que los carotenoides del XC absorben
significativamente en el rango entre 450 y 500 nm.

La concentracién de Chl a por unidad de drea en esta especie es alta en comparacién
con otras algas (Enriquez et al. 1994) y con pastos marinos (Enriquez 2005). Como

consecuencia, las hojas tienen una alta eficiencia para absorber luz lo cual queda



evidenciado en las mediciones de absortancia. La alta concentraciéon de chl a también
provoca un bajo coeficiente especifico de absorcién de la clorofila a comparado con otras
algas y con otras macrdfitas (Enriquez et al. 1994, Enriquez 2005) y esta asociado con el
efecto paquete (Dubinsky 1992).

Otro resultado inesperado es que las hojas basales presentaron una mayor
irradiancia de compensacion (Eg) comparada con las hojas superficiales y del subdosel. La
razon principal de este incremento se debe a las altas tasas de respiracion encontradas en las
hojas basales. Normalmente, la limitacién de la luz reduce las tasas metabdlicas, lo que
provoca que la respiracion sea menor en hojas adaptadas a sombra (Geider et al. 1998). La
alta tasa de respiracion en las hojas basales podria estar asociada con un aumento de las
rutas metabolicas que consumen energia, como por ejemplo los sistemas de incorporacion
de nutrientes.

La fotografia integrada de las respuestas fotoaclimatativas a diferentes condiciones
ambientales en M. pyrifera durante la estacion de primavera es la siguiente: las respuestas
que aumentan la absorcién de luz se ven favorecidas en todo el organismo. En los estratos
superiores y especialmente en las hojas superficiales, las altas tasas fotosintéticas se
alcanzan probablemente mediante un aumento en la tasa de recambio de la unidad
fotosintética (PSU). Esto se logra haciendo mads eficiente algunos pasos de las reacciones
oscuras de la fotosintesis. La regulaciéon de las reacciones oscuras de la fotosintesis
(probablemente a nivel de concentracién y/o actividad de Rubisco) parece ser una de las
respuestas mds importantes a diferentes condiciones luminicas, lo cual qued6 evidenciado

por los cambios en Pn,x que no estuvieron acompafiados por cambios en o en la



profundidad. Cabello-Pasini et al. (2000) reportaron una respuesta similar cuando
aclimataron las hojas superficiales a diferentes condiciones luminicas. Otra caracteristica
clave de las hojas superficiales es que presentan un mecanismo eficiente de fotoproteccion
(las hojas superficiales tienen una alta tasa y una rapida recuperacion al estrés luminico, ver
capitulo 4). Esta estrategia es necesaria para reducir la fotoinhibicién y para mantener una
alta tasa fotosintética ya que la irradiancia que llega a la superficie en un dia soleado puede
ser 10 veces mayor que la irradiancia necesaria para saturar la maquinaria fotosintética (Ex
en superficie fue 160 umol fotonesem™es™'). Como consecuencia de las altas tasas
fotosintéticas las hojas superficiales y subsuperficiales hacen la mayor contribucién a la
produccién por organismo. En contraste, la produccion neta de las hojas basales es minima
considerando que la irradiancia que llega al interior de un manto a 14 m de profundidad es
menor al 1% de la luz incidente en superficie (Dean 1985). En la tabla IV se presenta la
estimacion de la mdxima productividad por estrato de la productividad a partir de una dosis
diaria de luz tipica para primavera, un coeficiente de atenuacién tipico para aguas costeras
cercanas al sitio de estudio (K4= 0.3; Pefia Manjarrez, Com. Pers) y los valores reportados
de Pnax, Eo y Ex (ver Resultados). En el estrato de 0-9 m se genera aproximadamente el
90% de la productividad, mientras que en el estrato de 9-18 m se genera menos del 10% de
la productividad (Tabla IV). Asi mismo, las hojas de 12-18 m presentaron valores
negativos, lo cual indica que estas hojas son un gasto metabdlico para el organismo (Tabla
IV). Cabe aclarar que estos datos no estdn corregidos por la biomasa que tiene cada estrato
sino que se calcularon asumiendo una biomasa constante, lo cual es una simplificacion

dada la complejidad estructural y la variabilidad en tamafio de estos organismos. Sin



embargo, la mayor parte de la biomasa se encuentra en el estrato 0-9m (North 1971b), lo
cual permite suponer que este estrato genera mdas del 90% de la productividad maxima

total.

Tabla IV: Estimacion de la mdxima productividad por estrato, asumiendo un Kg4= 0.3 y una
dosis de irradiancia de 50 E m™ dia™ en superficie durante primavera. Para el célculo de %
de luz utilizable se uso el valor de absortancia promedio (80%) para todos los estratos y se
restaron los fotones que representan el punto de compensacion (Ep). La mdxima
productividad se calculé en base a la luz integrada en la columna de agua y la irradiancia de
saturacion (Ey). Los valores de Py, Eo y Ex usados provienen de la tabla II.

Estrato % de luz Maxima %
utilizable productividad produccion

pmol O, m2dia®  por estrato

0-3 m 100.00 675315.36 34.96
3-6 m 100.00 631549.44 32.69
6-9m 81.82 480917.71 24.90
9-12m 26.45 143889.76 7.45
12-15m -6.84 -34242.19 -1.77
15-18 m -16.59 -73311.96 -3.80

La pregunta légica es por qué M. pyrifera mantiene las hojas basales si no
contribuyen a la produccién neta del organismo. Dado que M. pyrifera tiene la capacidad de
translocar iones y sustancias orgdnicas desde y hacia el dosel (Manley 1981, Manley 1984),
se propone la hipétesis de diferenciacion de funciones entre los estratos superiores y las

hojas basales. En las hojas basales podria existir una eficiencia en los procesos



involucrados en la absorcion de nutrientes (como los sistemas de incorporacion de
nutrientes de baja afinidad-alta capacidad), mientras que las hojas superficiales estarian
especializadas en la fotoproteccién y en el uso eficiente de la energia absorbida para la
produccién de fotosintetato. Esto podria ser la ventaja adaptativa que le permite a esta
especie tener una de las mayores tasas de crecimiento de todos los fotoautétrofos (Gerard
1982) y poder ser una especie dominante en el drea submareal costera del Sistema Sur de la
Corriente de California. Macrocystis podria necesitar hojas basales ya que crece en aguas
que son oligotréficas en superficie la mayor parte del afio. Nereocystis, otro de los
miembros de la familia Lessoniaceae, no presenta hojas en todo el rango de la profundidad
pero sdlo vive en aguas frias y ricas en nutrientes inclusive en superficie y con mayor
intensidad de oleaje. Para esta especie tener hojas adicionales podria ser una desventaja
debido al incremento en la fuerza de arrastre que genera tener mds biomasa (Denny y
Gaylord 2002).

Otra diferencia con importantes implicaciones ecoldgicas es que tanto Nereocystis
como Pelagophycus son especies anuales, a diferencia de Macrocystis que es una especie
perenne (Liinning 1990). Se podria especular que en Pelagophycus la ausencia de hojas
basales provoca su naturaleza anual, ya que no puede sobrevivir a los periodos de aguas
calidas y pobres en nutrientes en superficie, mientras que Macrocystis puede sobrevivir en
forma perenne al deshacerse de las hojas del dosel y mantener sus niveles criticos de

nitrégeno por encima del 1%.



11.6.CONCLUSION

M. pyrifera es una especie capaz (adaptada) de expresar respuestas aclimatativas
diferenciales en sus hojas, las cuales estan individualmente expuestas a un amplio rango de
condiciones luminicas. Probablemente, mediante la evolucién de la estrategia de
diferenciacion de funciones del tejido fotosintético, esta especie llegd a ser ecoldégicamente
exitosa en una ambiente altamente variable como son las zonas costeras templadas con

régimen de surgencias.



Capitulo 3

Fotofisiologia de Macrocystis pyrifera en verano: fotosintesis y fotoproteccion

111.1. RESUMEN

Durante el verano, las poblaciones de Macrocystis pyrifera generalmente pierden su
dosel y presentan dafio en sus hojas, particularmente cerca de la superficie. Originalmente
esta condicion fue atribuida al efecto de la alta temperatura pero posteriormente se especul6
que podria deberse a la baja concentracion de nutrientes o al efecto sinergistico de ambos
factores. En el presente estudio se compararon algunos aspectos de la fisiologia
fotosintética de esta especie durante primavera y verano del 2005 con el fin de detectar los
cambios que pudieran explicar el mecanismo que culmina con el deterioro del dosel. La
similitud entre estaciones en la composicion elemental del tejido y en la concentracién de
proteinas totales permite suponer que las hojas de Macrocystis pyrifera en el Norte de Baja
California no estuvieron estresadas por nutrientes independientemente de la profundidad a
la que fueron colectadas. Tampoco se detectaron cambios ni en la concentracién de
pigmentos constitutivos ni en la de accesorios, en las curvas ETR-E o en Fv/Fm. Sin
embrago, su capacidad fotosintética y su capacidad de fotoproteccion tanto en el PAR como
en el UV se vieron reducidas un 30-40% durante el verano, lo cual sugiere que el
“sindrome de verano” podria estar relacionado con una reducciéon en la capacidad
fotoprotectora. Asi mismo, la diferencia entre ETR-E y P-E permiten hipotetizar que la

fotosintesis no estuvo limitada a nivel del PSII. Posiblemente, el incremento de otras vias



metabodlicas que consumen oxigeno o una limitacién en la etapa oscura de la fotosintesis

podria ser la causa de esta diferencia.

I11.2. INTRODUCCION



Todos los organismos fotosintéticos oxigénicos se desarrollan en un ambiente en el
que muchos factores pueden afectar la tasa y la capacidad fotosintética en la escala
temporal, desde segundos hasta periodos mas largos que dias. El principal de esos factores
es la intensidad de la luz, mientras que la temperatura, la concentracion de nutrientes y de
CO, cobran mayor importancia bajo condiciones de estrés luminico (Falkowski y Raven
1997). Durante un ciclo anual, el campo luminico cambia considerablemente debido a los
cambios en la irradiancia y el fotoperiodo, y en la columna de agua hay ademds cambios en
la calidad espectral debido a los procesos de atenuacién (Kirk 1992).

En el curso de la evolucion las algas han desarrollado la capacidad de ajustar su
maquinaria fotosintética en respuesta a la variacion de la luz (Blankenship 2002). Esta
capacidad es esencial porque para sobrevivir y ser competitivas las macroalgas deben ser
capaces de colectar y utilizar una cantidad suficiente de luz para ser productivas en
invierno, mientras que durante el verano deben tener mecanismos eficientes de
fotoproteccion para evitar dafar la maquinaria celular. Acorde con lo anterior, muchas
macroalgas muestran un ciclo de crecimiento anual, comenzando en invierno y deteniendo
o disminuyendo su tasa de crecimiento en verano (Liining 1993). Macrocystis pyrifera es
una macroalga que no s6lo muestra este comportamiento sino que ademas durante el verano
y especialmente durante condiciones ENSO (Ladah y Zertuche-Gonzalez 2004, Grove et al.
2002, Gerard 1984, 1986) sufre el deterioro de su dosel (North 1971a). Esto se manifiesta
como blanqueamiento del tejido, lesiones en las hojas, aumento de la cobertura de
organismos incrustantes, perforacion de los pneumatocistos, lo cual causa la pérdida de la

boyancia, y escasez de hojas apicales (North 1971a). A nivel fisiolégico, la capacidad



fotosintética de las hojas superficiales disminuye entre un 15 y un 30% respecto a los
valores registrados en primavera (Clendenning 1971) y la concentracion de clorofila a y de
nitrégeno en el tejido disminuyen hasta los valores reportados como criticos para la especie
(Gerard 1984, North y Zimmerman 1984).

Al conjunto de estos sintomas se le denomina “sindrome de verano” y en el Sur de
California ha sido relacionado con el aumento de la temperatura del agua (North 1971a), la
disminucidn en la concentracién de nutrientes (Jackson 1977, Dayton y Tegner 1984) o al
efecto sinergistico de ambos factores (Gerard 1984, Zimmerman y Kremer 1984). Sin
embrago, hasta la fecha no se ha estudiado qué relacion tiene este sindrome con el aumento
de la irradiancia, ya que durante el verano aumenta la irradiancia no solo en superficie, sino
que el deterioro del dosel permite que la irradiancia penetre hasta estratos mas profundos
(Dean 1985). Cuando la cantidad de luz absorbida excede la capacidad fotosintética del
organismo, el pigmento violaxantina (Vio) es de-epoxidado a zeaxantina (Zea) en un ciclo
conocido como ciclo de las xantofilas (XC; Yamamoto 1962). La sintesis de la Zea esta
relacionada con la conversién del fotosistema II (PSII) a un estado de mayor disipacion
térmica y menor emision de fluorescencia de la clorofila a (Chl a). La disipacion térmica
protege al centro de reaccion del PSII de sufrir sobreexcitacién y un subsiguiente deterioro
ya que reduce las posibilidades de formacion de especies reactivas de oxigeno (Havaux y
Niyogi 1999). Este proceso de disipacidn no fotoquimica (NPQ) lo presentan casi todos los
fotétrofos eucariotas, ayudando a regular y proteger su aparato fotosintético del exceso de

luz (Horton et al. 1994, Miiller et al. 2001).



