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Resumen
La disipacion no fotoquimica de la fluorescencia del fotosistema Il (NPQ; por sus siglas en
ingles) es uno de los principales mecanismos de fotoproteccion de plantas y algas contra la
exposicion al exceso de luz. En Macrocystis pyrifera las caracteristicas del NPQ son Unicas
ya que no presenta la induccion rapida de NPQ dependiente de energia (qE, por sus siglas
en ingles), que es comun en plantas superiores y algas verdes. Entender como se controla el
NPQ cuando el gE no esta presente es importante ya que este mecanismo en M. pyrifera
podria representar una respuesta ancestral al estrés por luz. Para entender el funcionamiento
de este mecanismo de fotoproteccidn, se trabajé bajo la hipétesis de que el NPQ en M.
pyrifera depende de las reacciones de interconversion del ciclo de xantofilas, por lo que los
factores que puedan afectar estas reacciones afectan también la formacion de NPQ. Para
probar la hipdtesis se realizo la caracterizacion de la cinética de formacion y disipacion de
NPQ y la cinética de la interconversion de los pigmentos del ciclo de xantofilas. Se estudio
la influencia del tamafio de la concentracién total de pigmentos del ciclo de xantofilas
(2CX) sobre las reacciones del ciclo de xantofilas y sobre la formacion de NPQ. Asimsimo,
se investigo el efecto de la temperatura, como factor de estrés, sobre las reacciones del ciclo
de xantofilas y sobre la formacion de NPQ. La cinetica de formacion y disipacion de NPQ
presentd dos componentes con caracteristicas similares a procesos que estan presentes en
las plantas superiores: quenching fotoinhibitorio (ql) y quenching dependiente de
zeaxantina (qZ). Se demostré que el tamafio de la concentracion total de pigmentos del
ciclo de xantofilas ejerce un control sobre la tasa de formacion de NPQ, pero no sobre la
amplitud maxima de NPQ. Se demostrd que la temperatura afecta las reacciones del ciclo
de xantofilas y por lo tanto, la formacion de NPQ. Se observé que a 20 °C 0 a una mayor
tempertaura, la formacién de NPQ es mas rapida debido a una aceleracion de la
interconversion de los pigmentos del ciclo de xantofilas. Adicionalmente se comprobé que
las temperaturas altas son estresantes, por que estas provocaron formacién de pigmentos
deepoxidados en oscuridad, disminucién de la méaxima eficiencia cuantica del fotosistema
Il y disminucién de la tasa de transporte de electrones. En este trabajo se propone un
modelo conceptual para explicar la participacion del ciclo de xantofilas en la regulacion de
la formacion y disipacion de NPQ en M. pyrifera. Se propone que existe un efecto
antagonico entre la violaxantina (Vx) y las xantofilas deepoxidadas, anteraxantina (Ax) y
zeaxantina (Zx), para la formacion de NPQ y en el que probablemente intervienen proteinas
del tipo LHCSR.
Palabras Clave: ciclo de xantofilas, disipacién térmica, Macrocystis pyrifera
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Abstract

The nonphotochemical quenching (NPQ) of Photosystem Il fluorescence is one of the most
important photoprotective mechanisms to coupe with excess light in plants and algae. In
Macrocystis pyrifera the NPQ is unique since the fast induction of this response, the energy
dependent quenching (qE), which is a common response in plants and green algae, is not
present in this alga. To understand how the NPQ is controlled when the gE is not present is
important since NPQ in M. pyrifera might represent an ancient response to light stress. In
order to understand the mechanism of photoprotection, the hipothesis of this work was that
NPQ in M. pyrifera depends on the xanthophyl cycle reactions of interconvertion, so that
the factors affecting these reactions may also affect the NPQ formation. To test this
hypothesis, the characterization of the NPQ formation and dissipation Kkinetics and
interconversion of xanthophyll pigments cycle was performed. The influence of the size of
the total xanthophylls cycle pigment pool (£CX) on the xanthophyll cycle reactions and
NPQ formation was also investigated. Also, we investigated the effect of temperature as a
stress factor on the xanthophyll cycle reactions and on the formation of NPQ. The NPQ
formation and dissipation kinetics showed two components that have characteristics similar
to those present in higher plants: photoinhibitory quenching (gl) and zeaxanthin-dependent
quenching (qZ). It was shown that the size of the XCX affected the rate of NPQ formation,
but not on the maximum amplitude of NPQ. It was shown that temperature affected the
xanthophyll cycle reactions and aslo NPQ formation. It was shown that temperatures of 20°
C or above, accelerated the formation of NPQ associated with an acceleration of the
interconversion of the xanthophyll cycle pigments; additionally it was found that
temperatures of 20° C or more are stressful, because these resulted in the formation of
deepoxidated pigments in the dark, low photosystem Il quantum yield and a decrease on the
electron transport rate. We propose a conceptual model that explains the involvement of the
xanthophyll cycle in the regulation of the formation and dissipation of NPQ in M. pyrifera.
It is proposed that there is an antagonistic effect between violaxanthin (Vx) and the
deepoxidated xanthophylls antheraxanthin (Ax) and Zeaxanthin (ZX), for the formation of
the NPQ. Aslo, the function of LHCSR type proteins in NPQ is discussed.

Keywords: xantophyll cycle, thermal dissipation, Macrocystis pyrifera
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Capitulo 1

El ciclo de xantofilas y la disipacion no fotoquimica en Macrocystis pyrifera

1.1 Introduccion
La luz es necesaria para los organismos fotosintéticos, pero en exceso puede ser

perjudicial. La luz en exceso, favorece la formacion de especies de oxigeno altamente
reactivas que son capaces de dafiar el aparato fotosintético (fotodafio) e inhibir la
fotosintesis (fotoinhibicion) (Murata et al. 2007). Para aprovechar la energia solar y al
mismo tiempo evitar la fotoinhibicion, los organismos fotosintéticos cuentan con
mecanismos de fotoproteccion que los protegen del dafio inherente al uso de la luz. La
aparicion y diversificacion de estos mecanismos fotoprotectores han contribuido al éxito
evolutivo de los organismos fotosintéticos. Uno de los mecanismos de fotoproteccién mas
importante consiste en eliminar en forma de calor (disipacion térmica), el exceso de energia
absorbida en el aparato fotosintético (Demmig-Adams 1990; Niyogi et al. 1998). La
disipacion térmica como mecanismo de fotoproteccion, confiere una fuerte aptitud
biologica (“fitness”) ante la variabilidad ambiental de la luz (Kulheim et al. 2002) e
incrementa la tolerancia al estrés ambiental (Demmig-Adams y Adams 2006).

Elucidar el control molecular de la disipacion térmico ha sido un reto cientifico
importante (de Bianchi et al. 2010; Goss y Jakob 2010; Ruban et al. 2011; Wilhelm y
Selmar 2011; Jahns y Holzwarth 2012). La gran mayoria de los estudios sobre la
caracterizacion del control molecular de la disipacion térmica se han llevado a cabo en
plantas superiores, pero recientemente se ha empezado a estudiar este proceso en otros
organismos, como las diatomeas, algas verdes y algas pardas (Goss y Jakob 2010).

La disipacion térmica se ha medido indirectamente como la disminucion de la
emisién de la fluorescencia de la clorofila a (Chl a) independiente de la actividad

fotoquimica del fotosistema Il (nonphotochemical quenching, NPQ por sus siglas en ingles)



(Krause y Jahns 2004). Macrocystis pyrifera (Heterokontophyta, Phaeophyceae) es una de
las pocas representantes de las algas pardas, en las que se ha investigado este mecanismo de
fotoproteccion. En esta alga, la capacidad de disipacion térmica (NPQ méaximo) es mayor a
la que presentan las plantas superiores, pero tarda méas tiempo en formarse (Colombo-
Pallotta et al. 2006). En un estudio comparativo entre la formacién del NPQ en plantas
superiores y M. pyrifera se demostrd que el NPQ en el alga se relaciona con la
interconversion de los pigmentos violaxantina (VX), anteraxantina (Ax) y zeaxantina (Zx)
denominado ciclo de xantofilas (CX), pero no con la formacion de un gradiente de protones
a través de la membrana tilacoidal (ApH), ni con la agregacion de proteinas de la antena del
fotosistema Il (FSII) como pasa en plantas superiores (Garcia-Mendoza y Colombo-Pallotta
2007; Garcia-Mendoza et al. 2011). Por lo tanto, existen diferencias importantes en el
mecanismo de control de la disipacion térmica entre algas pardas y plantas superiores.
Estos dos grupos de organismos tienen una relacion evolutiva distante; las plantas
superiores pertenecen al linaje de las algas verdes mientras que M. pyrifera pertenece al
linaje de las algas rojas, por lo que las diferencias entre el mecanismo de control de NPQ
pueden estar relacionadas con la evolucién diferencial de los sistemas colectores de luz de
estos grupos (Garcia-Mendoza et al. 2011). Especificamente, se propone que Macrocystis
pyrifera y probablemente el resto de las algas pardas, presentan un mecanismo de
disipacion térmica ancestral que estd controlado Unica o principalmente por el ciclo de
xantofilas (Garcia-Mendoza et al. 2011).

En plantas superiores, se han caracterizado tres procesos moleculares que
contribuyen en la formacién del NPQ: el quenching energético (qE), el quenching
fotoinhibitorio (ql) y el quenching dependiente de zeaxantina (qZ) (Jahns y Holzwarth
2012). Estos procesos que contribuyen a la formacion de NPQ, se desarrollan en escalas de
tiempo distintas, por lo que pueden ser identificados mediante la caracterizacion de la
cinetica de formacién y disipacion de NPQ. El gZ y el gl se relacionan de manera lineal con
la formacion de Zx a partir de Vx mediante el CX, en contraste, el gE, es independiente de
la formacion de Zx, sin embargo cuando Zx esta presente la formacion de gE es mas rapida
(Johnson et al. 2009) .



En M. pyrifera los procesos moleculares que contribuyen a la formacion del NPQ
no se conocen y por lo tanto es necesaria una aproximacion experimental que permita
identificar a través de la caracterizacion de la cinetica de formacion y disipacion, los
procesos moleculares con escalas de tiempo distintas que puedan contribuir al desarrollo
del NPQ en esta alga parda.

En M. pyrifera, la suma del conjunto de pigmentos del ciclo de xantofilas o “tamafio
del pool de pigmentos xantofilicos’” (ZCX; Vx+Ax+Zx), asi como los valores de NPQ, son
extremadamente altos en comparacién con los que presentan las plantas superiores y algas
verdes. En plantas superiores un pool de pigmentos xantofilicos (XCX) grande es
caracteristico de organismos aclimatados a alta luz con alta capacidad de fotoproteccién
(Johnson et al. 1993a; Johnson et al. 1993b; Demmig-Adams y Adams 1996; Eskling et al.
1997). Sin embargo, para las plantas superiores el XCX grande ocasiona una disminucién
en la tasa de formacion de NPQ dependiente del CX (Johnson et al. 2008). No obstante, las
plantas superiores pueden compensar esa disminucién en el NPQ dependiente del CX, con
procesos moleculares del NPQ que son independientes del CX, especificamente con el gE.
En un organismo como Macrocystis pyrifera, que solo presenta procesos del NPQ
dependientes del CX, un mayor £CX podria representar una limitaciéon ecologica, si la
influencia del tamafio del XCX sobre la cinética de formacion de NPQ fuera negativa al
igual que en plantas superiores, por lo que es importante investigar la influencia del tamafio
2CX sobre el NPQ y sobre las reacciones del CX.

El principal interés de esta tesis se ha centrado en entender el papel del ciclo de
xantofilas en la regulacion de NPQ en M. pyrifera. Caracaterizar la regulacion del
mecanismo de disipacion térmica en M. pyrifera a través del ciclo de xantofilas, ayudara a
entender la respuesta de M. pyrifera a combios en el ambiente, ademéas de comprender
como ha evolucionado este mecanismo en los diferentes grupos de fotdtrofos eucariontes.
A continuacién, se detallan conceptos generales de los temas relacionados a este trabajo de
tesis como el proceso de fotosintesis, los mecanismos de fotoproteccion, los pigmentos
fotoprotectores, el organismo de estudio (Macrocystis pyrifera), el planteamiento del

problema, los objetivos e hipotesis tratadas en este trabajo.



1.2 El proceso de fotosintesis y la necesidad de su regulacion
Los organismos fotosintéticos desempefian la funcidn esencial de transformar la

energia de la luz en energia quimica mediante el proceso de fotosintesis. En organismos
eucariotas, este proceso, se lleva a cabo en el interior de los organelos celulares
denominados cloroplastos e involucra componentes inmersos o unidos en la membrana
tilacoidal y componentes disueltos en el estroma, la parte interna del cloroplasto (Fig. 1).
La energia luminosa se convierte en potencial reductor en los fotosistemas, que son
componentes integrales de la membrana tilacoidal. Los fotones son absorbidos por
moléculas de pigmentos fotosintéticos (carotenoides y clorofilas) asociados a proteinas. Los
complejos proteicos pigmentarios involucrados en la fotosintesis se denominan antenas
colectoras de luz y forman parte de los fotosistemas. La energia es contenida en las
moléculas de Chl a como energia de excitacion, que luego se transfiere de una molécula de
Chl a, a otra, hasta que es atrapada por un dimero de Chl a situado en el centro de reaccion
de ambos fotosistemas. La excitacion de este par pigmentario conduce a una formacion y
separacion de cargas, es decir, la donacion de un electron a un aceptor principal de
electrones, seguido por una estabilizacién de la carga por separacion espacial. Sin embargo,
la transferencia de energia entre las moléculas de Chl a y la conversion de energia de
excitacion en potencial reductor no procede con la maxima eficiencia. Esto significa que,
incluso en condiciones de baja intensidad de luz una parte de las moléculas de clorofila en
estado excitado emiten la energia absorbida como fluorescencia o como calor. En el mismo
sentido, en condiciones de alta intensidad de luz, donde se satura la separacion de carga, la
fluorescencia y la disipacion térmica dentro de los complejos captadores de luz aumenta de
manera significativa.

La fotosintesis en las plantas superiores y algas es mediada por dos fotosistemas,
donde se llevan a cabo dos tipos de reacciones. En el fotosistema Il (FS 1) el agua se divide
en oxigeno molecular, protones y electrones, éstos altimos son transferidos desde el FS 11 al
fotosistema | (FS 1) por una serie de reacciones de reduccion y oxidacion (redox) que
involucran a los diferentes componentes de la cadena de transporte de electrones

fotosintéticos que estan inmersos en la membrana tilacoidal (Fig. 1).
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Figura 1. Esquema del cloroplasto y los componentes inmersos a la membrana tilacoidal en los que se
lleva a cabo la fotosintesis. Modificada de Finazzi et al. (2003, p. 755).

El fotosistema | finalmente genera el poder reductor de energia en forma de fosfato
de dinucledtido nicotinamida adenina (NADPH) por la transferencia de los electrones al
NADP* a través de la ferrodoxina. El flujo lineal y un flujo ciclico de electrones alrededor
del FS I crean un gradiente de protones trans-tilacoidal necesario para la sintesis del
trifosfato de adenosina (ATP) por el complejo enzimatico ATP sintasa, que también
representa un componente que esta integrado en la membrana tilacoidal. EI NADPH vy el
ATP sintetizados por la accién del transporte de electrones en el sistema fotosintético se
utilizan para reducir el didxido de carbono (CO2) y formar azucares de 6 carbonos por las
enzimas del ciclo de Calvin localizados en el estroma del cloroplasto.

Debido a que la luz es inherentemente variable, las plantas superiores y las algas
tienen que regular el proceso fotosintético para maximizar el uso de este recurso. Los
periodos de poca luz pueden limitar a la fotosintesis, sin embargo, al presentarse
condiciones de luz alta, la cadena de transporte de electrones puede llegar a saturarse y
puede producirse una inactivacion y dafio en el aparato fotosintético. Por lo tanto, en



condiciones de baja intensidad de luz es necesaria una gran eficiencia de coleccién de
fotones para impulsar el transporte de electrones fotosintéticos y la asimilacion de COz. En
contraste, en altas intensidades de luz, es necesario que la energia de excitacion que no
puede ser utilizada para la fotosintesis sea disipada de manera segura. En ambas
condiciones, los carotenoides, participan de manera efectiva como reguladores del uso de

luz en la fotosintesis.

1.3 La funcion de los carotenoides en la regulacion de la fotosintesis
Los carotenoides son un grupo diverso de moléculas lipofilicas compuestas de un

esqueleto Cao altamente insaturado. En los organismos fotosintéticos el esqueleto de los
carotenoides es construido a partir de unidades isoprenoides. Las estructuras moleculares
pueden ser lineales o con anillos en los extremos y se denominan Carotenos cuando su
composicién es Unicamente hidrocarbonada o xantofilas cuando poseen grupos oxigenados.
Los carotenoides cumplen diversas funciones en los organismos fotosintéticos, de las que
destacan: su funcién como pigmentos accesorios al ampliar el espectro de absorcién de los
pigmentos primarios (clorofilas) y su funcién fotoprotectora al participar en el mecanismo de
la disipacidn térmica y presentar accion antioxidante, ademas los carotenoides modulan la
estructura de la membrana tilacoidal y regulan de la sintesis de acido absicico (ABA) entre
otras muchas.

La funcion de ampliacion del intervalo de absorcion de luz, es especialmente
importante en las algas cromofitas. Las diatomeas y algas pardas presentan la xantofila
fucoxantina y los dinoflagelados presentan la xantofila peridinina como principales
pigmentos accesorios. Estas xantofilas se encargan de absorber la luz que predomina en las
zonas mas profundas de la columna de agua y transferirla a moléculas de Chl a. La funcion
fotoprotectora de los carotenoides en plantas y algas es doble. El B-caroteno protege el
aparato fotosintético al desactivar el estado excitado del oxigeno singulete en el centro de
reaccion del FSII. Otra funcion fotoprotectora importante se lleva a cabo por los pigmentos
del ciclo de las xantofilas, que impiden la sobreexcitacion del FSII al participar directa o

indirectamente en la disipacion térmica de la energia de excitacion de la Chl a.



1.4 El ciclo de xantofilas
Se le denomina ciclo de xantofilas a la conversién enzimatica de xantofilas

epoxidadas a xantofilas libres de grupos epdxido (de-epoxidacion ) en presencia de luz en
exceso Yy a la reaccién inversa, en luz baja o en oscuridad. En plantas superiores, algas
pardas y algas verdes, las xantofilas involucradas en el ciclo son violaxantina (Vx),
anteraxantina (Ax) y zeaxantina (Zx). La reaccion de de-epoxidacion de la violaxantina
consiste en la eliminacion dos grupos epoOxidos de manera sucesiva, para formar el
intermediario AX con un grupo epdxido y el producto final Zx, molécula sin grupos
epoxidos (Fig. 2). En oscuridad o en luz de baja intensidad la reaccion se invierte y se lleva

a cabo la formacioén de Vx a partir de la epoxidacion de Ax y Zx.
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Figura 2. Esquema del ciclo de xantofilas. Tomado de Jahns et al. (2009, p.5). La enzima violaxantina
de-epoxidasa (VDE) se encuentra en el lumen, la conversion de los pigmentos violaxantina,
anteraxantina y zeaxantina, se lleva a cabo en la membrana tilacoidal. La enzima ZE (Zeaxantin
epoxidasa) se encuentra en el estroma. Ver detalles en el texto.

Estas reacciones son catalizadas por dos enzimas diferentes. La enzima violaxantina
de-epoxidasa (VDE) cataliza la formacion de Zx a partir de VX, pasando por el
intermediario Ax y la enzima zeaxantina epoxidasa (ZE) cataliza la formacion de Vx a
partir de la Zx y Ax. La VDE se encuentra en el lumen tilacoidal y en plantas superiores

presenta la mayor actividad a pH de 5.5, en contraste, la ZE se encuentra en el estroma del



cloroplasto y puede funcionar a pH neutro (Jahns et al. 2009; Goss y Jakob 2010; Jahns y
Holzwarth 2012).

El ciclo de xantofilas ha sido ampliamente estudiado por el grupo de Yamamoto y
colaboradores (Gilmore y Yamamoto 1993) y la participacion de este ciclo en la disipacion
térmica fue propuesta inicialmente por el grupo de Deeming-Adams (Demmig et al. 1987;
Demmig-Adams 1990). Sin embargo, la comprobacion final de la participacion del CX en
la disipacion térmica fue dada por Niyogi y colaboradores, quienes utilizaron cepas
mutantes del ciclo de xantofilas en cepas del alga verde Chlamidomonas (Niyogi et al.
1997a) y de plantas superiores Arabidopsis (Niyogi et al. 1998). Los cepas mutantes
carentes de Zx, tuvieron una formacion deficiente de NPQ, mientras que otros procesos

(respiracion y fotosintesis) no se vieron afectados (Niyogi et al. 1997b).

