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Uno de los blancos principales de la radiacion ultravioleta (UVR, 280 a 400 nm) en el
aparato fotosintético es el fotosistema Il (PSII), lo que se refleja en un aumento de la
fotoinhibicién durante exposiciones a esta radiacion. La radiacion fotosintéticamente
activa (PAR, 400 a 700 nm) también puede producir dafio en el PSII cuando las
intensidades de esta radiacion son saturantes. Los organismos fotosintéticos pueden
expresar respuestas de fotoproteccién al PAR, de las cuales la disipacion térmica del
exceso de energia (NPQ) es una de las mas importantes. Este mecanismo se relaciona
directamente con la conversion de pigmentos del ciclo de las xantofilas (XC). Si el
potencial de fotoproteccion se ve afectado, la sensibilidad de fotoinhibicion puede
aumentar. Se plantea que la UVR afecta la expresion de los mecanismos de
fotoproteccion al PAR, especificamente, la disipacion de calor asociada al XC. Por lo
tanto, el objetivo de este estudio fue comprobar que la fotoinhibicion causada por la UVR
en lapsos de tiempo cortos se debe en mayor parte a la disminucion de la capacidad
fotoprotectora al PAR mas que al efecto directo de esta radiacion sobre el PSII. La
especie de estudio seleccionada fue Phaeodactylum tricornutum, la cual posee una alta
capacidad de fotoproteccion por estar adaptada a altas y frecuentes fluctuaciones en la
intensidad de luz. Las células fueron aclimatadas a dos diferentes intensidades de luz: alta
(HL, 200 pmol cuanta m™ s™) y baja (LL, 50 pmol cuanta m™ s™), En HL, la mayor
reduccion de la eficiencia cuantica maxima en presencia de UVR, se debid
principalmente a una reduccion de los mecanismos de regulacion rapida asociados a una
disminucion en la deepoxidacion de los pigmentos del XC. Por otro lado, en LL el efecto
de la UVR fue diferente, ya que el mecanismo de fotoproteccion por disipacion de calor
no fue el proceso mas afectado, en cambio, la UVR afecto significativamente el balance
entre reparacion y dafio del PSII. Aunque ambas aclimataciones presentaron una sintesis
de novo de pigmentos del XC durante la exposicion a luz saturante, en HL fue mayor, y
el efecto negativo de la UVR sobre dicho proceso fue mas pronunciado que en LL. Lo
anterior, confirma que en células que poseen mayor capacidad de fotoproteccion, el
efecto negativo de la UVR sobre la sintesis de pigmentos fotoprotectores es mas marcado
y ocasiona un aumento del dafio debido al PAR.

Palabras clave: Radiacion ultravioleta (UVR), Fotoinhibicion, Ciclo de Xantofilas.
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ABSTRACT of the thesis presented by SILVANA RAQUEL HALAC in partial
requirement for the degree of MASTER OF SCIENCE in MARINE ECOLOGY . Ensenada,
Baja California, Mexico. March 2008.

ULTRAVIOLET RADIATION EFFECTS ON PHOTOPROTECTIVE MECHANISMS IN A
MARINE DIATOM (Phaeodactylum tricornutum)

Photosystem II (PSII) is one of the main targets of ultraviolet radiation (UVR, 280 to 400
nm) in the photosynthetic apparatus, resulting in an enhancement of photoinhibition during
exposures to UVR. Photosynthetically active radiation (PAR, 400 to 700 nm), also results
in damage to PSII at high intensities. Photosynthetic organisms possess photoprotective
responses to PAR and one of the most important of them is thermal dissipation of excess
absorbed light energy, which is related to the conversion of xanthophyll cycle (XC)
pigments. If the photoprotective potential is affected photoinhibition can potentially
increase. This study hypothesizes that UVR affects the expression of photoprotective
mechanisms in response to PAR, mainly through thermal dissipation associated with XC.
The main objective was to confirm that the photoinhibition caused by UVR on a short time
scale is mostly due to the reduced photoprotective capacity as opposed to a direct effect of
UVR on PSII. The species selected was Phaeodactylum tricornutum, which is adapted to
frequent light fluctuations and has well-developed photoprotective mechanisms. Cells were
acclimated to two different PAR intensities: high light (HL, 200 pmol cuanta m™ s") and
low light (LL, 50 pmol cuanta m? s'). High-light acclimated cells showed a higher
reduction of maximum quantum yield in UVR treatments, mostly due to a decrease in fast-
regulation mechanisms associated with a reduction in the deepoxidation of XC pigments.
The effect of UVR was different in LL acclimated cells because the photoprotective
mechanism, via heat dissipation, was not the most affected process. In LL acclimated cells,
UVR significantly affected the balance between PSII damage and repair. Although de novo
xanthophyll synthesis was active in both HL and LL acclimations during the high light
exposures, the HL acclimated cells synthesized more pigments than the LL acclimated cells
and the negative effect of UVR on this synthesis was more pronounced in HL acclimated
cells. Such responses confirm that cells that have a highly developed photoprotective
capacity suffer a more pronounced negative effect of UVR on synthesis of photoprotective
pigments causing an enhancement of damage by PAR.

Key words: Ultraviolet radiation (UVR), Photoinhibition, Xanthophyll Cycle.
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Capitulo 1

Caracterizacidn del crecimiento de cultivos de Phaeodactylum tricornutum aclimatados a

dos irradiancias diferentes

I1. TIntroduccién

En los estudios sobre la fisiologia fotosintética y caracterizacion de la produccion
de metabolitos es necesario cultivar las especies de estudio en condiciones controladas. En
el caso de microalgas se han utilizado tres tipos de sistemas de cultivo, estaticos (batch),
semicontinuos y continuos. Los cultivos continuos se caracterizan por recibir un flujo
permanente de medio de cultivo fresco con una misma tasa de suministro y remocion. Esta
técnica permite a los cultivos permanecer en crecimiento exponencial indefinidamente,
siempre y cuando la tasa de dilucion del cultivo sea la adecuada para mantener una tasa de
crecimiento celular especifico constante. En este caso, la concentracion del cultivo es
estable y determinada ya sea por la concentracion de un nutriente limitante en los
quimiostatos, o por la densidad celular en los turbidostatos. Los cultivos estiticos, en
cambio, son aquellos que son provistos de medio de cultivo fresco cuando la poblacién
celular alcanza el maximo de densidad; en este punto se realiza un recambio total del
medio. Estos tienen la ventaja de ser mas econémicos, de facil manipulacion y de requerir
volimenes de medio reducidos (Wood et al., 2005). En los cultivos estaticos, el crecimiento
poblacional sigue diversas fases. La primera etapa es la fase de reposo (lag), donde el
crecimiento es minimo. Se ha demostrado que esta fase es mas corta si el indculo inicial es

grande y el cultivo del que proviene estuvo aclimatado a las mismas condiciones. Este



periodo parece ser mas un artefacto del recambio de cultivo que una etapa del crecimiento.
A continuacion sigue la fase exponencial de crecimiento, cuya caracteristica principal es
que la tasa de crecimiento es la maxima para las condiciones de cultivo y se mantiene
estable hasta que haya limitacion de nutrientes o de luz. El descenso de la tasa de
crecimiento marca el inicio de la fase estacionaria, donde no hay crecimiento poblacional
neto. En esta etapa, la acumulacion de biomasa en los cultivos, cambia la disponibilidad de
luz y nutrientes. La reduccion en la irradiancia promedio dentro del cultivo, debido al
autosombreado, provoca una respuesta de incremento de pigmentacion (Maclntyre y
Cullen, 2005).

El monitoreo del crecimiento de cultivos generalmente se realiza por medio del
calculo de densidad celular. Los procedimientos estandares para enumerar poblaciones de
microalgas requieren el uso de microscopio dptico y hematocitometro. Estos son utilizados
preferentemente cuando el cultivo tiene una densidad celular en la que no se produce
sobreposicion de células. Lo anterior, permite lograr una estimacion estadisticamente
aceptable, siempre y cuando el niimero de células no se demasiado bajo. Dependiendo del
nimero de muestras y la densidad celular de las mismas, este procedimiento puede ser
tedioso, consumir mucho tiempo y ser menos preciso que otros métodos (Soto et al., 2005).
Sin embargo, la inspeccion visual es muy importante en la experimentacion con cultivos ya
que provee informacion sobre la morfologia de las células y la presencia de contaminantes.
Debido a los inconvenientes que presenta el conteo por microscopia Optica, se han aplicado
otras técnicas de conteo celular tales como la microscopia de epifluorescencia y la
citometria de flujo (Olson et al., 1985). Asimismo, se han utilizado mediciones alternas al

conteo celular directo mas sencillas y rapidas, dentro de las cuales, las mas usadas para el



calculo de la tasa de crecimiento de cultivos son la medicion de la fluorescencia in vivo y la
densidad oOptica. También se utilizan como indicadores (“proxy”) de crecimiento la
determinacion de la concentracion de clorofila, proteina, carbohidratos y lipidos. Para que
un parametro pueda ser utilizado como “proxy” de la densidad celular es fundamental
demostrar que estd correlacionado linealmente con ésta y conocer las condiciones de
crecimiento bajo las cuales se cumple dicha linearidad (MacIntyre y Cullen, 2005). Para
algunos de estos estimadores (e.g.: clorofila por célula, proteina por célula) existe un
periodo de aclimatacion a cualquier nueva condicion de crecimiento, durante la cual, la
relacion entre el valor del parametro y el niimero de células es variable. Dicho periodo
puede durar desde 20 a mas generaciones (Brand et al., 1981), después del cual se alcanza
un estado de crecimiento balanceado, donde la concentracion por célula de los principales
constituyentes y la tasa de cambio de estos componentes en la poblacién celular son
constantes. Por lo tanto, la relacion entre el nimero de células y los parametros utilizados
como “proxy” se mantiene estable. En los cultivos estaticos, la relacion constante del
numero celular y la concentracion promedio de los principales componentes celulares,
ocurre solamente durante la fase exponencial de crecimiento (Wood et al., 2005).

La fotoaclimatacion consiste en el ajuste de la funcidén y composicidon del aparato
fotosintético a determinadas condiciones luminicas, lo que incluye la sintesis y degradacion
selectiva de pigmentos, proteinas de la cadena de transferencia de electrones y enzimas del
Ciclo de Calvin (Geider et al., 1985, 1996). Los organismos aclimatados a alta luz (HL)
poseen generalmente un contenido menor de clorofila y de pigmentos accesorios que
aquellos que han crecido en condiciones de baja luz (LL) (Falkowski et al., 1985;

Falkowski y La Roche, 1991). Se ha comprobado que la disminucién en el contenido de



pigmentos constitutivos es consistente con el decremento en el tamafio y niimero de centros
de reaccion del PSI y PSII, siendo ésta una estrategia de proteccion del aparato fotosintético
bajo condiciones de luz saturante (Maclntyre et al. 2002, Suggett et al. 2004). Asimismo,
el aumento de la sintesis de pigmentos fotoprotectores carotenoides, principalmente del
ciclo de las xantofilas (XC), es otra de las respuestas de aclimatacion a irradiancias altas
(Franklin y Forster, 1997). Rodriguez et al. (2005) compararon los cocientes de pigmentos
entre LL/HL en diferentes especies de fitoplancton, y comprobaron que la razon entre los
pigmentos colectores de luz (constitutivos y accesorios) entre las dos condiciones de cultivo
fue mayor o igual a 1 y para los pigmentos carotenoides fotoprotectores fue menor a 1.
Harris et al. (2005), reportaron para Emiliana huxleyi un incremento en las tasas de
crecimiento especifico en células que crecieron a 200 pmol.cuantam™.s™ (0.82 d) en
comparacion a aquellas que lo hicieron a 50 pmol.cuantam™s” (0.38 d). Ademas
observaron un contenido 2.5 veces mayor de pigmentos del XC y un decremento del

contenido de clorofila por célula.

Planteamiento del estudio.

Debido a que este trabajo se plantea el estudio del efecto de la radiacion ultravioleta
en una diatomea marina a partir de la medicion de pardmetros fisioldgicos, es necesario
experimentar con organismos que posean condiciones fisiologicas comparables. De esta
forma, se pretende evitar una variabilidad en la respuesta debido a diferentes condiciones
fisiologicas y atribuir las diferencias observadas a los tratamientos aplicados. Ademas, se

requiere aclimatar a los cultivos a dos irradiancias diferentes, para asi poder comparar la



respuesta de organismos que poseen distinta capacidad de fotoproteccion. Por ultimo, se
necesita hacer la experimentacion con cultivos que estén en la fase exponencial por que en
esta condicion la tasa de crecimiento es méaxima y por lo tanto su estado fisiolégico Optimo.

Por lo tanto, el objetivo general de esta parte del estudio fue establecer el inicio y la
duracion de la fase exponencial de crecimiento de poblaciones de Phaeodactylum
tricornutum aclimatadas a baja y alta intensidad de luz. Para esto, se realizo un estudio de
comparacion de curvas de crecimiento en tiempos consecutivos y se comprobd de esa
manera que los cultivos se encontraban aclimatados a las diferentes condiciones de
irradiancia. Ademas se exploro la utilidad de otros indicadores de biomasa alternativos a la
densidad celular para estimar el crecimiento poblacional de cultivos de Phaeodactylum

tricornutum.

1.2. Materiales y Métodos

1.2.1. Condiciones de la caracterizacion del crecimiento.

El crecimiento poblacional de P. tricornutum se caracterizd por medio de tres
réplicas de cultivos para cada aclimatacion y durante tres periodos consecutivos de tiempo
con una duracion aproximada de 8 dias cada uno (Series I, 1I y III). En el primer dia de la
fase estacionaria (T1), se realizaron los recambios para el inicio de la siguiente serie de
cultivos. Se inocularon aproximadamente 2x10° células.ml™ para la serie I y 5x10° células
ml" para las series 11 y IIT en cuatro matraces Erlenmeyer de 125 ml con 75 ml de medio

F/2 (Guillard y Ryther, 1962) para cada aclimatacion. Los cultivos se mantuvieron a 18°C +



2 y con luz PAR con una fotoperiodicidad de 16:8 horas y una intensidad de ~200 pmol

cuantam™s” (HL) y a~50 pmol cuanta m™s™ (LL).

L2.2. Indicadores de crecimiento.

Para la estimaciéon del crecimiento poblacional se colectaron 3 ml de cultivo
diariamente a la misma hora (13.30 £+ % hora): 0.5 ml fueron conservados en solucién de
Lugol inmediatamente después del muestreo para el conteo de células con microscopio
Optico en un hematocitometro (Hausser Scientific, USA) 1y el resto se utilizé para la
medicién de absorbancia a 730 nm y a 675 nm en un espectrofotometro (Elyptica,
Mexico). La absorcion a 675 nm se puede atribuir a la clorofila a. La densidad celular fue
estimada a partir del conteo celular de 3 muestras para cada cultivo y la caracterizacion del
crecimiento fue realizada a partir del promedio de tres cultivos independientes. La tasa de
crecimiento o la tasa proporcional de cambio (u; dia™') fue calculada a partir de la

ecuacion:

p= (In N-InNp) /At (1),

donde Npy N, es el tamafio de la poblacién celular (cel ml™) a un tiempo de muestreo t y
t, respectivamente . El intervalo de tiempo entre muestreos (fi-t,) esta definido por At (24
hrs para todos los muestreos). A partir del segundo periodo de caracterizacion del
crecimiento (Serie IT) se realizaron mediciones de concentracion de la clorofila @ por
espectrofotometria (Aminco, DW2-C, USA). Las muestras fueron extraidas con acetona al

90% (V:V) y conservadas en oscuridad a 4°C durante 24 hs. Antes de realizar la medicion



por espectrofotometria las muestras fueron centrifugadas a 7500 rpm durante 5 min. La
concentracion fue calculada por la ecuacion de Jeffrey y Humphrey (1975) formulada para

diatomeas:

Chl , [ug ml™] = (11.47 ODgg4 - 0.04 ODgzo) v~ ¥ (2),

donde ODgss y ODg3p son las densidades opticas a las longitudes de onda respectivas, v es el
volumen de acetona (ml), / el paso del haz de luz por la cubeta (cm) y V el volumen de

muestra (ml).

1.3. Resultados

1.3.1. Densidad celular y tasa de crecimiento poblacional.

Las densidades celulares calculadas durante las tres series de tiempo (Fig. 1)
muestran un solapamiento entre las series Il y III en ambas aclimataciones, mientras que la
serie I muestra un comportamiento diferente a las otras dos series tanto en HL como en LL.
Las densidades celulares maximas alcanzadas en HL y LL fueron 1.6 x 107 y 1.2 x 10’
células ml™’ respectivamente, siendo la diferencia entre ambas aclimataciones no
significativa (p < 0.05). Por otro lado, si se observaron diferencias en las tasas de
crecimiento entre las aclimataciones, tanto en los valores maximos como en el tiempo en
que se presentaron. El cambio celular respecto al tiempo mostré en HL un aumento

importante de la densidad celular a partir del tercer dia y una reduccion de la tasa de



aumento al dia 5 en las series Il y III. El maximo crecimiento encontrado en la aclimatacion
a alta luz fue al tercer dia, manteniéndose este maximo hasta el cuarto dia en las series Il y
II1. Por lo anterior, se considera que la fase exponencial de crecimiento en la aclimatacion
HL ocurri6 desde el dia 3 al dia 4. En LL, las tasas de crecimiento fueron aproximadamente
un 35% menores que en HL durante los dias correspondientes a la fase exponencial de HL.
Durante el sexto y séptimo dia, la tasa de crecimiento en LL fue aproximadamente un 20%
menor en comparacion con HL. La fase de crecimiento exponencial en la aclimatacion a

baja luz, tuvo una duracién mayor, desde el dia 3 hasta el dia 7 (Tabla I).