En contraposicion al verano, durante la primavera esta especie alcanza su mdxima
tasa de elongacion de frondas (Gonzélez-Fregoso et al. 1991) y su fisiologia fotosintética
estd principalmente regulada por la luz (Colombo-Pallotta et al. 2006). Asi mismo se
document6 una alta capacidad para realizar NPQ en superficie y de esta forma disipar
eficientemente el exceso de energia en forma de calor (capitulo 2). Sin embargo no se
conoce si esta capacidad puede verse disminuida durante el verano y si tiene alguna
relacion con el estado nutricional del tejido. En el presente capitulo se contrastan los
resultados fisiol6gicos obtenidos en una condicién ambiental no estresante (primavera) y
una condicién ambiental estresante (verano) en un manto del Norte de Baja California.
Principalmente se evaluaron los cambios en los pardmetros fotosintéticos, la tasa de
transporte de electrones, pigmentacion y respuesta fotoprotectora en el PAR y en el UV.
Debido a que las respuestas fotoprotectoras y la capacidad fotosintética disminuyeron
considerablemente, especialmente en superficie pero las tasas de transporte de electrones se
mantuvo en niveles altos, se hipotetiza que la reduccion en la capacidad fotosintética podria
estar relacionada con una limitacion en la etapa oscura de la fotosintesis mas que con una
limitacién nutricional como ha sido sugerido en California (Jackson 1977, Dayton y Tegner

1984).



I11.3. MATERIALES Y METODOS

Caracteristicas del sitio de estudio. Las muestras para este estudio se colectaron en la

localidad Campo Kennedy (31°41.96 N; 116° 40.90 W) cerca de la ciudad de Ensenada,
Baja California, México. El sitio, ubicado al sur de Punta Banda, es altamente productivo
durante primavera y verano, con un intenso régimen de surgencias regional (Ladah y
Zertuche-Gonzélez 2004). La temperatura superficial del mar mixima se presenta en
septiembre y la minima de febrero a abril; el indice de surgencias muestra el mayor
transporte fuera de la costa de abril a junio y la menor en diciembre y enero (Ladah y
Zertuche —Gonzalez 2004).

Material algal. Las muestras de Macrocystis pyrifera fueron colectadas como se describe

en el Capitulo 2 de esta tesis. Brevemente, en base al didmetro del grampo6n (North 1971a),
se muestrearon organismos adultos de aproximadamente 2 afios de edad, de unos 18 m de
largo mediante buceo autébnomo en dos muestreos en primavera (31 de marzo y 12 de mayo
del 2005) y dos muestreos en verano (12 de julio y 5 de septiembre del 2005). Durante cada
muestreo se colectaron hojas de 0, 3, 6, 9, 12, 15 y 18 m de profundidad de 1-3 organismos
y se mantuvieron en oscuridad hasta su procesamiento en el laboratorio.

Con la ayuda de un sacabocados se cortaron discos de 1.2 cm de didmetro a 10 cm
del pneumatocisto sobre el eje central de cada hoja libre de epifitas. Los discos de las 4
hojas colectadas a cada profundidad fueron mezclados y seleccionados al azar para la
medicién de las diferentes variables y fueron mantenidos en matraces Erlenmeyer de 250

ml con 200 ml de agua de mar filtrada a una temperatura constante de 17£0.5 °C con

aireacién vigorosa. La luz (100 umoles de fotonesem™es™) fue provista por una ldmpara



fluorescente de luz fria de 54 watts (Tecno Life) en un fotoperiodo 12:12 hs. La irradiancia
en el PAR fue medida con un sensor de irradiancia LI-1000 (LI-COR, Inc.).

Determinacion de C, N, composicion pigmentaria y absorcion de luz. Para la determinacion

de la concentracién de carbono y nitrégeno en el tejido cada disco fue secado a 60 °C por
24 hs, molido en mortero y analizado por el método de combustiéon completa en un
Analizador Elemental 440 (Exeter Analytical Inc, MA, USA). Los valores se reportan
como porcentaje de peso seco (%C y %N).

La cuantificaciéon de pigmentos se determindé mediante Cromatografia Liquida de
Alta Presicion (HPLC), como se describe en el Capitulo 2 de esta tesis. El estado de de-
epoxidacion (DPS) de los pigmentos del ciclo de las xantofilas se calculé como:

DPS= ([Zea] + 0.5 [Ant]) / ZXC 9

donde Ant y Zea son las concentraciones de anteraxantina y zeaxantina respectivamente y
YXC representa la suma de los pigmentos del XC (violaxantina, anteraxantina y
zeaxantina). DPS representa el estado fotoprotector del ciclo de las xantofilas ya que los
carotenoides Ant y Zea estdn involucrados en la disipacion de la energia en forma de calor,
lo cual protege al aparato fotosintético (Pfiindel y Bilger 1994).

La absorcién espectral se evalud usando la técnica de la esfera integradora en una
seccion de 1 cm de ancho de cada hoja dentro de una celda de cuarzo de 3 mL llena de agua
de mar, como se describe en el capitulo 2.

Mediciones de fluorescencia de clorofila a. La fluorescencia de la Chl a se midié con un

fluorémetro de amplitud modulada (Diving PAM; Heinz Walz, Effeltrich, Germany),

equipado con un diodo azul (pico de emision a las 428 nm) como la luz de medicién. La



nomenclatura y los cdlculos de los pardmetros se realizaron como se describe en Van
Kooten y Snel (1990). La tasa de transporte de electrones (ETR) fue medida en discos
previamente aclimatados a oscuridad por 15 minutos, ETR se calcul6 mediante la siguiente
férmula:

ETR = ®pgyp ® Epar © 0.5 ¢ 0.80 (10)
donde ®pgy; es la eficiencia cudntica operacional del PSII determinada como (F’,, -F)/F’y, =
AF/F’ . ' y F son la méxima y la minima fluorescencia en presencia de luz actinica,
respectivamente. Epar es la intensidad luminica aplicada en pmol fotones m*s™ y el factor
0.5 se aplica debido a que el transporte lineal de electrones involucra la absorciéon de un
minimo de 2 fotones (Genty et al. 1989). Las curvas rdpidas de ETR-E (RLC) fueron
realizadas aplicando 12 intervalos secuenciales de luz de 10 segundos cada una hasta un
maximo de 1560 pmol fotonesem™ss'. La luz actinica fue provista por la luz interna del
Diving PAM.

La tasa maxima de transporte de electrones (ETRpax), la eficiencia del transporte
(0gtr) ¥ la reduccion en la tasa de transporte durante alta luz (Bgtr) se obtuvieron usando el
siguiente modelo (Platt et al. 1980):

ETR = ETR;,5x* (tanh (0tgtr/ ETR max ® Epar)) *eXp (-Berr/ ETRmax ® Epar) (11)

La disipacién no fotoquimica de la clorofila a (NPQ) se medi6 en discos expuestos
por 30 minutos a una intensidad luminica de 1560 umol fotonessm s en un bafio de agua
a una temperatura constante de 17 °C. El NPQ fue monitoreado al colocar la fibra dptica
del Diving PAM en un angulo de 60° en relacion a la cara del disco expuesta a la luz. La

geometria se mantuvo constante durante cada medicién por el lapso de tiempo expuesto a



alta luz, y cada minuto se aplicé un pulso de luz saturante (0.8 seg). El NPQ se calcul6
como:
NPQ = (Fn- F'w)/ F'in (12)

Mediciones de Fotosintesis vs. Irradiancia (curvas P-E). La tasa fotosintética a diferentes

intensidades de luz se midié por duplicado como produccién de oxigeno, como se describe
en el Capitulo 2 de esta tesis. Los datos obtenidos fueron introducidos en el siguiente
modelo para calcular la pendiente inicial (o) y la tasa maxima fotosintética (Ppax) siguiendo
el modelo propuesto por Jassby y Platt (1976):

P = Ppax otanh (0t Epar/ Prmax) (13)

Procesamiento de datos y andlisis estadistico. Los cédlculos de los diferentes parametros

descritos se obtuvieron ajustando los datos a los modelos propuestos mediante el algoritmo
de Marquardt-Levenberg (Sigma Plot software, Jandel SSP scientific). Los anélisis
estadisticos fueron realizados con el paquete Statistica 6.0. Para analizar los cambios
estacionales los datos de las diferentes profundidades fueron agrupados para obtener un
juego de datos integrativo de organismos en primavera y en verano. Estos andlisis se
determinaron usando pruebas ANOVA de una via (Zar 1984), luego de corroborar que las
muestras cumplian con el supuesto de homogeneidad de varianzas usando la prueba de
Cochran (Underwood 1997). En todos los casos el valor de significancia de alfa fue de

0.05. Todos los datos se reportan como la media £ una desviacion estandar.



111.4. RESULTADOS

Composicion _elemental. En la Figura 14 se presentan los resultados de la composicion

elemental en el tejido durante primavera y verano en hojas de Macrocystis pyrifera
colectadas a diferentes profundidades. La concentracién de carbono en el tejido (%C) no
mostrd diferencias significativas entre primavera y verano (ANOVA p=0.45). El valor
promedio de %C durante el verano fue del 26 % del peso seco, valor dentro del rango
reportado para la especie (van Tussenbroek 1989). De manera similar, los valores de
concentracion de nitrogeno en el tejido (%N) no fueron significativamente diferentes entre
primavera y verano (ANOVA p=0.63). El valor promedio de nitrogeno en el tejido durante
el verano fue de 2.5%, lo cual indica que la concentracién de nitrogeno en el tejido se
encontré siempre por encima del valor critico reportado para la especie (1%; Gerard 1982)
y contrariamente a lo esperado, el %N no disminuyé en el verano, lo cual ha sido
previamente reportado en California (Gerard 1984, North y Zimmerman 1984, Dean y
Jacobsen 1986) y en las Islas Malvinas (van Tussenbroek 1989).

Absorcion de luz. La absorbancia espectral normalizada a 675 nm refleja la cantidad

relativa de pigmentos con caracteristicas de absorcion diferentes a las de la clorofila a.
Durante primavera, este pardimetro mostré una sintesis diferencial de pigmentos a diferentes
profundidades (Colombo-Pallotta et al. 2006), especialmente las sustancias que absorbieron
a longitudes de onda cortas fueron relativamente mds abundantes en hojas de superficie y
cercanas a superficie. Durante el verano esta sintesis diferencial no fue evidente ya que el
tejido a lo largo de todo el organismo mostré un comportamiento similar y éste fue

comparable al del de las hojas de estratos profundos durante primavera (Figura 15).
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Figura 14: Composiciéon elemental de discos de tejido de Macocystis pyrifera de hojas
colectadas a diferentes profundidades. A) Contenido de carbono (%C); B) Contenido de
Nitrégeno (%N) como % de peso seco en primavera (simbolo cerrado) y verano (simbolo
abierto) del 2005. Cada punto (n=4) representa la media £ 1 SD para cada profundidad y
estacion.
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de Macrocystis pyrifera colectadas en primavera y en verano. Cada linea representa la
media de 3 organismos analizados.



En la Figura 16 se presenta la comparacion de los descriptores de absorcion de luz
para primavera y verano. La absorcidn relativa a 310 nm en verano fue 30-40% menor que
en primavera para las hojas de superficie y cercanas a superficie, mientras que en las hojas
basales no mostré diferencias. Esto significa que durante el verano hubo una reduccién de
los compuestos que absorben en el UV en la mayor parte del organismo y especialmente en
la superficie (Figura 16A). La proporcién de luz absorbida por el tejido (absortancia) tuvo
el mismo comportamiento en primavera y verano, siendo en promedio 80% y sin mostrar
correlacion con la concentracién de clorofila a (Figura 16B). El coeficiente especifico de
absorcién mostré6 un comportamiento similar entre estaciones, donde las hojas menos
pigmentadas fueron 3 veces mds eficientes para absorber luz en comparacién con las hojas
mds pigmentadas. Sin embrago, durante el verano el coeficiente especifico de absorcion fue
un 50% mas alto que en primavera (Figura 16C).

Concentracion pigmentaria. La composicion pigmentaria de los discos colectados a

diferentes profundidades durante primavera y verano fue evaluada mediante HPLC. La
concentracion de clorofila a no fue significativamente diferente entre estaciones (ANOVA
p=0.907, Figura 17A), presentando una mayor variabilidad en primavera y valores
promedios de 26 ng *cm™. La tinica diferencia encontrada fue que la concentracién de Chl
a en las hojas superficiales colectadas en verano fue 23% mayor que en las hojas
superficiales colectadas en primavera. La concentracién de [-caroteno tampoco fue
significativamente diferente entre estaciones (ANOVA p=0.054, Figura 17B) presentando

valores promedio de 2.2 pg scm™.
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Figura 17: Concentracion de pigmentos constitutivos en hojas de Macrocystis pyrifera
colectadas a diferentes profundidades en primavera 2005 (simbolo cerrado) y en verano
2005 (simbolo abierto) A) Concentracion de clorofila a. B) Concentracién de B-caroteno.
Cada punto representa la media (n=4) = 1 SD por estacion y profundidad.



El pigmento accesorio clorofila ¢ (Chl ¢) no mostré diferencias significativas entre
estaciones (ANOVA p=0.49, Figura 18A) con valores promedio de 4 g *cm™, mientras
que la fucoxantina (Fuco) tampoco mostrd diferencias significativas entre estaciones
(ANOVA p=0.47, Figura 18B) con valores promedio de 16 ug ecm™. Aunque no se
encontraron diferencias estadisticas en cuanto a la concentracion de pigmentos constitutivos
y accesorios entre estaciones, lo cual posiblemente se deba a la alta variabilidad encontrada
especialmente durante primavera, durante el verano hubo una clara tendencia a mantener la
misma concentracion de pigmentos a diferentes profundidades, mientras que en primavera
se documento un aumento en hojas basales con respecto a superficie de hasta el doble de
fucoxantina, y en menor medida de clorofila a y ¢ (Colombo-Pallotta et al. 2006).