1.5 EI NPQ y el ciclo de las xantofilas en plantas superiores
ElI NPQ es un proceso complejo y altamente regulado, que consiste en la

desactivacion térmica de los estados excitados de la Chl a en la antena del FSII (Demmig-
Adams y Adams 1992; Horton et al. 1996; Niyogi 1999; Krause y Jahns 2004). En plantas
superiores, los organismos mas estudiados, se han caracterizado 4 procesos moleculares
con diferentes cinéticas de formacion y de disipacion que intervienen en el NPQ (Krause et
al. 1982; Horton y Hague 1988; Quick y Stitt 1989; Lambrev et al. 2010; Nilkens et al.
2010):
1.- gE, o quenching energético (Krause et al. 1982),
2.- T, quenching de estados de transicion (Allen et al. 1981),
3.- ql, quenching fotoinhibitorio (Krause 1988) y
4.- qZ, quenching dependiente de la formacion de Zx (Nilkens et al. 2010).

El gE que se induce y disipa méas rapidamente (t1> de segundos a minutos) (Horton
y Hague 1988; Miiller et al. 2001; Lambrev et al. 2010). Este proceso se activa mediante la
reduccion del pH en el lumen debido a la formacién de un gradiente de protones a traves de
la membrana tilacoide (ApH), el cual, es percibido por la proteina PsbS en plantas
superiores (Li et al. 2004) o LHCRS en las algas verdes (Peers et al. 2007) y probablemente
en las algas pardas y diatomeas (Peers et al. 2009; Bailleul et al. 2010; Dittami et al. 2010).



La protonacion de PsbS en plantas superiores induce cambios conformacionales de la
antena del FSII que promueven la disipacion térmica en este sistema (Li et al. 2004; Horton
et al. 2008; Kereiche et al. 2010). La existencia de zeaxantina durante el estrés luminico
acelera la formacion de este proceso, sin embargo la ausencia de Zx no interrumpe la
formacion de gE (Horton y Ruban 2005).

El gT es el proceso con cinetica de formacidn intermedia (minutos) y se relaciona a
la reduccion de las emisiones de FSII debido a la migracion de parte de la antena periférica
del FSII a la del FSI (Allen et al. 1981). El papel de este proceso en la fotoproteccion se
desconoce ya que se presenta solo en condiciones de luz subsaturante y se revierte en luz
alta y no contribuye al NPQ (Schansker et al. 2006).

El gZ es un proceso de cinetica aun mas lenta (10-30 minutos después de la
exposicion a la luz) y que depende de la concentracion de Zx (Nilkens et al. 2010).

El gl es el proceso asociado con el dafio del FSII y su cinetica de disipacion es la
mas lenta (varias horas o dias) debido a que requiere la reparacion del fotosistema (Krause
1988; Aro et al. 1993; Murata et al. 2007). Este componente también se relaciona
directamente a la formacién de Zx. La contribucion relativa de cada uno de los proceso que
integran el NPQ asi como la duracion de cada uno dependen de la intensidad y la duracion
de la exposicion del organismo a la luz (Jahns y Holzwarth 2012). En las plantas superiores
gE es el principal proceso del NPQ durante periodos cortos (minutos) de iluminacion con
luz saturante; mientras que el gl y qZ prevalecen durante periodos de exposicién largos a
luz alta. En algas pardas como el alga gigante M. pyrifera, los procesos que participan en la

formacién de NPQ no han sido caracterizados.

1.6 Generalidades de M. pyrifera

El alga parda M. pyrifera o sargazo gigante, se clasifica en la division
Heterokontophyta; clase Phaeophyceae; orden Laminariales; familia Lessoniaceae; género
Macrocystis; especie M. pyrifera. Es el alga méas grande y de mayor tasa de crecimiento.
Sus comunidades, denominadas bosques de macroalgas, sirven de hébitat, refugio y
alimento a un gran numero de organismos, por lo que se considera una especie clave
(Lobban y Harrison 1994, Liining 1991).
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Figura 3. Representacion de un organismo adulto de 1-2 afios de edad de M. pyrifera donde se
muestran las distintas partes que conforman un organismo. Tomado de Neushul y Haxo (1968, p.
40).

M. pyrifera presenta hojas a lo largo de todo el organismo y en la base de cada hoja
presenta 6rganos de flotacion llamados pneumatocistos. El 6rgano de soporte analogo al
tallo de plantas superiores se denomina estipe y el 6rgano de fijacién es el grampén. La
fronda es el conjunto de todas las hojas que crecen a partir de un mismo estipe (Fig. 3). Un
organismo adulto puede tener hasta 100 frondas y unas 300 hojas a lo largo de cada estipe
(North 1971). Las frondas viven en promedio 6-9 meses y una hoja vive en promedio 4
meses (North 1971). La porcion del organismo (hojas y estipes) que sobresale en la
superficie de la columna de agua forma el dosel y puede extenderse por mas de 20 metros.
Todas las hojas del organismo aun en diferente posicion de la columna de agua, tienen
capacidad fotosintética, sin embargo las hojas del dosel aportan la mayor parte del
fotosintetato al organismo debido a que reciben la mayor cantidad de luz y a que presentan

la mayor capacidad de fotoproteccion (Colombo-Pallotta et al. 2006; Colombo Pallotta
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2006). M. pyrifera se distribuye en los dos hemisferios. En el hemisferio Norte abarca
desde Point Conception USA, hasta la zona de Bahia Asuncion, Baja California, México
(North 1971). Mientras, en el hemisferio sur se presenta desde Per( hasta Cabo de Hornos
en Chile. También se encuentra en el sur de Africa y Australia (North 1971) (Fig. 4). Estos
sitios se caracterizan por presentar eventos de surgencias costeras frecuentes, con agua por

debajo de los 20°C ricas en nutrientes (North 1971).

1.7 Variabilidad de la luz y la temperatura en un manto de M. pyrifera

La distribucion de luz en el mar presenta un decaimiento exponencial con la
profundidad y sufre cambios espectrales debido a procesos de absorcion y atenuacion en el
agua (Kirk 1992). Sin embargo, en un manto de Macrocystis la distribucion de la luz es
mucho mas compleja. La densidad del dosel puede producir el fendbmeno de autosombreado
a las hojas mas profundas, mientras que el movimiento inducido por corrientes, oleaje y
mareas producen fendmenos de autoenfoque en las hojas de superficie y la formacion
temporal de huecos de luz hacia los primeros metros de profundidad que pueden durar de
segundos a minutos, por lo que la mayor variabilidad de la luz se da en los primeros metros
de profundidad (Gerard 1984; Dean 1985; Wing et al. 1993; Colombo-Pallotta et al. 2006).
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Figura 4. Distribucion global de M. pyrifera.
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La alta variabilidad de la luz en la superficie y a menos de 3 m de profundidad,
ocasiona que las hojas de M. pyrifera de estas profundidades presente mayor capacidad de
fotoproteccion, para poder mantener una tasa dptima de fotosintesis (Colombo-Pallotta et
al. 2006). En tejido del dosel se han reportado valores de NPQ que varian desde las 6 hasta
las 10 unidades mientras que en el tejido por debajo de 6 m de profundidad los valores de
NPQ oscilan entre 0.5 y 2 (Colombo-Pallotta et al. 2006). Asi mismo, el tamafio del pool
de pigmentos de la xantofilas (£CX) en tejido del dosel oscila entre los 18 y 25 mol mol™
de Chla a x 100, mientras que en el tejido por debajo de 6 m de profundidad los valores del
~CX son menores a 6 mol mol™ de Chla a x 100. Dadas estas coincidencias entre mayores
valores de NPQ y mayores valores del ZCX, es posible sugerir que hay una relacion entre el
tamafio del pool (XCX) y la amplitud maxima del NPQ, sin embargo no se han realizado
estudios que permitan establecer esta relacion por lo que aun no esta claro cudl es la
funcion de tener un £ZCX extremadamente grande.

La temperatura en un manto de M. pyrifera es muy variable en funciéon de la
profundidad y ademdas presenta una variacién estacional relacionada al régimen de
surgencias, sin embargo dificilmente sobrepasa los 20 °C. 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 Lydia y Zertuche-Gonzalez 2004). Se sabe que, entre 14 y 18 °C la tasa de
crecimiento de M. pyrifera es constante, mientras que a temperaturas mayores la tasa
disminuye significativamente. La temperatura superior a 20 °C frecuente en eventos NINO,
se ha asociado al deterioro de los mantos y a la perdida de poblaciones adultas de M.
pyrifera (Ladah et al. 1999). Sin embargo no esta claro si la temperatura superior a 20 °C
afecta de manera particular algan proceso fisiologico. Un incremento de temperatura por
encima de los 15.5 °C en el agua de mar en el Sistema de la Corriente de California esta
asociada con una disminucion de nutrientes, especificamente con valores de nitrato por
debajo de 1uM (Jackson 1977). Debido a que el ciclo de las xantofilas es un proceso
enzimatico, es probable que la temperatura afecte la velocidad de las reacciones
involucardas en este del ciclo y en consecuencia afecte la formacidén de NPQ y la capacidad

de fotoproteccion del alga Macrocystis pyrifera.
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1.8 Alcances de esta tesis
El presente trabajo se centra en la caraterizacion de la interconversion de los

pigmentos del ciclo de xantofilas y su efecto sobre la formacidn/disipacion del mecanismo
de disipacion térmica del alga parda M. pyrifera. La disipacion térmica del exceso de
energia es un mecanismo presente en los organismos fotdtrofos, que les permite asimilar la
energia de la luz de manera segura, evitando un posible fotodafio en condiciones de alta luz.
Tres elementos son indispensables para llevar a cabo la disipacion térmica: el
establecimiento de un gradiente de protones (ApH) intertilacoidal, proteinas especificas del
fotosistema 1l (PsbS en plantas superiores o proteinas tipo L1818 en otras algas) y la
formacion de pigmentos fotoprotectores deepoxidados a partir de pigmentos epoxidados
(ciclo de xantofilas). En la macroalga M. pyrifera, el principal elemento de control de la
disipacion térmica es el ciclo de xantofilas. El tejido fotosintético de M. pyrifera se
encuentra sujeto a una alta variabilidad de luz, tanto espacial como temporalmente, por lo
que su mecanismo de disipacion térmica debe estar finamente regulado para evitar el
fotodafio en condiciones de exceso de luz y al mismo tiempo ser eficente en la absorcién de
energia en condiciones de baja irradiancia. Por lo tanto, el objetivo general de este trabajo
fue caracterizar la influencia de las reacciones de interconversion de los carotenoides del
ciclo de xantofilas sobre el mecanismo de disipacion del exceso de energia en M. pyrifera
medido como la disminucién no fotoguimica de la fluoresencia del fotosistema Il (NPQ).

Ya que la disipacién del exceso de energia en M. pyrifera depende del ciclo de las
xantofilas, se plantea como hipdétesis general que cualquier variable ambiental que afecte
las reacciones de interconversion de los pigmentos de este ciclo afectara directamente la
formacion de NPQ.

En el capitulo 2 de esta tesis, se caracterizo la cinética de formacién y disipacion del
NPQ para evaluar los procesos que interviene en la disipacion termica en M. pyrifera. Se
caraterizd la cinética de formacion y disipacion del NPQ y su relacion con la
interconversion de los pigmentos del ciclo de las xantofilas en. Se evalud la velocidad de
sintesis de Ax y Zx a diferentes periodos de iluminacion y se relacionaron con la formacion
de NPQ. Se demuestra que en M. pyrifera, el NPQ depende exclusivamente en la

formacion de Zx de manera analoga al qZ encontrado en plantas superiores. Ademas se
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encontrdé que luego de una exposicion prolongada a alta luz, la disipacion del NPQ en
oscuridad no fue total. EI NPQ remanente estuvo asociado a la retencion de Ax y Zx y fue
relacionado con el quenching fotoinhibitorio gl.

En el capitulo 3, se probd si el tamafio del pool de carotenoides del ciclo de
xantofilas (XCX) afecta las reacciones de deepoxidacion y epoxidacién del ciclo de CX 'y
con ello la formacion de NPQ. Para ello se caracterizd la cinética de las reacciones de
interconversion del ciclo de xantofilas y la formacion de NPQ en tejido de M. pyrifera con
contenido de xantofilas distinto y expuesto a diferentes intensidades de luz. Se caracterizo
la cinética de formacion de NPQ a diferentes condiciones de iluminacién y en muestras
que presentaron diferentes concentraciones de pigmentos del ciclo de xantofilas. Se
demostro que el NPQ depende directamente del estado de deepoxidacion de los pigmentos
del CX. Ademas se demostrd que en M. pyrifera el tamafio del pool (XCX) de carotenoides
del ciclo de xantofilas esta directamente relacionado con la tasa de formacion del NPQ,
pero no tiene efecto en la amplitud maxima del NPQ. Asimsimo, se observd que la
intensidad de luz afecta tanto la cinética de formacion de NPQ asi como el nivel de este
proceso.

En el capitulo 4 se evaluo el efecto de la temperatura sobre las reacciones del ciclo
de las xantofilas y la formacion de NPQ en M. pyrifera. Ya que la interconversion de los
pigmentos del CX depende de la actividad enzimatica, y ésta puede verse afectada por la
temperatura, se evaludé si la temperatura ejercia una influencia in vivo sobre la
interconversion de los pigmentos y la formacion del NPQ de M. pyrifera. Se evaluo la
cinética de interconversion de pigmentos y de formacion de NPQ en luz saturante en el
tejido de M. pyrifera del dosel expuesto desde 10 °C hasta 25 °C. Se observé que la tasa de
formacion de NPQ es afectada por la temperatura ya que esta variable afecta la reaccion de
de-epoxidacion de los pigmentos del ciclo de xantofilas. Se demostrd que a mayor
temperatura existe una mayor tasa de depeoxidacion. Sin embargo, se encontré que la
eficiencia de los pigmentos de-epoxidados para inducir el NPQ fue menor a mayores
temperaturas. Especificamente, a temperaturas mayores a 20 °C la formacion de NPQ fue

mas rapida y y se observan asimismo valores mayores de esta variable, sin embargo la
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eficiencia de los pigmentos de-epoxidados es menor. La tasa de transporte de electrones
también se vio seriamente afectada a temperaturas de 20°C.

Finalmente, en el capitulo 5 se presenta una discusion general sobre los resultados de esta
tesis dentro de un marco ecolégico y evolutivo. Se discute la influencia de la tasa de
formacion de NPQ debido a los cambios de intensidad de luz y al tamafio del pool de
carotenoides del ciclo de xantofilas, como una alternativa usada por M. pyrifera para
enfrentar los dafios inherentes a la variabilidad ambiental de la luz. También se discute el
efecto de la cinética de conversion de pigmentos y la acumulacion de Ax sobre la
formacion de NPQ. Se propone que la acumulaciéon de Ax es un componente de control de
NPQ analogo a la preactivacion de luz dependiente de Zx preformada presente en plantas.
Se plantea la importancia de conservar un pool de Ax para asegurar una respuesta mucho
mas rapida en hojas expuestas a una varibilidad alta de luz y la capacidad de regular a
través del ciclo de xantofilas incluso la formacion temporal de NPQ en las hojas
aclimatadas a oscuridad que son expuestas rapidamente a luz baja. Finalmente, se discute el
efecto de la temperatura sobre sobre la regulacion del NPQ y el efecto que puede tener a

nivel fisiolégico y ecoldgico.
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1.9.1. Objetivo general
Caracterizar la influencia de las reacciones de interconversion de los carotenoides

del ciclo de xantofilas sobre el mecanismo de disipacion del exceso de energia en M.

pyrifera.

1.9.2. Hipdtesis general
La formacion de NPQ en M. pyrifera depende principalmente de las reacciones de

interconversion del ciclo de xantofilas, por lo que los factores que puedan afectar estas

reacciones afectan la formacion de NPQ.

1.9.3. Hipdtesis particulares

Capitulo 2
La cinética de formacion/disipacion de NPQ en M. pyrifera esta relacionada con la
inetrconversion de los pigmentos del ciclo de las xantofilas

Capitulo 3
El tamafio del conjunto de pigmentos del ciclo de xantofilas (ZCX), afectan las
reacciones de deepoxidacion y epoxidacion del ciclo de xantofilas y con ello la
formacion de NPQ en M. pyrifera.

Capitulo 4
La temperatura afecta las reacciones del ciclo de las xantofilas y en cosecuancia la

formacion de NPQ en M. pyrifera.
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Capitulo 2

Cinética de formacion y disipacion de NPQ y su relacion con la interconversion de los

pigmentos del ciclo de xantofilas

2.1 Introduccioén

Los organismos fotosintéticos tienen la capacidad de eliminar la energia que no
pueden usar en el proceso de fotosintesis y de esta manera se protegen del dafio oxidativo
que esta les podria ocasionar. EI mecanismo principal de eliminacion de exceso de energia
consiste en la desactivacion térmica de los estados excitados de la clorofila a en la antena
del FSII (Demmig-Adams y Adams 1992; Horton et al. 1996; Niyogi 1999; Krause y Jahns
2004). La disipacion térmica posible estimarla in vivo y de manera no intrusiva mediante la
medicion de la disminucion no fotoquimica de la fluoresencia de la clorofila a (NPQ;
nonphotochemical quenching) (Krause y Jahns 2004).

En plantas superiores mediante la caracterizacion de la cinética de formacion y
disipacion del NPQ se ha podido dilucidar los procesos moleculares que intervienen en la
disispacion térmica del exceso energético en el aparato fotosintético. Se ha descrito que
para la formacién de NPQ es necesaria la formacion de un gradiente de protones a través de
la membrana tilacoide (Briantais et al. 1979), la formacion de zeaxantina a través del ciclo
de xantofilas (Demmig et al. 1987; Niyogi et al. 1998) y la activacion y cambio
conformacional de la proteina PsbS (Li et al. 2000; Li et al. 2002; Li et al. 2004). Estos
procesos moleculares, participan de manera distinta durante la formacion de NPQ, que ha
sido dividido con base en su cinética de disipacion en 4 componentes:

1.- gE, o quenching energético, es el componente de formacion y disipacion rapida
(t» 10-200 seg) que depende esencialmente de la formacion y dispacion del gradiente de
protones que se froma a través de la membrana tilacoide (Krause et al. 1982), el cual

promueve cambios conformacionales en la antena del fotosistema Il activados por la
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protonacion de la proteina PsbS, la zeaxantina (Zx) no es indispensable para la fromacion
del gE, pero si la Zx estd presente, el gE se acelera y la amplitud del NPQ maximo
aumenta.

2.- ql, o quenching fotoinhibitorio, es el componente que esta asociado al dafio del
FSII y su disipacion es la mas lenta de todos los componentes (varias horas o dias) debido a
que requiere la reparacion de este sistema. Durante el tiempo de duracion del gl, aun en
oscuridad se mantienen los cambios conformacionales en la antena del FSII y se mantiene
la presencia de zeaxantina hasta que el fotodafio ha sido reparado (Krause 1988; Aro et al.
1993; Murata et al. 2007);

3.- EI T, o quenching sociado a los estados de transicion, se asocio originalmente a
la reduccién de las emision del FSII debido a la migracion de parte de la antena periférica
del FSII a la del FSI (Allen et al. 1981) y se le consideré de duracién intermedia (t %2 8-15
min), sin embargo este fenémeno de migracion de proteinas solo se presenta en condiciones
de luz subsaturante y se revierte en luz alta, por lo que se ha sugerido que su participacion
en el proceso de NPQ ha sido asignado erroneamente (Schansker et al. 2006);

4.- El gZ, o quenching dependiente exclusivamente de la formacion de zeaxantina
(Zx), ha sido caracterizado recientemente (Nilkens et al. 2010). Este componente se forma a
partir de los 10-30 minutos de exposicion a alta luz y depende de la presencia de zeaxantina
aun en ausencia de PsbS y del gradiente de protones.

El NPQ es un proceso complejo que puede presentar variaciones entre diferentes
organismos. Por ejemplo, en el alga parda Macrocystis pyrifera la formacion de NPQ es
mas lenta pero alcanza valores mucho mas altos que en plantas superiores (t »» 3-6 min,
NPQ =~ 10) (Colombo-Pallotta et al. 2006). Se ha demostrado que en esta alga el
mecanismo de control del NPQ es dependiente del CX e independiente del gradiente de
protones (Garcia-Mendoza y Colombo-Pallotta 2007). La aceleracion del NPQ, por la
presencia de Zx preformada, no se presenta en Macrocystis pyrifera y la cinética de NPQ
depende por completo de la cinética del ciclo de xantofilas (Garcia-Mendoza et al. 2011).