17
16
-
&
=
<7
O_'_"\ 15 -
. (T
S €
[T}
g £
=] 14
@
~
=
—
13
O HLI
@ HLI
A HLI
12 . T T 7
o 2 4 6 8 10
Tiempo (dias)
yié
16
8
3
Q
U‘_’_‘ 15_
B E
s E
@ ®
5 &
= 14 -
@
=]
=
—
13 A
O LLI
@ LLI
A LLI
12 T T T T
0 2 4 6 8 10

Tiempo (dias)

Figura 1 a y b. Caracterizacion del crecimiento celular en tres cultivos consecutivos de
Phaeodactylum tricornutum mantenidos a una alta irradiancia (HL; a) y baja irradiancia (LL; b).
Las lineas representan un ajuste a un modelo lineal.
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Tabla L. Tasa de crecimiento calculada para los dias 2, 3,4, 5, 6, 7 y 8 (d2, d3, d4, d5, d6, d7 y d8
respectivamente) para cada serie de cultivos consecutivos (I, IT y III) a partir de las densidades
celulares. En negrita se destacan los dias correspondientes a la fase exponencial de crecimiento.
Resultados del andlisis t-Student entre las tasas intrinsecas de crecimiento en los cultivos I y II
(primer renglon) y IT y TIT (tercer renglén): n.s, diferencias no significativas, * p< 0.05, **p< 0.01,
*#%p< 0.001.

p(dia) a2 d3 d4 ds ds d7 d8

HL 1 0.53+0.05 0.56+0.07 0.52=0.03  0.43+0.05 0.41:0.04  0.37+0.06

HL II 023:001""  0.66+0.07"% 0.63+0.07° 057:0.05°  0.56+0.04  0.49:0.008  0.44:+0.002

1.01+0.05  0.84+0.03

HL 111 0.28+0.09 ™ . N 0.65+0.02™"  0.5520.03™" 0.5320.02™ 0.49:0.02™"

LLI 0.23+0.06  0.380.08  0.33:0.03  0.28:0.04 0.25:0.06  0.26+0.04

LL1I 0.28:0.06™" 0.45+0.03"% 0.4120.08" 0.44+0.08™ 0.46£0.03" 0.4120.09"" 0.39:0.03
- . 0.42+0.02 0.41£0.03 0.41+0.03

LL I 0.30+0.01™"  0.63+0.04 " 0.53+0.03 . . . 0.41£0.01™*

1.3.2. Densidad optica y concentracion de clorofila a.

El crecimiento poblacional caracterizado por densidad éptica y concentracion de chl
a, muestran un patron similar al de la densidad celular (Figs. 2 y 3), observiandose para
ambas variables una fase exponencial mas larga en LL. Ademads, las curvas de crecimiento
obtenidas a partir de dichos estimadores de biomasa se ajustan al igual que las obtenidas

por densidad celular a una funcién lineal con r* > 0.90.
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Figura 3 a y b. Caracterizacién del crecimiento por concentracién de Chl a (pg.ml™) en dos
cultivos consecutivos de Phaeodactylum tricornutum mantenidos a una alta irradiancia (HL; a) y
baja irradiancia (LL; b). Las lincas representan un ajuste a un modelo lineal.
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La razon densidad celular/densidad optica mostro valores muy similares desde el
dia 1 al 7 tanto en HL como en LL. Las diferencias entre los cultivos I, II y IIT fueron no
significativas (p<0.05) en ambas aclimataciones (datos no mostrados). La regresion
lineal calculada entre la densidad celular y la densidad oOptica en HL mostraron
pendientes diferentes en las tres series de cultivos (Fig. 4a), mientras que en LL las
pendientes fueron muy similares (Fig. 4b) y mostraron un > > 0.90. La relacion entre la
densidad celular y la concentracion de clorofila a fue cambiando a lo largo del tiempo en
todas las series de cultivos, tanto en HL como en LL. Las series de cultivos II y III
presentaron razones significativamente diferentes en la mayoria de los dias en HL y LL,
aunque muy similares en los dias correspondientes a la fase exponencial de crecimiento
(datos no mostrados). Asimismo, las pendientes calculadas a partir de una regresion
lineal, fueron distintas entre las dos series en ambas aclimataciones (Fig.4c y d) y el 5

0.65.
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1.4, Discusion

1.4.1. Verificacion de la aclimatacion.

Segiin Wood et al. (2005), para demostrar que el crecimiento de un cultivo es
constante (estado de crecimiento balanceado), se recomienda realizar tres curvas de
crecimiento consecutivas con una fase exponencial de tres dias de duraciéon al menos.
Asimismo, es de fundamental importancia el célculo de un volumen de inéculo inicial lo
suficientemente pequeilo como para que el medio de cultivo mantenga en crecimiento al
menos a 3 generaciones de células. También es importante realizar los recambios sin
limitacién por nutrientes (antes de llegar a la fase estacionaria) ya que cuando las células de
un cultivo experimentan cambios de fases (exponencial a estacionaria), el tiempo necesario
para llegar a un crecimiento balanceado en el nuevo cultivo es mayor. Cuando estas
condiciones se cumplen, el solapamiento de las fases exponenciales de crecimiento entre
las series de curvas de crecimiento y las tasas de crecimiento constantes indicarian que los
cultivos se encuentran aclimatados. De acuerdo al crecimiento observado en este estudio
durante la segunda y tercera serie de muestreo (Il y III) se comprueba que los cultivos se
encuentran aclimatados a las respectivas condiciones de luz (HL y LL). El solapamiento de
las curvas Il y III obtenidas a partir de la densidad celular (Fig.1) y las diferencias no
significativas (p < 0.05) de las tasas de crecimiento en los dias 2, 3, 4, 5, 6 y 7 entre los
cultivos consecutivos II y III, demuestran el establecimiento de las respectivas
aclimataciones (Tabla I). Por otro lado, la curva de crecimiento I no se solapa ni con la II ni
con la IlI y las tasas de crecimiento muestran valores significativamente diferentes entre los

cultivos I-II (Tabla I) y I-III. Dentro de los factores que pueden haber influido en dicha
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diferencia es que la densidad celular inicial fue mas alta en I, por lo que se llegd a la fase
estacionaria mas rapidamente. Ademas el indculo provenia de cultivos que habian tenido
cambios en las condiciones luminicas y de temperatura debido a problemas con el
incubador once dias antes de iniciar la primera serie de cultivos. Debido a lo anterior, se
creyd conveniente s6lo considerar las curvas II y I1I para la interpretacion de los datos.

Si se comparan las tasas intrinsecas de crecimiento entre las aclimataciones, la
aclimataciéon HL presenté un valor un 35% mads alta durante la fase exponencial de
crecimiento (Tabla I) que LL. De manera similar, Harris et al. (2005) reportan para
Emiliana huxleyi una tasa de crecimiento de un 45% mayor en células aclimatadas a 200
umol cuanta m™ s™ con respecto a aquellas que crecieron a 50 pmol cuanta m™ s. Sin
embargo, estudios realizados con diatomeas (Falkowsky et al., 1985), reportan una tasa
int'rinseca de crecimiento de aproximadamente un 75% mayor en células aclimatadas a 150

2] .y . 2 -
%2 5! en comparacion a aquellas aclimatadas a 30 pmol cuanta m” s”. En

pmol cuanta m’
base a lo anterior, se comprueba que en este estudio existen diferencias de crecimiento

entre las aclimataciones aunque esta diferencia no es tan pronunciada teniendo en cuenta

que LL recibi6 una irradiancia cuatro veces menor que HL.

1.4.2. Identificacion de la fase exponencial.

Con el fin de establecer los dias correspondientes a la fase exponencial se
compararon las tasas de crecimiento en cada aclimatacion, concluyendo que en HL los dias
correspondientes al crecimiento exponencial son los dias 3° y 4° y en LL los dias 3°, 4°, 5°,

6° y 7°., iniciando la fase estacionaria en el 5° y 8° dia respectivamente (Tabla I; Fig. 1).
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Esta caracterizacion es de fundamental importancia para planear la experimentacion

durante los dias correspondientes a la fase de crecimiento.

1.4.3. Evaluacion de los estimadores alternativos de biomasa.

Se considera que la densidad Optica a 730 nm es un buen estimador de biomasa en ambas
aclimataciones, ya que las razones entre ambas variables se mantienen constantes a los
largo de los 7 dias y no hay diferencias significativas entre las tres series de cultivos
consecutivas. Las regresiones lineales calculadas confirmaron que existe una relacion lineal
entre ambas variables en HL (1*=0.97) y en LL (1*=0.90). Aunque la pendiente es diferente
entre las tres series de tiempo evaluadas en HL, se atribuye esta diferencia al inicio de cada
serie con diferentes densidades celulares. Por otro lado, en LL las pendientes son muy
similares entre las tres series de tiempo, con ordenadas al origen casi iguales en las series 11
y 1L

Para el caso de la concentracion de clorofila a, la variacion de la razon con la
densidad celular a lo largo de los 7 dias, demuestra que sélo es un estimador confiable de
densidad celular en los dias correspondientes a la fase exponencial de crecimiento. El
coeficiente de determinacion obtenido de la regresion lineal ente ambas variables durante
los 7 dias monitoreados es bajo, por lo que se demuestra que no hay una relacion lineal
satisfactoria entre los dos indicadores de crecimiento. Asimismo, en ninguna de las dos
aclimataciones se observaron pendientes similares, lo que sugiere que la relacion entre
dicha variable y la densidad celular no tienen un patrén definido. Lo anterior, no coincide
con lo reportado por Parkhill et al. (2001) en cultivos continuos de Thalassiosira

pseudonana aclimatados a condiciones de luz y nutrientes determinadas. Estos autores
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observaron valores constantes de densidad celular, de fluorescencia y de concentracion de
clorofila y nutrientes durante al menos tres dias en estado de crecimiento balanceado.
Probablemente la diferencia en los resultados de este estudio es debido a que en los
cultivos estaticos, la progresiva acumulacion de biomasa cambia la dispomibilidad de
nutrientes y luz. Estos cambios conducen a respuestas aclimatativas en el contenido de
pigmentos. La reduccion de la irradiancia promedio disponible para las células por
autosombreo del cultivo, causa un incremento de la clorofila a. Por lo tanto, en los dias
correspondientes a la fase estacionaria (apartir del 5° dia en HL y 8° dia en LL), la
concentracion de clorofila puede haber variado debido a las condiciones de luz diferentes
(Falkowsky et al., 1985). En base a lo anterior, no se cree conveniente utilizar en este

estudio el contenido de clorofila ¢ como indicador de crecimiento.

1.4.4. Conclusiones.

Las caracteristicas de crecimiento de las poblaciones celulares aclimatadas a las dos
intensidades de Iuz fueron diferentes, presentandose una tasa intrinsica de crecimiento
mayor y una fase exponencial de menor duracién en la aclimatacion HL en comparacion a
LL. Lo anterior refleja que existieron diferencias a nivel fisioloégico entre las dos
aclimataciones, por lo que se considera que la comparacion entre ambas, podra ser de gran

utilidad en el estudio del efecto de la UVR sobre los mecanismos de fotoproteccion.
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Capitulo 2

Efecto de la radiacion ultravioleta sobre los mecanismos de fotoproteccion en una diatomea

marina (Phaeodactylum tricornutum)

I1.1. Introduccién

El espectro solar estd compuesto por unidades llamadas fotones, los cuales poseen
una energia caracteristica. Dicha energia, es inversamente proporcional a la longitud de
onda del foton. La fraccion del espectro comprendida entre los 400 a 700 nm de longitud de
onda constituye la radiacion fotosintéticamente activa (PAR), que es la absorbida por los
organismos fotosintéticos para obtener la energia necesaria destinada a la sintesis de
compuestos organicos. La luz de longitud de onda menor, comprendida entre los 280 a 400
nm, es denominada radiacion ultravioleta (UVR) y, aunque no es utilizada para la
fotosintesis, produce efectos importantes sobre este proceso. Lo anterior es debido
principalmente a la alta energia emitida por la UVR y a su absorcién por moléculas criticas
en el funcionamiento celular. La fraccion de luz ultravioleta que llega a la superficie
terrestre, se divide en UV cercano o UV-A (320 a 400 nm) y UV medio o UV-B (280-320
nm), siendo la calidad espectral un factor de variacion en la intensidad del efecto sobre los
organismos vivos (Kirk, 1994).

Los organismos fotosintéticos han desarrollado estrategias que regulan la capacidad
de coleccion de luz y de transporte de electrones, para hacer frente a las variaciones de luz
que se presentan en el medio. En especial, los organismos unicelulares que no se

encuentran fijos a un substrato, como el fitoplancton, pueden experimentar variaciones de
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irradiancia grandes e impredecibles en lapsos cortos de tiempo (Falkowski y La Roche,
1991). Lo anterior promueve la adaptacion a condiciones cambiantes, siendo las diatomeas
consideradas como el grupo fitoplancténico con mas habilidad para adaptarse a
fluctuaciones de luz (Mitrovic et al. 2003; Wagner et al. 2006) ya que expresan
mecanismos rapidos de regulacion de la actividad fotosintética como adaptacion a las
condiciones de mezcla en la columna de agua (Huisman et al. 2004; Tozzi et al. 2004).

Cuando los niveles de PAR son altos, ocurre un desbalance entre el nimero de
fotones absorbidos y su utilizaciéon para la fotosintesis, lo que puede causar la
fotoinhibicién. Este fenémeno es comunmente definido como la disminucién de la
eficiencia cuantica maxima y es dependiente de la intensidad de la luz y de la duracion de
la exposicion (Ting y Owens, 1994). La disminucion en la eficiencia cuantica maxima
puede estar asociada a una regulacion del fotosistemg IT (PSII), que implica la disipacidn
como calor del exceso de energia absorbida (fotoinhibicion dindmica o fotoinactivacion), o
ser causada por el dafio en los centros de reaccion (CR) del PSII, ocurriendo una caida del
ntiimero de CR funcionales (fotoinibicion cronica) (Hanelt, 1996; Osmond, 1994).

Se ha demostrado que la fotoinhibicién crénica, se debe al dafio fotooxidativo que
ocurre en el aparato fotosintético, especificamente en el centro de reaccion del fotosistema
II, PS 1I (Andersson y Barber, 1996). El dafio fotooxidativo, es el resultado de la
acumulacion de energia de excitacion que no puede ser eficientemente canalizada hacia la
ruta fotoquimica, con el potencial de generar especies toxicas de oxigeno (‘0,, Oy, Hy0,).
Estas especies, pueden provocar la destruccién de una de las subunidades protéicas del
PSII, la denominada proteina D1. Al ocurrir la degradacién de esta proteina, el PSII deja de

ser funcional, por lo que se interrumpe el transporte electronico. La proteina D1 es
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rapidamente sintetizada “de novo” y reemplazada en los fotosistemas. Cuando la tasa de
reparacion del PSII es mas lenta que la tasa de dafio, ocurre este tipo de inhibicion
(Balaguer et al., 2002). Un buen indicador de la fotoinhibicién, es la medicién de la
disminucién de la eficiencia cudntica maxima de los centros de reaccion del PSII (F./Fy,)
durante la exposicién a intensidades de luz saturantes y la recuperacidn subsecuente.
Diversos autores han demostrado que la exposicion a altas intensidades de PAR provocan
una disminuciéon en la produccion de la fluorescencia de la clorofila a (Kiefer, 1973;
Sakshaug et al., 1987), y que ese descenso se relaciona con la reduccién del numero de los
centros de reaccion del PSII fotoquimicamente activos (Kolber et al., 1988; Hofstraat et al.,
1994; Jin et al., 2003).

Los organismos fotosintéticos han desarrollado estrategias de respuesta para evitar
el dafo fotooxidativo. Una de las respuestas mds importantes, es la disipacion térmica del
exceso de energia en el aparato fotosintético. Existen varios mecanismos moleculares que
mterviene en esta respuesta fotoprotectiva y si alguno de estos se ve afectado por
condiciones ambientales adversas existird un nivel de fotoproteccion subdptimo. Se ha
reportado que la radiacion ultravioleta puede afectar la sintesis de pigmentos
fotoprotectores involucrados en la disipacion térmica del exceso de energia, sin embargo

hay trabajos donde se reporta lo contrario.

La disipacion de calor como mecanismo de fotoproteccion.
Existe una variedad de estrategias que los organismos fotosintéticos utilizan para

reducir el impacto del exceso de PAR, siendo la conversion a calor de la energia absorbida
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en exceso, el principal mecanismo de fotoproteccion a corto plazo. Cuando la luz absorbida
excede la capacidad de su utilizacion en los fotosistemas (PS), aumenta considerablemente
la concentracién de H' en el lumen, y el gradiente de H entre el estroma del cloroplasto y
el lumen de los tilacoides se hace mayor (ApH aumenta). La disminucién del pH del lumen,
activa mecanismos que regulan la eficiencia fotosintética protegiendo al fotosistema II
(PSII) del dafio oxidativo. Estos mecanismos fotoprotectivos generan un aumento en la
disipacion de energia como calor en las antenas del PSII en lapsos de segundos a minutos
(Gilmore y Yamamoto, 1993). Dicha disipacién de calor resulta en una disminucién de la
fluorescencia en el PSII durante condiciones de luz saturante (Demmig et al., 1987,
Kiilheim et al., 2002; Holt et al., 2004; Stroch et al., 2004; Horton et al. 2005), la cual no
involucra a la via fotoquimica (qP), por lo que se lo denomina “Non photochemical
quenching” (NPQ o gN). El NPQ es un proceso de gran importancia en la proteccion del
aparato fotosintético contra el exceso de radiacion (Olaizola et al., 1994; Pfiindel y Bilger,
1994; Miiller et al., 2001; Morosinotto et al., 2003). Para la induccién de NPQ méximo, no
sOlo es necesaria la acidificacion del lumen tilacoidal, sino también la activacion del ciclo
de las xantéfilas (XC) (Morosinotto et al., 2003; Strotch et al., 2004). Este mecanismo de
fotoproteccién, es activado por la disminucion del pH del lumen y consiste en la
interconversion de pigmentos carotenoides del tipo de las xantofilas por medio de la
deepoxidacion de violaxantina (Vx) a anteraxantina (Ax) y de ésta a zeaxantina (Zx) en el
grupo de algas verdes y plantas superiores o de diadinoxantina (Ddx) a diatoxantina (Dtx)
en varios grupos de las cromofitas. Se cree que los pigmentos deepoxidados (Zx y Dtx)
absorben parte de la energia de excitacion en exceso y la disipan en forma de calor,

protegiendo asi al PSII del dafio oxidativo (Niyogi, 1999).
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Los mecanismos moleculares involucrados en la disipacion de calor incluyen una
respuesta rapida y una lenta. La funcién de la primera, producida por la protonacién de
algunos complejos antena del PSII al existir un pH bajo en el lumen, podria ser promover
una asociacién cercana entre el pigmento deepoxidado con la Chl” o, producir un cambio
conformacional en los complejos antena que incrementarian la pérdida de calor desde la
Chl’. La respuesta lenta se debe a la deepoxidacion de los pigmentos XC y como
consecuencia la disipacion de calor desde la Chl" hacia la Dtx o0 Zx (Govindjee, 2002). La
activacion del ciclo XC no solo depende de la reaccion de deepoxidacion, sino que incluye
varios pasos estimulados por el descenso del pH tilacoidal: (1) la liberacion del pigmento
epoxidado desde los complejos antena; (2) la activacion de la enzima Vio-deepoxidasa; (3)
la produccion del pigmento deepoxidado en la fase lipidica de la membrana tilacoidal y (4)
la difusion por la membrana del pigmento deepoxidado y acoplamiento al complejo
proteico-pigmentario donde se lleva a cabo mayormente la disipacion térmica (Morosinotto
et al., 2003).