El conjunto de pigmentos involucrados en el ciclo de las xantofilas normalizados
por la concentracion de clorofila a (XXC/ Chl a) no mostré diferencias significativas entre
estaciones (ANOVA p=0.203, Figura 19A) aunque en las hojas de superficie colectadas en
primavera el £XC/ Chl a fue 40% mayor con respecto al encontrado en las hojas de
superficie colectadas en verano. Esta disminucion esta relacionada con la disminucién en la
absortancia relativa en la regién entre 450 y 500 nm durante el verano (Figura 15) ya que
los carotenoides del XC absorben significantemente a estas longitudes de onda. El estado
de de-epoxidacion (DPS), que representa la proporcion de los pigmentos de ciclo de las
xantofilas en la forma disipadora, no mostré diferencias significativas (ANOVA p=0.468,
Figura 19B) entre estaciones, aunque de manera interesante, en las hojas de superficie
colectadas en verano el DPS fue 45% mayor que en las hojas de superficie colectadas en

primavera.
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Figura 18: Concentracion de pigmentos accesorios en hojas de Macrocystis pyrifera
colectadas a diferentes profundidades en primavera 2005 (simbolo cerrado) y en verano
2005 (simbolo abierto) A) Concentracién de clorofila ¢. B) Concentracion de fucoxantina.
Cada punto representa la media (n=4) = 1 SD por estacion y profundidad.
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concentracion de clorofila a. B) Estado de de-epoxidacion. Cada punto representa la media
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Capacidad fotosintética. Los pardmetros fotosintéticos derivados de las curvas P-E

realizadas en las hojas colectadas durante el verano mostraron claras diferencias con
respecto a los pardmetros registrados durante primavera (Figura 20). Durante el verano, la
maxima tasa fotosintética (Pyax) no se presentd en las hojas de superficie sino que fueron
las hojas colectadas a 3 m de profundidad las que tuvieron el mayor Py, lo cual concuerda
con lo reportado por Clendenning (1971) quien documenta que en California la mayor tasa
fotosintética en verano fue encontrada en hojas de profundidades intermedias
(aproximadamente 6m). Esto represent6 una reduccion del 30% del maximo Pp, y de hasta
el 60% en las hojas basales con respecto a los valores encontrados en primavera (Figura
20). La reduccion de Pp,x en verano fue evidente ya que el mdximo valor obtenido en
verano (4.2 pmol Oyscm™h™) es comparable al obtenido en las hojas de 18 m de
profundidad durante la primavera (Colombo-Pallotta et al. 2006). Otra diferencia fue que
durante el verano los valores de la eficiencia fotosintética medida como la pendiente inicial
de las curvas P-E (o) disminuy6é en los estratos mds profundos, a diferencia de lo
encontrado en primavera, donde o fue constante conforme el aumento de la profundidad
(capitulo 2). Esto podria estar relacionado con una disminucion relativa del tamafio de la
PSU en profundidad en comparacién con el de primavera, ya que durante el verano la
concentraciéon de clorofila ¢ y fucoxantina no mostré el patrén de incremento con la
profundidad que mostré en primavera (Figura 18).

Capacidad fotosintética medida como actividad del PSII. Las curvas de transporte

de electrones (ETR-E) reflejan el estado aclimatativo de células a una cierta condicion

luminica (Silva et al. 1998, White y Critchley 1999). Estas curvas fueron muy similares



tanto en forma como en magnitud entre estaciones (Figura 21) y no se encontraron
diferencias significativas en sus pardmetros derivados ETR;,;x (ANOVA p= 0.656), aETR,
(ANOVA p= 0.180) y BETR (ANOVA p=0.406) entre primavera y verano. Esto podria
estar reflejando que durante el verano la capacidad operativa del PSII no se modificé y que
la reduccion en la capacidad fotosintética podria deberse a causas independientes del
transporte de electrones en el PSII. La maxima eficiencia cudntica operativa del PSII
(FW/Fm) no tuvo diferencias significativas entre estaciones (ANOVA p=0.654), aunque
durante el verano las hojas de superficie no mostraron la reduccién de este pardmetro que
tuvieron las hojas superficiales en primavera (F,/F,, superficial en primavera 0.57 y en
verano 0.67, Figura 22).

Al igual que en primavera, en verano hubo una fuerte correlacién entre ETR y
evolucién de oxigeno para irradiancias menores a 500 wmoles fotonesem s . Sin embrago,
el valor de la pendiente fue mayor en verano debido a la disminucién en los valores de
evolucion de oxigeno. Sin embargo, la linealidad en ambas estaciones permite el uso del
protocolo RLC para caracterizar la respuesta fotosintética bajo condiciones de luz menores

o cercanas al Ex (Figura 23).
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Figura 20: Curvas P-E de hojas de Macrocystis pyrifera colectadas a diferentes
profundidades. A) Primavera 2005; B) Verano 2005. Cada curva (n=2) representa el ajuste
(R*>0.95) al modelo de la tangente hiperblica descrito en materiales y métodos.
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Figura 22: Maxima eficiencia cudntica operativa del PSII medida como F,/F;, en primavera
(simbolo cerrado) y en verano (simbolo abierto). Cada punto representa la media (n=4) + 1
SD para cada profundidad y estacion.

Disipacion _de la energia del PSII. Con respecto a la capacidad de disipacion

térmica medida como NPQ, durante el verano en las hojas de superficie se registr6 una
disminucion de esta capacidad, encontrando valores cercanos a 6, lo que representa una
disminucion de NPQ en superficie del 40% (Figura 24) con respecto a los valores
encontrados en primavera (Colombo-Pallotta et al. 2006). Esto estd directamente
relacionado con la disminucién del XXC/ Chl a ya que en esta especie existe una relacion
entre la concentracién de Zea y la induccién de NPQ (capitulo 4 de esta tesis). De igual

forma, las hojas colectadas a 6 m de profundidad durante el verano mostraron una



reduccion del 50% de esta capacidad con respecto a los valores de primavera, pasando de
valores de NPQ de 5.5 en primavera a valores de NPQ de 2.5 en verano. Finalmente, las
hojas colectadas a 18m de profundidad tuvieron valores similares de NPQ en ambas

estaciones, aunque en estas hojas la capacidad fue la menor en comparacién con otros

estratos, con valores NPQ de hasta 1.2 (Figura 24).
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Figura 23: Relacién entre ETR y evolucién de oxigeno para irradiancias menores a 500
tmoles fotonesem™es” en hojas de Macrocystis pyrifera colectadas a diferentes
profundidades, en primavera (simbolo cerrado) y en verano (simbolo abierto). El ajuste al
modelo lineal fue R*>0.95 y la ecuaci6n se presenta en la grafica.



04 A
+Om
—&— 6m
81 —0— 18m
6 -
O [/
Z ,
4 A "
2
/". Illlllllllllll.........
(]
0 1 L oo oo
10 A B
—0— Om
g | —® 6m
—O— 18m
6 -
o
[aW
Z
4
i O
5-O
‘ 0000000000000000.
0 f.A.‘...oo.

0 5 10 s M - |

Tiempo (min)

Figura 24: Induccién de NPQ en hojas de Macrocystis pyrifera colectadas a diferentes
profundidades. A) Primavera 2005. B) Verano 2005. Cada punto (n=4) representa la media
+ 1 SD para cada profundidad y estacion.



111.5. DISCUSION

Al igual que en primavera, durante el verano la actividad fotosintética en M.
Pyrifera estuvo regulada diferencialmente en funcién de la profundidad, ya que las hojas de
distintas profundidades mostraron diferencias en su composicién pigmentaria, en sus tasas
fotosintéticas y en su capacidad de disipacion térmica. Esto sugiere que
independientemente del ciclo de crecimiento estacional, esta especie tiene la capacidad de
regular su actividad fotosintética en la escala espacial, aunque en primavera el gradiente
aclimatativo fue proporcionalmente mas marcado que en verano.

En cuanto a la regulacion en la escala temporal, los pardmetros que no mostraron
diferencias significativas entre primavera y verano fueron la concentracion de carbono y
nitrégeno en el tejido, la absortancia promedio, la concentracion de pigmentos constitutivos
y accesorios, la tasa de transporte de electrones y Fv/Fm. De manera contraria, la absorcion
relativa a 310nm, la capacidad fotosintética y NPQ se redujeron un 30-40% durante el
verano. Estos resultados indican que durante el verano la disminucién de la capacidad
fotosintética podria estar relacionada con una disminucion en la capacidad fotoprotectora.

Con relacion a la fotoproteccion en la region del PAR, los valores de induccién de
NPQ en superficie bajaron de valores cercanos a 10 en primavera a valores cercanos a 6 en
verano, lo cual estuvo relacionado con una menor concentracion de pigmentos
fotoprotectores (XXC/ Chl a) durante el verano, ya que en esta especie 1 mol de Zea induce
1 unidad de NPQ (Garcia-Mendoza y Colombo-Pallotta, en prensa). Pero de manera
interesante, aunque el pool total disminuyé en verano, el estado de de-epoxidacion fue

mayor. Esto podria estar indicando que durante el verano los organismos sentian mayor



presion fisioldgica, y por esta razén una mayor proporcion del pool se encontraba en la
forma disipadora.

Con relacién a la fotoproteccion en la region del UV, durante el verano la Abs;zjg
disminuyé considerablemente en los estratos superiores, lo que puede ser relacionado con
una disminucién en la capacidad para acumular compuestos que absorben en el UVB como
aminodcidos del tipo micosporina, que en otras Laminariales se ha documentado que
constituyen una respuesta fotoprotectora importante (Apprill y Lesser 2003).Un aumento
del 10% en la dosis de UV provoca una disminucion del 50% de la tasa fotosintética en M.
pyrifera (afecta tanto a Py,,x como a o) y una reduccién en la eficiencia de la transferencia
de la energia desde los sistemas colectores de luz al PSII (Clendennen et al. 1996). En otras
Laminariales se ha reportado la disminucién del 20-40% de la tasa fotosintética y del 40%
de F,/F,, luego de 48 hs de exposicion a UVA+UVB (Gémez y Gonzdlez 2005). A largo
plazo, altas dosis de UV pueden inducir un alto grado de fotoinactivacion, fotodafio e
inhibicion de la fijacién de carbono y se ha sugerido que puede alterar los mecanismos de
incorporacién de carbono mediante inhibicién de la enzima anhidrasa carbénica (AC)
cambios en la afinidad de los transportadores de HCOj3;™ o cambios en la permeabilidad de la
membrana (Franklin et al. 2003).

Los resultados de la composicién elemental del tejido indican que el “sindrome de
verano” en Baja California podria estar relacionado con una limitacion diferente a la
nutricional, como ha sido previamente sugerido para las poblaciones de M. pyrifera en
California (Jackson 1977, Gerard 1984, North y Zimmerman 1984, Dean y Jacobsen 1986)

ya que la concentracién de nitrégeno en el tejido no disminuyé en verano ni se encontrd



dentro de los valores considerados como criticos para la especie. Particularmente en este
sitio de Baja California, Ladah y Zertuche-Gonzalez (2004) han propuesto que las ondas
internas y las corrientes de marea podrian traer nutrientes por debajo de la termoclina hasta
la zona basal de estos organismos. Estos pulsos cortos de nutrientes generados por
movimientos internos del mar pueden ser suficientes para reabastecer el nitrégeno en el
tejido (Ladah y Zertuche-Gonzéles 2004), lo cual es particularmente importante para
especies de kelps que tienen la capacidad de translocar compuestos orgédnicos e inorganicos
(Manley 1984).

La relacion C:N se mantuvo constante a lo largo del organismo en ambas
estaciones, oscilando alrededor de 12.5 durante primavera y alrededor de 11 durante
verano, lo cual sugiere un balance entre 4cidos nucléicos, lipidos, carbohidratos y proteinas
(Raven et al. 2004) durante ambas estaciones. Si bien esta relacion ha sido ampliamente
utilizada como indicador del estado nutricional de micro y macroalgas (Raven et al. 2004),
ésta no discrimina entre el carbono y el nitr6geno que proviene de distintos constituyentes
celulares como proteinas, polisacaridos o lipidos. Debido a lo anterior, se pueden tener
razones C:N similares aunque la proporcion relativa de cada uno de estos constituyentes
pude ser muy diferente. Particularmente la concentracion de proteinas totales es critica para
el correcto funcionamiento celular debido a que son componentes indispensables del
aparato fotosintético, tanto desde el punto de vista estructural como enzimético
(Blankenship 2002). La mayor concentracién de proteinas totales en Macrocystis pyrifera
fue hallada en las hojas de superficie, disminuyé hasta los 6 m de profundidad y

permanecié constante en las hojas mds profundas (Figura 25). Entre estaciones, este



pardmetro no fue significativamente diferente (ANOVA p=0.294) lo cual junto con la
similitud entre estaciones de concentracion de nitrégeno en el tejido refuerza la hipétesis de
que durante el verano los organismos colectados en Baja California no presentaban signos

de estrés nutricional.
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Figura 25: Concentracion de proteinas totales en hojas de Macrocystis pyrifera colectadas a
diferentes profundidades durante primavera (simbolo cerrado) y durante verano (simbolo
abierto). Cada punto (n=3) representa la media para cada profundidad y estacion.