En M. pyrifera no se encuentran los componentes que regulan el qE en plantas
superiores como la proteina PsbS (Li et al. 2004). No se reporta una proteina homologa en

algas pardas (Cock et al. 2010; Dittami et al. 2010). Asi mismo, este grupo de organismao
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no presenta estados de transicion (Fork et al. 1991). Por lo tanto, la cinetica de fromacion y
disipacion del NPQ debe de estar domianda por el componente gZ 0 un componente
analogo y probablemente el componente gl. Para demostrar lo anterior, en este capitulo se
caracterizé la cinética de disipacion de NPQ asi como de la cinética de interconversion de
pigmentos en M. pyrifera.

2.2 Materiales y Métodos
2.2.1. Material de estudio

Las muestras de Macrocystis pyrifera fueron recolectadas en junio del 2010 en 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. Para este experimento
se colectaron 5 hojas de la superficie, las cuales fueron etiquetadas, mantenidas en
oscuridad y transportadas al laboratorio en hieleras con agua de mar. El tiempo entre la
recolecta y el procesamiento de las muestras no excedio las 2 horas. Con un sacabocados,
se obtuvieron discos de tejido de 1.2 cm de didmetro, los cuales fueron aclimatados en baja
luz y después en oscuridad, para disminuir la presencia de los pigmentos fotoprotectores Zx
y Ax. Del pool de discos ya aclimatados, se tomaron al azar por triplicado los discos para
la medicién de la cinética de disipacion del NPQ y de interconversion de pigmentos
xantofilicos en oscuridad, después de diferentes periodos de iluminacién a condiciones de
luz saturante. La formacion de NPQ se realizo exponiendo el disco a 1000 pmol fotones m
2 s durante 60 minutos. La disipacion de NPQ en oscuridad se midi6 en discos
preiluminados a 4, 6, 10, 20 y 50 minutos, a la misma intensidad de luz. La interconversion
de pigmentos se midi6 en submuestras a las mismas condiciones de la medicion de NPQ.

La cinética de disipacion de NPQ y de interconversion de pigmentos fue evaluada
de acuerdo a Nilkens et al (2010), usando la funcion y = Aiexp (—t/t) + yo, donde A
representa la amplitud del primer componente cinético y T representa el tiempo de vida

medio de ese primer componente, la amplitud del segundo componente esta representada

por Yo.
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2.2.2. Mediciones de fluorescencia de clorofila a.
Las mediciones de fluorescencia de clorofila a (Chl a) para cada disco se realizaron

con un fluorémetro de pulsos de amplitud modulada sumergible (Diving PAM, Walz,
Germany), cuya fuente de luz modulada tiene una emision a 428 nm. La nomenclatura y los
parametros calculados siguen lo reportado por Van Kooten y Snel (1990). La fluorescencia
basal (Fo) se obtuvo al colocar la sonda del fluorémetro a una distancia de 10 mm y prender
la luz de medicion, mientras que la fluorescencia maxima (Fm) se determin6 dando un pulso
de 0.8 segundos de luz actinica saturante (2600 pmol photons m? s?). Fo se determina
cuando todos los centros de reaccion estan abiertos, es decir que el aceptor primario (Qa)
esta totalmente oxidado. Fm se establece cuando todos los centros de reaccion estan
cerrados y Qa esta completamente reducido, lo que provoca que la eficiencia fotoquimica
sea 0y la fluorescencia sea maxima.
La tasa de transporte de electrones (ETR) se calcul6 mediante la formula:

ETR = ®psin Epar 0.5 0.80 4
donde ®rsii es la eficiencia cuantica efectiva del FSII determinada como (F’m —F)/F’'m =
AF/F’m. F’m y F son la fluorescencia maxima y minima en presencia de luz actinica,
respectivamente. Epar, es la intensidad luminica aplicada en pmol fotones m2 s, 0.80 es la
fraccién 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 absorcion de un minimo de 2
fotones (Genty et al. 1989).

2.2.3. Analisis de Pigmentos.
Durante los experimentos de formacion y disipacion de NPQ, se tomaron muestras

para la medicion de pigmentos a diferentes tiempos durante el periodo de iluminacion y
después de que la luz fue apagada. Cada disco colectado, fue congelado inmediatamente y
almacenado en nitrégeno liquido (-77 °K). Los pigmentos fueron extraidos y analizados de
acuerdo con Colombo Pallotta (2006). Los pigmentos fueron extraidos en 3 mL de acetona
fria, luego de la molienda del disco previamente congelado en nitrdgeno liquido. Para
asegurar una buena extraccion, se dejo el tejido con el solvente a 4°C durante toda la noche

y después se centrifugé a 13,000 x g (4 °C) por 5 minutos. El sobrenadante con los



21

pigmentos se almaceno a -20°C antes del analisis por HPLC. El instrumento de HPLC,
Shimadzu AV-10 (Kyoto, Japon) fue equipado con una columna de fase reversa (4.6 mm X
150 mm, 3.5 um tamafio de particula) Zorbax Eclipse XDB C8 (Agilent Technologies,
Englewood, CO). El sistema fue calibrado con estdndares externos (DHI Inc., Hoersholm,
Denmark).

2.3 Resultados
2.3.1. Formacion de NPQ y su relacion con el ciclo de xantofilas

Se calcul0 la tasa de transporte de electrones (ETR, Electron Transport Rate por sus
siglas en ingles) con la finalidad de demostrar que la intensidad de luz utilizada era lo
suficientemente alta para saturar el transporte de electrones e inducir el maximo de NPQ sin
provocar dafio fotooxidativo. Tal como se muestra en la figura 5A, el ETR alcanzo su nivel
maximo aproximadamente a los 15 minutos y después permanecio constante lo que indicd
que esta condicion de luz utilizada no provoco la reduccion del ETR asociada a un posible
fotodafio durante el periodo de iluminacion. Una vez demostrada la validez de la
metodologia, se evalud la cinética de la formacion de NPQ. En la figura 5B se muestra que
el NPQ alcanz6 su nivel de saturacion con una amplitud maxima de aproximadamente 7
unidades, el cual es mayor al valor de NPQ maximo que presentan las plantas superiores
(Colombo-Pallotta et al. 2006; Garcia-Mendoza et al. 2011).

La relacidon entre la cinética de NPQ y de interconversion de carotenoides, permitio
inferir distintos procesos, especificamente los dependientes del ciclo de xantofilas. Se
observo que la formacion de NPQ coincide con la disminucion de VX y la formacion de Ax
y Zx (Fig. 1C). Ademas, tal como habia sido reportado previamente (Garcia-Mendoza y
Colombo-Pallotta 2007; Garcia-Mendoza et al. 2011), no se observé un incremento rapido
del NPQ (qE) durante los primeros segundos de iluminacion, el cual es independiente de
Zx. En contraste, en los primeros segundos se registré un retraso en la formacion de NPQ
que también coincide con un retraso en la formacién de Zx, mientras que la formacion de

Ax durante los primeros segundos fue répida (Fig. 5).
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Figura 5. Tasa de transporte de electrones (ETR), nonphotochemicalquenching (NPQ) y pigmentos del
ciclo de xantofilas de muestras de M. pyrifera expuestas a 1000 pmol fotones m2 s por 60 minutos. Se
muestran los valores promedio de 5 mediciones independientes + desviacion estandar.

El cambio de NPQ asi como el cambio de la concentracion relativa de los
pigmentos deepoxidados expresada como DPS (Fig. 6), se ajustaron a una exponencial
simple. En contraste, los cambios de NPQ se ajustan a a exponencial doble en plantas
superiores (Nilkens et al 2010). Esto indica que el componente rapido presente en plantas
superiores (gE) no esta presente en Macrocystis pyrifera. El T obtenido del ajuste al modelo
exponencial simple para el NPQ (6.1 £ 0.8, Tabla I) y para el DPS (6.9 + 0.9, Tabla I) no

fue diferente (t o =0.05). Esto indica que la formacion de NPQ en Macrocystis pyrifera es

dependiente de la formacion de los pigmentos deepoxidados (DPS).
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Figura 6. Estado de deepoxidacion de los pigmentos xantofilicos (DPS) y el NPQ a través del tiempo.

Tabla |. Parametros de la cinética de formacion de NPQ y del cambio del estado de
deepoxidacion de los pigmentos xantofilicos DPS al exponer las muestras de M. pyrifera a
1000 pmol fotones m-2 s™* por 60 minutos.

A T
NPQ 71+0.2 6.1+0.8
DPS 39.6+0.9 7.0+£0.9

El promedio de los datos de la curvas de formacion de NPQ y DPS de la Figura 6 fueron ajustados a un
modelo de decaimiento de una exponencial simple: y=yo+A (1-exp(-t/t)). Se presenta el valor del parametro +
el error estandar del ajuste, r? fue mayor a 0.99 en ambos casos.

2.3.2. Disipacién de NPQ y su relacion con el ciclo de xantofilas
La cinética de disipacion es una herramienta para caracterizar los procesos del NPQ

(Horton y Hague 1988; Demmig-Adams et al. 1989); recientemente con los parametros
obtenidos a partir del ajuste a un modelo de decaimiento exponencial doble en cinéticas de
NPQ en varias cepas de Arabidopsis mutantes, se ha logrado describir y reclasificar los
componentes cinéticos y los procesos que contribuyen al NPQ (Nilkens et al. 2010).
Analogamente a la aproximacién seguida por Nilkens et al (2010) se caracterizd la

disipacion del NPQ en M. pyrifera después de haber sido expuesta a periodos de tiempo de
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4, 6, 10, 20 y 50 minutos a 1000 pmol fotones m? st (Fig. 7). Los datos de cada
tratamiento se ajustaron a una funcién de decaimiento de una sola exponencial y se
obtuvieron los parametros descritos en la Tabla Il. Al igual que en la formacion de NPQ el
r2 fue mayor de 0.95 con un ajuste utilizando un solo exponente, lo que indica que
solamente dos componentes moleculares intervienen en el proceso de NPQ en esta alga.

Relajacion de NPQ después de v—4 —O-6 —@— 10 —A— 20 y
—@— 50 minutos de preiluminacion. —@— Induccion de NPQ
6 -
4 -
o
a
Z
2 -
ol | T | |
0 20 40 60 80 100
Tiempo (min)

Figura 7. Formacion y disipacion de NPQ en muestras de M. pyrifera después de diferentes periodos de
preiluminacién. La disipacién de NPQ fue medida después de 4, 6, 10, 20 y 50 minutos de iluminacién a
1000 pmol fotones m2 st. Por claridad, solo se muestran los datos promedios de 3 a 5 mediciones
independientes y se omite la DS.

Tabla Il. Pardmetros de la cinética de disipacién de NPQ en oscuridad después de 4, 6, 10,
20 y 50 minutos de preiluminacidn.

Tiempo de preiluminacion (min) A T1 Yo
4 1.2+ 0.0 2.1+ 0.2 0.3+ 0.0
6 3.1+ 0.1 3.1+ 0.3 0.3+ 0.0
10 54+0.1 49+ 0.4 0.3£0.0
20 54+0.1 5.6+ 0.7 0.5+ 0.0
50 55+0.1 52+ 0.8 1.2+ 0.0

El promedio de los datos de NPQ de la figura 7 fue ajustado al modelo exponencial simple y=yo+A (1-exp(-
t/1)). Se presenta el valor del parametro = el error estandar del ajuste del pardmetro respectivo. El r? fue mayor
a 0.99 en todos los casos.
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El tiempo de vida del componente principal de la cinética de NPQ vario desde 2.1
min en las muestras preiluminadas por 4 min hasta 5.6 minutos en la muestra preiluminada
durante 20 minutos, este componente fue dominante en esta alga y su comportamiento esta
determinado por el cambio en la concentracion de los pigmentos deepoxidados.

Como se expuso anteriormente, durante todo el periodo de iluminacién no se
observo una reduccién en la tasa de transporte de electrones por lo que no existio
fotoinhibicion durante este periodo; sin embargo, la recuperaciéon del NPQ y del estado de
deepoxidacion del pool de pigmentos del CX no regreso a niveles originales durante el
tiempo de experimentacion (60 min). EI NPQ residual, identificado con el parametro yO0,
estuvo presente incluso desde el periodo de iluminacién mas corto y se increment6 con el
tiempo de preiluminacion. Con una preiluminacion de 60 min este componente represento
aproximadamente el 20% del NPQ formado durante el periodo de iluminacion.

La concentracion de pigmentos xantofilicos durante la formacién y disipacion de
NPQ se muestra en la Figura 8. La sintesis de Vx en oscuridad despues de diferentes
periodos de preiluminacién nunca habia sido investigada en M. pyrifera y no se conocia su
efecto en la disipacién del NPQ. En la figura 8A, se muestra la disminucion de la
concentracion Vx durante la exposicion de luz y el aumento de Vx cuando la luz se apago.
Se detecto que después de la iluminacion, la concentracidon de Vx no fue igual que antes de

la iluminacién.
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Figura 8. Concentracion de violaxantina (Vx; Panel A), anteraxantina (Ax; Panel B), zeaxantina (Zx;
Panel C) y el estado de deepoxidacion (DPS; Panel D) del pool de pigmentos del ciclo de xantofilas en
muestras de tejido superficial de Macrocystis pyrifera. Las muestras de Macrocystis pyrifera del dosel
fueron expuestas a 1000 pmol de fotones m2 s por 4, 6, 10, 20 y 50 minutos. Por claridad, solo se
muestran los datos promedios de 3 a 5 mediciones independientes y se omite la DS.

La concentracion de Vx fue menor cuando las muestras fueron preiluminadas
durante mas tiempo. Después de una hora en obscuridad, en muestras preiluminadas por 50
min se detectd 13% menos Vx que la concentracion medida antes del tratamiento de luz.
Hasta un 8% menos VX, cuando las muestras se preiluminaron por 20 min y 4% menos Vx

cuando el periodo de iluminacion fue igual o menor a 10 min.
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Para evaluar la influencia de cada uno de los pigmentos xantofilicos en la formacion
de NPQ, se relacionaron las concentraciones individuales de los diferentes pigmentos

xantofilicos y se realizaron andlisis de regresion lineal (Fig. 9).

0 10 20 30 40 6 8 10 12 14

DPS (Zx + 0.5 AX/ VX + AX + Zx) 1
(mol mol™ Chl a x 100) Vx (mol mol™ chl a x 100)

Figura 9. Relacion del NPQ y la concentracién de pigmentos xantofilicos. Panel A, relacion entre la
anteraxantina (Ax) y el NPQ. B) Relacion entre la zeaxantina (Zx) y el NPQ. C) relacion entre el estado de
deepoxidacién (DPS) y el NPQ. Los datos de pigmentos y de NPQ fueron tomados de las figuras 7 y 8
respectivamente. La identificacion de colores sigue el mismo formato que en la figura 8.

Como se muestran en la figura 9A, la relacion entre la concentracion de Ax y el
NPQ present6 un r? de 0.8, no obstante la relacion entre la concentracion de Zx y el NPQ

mostré un r? de 0.96 tal como habia sido reportado previamente (Garcia-Mendoza y
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Colombo-Pallotta 2007; Garcia-Mendoza et al. 2011). Sin embargo, al relacionar el estado
de deepoxidacidn, el cual relaciona ambos pigmentos y no solo la zeaxantina, se encontro
una relacion lineal casi perfecta con un r? de 0.99.

Esta relacion, se probd también con la concentracion de Vx la cual también mostro
un r? de 0.99. Los resultados y los andlisis presentados indican que no es la concentracion
absoluta de Zx la que controla la formacion de NPQ sino es la relacion entre los pigmentos
deepoxidados y los pigmentos epoxidados que juegan un papel importante en el control de

este proceso.

2.4 Discusion.
En estudios previos se ha demostrado mediante el uso de inhibidores del ciclo de

xantofilas y protonoforos que el alga parda M. pyrifera carece del componente dependiente
de la formacion del ApH (QE), pero es dependiente de la formacion de Zx mediante el CX
(Garcia-Mendoza y Colombo-Pallotta 2007). Asimismo, mediante experimentos de
induccion de NPQ en muestras preiluminadas (preactivadas) se comprobé que M. pyrifera
tampoco presenta la aceleracion del NPQ cuando existe Zx preformada en el aparato
fotosintético, la cual es también caracteristica del gE (Garcia-Mendoza et al. 2011). En el
presente trabajo se analizo la cinética de disipacion del NPQ vy se identificaron solo dos
componentes que participan en formacion del NPQ en M. pyrifera. Estos componentes
dependen de la deepoxidacion de Vx a través del ciclo de xantofilas y son independientes
de la formacién de un gradiente de protones.

Los cambios de NPQ y DPS se pudieron explicar mediante un modelo exponencial
simple, lo que confirma la presencia de dos componentes que intervienen en la formacion y
disipacion de NPQ en M. pyrifera (c.f. Fig. 6 y Fig. 9C). El primer componente se
desarrollé inmediatamente al exponer las muestras a luz saturante y present6 un t de ~5
min. Una caracteristica importante de este componente, es que la amplitud del mismo no
cambia una vez que llega a su estado de saturacion despues de los 10 minutos (A~ 5.4), por
lo que no esta relacionado con el proceso de fotoinhibicidn sino solo con la formacion de
pigmentos deepoxidados. Estas caracteristicas representan una gran similitud con el qZ

presente en plantas superiores (Nilkens et al. 2010). El gZ no depende de la proteina Psbs,
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ya que éste componente se desarrolla por completo en el mutante deficiente de esta proteina
(npg4), ni depende de la formacion de estados de transicion ya que se desarrollo por
completo en el mutante (stn7), gZ en cambio, depende Unicamente de la formacion de Zx
mediante el ciclo de las xantofilas (Lambrev et al. 2010; Nilkens et al. 2010; Jahns y
Holzwarth 2012). En M. pyrifera este componente tipo qZ fue el componente principal
llegando a representar méas del 80% del NPQ inducido en alta luz. Este es sin duda un
resultado importante ya que gZ puede ser un mecanismo ancestral (Garcia-Mendoza et al.
2011; Ocampo-Alvarez et al. 2013) al estar presente en ambos organismos evolutivamente
distantes, sin embargo la evolucion de los complejos proteico pigmentarios y la aparicion
de la proteina PsbS dio origen a un control del NPQ distinto en plantas superiores que
incrementd su éxito ecoldgico en el ambiente terrestre y les permitio enfrentar de forma
mas répida los cambios en las condiciones de luz altamente variables fuera del agua
(Alboresi et al. 2010).
Un segundo componente que interviene en la formacion y disipacion del NPQ en M.
pyrifera esta probablemente relacionado a la fotoinhibicion ya que su tiempo de vida es
relativamente largo. Este componente no se disipd después de 2 horas de mantener el tejido
de M. pyrifera en oscuridad después de exponerlo a intensidades de luz saturante por mas
de 20 minutos. Una caracteristica tipica de la induccion del NPQ asociada a la
fotoinhibicion es que el gl aumenta a medida que el tiempo de exposicién es mayor
(Nilkens et al. 2010). ElI gl no es necesariamente inactivacion de FSII debido a
fotoinhibicion. El gl esta asociado también con la retencion de los pigmentos deepoxidados
y ha sido asociado con procesos de aclimatacion o de regulaciéon a la baja (“down
regulation”) de la actividad del fotosistema II. El aumento de la amplitud de NPQ asociada
al segundo componente de M. pyrifera y el incremento de la concentracién de Ax y Zx en
obscuridad a medida que el tiempo de exposicion a luz saturante fue mayor parece estar
relacionado con una disminucion de la epoxidacion de Zx.

Se ha reportado que existe una regulacion a la baja de la ZE ante la presencia de
estrés oxidativo en plantas (Reinhold et al. 2008) y en algas pardas (Fernandez-Marin et al.
2011). Se ha descrito que en el alga parda Pelvetia canaliculata, el ciclo de Vx permanece

activo en oscuridad cuando existe presencia de estrés oxidativo como la deshidratacion o el
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aumento de temperatura (Fernandez-Marin et al. 2011). Por lo tanto es posible que en M.
pyrifera al igual que en otras algas pardas, la sintesis de Zx sea un proceso continuo y que
su regulacién sea a la baja cuando existe algiin mecanismo de estrés.