El rol de fotoproteccion del XC ha sido demostrado por diversos estudios: Demers
et al., (1991) y Marshall y Newman (2002) observaron el aumento de los pigmentos
deepoxidados en algas aclimatadas a altas irradiancias y bajo exposicion a altos niveles de
PAR acompanado de un “quenching” de la fluorescencia de la clorofila a. La disminucion
de la fluorescencia se debe a la disipacion térmica de la energia (Ting y Owens, 1993; Ting
y Owens, 1994). Por lo tanto, existe una asociacion entre el ciclo XC y el NPQ, lo que se ha
confirmado para varios organismos fotosintéticos (Gilmore y Yamamoto, 1993; Olaizola et

al., 1994; Miiller-Moule et al., 2002).
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Componentes del NPQ.

El NPQ puede ser dividido en tres componentes diferentes de acuerdo a su cinética
de disipacién en la oscuridad después de haber sido inducidos durante un periodo de
iluminacién. El componente mas rapido es el que depende del pH, denominado qE, o
componente debido a un estado de energia alto. El gE se disipa en segundos una vez que el
ApH se pierde (transicion luz-oscuridad). El segundo componente, qT, se relaja en pocos
minutos después de exposicion a luz saturante y es debido al fendomeno de los estados de
trancision (movimiento de la antena periférica del PSII hacia el PSI), el cual parece no tener
un rol muy importante en la fotoproteccion (Miiller et al., 2001). El tercer componente, ql,
muestra una relajacion mas lenta en oscuridad y estd relacionado en parte con la
fotoinhibicion, reflejando el balance entre la fotoproteccion y el fotodafio.

Para distinguir entre los mecanismos de fotoinhibicion y fotoproteccion se pueden
comparar las mediciones de fuorescencia de la clorofila @, donde Fy (fluorescencia del PSTI
después de un periodo de oscuridad, con todos los centros de reaccion abiertos) disminuye
en proporcion directa a Fp, (fluorescencia del PSII después de un pulso de luz saturante, con
todos los centros de reaccion cerrados), cuando se trata del mecanismo de fotoproteccion de
qE. Por otro lado, en ql, Fy aumenta mientras Fy, disminuye (Gilmore, 1997). Este tltimo
componente, independiente de la concentracion de Dix, se dispara cuando los centros de
reaccion dafiados de los PSII atrapan la energia disipandola como calor. Sin embargo, estos
centros que son capaces de hacer separacion de cargas, pero no de reducir a QB,
constituyen una valvula de escape del exceso de energia de excitacion solo si ocurre

transferencia de energia entre los centros de reaccion del PSII (Olaizola et al., 1994).
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Expresion de los mecanismos de fotoproteccion.

La respuesta a exposiciones altas de PAR varia de acuerdo a la historia luminica de
cada organismo. Un organismo aclimatado a condiciones de alta luz expresara estrategias
de fotoproteccion que minimizen la fotoinactivacion y facilite el balance entre dafio y
reparacion. Dentro de los componentes importantes en la aclimatacion a alta irradiancia
(HL) se encuentra el decremento del tamafio de la antena con el fin de reducir el 4rea
efectiva de absorcién de los fotosistemas. Esto estd asociado a una disminucion de
pigmentos constitutivos y accesorios y a un aumento de la sintesis de pigmentos del XC.
Asimismo, los organismos aclimatados a HL presentan valores mads altos de deepoxidacion
en condiciones de luz saturante y epoxidacion maés rapida en irradiancias bajas. Lo altimo
permitiria una recuperacion mas rapida del PSII en condiciones de luz tenue en las algas
aclimatadas a HL (Franklin y Forster, 1997; Harris et al. 2005; van de Poll et al., 2006).

Diversos estudios confirman que existe una mayor capacidad de fotoproteccién en
microalgas aclimatadas a HL cuando son expuestas a condiciones de luz saturante. Casper-
Lindley y Bjorkman (1998) observaron un conjunto (“pool”) de pigmentos del XC mayor
en varias especies de microalgas aclimatadas a HL en comparacion a organismos
aclimatadas a baja luz. Lavaud et al. (2002) reportaron para P. tricornutum un DPS
[Dtx/(Ddx+Dtx)] y NPQ alto en algas aclimatadas a HL. Dimier et al. (2007), demostraron
para Chaeotoceros sociales y Thalassiosira rotula, mayor contenido de Dtx y valores
maximos de NPQ de 5 a 10 veces mas altos en HL en comparacién a LL. Asimismo, se han
encontrado concentraciones altas de Dtx en condiciones de oscuridad (epoxidacion

incompleta de Dtx) en organismos aclimatados a HL (Demers et al. 1991).
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Phaeodactylum tricornutum (Bohlin) como especie modelo de estudio de la disipacion
térmica del exceso de energia.

La especie seleccionada para este estudio pertenece al grupo de Bacillariophyceae,
el cual tiene una gran importancia ecolégica ya que contribuye aproximadamente al 40% de
la produccion primaria neta ocednica (Falkowski et al., 2003). Las diatomeas planctonicas
florecen en aguas con turbulencia, tanto en ambientes costeros, oceanicos o estuarinos,
donde ocurren frecuentes fluctuaciones de intensidad de luz. Por ello, estos organismos han
desarrollado estrategias para mantener la fotosintesis eficientemente en ambientes de luz
muy variables (Kashino et al., 2002). Uno de los mecanismos mds importantes, es su
elevada capacidad de disipacion del exceso de energia por medio del XC de Ddx a Dtx.

P. tricornutum es una especie estuarina que ha sido utilizada extensamente en
estudios fisiologicos, dentro de los cuales son de especial interés para este estudio aquellos
relacionados con fotoproteccion (Ting y Owens 1993; Arsalane et al., 1994; Olaizola et al.,
1994; Casper-Lindley y Bjorkman 1998; Goss et al., 1999; Mewes y Richter 2002). Se ha
demostrado, que las diatomeas estuarinas poseen una capacidad de fotoproteccion més alta
y flexible que las especies costeras u oceanicas, y que cuando son expuestas a luz saturante,
presentan menor reduccidn de su eficiencia fotosintética (Lavaud et al., 2007). Asimismo,
la concentraciéon de pigmentos del XC por unidad de clorofila @ que se reportan para esta
especie es mucho mas alto que en plantas superiores (Lavaud et al., 2003), al igual que los
valores de NPQ que superan hasta 5 veces al de plantas terrestres. Ademds se ha
comprobado que el NPQ en esta especie tiene efectivamente un efecto fotoprotector para el
PSII bajo condiciones de luz saturante ya que existe una relacion lineal entre la

concentracion de Dtx y NPQ bajo exposiciones a altas intensidades de PAR (Arsalane et
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al., 1994; Olaizola et al., 1994; Lavaud et al., 2002; _Ruban et al., 2004). Lavaud et al.,
(2004) observaron que este patron se repite en otras especies de diatomeas como son
Cylindrotheca fusiformis, Ditylum brightwellii y Thalassiosira weissflogii, de mayor
importancia ecologica que P. fricornutum; por lo contrario, en especies pertenecientes a
otros grupos taxondmicos no se encuentra una correlacion entre la de-epoxidacion de XC'y
NPQ, tal como se observa en Dunaliella tertiolecta (Chlorophyta), Euglena gracilis
(Euglenophyta) y Ochromonas danica (Chrysophyceae) (Casper-Lindley y Bjorkman,
1998).

En diatomeas se ha demostrado que la activacion tanto del XC como del NPQ se
produce a un pH del lumen més alto que en plantas superiores (Jakob et al., 2001;
Grouneva et al., 2005), lo que ocasiona una rapida reactivacion de la enzima deepoxidasa,
asegurandose de esta forma, un veloz suministro de NPQ via moléculas Dix. Este
mecanismo es importante para producir un rapido cambio de funcién de las antenas de
colectores de luz a disipadores de energia en ambientes de luz altamente variable (Lavaud y
Kroth, 2006).

Por lo tanto, el estudio de la fotoproteccidon y mecanismo de NPQ en esta especie,

puede aportar importantes evidencias de los mecanismos involucrados en dicha funcion.

Efecto del UVR sobre el PSII.
El UVR tiene un efecto negativo sobre la capacidad fotosintética. Heraud y Beardall
(2000) demuestran efectos inhibitorios durante exposiciones a UVR solamente, lo cual se

refleja en una disminucion de F,/Fy,. El blanco principal de esta radiacion es el PS II y se
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modifica especificamente la estructura del complejo protéico D1/D2 (Renger et al., 1989).
Ademas, existen evidencias de que el UVR inactiva el complejo de oxidacion del agua y
tiene efectos sobre los residuos donadores de electrones de la tirosina Z y D y en los
aceptores quinona A y B (Turcsanyi y Vass, 2000).

Sin embargo, considerando que en exposiciones naturales, los organismos
fotosintéticos estan expuestos simultineamente a PAR y UVR, es necesario medir el efecto
conjunto de ambas fracciones espectrales. La disminucién de F,/Fy, de evolucion de O,
constantes de transporte de electrones y concentracion de proteina D1 en algas expuestas a
PAR+UVR confirman el efecto conjunto o sinérgico de esta radiacion (Montero et al.,

2002; Shelly et al., 2003; Bouchard et al., 2005).

Efecto del UVR sobre el XC.

La susceptibilidad de los organismos fotosintéticos al PAR, puede incrementarse
considerablemente si no se expresan eficientemente los mecanismos de fotoproteccion, en
particular, si el XC se ve afectado, disminuira la capacidad de disipacion térmica del exceso
de energia. Diversos autores han demostrado que la UVR causa la reduccion de la sintesis
de Zx o Dtx en condiciones de luz saturante y que la menor recuperacion de la eficiencia
fotosintética observada después de exposiciones cortas a PAR + UVR podria ser
consecuencia de la disminucion del rol fotoprotector del XC. Mewes y Richter (2002),
demuestran en la diatomea P. tricornutum expuesta a altas intensidades PAR y UVR, una
disminucion de Dtx debido a un aumento en la reaccion de epoxidacion de Dtx a Ddx.

Dichos autores proponen que el UVR provoca la ruptura del ApH, lo que activaria a la Dix
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epoxidasa. En coincidencia con la disminucién del estado de deepoxidacion o DPS,
observan una disminucion de la evolucion de oxigeno. A partir de lo anterior, se deduce
que se produce una pérdida de la funcion fotoprotectora mediada por Dtx y que las células
se vuelven mas vulnerables a la fotoinhibicion por PAR. Asimismo, Garcia-Mendoza et al.
(2005) observan para la diatomea Thalassiosira weissflogii una reduccion del 20% en la
tasa de conversion de Ddx a Dtx en cultivos expuestos a radiacion solar natural respecto a
aquellos solo expuestos a PAR, demostrandose una relacién entre el decremento de
formacién de Dtx y la recuperacion mas baja de F,/F,, para el tratamiento PAR + UVR. A
partir de los resultados de dicho estudio, se sugiere que la mayor fotoinactivacion en el
tratamiento con UVR es debida a la disminucion de la sintesis de Dtx y que el efecto del
UVR sobre la deepoxidacion podria ser explicada por la limitacién del substrato (Ddx). Al
respecto, Morossinoto et al. (2003), proponen que el paso limitante en la deepoxidacion de
XC, es la liberacion del pigmento epoxidado desde los complejos colectores de luz. Por
otro lado, en plantas superiores se reporta una disminucioén de la actividad de la enzima
violanxantina deepoxidasa durante tratamientos con UVR en paralelo a la reduccion de la
tasa de transporte de electrones (Pfiindel et al., 1992).

Aunque no es claro cudl es el mecanismo molecular que se ve afectado durante
exposiciones a UVR que reduce los niveles de xantoéfilas deepoxidadas, las evidencias
presentadas sustentan que dicha radiacion produce una disminucién del DPS que concuerda
con una disminucion de la eficiencia fotosintética. Por el contrario, otros autores observan
que el UVR aumenta la deepoxidacion de xantdfilas y NPQ en algunas especies de
microalgas. Goss et al. (1999) reportan que la conversion de Ddx a Dtx en P. tricornutum

es estimulada por UVR durante exposiciones a altas intensidades de PAR, lo que coincide
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con un incremento en NPQ y una reduccién en la capacidad fotosintética en el tratamiento
con UVR. Asimismo, Sobrino et al. (2005) observan una mayor conversion de Vx y Ax a
Zx en Nanochloropsis gaditana en condiciones de radiacion solar simulada (PAR + UVR).
Como sugieren diversos autores (Goss et al., 1999; Mewes y Ritcher, 2002; Garcia-
Mendoza et al., 2005; Sobrino et al., 2005), es necesaria mas investigacion bajo
condiciones de luz solar natural que confirmen los resultados obtenidos en estudios con luz

artificial, asi como el estudio de los mecanismos moleculares implicados en el efecto del

UVR sobre el XC.

Planteamiento del estudio e hipotesis.

En el presente trabajo se plantea que la fotoinhibicion en exposiciones cortas a PAR
+ UVR se debe principalmente al efecto negativo de la UVR sobre los mecanismos de
fotoproteccion al PAR, especificamente de la disipacion de calor asociada al XC.

Por lo tanto, la hipotesis de trabajo de este estudio es que el dafio sobre el PSII por
PAR se potencia en la presencia de UVR, ya que este ultimo afecta negativamente la

capacidad de respuesta fotoprotectiva de la diatomea Phaeodactylum tricornutum.

Objetivo general.

El objetivo general de este estudio es comprobar que la fotoinhibicién causada por
la UVR en lapsos de tiempo cortos es debida en mayor parte a la disminucion de la
capacidad fotoprotectora al PAR mads que al efecto directo de esta radiacion sobre el PSII.

Para este fin se plantean los siguientes objetivos:
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Objetivos especificos.

l.- Confirmar que las exposiciones cortas a PAR+UVR tienen un efecto
fotoinhibitorio sobre el PSII de Phaeodactylum tricornutum.

2.- Caracterizar el efecto de exposiciones cortas a PAR+UVR sobre la disipacion
de calor y sobre la interconversion de los pigmentos del ciclo XC.

3.- Determinar si el efecto del UVR sobre la proteina D1 o sobre la reparacion de la
misma es mayor o menor que el efecto sobre los mecanismos de fotoproteccion.

4.- Evaluar la relacién entre la fotoinhibiciéon y la disminucién de la capacidad

fotoprotectora durante exposiciones cortas a PAR + UVR.

I1.2. Materiales y Métodos

I1.2.1. Cultivos de microalgas.

Los cultivos estaticos de Phaeodactylum tricornutum fueron mantenidos en medio F/2
(Guillard y Ryther, 1962) a condiciones constantes de temperatura (18°C) y con un
fotoperiodo de 16:8 hrs (luz-oscuridad) en matraces Erlenmeyer de 500 ml dentro de un
incubador digital de cultivos (Shel lab, Orlando, USA). Los cultivos fueron aclimatados a
dos irradiancias: ALTA LUZ (HL) expuestos a aproximadamente 200 pmol cuanta m?s” y
BAJA LUZ (LL) expuestos a 50 pumol quanta m™ s proporcionados con limparas
fluorescentes de luz blanca fria. La irradiancia fue medida con un sensor 4xn (Biospherical
Instruments, San Diego, USA), sumergiendo el sensor en el matraz con medio de cultivo.

Para todos los experimentos se utilizaron células de cultivos que se encontraban en la fase
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exponencial de crecimiento. Las células fueron concentradas por centrifugacion a 3000 xg
durante 5 minutos a 4°C. El sobrenadante fue descartado y el precipitado fue resuspendido
en medio F/2 a una densidad final de 7x10° cél.ml™. El cultivo concentrado fue mantenido
en las mismas condiciones de aclimatacion durante tres horas antes de los tratamientos de
exposicion. Mediciones de la eficiencia cudntica maxima realizadas en células concentradas
por centrifugacion antes de iniciar la experimentacion, demostraron que no hay diferencias
significativas en los valores de F,/F,, en comparacion a cultivos que no fueron

concentrados.