Pero si durante el verano no hubo signos claros de limitacién nutricional, ;cudl fue
la causa de la reduccion en la capacidad fotosintética? En primer lugar no puede ser

atribuida a una disminucién en la concentracion de pigmentos encargados de captar o



transferir la energia de excitacion, ya que tanto los pigmentos constitutivos (Chl a y B-caro)
como los pigmentos accesorios (Chl ¢ y Fuco) no mostraron diferencias significativas entre
estaciones. En segundo lugar, el haber encontrado altas tasas de transporte de electrones
durante verano implica que la fotosintesis no estuvo limitada a nivel del PSII. Posiblemente
la diferencia entre ETR-E y P-E se deba al incremento de otras vias metabdlicas que
consuman oxigeno como por ejemplo la incorporacién de nitrato, o a una limitacion en la
etapa oscura de la fotosintesis. En plantas se ha documentado que el aumento en la dosis de
UVB puede provocar una disminucion de hasta el 70% en la actividad de Rubisco después
de 3 dias de tratamiento (Jordan et al. 1992).

La respuesta aclimatativa de M. pyrifera durante una condicién ambiental estresante
(verano) es la siguiente: las respuestas fotoprotectoras disminuyeron tanto en el PAR como
en el UV especialmente en las hojas de superficie. Esto estuvo acompanado por una
reduccién de hasta un 40% de la capacidad fotosintética de los organismos. Sin embargo
los resultados de la composicién elemental del tejido y la concentracion de proteinas
permiten asumir que no hubo signos de estrés nutricional. La disminucion de la capacidad
fotosintética parece estar relacionada con un aumento en otras vias metabolicas que
consumen oxigeno o con limitacion en la etapa oscura de la fotosintesis, y podria ser a nivel
de la actividad de Rubisco a una disminucién en la capacidad de incorporacién de carbono
inorgdnico o transporte del mismo dentro de la célula (via la anhidrasa carbénica intra o

extra celular).



111.6. CONCLUSION

La falta de diferencias entre primavera y verano en la composicion elemental y en la
concentracién de proteinas sugieren que el deterioro de verano de organismos adultos de
Macrocystis pyrifera en este sitio de surgencias de Baja California podria no estd causado
por estrés nutricional. El deterioro podria estar causado por una reduccion en la capacidad
fotoprotectora tanto en la regién del PAR como del UV. Asi mismo, la relacién entre ETR-
E y P-E permiten hipotetizar que en verano la fotosintesis no estuvo limitada a nivel del
PSII. La reduccién en la capacidad fotosintética en verano podria estar relacionada con un
aumento de otras vias metabdlicas que consumen oxigeno o a una limitacién en las

reacciones de la etapa oscura de la fotosintesis.



Capitulo 4

Caracterizacion del mecanismo que controla la disipaciéon no fotoquimica en

Macrocystis pyrifera.

I1v.1. RESUMEN

La capacidad de disipacion térmica medida como NPQ fue caracterizada en la especie
Macrocysytis pyrifera (L) C. Agardh. Se realiz6 un andlisis comparativo de la induccién de
NPQ y la actividad del ciclo de las xantofilas (XC) en hojas colectadas a diferentes
profundidades. Asi mismo se realizaron mediciones en presencia del inhibidor dithiothreitol
(DTT) y del desacoplador NH4Cl. El grado de induccién de NPQ estuvo relacionado con la
cantidad de zeaxantina sintetizada en alta luz a través del ciclo de las xantofilas. Por lo
tanto, altos valores de NPQ (cercanos a 10) fueron alcanzados en las hojas de superficie
mediante la acumulacién de una alta concentracion de zeaxantina. Los pigmentos del XC
fueron 3 veces mds abundantes en superficie que en hojas colectadas a 18 m de
profundidad. La inhibicion de la sintesis de zeaxantina con DTT redujo el 80% la induccion
de NPQ en las hojas de superficie mientras que en las hojas basales el DTT produjo un
efecto minimo. Asi mismo, hubo una respuesta diferencial entre las hojas de superficie y
basales en presencia de NH4Cl, ya que solo en las hojas de superficie se detectd una lenta
relajacion luego de la adicién del desacoplador que provoca la destruccion del gradiente de
protones (ApH). Estos resultados indican que el gradiente de protones no induce por si
mismo el NPQ. Por lo tanto, en contraste con plantas superiores, en M. pyrifera el NPQ

puede ser explicado principalmente por la sintesis de zeaxantina. La necesidad de este



pigmento para la fotoproteccion fue evidenciada por la lenta recuperacion del maximo
potencial fotoquimico (F,/F,) en las muestras de superficie tratadas con DTT y en las hojas

basales, luego de un estrés con alta luz.

IV.2. INTRODUCCION



La luz es un recurso que presenta variabilidad tanto en la escala temporal como
espacial (Kirk 1992), lo cual provoca que los organismos autétrofos hayan desarrollado la
capacidad de regular sus antenas (Falkowski y Raven 1997). Bajo condiciones de
limitacion por luz las antenas incrementan la cantidad de energia transferida a los centros
de reaccion, pero cuando la luz es excesiva en relacién a la capacidad de la célula de
utilizar los productos de la etapa clara de la fotosintesis, los componentes de esta fase no
tienen donde canalizar la energia que acumulan. Esto puede causar dafio celular
principalmente debido a que la clorofila a se encuentra mds tiempo excitada, lo que
provoca que aumente la probabilidad de que reaccione con oxigeno formando radicales
altamente oxidantes como singuletes de oxigeno (Falkowski y Raven 1997).

Uno de los mecanismos mds importantes de fotoproteccidn presentes en algas y
plantas superiores es la disipacion del exceso de energia en forma de calor, el cual ocurre
en la antena o en el centro de reaccion de fotosistema II (PSII) (Pfiindel y Bilger 1994,
Miiller et al. 2001, Horton y Ruban 2005). Una manera de medir la disipacion de este
exceso de energia es mediante el proceso de “quenching” (disipacién) de la clorofila a
independiente de la fotoquimica (NPQ; Non Photochemical Quenching). Hay varios
componentes dentro de NPQ, como gE, ql, estados de transicion y fotoinactivacion del PSII
(Horton et al. 1991). Sin embargo, el rol fotoprotector sélo se le ha asignado a la parte de
disipacion térmica de NPQ (Miiller et al. 2001), llamado qE o disipacién de alta energia
(Horton et al 1991), siendo uno de los procesos mds importantes el del ciclo de las

xantofilas (XC), que consiste en la de-epoxidacion del carotenoide violaxantina (Vio) para



convertirse en zeaxantina (Zea) via el pigmento intermediario anteraxantina (Ant)
(Yamamoto et al. 1962).

El mecanismo molecular exacto del ciclo de las xantofilas en relaciéon a NPQ no
estd bien entendido. En plantas superiores y en algas verdes se necesitan tres elementos
para la expresion completa de NPQ: la sintesis de Zea via el XC (Demmig Adams y Adams
IIT 1996), la formacién de un gradiente de protones a través de la membrana tilacoide
(ApH) (Noctor et al. 1991, Horton et al. 1996) y la presencia de la subunidad PsbS en la
antena del PSII (Li et al. 2000). EI modelo de control de NPQ propuesto para plantas
superiores y algas verdes (revisado en Govindjee 2002, Miiller et al 2001, Horton y Ruban
2005, Niyogi et al. 2005) indica que la acidificacion del lumen durante la etapa de alta luz
(formacién de ApH) induce la protonacién de uno o mds complejos de la antena del PSII,
especialmente PsbS. La protonacion causa cambios conformacionales en la antena que
promueven la disipacién térmica (fase de induccién rdpida). De manera paralela a la
protonacion, el bajo pH en el lumen activa la sintesis de Zea, quien se une a las proteinas
protonadas y forma un complejo de disipacion (fase lenta). Aunque existe un consenso en
la secuencia de eventos descritos anteriormente, ain continda el debate sobre si la Zea es
s6lo un activador alostérico (Horton et al. 1991) o si estd directamente involucrado en el
proceso de disipacion de la clorofila a (Frank et al. 1994, Ma et al. 2003).

En algas cafés se ha documentado la importancia de NPQ y el XC en la
fotoproteccidn, ya que las especies incapaces de expresar eficientemente los mecanismos
fotoprotectores estdn restringidas a hdbitats profundos, mientras que las que pueden

activamente expresar un ciclo de las xantofilas proliferan en ambientes someros (Rodrigues



et al. 2002). Dado que las algas café expresan el mismo XC que las plantas superiores (Vio-
Ant-Zea), se supone que el mecanismo que controla NPQ es el mismo para ambos grupos.
Sin embargo, las diatomeas (que pertenecen al mismo Filum) muestran diferencias a la
induccién de NPQ, mientras que estados de transicién es un mecanismo ausente (Owens y
Wold 1986). Las diatomeas, aunque son capaces de expresar el ciclo de las xantofilas Vio-
Ant-Zea, también pueden expresar (y lo hacen preferencialmente) el ciclo de las xantofilas
de didinoxantina (DDx) a diatoxantina (DTx; Lohr y Wilhelm 1999). La tasa de
epoxidacién de los pigmentos del XC es mucho mayor en diatomeas que en plantas
(Olaizola et al. 1994, Lavaud et al. 2004). NPQ puede alcanzar valores de 10 en diatomeas
(Lavaud et al. 2002a, Ruban et al. 2004) mientras que los tipicos valores de NPQ en plantas
no suelen superar los 4 (Demmig Adams y Adams III 1996). En contraste con plantas, las
diatomeas son altamente sensibles a los inhibidores del XC. El dithiothreitol (DTT), un
inhibidor de la enzima violaxantina de-epoxidasa (VDE), reduce significativamente NPQ
(Olaizola et al. 1994, Lavaud et al. 2002b).

En contraste a plantas superiores, esta super capacidad para disipar el exceso de
energia en diatomeas presenta una lenta reversibilidad en presencia de un desacoplador
como el cloruro de amonio (NH4Cl; Ruban et al. 2004). Estas diferencias indican que
probablemente el mecanismo de disipacion térmica en Cormofitas y especialmente en
Heterokontofitas es diferente al de plantas superiores. En contraste a las diatomeas,
Macrocystis pyrifera sélo presenta el ciclo de las xantofilas Vio a Zea y una gran cantidad
de pigmentos fotoprotectores (XXC) junto con valores de NPQ cercanos a 10 en hojas

superficiales (Capitulo 2 de esta tesis).



Para conocer el mecanismo de disipacion térmica en esta especie se colectaron hojas
de diferentes profundidades para medir su capacidad de NPQ y su respuesta con respecto a
la fotoproteccion en tejido aclimatado a diferentes condiciones luminicas. Los resultados se

discuten en el contexto del modelo propuesto para plantas superiores.



IV.3. MATERIALES Y METODOS

Material de estudio. Las muestras de Macrocystis pyrifera fueron colectadas de la zona

submareal del manto ubicado en la localidad Campo Kennedy (31.70176° N; 116.68356°
W) cercano a la ciudad de Ensenada, Baja California, México. Esta localidad se encuentra
en el rango medio de distribucion de la especie en el Hemisferio Norte. En base al didmetro
del grampdn (North 1971a) se muestrearon plantas de 2 afos de edad durante la estacién de
primavera (31 de marzo y 12 de mayo) y verano (12 de julio y 5 de septiembre) del 2005.
Mediante buceo auténomo se colectaron hojas completas y sanas de entre 1 y 3 plantas por
muestreo, a intervalos de profundidad constantes, desde la superficie hasta el grampdén
ubicado a una profundidad de 18 m. Para cada profundidad se colectaron 4 hojas completas
para cada una de las profundidades (0 metros equivalente a superficie, 3, 6, 9, 12, 13.5, 15
y 18 metros).

Con la ayuda de un sacabocados se cortaron discos de tejido de 1.2 cm de didmetro
a unos 10 cm del nematocisto sobre el eje central de cada una de las hojas libres de epifitas
visibles. Los discos fueron mantenidos por menos de 24 horas en matraces de 250 ml con
200 ml de agua de mar filtrada, en un incubador con un foto periodo 12:12 a 17 £ 0.5 °C
con aireacién vigorosa y una intensidad luminica de 75 pmoles de fotonesem™es™ provistos
por una ldmpara fluorescente de luz fria de 54 watts (Tecno Life). La irradiancia fue
medida con un irradiémetro LI-1000 (LI-COR, Inc.) y expresada en PAR (400- 700 nm).
Los discos de la misma planta y la misma profundidad fueron mantenidos en el mismo

Erlenmeyer, y los discos fueron tomados al azar para realizar cada una de las mediciones.



Cuantificacion de pigmentos. La cuantificacion de pigmentos se realizé en 5 discos por
cada profundidad mediante Cromatografia Liquida de alta Presicion (HPLC), como se
describe en Van Heukelem y Thomas (2001), modificado en el perfil de abastecimiento de
solventes (%B, min): 5%, 0 min; 5% 5 min; 95% 22 min; 95%, 27 min; 5% 30 min. Las
extracciones se realizaron en 3 ml de acetona fria previa molienda del tejido en nitrégeno
liquido. Los extractos fueron mantenidos por 1 hora en oscuridad a 4 °C, clarificados por
centrifugacién a 12000 xg por 5 minutos y almacenados a -20 °C por menos de 24 horas
hasta el anélisis por HPLC. El equipo de HPLC (Shimadzu AV-10) estaba equipado con
una columna de fase reversa Zorbax ODBC-8 (4.6 x 150 mm, 3.5 uM tamaiio de particula).
El protocolo fue calibrado y los factores de calibracion se obtuvieron de estdndares puros
de clorofilas y carotenoides (DHK, Inc. Suiza).