Un resultado importante de este estudio es que se observo que el NPQ en M.
pyrifera no depende directamente de la concentracion absoluta de la sintesis de Zx. El
cambio de la concentracion relativa de este pigmento mas la anteraxantina (pigmentos
deepoxidados) con respecto a la concentracion total de los pigmentos del CX explica de
manera directa la formacion del NPQ en M. pyrifera. Por lo tanto, existe un efecto
antagonico entre la Vx y los pigmentos deepoxidados (cf. Fig. 6 y 9C), por lo que debe
existir una competencia entre estos pigmentos por los sitios de union en proteinas
especificas del aparato fotosintético de esta alga (Ocampo-Alvarez et al. 2013). M. pyrifera
no presenta proteinas homologas tipo CAB que en plantas superiores son las que presentan
los sitios de unién de los pigmentos deepoxidados (Fork et al. 1991; Apt et al. 1995). No se
conoce en algas y en M. pyrifera en especifico que proteinas son las que intervienen en el

proceso de disipacion térmica en el aparto fotosintético.
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Capitulo 3

Efecto del tamafio del pool de pigmentos del ciclo de xantofilas sobre las reacciones de

deepoxidacion y epoxidacion de carotenoides y la formacion de NPQ

3.1 Introduccidn

La disipacion térmica medida como la disminucion no fotoquimica (NPQ) de la
emisién de fluorescencia de la clorofila (Chl) a, es uno de los mecanismos de
fotoproteccion mas importantes en los organismos fototréficos (Bruce y Vasil’ev 2004
Krause y Jahns 2004). Este proceso confiere a estos organismos una fuerte aptitud bioldgica
ante la variabilidad ambiental de la luz (Kulheim et al. 2002) y resistencia al estrés
ambiental (Demmig-Adams y Adams 2006; Li et al. 2009). La formacidon del caroteno Zx a
partir de Vx y Ax (ciclo de xantofilas; CX) (YYamamoto et al. 1962) es importante para la
formacion del NPQ (Goss y Jakob 2010; Jahns y Holzwarth 2012). EI CX en el cual estan
involucrados los carotenoides Vx, AX y Zx estd presente en plantas superiores, algas
verdes, algas pardas, musgos y helechos (Heber et al. 2006; Jahns et al. 2009; Goss y Jakob
2010). En diatomeas, xanthophytas, haptofitas y dinoflagelados existe un ciclo de
xantofilas analogo que involucra la interconversion de las xantofilas diadinoxantina y
diatoxantina (Stransky y Hager 1970; Demers et al. 1991; Olaizola et al. 1994).

La formacion de NPQ es altamente regulada. En plantas superiores se han descrito
cuatro componentes moleculares que intervienen en la formacion de NPQ: (1), gE, o
quenching energético; (2), qT, quenching asociado a los estados de transicion; (3), ql,
quenching fotoinhibitorio; y el recientemente descrito, (4), gZ, quenching dependiente de
zeaxantina (Nilkens et al. 2010). La contribucion relativa de cada uno de estos procesos a
la formacion de NPQ depende en la intensidad y duracion de la exposicion del organismo a
la luz (Jahns y Holzwarth 2012). En las plantas superiores, el qE es la respuesta mas

importante ante la exposicion a luz saturante, ya que éste proceso permite un cambio
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rapido y flexible entre la funcién captadora de luz y la funcién disipadora de energia del
aparato fotosintético (Ruban et al. 2012).

La caracterizacion de la cinética de induccion y disipacion de NPQ (c.f capitulo II)
ha demostrado que el componente qE no esta presente en el alga parda Macrocystis
pyrifera. En este organismo, solo se detectaron los componentes del tipo qZ y gl, ambos
estrechamente relacionados con la formacion de Zx a través del ciclo de xantofilas. En
otros organismos que contienen clorofila ¢, como las diatomeas, el NPQ también se
relaciona estrechamente con la interconversion de los pigmentos del CX (Lavaud et al. (
2002 a; Ruban et al. 2004; Goss et al. 2006), sin embargo, las diatomeas presentan un
componente de NPQ independiente del ciclo de xantofilas y relacionado Unicamente a la
formacion del ApH que se activa inmediatamente después de la iluminacion (Grouneva et
al. 2007). La ausencia de qE sélo se ha reportado en M. pyrifera (Garcia-Mendoza et al.
2011), aunque otras algas pardas presentan caracteristicas de control de NPQ similares
(Rodrigues et al. 2002; Fernandez-Marin et al. 2011).

Existen implicaciones evolutivas importantes del control diferencial de NPQ entre
plantas superiores y algas pardas (Garcia-Mendoza et al. 2011). Probablemente el ciclo de
las xantofilas aparecio antes de la separacion de los linajes de las algas verdes (plantas
superiores) y algas rojas (algas pardas) y la evolucién de los complejos antena debié haber
influenciado los mecanismos de fotoproteccién relacionados a este ciclo (Garcia-Mendoza
et al. 2011). M. pyrifera es un buen modelo para investigar el estrés por luz de un
organismo en el cual el NPQ es independiente del ApH (carente de la respuesta rapida qE),
no se sabe como se regula el NPQ cuando este proceso depende solo en la actividad del CX
En este trabajo, se caracterizd el efecto del tamafio del pool de pigmentos del ciclo de
xantofilas (XCX; Vx + Ax + Zx) en la tasa de induccion y la amplitud del NPQ en M.
pyrifera. El tamafio del CX en esta alga varia significativamente en hojas expuestas a
diferentes condiciones de luz (Colombo-Pallotta et al. 2006). Un incremento en la
concentracion de pigmentos del CX es asociada con una capacidad de fotoproteccion mas
elevada y es una caracteristica de organismos aclimatados a alta luz (Johnson et al. 1993a);
Johnson et al. 1993b; Demmig-Adams y Adams 1996; Eskling et al. 1997). En plantas

superiores una concentracion alta de pigmentos del ciclo de xantofilas reduce la formacién
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y disipacion del NPQ (Johnson et al. 2008). Se ha reportado una disminucion de hasta el
40% en la tasa de formacién de NPQ en mutantes de Arabidopsis que sobreexpresan
pigmentos del ciclo de xantofilas (Johnson et al. 2008). Una reduccion similar se ha
encontrado en organismos que crecen en luz intermitente y que presentan XCX grande
(Jahns 1995; Johnson et al. 2008). En un organismo que no presenta el componente del
NPQ dependiente del ApH, un pool de pigmentos del ciclo de xantofilas grande podria
representar una limitacion fisiolégica si la influencia de este pool sobre la cinética de
formacion de NPQ es negativa. En este trabajo, se investigé como afecta el tamafio del pool
de pigmentos del ciclo de xantofilas en el desarrollo del NPQ en Macrocystis pyrifera. Se
demuestra que un CX grande esta asociado con un incremento en la tasa de formacion de

NPQ y a una aceleracion en la formacion de los pigmentos fotoprotectores Ax y Zx.

3.2. Materiales y métodos
3.2.1. Material de estudio

Las muestras de M. pyrifera (L.) C. Agardh fueron recolectadas en noviembre del
2009 en 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. Se colectaron
de un mismo organismo 3 hojas de 0, 1, 2, 3 y 6 m de profundidad. Las hojas fueron
etiquetadas y transportadas al laboratorio en hieleras con agua de mar del sitio de colecta.

Se obtuvieron discos de tejido de 1.2 cm de diametro cortados con un sacabocados a
partir de 10 cm del pneumatocisto de cada una de las hojas libres de epifitas. Los discos de
las 3 hojas de cada profundidad fueron mezclados y mantenidos en matraces Erlenmeyer de
250 ml con 200 ml de agua de mar filtrada y aireacion constante a una temperatura de 17 +
0.5 °C. Los discos fueron iluminados con lamparas fluorescentes de 54 Watts (Tecno Life)
a 75 umoles fotones m2 s durante 4 horas. La irradiancia fue medida con un irradiémetro
LI-1000 (LI-COR, Inc.) y expresada en PAR (400- 700 nm). Posterior a esto se
mantuvieron las muestras al menos 8 horas en oscuridad. Este tratamiento de luz tenue y
oscuridad favorecié la epoxidacion de los pigmentos del ciclo de xantofilas. Después de
este tratamiento, los discos muestreados de todas las profundidades presentaron eficiencia

cuantica maxima del FSII con valores superiores a 0.7, los cuales son caracteristicos de
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tejido sano, no estresado de M. pyrifera (Colombo-Pallotta et al. 2006). La eficiencia
cuéntica maxima del FSII fue estimada como Fv/Fm, donde Fv es la fluorescencia variable
de la clorofila'y Fm es la fluorescencia maxima de la clorofila a del FSII.

En el sitio de muestreo, se midio la irradiancia en la regién de 400 a 700 nm a lo
largo de la columna de agua con un sensor tipo escalar QSPL-2101 (Biospherical
Instruments, San Diego CA, USA). Se realizaron 3 perfiles y los datos se promediaron a
cada metro. Los datos se ajustaron al modelo de Lambert-Beer de reduccién de la
irradiancia en la columna de agua: E;= Eo e donde E; es la irradiancia a la profundidad
z, Eoes la irradiancia en superficie y el coeficiente de atenuacion de la luz esta representado
por kd (Kirk 2010).

3.2.2. Disefio experimental
Para investigar el efecto del tamafo del pool de pigmentos del ciclo de xantofilas

(2CX) en la formacion de NPQ en M. pyrifera, los discos recolectados de cada profundidad
se expusieron a 5 intensidades de luz diferentes. Se monitored la fluorescencia del FSIl y la
concentracion de pigmentos en muestras expuestas 45, 90, 550, 950, y 1550 pmol fotones
m2 st durante 10 min. La luz se obtuvo de lamparas dicroicas de 50 Watts (Tecno Lite) y
la intensidad de la luz deseada se obtuvo colocando filtros neutros que consistian en mallas
de pléstico entre las lamparas y las muestras. Durante el periodo de iluminacién, los discos
estuvieron dentro de cadmaras de acrilico con agua de mar en recirculacién continua
mantenida a 17 = 0.5°C. Se afiadio NaHCO3 a una concentracion final de 2 mM al agua de
mar para evitar cualquier limitacion de CO2. La intensidad de luz se midio directamente en
el sitio del disco, sumergiendo el micro sensor de luz del fluorémetro Diving-PAM (Heinz
Walz, Effeltrich, Germany). Un arreglo de varias camaras interconectadas en serie permitio
tener réplicas de las mismas condiciones. La variacion de luz entre las camaras fue menor a
10 %.

3.2.3. Mediciones de fluorescencia de clorofila a
La emision de fluorescencia de la clorofila del FSII fue medida con un fluorometro

de amplitud modulada sumergible (Diving-PAM, Walz, Effeltrich, Germany). La
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fluorescencia del FSII se monitored colocando la sonda de fibra Optica del fluorometro en
un angulo de 60° en relacion al lado del disco expuesto a la luz. Esta geometria Optica se
mantuvo durante el periodo de duracién del experimento (10 min). EI NPQ fue
monitoreado en los discos de tejido de cada una de las profundidades iluminados por 10
min a las diferentes intensidades de luz. La medicién de la emisiébn méxima de
fluorescencia del FSII (Fm en oscuridad o Fm’ en luz; sin NPQ o con NPQ respectivamente)
se hizo aplicando pulsos de luz saturante de 3500 pmol fotones m? s de intensidad y
duracién de 800 ms cada 30 s a las muestras mantenidas en obscuridad y durante el periodo
de iluminacion. EI NPQ se calculé como Fm-Fm’/Fm’.

La tasa de formacién de NPQ se obtuvo ajustando los datos de NPQ a la funcion
sigmoidea (y = (ax?)/ (c® + x?)) (Johnson et al. 2009; Zia et al. 2011). Donde, a es la
amplitud méxima de NPQ, c es el tiempo (x) al cual a = 50% y b es el pardmetro de
sigmoidicidad. Por lo que, 1/c® es la tasa de formacion de NPQ. Para el ajuste de los datos a
la funcién descrita se uso el algoritmo de Marquardt—Levenberg del programa Sigmaplot
(Jandel SSP Scientific, Chicago, IL, USA).

3.2.4. Analisis de pigmentos
Las muestras para el analisis de pigmentos se tomaron por triplicado en los discos

previamente incubados en oscuridad por 8 horas (t0) y a 0.5, 1, 2, 3, 4, 6, 8 y 10 min
durante el tratamiento de iluminacién. Cada disco colectado fue congelado rapidamente y
almacenado en nitrogeno liquido hasta su andlisis. Los pigmentos fueron extraidos y
analizados de acuerdo a Colombo-Pallotta et al. (2006). La extraccion de los pigmentos se
realizo con 3 ml de acetona fria al 100%, previa molienda del disco congelado con
nitrégeno liquido. El extracto se mantuvo durante la noche en oscuridad a 4°C y después la
muestra fue limpiada con dos ciclos de centrifugacion a 13000 x g (4°C) por 5 min y
almacenados a -20°C antes de su analisis por HPLC (Colombo-Pallotta et al. 2006). El
equipo de HPLC fue un modelo AV-10 de Shimadzu (Kyoto, Japan) y estuvo equipado con
una columna de fase reversa Zorbax Eclipse XDBC-8 (4.6mm x 150mm, 3.5 um) (Agilent
Technologies; Englewood, CO). La calibracion se llevo a cabo con estandares externos

(DHI Inc., Hoersholm, Denmark).
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El estado de deepoxidacion de los pigmentos del ciclo de las xantofilas (DPS) fue
calculado como: [Zx]+0.5[Ax]/ZCX (Gilmore y Yamamoto 1993). AX y Zx son
anteraxantina y zeaxantina, respectivamente. XCX es el conjunto (“pool”) de pigmentos del
ciclo de xantofilas que es la suma de la concentracion de Vx, Ax y Zx. El DPS representa el
estado fotoprotectivo del CX, ya que Ax y Zx estan involucrados en la disipacion térmica
que confiere fotoproteccion al FSII (Pfindel y Bilger 1994). La tasa de deepoxidacion del
>CX se calculo ajustando los datos a la funcion de Hill previamente descrita para el calculo
de la tasa de formacién de NPQ.

Se estimé la tasa de deepoxidacion de Vx (k1) y la tasa de formacion de Zx (kz). La
tasa de deepoxidacion de Vx esta relacionada a la primera reaccion de deepoxidacion del
ciclo de xantofilas (k1; conversion de Vx a Ax). Esta tasa se calcul6 ajustando los datos de
la disminucion de Vx durante el periodo de iluminacion usando la funcion y = A*exp [k,
A es la amplitud de la deepoxidacion de Vx y ki es la tasa de deepoxidacién de Vx. La tasa
de formacion de Zx representa a la segunda reaccion del ciclo de xantofilas (kz; conversion
de Ax a Zx). Esta tasa se calculd ajustando los datos del incremento de zeaxantina durante
el periodo de iluminacion usando la funcién y = yo + A*[1-exp %], donde A es la
formacion méxima de Zx, k2 es la tasa de formacion de Zx. El ajuste de los datos a cada
una de las funciones descritas, se llevd a cabo usando el algoritmo de Marquardt—

Levenberg del programa SigmaPlot (Jandel SSP Scientific, Chicago, IL, USA).

3.2.5. Procesamiento de datos y analisis 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 analisis estadisticos fueron realizados con el paquete
Statistica 6.0, realizando pruebas ANOVA de 1y 2 vias (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 fue de a = 0.05.

Todos los datos se presentan como la media + 1 desviacion estandar (DS)
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3.3. Resultados
3.3.1. Concentracion de pigmentos del CX en hojas de diferentes profundidades
Después del tratamiento de luz tenue—oscuridad se midié la concentracion de
pigmentos previo a los experimentos de induccion de NPQ. La concentracion de los
pigmentos del CX disminuyé con la profundidad de coleccion de las muestras (Tabla I11).
El estado de deepoxidacion (DPS = [Zx]+0.5 [Ax]/ZCX x 100) del pool de pigmentos del
ciclo de xantofilas fue menor al 2% en las muestras colectadas de las profundidades de 0 a
6 m (Tabla I11). EI DPS en oscuridad estuvo asociado principalmente a la presencia de Ax.
La concentracion de Ax fue 5 veces més alta en las hojas de superficie que en las
colectadas a 6 m de profundidad (Tabla I11).

Tabla 11l Concentracion de pigmentos del ciclo de xantofilas en hojas de Macrocystis
pyrifera colectadas a diferentes profundidades en la columna de agua.

Profundidad (m) VX AX ZX 2CX DPS (%)
0 19.1+0.9 05+0.2 0.1+0.1 19.7+1 1.8 £0.6
1 143+0.7 0.3+0.1 01+01 147107 1.7+0.3
2 122+0.6 03+0.1 n.d 125+05 1.3+0.2
3 9.7+1 0.2+0.0 n.d 99+10 1.04£0.2
6 6.0+£0.5 0.1+0.1 n.d 6.1+0.4 1.0 +0.7

La concentracidn de los pigmentos se midi6 después de un tratamiento de luz tenue oscuridad. Se presenta
la concentracion en mol mol* Chl a x 100 de violaxantina (VX), anteraxantina (Ax), zeaxantina (Zx) y el tamafio del
pool de pigmentos del CX (ZCX). Asimismo se presenta el estado de deepoxidacion (DPS) de este pool (ur). E1 XCX es
la suma de [Vx]+ [AX]+ [ZX]. EI DPS esta expresado como ([Zx]+0.5 [Ax] / ZCX) x 100. Los resultados representan el
promedio de 5 muestras + 1 DS. n.d., por debajo del limite de deteccion del protocolo de cuantificacion.

Las hojas superficiales tuvieron una concentracion de Vx de ~19 mol mol™* Chl ax
100 y una concentracion del pool de pigmentos del ciclo de xantofilas (XCX) de ~20 mol
mol* Chl ax 100 (Tabla Ill). La concentracion de Vx disminuy6 con la profundidad y fue
tres veces menor en las hojas colectadas a 6 m en comparacion a las hojas superficiales
(Tabla IIT). En hojas de un 1 m se detectd una reduccion del 25% del XCX presente en
hojas del dosel y el ZCX fue 3 veces menor en las hojas de 6m (Tabla III).
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La figura 10 muestra que existio una reduccion exponencial del XCX en
profundidad. ElI cambio en el tamafio del contenido de pigmentos del CX es similar a la
reduccién de la luz con la profundidad (Fig. 10). Una reduccion de 30% de la luz que
alcanza la superficie fue detectada en las hojas de 1 m, y a 6 m la reduccion de luz fue del
88% (Fig. 10). Estos resultados muestran que la luz juega un papel importante en la

regulacion del tamafio del XCX.
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Figura 10. Variacion en profundidad en la columna de agua del tamafio del pool de xantofilas (XCX) de
Macrocystis pyrifera y la intensidad de luz. La Irradiancia fue normalizada a la intensidad de luz
medida en la superficie. Las mediciones de luz fueron ajustadas al modelo de reduccion de la
irradiancia de luz en la columna de agua (kd) de 0.4 m? (linea azul continua). El £XCX también fue
ajustado a un modelo exponencial de reduccion de este pool en profundidad.

3.3.2. Formacion de NPQ en muestras con diferentes XCX

Se analizd el efecto del tamafio del XCX en la formacion de NPQ. El tejido
colectado en diferentes profundidades fue expuesto a 5 diferentes intensidades de luz, y se
monitored la formacién del NPQ durante 10 min. Dos de las intensidades de luz utilizadas
(45 y 90 pmol fotones m? s?) estuvieron por debajo del nivel de saturacion de luz (Ex)
reportado para hojas que crecen por encima de 9 m de profundidad (102 pmol fotones m2s°
1- Colombo-Pallotta et al 2007) y tres intensidades de luz utilizadas (550, 950 y 1550 pmol

fotones m2s1) fueron superiores al Ex.
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Todas las muestras colectadas de todas las profundidades mostraron un incremento
en el NPQ al exponerlas a luz. EI NPQ a 10 min en todas las muestras fue mayor al
exponerlas a la intensidad de luz mas alta (1500 pmol fotones m2s™?) (Fig. 11). EI NPQ a
los 10 min de iluminacidn fue similar en las muestras colectadas de 0 a 3 m de profundidad;
sin embargo, la formacion de NPQ fue mas rapida en las muestras de superficie que en las
colectadas a mayor profundidad (Fig. 11). En las hojas superficiales se observo ademas una
formacion transitoria de NPQ cuando estas fueron expuestas a una intensidad de luz por
debajo del Ek (45 y 90 pmol fotones m?2 st). EI NPQ a estas irradiancias incrementd
inicialmente hasta alcanzar un méximo a los ~4 min de iluminacién y después disminuy6

hasta alcanzar valores iniciales (Fig. 11).
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Irradiancia de induccion de NPQ (umol fotones m?s™)

e 1550 v 950 = 550 ¢ 90 » 45

NPQ
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NPQ
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Figura 11. Formacién del NPQ en hojas de Macrocystis pyrifera colectadas a diferentes profundidades
de la columna de agua y expuestas a 5 diferentes irradiancias. Las muestras de cada profundidad se
expusieron a 45 umol fotones m2 s (triangulos azules), 90 (rombos rojos), 550 (cuadros verde claro),
950 (triangulos invertidos anaranjado) y 1550 (circulos rojos) umol fotones m? st Los datos
representan el promedio de tres réplicas.
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El NPQ méximo detectado a 10 min y la tasa de formacion de NPQ estuvieron relacionados
con el tamafio del XCX de las hojas (Fig. 12A y 12B). Las muestras con un £XCX de ~6 mol
mol* Chl ax 100 (6 m) presentaron un NPQ significativamente menor al exponerlas a 550,
950 y 1550 pmol fotones m2 s en comparacion a las muestras con una concentracion
mayor de carotenoides del ciclo de xantofilas (Fig. 12A).