11.2.2. Determinacion del estado fisiologico de los cultivos.

Cada dia de experimentacion se determind el nivel de saturacion de luz (Ey) para el cultivo
respectivo. Este fue obtenido a partir de curvas de tasa de transporte de electrones (ETR) vs
irradiancia medidas con un flourometro tipo Diving PAM (Heinz Walz, Effeltrich,
Germany). Se colocaron 2 ml de cultivo en una celda con agitacion constante y se midio la
tasa de flujo de electrones durante 16 minutos para una serie de 24 intensidades de luz

''a 1500 pmol m?s™.

actinica proveniente del PAM con un intervalo de 10 pmol m™.s
Antes de la exposicion a luz actinica se midi6 la eficiencia cudntica maxima (Fv/Fm) de
cultivos mantenidos en oscuridad durante 5 minutos. Posteriormente se determind la
fluorescencia minima (Fy) y méaxima (F,") durante la exposicién a cada intensidad de luz.
Este procedimiento se realizo por triplicado.

La tasa de transporte de electrones se calculéd a partir de la férmula propuesta por

Schreiber et al. (1994) considerando la absorptancia medida cada dia para el cultivo

respectivo.
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ETR=E*A*AF/F_.*0.5 (3),
m

donde E corresponde a la irradiancia de incubacion, A es la absorptancia celular, AF/F . e

la eficiencia cuantica efectiva y 0.5 el factor que considera s6lo los fotones absorbidos por
el PSIL

Se midieron los espectros de absorcion desde 400 a 750 nm para cada muestra
inmediatamente después de las determinaciones de ETR con un espectrofotémetro (Aminco
DW2-C, USA) controlado por un sistema de coleccion de datos OLIS (US4). La
absorptancia fue calculada como el promedio de la densidad Optica a cada longitud de onda,

de acuerdo a la formula:

B {11079 4),

donde OD; es la densidad optica de cada longitud de onda entre 400 y 700 nm (Kirk, 1994).
Se realizé una relacion ETR vs irradiancia para determinar los parametros ETR
maximo (E7TR,.) y la pendiente de la curva. ETR,,,, se calculo a partir de la media de los
cuatro valores maximos y la pendiente mediante una regresion lineal de los primeros
valores de la curva. La irradiancia a la que se alcanza Py, (interseccién con ), es
denominada Ei y es usada frecuentemente para describir la irradiancia 6ptima para la
fotosintesis de una especie determinada; ésta se obtuvo como la razén ETR./ pendiente.
Simultdneamente a la medicion de la tasa de transporte de electrones, se determind

la maxima eficiencia cuantica del PSII, calculada como F,/F, con un fluorémetro de
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medicion continua, PEA, Plant Efficiency Analyzer, (Hansatech Instruments, Norfolk,
Inglaterra), a partir de la medicion de la emision de fluorescencia de la clorofila a de
muestras previamente adaptadas a la oscuridad durante 10 minutos. Los adquisicién de
datos del PEA fue de 10 ps durante los primeros 300 ps para obtener una alta resolucion de

la cinética de induccion de la fluorescencia en este intervalo de tiempo.

11.2.3. Calculo de atenuacion del campo de luz.

Con ¢l fin de asegurar que los experimentos llevados a cabo en diferentes dias y con
distintas aclimataciones no presentaron variabilidad en la dosis de luz debido a la
atenuacion diferencial del campo luminico dentro de la celda de exposicion, se realizaron
mediciones de irradiancia éntre los 280 a 800 nm con un radidmetro (Ocean Optics,
Florida, USA). La fibra optica del radiometro se coloco en dngulo recto debajo de una celda
de cuarzo con dimensiones de lem x lem X 4 cm de altura; en la misma se colocaron
sucesivamente seis volimenes diferentes de cultivo en un rango de 0.5 ml a 3 ml. Las
muestras se iluminaron con la misma lampara e intensidad de luz utilizada en los
tratamientos de exposicion (ver Experimentos de fotoinhibicion). Se midieron los espectros
de irradiancia para cada volimen de muestra y medio de cultivo por triplicado. Dichas
mediciones se realizaron para las dos aclimataciones y para dos concentraciones celulares
distintas (~11x10% y 7 x10® cél.m1™).

A partir de los célculos de atenuacion del campo de luz a lo largo de los 3 cm de
profundidad, se concluyd que no existieron diferencias en la intensidad de luz recibida por
HL y LL (Fig. 5a). Sin embargo, en las pruebas realizadas con diferentes densidades

celulares, se observo que los cultivos HL control y con DTT, por tener una concentracion
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celular mayor, recibieron aproximadamente una irradiancia 15% menor que los demads

tratamientos (Fig. 5b).
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Figura 5 a y b. Atenuacion de la irradiancia (200-800 nm) emitida por la ldmpara a lo largo del
recipiente de exposicién con cultivos aclimatados a HL y LL (a) v en cultivos de dos densidades
celulares diferentes 11x10° y 7 x10° cél.ml™ (b). La atenuacion se presenta como porcentaje de la
irradiancia medida en el recipiente sin cultivo.

11.2.4. Mediciones de la eficiencia cudntica maxima.

Las mediciones de fluorescencia se realizaron con el PEA. La fluorescencia minima
(Fo) se midi6 en cultivos aclimatados a oscuridad de 5 al0 min, con el fin que todos los
centros de reaccion estuvieran abiertos; la fluorescencia maxima (Fy,) fue medida con un
pulso de luz saturante de 0.6 s de duracion con la finalidad de cerrar todos los centros de
reaccion. A partir de estos pardmetros se calculd la maxima eficiencia cudntica como
F./Fu, siendo Fv= Fy-Fq. Con el fin de obtener estimaciones de F,/F, lo mas exactas

posibles, se realizaron pruebas previas de medicion de dicho parametro con muestras
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mantenidas en oscuridad a diferentes periodos de tiempo (5 a 20 min). A partir de dichas
mediciones, se determin6 que F,/Fy, no vari6 entre las muestras adaptadas a oscuridad por

diferentes lapsos (datos no mostrados).

11.2.5. Experimentos de fotoinhibicion.

Las exposiciones se llevaron a cabo con una lampara de Xenon de 1000 W
conectada a un suministrador de energia LPS-256 SM (Spectral Energy, NY, USA). Se
aplico una misma irradiancia en ambas aclimataciones y en todos los tratamientos de luz e
inhibidores; ademas fueron realizadas a la misma hora para evitar variabilidad en los

resultados debido a la fotoperiodicidad de los cultivos.
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Figura 6. Espectro de radiacion de la lampara de Xenon en la banda de UVR desde 300 a 400 nm
medida a travez de un acrilico que permite la transmisidén del UVR (+UV) y de un acrilico que no
permite el paso de gran parte del UVR (-UV). La resolucién en la regiéon del UVB se presenta en la
figura insertada en el margen izquierdo superior de la figura principal.

Las células fueron expuestas a una irradiancia saturante para ambas aclimataciones,
900 pmol cuanta m~s™, la cual represento 3.5 veces el Ey estimado para LL y 2.5 para HL.
El tiempo de exposicion fue de una hora para los dos tratamientos de luz: PAR + UVR
(+FUVR=~0.1 W. cm™. nm'l) y PAR (-UVR=~0.05 W. cm™. nm™). Se utilizaron tapas de
acrilicos transparente al UVR y opaco al UV-B y parte del UV-A para establecer los
tratamientos PAR + UVR y PAR respectivamente. El espectro de UVR recibido en cada
uno de los tratamientos se muestra en la Fig 6. Antes de comenzar los tratamientos de

exposicion, las muestras fueron mantenidas en oscuridad durante 10 minutos y
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posteriormente colocadas en tres celdas de acrilico de 30 ml de capacidad. Estas celdas se
encontraban conectadas a un sistema cerrado de circulacion de agua que permitié mantener
una temperatura constante (18°C) por medio de un termocirculador (Polyscience, IL, USA).
Durante la hora de exposicion se tomaron alicuotas de 0.5 ml de cada una de las celdas
(triplicado) para determinacion de F,/F,a los 0, 5, 15, 30 y 60 min. Una vez concluida la
exposicion, se transportdé un volimen de 5 ml de cada réplica al incubador de cultivos
donde se mantuvieron en luz tenue (30 pmol cuanta m™.s™). Se tomaron 0.5 ml de muestra
para la medicion de F,/F, a los 5, 30, 60, 120 y 180 min de recuperacion.

Con el fin de estudiar el efecto del UVR sobre el XC se aplicaron tratamientos con
inhibidores. Se utilizd el dithiothreitol (DTT), que bloquea la deepoxidacién de los
pigmentos XC (Yamamoto y Kamite, 1972) sin inhibir la formacién del ApH transtilacoidal
y cloranfenicol (CAP) que inhibe la sintesis de proteinas codificadas en el cloroplasto
(como la proteina D1). Para probar que no existiera un efecto negativo de los inhibidores
sobre la actividad fotosintética se realizaron cuatro series de experimentos donde los
cultivos se incubaron en luz tenue (30 pmol cuanta. m™>.s™") durante 15 minutos con: DTT,
concentracion final 1 mM; CAP, concentracion final 100 uM; DTT+CAP (ImM y 100 pM
respectivamente) y sin inhibidor (CONTROL) previamente a la hora de exposicion
luminica. La determinacion de F,/F,, antes del periodo de exposicion, demostré que no
hubo efectos sobre la eficiencia de separacion de cargas en el PSII debidos a la adiciéon de
los inhibidores. Asimismo, las concentraciones y tiempos de incubacion que se aplicaron
demostraron ser efectivos para la inhibicién de la enzima Ddx-deepoxidasa en el caso del
DTT, deducida a partir de pruebas monitoreando el NPQ durante 15 minutos de exposicion.

Para el caso del CAP, la concentracion usada (100 uM) no presentd un efecto negativo
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sobre la actividad fotosintética. Okada, (1991) reporté que una menor o igual a 100 uM, no

ocasiona la inhibicidon directa de la fotosintesis.

11.2.6. Medicion de NPQ.

El monitoreo de la disipacion (“quenching”) no fotoquimica (NPQ) se realizé con el
fluorometro de pulsos de amplitud modulada, Diving PAM (Heinz Walz, Effeltrich,
Alemania). Se probaron diferentes intensidades de luz de medicion y duracion e intensidad
del pulso de saturacion, con el fin de asegurar una buena resolucion de las mediciones
(datos no mostrados). Se coloc6 la fibra dptica sobre la superficie del cultivo a un angulo de
60° perpendicular a ésta. Esta geometria Optica se mantuvo durante todas las mediciones
por medio de un soporte fijado a las celdas. Se midi6 la emision méaxima de tluorescencia
en condiciones de oscuridad, cuando todos los centros de reaccion se encontraban cerrados
(Fm) y durante los tratamientos de exposicion a luz (Fy'), aplicando un pulso de luz
saturante cada 30 segundos. Las mediciones se realizaron por triplicado simultaneamente
con la misma fibra optica que fue movida después de cada pulso saturante a la celda
contigua durante la hora de exposicion y por una hora en condiciones de recuperacion en
oscuridad. Para el cdlculo del quenching no fotoquimico se aplicé la formula de Stern-

Volmer:

NPQ= (Fuw-Fu')/ Fu (5),

La tasa de inducciéon del NPQ (k) fue calculada a partir de una regresion lineal de los

primeros 4 valores y el maximo de induccién calculado como el promedio de los valores
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maximos. El NPQ se midié en todos los tratamientos descriptos en Experimentos de

fotoinhibicion.

11.2.7. Cuantificacion de pigmentos.

Las muestras para analisis de pigmento§ fueron tomadas antes del tratamiento de
exposicion y a los 5, 15, 30 y 60 min durante la hora de exposicion. Asimismo, se tomaron
muestras a los 5, 60 y 180 min posteriores a la exposicion (periodo de recuperacion). Los
muestreos se realizaron simultineamente a las mediciones de F,/F,. El volimen
muestreado (0.5 ml) fue filtrado en filtros de fibra de vidrio GF/F de 13 mm de diametro y
éstos congelados inmediatamente en nitrogeno liquido. Los filtros fueron mantenidos a una
temperatura de -70°C hasta su analisis. La extraccion de los pigmentos fue realizada
mediante disrupcion mecéanica de los filtros utilizando un Mini-Bead Beater (Biospec
Products Inc., OK, USA) y perlas de zirconia de 0.5 mm de diametro en 1 ml de acetona al
100% enfriada previamente. El proceso de agitacion se realizé a 100 xg en tres periodos de
10 s de duracién cada uno intercalados por periodos de 15 min de enfriamiento a -20°C en
oscuridad. El homogeneizado fue conservado a -20°C durante 2 hrs en oscuridad. Antes del
analisis de las muestras fueron limpiadas por centrifugaciéon a 12000 xg durante 5 min a
4°C y se les afiadio tetrabutilo de acetato de amonio (TBAA) a una relacion 3 a 1.

La separacién y cuantificacién de pigmentos fue realizada por Cromatografia
Liquida de Alta Precision (HPLC) de acuerdo a van Heukelem y Thomas (2001), usando
metanol: TBAA 28 mM, (70:30, v/v) como solvente A y metanol al 100% como solvente B
a un flujo de 1ml min™. El perfil de distribucién del solvente B fue modificado a (%B,

tiempo): 5%, 0 min; 5%, 5 min; 95%, 22 min; 95%, 27 min; 5%, 30 min. Los analisis
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fueron realizados a 60°C. El equipo utilizado fue un modelo Shimadzu de la serie AV-10
equipado con una columna de fase reversa Zorbax Eclipse XDBC-8 (150 mm x 4.6
didmetro interno, 3.5 Ppm de tamafio de particula). La longitud de onda de deteccion fue
establecida a 436 nm. El control del equipo y el calculo del area fue llevado a cabo con el
software de sistema de datos cromatograficos Shimadzu EZchrom (Shimadzu Scientific
Instruments Inc., MD, USA).

Para la identificacion de los pigmentos, se compar6 el tiempo de retencion (Tr) de
cada pico con el Tr de estindares de pigmentos comerciales. Se usaron los siguientes
estandares: chl a, fucoxantina, diadinoxantina, diatoxantina, violaxantina, zeaxantina y [
caroteno (DHI, Water and Environment, Hoersholm, Dinamarca).

A partir del contenido de los pigmentos del ciclo de las xantofilas, se calculd el
estado de deepoxidacién (DPS) para cada uno de los dos ciclos que presenta P.
tricornutum, definido en este trabajo como XC; (ciclo de Ddx a Dtx) y XC; (ciclo de Vx a
Zx). El DPS es la proporcion del pigmento deepoxidado con respecto al conjunto de

pigmentos de cada ciclo:

DPS= [Dtx / (Dtx+Ddx)] (6),

DPSy= [(Zx+Ax) / (Zx+Ax+Vx)] ),

La tasa de deepoxidacion de la diatoxantina fue calculada a partir de la ecuacion (Olaizola

et al., 1994):
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(Dtx,- Dtx;) = (Dtxs- Dtx)* exp®™ (8),

donde Dtx; y Dtx; corresponden a la concentracion inicial y final de diadinoxantina

respectivamente, ¢ es el tiempo de exposicion y & es la tasa de sintesis de diatoxantina.

11.2.8. Andlisis de datos.

Las comparaciones estadisticas entre las aclimataciones, los tratamientos de luz y los
tratamientos de inhibidores fueron realizadas por medio de una prueba t-Student usando el
programa STATISTICA™ y un nivel de significancia de 0.05.

Con el fin de analizar las diferencias entre las cinéticas de inhibicién y recuperacion
de la eficiencia cuantica mixima, se realizé un ajuste exponencial de los datos al modelo
matematico de Hanelt (1998), donde se definen dos fases para cada cinética. La cinética de

inhibicion es descripta por:

(-k £) k B
rapida*® + Plcuta * € lenta* (9):

Yinh = Prapida - €
donde,

Posviga T Praie = 1 81 t=0,
Prspiga and Pien representan las proporciones de la fase rdpida y lenta respectivamente y

Kripida ¥ Kienta SUS TESpECtivas tasas.

La cinética de recuperacion es descripta por:

(-k

t -k t
Yrec™ Imax i (Pl’épida - € répida*) + Plema i e( lenta*® )) (10)9
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donde y. es la recuperacion de F,/F, expresada en porcentaje después de una hora
exposicion, Im.x representa el valor de inhibicion maximo (en %, después de una hora de

exposicion a luz saturante).

I1.3. Resultados

11.3.1. Estado fisiologico de las microalgas usadas en los experimentos de exposicion a

UVR.

La relacion de la tasa de transporte de electrones vs irradiancia (ETR-E) para cada
aclimatacion (promedio de tres dias consecutivos), fue significativamente diferente entre
células aclimatadas a HL y LL (Fig. 7). Esta diferencia se manifestd en los parametros
estimados de la relacion ETR-E para cada aclimatacion. El ETR,,.« y Ex fueron
significativamente mas altos (t-Student, p < 0.05) en todos los dias para células aclimatadas
a HL. El ETR yax alcanzé valores de 48.11 + 8.62 y de 27.16 + 4.04 pmol e m™ s en HL y
LL respectivamente, siendo un 44 % mayor en las células aclimatadas a alta luz. Los
valores de Ek fueron un 25% mas altos en la aclimatacién a alta luz, 370 £ 17.5 pumol
cuantam”s” en HL y 276 + 14.4 pmol cuanta mZs' enLL (ver Anexo, Tabla I).

La diferencia de la fisiologia fotosintética entre los dos cultivos indica que las
células desarrollaron respuestas aclimatativas diferenciales. Dentro de éstas, los
mecanismos de fotoproteccién (incremento en pigmentos del XC, mayor capacidad de
expresar NPQ, mecanismos de reparacion de D1) probablemente estain mayormente

expresados en las células aclimatadas a HL en comparacién con LL. Por lo tanto, se espera
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que HL tenga una menor sensibilidad a luz saturante y por lo tanto el UVR tenga efectos
diferentes sobre las células aclimatadas a alta luz en comparacion a aquellas aclimatadas a
baja luz.