Mediciones de fluorescencia de clorofila a. Las mediciones de fluorescencia de clorofila a

para cada disco se realizaron con un fluorémetro de amplitud modulada (Diving-PAM;
Heins Walz, Germany). La nomenclatura y los pardmetros calculados siguen lo reportado
por Van Kooten y Snel (1990). Para las determinaciones de maxima eficiencia fotosintética
del fotosistema II (PSII), los discos fueron adaptados a oscuridad por 5 minutos y la
fluorescencia basal (F,) se obtuvo al colocar la sonda del fluorémetro a una distancia de 10
mm y prender la luz de medicién, mientras que la Fluorescencia maxima (Fy,) se determin6
dando un pulso de 0.8 segundos de luz actinica saturante.

La disipacién no fotoquimica de la clorofila a (NPQ) se midi6 en discos expuestos

por periodos de 30 minutos a intensidades luminicas de 1560 pmoles fotonesem’ss™ en

sistemas abiertos o cerrados de agua de mar con temperatura controlada a 17 °C. NPQ fue



monitoreado al colocar la fibra 6ptica del PAM en un dngulo de 60° en relacion a la cara
del disco expuesta a la luz. La geometria se mantuvo constante durante cada medicion (fase
de alta luz y fase de recuperacion) y con intervalos de 1 minuto se aplic6 un pulso de luz
saturante (0.8 seg.) y NPQ se calcul6 como:

NPQ = (Fu- F')/ F'in (14)
donde F’, es la maxima emision de fluorescencia medida en alta luz (induccién de NPQ) u
oscuridad luego de alta luz (relajacion de NPQ).

Induccion del ciclo de las xantofilas. Se midié el cambio en la concentraciéon de los

pigmentos relacionados con el ciclo de las xantofilas, Vio, Ant y Zea luego de exponer
varios discos de la misma hoja a condiciones de luz saturante (como se describid
anteriormente) por diferentes periodos de tiempo. Cada disco fue previamente aclimatado a
oscuridad por 1 hora y luego de cada tratamiento los discos fueron congelados vy
almacenados en nitrégeno liquido hasta su andlisis. El estado de de-epoxidacién de los
pigmentos del XC se calculé como:

DPS = [Zea] + 0.5 [Ant]/ ZXC (15)
donde Zea representa la concentracién de zeaxantina, Ant la de anteraxantina y XXC
representa la suma de los pigmentos relacionados con el ciclo de las xantofilas (Vio, Ant y
Zea). La constante de de-epoxidacion de la Vio (k) se calcul6 al ajustar los datos de cambio
de Vio en el tiempo que estuvo expuesta a alta luz () utilizando el siguiente modelo

exponencial (Olaizola et al 1994):

[Vio, - Vio, |= [ Vi, - Vio, e~ (16)



donde i y f representan la concentracion de Vio en los discos aclimatados a oscuridad y
luego de estar expuestos a 30 minutos de alta luz, respectivamente.

Tratamiento con inhibidores. Se monitored el efecto del DTT sobre la induccién de NPQ

en discos de hojas colectadas a diferentes profundidades. Estos discos, al igual que los
controles fueron adaptados por 1 hora a oscuridad, pero sélo para los discos del tratamiento
con DTT a los 30 minutos de esta aclimatacién se les agregé DTT a una concentracion final
de ImM vy se los mantuvo durante los 30 minutos restantes en estas condiciones. Tanto el
tiempo como la concentracion de DTT fueron efectivos para inhibir la de-epoxidacién sin
causar efectos secundarios en los discos. Luego del tratamiento con DTT los discos fueron
sometidos a condiciones de alta luz como se describi6 anteriormente.

Asimismo, se investigé el efecto que tiene la ruptura del gradiente de protones a
través de la membrana tilacoide sobre la disipacién no fotoquimica, utilizando un
desacoplador, en este caso cloruro de amonio (NH4Cl). Los discos fueron expuestos a las
condiciones de luz anteriormente mencionadas en una cdmara de acrilico y mantenida a 17
°C por recirculacion en un sistema cerrado. Luego de 20 minutos de comenzado el
tratamiento con alta luz se les agregé el desacoplador a una concentracion final de 100 mM
como se describe en Ruban y colaboradores (2004). Una vez adicionado el NH4Cl se
mantuvieron en luz por 10 minutos mas para completar el periodo de alta luz de 30
minutos. Adicionalmente, algunos discos fueron incubados con el desacoplador 10 minutos
antes del tratamiento con alta luz.

Experimentos de fotoinhibicion. La recuperacion de F,/F,, luego del estrés con alta luz se

monitored en discos provenientes de diferentes profundidades. Estos discos fueron tratados



como se describe para la induccién del ciclo de las xantofilas y luego de finalizado el
tratamiento con alta luz se mantuvieron en luz baja (25-30 umoles fotonesem™s™") tanto
para los discos control como para los discos tratados con DTT. La tasa de recuperacion se

calcul6 ajustando los datos al modelo propuesto por Hanelt (1998):

Y=1-A%* (—at) (_btj

=1-A*exp + B*exp (17)
donde Y es la recuperacion de F,/F,, en relacion al valor que este parametro presentd antes
de la exposicion a alta luz. A es la fase de recuperacion rdpida con una constante de tiempo
a y la amplitud de la recuperacion lenta es descrita por B con una constante de tiempo b. t;,»
representa el tiempo que tarda en alcanzar el 50% de la recuperacion méaxima.

Procesamiento de datos y andlisis estadistico. Los célculos de los diferentes pardmetros

descritos se obtuvieron ajustando los datos a los modelos propuestos mediante el algoritmo
de Marquardt-Levenberg (Sigma Plot software, Jandel SSP scientific). Los anélisis
estadisticos paramétricos fueron realizados con el paquete Statistica 6.0, utilizando un valor

de significancia de alfa de 0.05.



1V.4. RESULTADOS

Andlisis de la disipacion de la fluorescencia de la clorofila a. Durante la estacion de

primavera se caracterizo la disipacion de la fluorescencia de la clorofila a, con valores de
hasta 10 (Colombo-Pallotta et al. 2006). Por lo tanto, para caracterizar el mecanismo que
controla NPQ en Macrocystis pyrifera se realiz6 el andlisis de disipacién en hojas
colectadas a diferentes profundidades durante la estacién de verano. La Figura 26 muestra
los resultados representativos de 3 profundidades para hojas colectadas durante la estacion
de verano. Las hojas mostraron una clara diferencia en los valores de NPQ entre la
induccidn en alta luz y la relajacion en oscuridad. Los mdximos valores de disipacion de la
fluorescencia de la clorofila a los presentaron las hojas del dosel, alcanzados en el menor
ti» (Figura 26A). Los valores de F’;,, disminuyeron hasta valores por debajo de Fy, razon
por la cual se obtuvieron altos valores de NPQ. Durante los muestreos realizados en verano
los valores maximos de NPQ fueron de 5-6 (capitulo 3 de esta tesis). La disipacién de F’p,,
disminuy6 con la profundidad y los minimos valores se registraron en muestras basales (9-
18 m de profundidad) (Figura 26C).

La relajacion en la oscuridad de la disipacién generada durante el periodo de alta
luz, fue mas lenta que la induccién de este proceso en las muestras del dosel y del subdosel
(Figura 26A y 26B), mientras que en las hojas basales el proceso de relajaciéon no fue
evidente (Figura 26C). De manera paralela a la relajacion de la disipaciéon de Fy, la
fluorescencia variable (F,) también mostr6 una recuperacion durante el periodo de
oscuridad después del estrés luminico. Los valores de recuperacioén de F, fueron maximos

en las hojas del dosel y disminuyeron conforme al aumento de la profundidad (Figura 26).
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Figura 26: Andlisis de disipacion de la fluorescencia de la clorofila @ en hojas de
Macrocystis pyrifera colectadas a diferentes profundidades. La fluorescencia se midié en
discos previamente aclimatados a oscuridad por 1 hora y expuestos por 30 minutos a luz
actinica saturante (1560 pmoles fotonesem’es™) y posteriormente durante 30 minutos en
recuperacion en oscuridad. La fluorescencia maxima se determiné aplicando un pulso corto
(0.8 s) de luz saturante cada minuto. A) Muestra colectada en superficie. B) Muestra
colectada a 6 m de profundidad. C) Muestra colectada a 18m de profundidad.



NPQ y actividad del XC. Durante la exposicion de los discos a la condicién de alta luz se

evidencio la conversion de Vio a Ant y Zea. La cantidad y la tasa de sintesis de Ant y Zea
durante 30 minutos de exposicidn a alta luz estuvieron relacionadas con la posicion de las
hojas en la columna de agua (Tabla V), ya que las hojas del dosel presentaron la mayor
cantidad de pigmentos del XC (XXC), el mayor estado de de-epoxidacion (DPS) y la mayor
tasa (k) de de-epoxidaciéon de la Vio. Las hojas del subdosel presentaron valores
intermedios en estos pardmetros mientras que las hojas basales presentaron los minimos
valores (Tabla V). Asi mismo no hubo sintesis de novo de estos carotenoides (datos no
mostrados) al menos durante los 30 minutos de alta luz.

DPS indica la cantidad relativa de sintesis de pigmentos fotoprotectores relativos al
XC, y este pardmetro mostré una relacion lineal con la inducciéon de NPQ (RZ: 0.79),
mientras que la produccion de Zea dependi6 del tamafio del pool (X2XC) y del estado de de-
epoxidacion. Debido a que 2XC y DPS cambiaron con la profundidad, la cantidad de Zea
sintetizada fue diferente entre profundidades. Las hojas del dosel mostraron una mayor
sintesis de Zea en comparacion con otras profundidades. Por lo tanto, la concentracion de
Zea mostré una mayor correlacion con NPQ que con DPS (R*=0.90). La Figura 27 muestra
la relacion entre la concentracion de Zea medida en diferentes momentos desde el inicio del
tratamiento con alta luz y el valor de NPQ asociado a ese momento para hojas provenientes
de todas las profundidades analizadas. El ajuste de los datos a un modelo de regresion
lineal simple (R*= 0.84) revel6 que la pendiente no mostré diferencias significativas de 1 y
el intercepto de O (prueba t-student, p<0.05). La variabilidad en esta relacion podria deberse

principalmente a la heterogeneidad entre las hojas colectadas a diferentes profundidades.



Tabla V: Caracteristicas pigmentarias en relacion a la fotoproteccion en hojas de
Macrocystis pyrifera colectadas a diferentes profundidades. ZXC representa la suma de
Vio, Ant y Zea normalizado por la concentracién de Chl a. K representa la mayor tasa de
de-epoxidacion de la Vio. DPS inicial representa el valor de de-epoxidacién al inicio del
tratamiento y DPS médx representa el méaximo valor de de-epoxidacion durante el
tratamiento. DPS max + DTT representa el maximo valor de de-epoxidacion en los discos
tratados con DTT como se describe en materiales y métodos. Los valores representan la
media (n=4) = 1 DS. Las diferencias estadisticas entre profundidades se muestran con
diferentes superindices (t-student test, p>0.05).

Profundidad XXC k DPS inicial DPS max DPS
(m) (mM mM chla™) (min™) max +
DTT
0 0.25 +0.07° 0.48 0.0840.02  0.36 £0.06" 0.09
3 0.22 +0.04* 0.32 0.084£0.01  0.20 £0.06"
6 0.12 +0.05" 0.28 0.04 +0.01 0.18 0.03
9 0.11 +0.01° 0.10 0.06+0.02  0.12 £0.04°
15 0.10 +0.01° 0.15 0.0740.01  0.10 £0.05"
18 0.10 +0.01° 0.08 0.05+0.03  0.11 £0.03 0.04

En la Figura 27 se incluyeron los datos de las muestras mantenidas en oscuridad
luego de la exposicion a la luz. Bajo esta condicién se desarrolla la reversibilidad del XC
(proceso de epoxidacion del Zea) y los datos de estas mediciones siguieron la relacion

NPQ-Zea, aunque con baja concentracion de Zea todavia permanece algo de NPQ (Figura



27). Por lo tanto, el NPQ residual puede ser atribuido a la reduccion en la emision de la
fluorescencia debido a la inactivacién del PSII (ver la seccién de fotoinhibicién) o a la

presencia de Ant no epoxidada a Vio en esas muestras.

NPQ (Fy- Fry / Fl)

0 d 4 i 8 10
Zeaxantina (mol mol chl a 'x 100)

Figura 27: Relacion entre NPQ y la concentracion de Zea en hojas de Macrocystis pyrifera
colectadas a diferentes profundidades durante el periodo de alta luz en experimentos
realizados con muestras colectadas en primavera y verano (circulos abiertos). Se incluyen
los resultados obtenidos durante el periodo de recuperacién en oscuridad (circulos
cerrados). La linea continua representa el ajuste al modelo de regresion lineal simple
(r’=0.84), mientras que las lineas punteadas representan el intervalo de 95% de confianza.