Los niveles de NPQ en las hojas colectadas a 0, 1, 2 y 3 m de profundidad (XCX mayor a 6
mol mol* Chl ax 100) no fueron diferentes (ANOVA de dos vias, p<0.05; Fig. 12) después
de 10 min de exposicion a los diferentes tratamientos de luz. EI NPQ alcanzo el valor de 6
en las muestras expuestas a 1550 pmol fotones m?s? y se observo una reduccion del 20%
y 30% de este valor de NPQ en las muestras expuestas a 950 y 550 pumol fotones m2s?,

respectivamente (Fig. 12A)

Irradiancia de induccion de NPQ (umol fotones m?s™)
® 1500 v 950 @ 550 @ 90 A4 45

64 A o B
T g &
< Y Z 0.0 A
£ 4 - 7 3
o
3 E £
> 2
z | g 0.05
3
<
.3
0 ‘ : : & 0.00 L . . .
5 10 15 20 5 10 15 20
TXC (mol mol™ Chl a x 100) TXC (mol mol™ Chl a x 100)

Figura 12. Relacion entre la disipacidon no fotoquimica (NPQ) medida a los 10 minutos de iluminacion
con el tamaiio del pool de pigmentos del ciclo de xantofilas (2CX) en hojas de M. pyrifera colectadas de
diferentes profundidades (Panel A). El panel B presenta la relacion del XCX con la tasa de formacién
de NPQ en las muestras expuestas a diferentes irradiancias. Los datos representan el promedio de 3
replicas £ la desviacién estandar.

EL NPQ formado a los 10 min de exposicion a luz fue similar en las muestras
colectadas desde una profundidad de 3 m hasta la superficie; sin embargo, la tasa de

formacion de NPQ fue diferente entre las muestras y estuvo relacionada con el tamafio del
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>CX (Fig. 12B). Al exponer a irradiancias saturantes las muestras de superficie presentaron
una tasa de formacion tres veces mayor y un XCX dos veces mayor que las muestras

colectadas a 3 m (Fig. 12B).

3.3.3. Deepoxidacion en las muestras con diferentes XCX
El tamafio del XCX y el nivel de irradiancia afectan el desarrollo del NPQ de M.

pyrifera. En esta alga, el NPQ no es dependiente de la formacion de un gradiente de
protones transtilacoidal y recae solo en la actividad del CX (Garcia-Mendoza y Colombo-
Pallotta 2007; Garcia-Mendoza et al. 2011). Por lo tanto, se monitored la deepoxidacion de
los pigmentos del ciclo de xantofilas en las muestras de las diferentes profundidades
expuestas a los diferentes tratamientos de luz y se analiz6 su relacién con el tamafio del
2CX. El cambio en la concentracion de los pigmentos del ciclo de xantofilas en las
muestras colectadas a las diferentes profundidades y expuesta a 5 diferentes irradiancias se
presenta en la figura 13.

En las muestras de superficie, la concentracion de Vx disminuy6 de 18.7 a 12.5 mol
mol* Chl a x 100 en 10 min de exposicion a 1550 pumol fotones m? s (Fig. 13). La
deepoxidacién de violaxantina fue menor en las muestras colectadas a mayor profundidad y
expuestas a irradiancias menores (Fig. 13). En las muestras colectadas en superficie e
iluminadas con irradiancias menores a Ex (45 y 90 pumol fotones m2 s?) se observd una
reduccién de la concentracion de Vx de manera transitoria (Fig. 13). Este cambio
transitorio también se observd en la concentracién de Ax y Zx. En muestras de superficie
expuestas a 45 y 90 pumol fotones m2s? la concentracion de Ax y Zx aument6 durante los
primeros 4 min y después disminuy0 hacia el final del periodo de iluminacion. La
concentracion de Ax alcanzé rapidamente su concentracion maxima (~4 min), en todas las
muestras iluminadas a intensidades mayores a Ek (550, 950 y 1500 pumol fotones m2s™).
En contraste a la Ax, el incremento en la Zx fue mas lento en los primeros minutos de
exposicion de luz, detectandose su concentracion maxima al final del periodo de

iluminacién (Fig. 13).
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Figura 13. Variacion en la concentracion de pigmentos del ciclo de xantofilas. VX, columna izquierda;
Ax, columna del centro y Zx, columna derecha. Las muestras colectadas en superficie, 1, 2, 3y 6 m de
profundidad (orden de arriba hacia abajo, indicado en las figuras a la derecha) se expusieron por 10
minutos a cinco niveles de irradiancias. Los datos representan el promedio de tres réplicas.

Los cambios en el estado de deepoxidacion (DPS) de los pigmentos del CX fueron

analizados con relacion al tamafio del ZCX (Fig. 14).
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Figura 14. Relacion entre el estado de deepoxidacion del pool de pigmentos del ciclo de xantofilas (DPS)
medido a los 10 minutos de iluminacidn con el tamafio del pool de pigmentos del ciclo de xantofilas
(ZCX) en hojas de M. pyrifera obtenidas de diferentes profundidades (Panel A). El panel B representa
la relacion del ZCX y la tasa de de-epoxidacion de las muestras expuestas a cinco niveles de irradiancia.
Los datos representan el promedio de tres replicas + la desviacion estandar.

El DPS maés bajo a los 10 min de la exposicion a luz se detectd en las muestras con
un XCX mas pequefio (muestras de 6 m; Fig. 14). En cada nivel de irradiancia el DPS a los
10 min de exposicion no fue diferente en las muestras con un XCX mayor a 12 mol mol
Chl a x 100 (Fig. 14). En contraste, el DPS fue diferente a cada nivel de irradiancia
utilizado. EI DPS maximo detectado a 10 min de iluminacion fue de 27 en las muestras de
superficie expuestas a 1500 umol fotones m? s, Este valor de DPS fue menor en muestras
expuestas a irradiancias mas bajas (Fig. 14). La tasa de deepoxidacién estuvo relacionada
de manera lineal con el tamafo del ZCX (Fig. 14B). Al igual que el comportamiento del
NPQ (cf. Fig. 12), la tasa de deepoxidacion también se vio afectada por la intensidad de luz.
En las muestras con un mismo £CX, la tasa de DPS fue mayor a mayor intensidad de luz

(Fig. 14B).

3.3.4. Relacion entre el NPQ maximo y el tamaifio del XCX
La tasa de formacion de pigmentos deepoxidados y la tasa de formacion de NPQ

presentaron una tendencia similar en todas las muestras de distintas profundidades y



45

distinto tamafio del XCX. El analisis de regresion lineal entre el NPQ y la concentracion de
Zx formada en todas las muestras y en los distintos tratamientos de luz presentd un r? de
0.87 (Fig. 15A). La variacion de esta relacion estuvo asociada con la baja acumulacion de
Zx al inicio de los tratamientos de luz (cf. Fig. 13). Se ha reportado que la Ax también
contribuye al NPQ (Gilmore y Yamamoto 1993; Goss et al. 1998). Por lo tanto se analizé la
relacion de la concentracion de los pigmentos deepoxidados con el NPQ. Se encontrd un
patrén interesante en la relacion de la concentracion de Ax mas Zx y el NPQ (Fig. 15B). El
NPQ estuvo relacionado linealmente con la suma de Ax mas Zx con un r?> mayor a 0.96
cuando la relacion fue analizada a cada profundidad de muestreo. La pendiente mas
pronunciada en esta relacion se detecto en el tejido colectado a 6 m de profundidad, la cual
presentd el ZCX mas pequefio. La pendiente de esta relacion disminuyd de las muestras
colectadas a 6 m hacia las muestras colectadas en superficie. Esto indica que se necesita
una mayor concentracion de Ax mas Zx para inducir el mismo NPQ en muestras con un
>CX maés grande. Sin embargo, cuando se considera la cantidad relativa de pigmentos
deepoxidados (DPS) en lugar de la concentracion absoluta de estos pigmentos, el NPQ es
comparable en todas las muestras con diferentes ZCX y expuestas a los diferentes
tratamientos de luz. La relacion lineal entre el NPQ y DPS presentd un r? de 0.99
considerando los resultados de los diferentes tratamientos de luz, los diferentes tiempos de
exposicion y todas las profundidades de coleccion de las muestras (Fig. 15B). Asi mismo,
la dependencia de la formacién de NPQ con el incremento relativo de los pigmentos
deepoxidados es evidente en la relacion entre la tasa de formacién de NPQ y la tasa de
deepoxidacion (Fig. 15C). La relacion lineal entre estas variables tienen un r? de 0.95 (Fig.
15C).
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Figura 15. Relacién entre la disipacion no fotoquimica (NPQ) y la concentracion de diferentes
pigmentos del ciclo de xantofilas en hojas de M. pyrifera colectadas de diferentes profundidades y
expuestas a diferentes irradiancias. NPQ vs Zx panel A; NPQ vs Ax + Zx panel By NPQ vs Zx + 0.5 Ax
/ ZCX (DPS) panel C. Adicionalmente, la relacion entre la tasa de formacion de NPQ y la tasa de
deepoxidacion en muestras expuestas a diferentes irradiancias es presentada en el panel D. En el panel
A, B, C, los colores de los simbolos y las lineas de regresion representan datos de muestras colectadas
de diferentes profundidades. En el panel D, los simbolos representan la tasa de formacién y tasa de
DPS en muestras expuestas a 5 diferentes irradiancias.

Se analizo la tasa de conversion de Vx a Ax y Zx en las muestras colectadas de todas las

profundidades y expuestas a 550, 950 y 1550 pmol fotones m? s para conocer cual de las
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reacciones que intervienen en la deepoxidacion es favorecida por el incremento del tamafio
del ZCX.

La tasa menor de la conversion de VVx a Ax (k1) se detectd en las muestras de menor
tamafio del ZCX (6 mol mol™? Chl a x 100) (Fig. 16A). Esta tasa aumentd linealmente en
muestras con mayor tamafio del ZCX y el incremento fue similar (Student’s t-test; p <0.05)
en las muestras expuestas a 550, 950 y 1550 pmol fotones m?s™. La tasa de formacion de
la Zx (segundo paso de la reaccion de deepoxidacion del CX; Kz) también presentd un
aumento lineal con el tamafio del £CX. Sin embargo, la dependencia de la tasa de
conversion de Ax a Zx con el tamaio del XCX fue influenciada por el nivel de irradiancia a
la que estuvieron expuestas la muestras (Fig. 16B). La pendiente mas pronunciada de la
relacion entre Ka-z con el tamafo del ZCX se detectd en las muestras expuestas a 1500
umol fotones m2 s (Fig. 16B). En todas las muestras y bajo todas las condiciones de luz
usadas, la reaccion de Vx a Ax fue mas rapida que la reaccion de Ax a Zx. La relacion kv-a

entre kaz fue ~ 3 en las muestras expuestas a 550 pumol fotones m2s? (Fig. 16C).
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Figura 16. Relacion entre el tamaiio del pool de pigmentos del ciclo de xantofilas (XCX) con la tasa de
formacién de Ax a partir de Vx (kv-a; panel A) y la tasa de formacion de Zx a partir de Ax (ka-z; panel
B) en hojas de Macrocystis pyrifera colectadas de diferentes profundidades y expuestas a 3 diferentes
irradiancias. La relacion kv-a / ka-z se presenta en el panel C

La relacion kv-a / ka-z fue menor cuando se utilizé una irradiancia 950 pmol fotones
m sy aln menor cuando se utilizd la irradiancia de 1550 pmol fotones m2s™®. A esta

altima irradiancia el radio kv-a entre ka-z fue ~ 2.5 en las muestras con un tamafio del XCX
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de ~6 mol mol Chl a x 100 pero disminuy6 a ~1.5 en las muestras con el ZCX mayor (~20
mol mol* Chl a x 100).

3.4. Discusion
Se encontro que el tamafio del pool de las xantofilas (XCX) no afecta la amplitud

maxima del NPQ en esta alga. En las muestras con un XCX mas grande la formacién de
NPQ fue mas rapida y estuvo asociada con la conversion mas rapida de Vx en Ax 'y Zx. Por
lo tanto, la regulacion del tamafo del XCX es una respuesta importante al ambiente de luz

que experimenta el tejido fotosintético de esta alga.

3.4.1. El estado de deepoxidacidn en hojas de diferentes profundidades
En este trabajo se encontrd que el tamafio del XCX responde a la reduccion de luz

en la columna de agua. Las hojas de un mismo organismo, colectadas de diferentes
profundidades, mostraron una reduccion exponencial del tamano del XCX con la
profundidad. Por ejemplo, a 1 m de profundidad las hojas tuvieron el 75% de pigmentos del
CX del detectado en las hojas de la superficie.

La acumulacién de carotenoides fotoprotectores en plantas y algas es una respuesta
comdn de aclimatacion a condiciones de alta luz (Thayer y Bjorkman 1990). En M.
pyrifera, la regulacion del tamafio del CX es una respuesta importante presentandose una
concentracion de carotenoides tres veces mayor en hojas de superficie en comparacion a
hojas de 6 m de profundidad (Colombo-Pallotta et al. 2006).

La variacion del tamafio del CX asociada al ambiente luminico ha sido descrita para
varias especies de plantas superiores (Thayer y Bjérkman 1990; Matsubara et al. 2009).
Thayer y Bjorkman (1990) reportaron que varias especies aclimatadas a condiciones de
baja luz (sombra) presentaron en promedio un CX de aproximadamente 4.5 mol mol* Chl
a x 100 mientras que el tamafio promedio en hojas aclimatadas a alta luz fue de
aproximadamente 14 mol mol* Chl a x 100. En este trabajo, se detecté un CX en
Macrocystis de 19.7 mol mol* Chl a x 100 en hojas colectadas en la superficie. Sin
embargo, la concentracion de pigmentos del CX puede alcanzar los 25 mol mol?* Chl a x
100. Esta concentracion es casi dos veces mayor que la concentracion promedio del CX

reportada en plantas aclimatadas a alta intensidad de luz (Thayer y Bjorkman 1990).
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3.4.2. Efecto del tamafio del CX sobre la formacion de NPQ y la deepoxidacion de
pigmentos del CX

Las implicaciones fisiologicas del incremento del tamafio del CX en M. pyrifera
fueron evidentes cuando se analizé la relacion entre el tamafio del CX y la tasa de
formacion de NPQ. En ausencia del componente de formacion rapida del NPQ (gE), un CX
grande en M. pyrifera representa una respuesta rapida a condiciones de estrés por luz. Un
aumento de dos veces la concentracion de pigmentos del CX est4d acompafiado de un
incremento del doble en la velocidad de formacién de NPQ.

El efecto del XCX sobre la tasa de formacion de NPQ no esta claro en plantas
superiores. En estos organismos la mayor proporcién del NPQ esta asociada a un rearreglo
de la antena dependiente del ApH, el cual puede ser activado sin la presencia de la
zeaxantina (Betterle et al. 2009; Muller et al. 2010). Por lo tanto, la cinética de NPQ y de
formacion de Zx no son similares durante los primeros minutos de exposicion a luz (Adams
WW 1990; Ruban y Horton 1999). Se ha documentado que la formacién del NPQ es mas
lenta en el mutante sChyB de Arabidopsis thaliana (Johnson et al. 2008) y se relacion6 con
una deepoxidacion mas lenta debido a que el tamafio del £CX en el mutante, es 3 veces
mayor que en la cepa silvestre (Johnson et al. 2008). En diatomeas, el tamafio del ZCX
tiene una influencia importante sobre la amplitud maxima del NPQ detectada en alta luz
(Lavaud et al. 2002b; Lavaud et al. 2007). Sin embargo, no es claro su efecto sobre la tasa
de formacion del NPQ (Lavaud et al. 2002b). Un aumento del doble del tamano del XCX en
Phaeodactylum tricornutum no presentd un efecto sobre la aceleracion de la formacion de
NPQ (Lavaud et al. 2002b; Ruban et al. 2004). En contraste, las muestras de M. pyrifera
con un contenido mayor de pigmentos del ciclo de xantofilas XCX presentaron una tasa de
deepoxidacion y una tasa de formacion del NPQ maés alta.

El aumento del tamafio del £CX al doble estuvo asociado a un incremento de 1.5
veces de la tasa de deepoxidacion de violaxantina. La aceleracion en la tasa de
deepoxidacion de Vx puede ser explicada por el incremento probable de un pool de Vx
facilmente accesible en muestras aclimatadas a alta luz. En plantas superiores, se han

identificado diferentes pools de Vx de acuerdo a su accesibilidad a la enzima violaxantina
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deepoxidasa (VDE). La deepoxidacion de Vx ocurre en sitios de alto contenido en
galactolipidos que presentan una configuracion tipo hexagonal invertida formada por
monogalactosyldiacylglycerol (MGDG). Estas estructuras de fase hexagonal promueven la
deepoxidacion de Vx (Schaller et al. 2010). La Vx debe estar separada de las proteinas de la
antena para ser convertida en Ax y posteriormente a zeaxantina (Jahns et al. 2009). En
plantas superiores, la Vx asociada a algunas proteinas de la antena menor no es accesible a
la VDE. En contraste, los pigmentos asociados a las proteinas de la antena periférica del
FSII son deepoxidados rapidamente (Farber et al. 1997; Jahns et al. 2001). Schaller y
colaboradores (2010) reportaron la existencia de un pool de Vx disuelto en capsulas de
MGDG que rodean la antena del FSII de plantas superiores. Analogamente, se ha descrito
que en diatomeas existe un pool de diadinoxantina libre relacionado con los MGDG
(Lepetit et al. 2010) Este pool libre es méas grande en diatomeas aclimatadas a alta luz
(Lepetit et al. 2010). Por lo tanto, un pool grande de pigmentos facilmente accesibles a la
VDE podria explicar el incremento en la tasa de deepoxidacion de la VX y en consecuencia,
la formacion mas rapida del NPQ en las hojas de M. pyrifera aclimatadas a luz de altas
intensidades. Este pool de VVx podria estar libre en la membrana tilacoide o estar asociado a

una proteina especifica importante para la fotoproteccion en esta alga.

3.4.3. Influencia del XCX en la relacion entre el estado de deepoxidacion de los
pigmentos del ciclo de xantofilas y el NPQ

En Macrocystis, en ausencia de una respuesta rapida, la formacion del NPQ se ve
afectada por el tamafio del XCX. Se encontré que en las muestras con un XCX grande, se
requiere de una concentracion mayor de Ax y Zx para inducir el mismo NPQ que en las
muestras con XCX pequenios. Parece paraddjico que los pigmentos fotoprotectores sean
mas eficientes en inducir NPQ en tejido aclimatado a baja intensidad de luz comparado con
tejido aclimatado a condiciones de alta intensidad de luz. Sin embargo, esto puede ser
explicado si consideramos que las muestras aclimatadas a baja intensidad de luz tienen
menos sitios de ‘“quenching” y por lo tanto, estos pueden saturarse con una baja

concentracion de pigmentos deepoxidados.
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Un resultado importante en este trabajo es que la formacion del NPQ a diferentes
intensidades de luz se pudo explicar solamente por el cambio en el estado de deepoxidacion
del XCX. La relacion del NPQ con el DPS es la misma en hojas con diferentes
caracteristicas de aclimatacion (hojas colectadas de diferentes profundidades). Incluso la
formacidn transitoria de NPQ en bajas intensidades de luz, también estuvo relacionada con
la interconversion de pigmentos del CX. EI NPQ transitorio en baja intensidad de luz ha
sido descrito en plantas y su origen ha sido un tema de controversia (D'Haese et al. 2004;
Finazzi et al. 2004; Kalituho et al. 2007). Por un lado, la formacion transitoria de NPQ
observada en plantas expuestas a luz subsaturante se ha asociado con un quenching que se
origina en el centro de reaccion del FSII asociado a una reduccion transitoria del pH en los
primeros minutos de exposicion a luz (Finazzi et al. 2004). En sentido opuesto, Kalituho et
al. (2007) y D’ Haese et al (2004) demostraron que la formacién de Ax y Zx explica esta
formacion transitoria del NPQ. En M. pyrifera, el NPQ transicional se relacion6 a los
cambios en el DPS durante el periodo de iluminacion. La relacién entre el NPQ y el DPS en
esta alga implica que existe un efecto antagonista entre la Vx y los pigmentos deepoxidados
Ax y Zx. Este efecto antagonista también explica que en Arabidospis thaliana genotipo
sChyB exista una alta correlacion entre el NPQ y Zx + Ax (Johnson et al. 2008).