A partir de lo anterior, se considera que la experimentaciéon con ambas
aclimataciones aportara evidencias del efecto del UVR sobre los mecanismos de
fotoproteccion debido al desarrollo diferencial de dichos mecanismos en células HL y LL.
Asimismo, la variabilidad de los parametros entre cultivos de una misma aclimatacion
mostré que no hubo diferencias significativas en el estado fisioldgico de los cultivos
utilizados en los experimentos en dias diferentes (Tabla I, Anexo 1). Por lo tanto, la mayor
variabilidad en los resultados de los distintos experimentos posteriores puede atribuirse
principalmente a los efectos de los tratamientos de luz e inhibidores y en menor grado a

condiciones fisioldgicas diferentes de los cultivos utilizados.
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Figura 7. Relacion ETR vs irradiancia para cultivos de Phaeodactylum tricornutum aclimatados a
una irradiancia alta (HL; circulos abiertos) y baja irradiancia (LL; circulos cerrados). Se muestra el
promedio y desviacion estandar de mediciones hechas para tres cultivos consecutivos para cada
irradiancia. Las lineas continuas representan un ajuste de los datos a un modelo exponencial.

I1.3.2. Efecto de la exposicion a PAR y PAR+UVR en cultivos aclimatados a una

irradiancia alta (HL)

11.3.2.1. Efecto sobre F\/F,,

Los valores obtenidos de la emisiéon de fluorescencia de la clorofila @ pueden
considerarse no afectados por variaciones en el contenido de este pigmento, ya que su
concentracion se mantuvo estable durante todo el tiempo de exposicion y de recuperacion
(datos no mostrados). La eficiencia cuintica maxima del PSII diminuyé en la presencia de
luz saturante con un cambio mas pronunciado en los primeros minutos de exposicion y

posteriormente la reduccion fue menor sin llegar a un valor constante (Fig. 8a). Este cambio



-45-

se puede describir como la suma de dos funciones exponenciales de acuerdo a Hanelt
(1998), con una primera fase, rapida y la segunda, lenta. Seglin Hanelt (1998), la variacién
en las proporciones de los componentes réapidos y lentos de la reduccion de F/Fy, y las
diferencias en sus respectivas tasas indicaria diferentes procesos que podrian estar
involucrados en la regulacion de la actividad fotosintética. Generalmente, el componente
rapido se asocia con mecanismos fotoprotectivos de rapida activacion y relajacion
(segundos a minutos), como los procesos de disipacion de calor disparados por el ApH, la
interconversion de los pigmentos XC y formacion de centros de reaccion inactivos del PSIIL.
Por otro lado, el componente lento tanto de la inhibicién como de la recuperacion, estd
relacionado con procesos més lentos como dafio al PSII y reparacion del mismo a través de
la sintesis de novo de la proteinas D1, que se da en minutos a horas (Osmond, 1994).

Las células expuestas a luz saturante presentaron una disminucion de F,/Fy, del 42 y
del 53% a los 60 min de exposicién a PAR y PAR+UVR respectivamente (Fig. 8a). Cuando
las células fueron expuestas al espectro total (PAR+UVR), la cinética de cambio de F,/Fy,
fue similar al tratamiento PAR. Esto se evidencia por la similitud de los pardmetros
derivados del ajuste de los datos al modelo de Hanelt (Fig. 8a) que no presentaron
diferencias significativas entre los dos tratamientos de luz (t-Student, p < 0.05) durante la
fase rapida exponencial.

Una vez que se omitid el estrés por luz se observé un incremento rapido
(recuperacion) de F,/F,, en condiciones de luz tenue (Fig. 8b). La recuperacion de esta
variable present6 tasas distintas y se puede describir como la suma de dos funciones

exponenciales (Hanelt, 1998). La primera describe un proceso rapido de recuperacion y se
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lleva a cabo principalmente en la primera hora. En el tratamiento PAR se alcanzé un 97%
del valor de F,/F,, medido antes de la exposiciéon a luz estresante (Fig. 8b). En el
tratamiento PAR+UVR se observé un porcentaje menor después de una hora en luz tenue
(91%), resultado de una tasa menor de recuperacion principalmente de el componente
rapido de la cinética (Fig. 8b).

En la cinética del cambio de F.,/F,, tanto en condiciones estresantes, como su
posterior recuperacion en baja luz estan integrados procesos asociados en su regulacion
(down regulation) dentro de los cuales, el mecanismo mas importante es la disipacion de
calor. Asimismo, en la cinética del cambio de esta variable se ven reflejados procesos
asociados a la inhibicion de los PSIIs debido al dafio fotoquimico. Los resultados muestran
un efecto inmediato de la UVR sobre F,/F,, reflejado en un porcentaje mayor de
disminucion de este parametro durante toda la exposicién y en una diferencia en la cinética
de recuperacion rapida (primera hora en luz tenue). Esto indica que probablemente se esta

afectando un mecanismo que se induce y disipa en tiempos cortos (disipacion de calor).
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Figura 8 a y b. Cambio de Ia eficiencia cudntica maxima en c¢lulas de P. tricornutum expuestas a
PAR+UVR (triangulos y lineas discontinuas) y PAR (circulos y lineas continuas) para células
aclimatadas a HL. Se caracteriz6 el cambio durante el tiempo de exposicion a luz saturante (a) y su
recuperacion posterior en luz tenue (b). Las lineas representan el ajuste de los datos al modelo de
Hanelt. P,;, = % de contribucion del componente rapido; k 4, = tasa rapida de inhibicién o de
recuperacion. Los valores presentados a los 60 minutos de exposicién representan el porcentaje de
F,/F,, con respecto al valor inicial. Una diferencia en la eficiencia cuantica maxima a los 60 min de
exposicion entre tratamientos PAR+UVR y PAR a un nivel de significancia de 0.05 se denota por *
(prueba t-Student); n.s: diferencias no significativas.
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11.3.2.2. Efecto del UVR sobre los procesos involucrados en la disipacion térmica:
induccion de NPQ e interconversion de los pigmentos del XC.

El proxy para medir la disipacién térmica en el aparato fotosintético es el NPQ. La
induccion de NPQ fue inmediata en condiciones de luz saturante alcanzando un valor de
2.2 a 2.7 en los primeros tres minutos de exposicion. Este valor no se mantuvo constante y
se incrementd linealmente con el tiempo de exposicion hasta alcanzar un valor maximo
entre 3.4 y 3.8 a los 60 minutos (tiempo en que termind el tratamiento). En obscuridad,
después del tratamiento de induccion, casi todo el NPQ formado en el tratamiento de
induccion se disip6 inmediatamente. Aproximadamente el 9.5% se mantiene y no se disipa
completamente en los 60 minutos de recuperacion. La cinética de induccion y disipacidn,
asi como el valor maximo de NPQ fueron similares en ambos tratamientos de PAR+UVR y

PAR (Fig. 9).
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Figura 9. Induccion de la disipacion térmica del exceso de energia (Non photochemical quenching)
en células de P. tricornutum expuestas a luz saturante con PAR+UVR (simbolos cerrados) y PAR
(simbolos abiertos) y su posterior disipacion en obscuridad. Las células fueron aclimatadas a HL.
Prueba t-Student entre PAR+UVR y PAR: n.s: diferencias no significativas.

Ya que el XC es un componente importante en la disipacion térmica se evalud el
efecto de la UVR sobre la interconversion de los pigmentos involucrados. La tabla II
muestra las concentraciones de los pigmentos del XC; y XC; después de una hora de
exposicion a luz saturante. La concentracion de Ddx después de la hora de exposicion no
fue diferente a los valores iniciales en los tratamientos PAR+UVR y PAR, pero si fue
significativamente diferente entre éstos tratamientos al final de la exposicion. Por el
contrario, la Dtx aumentd significativamente a los 60 min de exposicion pero no se
observaron diferencias significativas entre PAR+UVR y PAR en sus concentraciones
molares (Tabla II). Sin embargo, cuando se compard la sumatoria de los pigmentos
deepoxidados (Dtx+Zx+0.5*Ax) como el cambio después de una hora de luz saturante con

respecto al tiempo cero, se observaron diferencias entre la exposicion sin UVR (28.0+0.04
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mol*100 mol Chl a) y con UVR (20.9+0.01 mol*100 mol Chl a). Lo anterior representa un
contenido de pigmentos deepoxidados aproximadamente un 25% menor en PAR+UVR

(Tabla II).

Tabla II. Cambio en la concentracién de de pigmentos del XC1 y XC2 después de una hora de
exposicion a luz saturante (A 60min - 0 min) en células de P. tricornutum aclimatadas a HL. Una
diferencia significativa entre la concentracion del pigmento a los 0 min y 60 min de exposiciéon en
luz saturante se denota por asteriscos (*0.05, **0.01 y ***0.001); n.s: diferencias no significativas.
En p se muestra la significancia de las diferencias entre los tratamientos PAR+UVR y PAR (t-
Student).

HL A 60 min-0 min
mol*100mol™ Chl a Ddx Dtx Vx Ax 7x Dtx+Zx+0.5Ax
PAR+UVR -1.2ns. +20.4%* -6.2%* +0.8* +0.1 n.s. 20.9**
PAR +4.0 n.s. +24 30%8% -0.4 n.s. -0.5% 425 8.0~
P * fik, * *% # #

El estado de deepoxidacion (DPS) del XC1 fue de 0.47+0.10 en el tratamiento de
PAR y de un 0.3940.08 en PAR+UVR, sin embargo no existié una diferencia significativa
entre los dos tratamientos de luz a los 60 min de exposicion (Fig. 10), debido

probablemente a la variabilidad dentro de los tratamientos.
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Figura 10. Estado de deepoxidacion del ciclo XC; y XC; a los 60 min de exposicion a luz
saturante PAR+UVR (+UV) y PAR (-UV) para P. #ricornutum aclimatada a HL. Las diferencias
significativas (t-Student) se denotan con asteriscos; n.s., diferencias no significativas.

Para el ciclo XC; (Vx-Ax-Zx), existio una diferencia significativa del DPS a los 60
min de exposicion entre tratamientos (t-Student, p<0.05). Las células expuestas a
PAR+UVR presentaron un DPS de 0.23 y las expuestas a PAR de 0.77 (Fig 6). La
diferencia se asocié a una sintesis significativa de Zx en el tratamiento PAR, mientras que

en PAR+UVR la sintesis de este pigmento no existio (Tabla IV).

11.3.2.3. Efecto de inhibidores en la expresion de la fotoproteccion y fotodaiio en

exposiciones de luz saturante con y sin UVR.

11.3.2.3.1. Inhibicion de la reaccion de deepoxidacion (inhibidor DTT).

Efecto del DTT sobre F,/Fi,

Al inhibir la sintesis de pigmentos deepoxidados con la adiciéon de DTT se observo

que F,/F;, fue significativamente menor (t-Student, p<0.05) que en el control después de
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60 min de exposicién a luz saturante (Fig. 11a). Esta disminucion fue un 20% mayor en los
tratamientos con DTT, donde asimismo la tasa de descenso de la maxima eficiencia
cuantica durante la fase rapida fue mucho menor (Fig. 11a). Estos resultados indican una
inhibicién de los mecanismos de fotoproteccion por el DTT, causando un mayor descenso
de F,/Fp, tanto en presencia como en ausencia de UVR durante la exposicion (Fig. 11a). La
diferencia en los valores de F,/F,, entre PAR+UVR y PAR en el tratamiento con DTT es no
significativa en la fase rdpida de inhibicion (Fig 11a). A los 5 min de exposicion la
reduccion de la eficiencia cuantica maxima es solamente un 2% mayor en PAR+UVR en
comparacion con PAR en células tratadas con DTT. En comparacion, la diferencia entre
PAR+UVR y PAR sin inhibidores fue de aproximadamente un 10% (Fig. 11a). Lo anterior
se observd de manera mas pronunciada a los 15 min, donde F,/F,, disminuye un 10% mas
en el tratamiento con UVR en comparacion al tratamiento sin UVR. En cambio, en el
control sin inhibidores, la diferencia entre los tratamientos PAR+UVR y PAR fue de un
30%. La mayor diferencia de F,/F,, entre los tratamientos de luz en el tratamiento control
(sin inhibidores) a los 5 y 15 min de exposicion, indica que la UVR afectdo sélo un
porcentaje del XC. Lo anterior se ve reflejado en la diferencia con el tratamiento +DT'T,
donde el XC se inhibe por completo en los primeros 20 minutos. En este ultimo
tratamiento, el efecto de la UVR se concentra en la fotoinhibicion directa del PSII (balance
entre daiio y reparacion). Sin embargo, en presencia de UVR, no hubo un efecto directo
mas pronunciado (Fig. 11a).

Cuando las celulas fueron mantenidas en luz tenue luego del periodo de luz
saturante, la recuperacion del F./F,, fue significativamente menor en el tratamiento con

DTT (p<0.05) con respecto al tratamiento sin DTT, tanto en PAR+UVR como en PAR. Lo
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anterior se observé en mayor medida en la fase rapida de recuperacion (5-15 min). Como
ya se menciono anteriormente, la fase rapida es asociada con los mecanismos regulatorios
de fotoproteccion. La eficiencia cuantica maxima mas baja en dicha fase, y la tasa de
recuperacion mucho menor (Fig. 11b), indican que al inhibirse por completo la conversion
de Dtx a Ddx en los primeros 20 min de exposicion, el efecto directo sobre el PSII fue

mayor.
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Figura 11 a y b. Cambio de la eficiencia cuantica maxima en células de P. tricornutum expuestas a
PAR+UVR (triangulos y lineas discontinuas) y PAR (circulos y lineas continuas) en el control sin
inhibidores (simbolos abiertos) y en el tratamiento +DTT (simbolos cerrados) para células
aclimatadas a HL. Se caracterizo ¢l cambio durante el tiempo de exposicion a luz saturante (a) y su
recuperacion posterior en luz tenue (b). Las lineas representan el ajuste de los datos al modelo de
Hanelt (delgadas, control; gruesas, +DTT). P4, = % de contribucion del componente répido; kg, =
tasa rapida de inhibicién o de recuperacion. Una diferencia en la eficiencia cudntica maxima a los
60 min de exposicion, 5 y 15 minutos de recuperacion entre control y tratamiento +DTT a un nivel
de significancia de 0.05 se denota por * (prueba t-Student).
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Efecto del DTT sobre NPQ

Aunque el DTT no inhibi6 por completo la induccién de NPQ, si afecté de manera
importante la cinética de induccién de esta variable. El DTT inhibi6 casi por completo la
formacion de NPQ durante aproximadamente 20 min después de exponer a las células a luz
saturante. Posteriormente, existio un incremento de NPQ hasta alcanzar un maximo de 2.9 a
los 60 min de exposicioén en el tratamiento PAR-UVR. Este valor es un 16% menor al
medido en células sin DTT (Fig 12). En contraste, en células tratadas con DTT, en
presencia de UVR el valor maximo de NPQ fue 1.9, siendo significativamente menor (t-
Student, p<0.05) comparado con los demas tratamientos (Fig.12).

Por lo tanto, de acuerdo a estos resultados y a lo reportado para heterokontofitas
(Olaizola et al., 1994; Casper-Lindley y Bjorkman, 1998; Garcia-Mendoza y Colombo-
Pallota, 2007), la inhibicion de la reacciéon de deepoxidacion bloqued por completo la
formacién de NPQ durante los primeros minutos de exposiciéon a luz saturante. Por otro
lado, el ascenso del NPQ después de los primeros 20 min, indica que el DTT no inhibi6 por
completo la deepoxidacién, lo que se confirma con el aumento del DPS a los 60 min de
exposicion. Sin embargo, en presencia de UVR, tanto el ascenso del NPQ como el DPS
fueron menores (Figs. 12 y 13b).

Durante el periodo de obscuridad, el NPQ no disipado es debido a la caida de F,,
principalmente por fotoinhibicion. Lo anterior concuerda con los valores mas altos de NPQ

en PAR+UVR durante la hora de recuperacion (Fig. 12).
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Figura 12. Inducciéon de la disipacion térmica del exceso de energia (Nom photochemical
quenching) en células de P. tricornutum expuestas a luz saturante con PAR+UVR (simbolos
cerrados) y PAR (simbolos abiertos), en control (circulos) y el tratamiento +DTT (triangulos) y su
posterior disipacion en obscuridad. Las células fueron aclimatadas a HL. Una diferencia entre el
maximo de induccion de los tratamientos PAR+UVR y PAR a un nivel de significancia de 0.05 se
denota por * (prueba t-Student): n.s: diferencias no significativas.

Efecto del DTT sobre la interconversion de los piementos del XC

El conjunto de pigmentos XC, presenté un aumento de un 19% con UVR y de un
7% sin UVR en el tratamiento +DTT a los 60 min de exposicion. Este incremento fue no
significativo debido a la variabilidad de las muestras (Fig. 13a). Por otro lado, en células no
expuestas a DTT el incremento fue del 70 y 90% en PAR+UVR y PAR respectivamente.
Esto indica que la sintesis de novo de pigmentos del XC es una respuesta importante para
P. tricornutum aclimatada a HL y que ésta es inducida en condiciones saturantes de

exposicion a PAR y PAR+UVR, aunque en esta tltima condicion la sintesis de novo es
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significativamente (t-Student, p<0.05) menor, aproximadamente en un 20%. En ambos
tratamientos de luz el DTT inhibi6 la sintesis de novo de pigmentos del XC.