Efecto del DTT en NPQ. Para comprender el mecanismo que controla NPQ en M. pyrifera,

especificamente el rol de la Zea, se inhibié la conversion de los pigmentos del XC al
incubar los discos de diferentes profundidades con dithiothreitol (DTT). El DTT es un
inhibidor inespecifico de la VDE que puede causar efectos secundarios (Pfiindel y Bilger

1994). Sin embrago, no se detectaron efectos negativos ya que en los discos de tejido la



incubacién con el inhibidor no causé un aumento en la fotoinhibicién, no hubo reduccién
del valor de F./F,, antes de comenzar el tratamiento con alta luz ni hubo cambios en los
valores de evolucion de oxigeno en las muestras tratadas con respecto a los controles (datos
no mostrados).

Las hojas superficiales que presentaron un alto NPQ suprimieron el 80% de la
disipacion en presencia de DTT (Figura 28 A, Tabla V). En contraste, el efecto del DTT fue
minimo o ausente en hojas basales que tuvieron también una baja capacidad de realizar
NPQ (ver capitulo 2). El DTT también causé un efecto en la relajacién de NPQ después del
tratamiento con alta luz. Para las hojas superficiales, el DTT suprimié completamente la
relajacion (Figura 28B) y de manera general, el efecto del DTT para muestras de todas las
profundidades fue llevar los valores de NPQ al minimo. Por lo tanto, todas las muestras
tratadas con DTT presentaron caracteristicas de induccion y de relajacion de NPQ similares
a las de las hojas basales, que en los discos control mostraron los minimos valores de NPQ

y la menor actividad del XC.
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Figura 28: Efecto del DTT en la capacidad de realizar NPQ en hojas de Macrocystis
pyrifera colectadas a diferentes profundidades durante el verano. A) Tratamiento control.
B) tratamiento con DTT como se describe en materiales y métodos.

Efecto del NH,Cl en NPQ. Las hojas colectadas de diferentes profundidades mostraron

respuestas diferentes a la adicion de NH4Cl después de 20 minutos de tratamiento con alta
luz. Para las hojas superficiales se observd que la mayor parte de la disipacién de la

fluorescencia se relajo lentamente luego de la adicion de NH4Cl (Figura 29A). Este efecto



disminuy6 conforme a la profundidad en la cual se obtuvieron los discos (Figura 29B),

mientras que para las hojas basales este desacoplador no tuvo ningtin efecto (Figura 29C).

104 alta luz |
0 - A
= 06
- HH,C1
o
04 | \
02
00 4 :
] 5 10 15 20 25 a0
104 alta luz |
02 - B
=
B oas HH,CL
=
04 -
y
02 .
00 L :
1] 5 10 15 20 25 0
10 alta luz |
ER C
HH, 1
=
B 08
=
04
o
0z 4
oo L :
] 5 10 15 0 25 Kl
Tiempo {min)

Figura 29: Efecto del desacoplador NH4Cl (la flecha indica el momento en que fue
agregado) en la capacidad de realizar NPQ en hojas de Macrocystis pyrifera colectadas a
diferentes profundidades. A) Hojas de superficie. B) Hojas de 6 m C) Hojas de 18m.



La relajacion de la disipacion de la fluorescencia luego de la adiciéon de NH4Cl
parece estar correlacionada con el grado de expresion de NPQ relacionado con la actividad
del XC. Para investigar si habia una parte de NPQ asociada solamente a la formacién del
ApH, se realizaron mediciones de NPQ en muestras tratadas con NH4Cl antes de iniciar el
estrés por alta luz. Se esperaba que el NH4Cl suprimiera completamente la disipacién de
F’i,. Sin embrago, se observé una pequeiia induccién de NPQ en las muestras tratadas con
NH,4CI antes del tratamiento con alta luz (Figura 30A). A los 15 minutos de alta luz el
grado de disipacion en las muestras tratadas con NH4Cl fue similar al de las muestras
tratadas con DTT (NPQ =0.48 y NPQ =0.63 respectivamente; Figura 30B). Asi mismo,
estos valores son comparables a la disipaciéon que se midié en las hojas basales (NPQ
=0.55; Figura 27A). Las muestras incubadas con NH4Cl no sintetizaron Zea durante el
periodo de alta luz (DPS= 0.05, [Zea]= 0.007 molemol chl ') y por lo tanto la disipacién
fue minima (Figura 30B).

En Macrocystis pyrifera pareceria que la disipacion no fotoquimica (NPQ) es
independiente del ApH comparado con plantas superiores y microalgas verdes y estaria
principalmente relacionada con la sintesis de Zea. El NPQ residual detectado en las hojas
basales y el los discos tratados con DTT podria estar asociado a una reduccién de F,
independiente del XC, como inactivacion del PSII. El efecto del NH4ClI en la relajacién de
NPQ pareceria estar correlacionado con la conversion de Zea a Vio (reverso del XC) ya que
probablemente la actividad de la enzima violaxantina de-epoxidasa se pierde luego de la

adicion del desacoplador.
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Figura 30: A): Efecto de la adicion de NH4ClI antes de iniciar el periodo de alta luz en la
capacidad de realizar NPQ en hojas superficiales de Macrocystis pyrifera. B) Efecto del
doble tratamiento de discos de tejido aclimatados durante 1 hora a DTT y que
adicionalmente recibieron NH4Cl a la mitad del tratamiento con alta luz.



Para corroborar esta idea se midi6 la cinética de epoxidacion de la Zea en oscuridad
luego del tratamiento con alta luz y se compar6 con el efecto en la concentracién de los
pigmentos del XC de los discos a los que se les agregé NH4Cl durante la alta luz. En las
hojas superficiales, la concentracién de Zea formada durante el periodo de 20 minutos de
alta luz disminuye rdpidamente en oscuridad (Figura 31). La reaccién de epoxidacion
reestablece en 30 minutos la concentracion de Zea a valores cercanos a los que presentaba

antes del estrés con alta luz (Figura 31).
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Figura 31: Epoxidacion de la Zea en oscuridad luego de exponer las hojas de M. pyrifera de
superficie durante 20 minutos a alta luz (linea continua y simbolo cerrado). La reduccién en
la concentracion de Zea en luz luego de la adicién de NH4Cl1 esta representada por la linea
discontinua y los simbolos grises. La linea continua representa el mejor ajuste a un modelo
de disminucion exponencial. La linea punteada representa la cantidad de Zea presente en
oscuridad antes del tratamiento con luz.



La recuperacion de la fotoinhibicion estd relacionada con la actividad de XC. Con la

finalidad de documentar la importancia de la formacion de Zea a través del XC como un
mecanismo fotoprotector, se midié la recuperacion de la eficiencia qudntica operativa
maxima del PSII (F,/Fy,) luego de un estrés con alta luz en muestras colectadas a diferentes
profundidades. Las muestras superficiales mostraron la mayor tasa y la mds rdpida
recuperacion en comparaciéon a las muestras provenientes de las demds profundidades
(Figura 29). Para las hojas del dosel, la fase rdpida (A) representé mds del 90% de la
recuperacion de la maxima eficiencia del PSII. Por lo tanto, F,/F,, tuvo una recuperacion
con una t;, de 5 minutos al cambiar la condicién de alta luz a la de recuperacion (Figura
32A).

La importancia relativa de la fase de recuperacion rdpida de F,/F,, disminuy6 en
muestras provenientes de 6 y de 18 metros de profundidad, con un t;;, de 25 y 132 minutos
respectivamente (Figura 32B y 32C). El tratamiento con DTT afecta de tal manera el XC
que causé un efecto negativo en la recuperacion de F,/Fy, en las hojas del dosel y subdosel
pero no en las hojas basales (Figura 32). Asi mismo, en las muestras tratadas con DTT la
fase rdpida de recuperacion de F,/F,, desaparecid. Por lo tanto, el tj» en las muestras
tratadas con DTT aument6 12 veces en superficie y 3.5 veces para las muestras
provenientes de 6 metros de profundidad. En contraste, el t;;, de recuperacion de F,/F,, fue
similar para las muestras control y tratadas con DTT provenientes de hojas basales (Figura

320).
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Figura 32: Recuperacion de la maxima eficiencia quantica operativa del PSII luego del
estrés con alta luz para muestras control (simbolo abierto) y para las muestras tratadas con
DTT (simbolo cerrado) como se describe en materiales y métodos. A) Muestras de
superficie. B) Muestras de 6 m. C) Muestras de 18 m. La linea representa el ajuste al
modelo propuesto por Hanelt 1998 (ver materiales y métodos).

1V.5. DISCUSION



Relacion entre NPQ y el XC. El andlisis comparativo entre la disipacion de la fluorescencia

de la clorofila a y la actividad del ciclo de las xantofilas mostré que, a diferencia de lo que
ocurre en plantas superiores, en hojas de Macrocystis pyrifera colectadas a diferentes
profundidades el NPQ puede ser explicado principalmente por la sintesis de zeaxantina. Por
lo tanto, la alta capacidad para disipar el exceso de energia en forma de calor estd asociada
a la alta acumulacién de Zea bajo condiciones de luz saturante.

El andlisis de disipacién y los tratamientos con inhibidores se realizaron en las
muestras colectadas durante el verano, que fueron las que presentaron valores de NPQ més
bajos que los reportados en primavera (capitulo 2 de esta tesis). Durante la primavera estos
organismos alcanzan su maxima tasa de elongaciéon de frondas (Gonzdles-Fregoso et al.
1991), mientras que en verano se ha reportado una disminucion de la tasa fotosintética
junto con menores valores de concentracion de clorofila a (Clendenning 1971, Gerard
1984, capitulo 3 de esta tesis), aparentemente por un aumento en la temperatura del agua
y/o una disminucién de la concentracién de nutrientes. Por lo tanto en este capitulo se
presentaron caracteristicas de organismos en diferentes estados fisiologicos. Sin embargo,
la relacion NPQ-Zea, la cual se construy6 con datos obtenidos durante primavera y verano,
indica que el mecanismo de disipacion térmica es el mismo entre diferentes condiciones
fisioldgicas.

Aunque M. pyrifera presenta un XC similar al de plantas superiores, las
caracteristicas de NPQ y los factores de control asociados son mds parecidos a los
reportados para diatomeas. Por ejemplo, la relaciéon entre Zea y NPQ en M. pyrifera es

similar a la relacion entre DTx y NPQ reportada para diatomeas (Lavaud et al. 2002a,



Lavaud et al. 2004). Asi mismo, la concentracién de Zea o de DTx normalizada por
clorofila a induce la misma cantidad de NPQ. Esto genera que se alcancen valores muy
altos de NPQ via la acumulacién de Zea o de DTx (Ruban et al. 2004) tanto en hojas de
Macrocystis pyrifera colectadas en superficie, y por lo tanto aclimatadas a altas
irradiancias, como en células de Phaeodactylum tricornutum aclimatadas a un régimen de
luz intermitente (Lavaud et al. 2002, Ruban et al. 2004) ya que ambas condiciones inducen
el incremento del XXC (Lavaud et al. 2002).

El tamafio de £XC normalizado por la concentracion de clorofila a fue tres veces
mayor en las hojas del dosel que en las basales, y en comparacion con plantas superiores
fue aproximadamente 5 veces mayor (Jahns 1995). De igual manera, el 2XC en diatomeas
es mayor que en plantas superiores (Wilhelm 1990, Lavaud et al. 2004), y un régimen de
luz intermitente provoca un aumento del 100% en estos pigmentos (Lavaud et al. 2002a).
Por lo tanto, una gran cantidad de pigmentos potencialmente fotoprotectores parecen ser
una importante adaptacion de las Heterokontofitas, ya que les permite alcanzar una alta
disipacion del exceso de energia en forma de calor.

La cantidad de pigmentos interconvertibles del XC estuvo relacionada con el estado
de aclimatacién de las hojas. Las hojas superficiales mostraron la més ripida tasa de de-
epoxidacién y la mds alta acumulacién de Zea luego de la exposicion a alta luz. El
incremento en la concentracién de Vio que puede ser de-epoxidada es una caracteristica de
las plantas adaptadas a sol (Demmig-Adams y Adams III 1996, Horton y Ruban 2005). La
principal diferencia ente M. pyrifera y plantas superiores son los bajos valores de DPS que

se alcanzan en el alga. Mientras que el maximo DPS fue de alrededor de 35% en hojas



superficiales, en plantas superiores (Pfiindel y Bilger 1994) y en microalgas verdes
(Casper-Lindley y Bjorkman 1998, Garcia-Mendoza et al. 2002) se alcanzan valores de
hasta el 80%. Las diatomeas también presentan bajos valores de DPS, de entre 33 y 50%
(Oliazola et al. 1994, Lavaud et al. 2004). En plantas superiores la cantidad relativa de Vio
que puede ser de-epoxidada estd relacionada con el tamaio del complejo periférico colector
de luz (LHCII). El maximo valor de DPS es mayor cuando LHCII es pequefio, como en el
caso de plantas adaptadas a alta luz (Jahns 1995; Hirtel et al. 1996, Férber y Jahns 1998).
En algas cafés la regulacion del tamafio de las antenas periféricas en relacién al XC no ha
sido estudiada, pero probablemente el arreglo de estas antenas afecte la maxima cantidad de

Vio que puede ser de-epoxidada.

Mecanismos _involucrados en el control de NPQ. Puesto que M. pyrifera no presenta
estados de transicion (Fork et al. 1991) y tampoco hay un ApH asociado a NPQ (ver mas
adelante), la reduccion en Fy, es causada principalmente por la acumulacién de Zea. Por lo
tanto, la inactivacién de la VDE con DTT bloquea considerablemente la induccién de NPQ.
Las hojas del dosel y subdosel tratadas con DTT presentaron un NPQ similar al de las
muestras colectadas a 18 m de profundidad (que fueron insensibles al tratamiento con DTT
ya que la sintesis de Zea en estas hojas es minima). La induccién residual de NPQ en las
hojas de 18 m y en las hojas tratadas con DTT podria ser explicada por las pocas moléculas
de Zea o Ant presentes durante el tratamiento con alta luz pero principalmente por la

reduccion de F,, relacionada con el fotodafio del PSII.