En ausencia de gE, la relacion directa entre NPQ y DPS en M. pyrifera indica que
en el sistema colector de luz de esta alga debe de existir un nimero fijo de sitios de
quenching en cada estado de aclimatacion y existe probablemente una competencia por
ellos entre las xantofilas deepoxidadas y epoxidadas. Por lo tanto, la union y liberacion de
las xantofilas deepoxidadas de estos sitios podria ser el factor limitante de la tasa de
formacion y disipacion del NPQ. Este mecanismo fue propuesto por Johnson et al (2008)
para explicar la formacion de NPQ en Arabidosis. Si la Zx y Ax compiten con la VVx por los
sitios de quenching en la antena de M. pyrifera, entonces el NPQ debe estar controlado por
la actividad de las enzimas involucradas en el CX.

En plantas superiores, la VDE se activa en condiciones de luz saturante mientras
que la actividad de la enzima zeaxantina epoxidasa (ZE) parece ser constitutiva (Jahns et al.

2009). Una observacion importante referente al control del CX en algas pardas fue hecha
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por Fernandez-Marin et al. (2009). Estos autores reportaron que en el alga Pelvetia
canaliculata existe una acumulacion de Zx en oscuridad bajo condiciones de estrés y
cuando la enzima ZE es inhibida quimicamente (Fernandez-Marin et al. 2009). Ellos
sugieren que la acumulacién de xantofilas deepoxidadas es controlada por la actividad de la
ZE ya que la VDE, en contraste con la de plantas superiores, parece tener una actividad
basal constitutiva. En P. canaliculata, la Zx no esta presente en oscuridad ya que la ZE
previene su acumulacion. Cuando la actividad de esta enzima se inhibe por condiciones de
estrés o quimicamente se observa una acumulacion de Zx aun en obscuridad o irradiancia
baja (Fernandez-Marin et al. 2009). Nosotros encontramos que el nivel de irradiancia
modula el DPS maximo formado en M. pyrifera y por lo tanto el NPQ detectado a los 10
min de exposicion de luz. EI DPS y el NPQ maximo fueron mayores en los tejidos
expuestos a altas irradiancias. El balance entre la actividad de la VDE y la ZE debe
controlar el nivel del DPS en M. pyrifera y probablemente la reduccion de la actividad de
ZE a altas intensidades de luz promueve la acumulacion de xantofilas deepoxidadas.

La cantidad y tasa de formacion de xantofilas deepoxidadas ha sido importante para
la formacion de NPQ en M. pyrifera. Sin embargo, los sitios de quenching deben existir
para que el NPQ se lleve a cabo. En plantas superiores se han descrito dos sitios de
guenching: uno esta presente en los complejos proteico pigmentarios que conforman la
antena menor y el otro estd presente en la antena periférica (LHCII) en estado agregado
(Holzwarth et al. 2009). La disipacion térmica se lleva a cabo en estos complejos ya sea por
un proceso de transferencia de cargas entre un par clorofila-carotenoide o por transferencia
de energia directamente del estado excitado de clorofila a un estado excitado de luteina o
zeaxantina (Pascal et al. 2005; Ahn et al. 2008). La aceleracion de la formacion de NPQ en
mutantes que sobreexpresan la proteina PshS (Zia et al. 2011), el retardo en la formacion de
NPQ en mutantes que carecen de los constituyentes de los trimeros del LHCII (Andersson
et al. 2003) y la formacion lenta pero efectiva de NPQ dependiente de Zx en cepas
mutantes de Arabidopsis thaliana deficientes de PsbS (Johnson y Ruban 2010) confirman
la existencia de dos sitios de quenching en planta superiores. Estos estan controlados
diferencialmente por la proteina PshbS y la Zx (Holzwarth et al. 2009). Especificamente, el

NPQ en la antena periférica (LHCII) en estado agregado es dependiente en PsbS y la Zx,
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mientras que el NPQ en las antenas menores esta relacionado solo a la formacién de Zx
(Holzwarth et al. 2009).

En M. pyrifera, un NPQ alto en las muestras colectadas en superficie y cerca de la
superficie implica un incremento en el nimero de sitios de quenching, los cuales pueden
estar relacionados con una alta concentracién de complejos antena involucrados en la
disipacion térmica en esta alga. En contraste, debe haber menos sitios de quenching en las
muestras aclimatadas a baja intensidad de luz, por lo que estos se saturan mas rapidamente
a una baja concentracién de xantofilas deepoxidadas. No se conocen que proteinas o
complejos estan involucrados en la disipacién térmica en algas pardas. Este grupo de
organismos no presenta proteinas homologas a las proteinas CABs de plantas (Apt et al.
1995; Cock et al. 2010; Dittami et al. 2010). Dado que estas proteinas no estan presentes,
entonces los pigmentos fotoprotectores deben estar asociados a otras proteinas diferentes a
las que ejercen control en el NPQ de plantas superiores. Las candidatas son proteinas que
pertenecen a la familia de proteinas de estrés (LHCSR). Se ha demostrado recientemente
que de todos los genes de LHC, solo los del tipo LHCSR mostraron una mayor expresion
en tejido superficial comparado con la expresion en tejido de profundidad (Konotchick
2012). Por lo tanto, se propone que en M. pyrifera las proteinas tipo LHCRS podrian ser el
sitio de quenching en el aparto fotosintético de esta alga y la formacion lenta de NPQ

podria estar relacionada con el enlace de las xantofilas deepoxidadas a estas proteinas.
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Capitulo 4

Efecto de la temperatura sobre la reaccion de deepoxidacién de del ciclo de las

xantofilas y su efecto en la formacion del NPQ en M. pyrifera

4.1. Introduccion
Los pronosticos del calentamiento global de hasta 4 °C en los préximos 50 afios

segun el panel intergubernamental de expertos sobre elcambio climatico (IPCC) han
incrementado el interés por conocer el efecto de un estrés térmico en los organismos. El
estrés térmico algunas veces no puede ser medible en estudios ecoldgicos debido a que el
crecimiento o la mortalidad de los organismos pueden no ser inmediatos. Sin embargo, a
nivel fisioldgico el efecto de un incremento en temperatura es inmediato y por lo tanto
cuantificable. Varios procesos bioquimicos son susceptibles a la temperatura y
generalmente el efecto de un estrés térmico aumenta la susceptibilidad del organismo a
otros factores de estrés.

Un proceso bioquimico que es fundamental para los organismos fototrofos que es
fuertemente afectado por la temperatura es el ciclo de xantofilas (CX) (Bilger y Bjorkman
1994). Este ciclo consiste en la interconversion reversible y dependiente de luz, de las
xantofilas violaxantina (Vx), anteraxantina (Ax) y zeaxantina (Zx) presentes en la
membrana tilacoidea (YYamamoto et al. 1962). En condiciones de alta intensidad de luz, un
pH menor a 6 en el lumen tilacoidal activa la enzima violaxantina (Vx) deepoxidasa (VDE)
que convierte la Vx en anteraxantina (Ax) y luego en zeaxantina (Zx) (Yamamoto et al.
1962). En obscuridad o en luz de baja intensidad y ante un pH mayor a 6 ocurre la reaccion
inversa mediada por la enzima zeaxantina epoxidasa (ZE) (Yamamoto et al. 1962). La
transformacion reversible de estos carotenoides juega un papel central en la fotoproteccion
de plantas superiores, algas verdes, algas pardas, musgos y helechos (Heber et al. 2006;
Jahns et al. 2009; Goss y Jakob 2010). La accion fotoprotectora del ciclo se asocia a la

formacion de Zx en luz saturante. La Zx es una molécula antioxidante apolar, por lo que su
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formacion y acumulacion protege a los lipidos de la membrana tilacoide de la peroxidacion
lipidica y brinda estabilidad a la membrana durante condiciones de alta temperatura
(Havaux y Niyogi 1999; Havaux et al. 2007). Ademas, la formacion de Zx y Ax juegan un
papel importante en la disipacion térmica de energia de excitacion en exceso en la antena
del fotosistema I1. La disipacion térmica, la cual puede ser medible como la disminucién de
la fluorescencia no fotoquimica de la clorofila a (NPQ), protege al aparato fotosintético del
dafio por luz en exceso y por lo tanto es uno de los mecanismos de fotoproteccion mas
importantes de los organismos fototréficos (Krause y Jahns 2004). Este proceso confiere
una fuerte aptitud bioldgica a las plantas ante la variabilidad ambiental de la luz (Kulheim
et al. 2002) e incrementa la resistencia al estrés ambiental (Demmig-Adams y Adams 2006;
Li et al. 2009).

En el alga parda M. pyrifera el NPQ tiene una caracteristica unica. En esta alga el
CX es el tnico mecanismo de control del NPQ (Garcia-Mendoza y Colombo-Pallotta 2007;
Garcia-Mendoza et al. 2011). El tamafio del pool de carotenoides del ciclo de xantofilas,
regula la tasa de formacion de NPQ y la tasa de deepoxidacion de Vx. La formacion de
NPQ en M. pyrifera carece del quenching energético (gE), un componente del NPQ que no
requiere del CX pero si de la formacion de un gradiente de protones (ApH) a través de la
membrana tilacoide y la activacion de la proteina PsbS. El gE estd presente en plantas
superiores, algas verdes y diatomeas, pero no en algas pardas. Es posible que el NPQ en
algas pardas sea un mecanismo de fotoproteccion ancestral (Garcia-Mendoza et al. 2011).
Las algas pardas evolucionaron del linaje de las algas rojas y las plantas superiores del
linaje de las algas verdes. Por lo que el ciclo de xantofilas debi6 haber surgido antes de la
separacion de los linajes rojo y verde manteniendo su funcién fotoprotectora. En plantas
superiores y algas verdes, la adquisicion de la proteina PsbS brindé un nuevo mecanismo
de control del NPQ, adicional a la regulacion a través de las reacciones de interconversion
del CX (Alboresi et al. 2010). En este sentido, es importante caracterizar el efecto que
puede tener la temperatura en la interconversion de pigmentos del CX y su efecto en el
NPQ. Asi mismo es importante evaluar la actividad fotosintética y su relacién con el NPQ

ante diferentes temperaturas.
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En plantas superiores la formacion de Zx es afectada significativamente a
temperaturas bajas, lo cual se ha relacionado a una mayor susceptibilidad a la
fotoinhibicion (Demmig et al. 1987; Krause 1994). En el caso contrario, las temperaturas
altas aceleran la formacién de Zx (Bilger y Bjorkman 1991; Arvidsson et al. 1997), ya que
una temperatura alta estimula la separacion de violaxantina de complejos proteico
pigmentarios hacia la matriz lipidica (Arvidsson et al. 1997). En plantas superiores, la
relacion entre el CX y la formacion de NPQ es distinta que en las algas pardas. Y en algas
pardas no se sabe como afecta la temperatura a la actividad del CX. Si la temperatura afecta
el CX y por lo tanto el NPQ, se reducira la capacidad de fotoproteccion de Macrocystis y
probablemente esta pueda ser una de la causas del deterioro del tejido durante un aumento
en la temperatura del agua, como cuando se presentan eventos del NINO. Alternativamente,
el efecto de la temperatura sobre el CX podria representar una respuesta positiva al
aumentar la capacidad o la cinética de formacion del NPQ.

En este capitulo, se evalud la influencia de la temperatura sobre la actividad
fotosintética, el ciclo de xantofilas y la formacion de NPQ en el alga parda Macrosystis
pyrifera. Se demuestra que la temperatura por si sola (20 °C o0 més) es un factor de estres
para el alga parda M. pyrifera. Las temperaturas por encima de los 15°C “en oscuridad”,
provocaron una respuesta tipica de estrés térmico ya que se registro un aumento en del
estado de deepoxidacion de los pigmentos del ciclo de xantofilas que son indispensables en
el mecanismo de fotoproteccién de esta alga, y se registrd un descenso en la eficiencia
cuantica del FSII que es un parametro que indica la capacidad del proceso de fotosintesis
para utilizar la luz. Asi mismo, se demostrd que el ciclo de las xantofilas es un proceso
altamente sensible a la temperatura. La iluminacion con luz saturante de las muestras
mantenidas previamente en oscuridad a temperaturas por encima de los 15°C provoc6 un
incremento en la tasa de formacion de NPQ asociado a un incremento en la tasa de
deepoxidacién de Vx. Sin embargo, a medida que la temperatura aumento, también
descendio6 la eficiencia de los pigmentos deepoxidados para hacer NPQ, por lo que se
concluye que el pool de Zx formado por la accion de la temperatura no participa en la
formacion de NPQ pero podria estar participando en la estabilizacion de la membrana.
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4.2. Materiales y métodos
4.2.1. Material de estudio

Las muestras de M. pyrifera (L.) C. Agardh 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, en enero del 2010. Se colectaron hojas del
dosel. Las hojas fueron transportadas al laboratorio en hieleras con agua de mar desde el
sitio de colecta. La temperatura superficial del agua en el sitio de colecta fue de 16 °C.

De cada hoja se obtuvieron discos de tejido de 1.2 cm de diametro cortados con un
sacabocados a partir de 10 cm del pneumatocisto de cada una de las hojas libres de epifitas
visibles. Los discos de 3 hojas fueron mezclados y mantenidos en matraces Erlenmeyer de
250 ml con 200 ml de agua de mar filtrada y aireacion constante a una temperatura
controlada de 16 + 0.5 °C. Los discos fueron iluminados con lamparas de haldégeno de 75
Watts a 75 umoles fotones m? st durante 4 horas, seguido de al menos 8 horas de
incubacion en oscuridad. Este tratamiento de luz tenue y oscuridad favorecid la
epoxidacion de los pigmentos del ciclo de xantofilas. Después de este tratamiento, los
discos muestreados presentaron una eficiencia cuantica méaxima del FSIlI con valores
promedio de 0.72 + 0.05, el cual es caracteristico de tejido sano, no estresado de M.
pyrifera (Colombo-Pallotta et al. 2006). Este parametro fue estimado como Fv/Fm, donde Fv

es la fluorescencia variable de la clorofila y Fm es la fluorescencia méaxima de la clorofila.

4.2.2. Disefio experimental
Se realizaron experimentos de induccién de NPQ y curvas rapidas de la tasa de

transferencia de electrones (ETR) en discos de tejido a 5 temperaturas diferentes: 10, 15,
20, 25y 30 °C. Los discos se mantuvieron a cada una de las temperaturas probadas durante
30 minutos previos a la induccion de NPQ (en oscuridad) y durante la induccion de NPQ.
La luz saturante (1500 pumol fotones m2 s?) para inducir la formacion de NPQ se obtuvo de
lamparas dicroicas de 50 Watts (Tecno Lite) y la luz para las curvas répidas de ETR
provino de la fuente de luz interna del fluorometro (Diving PAM; Heinz Walz, Effeltrich,
Germany). Se monitoreo la fluorescencia del FSII y la concentracion de pigmentos en las

muestras que fueron sometidas al tratamiento de temperatura. Durante el periodo de
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iluminacién, los discos estuvieron dentro de cadmaras de acrilico con agua de mar en
circulacién a cada temperatura de prueba + 0.5°C. Asimismo, el agua de mar fue
suplementada con NaHCOs a una concentracion final de 5 mM para evitar limitacion de
CO:a2. La intensidad de luz se midi6 directamente en el sitio del disco, sumergiendo el micro
sensor de luz del fluorémetro (Diving PAM; Heinz Walz, Effeltrich, Germany). Un arreglo
de varias camaras interconectadas en serie permitio tener réplicas de las mismas

condiciones. La variacion de luz entre las camaras fue menor a 10 %.

4.2.3. Mediciones de fluorescencia de clorofila a
La emision de fluorescencia de la clorofila a del FSII fue medida con un

fluorémetro de amplitud modulada sumergible (Diving PAM, Walz, Effeltrich, Germany).
La fluorescencia del FSII se monitore6 colocando la sonda de fibra Optica del fluorometro
en un angulo de 60° en relacion al lado del disco expuesto a la luz. Esta geometria Optica se
mantuvo durante el periodo de duracion del experimento (10 min). EI NPQ fue
monitoreado en los discos de tejido del dosel iluminados con luz saturante y mantenidos a
cada una de las temperaturas probadas. La medicion de la emisién maxima de fluorescencia
del FSII (Fm) en oscuridad 0 Fm’ en luz; sin NPQ o con NPQ respectivamente, se hizo
aplicando pulsos de luz saturante de 3500 pmol fotones m s de intensidad y 800 ms de
duracion. Los pulsos se aplicaron cada 30 s a las muestras mantenidas en obscuridad y
durante el periodo de iluminacion. EI NPQ se calculé como: Fm-Fm’/Fm’. La cinética de
formacion de NPQ se obtuvo ajustando los datos de NPQ a la funcién sigmoidal (y = (ax®)/
(c® + xP) la cual ha sido utilizada previamente para medir la tasa de formacién de NPQ en
diferentes mutantes de arabidopsis thaliana (Johnson et al. 2009; Zia et al. 2011). En esta
funcién, a representa la amplitud maxima de NPQ, c es el tiempo (x) al cual a=50%y b es
el parametro de sigmoidicidad. Por lo que, 1/c? es la tasa de formacion de NPQ.

La tasa de transporte de electrones (ETR) a diferentes intensidades de luz (curvas
ETR-E) se calculdo mediante la formula: ETR = ®psu Epar 0.5 0.80 donde ®esi es la
separacion de cargas efectiva del FSII determinada como (Fm— F)/Fiw' = AF/Fu. Fw y F sON
la fluorescencia maxima y la minima en presencia de luz actinica, respectivamente. Epar €s

la intensidad de luz en umol fotones m? s, 0.80 es la fraccion de luz incidente absorbida
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(absortancia promedio) y el factor 0.5 se utiliza ya que para el transporte lineal de
electrones se requiere la absorcion de un minimo de 2 fotones. Las curvas ETR fueron
realizadas al exponer secuencialmente a las muestra a 12 intensidades de luz por un periodo
de 10 segundos. La irradiancia maxima utilizada fue de 1260 umol fotones m2 s, La luz
actinica fue provista por la fuente de luz interna del Diving PAM.

La cinética del ETR se obtuvo ajustando los datos de ETR al modelo: ETR =
ETRmax [tanh (aetrR/ ETRmax Epar)] exp (-Betr/ ETRmax Epar). Donde ETRmax €s la tasa
maxima de transporte de electrones; aetr, es la eficiencia en el transporte de electrones y
BeTr, €s la reduccidn en el transporte de electrones en presencia de alta luz. Para el ajuste de
los datos a cada una de las funciones descritas se uso el algoritmo de Marquardt-Levenberg

del programa Sigmaplot (Jandel SSP Scientific, Chicago, IL, USA).

4.2.4. Analisis de pigmentos
Las muestras para el analisis de pigmentos se tomaron por triplicado en los discos

previamente incubados a cada temperatura en oscuridad por 30 minutos (t0) y a 1, 3, 5, 7,
10 y 12 min durante el tratamiento de iluminacion. Cada disco colectado fué congelado
inmediatamente y almacenado en nitrégeno liquido hasta su andlisis posterior. Los
pigmentos fueron extraidos y analizados de acuerdo a Colombo Pallotta (2006). La
extraccion de los pigmentos se realizdé con 3 ml de acetona al 100%, previa molienda del
disco congelado con nitrogeno liquido. Para asegurar una buena extraccion, se dejo el tejido
con el solvente a 4°C durante toda la noche y después se centrifug6 a 13,000 x g (4 °C) por
5 minutos. El sobrenadante con los pigmentos se almacené a -20°C antes del analisis por
HPLC. El instrumento de HPLC, Shimadzu AV-10 (Kyoto, Japon) fue equipado con una
columna de fase reversa (4.6 mm x 150 mm, 3.5 um tamafio de particula) Zorbax Eclipse
XDB C8 (Agilent Technologies, Englewood, CO). El sistema fue calibrado con estandares
externos (DHI Inc., Hoersholm, Denmark).