El estado de deepoxidacion aumento desde los primeros minutos de exposicion en el
control sin inhibidores. En constraste, el DPS no se incrementé en células tratadas con DTT
hasta los 60 min de exposicion. Los valores de DPS en células con DTT fueron muy bajos
después de una hora de exposicion (PAR+UVR: 0.05 y PAR: 0.15) y significativamente
menores en comparacion a los tratamientos control (Fig. 13b). Si se comparan los dos
tratamientos de luz en +DTT, aunque no se observaron diferencias en el aumento del DPS
en los primeros quince minutos, a los 60 minutos dicho incremento fue un 60% mayor en
PAR que en PAR+UVR. Lo anterior podria explicar el mayor aumento de NPQ en dicho

tratamiento (Figs. 12 y 13b).
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Figura 13 a y b. Comparaciéon del contenido depigmentos del XC, (a) y del estado de
deepoxidacion (DPS) (b), entre el control (C) y el tratamiento +DTT (D) de células de P.
tricornutum expuestas a a luz saturante con PAR+UVR (+UV) y PAR (-UV) durante 5, 15 y 60 min
expresado como % del valor inicial. Las células fueron aclimatadas a HL. Una diferencia
significativa en el contenido de pigmentos y/o DPS entre el control y el tratamiento +DTT se denota
por asteriscos (¥0.05, **0.01 y ***0.001); n.s: diferencias no significativas (prueba t-Student).
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11.3.2.3.2. Inhibicion de la sintesis de D1 (inhibidor CAP y CAP+DTT).
Efecto sobre F,/Fi

El tratamiento con CAP resultdé en valores de F,/F, significativamente menores
(p<0.05) al control a los 60 minutos de exposicion. La eficiencia cudntica méxima
disminuy6 en un 80% durante la exposicion, lo que representa una disminucién mayor que
en el control de aproximadamente un 40 y 30% para PAR+UVR y PAR respectivamente
(Fig. 14a). El CAP asimismo, aumenta la cinética rdpida de decaimiento de F,/Fy,
observandose la caida méxima en los primeros minutos de exposicion.

Durante el periodo de recuperacion, F./Fy, alcanzd valores significativamente
menores al control después de 60 minutos en luz tenue, siendo aproximadamente un 70 y
un 40% menores en los respectivos tratamientos de luz, con y sin UVR (Fig 14-b). Si se
compara la recuperacion entre los dos tratamientos de luz en presencia de CAP, los valores
de méxima eficiencia cuantica fueron un 35% mas bajos en el tratamiento PAR+UVR (Fig.
14b). En este ultimo, el CAP inhibi6 por completo la recuperacion rapida de Fy/F,.

Con el fin de distinguir el efecto debido a la UVR, se calculé la diferencia entre los
porcentajes de disminucion de F,/F,, en PAR+UVR y PAR. Se observé que durante la
exposicién a luz saturante el UVR no produjo un efecto de mayor disminucion del Fy/F, a
los 60 minutos de exposicion (Tabla III) en células tratadas con CAP, pero si se observaron

diferencias a los 60 min de recuperacion.
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Figura 14 a y b. Cambio de la eficiencia cuantica maxima en células de P. tricornutum expuestas a
PAR+UVR (tridangulos, lineas discontinuas) y PAR (circulos, lineas continuas) en el control
(simbolos abiertos) y en el tratamiento +CAP (simbolos cerrados) para células aclimatadas a HL. Se
caracteriz6 el cambio durante el tiempo de exposicion a luz saturante (a) y su recupcracién posterior
en luz tenue (b). Las lineas representan el ajuste de los datos al modelo de Hanelt (delgadas, control
y gruesas, +CAP).
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Tabla III. Diferencia entre el porcentaje de disminucién de la maxima eficiencia cudntica en
células de P. tricornutum a los 60 min de exposicion a alta luz entre el tratamiento PAR+UVR y
PAR. Asimismo se presenta la diferencia después de 60 min de recuperacion en luz tenue para el
control y los tratamientos +DTT, +CAP y +DTT + CAP en HL.

HL
% de reduccion de F,/F,, debido
exclusivamente a la UVR CONTROL | DTT | CAP | DTT+CAP
60 min de exposicion -1 -10 1 -8
60 min de recuperacion -6 9 -34 -13

La adicion de una combinacion de ambos inhibidores (CAP+DTT), produjo una
disminucion del F,/Fp,, un 40% mayor que en el control (p<0.05) a los 60 min de exposicion
tanto a PAR+UVR como a PAR (Fig. 15a). Durante el periodo de luz tenue, la
recuperacion fue un 75% menor que en el control en ambos tratamientos de luz (Fig. 15b).
Este efecto se puede atribuir al dafio directo del UVR sobre el PSII en ausencia de

fotoproteccion (XC) y de reparacion (D1).
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Figura 15 a y b. Cambio de la eficiencia cuantica maxima en c¢lulas de P. tricornutum expuestas a
PAR+UVR (triangulos, lineas discontinuas) y PAR (circulos, lineas continuas) en el control
(simbolos abiertos) y en el tratamiento +DTT+CAP (simbolos cerrados) para células aclimatadas a
HL. Se caracterizo ¢l cambio durante el tiempo de exposicion a luz saturante (a) y su recuperacion
posterior en luz tenue (b). Las lineas representan el ajuste de los datos al modelo de Hanelt
(delgadas, control y gruesas, +DTT+CAP). Pz, = % de contribucion del componente rapido.
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Efecto sobre NPQ

La cinética de induccion de NPQ demuestra que con CAP hay una expresion similar
al control en las exposiciones a PAR (Fig. 16a). Esto indicaria que la sintesis de pigmentos
fotoprotectores no se vio significativamente afectada por el CAP en dicho tratamiento de
luz. Sin embargo, los valores maximos de NPQ con la adicion de CAP, son
significativamente mas altos que el control durante la exposicion a PAR+UVR (4.8 y 3.8
respectivamente) y no hay relajacion en el periodo de recuperacion (Fig. 16a). Lo anterior
se puede asociar a la reduccion de F,, debido al dafio del PSII y a la inhibicion de la
recuperacion del mismo. Los valores méaximos de induccion de NPQ en PAR+UVR fueron
aproximadamente un 50% mayores que en PAR. Esta diferencia entre los tratamientos de
luz con CAP, puede ser debido al efecto de la UVR sobre la disipaciéon térmica, lo que
ocasiona un mayor dafio al PSII por disminucion de la fotoproteccion.

En +DTT+CAP la inducciéon de NPQ, ocurrié a partir de los 20 min en ambos
tratamientos de luz, debido al efecto del DTT. En este tratamiento se observd un patroén
similar que en CAP (Fig 16b), en PAR+UVR, valores maximos significativamente mayores
que en el control y en PAR similares al control. Asimismo, el NPQ méaximo en la
exposicion con UVR fue aproximadamente un 50% mayor que en el tratamiento sin UVR.
Lo anterior confirmaria que el bloqueo del XC disminuye la fotoproteccion, por lo que el
ascenso del NPQ se deberia al efecto negativo del UVR sobre el PSII debido a falta de

proteccidn y reparacion.
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Figura 16 a y b. Induccién de la disipacion térmica del exceso de energia (Non photochemical
quenching) en ctlulas de P. tricornutum expuestas a luz saturante con PAR+UVR (simbolos
cerrados) y PAR (simbolos abiertos), en (a) control (circulos) y tratamiento +CAP (tridngulos), (b)
control (circulos) y tratamiento +DTT+CAP (tridangulos) y su posterior disipacion en obscuridad.
Las células fueron aclimatadas a HL.
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11.3.2.4. Resumen de resultados HL.

- El efecto del UVR sobre F,/Fy,, se reflejo en una mayor disminucion de este parametro
durante toda la exposicion y en una tasa mas baja de recuperacion rapida (Fig. 8).

- No se observaron diferencias significativas en los valores maximos de NPQ ni DPS; entre
PAR+UVR y PAR (Figs. 9 y 10), pero si en la produccion total de pigmentos deepoxidados
(Dtx+Zx+0.5%Ax) a los 60 min de exposicion (Tabla II).

- La variacidn del contenido de diatoxantina a la hora de exposicién no fue diferente entre
los tratamientos con y sin UVR, pero si el cambio de concentracion del resto de los
pigmentos del XC (Tabla II).

- En +DTT no hubo diferencias significativas en los valores de F,/F,, entre PAR+UVR vy
PAR en los primeros 15 minutos de exposicion (Fig. 11).

- Después de 20 minutos de exposicion a PAR+UVR con adicion de DTT, los valores
maximos de NPQ y el DPS fueron menores que en PAR, probablemente porque el DTT ya
no fue efectivo en el bloqueo de la deepoxidacion (Figs. 12 y 13b).

- La recuperacion de la maxima eficiencia cuantica en +CAP fue menor al control sin
inhibidores. Los valores de recuperacion de F,/Fy, fueron un 35% menores en el tratamiento
PAR+UVR que en PAR, lo que indica un mayor dafio del PSII (Fig. 14b).

- Lo anterior se confirmoé en NPQ del tratamiento +CAP, donde el dano al PSII fue evidente

en +UVR (Fig 16a).
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11.3.3. Efecto de la exposicion a PAR y PAR+UVR en cultivos aclimatados a una

irradiancia baja (LL)

11.3.3.1. Efecto sobre Fv/Fm.

Los valores obtenidos de la emision de fluorescencia de la clorofila a pueden
considerarse no afectados por variaciones en el contenido de este pigmento, ya que su
concentracion se mantuvo estable durante todo el tiempo de exposicion y de recuperacion
(datos no mostrados). La eficiencia cudntica méxima mostré una disminucién durante el
periodo de exposicion con un descenso mas marcado en lo primeros minutos (Fig. 17a). Las
células expuestas presentaron una disminucion del 64 y del 78% a los 60 min de exposicion
a PAR y PAR+UVR respectivamente (Fig. 17a). Las diferencias en las maximas eficiencias
cuanticas observadas entre las exposiciones con y sin UVR fueron significativas (t-Student,
p<0.05). Respecto a la cinética de cambio de F,/Fy, no se observaron diferencias
significativas (t-Student, p < 0.05) entre los tratamientos de luz en los parametros de la fase
rapida derivados del ajuste del modelo de Hanelt (Fig. 17a).

Después de 60 min en luz tenue, las células mostraron una recuperacion del 82 y
91% de F,/Fn, con respecto al valor inicial en los tratamientos PAR+UVR y PAR
respectivamente, siendo la diferencia entre los tratamientos de luz significativa (t-Student,
p<0.05). Asimismo, la tasa de recuperacion rapida fue significativamente mayor en el
tratamiento sin UVR (Fig. 17b). Estos resultados demuestran que el UVR tuvo un efecto
negativo sobre la eficiencia maxima del PSII, que se vio reflejado tanto en condiciones

estresantes de luz como en la posterior recuperacion en luz tenue.
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Figura 17 a y b. Cambio de la eficiencia cuantica maxima en células de P. tricornutum expuestas a
PAR+UVR (tridngulos y linea discontinua) y PAR (circulos y linea continua) para células
aclimatadas a LL. Se caracteriz6 el cambio durante el tiempo de exposicion a luz saturante (a) y su
recuperacion posterior en luz tenue (b). Las lineas representan el ajuste de los datos al modelo de
Hanelt. P.sp = % de contribucién del componente répido; k 4 = tasa rapida de inhibicion o de
recuperacion. Los valores presentados a los 60 minutos de exposicién representan el porcentaje de
F./F,, con respecto al valor inicial. Una diferencia en la eficiencia cuantica maxima a los 60 min de
exposicion entre tratamientos PAR+UVR y PAR a un nivel de significancia de 0.01 se denota por

*% (prueba t-Student); n.s: diferencias no significativas.
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11.3.3.2. Efecto del UVR sobre los procesos involucrados en la disipacion térmica:
induccion de NPQ e interconversion de los pigmentos del XC.

La induccion de NPQ fue inmediata en condiciones de luz saturante alcanzando un
valor de 1.9 a 2.2 en los primeros cinco minutos de exposicion y aumentando hasta un valor
maximo promedio de 3.45. El valor maximo de NPQ a la hora de exposicion fue
significativamente mayor (t-Student, p<0.05) en PAR+UVR (3.85 vs 3.05) en comparacion
a PAR, aunque las tasas de induccion no presentaron diferencias significativas entre los dos
tratamientos de luz (Fig. 18).

Durante el periodo de recuperacion, no todo el NPQ formado en el tratamiento de
induccion se disipé. Aproximadamente el 23 y 15% se mantuvo y no se disipd por
completo durante los 60 minutos de recuperacion en los tratamientos con y sin UVR
respectivamente (Fig. 18). La menor disipacion del NPQ en presencia de UVR, resulta de
los valores de Fy, 10% mas bajos en PAR+UVR en comparacion a PAR. Lo anterior podria
ser atribuido a un mayor dafio en el PSII en UVR. Sin embargo, los valores de Fy
presentaron un aumento similar en ambos tratamientos de luz durante la hora de
recuperacion en comparacion al tiempo cero (16 a 19% mas altos). La cinética de induccion
fue similar entre los dos tratamientos de luz, sin embargo el valor maximo de NPQ y la

cinética de disipacion fueron diferentes (Fig. 18).
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Figura 18. Induccion de la disipaciéon térmica del exceso de energia (Non photochemical
quenching) en células de P. tricornutum expuestas a luz saturante con PAR+UVR (simbolos
cerrados) y PAR (simbolos abiertos) y su posterior disipacion en obscuridad. Las células fueron
aclimatadas a LL. Una diferencia entre el maximo de induccién de los tratamientos PAR+UVR y
PAR a un nivel de significancia de 0.05 se denota por * (prueba t-Student): n.s: diferencias no
significativas.

Con el fin de conocer el efecto de la UVR sobre la interconversion de los pigmentos
del XC, se analiz6 el contenido de los pigmentos del XC; y XC; después de una hora de
exposicion a luz saturante (Tabla TV). Después de la hora de exposicion, no hubo
diferencias significativas de la concentracion de Ddx con respecto al contenido inicial.
Asimismo, no existié una diferencia en el contenido de este pigmento entre los tratamientos
de luz. Por otro lado, la concentracion de Dtx aumentd significativamente a los 60 min de
exposicion, aunque no mostrd diferencias significativas entre las exposiciones a PAR+UVR

y PAR (Tabla IV). Sin embargo, el contenido de pigmentos deepoxidados total
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(Dtx+Zx+0.5*Ax) mostr6é diferencias significativas entre PAR+UVR (17.241.2 mol*100
mol Chl @) y PAR (19.6+0.4 mol*100 mol Chl a). Por otro lado, en el ciclo de XC,, la Zx
aumenta en ambos tratamientos, llegando a valores significativamente mayores a los 60

min de exposicion en el tratamiento PAR (Tabla IV).

Tabla IV. Cambio en la concentracion de de pigmentos del XC; y XC, después de una hora de
exposicion a luz saturante (A60min - Omin) en células de P. tricornutum aclimatadas a LL. Una
diferencia significativa entre la concentracion del pigmento a los 0 min y 60 min de exposicién en
luz saturante se denota por asteriscos; n.s: diferencias no significativas. En p se muestra la
significancia de las diferencias entre los tratamientos PAR+UVR y PAR (t-Student).

LL A 60 min -0 min
mol*100
mol™ Chl « Ddx Dix Vx Ax 7Zx [Dtx+Zx+0.5Ax]
PAR+UVR 1.8 n.s. +15.6%% =3 JHRX¥ -1.3ns. +0,5% L B
PAR -6.0 n.s. FIBTHE* +0.3*% -0.8 " +1.4%%* +19.6%*
p n.s n.s ¥ n.s HH H

El estado de deepoxidacion (DPS) del XC1 a los 60 min de exposicion fue
significativamente diferente (t-Student, p<0.05) entre PAR+UVR y PAR (0.41+0.01 y
0.50£0.06 respectivamente). En el ciclo XC; (Vx-Ax-Zx), no se observaron diferencias
significativas en el DPS entre los tratamientos de luz a los 60 min de exposicién. Las
células expuestas a PAR+UVR presentaron un DPS de 0.27£0.02 y las expuestas a PAR de
0.284+0.05 (Fig 19). Sin embargo, el contenido de Zx aumenta en ambos tratamientos de

luz, llegando a concentraciones significativamente mas altas en PAR (Tabla IV).
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Figura 19. Estado de deepoxidacion del ciclo XC, y XC, a los 60 min de exposicion a luz
saturante PAR+UVR (+UV) y PAR (-UV) para P. tricornutum aclimatada a LL. Las diferencias
significativas (t-Student) se denotan con asteriscos; n.s., diferencias no significativas.

I1.3.3.3. Efecto de inhibidores en la expresion de la fotoproteccion y fotodaiio en

exposiciones de luz saturante con y sin UVR.

11.3.3.3.1. Inhibicion de la reaccion de deepoxidacion (inhibidor DTT).

Efecto del DTT sobre F,/Fr,

La adicion de DTT, no produjo efectos significativos en relacién al control sin
inhibidores a los 60 min de exposicion (Fig. 20a). Esto se ve reflejado en la similitud de la
proporcion y tasa del componente rapido entre el control y el tratamiento +DTT durante la
inhibicion (Fig. 20a). Estos resultados indicarian que inhibiciéon de los mecanismos de

fotoproteccion por el DTT no tiene un impacto tan importante en esta aclimatacion.
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La diferencia en los valores de F,/F,, entre PAR+UVR y PAR en el tratamiento con
DTT es significativa durante todo el periodo de exposicion a partir de los 15 min (Fig 11a),
con valores aproximadamente un 25% menores en el tratamiento con UVR. Por otro lado,
en el control la diferencia entre los tratamientos de luz fue aproximadamente de un 15%.