De manera similar, en diatomeas el DTT bloquea completamente la induccién de
NPQ (Oliazola et al. 1994, Casper-Lindley y Bjorkman 1998, Lavaud et al. 2002b). En
contraste, en plantas superiores y en microalgas verdes permanece una proporcion
importante de NPQ en muestras tratadas con DTT (Piifndel y Bilger 1994). Esta proporcion
de NPQ estd asociada con la protonaciéon de ciertas subunidades del LHC sobre la
formacion del gradiente del protones (Miiller et al. 2001, Horton y Ruban 2005). En plantas
superiores (Horton et al. 1991) y en algas verdes (Garcia-Mendoza et al. 2002) la transicién
de alta luz a oscuridad estd acompafiada con un rdpido decaimiento de NPQ asociado con la
desaparicion de ApH y es interdependiente de la presencia de Zea ya que también fue
observado en las muestras tratadas con DTT (Garcia-Mendoza et al. 2002). M. pyrifera no
presenta la fase de induccién rdpida de F,, en alta luz, y la relajacion de NPQ en oscuridad
es lenta. La induccién y relajacion de NPQ sigue la sintesis y epoxidacion de la Zea, por lo
tanto, M. pyrifera no tiene un NPQ directamente dependiente de la formacién de ApH. La
funcién del gradiente de protones a través de la membrana tilakoide parece sélo estar
relacionado con la activacién de la enzima VDE. Otra observacion que indica una
independencia entre la formacién del ApH y la inducciéon de NPQ es la respuesta de las
hojas colectadas a diferentes profundidades a la adicién del desacoplador NH4CI. Una lenta
relajacion de NPQ luego de la destruccion de ApH con cloruro de amonio fue observado
s6lo en presencia de Zea. En contraste, en plantas superiores (Doctor et al. 1991, Ruban et
al. 2004) y en algas verdes (Garcia-Mendoza et al. 2002) NPQ se relaja en segundos luego
de la adicion del desacoplador en las muestras tratadas y no tratadas con DTT. Por lo tanto

M. pyrifera no tiene la fase de induccion rdpida que ha sido atribuida a la protonacién de



ciertas proteinas de la antena del PSII en plantas superiores. De manera alternativa, la
protonacion toma lugar y en presencia de Zea hay una lenta liberacion de protones desde el
lugar de disipacion. Esto ha sido propuesto por Ruban et al. (2004) y por Horton y Ruban
(2005) para explicar la lenta relajacion de NPQ en P. tricornutum luego de la adicién del
desacoplador. Sin embrago, en M. pyrifera, la lenta relajacion de NPQ luego de la adicion
del desacoplador estuvo relacionada con la epoxidacion de Zea, ya que la VDE se vuelve
inactiva luego de la destruccién del ApH. De cualquier modo, si la protonacién de alguna
proteina de la antena existiera, no indujo NPQ en la diatomea P. tricornutum.

El andlisis comparativo de NPQ en diferentes organismos en importante para
comprender cudl es el mecanismo global de esta induccién (Horton y Ruban 2005). Estos
resultados muestran que el control de una de las respuestas mds importantes al estrés
producido por alta luz difiere entre linajes evolutivos en los fotétrofos eucariotas. En
Macrocystis pyrifera, que pertenece al linaje de las algas rojas, la induccién de NPQ no
puede ser explicada usando el modelo de plantas superiores, que pertenecen al linaje de las
algas verdes. La diferencia mds importante es que el modulador de la disipacién térmica
que permite la induccion rdpida y la relajacion de NPQ, parece no estar presente en M.
pyrifera. En plantas, este modulador (control prendido-apagado) es la subunidad PsbS
(Horton y Ruban 2005), que no ha sido encontrada ni en diatomeas ni en algas café (Miiller
et al. 2001) y debido a que el arreglo espacial de las antenas es diferente entre plantas y
algas café (De Martino et al. 2000), es posible considerar que existen diferencias en el
control de NPQ entre estos organismos. En plantas superiores gg es el elemento clave en la

regulacion de la disipacion térmica. Sin embargo, también se ha reportado un induccién



dependiente de la Zea pero independiente del ApH y PsbS (Dall’Osto et al. 2005). Esta
disipacion, que es insensible a los desacopladores, corresponde en parte a un componente
de la lenta relajacion de NPQ conocido como q; (Dall’Osto et al. 2005). Se ha visto que qj,
el cual es sobreexpresado en plantas aclimatadas a bajas temperaturas, protege
eficientemente al aparato fotosintético (Verhoeven et al. 1999, Gilmore y Ball 2000). Esta
condicién induce altos valores de Zea y probablemente su mecanismo molecular sea la
agregacion de LHCII (Gilmore y Ball 2000). Recientemente Dall’Osto y colaboradores
(2005) identificaron que el origen de esta disipacién independiente del pH podria estar
asociado a cambios conformacionales de las proteinas colectoras de luz que se unen a la
Zea. Es posible que la disipacién observada en M. pyrifera sea del tipo qr encontrada en
plantas. El arreglo de las antenas de las algas café probablemente favorece este tipo de
disipacion y podria ser la responsable de los altos valores de NPQ encontrados en M.
pyrifera.

En plantas superiores (Havaux y Niyogi 1999) y en diatomeas (Olaizola et al. 1994,
Lavaud et al. 2002a) se reconoce la importancia que tiene el XC en la fotoproteccion. En
M. pyrifera, los altos valores de NPQ asociados a la sintesis de Zea indican un efectivo
potencial fotoprotector. Dos procesos con diferentes cinéticas contribuyen a la recuperacion
de la maxima eficiencia quéntica luego del estrés con alta luz (Hanelt 1998). La fase lenta
de recuperacion F,/F;, estd asociada con la reparacion de los centros de reaccion del PSII
dafiados cuando hay una alta tasa de degradacién de la proteina D1 (fenémeno conocido
como fotoinhibicién crénica) mientras que la fase rdpida estd relacionada con la répida

reversibilidad (down regulation) del PSII. Los datos presentados en este capitulo muestran



que esta fase estd relacionada con XC ya que la fase de recuperacion rdpida es minima en
ausencia de actividad del XC en hojas basales. También, la inhibicion del XC en las hojas
superficiales o subsuperficiales tratadas con DTT muestra que hay un bloqueo en la fase de
la recuperacion répida de F,/F,,. Por lo tanto, la baja recuperacion de F,/F,, en las muestras
tratadas con DTT con una capacidad minima de acumulaciéon de Zea indica que este

pigmento es necesario para la fotoproteccion.



1V.6. CONCLUSION

M. pyrifera tiene un XC similar al de plantas superiores pero su NPQ y sus factores
de control son mds semejantes a los de diatomeas. En ambos grupos, NPQ depende
principalmente de la sintesis de pigmentos fotoprotectores durante condiciones de alta luz.
Las diatomeas tienen una induccién mds rdpida debido a que la DTx se logra en una
reaccion de de-epoxidacion un sélo paso. Las diatomeas proliferan en ambientes de luz
altamente variables como las aguas no estratificadas, lo que las lleva a necesitar un sistema
de respuesta mds rdapido que en las macroalgas sésiles. En éstas, probablemente la
adquisicion de un sistema de fotoproteccion mds eficiente (alto XXC, alto NPQ) es mas
importante que una respuesta rdpida. Las especies de algas pardas que son incapaces de
expresar mecanismos de fotoproteccion eficientes estdn restringidas a ocupar habitats
profundos mientras que las especies que poseen un alto XC pueden hacerlo en hébitats
someros (Rodrigues et al. 2002). Macrocystis pyrifera presenta ambas caracteristicas de

acuerdo a la posicion del tejido fotosintético en la columna de agua.

Capitulo 5



Discusion general

V.1. Hipotesis de diferenciacion de funcionas en Macrocystis pyrifera

La caracterizacion individual de la fisiologia fotosintética de organismos adultos de
Macrocystis pyrifera mostré que esta especie regula activamente sus mecanismos de
fotosintesis y fotoproteccion. Mientras que las hojas del dosel son altamente eficientes para
realizar fotosintesis y fotoprotegerse, las de la zona basal mostraron un patrén opuesto
(excepto en su capacidad para absorber luz) pero probablemente contribuye con otras
funciones fisiologicas. En el capitulo 2 se presento la hipdtesis de diferenciacion de
funciones en las hojas basales como respuesta evolutiva a los valores negativos de
productividad integrada. La diferenciaciéon de funciones no implica una diferenciaciéon
tisular (como seria el caso de las raices en plantas) sino que solamente se refiere a que
exista un tipo de tejido donde se localicen los productos de una activacion genética
diferencial (Raven 1986). En caso de existir una diferenciacién de funciones en esta
especie, probablemente estaria relacionado con una activacién genética diferencial de los
genes que codifican para los transportadores y reductores de nutrientes en las hojas basales.

En la Figura 33 se presenta un esquema de la regulacion genética diferencial bajo la
hipdétesis de diferenciacion de funciones en Macrocystis pyrifera, tomando en cuenta a los
transportadores y reductores de nutrientes, a los componentes estructurales del aparato
fotosintético (proteinas y pigmentos asociados) y a las enzimas mds importantes de la etapa

oscura (Rubisco y Rubisco activasa).
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Figura 33: Regulacion hipotética de los genes que codifican para los transportadores y
reductores de nutrientes (T y R), para los componentes estructurales del aparato
fotosintético (PSU, Chl ¢ y Fuco), para los pigmentos del ciclo de las xantofilas (XC) y
para las enzimas de la etapa oscura (Rubisco) en Macrocystis pyrifera bajo la hipétesis de
diferenciacion de funciones. La punta de la flecha indica hacia donde es mayor la
expresion.
V.1.1. Transportadores y reductores de nutrientes

Tanto en plantas como en algas la incorporacion de nitrato y nitrito se realiza con la
ayuda de transportadores de alta afinidad en un proceso activo que demanda el consumo de
ATP. En Macrocystis pyrifera se ha visto que esta incorporacion sigue la cinética de
saturacion descrita por la ecuacion de Michaelis-Menten, aunque V.x y K son variables y
dependen de las condiciones ambientales previas (Kopczak 1994). Una vez dentro de la

célula el nitrato y el nitrito son reducidos a amonio por las enzimas nitrato y nitrito

reductasa, siendo la ferrodoxina el agente reductor (Shehawy y Kleiner 2001), por lo que es



un proceso competitivo con la generacion de NADPH en la etapa clara de la fotosintesis
(ver Figura 1). En plantas superiores la expresion del gene nar (que codifica para la nitrato
reductasa) es inducido por la presencia de nitrato y la degradaciéon de la proteina es
inducida en ausencia de nitrato o en presencia de otra forma reducida de nitrato (Berges
1995, 1997). Asi mismo, la actividad de la NR parece estar influenciada directamente por la
irradiancia ya que hay mayor abundancia y actividad durante periodos de alta luz, y baja
abundancia y actividad en condiciones de oscuridad (Deng et al. 1991). Sin embrago, en
algas verdes, cianobacterias y cormofitas hay expresion de NR en oscuridad siempre que
haya una fuente de carbono, por lo que parece que la importancia de la luz en promover la
sintesis de la NR probablemente es indirecta y estd relacionada con el metabolismo del
carbono (revisado en Berges 1997).

De acuerdo con la hipétesis de diferenciacion de funciones en el tejido, en las hojas
basales se deberia localizar el producto de la activacion genética diferencial de los genes
que codifican para los transportadores (nrtfABCD), para la nitrato reductasa (nar) y/o para la
nitrito reductasa (nir). Probablemente el mecanismo de sefalizacion involucre la presencia

de fotorreceptores como rodopsinas o criptocromos.

V.1.2. Componentes estructurales del aparato fotosintético

Para diferentes especies se ha reportado que un aumento en la irradiancia
generalmente provoca que aumente el nimero de centros de reaccion por PSII (revisado en
Genty y Harbinson 1996), lo cual concuerda con lo que reportan Smith y Melis (1987) para

Macrocystis pyrifera. Por lo tanto los genes que codifican para las proteinas D1 y D2 de los



centros de reaccion (codificadas por los genes PsbA 'y PsbD respectivamente), las proteinas
involucradas en la cadena de transporte de electrones (plastoquinona A y B, citocromos y
platocianina) y las proteinas de las vias de sefialamiento asociadas (por ejemplo ascorbato)
deberian estar mayormente expresadas en la zona del dosel.