El estado de deepoxidacion de los pigmentos del ciclo de las xantofilas (DPS) fue
calculado como: [Zx]+0.5[Ax]/ZCX (Gilmore y Yamamoto 1993). AX y Zx son
anteraxantina y zeaxantina respectivamente. XCX es el pool total de pigmentos del ciclo de

xantofilas, o la suma de la concentracion de VX, Ax y Zx. El DPS representa el estado
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fotoprotectivo del CX ya que Ax y Zx estan involucrados en la disipacion térmica, que
confiere fotoproteccion al FSII (Pfiindel y Bilger 1994). La tasa de deepoxidacion (tasa de
DPS) se calculé ajustando los datos a la funcion de Hill previamente descrita para el
calculo de la tasa de formacion de NPQ.

Se evaluaron de manera individual la tasa de deepoxidacién de Vx y la tasa de
formacion de Zx y la tasa de acumulacion de anteraxantina. La tasa constante de
deepoxidacion de VX, representa a la primera reaccion de deepoxidaciéon del ciclo de
xantofilas (ki1; conversion de Vx a Ax). Esta tasa (ki) se calcul6 ajustando los datos de la
disminucion de Vx durante el periodo de iluminacion usando la funcion. y = A*exp X,
Donde A es la amplitud de la deepoxidacion de Vx y b es la tasa constante de
deepoxidacién. La tasa constante de formacion de Zx representa a la segunda reaccion del
ciclo de xantofilas (kz; conversion de Ax a Zx). Esta tasa (kz) se calculd ajustando los datos
del incremento de zeaxantina durante el periodo de iluminacion usando la funcion y = yo +
A*[1-exp [*X], donde A es la formacion maxima de Zx, b es la tasa constante de formacion
de Zx. Para el ajuste de los datos a cada una de las funciones descritas, se uso el algoritmo
de Marquardt-Levenberg del programa SigmaPlot (Jandel SSP Scientific, Chicago, IL,
USA).

4.2.5. Procesamiento de datos y analisis estadistico
Los calculos de los diferentes parametros descritos se obtuvieron ajustando los

datos a los modelos propuestos mediante el algoritmo de Marquardt-Levenberg (SigmaPlot
software, Jandel SSP scientific). Los andlisis estadisticos fueron realizados con el paquete
Statistica 6.0, realizando pruebas ANOVA (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 fue de o = 0.05.

Todos los datos se presentan como la media + 1 desviacion estandar (DS)
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4. 3. Resultados

4.3.1. Efecto de la temperaura sobre la actividad del FSI1 y del ciclo de xantofilas en
Macrocystis pyrifera

Antes de los tratamientos de temperatura, las muestras obtenidas del campo fueron
sometidas a un tratamiento de luz tenue—oscuridad. Al final de este tratamiento se midio la
concentracion de pigmentos y la eficiencia cuantica maxima del FSII. La concentracion de
los pigmentos del CX fue de 14.5 + 0.9 mol mol™ chl a x 100, el estado de deepoxidacion
(DPS=[Zx]+0.5 [Ax]/ZCX x 100) del pool de pigmentos del ciclo de xantofilas XCX fue
2.1 £ 0.2y la eficiencia cuantica del FSII fue 0.72 £ 0.02

Los discos de tejido aclimatado fueron expuestos en oscuridad, a las diferentes
temperaturas. EI cambio rapido a una temperatura mayor a la de incubacion (16°C) en
ausencia de luz causo un aumento en el estado de deepoxidacion del ciclo de xantofilas

(DPS) y una reduccion en la eficiencia cuantica maxima del FSII (Fv/Fm) (Fig. 17).
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Figura 17. Estado de deepoxidacion de los carotenoides del ciclo de xantofilas (DPS) (Panel A) y
eficiencia cuantica méxima del FSII (Fv/Fwm) en hojas del dosel de M. pyrifera mantenidas por 30 min
en oscuridad y expuestas a diferentes temperaturas. Cada punto es el promedio de 5 replicas. Las
barras de error muestran la desviacion estandar. El color de los simbolos representa la temperatura del
tratamiento: 10°C, rojo; 15°C, negro; 20°C, verde oliva; 25°C , azul y 30 °C, morado.
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El estado de deepoxidacion (DPS) de los discos expuestos a 10 y 15 °C no presento
diferencias significativas (ANOVA, p>0.05) con el medido a la temperatura de incubacion
(Fig. 18A). El estado de deepoxidacion (DPS) fue de 2 en las muestras expuestas a 10 y 15
°Cyde3,4y5a?20, 25y 30 °C, respectivamente. La temperatura también afectd la
eficiencia cuantica maxima. A las temperaturas 10 y 15 °C no se registraron cambios
significativos (ANOVA, p>0.05) respecto a la temperatura de incubacion, pero en las
muestras expuesta a 20, 25y 30 °C, la eficiencia cuantica del FSII se redujoenun 4,9y 15
%, respectivamente (Fig. 18B).

La exposicion de las muestras a distintas temperaturas tuvo un efecto sobre la tasa
de transporte de electrones del FSII (ETR). En la figura 18, se muestran las curvas ETR vs
irradiancia y los parametros derivados del ajuste al modelo de Platt. La relacién ETR vs E
fue similar en la muestra incubadas a 10 y 15 °C (Fig. 18A), pero fueron diferentes a 20, 25
y 30°C. Todas las muestras presentaron una reduccion en ETR a irradiancia mayores de
500 pmol fotones m?2 st (Fig. 18A). La diferencia de la relacion ETR vs E entre
tratamientos se ve reflejada en los parametros derivados de esta relacién. EIl ETRmax es
similar en muestras expuesta a 10 y 15 °C (ANOVA, p>0.05) y disminuye en los
tratamientos a temperaturas mayores (ANOVA, p<0.05). ElI ETRmax fue 20% menor en
muestras expuestas a 20 °C respecto al detectado en muestras expuestas a 10 y 15 °C (Fig.
18). La reduccion de ETRmax fue del 30% en muestras expuestas a 25 °C y de un 50% a
35°C.
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Figura 18. Relacion ETR vs irradiancia obtenida mediante curvas rapidas en muestras de M. pyrifera
mantenidas por 30 min a diferentes temperaturas en oscuridad (A). Tasa maxima del transporte de
electrones del FSII (ETR max) en funcién de la temperatura (B). Tasa de formaciéon del ETR (o ETR) a
diferentes temperaturas (C). Tasa de inhibicion del ETR (BETR) a diferentes temperatura. Los
parametros en B, C y D fueron obtenidos del ajuste al modelo de Platt (1980), las barras muestran el
error estdndar del ajuste. Los colores de los simbolos representan la temperatura de cada tratamiento:
rojo, 10 °C; negro, 15 °C; verde oliva, 20 °C; azul, 25 °C y morado 30 °C. Cada punto es el promedio de
n=5. Las barras de error muestran la desviacion estandar.

La tasa inicial de incremento del ETR (a-ETR) no se vio afectada por la temperatura
en muestra expuesta desde los 10 °C hasta los 25 °C (ANOVA, p>0.05). A 30 °C se

observé una reduccion significativa (ANOVA, p<0.05) de aproximadamente 20% respecto
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de la a-ETR detectada en muestras del tratamiento de 15 °C. La tasa de fotoinhibicion del
ETR (B-ETR) fue similar en los tratamientos de 10 y 15 °C (ANOVA, p>0.05) y fue
significativamente menor en los tratamientos a temperaturas mayores (ANOVA, p<0.05).
El B-ETR fue similar en las muestras expuestas a 20, 25 y 30 °C y fue 20% menor al
detectado en muestras expuestas a 10y 15 °C

4.3.2. Formacion de NPQ en Macrocystis pyrifera en muestras expuestas a diferentes
temperatura

Se realizaron curvas de induccién de NPQ a las muestras de M. pyrifera expuestas
a diferentes temperaturas por 30 min. En la figura 19A, se muestran las curvas de
formacion de NPQ a cada temperatura. La formacion de NPQ a través del tiempo fue
diferente en cada tratamiento. La muestras expuestas a 10 °C presentaron una formacion de
de NPQ que puede describirse mediante una curva sigmoidea que tendio a un
comportamiento tipo exponencial a medida que la temperatura incremento (fig 19A). El
NPQ méaximo detectado al final del periodo de iluminacion fue similar en las muestras
expuestas a 10, 15, 20, 25 °C. En contraste, a 30 °C el NPQ fue 50% menor del detectado a
temperaturas mas bajas (Fig. 19A). Los datos de NPQ de las curvas se ajustaron a una
funcion sigmoidea de Hill para obtener las tasas de formacion de NPQ. No se encontraron
diferencias significativas en las tasas de formacion de NPQ a 10 y 15 °C (ANOVA, p>0.05)
(Fig 19B). Sin embargo, la tasa de formacion de NPQ fue mayor a 20, 25y 30 °C (Fig
19B). Esto indica que el valor maximo de NPQ en M. pyrifera se alcanza mas rapido a
mayores temperaturas (Fig 19B).
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Figura 19. A) Curvas de formacién de NPQ en tejido del dosel de Macrocystis pyrifera expuestas a
diferentes temperaturas. En el panel B, se muestra la tasa de formacion de NPQ obtenida del ajuste al
modelo sigmoideo. Los colores representan la temperatura del tratamiento.

4.3.3. Efecto de la temperatura sobre la deepoxidacion de los pigmentos del ciclo de
xantofilas

Se monitored el curso de la deepoxidacion de los pigmentos del ciclo de xantofilas
en las muestras expuestas a diferente temperatura. Los cambios en el contenido de VX, Ax
y Zx durante el periodo de iluminacién en las muestras tratadas a 5 diferentes temperaturas,
las cuales se muestran en la figura 20. En todos los tratamientos se detecto una diminucion
de la concentracion de Vx al exponer las muestras a luz saturante (Fig. 20A). Sin embargo,
la temperatura influy6 en la tasa de deepoxidacion de este pigmento. La deepoxidacion de
violaxantina fue menor en las muestras expuestas a 10 °C (Fig. 20A). En estas muestras la
concentracion inicial de Vx (14.5 mol mol™* chl a x 100) se redujo a 10 mol mol* Chl a x
100 después de 12 min de exposicion a luz. La mayor deepoxidacion de VX se registro en
las muestras expuestas a 25 °C, la concentracion de Vx pas6 de 13.5 a 7 mol mol™? Chl a x
100.
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Figura 20. Deepoxidacion de los pigmentos del ciclo de xantofilas en luz saturante en muestras
expuestas a diferentes temperaturas. Se presenta el cambio en la concentracién de violaxantina (Vx),
anteraxantina (Ax), zeaxantina (Zx) y en el estado de deepoxidacion (DPS) durante el periodo de
iluminacion.

La concentracion de Ax fue medida durante el periodo de iluminacion en las
muestras tratadas a las diferentes temperaturas (Fig. 20B). En las muestras expuestas a 10,
15y 20 °C, la concentracion maxima de Ax (2 mol mol™* Chl a x 100) fue similar al final
del periodo de exposicion a luz saturante (ANOVA, p>0.05). Se detect6 una concentracion
mayor en los tratamientos a 25 y 30 °C de 25 y 3.5 mol mol? Chl a x 100,
respectivamente (Fig. 20B). La concentracion de zeaxantina mas alta registrada al final del
periodo de iluminacion se detectd en las muestras expuestas a 25 °C (4.5 mol mol™ Chl a x
100) y la menor concentracion se presentd en las muestras mantenidas a 10 °C (2.1 mol
mol Chl a x 100).
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Los datos de la concentracion de pigmentos durante la iluminacion a diferentes
temperaturas de la figura 20, se ajustaron a modelos matematicos (c.f Materiales y
métodos) para obtener la tasa de deepoxidacion de Vx (b1) y la tasa de formacion de Zx (bz)
(fig 21).
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Figura 21. Relacién de la tasa de formacion de los pigmentos del ciclo de xantofilas en funcién de la
temperatura. Tasa de disminucion de Vx (A). Tasa de acumulacion de Zx (B). Tasa de incremento del
estado de deepoxidacién (DPS).

Las tasas de deepoxidacion de Vx en las muestras expuestas a 10 °C y 15 °C (Figura
21) fueron las mas bajas (0.11 minty 0.12 min? respectivamente) y no hubo diferencias
significativas en ambas temperaturas (ANOVA, p>0.05). En cambio, a 20 y 25 °C, la tasa
de deepoxidacion de Vx fue 0. 24 min?, esto representa un incremento del doble en
comparacion a la tasa encontrada a 10 y 15 °C. No obstante a 30 °C la tasa de
deepoxidacion de Vx disminuyé drasticamente hasta 0.15 min . La tasa de formacion de
Zx aumento en funcidn de la temperatura desde los 10 °C hasta 25 °C, pero a 30 °C la tasa

de formacion de zeaxantina disminuyd drasticamente.
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4.3.4. Efecto de la temperatura en la relacion del NPQ y el CX
Se relacion6 el NPQ con el estado de deepoxidacién del pool de pigmentos

xantofilicos de las muestras tratadas a las diferentes temperaturas (Fig. 22A). El coeficiente
de correlacion r? de la relacion del NPQ y el DPS fue superior a 0.95 tal como se ha
reportado previamente (Ocampo Alvarez et al 2013). Sin embargo la pendiente de la
relacion entre el NPQ y el DPS fue diferente. Es posible observar en la figura 22 que las
muestras expuestas a 10 °C necesitaron alcanzar un un 20% de DPS, mientras que las
muestras expuestas a 25 °C necesitan un 40% de DPS. Esto indica que a menor temperatura

los pigmentos deepoxidados fueron mas eficientes para inducir NPQ.

Temperatura de exposicion de las muestras
e 10°C e 15°C e 20°C e 25°C e 30°C

0 10 20 30 40
DPS (%)

Figura 22. Relacién del NPQ vy el estado de deepoxidacion de las muestras expuesta a las diferentes
temperaturas (A). Se tomaron los valores de las tres replicas del DPS y el NPQ.
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4.4. Discusion

4.4.1. Efecto de la temperatura sobre la actividad fotosintética del FSI1 y la actividad
del ciclo de xantofilas en Macrocystis pyrifera

En alga parda M. pyrifera, la temperatura de 20 °C provocoé la disminucion de la
actividad fotosintética y la activacion del ciclo de las xantofilas como una respuesta de
estrés térmico. Las temperaturas de 20 °C o mas, indujeron la deepoxidacion de Vx (DPS)
en oscuridad y en paralelo una disminucion de la eficiencia cuéntica del FSII (Fv/iFm) y
disminucion de la tasa de transporte de electrones (ETR) en M. pyrifera.

Los resultados mostraron que a 20 °C la capacidad fotosintética, medida como la
tasa de transporte de electrones del FSIlI (ETR), se redujo hasta un 20% respecto a lo
detectado a 10 y 15 °C. Este resultado concuerda con la reduccion encontrada en el Fv/Fw,
la cual indicd que a las temperaturas de 20 °C y superiores una porcion de los centros de
reaccion del FSII se inactivaron, provocando la disminucién de la capacidad fotosintética.
El estrés térmico en M. pyrifera, se comprobd al encontrar que a 20 °C se activé el ciclo de
xantofilas en oscuridad, lo que se reflejé en el aumento del estado de deepoxidacion. La
deepoxidacién en oscuridad ha sido relacionada recientemente como una respuesta tipica de
estrés en algas pardas (Fernandez-Marin et al. 2011). En el alga parda Pelvetia canaliculata
diferentes factores de estrés incluidos la desecacién, la anoxia y la alta temperatura (32 °C)
inducen deepoxidacién de violaxantina en oscuridad y provocan disminuciéon de la
eficiencia cuantica (Fernandez-Marin et al. 2011).

Los resultados de esta investigacion sugieren que M. pyrifera es altamente sensible
a la temperatura, pues la exposicion a corto plazo (30 min) y ante una temperatura

relativamente baja (20 °C), present6 una respuesta caracteristica de estrés térmico.

4.4.2. Formacion de NPQ y deepoxidacion de los pigmentos del ciclo de xantofilas en
Macrocystis pyrifera expuesta a diferentes temperaturas

En M. pyrifera la formacion de NPQ y la deepoxidacion de Vx durante la
formacion de NPQ en luz saturante estuvieron fuertemente influenciadas por la
temperatura. En plantas superiores la temperatura induce un cambio conformacional en las

antenas del FSII que favorece la liberacion de Vx. En este sentido un pool de Vx disponible
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para ser deepoxidado incrementa la tasa de deepoxidacion y por consiguiente de la tasa de
formacion de NPQ en plantas superiores (Bilger y Bjorkman 1991). Es posible que el
aumento de temperatura en Macrocystis pyrifera produzca un proceso similar al que pasa
en plantas al permitir una mayor interaccion entre Vx y la enzima VDE. Sin embargo, la
temperatura también puede afectar la tasa de deepoxidacién y con ello la tasa de formacién
de NPQ. En un trabajo previo se demostrd que en M. pyrifera la tasa de formacion de NPQ
incrementa cuando existe un pool de Ax presente previo a la formacién de NPQ, por lo que
se sugiri6 que mantener un pool de Ax en condiciones de estrés es una estrategia de
fotoproteccion que permite responder rapidamente ante un posible dafio inducido por el
exceso de luz (Garcia-Mendoza et al. 2011). El incremento en la tasa de formacion de NPQ
en presencia de Ax preformada no fue del tipo qE, ya que el NPQ siempre se relaciono
linealmente con el estado de deepoxidacién. Por lo tanto el efecto de la presencia de Ax fue
incrementar la tasa de deepoxidacion ya que Ax tiene un grupo epdxido menos que VX 'y
por lo tanto reduce los pasos de deepoxidacion y provoca un incremento neto en la tasa de
deepoxidacién (Garcia-Mendoza et al. 2011). En este trabajo, se encontrd que las muestras
tratadas a 20 °C y a temperaturas mayores, presentaron un DPS mayor a las muestras
mantenidas a temperaturas de 10 y 15 °C. Por lo tanto, la deepoxidacion en oscuridad y en
especifico, la acumulacién de Ax en oscuridad, también pudo contribuir a la aceleracion de
la tasa de deepoxidacion y por consiguiente a la formacion de NPQ mas rapido.

De la tasas de deepoxidacion de Vx (bl) y de la tasa de formacion de Zx (b2),
podemos concluir que la temperatura afecta de manera diferente a ambas tasas de
formacion, mientras que a 10 y 15 °C bl y b2 permanecen relativamente constantes, a 20 y
25 °C el comportamiento de estas constantes fue distinto. EI aumento en la tasa de
deepoxidacién de Vx a 20 y 25 °C fue mayor al aumento en la tasa de formacién de Zx.
Esto ocasiond una acumulacion neta de Ax. Es posible que la temperatura influya
directamente en una mayor interaccion entre un pool de Vx con la enzima VDE derivada de
un aumento en la fluidez de la membrana. Siguiendo con esta légica, el hecho de que a 25
°C ya no aumente mas la tasa de deepoxidacion de Vx apoya la hip6tesis de que existe un
pool de Vx probablemente unido a proteinas tipo LHSCR, el cual puede ser facilmente

deepoxidado. Probablemente la temperatura de 20 y 25 °C favorezcan la liberacion total de
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este pool y por lo tanto la tasa de deepoxidacion de Vx fua maxima y similar en esas dos
temperaturas de exposicion de las muestras. En contraste, la disminucion de la tasa
detectada a 30 °C puede deberse a un exceso de fluidez de la membrana en la cual la Vx
presenta menos posibilidades de interaccionar con la enzima VDE o a que la interaccién no
es lo suficientemente estable para permitir la deepoxidacién. Esta hipdtesis es apoyada por
el hecho de que a 30 °C la deepoxidacién se redujo hasta en un 50 % respecto a todas las
demas temperaturas. En lo que respecta a la segunda constante de deepoxidacion del ciclo
de xantofilas medida parcialmente con la formacion de Zx. Es posible que la temperatura
este influenciando a la enzima ZE, que es la encargada de la epoxidacion de Zx. Se ha
demostrado que la enzima ZE es clave en la regulacion del CX en algas pardas ante un
factor de estrés (Fernandez-Marin et al. 2011). Fernandes Marin, explica que tanto la VDE
como la ZE permanecen activas a un nivel basal en oscuridad, pero la mayor actividad de la
ZE en oscuridad favorece la epoxidacion de Zx y AX, dando como resultado los
caracteristicos bajos niveles del DPS en oscuridad en estas algas. No obstante, diversos
factores de estrés de los que destacan, la desecacion y la temperatura provocan la
inactivacion de la ZE, sin afectar la VDE, provocando la formacion de Ax y Zx en
oscuridad (Fernandez-Marin et al. 2011). En el caso de M. pyrifera, es posible que la
temperatura tan baja como 20 °C sea suficiente para inactivar la ZE provocando la
formacion de Ax y Zx en oscuridad asi como el aumento en la tasa de formacion de Ax y

Zx en presencia de luz saturante.