Después de una hora en luz tenue, la recuperacion de F,/F,, no presento diferencias
significativas (t-Student, p<0.05) entre el control y el tratamiento +DTT en ninguno de las
dos exposiciones, ni en PAR ni en PAR+UVR (Fig. 20b). Durante la fase rapida de
recuperacion (5-15 min), no se observaron diferencias entre control sin inhibidores y +DTT
en la tasa de recuperacion. La similitud de la eficiencia cudntica maxima y la tasa de
‘recuperacion entre el control y +DTT durante la recuperacién, indican que bloquear la
conversion de Dtx a Ddx no fue un factor importante en la exposicion de las células tanto a

PAR como a PAR-+UVR.
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Figura 20 a y b. Cambio de la eficiencia cuantica maxima en células de P. fricornutum expuestas a
PAR+UVR (triangulos y linea discontinua) y PAR (circulos y linea continua) en el control
(simbolos abiertos) y en el tratamiento +DTT (simbolos cerrados) para células aclimatadas a LL. Se
caracteriz6 el cambio durante el tiempo de exposicion a luz saturante (a) y su recuperacion posterior
en luz tenue (b). Las lineas representan el ajuste de los datos al modelo de Hanelt (delgadas, control
y gruesas, +DTT). P4, = % de contribucién del componente rapido; k4, = tasa rapida de inhibicién
o de recuperacion; k.~ tasa lenta de inhibicion.
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Efecto del DTT sobre NPO

El DTT no inhibié por completo la induccion de NPQ. En el tratamiento PAR se
detectdo un NPQ de 3.0 a los 60 min de exposicion. Este valor es comparable al medido en
células sin DTT (3.05). Sin embargo, existid una clara diferencia en la cinética de
induccion ya que con DTT la formacion de NPQ es significativa solo después de 20 min del
comienzo del tratamiento de exposicion (Fig. 21). A diferencia del tratamiento sin UVR,
cuando las células fueron expuestas a PAR+UVR, el valor maximo de NPQ fue
significativamente mas bajo (t-Student, p<0.05) comparado con los demds tratamientos
(Big.21).

Por lo tanto, la inhibicién de la reaccién de deepoxidacién afectd parcialmente la
induccion de NPQ (antes de los 20 min de exposicion) y el efecto negativo fue mayor en

presencia de UVR.
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Figura 21. Induccion de la disipacion térmica del exceso de energia (Non photochemical
quenching) en células de P. tricornutum expuestas a luz saturante con PAR+UVR (simbolos
cerrados) y PAR (simbolos abiertos), en control (circulos) y el tratamiento +DTT (tridngulos) y su
posterior disipacién en obscuridad. Las células fueron aclimatadas a LL. Una diferencia entre el
maximo de induccién de los tratamientos PAR+UVR y PAR a un nivel de significancia de 0.01 se
denota por ** (prueba t-Student): n.s: diferencias no significativas.

Efecto del DTT sobre la interconversion de los pigmentos del XC

El conjunto de pigmentos XC,; no presentd un aumento significativo en ninguno de
los dos tratamientos de luz con la adicion de DTT a los 60 min de exposicion. Por otro
lado, en el control se observd un incremento significativo del 37 y 48% en PAR+UVR y
PAR respectivamente (Fig. 22a). El aumento del conjunto de pigmentos de XC se debid a
la sintesis de novo de estos pigmentos, lo cual se da en ambos tratamientos de luz, mientras

que en células tratadas con el DTT no ocurri6 esta sintesis.
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El estado de deepoxidaciéon aumentd desde los primeros minutos de exposicion en el
tratamiento sin inhibidores, mientras que con DTT no se detecté un cambio significativo.
Los valores de DPS medidos con +DTT fueron muy bajos (0.03 y 0.11) y
significativamente menores que los del control en un 90 y 60% para los tratamientos
PAR+UVR y PAR respectivamente (Fig. 22b). Si se comparan los dos tratamientos de luz,
aunque no se observaron diferencias en el aumento del DPS en los primeros quince minutos
en las células tratadas con DTT, a los 60 minutos dicho incremento fue un 75% mayor en
PAR comparado con PAR+UVR. Lo anterior podria explicar el mayor aumento de NPQ en

dicho tratamiento (Figs. 21 y 22b).
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Figura 22 a y b. Comparaciéon del contenido de pigmentos del XC, (a) y del estado de
deepoxidacion (DPS), (b) entre el control (C) y el tratamiento +DTT (D) de células de P.
tricornutum expuestas a luz saturante con PAR+UVR (+UV) y PAR (-UV) durante 60 min
expresado como % del valor inicial. Las células fueron aclimatadas a LL. Una diferencia en el
contenido de pigmentos y/o DPS entre ¢l control y el tratamiento +DTT a un nivel de significancia
de 0.05 se denota por *; a 0.01 por **, a 0.001 por ***; n.s: diferencias no significativas (prueba t-
Student).
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11.3.3.3.2. Inhibicion de la sintesis de D1 (inhibidor CAP y CAP+DTT).
Efecto sobre F,/Fi

La inhibicién de la reparaciéon de la proteina D1 resulté en valores de F,/Fp,
significativamente menores (t-Student, p<0.05) al control en el tratamiento PAR+UVR,
presentando una caida de un 10% mayor que el control después de una hora de exposicion
(Fig. 23a). El decaimiento de la eficiencia cuantica del PSII fue maxima en los primeros
minutos de exposicién. Por otro lado, en la exposicion a PAR, la respuesta no fue la
esperada, ya que los valores de F,/F;, fueron significativamente mayores en +CAP que en el
control a partir de la media hora de exposicion (Fig. 23a).

Durante el periodo de recuperacion, F,/F,, en células tratadas con CAP, alcanzo
valores significativamente menores al control en el tratamiento con UVR después de 60
minutos en luz tenue, siendo su recuperacion un 40% mas baja que en el control (Fig. 23a).
Si se compara la recuperacion entre los dos tratamientos de luz en presencia de CAP, los
valores de maéaxima eficiencia cudntica fueron un 50% mas bajos en el tratamiento
PAR+UVR (Fig. 14b). Esta diferencia tan grande probablemente se deba a que en el
tratamiento PAR, el CAP no inhibi6 la recuperacion de F,/Fy,,. Atin cuando la recuperacion
fue significativamente mas lenta y menor al control, se observé un aumento importante con
el tiempo de F,/I'y,. Lo anterior probablemente se debi6é a que el inhibidor no funciono al
100%. Por lo tanto, s6lo fue posible comparar la exposicion PAR+UVR del tratamiento
+CAP con el control. A partir de dicha comparacién, se observo que cuando la sintesis de
D1 es inhibida, la UVR tiene un efecto significativo en el descenso de F/F,, durante la

exposicion, asi como en la menor recuperacion.
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Figura 23 a y b. Cambio de la eficiencia cuantica maxima en c¢lulas de P. tricornutum expuestas a
PAR+UVR (tridngulos y linea discontinua) y PAR (circulos y linea continua) en el control
(simbolos abiertos) y en el tratamiento +CAP (simbolos cerrados) para células aclimatadas a LL. Se
caracterizo el cambio durante el tiempo de exposicion a luz saturante (a) y su recuperacion posterior
en luz tenue (b). Las lineas representan el ajuste de los datos al modelo de Hanelt (delgadas, control
y gruesas, +CAP).
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Tabla V. Diferencia entre el porcentaje de disminucion de la maxima eficiencia cuéantica a los 60
min de exposicion entre el tratamiento PAR+UVR y PAR. Asimismo se presenta la diferencia
después de 60 min de recuperacion en luz tenue para el control y los tratamientos +DTT, +CAP y
+DTT + CAP en células LL.

LL
% de cambio de F/F, debido
DTT +
exclusivamente a la UVR CONTROL DIT CAP s
60 min de cxposicién 14 -22 -36 -10
60 min de recuperacion = -12 -54 -24

En el tratamiento DTT+CAP, la reduccion de la eficiencia cuantica del PSII fue
aproximadamente un 15% mayor a los 60 min de exposicion y la recuperacion después de

una hora fue un 55% menor en comparacion al control (Fig. 24a,b).
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Figura 24 a y b. Cambio de la eficiencia cuantica maxima en células de P. fricornutum expuestas a
PAR+UVR (tridngulos y linea discontinua) y PAR (circulos y linea continua) en el control
(simbolos abiertos) y en el tratamiento +DTT+CAP (simbolos cerrados) para células aclimatadas a
LL. Se caracteriz6 el cambio durante el tiempo de exposicion a luz saturante (a) y su recuperacion
posterior en luz tenue (b). Las lincas representan el ajuste de los datos al modelo de Hanelt
(delgadas, control y gruesas, +CAP).

Efecto sobre NPQ

La cinética de induccidon de NPQ demuestra que con CAP hay una expresion similar

al control en PAR (Fig. 25a), con valores maximos promedio de 3.08. Esto demuestra que
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el CAP no afectd la sintesis de pigmentos fotoprotectores ni la expresion de NPQ. En el
tratamiento con UVR, en cambio, el NPQ maximo en CAP fue significativamente menor al
control (t-Student, p<0.05). No se observaron diferencias en los valores méaximos de
induccion de NPQ entre los tratamientos de luz con CAP, pero si en el periodo de
recuperacion. Las células expuestas a PAR+UVR presentaron una disipacion del NPQ de
solamente el 60% con respecto al maximo valor después de una hora en obscuridad (Fig.
25a).

Con la adicién de +DTT+CAP el ascenso de la disipacion térmica ocurrid a partir
de los 20 min en el tratamiento de PAR+UVR. En el tratamiento de PAR se observo un
incremento importante desde los primeros minutos de exposicion aunque
_significativamente menor al control. El cambio de la cinética de induccion es debido al
efecto del DTT. Sin embargo, a diferencia del tratamiento con este inhibidor solamente, el
NPQ presentd valores maximos similares al control en PAR+UVR. Asimismo, el NPQ
maximo en la exposicion con UVR no present6 diferencias significativas con el tratamiento

sin UVR.
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Figura 25 a y b. Induccion de la disipacion térmica del exceso de energia (Non photochemical
quenching) en células de P. tricornutum expuestas a luz saturante con PAR+UVR (simbolos
cerrados) y PAR (simbolos abiertos), en (a) control (circulos) y tratamiento +CAP (tridngulos), (b)
control (circulos) y tratamiento +DTT+CAP (triangulos) y su posterior disipacion en obscuridad.
Las células fueron aclimatadas a LL.
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11.3.3.4. Resumen de resultados LL.

- En presencia de UVR, el F,/F,, presentd valores mas bajos durante la exposicion y
recuperacion, asi como una tasa de recuperacién rapida menor (Fig. 17).

- No se observaron diferencias significativas en el cambio de la concentracion de pigmentos
del XC, entre los tratamientos con y sin UVR después de una hora de exposicion a luz
saturante, pero si sobre la interconversion de los pigmentos Vx y Zx del XC; (Tabla IV).

- El contenido total de pigmentos deepoxidados (Dtx+Zx+0.5*Ax) y el DPS; fueron
significativamente mas bajos en PAR+UVR (Fig. 19).

- La diferencia en los valores de F,/F, entre PAR+UVR y PAR en el tratamiento con DTT
es un 25% menor en el tratamiento con UVR durante todo el periodo de exposicion (Fig
11a).

-En presencia de UVR, el efecto sobre los mecanismos de fotoproteccion a la hora de
exposicion (DTT ya no tuvo efecto) fue mayor, lo que se vio6 reflejado en valores mas bajos
de NPQ y DPS (Figs. 21 y 22b).

- El tratamiento +CAP presenté valores de F,/Fy, significativamente menores al control
tanto en la exposicion a PAR+UVR como en la recuperacién (Fig. 23), lo que indican un
mayor dafio del PSIL

-El mayor dafio al PSII en +CAP, podria deberse a la reducciéon de los pigmentos
deepoxidados en presencia de UVR, lo que se ve reflejado en los valores de NPQ mas bajos

(Fig. 25a).
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I1.3.4. Comparacion del efecto de UVR sobre las respuestas fotoprotectivas en células

aclimatadas a baja y alta intensidad de PAR.

11.3.4.1. Efecto de la UVR sobre la eficiencia cuantica maxima del PSII.

Las células aclimatadas a baja luz presentaron valores de F/F,, un 25 y 22%
menores que las células aclimatadas a HL a los 60 minutos de exposicion a PAR+UVR y
PAR respectivamente (Fig. 26a,b; Tabla VI). La diferencia entre la reduccion de F,/F,
debido al UVR fue un 3% mayor en LL que en HL (Tabla VII). El ajuste exponencial doble
realizado mostréd que la reduccion de F,/Fen LL es explicada con una séla exponencial, ya
que el componente rapido representd la mayor proporcion de la inhibicion (82%) y la tasa
de inhibicion lenta fue cero (Tabla VI). Por lo tanto, la reduccion de F,/F,, esta asociada a
un solo componente con una constante relativamente lenta (4=0.07 mm“). Por otro lado en
HL, ambos componentes, el rdpido y lento contribuyeron en proporciones similares a la
reduccion de F,/F,, (rapido: 45%; lento: 55%). Sin embargo, la tasa de inhibicion del
componente rapido fue de dos drdenes de magnitud mayor en HL con respecto a LL (Figs.
26a,b; Tabla VI). Lo anterior indica que las células aclimatadas a HL presentan
mecanismos fotoprotectivos de activacion mas rapidos que aquellas que crecieron en LL.

En la recuperacion, el incremento de la eficiencia cudntica maxima después de una
hora de luz tenue, fue s6lo un 10% menor en LL (Fig. 26¢c,d; Tabla VI). Durante este
periodo, las diferencias entre las aclimataciones fueron menores, el componente rapido
contribuy6 en un 73% y en un 60% en LL y HL respectivamente. Asimismo, las tasas de
recuperacion rapida fueron similares entre las aclimataciones a baja y alta luz (Fig. 26c,d,

Tabla VI). Un pardmetro fundamental para describir la cinética de recuperacion es el ty,
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que es el tiempo en el que se alcanza la mitad de la recuperacién méaxima. Los valores de
t1» fueron 1.5 mas lentos en células LL expuestas a PAR+UVR en comparacion a células
aclimatadas a HL (Tabla VI). Esto refleja un mayor dafio al PSII en las células aclimatadas
a baja luz, que necesitan casi el doble de tiempo para lograr la recuperacion media en

presencia de UVR. (Tabla VII).
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Figura 26 a, b, ¢ y d. Cambio de la eficiencia cudntica maxima en células de P. tricornutum
expuestas a PAR+UVR (tridngulos) y PAR (circulos) aclimatadas a LL (simbolos cerrados) y HL
(simbolos abiertos). Se caracterizo6 el cambio durante el tiempo de exposicion a luz saturante (a,b) y
su recuperacion posterior en luz tenue (c,d). Las lineas representan el ajuste de los datos al modelo
de Hanelt. P.;p = % de contribucion del componente répido; k4, = tasa répida de inhibicién o de
recuperacion; Pie,,= % de contribucion del componente lento.
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Con la adicion de +DTT, las células aclimatadas a baja luz presentaron valores de
Fu/Fm un 21 y 9% menores que las células aclimatadas a HL a los 60 minutos de
exposicion a PAR+UVR y PAR respectivamente (Tabla VI). El efecto debido
exclusivamente al UVR fue un 12% mayor en LL que en HL (Tabla VII). La cinética de
inhibicion es explicada por una so6la funcidon exponencial, ya que la tasa del componente
lento es cero en ambas aclimataciones (Tabla VI).

Durante la recuperacion, no se observaron diferencias en los porcentajes de F,/Fy,
alcanzados después de una hora de luz tenue (Tabla VI) entre las células aclimatadas a HL
y a LL. Cuando se utilizo el parametro de ti» para analizar las diferencias entre
aclimataciones, no se observaron diferencias en el tiempo requerido para la recuperacion
media entre las células HL y LL expuestas a PAR, pero si en aquellas con exposicion
PAR+UVR (recuperacion 15% mas lenta en LL) (Tabla VI).

En el tratamiento +CAP, las células aclimatadas a baja luz, presentaron una mayor
reduccion de F,/F, en un 10% en comparacion a células aclimatadas a alta luz en las
exposiciones a PAR+UVR (Tabla VI). En el periodo de recuperacion, los valores de F,/Fy,
fueron mayores en LL en un 14% para el tratamiento con UVR que en HL (Tabla VI). Los
tiempos medios de recuperacion fueron mucho mayores (probablemente no se llega nunca
a la recuperacion total) en las células que crecieron en HL (Tabla VI).

La combinacion de DTT y CAP, resulté en porcentajes de reduccién de la
eficiencia cuantica maxima muy similares en ambas aclimataciones. La tasa de induccion
rapida fue casi igual en las células aclimatadas a alta y baja luz, con valores de un orden de

magnitud mayor en el tratamiento PAR+ UVR en comparaciéon a PAR (Tabla VI).
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Después de una hora de luz tenue, las células aclimatadas a LL presentaron una
recuperacion similar en PAR+UVR y una recuperacion aproximadamente un 15% mayor
en PAR en comparacion a las células aclimatadas a HL. (Tabla VI). Asimismo, el tiempo
medio de recuperacién fue mucho mayor (probablemente no se llega nunca a la

recuperacion total) en HL en presencia de UVR (Tabla VI).
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Tabla VII. Diferencia entre el porcentaje de disminucién de la méxima eficiencia cuantica a los 60
min de exposicion a alta luz entre el tratamiento PAR+UVR y PAR. Asimismo se presenta la
diferencia después de 60 min de recuperacion en luz tenue para el control y los tratamientos +DTT,
+CAP y +DTT + CAP en células aclimatadas a alta luz (HL) y baja luz (LL). La linea de puntos
indica que ¢l célculo no se hizo debido a que el CAP no funciond en PAR.

% de reduccién de Fv/Fm Induccién (60 min) Recuperacion (60 min)
debido exclusivamente a la
UVR [(PAR+UVR) - (PAR)] [(PAR+UVR) - (PAR)]
HL LL HL LL
CONTROL -11 -14 -6 -9
DT -10 =22 -9 -12
CAP +1 e 34 e
DTT+CAP -8 -10 -13 -24

11.3.4.2. Efecto del UVR sobre los procesos involucrados en la disipacion térmica:
induccion de NPQ e interconversion de los pigmentos del XC.

Los valores maximos de NPQ fueron muy similares entre las aclimataciones en
cada uno de los dos tratamientos de luz. Sin embargo, la tasa de induccion del NPQ fue
significativamente mas baja (t-Student, p<0.05) en LL, en aproximadamente un 25% (Tabla
VIII). Lo anterior, confirma que la activacion de los mecanismos fotoprotectivos fue mas
rapida en los organismos aclimatados a alta irradiancia.