El patrén opuesto 1o mostré la concentracién de pigmentos accesorios, que aumentd
linealmente con la profundidad (R*= 0.80), lo cual indica que los genes que codifican para
la fucoxantina y para la clorofila ¢ deben estar mayormente expresados en la zona basal.
Debido a que los pigmentos no estdn libres sino que se encuentras asociados a proteinas
(light harvesting complex pigments —LHCP), también la expresion de LHCP deberia ser
mayor en la zona basal de los organismos. Esto concuerda con lo reportado sobre la
regulaciéon de los genes que codifican para las proteinas que se unen a la fucoxantina
(FCPs), que son las mayoritarias en esta especie y estdn codificadas por la familia
multigene Lchf. Apt y colaboradores (1995) reportan que en Macrocystis pyrifera la
expresion de los genes Lhcf estd inversamente relacionada con la intensidad de luz, con el
doble en la abundancia de mRNA bajo condiciones de baja luz, aunque el nivel absoluto de
mRNA de cada gene fue diferente y uno de ellos (LhcfD) fue insensible al cambio de luz
excepto durante periodos de oscuridad, donde sus niveles se redujeron dramdticamente.
Esto ilustra la complejidad de los mecanismos que controlan la regulacion de los genes de
esta familia (Apt et al. 1995). Asi mismo, pocos promotores de los genes Lchf han sido
caracterizados por lo que se conoce poco sobre las secuencias regulatorias cis-acting. Con
respecto a los sensores de luz en Heterokontofitas, el mecanismo directo involucra la

presencia de fotorreceptores del tipo criptocromos y rodopsinas, los cuales activan la



expresion de los Lchf, mientras que el mecanismo indirecto involucra el estado redox de la
cadena de transporte de electrones y/o otros productos de la fotosintesis (Durnford 2003).
Los resultados de la fisiologia individual indirectamente mostraron que existe una
activa regulacion en cuanto a los componentes estructurales del aparato fotosintético, sin
embargo, aunque existe una expresion genética diferencial no existe un localizacién de los
productos por lo que en cuanto a componentes estructurales del aparato fotosintético no hay
diferenciacion de funciones, sélo hay diferencias en los niveles de expresiéon como

consecuencia de los mecanismos de regulacion.

V.1.3. Enzimas de la etapa oscura

Debido a que los mayores Pp.x se alcanzaron en superficie y disminuyeron
linealmente con la profundidad (R”= 0.93), Rubisco deberfa mostrar un patrén similar, por
lo que los genes que codifican para la subunidad mayor y menor de esta proteina (rbsL y
rbsS respectivamente) deberian ser activamente expresados en la zona del dosel, y su
expresion deberia ser menor en la zona basal. El patron observado en la concentracion de
proteinas (Figura 25) podria ser un indicador aproximado del comportamiento de esta
proteina ya que Rubisco puede constituir hasta el 50% de las proteinas totales (Falkowski y
Raven 1997).

Rubisco es una proteina cuya actividad estd relacionada con la luz y la presencia de
otra proteina, la Rubisco activasa, la cual estd codificada en el nicleo del cloroplasto y
presenta dos isoformas. La modulacién de Rubisco bajo condiciones de luz limitantes es

mayormente debido a la capacidad de regular la actividad de la Rubisco activasa via



cambios en el potencial redox en el estroma del cloroplasto (Portis et al. 2002). Debido a lo
anterior, la expresion de la Rubisco activasa también deberia ser mayor en la zona del dosel
y al igual que en el caso de los componentes estructurales del aparato fotosintético, esto
representa sélo una diferencia a nivel de regulacién y no una diferenciacién de funciones ya
que no se puede asumir que exista un tipo de tejido donde se localice la expresion

diferencial de estos genes.

V.2. Posibles causas de la disminucion de la capacidad fotoprotectora durante el

verano

Si bien en California se ha relacionado el sindrome del verano con una limitacién
nutricional (ver discusion del capitulo 3), los resultados presentados en esta tesis sugieren
que en este sitio de Baja California durante el verano el estado nutricional no seria un factor
limitante. El otro factor ambiental que ha sido relacionado con el sindrome de verano es el
incremento de la temperatura del mar. En algas no hay trabajos que directamente relacionen
el aumento de la temperatura con la disminucién en la capacidad fotoprotectora.
Aparentemente el paso limitante afectado por la temperatura en plantas superiores es la
activacion de Rubisco por medio de la Rubisco activasa ya que se ha visto que bajo un
estrés térmico moderado decrece la activacion de Rubisco y la tasa neta fotosintética,
(Crafts-Brandner y Salvatucci 2002), lo cual a nivel bioquimico es consecuencia de un
desbalance entre la tasa de inactivacion de Rubisco y la de reactivaciéon por medio de la

Rubisco activasa (Crafts-Brandner y Salvatucci 2000).



Por otro lado, el incremento en la temperatura del agua genera una menor disolucion
de gases como el CO,. Esto, junto con el posible decremento en el transporte carbono
inorgdnico via la anhidrasa carbénica por efecto del UV (ver discusion del capitulo 4),
podria provocar un aumento de la actividad oxigenasa de Rubisco, proceso conocido como
fotorrespiracion, al cual se le ha asignado un rol fotoprotector debido a que libera parte de
la presion en la cadena de transporte de electrones en lo que se conoce como transporte de
electrones “no asimilatorio” (Beardall et al. 2003). A su vez, los mecanismos de
concentraciéon de carbono (MCC) requieren ATP y si el flujo lineal de electrones hacia
NADP" no es suficiente para producirlo, pueden activarse otras vias metabdlicas que
generan ATP, como el flujo ciclico de electrones alrededor del PSI o el ciclo agua-agua
(Beardall et al. 2003). El decremento en la activacion de Rubisco y el aumento de otras vias
metabolicas que generan ATP podrian dar como resultado la diferencia en la pendiente en
la relaciéon ETR-E vs P-E entre primavera y verano (Figura 23).

Pero ;qué relacion tiene una limitacion en la etapa oscura con la disminucién de
NPQ en verano? Al menos en plantas, el ApH tiene dos funciones bdasicas en el aparato
fotosintético: activa a la enzima ATP sintetasa y es un componente clave en la regulacion
del quenching dependiente de la energia, qg (via activacién del XC y protonacién de PsbS)
en la antena del aparato fotosintético (revisado en Cruz et al. 2005). Asi mismo se ha
demostrado que excite una modulaciéon de NPQ inducida por diferentes concentraciones de
CO,, donde una menor concentraciéon de CO, eleva los valores de NPQ (Kanazawa y
Kramer 2002) ya que gg se vuelve mds sensible al flujo lineal de electrones a medida que

disminuye la concentracién de CO, (Cruz et al. 2005). Pero el ApH es afectado no s6lo por



el flujo lineal de electrones, sino que también es afectado por el flujo ciclico de electrones y
por el ciclo agua-agua. Estos dos mecanismos son activados para translocar protones a
través de la membrana tilacoidal y por lo tanto dirigir la sintesis de ATP o iniciar gg en
ausencia de NADP*. Debido a que en Macrocystis pyrifera el componente principal de
NPQ es qr y no gqg como en plantas (ver discusiéon del capitulo 4), es dificil generar un
modelo que explique la relacion entre NPQ y la limitacién en la etapa oscura.

Finalmente, la pregunta clave que surge del comportamiento de verano es entender
por qué esta especie no puede mantener la misma expresion de los pigmentos del XC
durante el verano, y por lo tanto expresar la misma capacidad de induccion de NPQ.
Indudablemente en algas se necesita generar mas conocimiento sobre los mecanismos de
regulacion de la sintesis de pigmentos y la regulacién de los procesos involucrados en la
etapa clara y la etapa oscura para explicar la disminucion de NPQ durante el verano en

Macrocystis pyrifera.

V.3. CONCLUSIONES GENERALES



Macrocystis pyrifera es una especie capaz de regular su maquinaria fotosintética en
relacion a la variacion de luz en el ambiente. Durante primavera, la estacion en que estos
organismos alcanzan su méxima tasa de elongacion frondas, los estratos superficiales
contribuyen en mdas del 90% de la productividad de estos organismos, alcanzando altas
tasas fotosintéticas y teniendo una super capacidad para disipar el exceso de energia. En
contraste, lo zona basal contribuye pobremente a la productividad neta, lo cual unido a los
altos valores de respiracion y dentro de un contexto evolutivo, permite suponer que la
presencia de estas hojas les proporciona una ventaja adaptativa, la cual podria estar
relacionada con la absorcion de nutrientes. Esto demuestra que esta especie tiene la
capacidad de regular diferencialmente sus mecanismos aclimatativos en funcién de la
posicion que ocupa el tejido fotosintético en la columna de agua.

Durante el verano, los organismos retienen la capacidad de regular diferencialmente
sus mecanismos aclimtativos, pero tanto la tasa fotosintética como la capacidad
fotoprotectora disminuyen un 30-40%. Si bien en California la disminucién de la
fotosintesis y la concentracion de clorofila a durante el verano ha sido relacionada con una
limitacién nutricional, en el sitio de estudio en Baja California no se detectd este tipo de
estrés. La reduccion en la capacidad fotosintética parece no estar relacionada con dafio en el
PSII, debido a que las tasas de transporte de electrones fueron similares entre estaciones, al
igual que la concentracién de pigmentos constitutivos y accesorios. Esto sugiere que la
reduccion el la fotosintesis maxima durante el verano podria ser producto del incremento de

otras vias metabodlicas necesarias para mantener la homeostasis, como el flujo ciclico de



electrones alrededor del PSI o el ciclo agua-agua, generando el ATP necesario para activar
los MCC ya que el incremento de la temperatura disminuye la concentracion de CO, lo que
provoca un aumento en la actividad oxigenasa de Rubisco y disminuye la activacién de la
enzima Rubisco activasa.

El modelo de control de NPQ en esta especie es diferente al modelo propuesto para
plantas superiores, donde el componente principal de NPQ es qE. En Macrocystis pyrifera,
el componente principal de NPQ es ApH independiente y parece sé6lo estar relacionado con
la concentracion de la zeaxantina, por lo tanto es tipo ql. Mientras que en plantas superiores
este tipo de disipacion es mds cominmente encontrado en especies perennifolias con bajas
tasas de crecimiento, Macrocystis pyrifera presenta las mayores tasas de crecimiento de los
fotétrofos conocidos. Esto demuestra que los modelos propuestos para plantas superiores
no siempre son extrapolables a los sistemas algales.

Finalmente, la capacidad de regulacion diferencial en cuanto a fotosintesis y
fotoproteccion le permite a esta especie ser ecolégicamente exitosa en zonas altamente
variables como son las zonas de surgencias costeras, y de esta forma servir de hdbitat,
refugio y alimento a un gran nimero de vertebrados e invertebrados marinos, y por lo tanto

ser la base de uno de los ecosistemas marinos mas productivos.
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Anexo 1

Expresion y actividad de nitrato reductasa en Macrocystis pyrifera

Una manera de probar la hipétesis de diferenciacion de funciones planteada en esta
tesis es monitoreando la expresién de algin gen relacionado con la incorporaciéon de
nutrientes, como por ejemplo nitrato reductasa en hojas provenientes de diferentes
profundidades. Esta enzima cataliza la reduccién de nitrato a nitrito, y se cree que es el paso
limitante en el proceso de incorporaciéon de nitrato y su subsiguiente reduccién a amonio
(Solomonson y Barber 1990). En Dunaliella tertiolecta la expresion de este gen es
inducible por nitrato (siendo el tiempo de induccién dependiente del nivel de nitrégeno
intracelular) y represible por amonio (Song y Ward 2004). La especie filogenéticamente
mds cercana de la que se dispone de la secuencia de ADN de este gen fue Phaeodactylum
triconutum, una diatomea penada en la que Allen y colaboradores (2005) caracterizan su
expresion. Debido a que este es un gen altamente conservado (Song y Ward 2004),
mediante RT-PCR se intentd semi-cuantificar su expresion, usando las sondas disefiadas
por Allen y colaboradores (2005) para diatomeas y siguiendo el protocolo de amplificacion
propuesto por estos autores. Desafortunadamente la reaccion en Macrocystis no amplifico
debido a inespecificidad del cebador disefiado en base a la secuencia de Phaeodactylum.
Se probé hacer un gradiente en la temperatura de anillamiento en el RT-PCR, cambiar la
concentracién de cebadores y de los demds constituyentes de la reaccion, la calidad de la

enzima Taq DNA polimersa, etc, desafortunadamente sin éxito.



Asi mismo se intento cuantificar la actividad de la enzima nitrato reductasa, usando
para esto un protocolo de extraccién y cuantificacion disefiado para plantas superiores
(NECi, http://www.nitrate.com), pero tampoco se pudo medir la actividad de la enzima.
Esto posiblemente se deba a que la extraccion de la enzima es un proceso delicado debido a
la perdida de cofactores durante su extracciéon (Vannesland y Solomonson 1972), a la
inhibicién de la actividad por la presencia de compuestos fendlicos (Thomas y Harrison
1988), los cuales son abundantes en Macrocystis, o a la presencia de endoproteasas (Berges
y Harrison 1995). Otra limitaciéon en el protocolo generalmente empleado es que la
actividad de esta enzima se determina a 37 °C, temperatura machismo mayor a la in-situ y
que puede afectar los valores de actividad (ver Kristiansen 1983). Sin embrago, esta es la
enzima involucrada en la incorporacién de nutrientes mejor caracterizada en plantas y
algas, tanto en términos bioquimicos como moleculares y ecofisiologicos (Tischner et al.
1989, Hurd et al. 1995, Ferrario-Mery et al. 1998, Klein et al. 2000, Matt et al. 2002).

Para poder amplificar el gene de nitrato reductasa en Macrocystis pyrifera habria
que conocer la secuencia de DNA para disefiar los cebadores especie-especificos. Para esto
habria que clonar y secuenciar la region, partiendo de oligos degenerados disefiados en base
a las secuencias mds conservadas de este gen en plantas y algas
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Luego, la cuantificacién de la expresion podria realizarse
mediante Real Time PCR, o usando la expresién de un gen constituvo como control, como

por ejemplo actina.