4.4.3. Efecto de la temperatura en la relacion del NPQ y CX
El estado de deepoxidacion y el NPQ guardan una relacion muy estrecha en el alga

parda M. pyrifera y esta relacién se mantiene aun cuando se induce el NPQ a diferentes
intensidades de luz o en muestras con distintos estados de aclimatacion (Ocampo-Alvarez
et al. 2013). Por lo que se sugirid la existencia de un namero fijo de sitios de NPQ en el
alga parda (Ocampo-Alvarez et al. 2013). En este trabajo nuestros resultados mostraron que
la relacion del NPQ con el DPS cambia en funcién de la temperatura. Las pendientes de las
rectas formadas por la relacién entre NPQ y DPS variaron en funcion de la temperatura lo

que indica que una parte de los pigmentos deepoxidados, Zx y Ax no ocuparon los sitios de
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quenching. Esto puede explicarse por el hecho de que la union de los pigmentos
deepoxidados a los sitios de quenching dentro de las proteinas en un ambiente de alta
temperatura es mas débil, ademas de que la membrana es mas fluida y los pigmentos
pueden difundir en la fase lipidica en vez de unirse fuertemente a sus sitios efectores del
quenching. Esto permite explicar la menor eficiencia de quenching a temperaturas altas. El
pool de xantofilas deepoxidadas que no particip6 en el NPQ es probable que haya difundido
en la membrana tilacoidal. La presencia de un pool de Zx en la membrana del tilacoide ha
sido demostrada en plantas superiores asi como el analogo de la Zx, que es la diatoxantina
(Dx) en diatomeas. En ambos grupos de organismos la Zx y Dx puede hallarse libre en la
membrana donde realizan funciones de fotoproteccion al evitar la peroxidacion lipidica
(fotoproteccion) y brindar estabilidad de la membrana tilacoidal ante una posible
separacion de fases debido a la temperatura (Havaux et al. 2007). Es muy probable que en
M. pyrifera el pool de Zx que no participa en el NPQ esté disuelto en la membrana
protegiendo los lipidos y manteniendo la fluidez optima de la membrana.

En el caso de las muestras mantenidas a menor temperatura se observo que la tasa
de deepoxidacién es mas lenta, probablemente por la menor disponibilidad de pigmentos
libres al permanecer asociados a sus sitios en las proteinas del aparato fotosintéetico. Sin
embargo, una vez deepoxidados los pigmentos permanecen mas cerca de su sitio de uniony

por lo tanto la eficiencia de quenching de los pigmentos a baja temperatura es mayor.

4.4.4. Efecto de la temperatura en M. pyrifera.
La relacion de la disminucion del estado de salud de los bosques de macroalgas con

episodios de incremento de temperatura en su medio es bastante conocida. No obstante, los
episodios de incremento de temperatura del agua, vienen acompafiados de cambios
importantes en otras variables las cuales tambien pueden ser un factor de estress, como
como la disminucion de nutrientes y la estratificacion de la columna de agua. Los estudios
ecologicos realizados en el medio natural en epocas de alta temperatura pero adicionando
nutrientes sugieren que la falta de nutrientes tipica de los episodios de incremento de
temperatura tienen mas influencia que la temperatura por si misma en el estado de salud de

los mantos de macrocystis. No obstante en este trabajo se ha demostrado que la temperaura
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por si sola y en el rango de 20 °C en adelante, es un factor de estrés para el alga M.
pyrifera, que ocasiona disminucion de la eficiencia fotosintética y de la tasa de transporte
de electrones, con un aumento de la fotoproteccion. Siendo la deepoxidacion de Vx en Ax'y

Zx en oscuridad una consecuencia importante.
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Capitulo V

Discusién General

El aparato fotosintético de las algas, comparte muchas de las funciones esenciales
en la fotosintesis con las plantas superiores. Sin embargo, las plantas y las algas se han
diversificado durante varios millones de afios y presentan distintas estrategias bioguimicas
para sobrevivir en sus respectivos ambientes. El ciclo de las xantofilas es un proceso
enzimatico y reversible de interconversion de pigmentos que permite absorber energia y
direccionarla hacia el proceso de fotosintesis cuando la luz es baja. En contraste, cuando la
luz es alta, el CX contribuye a proteger el aparato fotosintético del dafio oxidativo. En
plantas y algas el CX es un componente molecular esencial en el mecanismo de
fotoproteccion mediante la disipacion térmica, sin embargo, en algas pardas no esta del
todo claro cémo funciona este mecanismo de fotoproteccion a nivel molecular. Los
resultados obtenidos en la presente tesis indicaron que el mecanismo de NPQ en M.
pyrifera depende de las reacciones de interconversion del ciclo de xantofilas y los factores
que puedan afectar estas reacciones afectan la formacion y disipacion de NPQ.

En el capitulo 2 se comprob6d que en la disipacion del NPQ en M. pyrifera
participan solo dos componentes con una cinetica diferente. Asi mismo, se comprobd que el
componente rapido de formacion de NPQ (gE) no esta presente en esta alga. Los dos
componentes asociados a la formacion de NPQ en M. pyrifera son similares a los
componentes gZ y gl descritos en plantas superiores y estos son dependientes de las
reacciones de interconversion del ciclo de xantofilas. Se encontr6 asi mimo, que en M.
pyrifera la competencia entre xantofilas deepoxidadas y la Vx influyen directamente en la
formacion y disipacion del NPQ y no Unicamente en la concentracion de Zx como se
pensaba. Ademas, se descubrié que después de una exposicion prolongada a luz saturante,

se conserva un pool de Ax que puede llegar a ser hasta del 50% de la concentracion
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méaxima de Ax formada en luz. La retencion de xantofilas deepoxidadas y especialmente
la retencion de Ax, podrian ser una estrategia para responder mas rapido cuando existe
condicién de transicion de una condicion de luz subsaturante a una condicion de luz
estresante. Esta propuesta es apoyada por resultados previos (Garcia-Mendoza et al. 2011)
en los que se demostr6 que la concentracion de Ax en el caso de M. pyrifera esta
relacionada con el incremento de la tasa de formacion de NPQ. Por lo tanto, la
anteraxantina puede funcionar como un sustrato de facil acceso a la VDE y que favorece la

formacion de Zx y la formacion de NPQ (Garcia-Mendoza et al. 2011).

En el capitulo 3 de esta tesis se demostré que el tamafio del pool de pigmentos del
CX controla la tasa de formacion de NPQ pero no controla la amplitud maxima del NPQ.
Un pool grande acelera la respuesta de fotoproteccion (formacion de NPQ) al acelerar las
reacciones de deepoxidacién del ciclo de xantofilas. Ademéas de los pigmentos
deepoxidados indispensables para la formacion de NPQ, un factor importante para la
formacion del NPQ es el sitio de union de estos pigmentos. Estos sitios de union
probablemente estén ubicados en las proteinas tipo LHCSR ya que las proteinas tipo CAB
no estan presentes en algas pardas.

A partir de los resultados obtenidos de los componentes de la cinética de formaciéon
y disipacionde NPQ (Capitulo 1) y la influencia del tamafio del pool de pigmentos del ciclo
de xantofilas, sobre las reacciones de interconversion de carotenoides del ciclo de
xantofilas y la formacion de NPQ (Capitulo I11), se propuso un modelo conceptual del
mecanismo de disipacion térmica para M. pyrifera (Fig. 23). En este modelo se presenta un
arreglo hipotético de la antena de Macrocystis pyrifera. Este arreglo es diferente del que
presentan las plantas superiores (Katoh y Ehara 1990; Douady et al. 1994) debido a que las
antenas proteico-pigmentarias que contienen fucoxantina (fucoxanthin-binding proteins;
FCPs) estan enlazadas fuertemente en forma de oligomeros (Katoh y Ehara 1990). Se
muestra el arreglo de la antena en hojas de la superficie de la columna de agua y en hojas
de estratos profundos . Las hojas de superficie tienen un pool de xantofilas grande el cual
esta formado principalmente por un pool de violaxantina facilmente accesible a la enzima

violaxantin deepoxidasa (VDE). Este pool de Vx puede estar asociado a alguna proteina
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especifica o disuelto en la membana tilacoide en el dominio hexagonal del lipido
monogalactosyldiacilglicerol (MGDG). En oscuridad la VDE esta inactiva o presenta una
actividad minima (actividad basal). En luz saturante esta enzima se activa o incrementa su
actividad, mientras que la actividad de la enzima zeaxantin epoxidasa (ZE) disminuye. Esto
ocasiona que la concentracion de Ax y Zx aumente en los dominios hexagonales del
MGDG. Estas xantofilas menos polares (Ax y Zx) se difunden hacia la membrana lipidica y
desplazan a la Vx de sus sitios de enlace, que es probablemente una proteina de la familia
de los complejos captadores de luz relacionados al estrés (Light-Harvesting Complex Stress
Related protein; LHCSR). Por lo tanto, existe una competencia entre los pigmentos
epoxidados y los deepoxidados por los sitios de quenching en estas proteinas. La
violaxantina enlazada a algunas FCP’s no relacionadas a las LHCSR es inaccesible a la
VDE. La concentracion de proteinas del tipo LHCSR en las hojas de superficie es alto y en
consecuencia, los sistemas antena tienen un mayor nimero de sitios de quenching. Las
muestras aclimatadas a baja luz tienen pocos sitios de quenching y por lo tanto, se saturan a
concentraciones bajas de pigmentos deepoxidados. Un pool de pigmentos del ciclo de
xantofilas grande, una alta concentracion de Vx accesible a la VDE, junto con una alta
concentracion de proteinas LHCSR (sitios de disipacion) en hojas de superficie, se asocia a

una respuesta rapida de M. pyrifera a las condiciones de estrés.
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Figura 23. Modelo de control de NPQ en el alga parda Macrocystis pyrifera propuesto en esta
tesis y publicado en Ocampo-Alvarez et al. (2013, p. 435). FCPs, antenas proteico-pigmentarias
con fucoxantina; VDE, enzima violaxantina deepoxidasa; ZE, zeaxantina epoxidasa; MGDG,
dominios del lipido monogalactosyldiacilglicerol; LHCSR, complejos captadores de luz
relacionados al estrés; VX, violaxantina.

Una observacion importante sobre un control diferencial del NPQ entre Macrocystis
y plantas superiores es que el incremento en el tamafio del pool de pigmentos del ciclo de
xantofilas en las hojas aclimatadas a alta luz (dosel) no estuvo acompafiado por un
incremento del DPS. En plantas superiores es comun encontrar un aumento en el DPS a
medida que el tamafio del pool de CX es méas grande (Thayer y Bjorkman 1990; Ruban y
Horton 1999; Demmig-Adams y Adams 2006). Esto se relaciona con una reduccion en el
tamafio de la antena periférica en las hojas aclimatadas a alta intensidad de luz y como
consecuencia un incremento en el pool de pigmentos libres del CX (Jahns et al. 2009). Es

probable que en M. pyrifera, exista una corregulacion del incremento del pool de CX con
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un aumento en la concentracion de proteinas tipo LHCSR. Este tipo de regulacion ha sido
observada recientemente en el alga verde Chlamydomonas reinhartdii, donde en células
aclimatadas a alta luz el tamafio de la antena no disminuye pero si lo hace la concentracién
de proteinas del tipo LHCSR (Bonente et al. 2012).

Se ha demostrado recientemente que las proteinas del tipo LHCSR son esenciales en
la modulacién del NPQ de otros heterokontos como las diatomeas (Bailleul et al. 2010; Zhu
y Green 2010). Especificamente dos proteinas de esta familia juegan un papel importante
en el control del NPQ en diatomeas. La proteina LHCX6 es inducida rapidamente en
respuesta a alta luz en Thalassiosira pseudonana; ademas, el nivel basal de esta proteina
concuerda con el componente gl del NPQ (Zhu y Green 2010). En contraste a LHCX®6, la
proteina LHCX1 no estuvo directamente involucrada en el desarrollo del NPQ (Zhu y
Green 2010), pero probablemente tiene una funcion (estructural) de estabilizacion del
supercomplejo FSII-FCP. Sin embargo, en Phaeodactylum tricornutum la proteina LHCXI
es esencial para la formacion del NPQ, ya que el mutante deficiente de esta proteina mostro
una capacidad menor de formacién de NPQ y una aptitud (“fitness”) ecoldgica limitada
(Bailleul et al. 2010). Incluso al analizar distintos ecotipos naturales de Phaeodactylum
tricornutum se pudo notar que la capacidad de formacion de NPQ de cada uno de ellos
estuvo relacionada directamente con la capacidad de expresion de LHCX1 (Bailleul et al.
2010). No se conoce cOmo actlan estas proteinas en el proceso de NPQ de las diatomeas,
pero la evidencia de que dos proteinas tipo LHCSR son importantes para el NPQ, indica
que estos organismos tienen distintos medios para disipar la energia como calor (Wu et al.
2012).

Se necesita mayor informacién bioquimica y estructural sobre las proteinas LHCX y
su arreglo entre los complejos proteico-pigmentarios para conocer como se controla el NPQ
en diatomeas (Grouneva et al. 2011; Depaw et al. 2012). De manera similar a las
diatomeas, las proteinas tipo LHCSR pueden ser importantes para el control del NPQ en M.
pyrifera y deben ser identificadas y caracterizadas bioquimica y estructuralmente. En la
presente tesis se propone que estas proteinas son los sitios de quenching y que el desarrollo
de NPQ en esta alga debe estar controlado por el enlace de los pigmentos deepoxidados a

estas proteinas (ver modelo, Fig. 23)
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Se ha especulado que las proteinas LHCSR probablemente evolucionaron una
funcién distinta a la de captacion de luz y pudieron aparecer en organismos ancestrales con
fucoxantina y clorofila ¢ y posiblemente después fueron adquiridos por las algas verdes
(Dittami et al. 2010). EI mecanismo ancestral modulado por estas proteinas LHCSR
encontrado en algas verdes y musgos fue probablemente reemplazado después por el
mecanismo modulado por la proteina PsbS durante la evolucion de las plantas terrestres
(Alboresi et al. 2010). Sin embargo, en M. pyrifera puede estar presente un mecanismo aun
mas antiguo de control de NPQ relacionado a estas proteinas y el cual no esta relacionado a
los cambios alostéricos en el FSII y es controlado principalmente por la presencia de Zx y
AX. Este mecanismo confiere una respuesta adecuada a estos organismos en las condiciones
de luz presentes en la columna de agua.

En las plantas superiores la aclimatacion a altaintensidad de luz induce la
disminucion del tamafio de la antena y aumenta la capacidad de fotoproteccion para evitar
en lo posible el dafio fotooxidativo. Sin embargo, este mecanismo es poco eficiente ya que
las condiciones de maxima irradiancia de luz se presentan por unas cuantas horas mientras
que el resto del dia la irradiancia puede estar al nivel o por debajo del nivel de saturacion de
luz. Una reduccion en el tamafio de la antena, reduce la capacidad de captura de fotones en
las plantas aclimatadas a alta intensidad de luz, por lo que una parte de las horas de luz
cuando esta no es excesiva, tampoco es suficiente para saturar la fotosintesis.

En contraste, en M. pyrifera, el mecanismo de fotoproteccion via la disipacion
termica (NPQ), no esté asociado al tamafio de la antena. Las hojas expuestas a diferentes
niveles de irradiancia presentan un pool de pigmentos mayor pero el tamafio de su antena
permanece constante y por lo tanto la capacidad de captacién de luz permanece al maximo
en condiciéon de alta luz. Por lo tanto, M. pyrifera puede tener una alta capacidad de
fotoproteccion y al mismo tiempo una alta capacidad de captacion de luz y una eficiente
capacidad fotosintética

En el capitulo 4 de esta tesis se comprobd que los factores que afectan el CX
también afectan la formacion de NPQ tal como habia sido propuesto originalmente en la
hipdtesis de trabajo. La exposicion de las muestras de M. pyrifera a temperaturas igual o

mayor a 20 °C causaron respuestas tipicas de estrés térmico, tales como, disminucion del
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parametro Fv/Fm, disminucién de la tasa de transporte de electrones y aumento en la tasa
de formacion de NPQ.

Se comprobo que el aumento de la tasa de formacion de NPQ en alta temperatura
estuvo asociado al incremento de las tasas de deepoxidacion de Vx y al incremento de la
tasa de formacion de Zx. Asi mismo la relacion entre el NPQ y el DPS se mantuvo a cada
una de las temperaturas de exposicion de las muestras de M. pyrifera. Confirmando la

dependencia del NPQ con los pigmentos deepoxidados.

Los diversos factores de estrés como son la desecacion, la anoxia y la exposicion a
alta temperatura (32 °C) inducen la deepoxidacion de Vx en oscuridad en otras algas
pardas, tales como Pelvetia canaliculata (Fernandez-Marin et al. 2011). Nuestros
resultados en el alga parda M. pyrifera, coinciden con los encontrados en Pelvetia
canaliculata, sin embargo la temperatura que indujo estrés en Macrocystis pyrifera fue
significativamente menor que la encontrada en P. canaliculata, mostrando que M. pyrifera
es altamente sensible a los aumentos de temperatura pues la exposicion de las muestras
durante tan solo 30 min ante una temperatura relativamente baja (20 °C) y en oscuridad ya
desencadena esta respuesta caracteristica de estrés térmico. Ya que se encontro formacion

de Ax y Zx en oscuridad.

Dado que M. pyrifera carece del mecanismo de control del NPQ de répida
formacion (gE), entonces los mecanismos para controlar las tasas de deepoxidacion de Vxy
de formacién de Zx y con ello la tasa de formacion de NPQ estan altamente regulados. El
tamafo del pool como se ha discutido en esta seccion fue un factor importante en el control
de las tasas de formacion de NPQ en funcion del ambiente luminoso al cual esta sujeto el
organismo. Sin embargo cuando el tamafio del pool permanece constante otro mecanismo
contribuye a modular las tasas de formacion de NPQ. Nosotros encontramos que las
muestras que se mantenian en oscuridad después de una exposicion prolongada a alta luz
retuvieron un pool de Ax. Esta retencion de un pool de Ax, ha sido asociada a un
incremento en la tasa de deepoxidacion y por ende a un incremento en la tasa de formacion

de NPQ (Garcia-Mendoza et al. 2011). En el experimento de exposicion de las muestras a
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diferentes temperaturas se detecté la formacion de pigmentos deepoxidados antes de
iluminar la muestra, por lo que tan solo la temperatura indujo la formacion de estos
pigmentos fotoprotectores. Dado que la formacion de Ax esta asociada con un incremento
en la tasa de deepoxidacion y en la tasa de formacion de NPQ, es posible que la formacion
de Ax, este asociada a un mecanismo de preparacion del alga para formar NPQ mas rapido
y de esta manera estar mas protegida ante los dafios inherentes a la variabilidad ambiental
de la luz, principalmente después de que la temperatura también provocé la inactivacion de
centros de reaccion del PSII al disminuir el Fv/Fm y afectar la tasa de transporte de
electrones.

En plantas superiores existe un mecanismo de preactivacion por luz dependiente de
la retencion de Zx en oscuridad después de una exposicién prolongada a alta luz (Horton et
al. 2008). La retencion de Zx esta asociada con un incremento en la tasa de formacion de
NPQ de hasta 10 veces (Horton et al. 2008). En Macrocysts pyrifera se demostrd
previamente que este mecanismo no existe (Garcia-Mendoza et al. 2011). Sin embargo la
formacion de Ax en oscuridad puede funcionar de manera andloga al mecanismo de
preactivacion presente en plantas y con ello modular la velocidad de formacién de NPQ
cuando sea necesario, como en el caso de la aclimatacion a alta luz en hojas cercanas a la
superficie (c.f capitulo 3), el caso de exposicion prolongada a alta luz (c.f. capitulo 2) y el
caso de exposicion a temperaturas estresantes (c.f capitulo 4). Se propone que la
modulacion del tamafio del pool, la retencion de un pool de Ax y la competencia entre los
pigmentos deepoxidados y epoxidados son los principales mecanismos de control
molecular del NPQ en esta alga parda y que le permiten aprovechar la luz de manera segura
aun con la deficiencia del mecanismo de control de NPQ maés evolucionado (qE) presente

en plantas superiores.
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