Por otro lado, la si se comparan los valores maximos de NPQ entre PAR+UVR y
PAR, en el tratamiento con UVR el NPQ alcanzé valores un 5 y un 20% mas altos en HL y

LL respectivamente (Tabla VIII).
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Tabla VIII. Comparacion de los valores maximos y de tasas de induccion de NPQ entre las células
de P. tricomutum aclimatadas a HL y LL para los tratamientos PARTUVR y PAR. Una diferencia
en el NPQ méximo o en la tasa de induccion de NPQ (k) entre HL y LL a un nivel de significancia
de 0.01 se denota por **; n.s: diferencias no significativas (prueba t-Student).

NPQ PAR + UVR PAR
HL LL HL LL
Miéximo de induccion 3.20 B Ga. 307 275
k (tasa de induccion, min™) 0.818 0657 0.617 0.454™

El contenido total de pigmentos del XC; (Ddx+Dtx) antes de la exposicion fue
significativamente menor en LL (Tabla IX). Después de una hora de exposicion, HL
presentd un aumento del pool de pigmentos del XC, del 40 y 50% en los tratamientos con y
sin UVR respectivamente, mientras que LL, increment6 el contenido de Ddx+Dtx en un
25% en PAR+UVR y en un 35% en PAR (Tabla IX). Por lo tanto, HL mostr6 una mayor
capacidad de sintesis de novo de pigmentos XC, que LL. Asimismo, en ambas
aclimataciones, el incremento en el contenido de Ddx+Dtx fue mayor en el tratamiento de
exclusion de la UVR. Lo anterior, indica que la UVR afectd negativamente a la sintesis de
novo de pigmentos del XC,. Asimismo, el contenido total de pigmentos XC (XC;+XC,) es
mayor en las células HL con respecto a células LL s6lo en el tratamiento sin UVR (Tabla
IX).

Por otro lado, la interconversién de Dtx, se vio mas favorecida en la aclimatacion
HL, solo en ausencia de UVR, donde tanto la concentracion de Dtx como la tasa de
deepoxidacion presentaron un aumento significativamente mas alto en las células
aclimatadas a HL en comparacion a aquellas aclimatadas a LL (Tabla IX). Asimismo, en

las microalgas aclimatadas a alta luz, tanto la tasa de deepoxidacion como el contenido de
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Dtx a los 60 min de exposicion fueron significativamente menores (40% mas bajos
respectivamente) en PAR+UVR en comparacion a PAR. Esta diferencia no se observé en
los organismos aclimatados a baja luz (Tabla IX). Asimismo, el efecto debido
exclusivamente a la UVR, se observé de forma mas pronunciada en las células aclimatadas
a alta luz, en las que tanto el aumento del contenido total de pigmentos del XC, de
pigmentos del XC; y de Dtx, el DPS; y la tasa de deepoxidacion disminuyeron en mayor
porcentaje en comparacion a las células aclimatadas a LL durante la hora de exposicion

(Tabla IX).

Tabla IX. Comparacion del contenido de pigmentos del XC, inicial y del cambio en el contenido de
XC y de Dtx, del estado de deepoxidacion (DPS) y de la tasa de deepoxidacion a los 60 min de
exposicion entre células de P. tricornutum aclimatadas a HL y LL en los tratamientos PAR+UVR
y PAR. Se calcul6 el efecto exclusivo del UVR (+UVR) como la diferencia entre PAR+UVR y
PAR para todas las variables. Una diferencia en el contenido de los pigmentos, DPS y/o tasa de
deepoxidacion entre HL y LL a un nivel de significancia de 0.05 se denota por *; a 0.01 por **, a
0.001 por ***; n.s: diferencias no significativas (prueba t-Student).

PAR+UVR PAR +UVR
HL LL HL LL HL LY
Ddx+Dtx inicial
* #
(mol.100mol” Chla) 34.06 25.32 21.23 22.40
DPS inicial
[(Di/(Ddx+Dix)] 0.03 0.01 0.02 0.009
A 60-0min Ddx+Dtx
2 23.1 10.0%* 33.0 10.8* -10 0
(mol.100mol™ Chla) (-28%)
A 60-0min Dtx
-l 16.1 15.6"* 243 16.7%* -8 -1
(mol.100mol™ Chla) (-40%) (-7%)
A 60-0min DPS
0.34 046" 0.40 0.49 " -0.06 -0.03
[(Dtx/(Ddx+Dtx)] 15%) 6%)
Tasa de deepoxidacion
iy 0.016 0.020™ 0.027 0.018%* -0.01 +0.002
(-40%) (+10%)
A 60-0min XC,+ XC, 13.9 13.4 29.9 11.6 -16 1.8
¥ (-64%) (14%)
(mol.100mol™ Chla) 1 75 1.30 1.90 1.48
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11.4. Discusion

11.4.1. Caracteristicas fotoprotectivas de células aclimatadas a baja y alta luz y su

relacion con la respuesta al UVR.

Asi como lo reportan varios autores para especies de microalgas marinas (Demers
et al., 1991; Casper-Lindley y Bjorkman, 1998; Lavaud et al., 2002; Dimier et al., 2007),
las células aclimatadas a alta luz (HL) poseen una capacidad de fotoproteccion mayor,
reflejada en valores de NPQ, conjunto de pigmentos XC y una acumulacion de Dtx
significativamente mayores que en células aclimatadas a bajas intensidades de luz (LL). La
mayor capacidad de fotoproteccion en organismos adaptados a alta intensidad de luz, es
probablemente la principal causa de la mayor y relativamente répida recuperacion de la
eficiencia cudntica maxima después de estar expuestas a un estrés por luminico (van de Poll
et al., 2006; Garcia-Mendoza y Colombo-Pallota, 2007).

En el presente estudio, una caracteristica importante que define condiciones
fisiologicas diferentes entre aclimataciones, es que la cinética de reduccion de F,/F,, en
células aclimatadas a LL es muy diferente a la de células aclimatadas a HL. El descenso de
F,/Fy en las células aclimatadas a LL, no puede ser explicado por dos funciones
exponenciales de acuerdo al modelo de Hanelt (1998). En LL la tasa del componente lento
de inhibicion es tan lenta (no diferente de cero) que anula este componente. Por lo tanto, un
solo proceso es el dominante en la reduccion de la eficiencia cuantica maxima del PSIL
Este proceso probablemente estd asociado al dafio del PSII, ya que presenta una tasa lenta
comparada con procesos relacionados a la fotoproteccion, los cuales ocasionan una caida

rapida de F,/Fy, en los primeros minutos de exposicion. Estos ultimos tienen un papel
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importante en la cinética de reduccion de F,/F,, en células aclimatadas a HL. Por lo tanto,
los procesos dominantes en la reduccion de la eficiencia cuantica maxima en las células
aclimatadas a luz alta, son los mecanismos de fotoproteccion. Los cultivos aclimatados a
alta intensidad de PAR, presentaron tasas de deepoxidacion de los pigmentos del XC e
induccion de NPQ mucho mas rapidos que las células aclimatadas a baja luz (Tablas VIII y
1X). Asimismo, estas células acumularon una mayor cantidad de pigmentos deepoxidados
en condiciones de luz estresante. Lo anterior, se vio reflejado en la reduccion de F,/F,, en
la aclimatacion a HL, donde se diferencian los componentes rapido y lento, y donde el
primero, el componente relacionado a la regulacion (caida rapida de F,/Fy,) y asociado a los
mecanismos de fotoproteccion, es el mas importante. Ademas de influir en la cinética, la
expresion de la fotoproteccion en HL ocasiond que la reduccién de F/F,, fuera mucho
menor que LL durante el periodo de exposicion (Figs. 26a,b).

Por lo tanto, si existio una clara diferencia entre las dos aclimataciones respecto a
su sensibilidad a luz saturante. Esta diferencia es clara tanto en la reduccion de F,/F, en luz
como su posterior recuperacion asociado a una mayor expresion de los mencanismos de
fotoproteccion en células aclimatadas a HL. Sin embargo, no se encontraron diferencias
significativas en los valores maximos de NPQ entre las dos aclimataciones. La similitud
entre los valores de NPQ se puede explicar por una reduccion substancial de Fy, asociada al
fotodafio en LL, lo cual se reflejé en la menor eficiencia cudntica medida para células de
esta aclimatacion y en el NPQ remanente en obscuridad después de luz saturante.

Lo anterior coincide con lo reportado por van de Poll et al. (2006), que observan
que bajo condiciones de exposicion saturante, la reduccion de F,/F,, es mas pronunciada en

celulas de Thalassiosira weissflogii y Thalassiosira antarctica aclimatadas a baja luz (10
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pmol cuanta m™~s™) en comparacion con aquellas aclimatadas a alta luz (300 pmol cuanta
m? s'). Neale et al. (1998) demuestran que células de Gymnodinium sanguineum
aclimatadas a una intensidad de luz cinco veces mayor presentan menor disminucioén de
Fo/Fin que aquellas aclimatadas a baja luz. Asimismo, Hanelt (1998) reporta que
organismos aclimatados a altas intensidades de luz (macrofitas de la zona intermareal),
presentaron una disminucién mds rdpida de la eficiencia fotosintética cuando fueron
expuestas a alta luz y una recuperacién mas rapida en el periodo de luz tenue que algas
aclimatadas a una menor intensidad de luz (provenientes de aguas mas profundas).

Con respecto a la sintesis de pigmentos fotoprotectores se observé que el contenido
de pigmentos del XC, (Ddx+Dtx) antes de la exposiciéon y su aumento después de la hora
de luz saturante fue significativamente mayor en las células aclimatadas a HL (Tabla [X).
Asimismo, el aumento en el contenido de Dtx (ADtx) a la hora de exposicion y la tasa de
deepoxidacion en el tratamiento PAR, fueron significativamente mas altos en las algas
crecidas a irradiancias altas (Tabla IX). Otra respuesta fotopotectiva que se detectd entre
aclimataciones fue que la sintesis de novo de pigmentos del XC es una estrategia
importante, ya que células aclimatadas a HL sintetizaron aproximadamente un 15% mas
pigmentos del XC; que células aclimatadas en LL (la importancia de la sintesis de novo se
discute en una seccion posterior). Lo anterior demuestra que P. trincornutum aclimatada a
alta intensidad de luz puede desarrollar una capacidad mayor de fotoproteccion mediante la
la sintesis de pigmentos asociados al XC. En concordancia, Demers et al. (1991)
demostraron que células de Alexandrium excavatum aclimatadas a altas irradiancias,

incrementan el contenido de pigmentos del XC durante exposiciones a luz saturante como

mecanismo de fotoproteccion.



L0 i

11.4.2. Efecto de la UVR sobre la eficiencia cuantica maxima y la disipacion térmica. Su

relacion con el ciclo XC.

11.4.2.1. Efecto de la UVR sin inhibidores.

Estudios comparativos realizados con microalgas, han demostrado que el efecto
conjunto del PAR y UVR sobre la eficiencia cuantica maxima resulta en un mayor
descenso de la misma y una menor recuperacién en comparacién con exposiciones
exclusivas a PAR o a UVR (Montero et al., 2002; Shelly et al., 2003; Garcia-Mendoza et
al., 2005). Por lo tanto, si el XC es uno de los blancos principales del UVR, se esperaria
que la disminucion en la capacidad fotoprotectora aumentara la sensibilidad al PAR, y por
lo tanto se observara una diferencia en la eficiencia cudntica méxima entre PAR+UVR y
PAR. En este estudio, los efectos de la UVR sobre la eficiencia cudntica maxima se
reflejaron en una mayor reduccion de la misma durante la exposiciéon (12.5% mayor) y en
una menor recuperacion en luz tenue (7% menor) en comparacion a PAR (Tabla VII).
Aunque no se observaron diferencias en las cinéticas de induccidn ni de recuperacion, si se
presentaron diferentes t;, de recuperacion de un 50% mayor para LL y para HL en el
tratamiento PAR+UVR (Tabla VI). Por lo tanto, en ambas aclimataciones la UVR tuvo un
efecto fotoinhibitorio sobre el PSII.

Un objetivo principal este estudio es discernir los procesos implicados en la
reduccién de F,/F, debido al UVR. Por lo tanto, las diferencias observadas en el cambio del
contenido de los pigmentos del XC debido a la UVR (Tabla IX) en células aclimatadas a
HL y LL, revelan que esta respuesta se ve afectada por esta radiacién y puede estar

implicada en la reduccion de la eficiencia cuantica maxima. El cambio en el contenido de
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Dtx, el DPS y la tasa de deepoxidacion fueron afectados por el UVR de manera mas
pronunciada en las células aclimatadas a HL en comparacion a aquellas aclimatadas a LL.
El contenido de Dtx disminuyé aproximadamente un 10%, el DPS un 50% y la tasa de
deepoxidacion un 80% mas debido al UVR en HL que en LL (Tabla IX). Asimismo, el
cambio de los pigmentos deepoxidados con respecto a su concentracion en el tiempo cero,
es aproximadamente un 25 y 12% menor en presencia de UVR para HL y LL
respectivamente (Tablas I1 y IV). De acuerdo a las diferencias observadas entre los
tratamientos de luz para los pigmentos del XC; (Vx, Ax, Zx), la UVR afecté negativamente
la interconversién a Zx en un 95 y 65% en las aclimataciones a alta y baja luz
respectivamente (Tabla Il y [V). Lo anterior indica que la UVR afecta en mayor medida la
deepoxidacion de los pigmentos del XC en las células que poseen mecanismos de
fotoproteccion mas desarrollados. Los mecanismos de regulacion rapida serian entonces el
principal factor que produce la reduccion de la maxima eficiencia cuantica en dicha
aclimatacion y su posterior recuperacion.

Se ha reportado que el NPQ es mayor en exposiciones conjuntas de PAR y UVR en
P. tricornutum, asi como una estimulacion de la deepoxidacion de Ddx en presencia de
UVR (Sobrino et al., 2005; Goss et al., 1999). Sin embargo, otros autores han demostrado
que la inclusién de UVR durante exposiciones a PAR, produce el efecto inverso sobre el
XC en diatomeas (Mewes y Ritcher, 2002; Garcia- Mendoza et al., 2005). En este estudio,
aunque no se detectaron diferencias en la induccién de NPQ con la inclusion del UVR, si se
observo una menor produccion de pigmentos deepoxidados en el tratamiento PAR+UVR.
La formacion de NPQ no estd exclusivamente ligada al componente qE, ya que la

reduccion de Fy, puede deberse a otros factores, principalmente al dafio en el PSII. Esto
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ultimo puede observarse en el remanente de NPQ en obscuridad después del estrés por luz.
Por lo tanto, la similitud en NPQ entre los diferentes tratamientos de luz y aclimataciones
no indican necesariamente la misma proteccion. Lo anterior se reflejé en la comparacion
entre LL vs HL, donde el NPQ méaximo es similar, pero el primero es mas sensible a alta
luz: mayor caida de F,/F,. Esto ultimo estd relacionado con un menor contenido de

pigmentos del XC y una menor capacidad de producir pigmentos deepoxidados en alta luz.

11.4.2.2. Uso de inhibidores fisiologicos para dilucidar el efecto del UVR sobre los

mecanismos de fotoproteccion.

11.4.2.2.1. Efecto del DTT.

El inhibidor de la deepoxidacion de los pigmentos del XC fué 100% efectivo en los
primeros 20 minutos de exposicion. La reduccién de F,/F,, entre PAR+UVR y PAR a los 5
y 15 minutos de exposicion (Fig. 11a) fue muy similar en las células aclimatadas a HL. Lo
anterior indica que al bloquear la fotoproteccion, la reduccion de F,/F, se debiod
principalmente al balance entre fotodafio y reparacion del PSII, y que éste no fue
significativamente diferente entre el tratamiento de PAR y PAR+ UVR. En contraste, el
efecto del UVR con DTT fue diferente en las células aclimatadas a LL. La diferencia en la
reduccion de la eficiencia cudntica méaxima entre los tratamientos PAR+UVR y PAR a los
15 minutos de exposicion fue significativa (Fig. 20a) por lo que el bloqueo de la
deepoxidacion de pigmentos del XC no afectdé de manera importante el efecto del UVR

sobre el PSII. Asimismo, el aumento del t;;, de recuperacion en presencia de UVR no fue
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tan marcado en algas que crecieron en HL (20% mas alto en PAR+UVR que en PAR)
como en algas que crecieron en LL (40% mas alto en PAR+UVR que en PAR) (Tabla VI).

Por otro lado, aunque el DPS fue 5 veces menor que en el tratamiento sin DTT, se
observo un aumento significativo a los 60 min con respecto al inicio de la exposicion (Fig
13b y 22b). Lo anterior ocurrié por la restauracion de la deepoxidacion en los ultimos 30
min de exposicion, debido a que el efecto del DTT no fue efectivo durante toda la hora de
exposicion. Diversos autores han observado este efecto incompleto del DTT a
concentraciones bajas de este inhibidor, las cuales se aplican para evitar cualquier efecto
secundario del mismo (Neubauer C., 1993; Garcia-Mendoza et al., 2002). En ausencia del
UVR, el DPS fue 3 veces mas alto que en PAR+UVR. Por lo tanto, la tltima media hora
puede considerarse un control, donde el patrén de mayor disminucion del DPS en presencia
de UVR se repite. Lo anterior podria explicar el mayor ascenso del NPQ en PAR (Figs. 12
y 21) y podria mostrar algin efecto conjunto del DTT y el UVR.

Al respecto, Olaizola et. al (1994) y Olaizola y Yamamoto (1994), reportan un
aumento de la concentracién del pool XC; después de 30 min de exposicion a luz saturante
en P. tricornutum y Chaetoceros muelleri. Dichos autores proponen una cinética bifasica
para el NPQ, con una primera fase rapida debida principalmente a la deepoxidacion de
Ddx y una segunda fase de incremento después de 20 a 30 min de exposicion,
independiente de la actividad del ciclo XC; (por lo tanto, insensible a la adicion de DTT).
Este patron es observado claramente en este estudio, cuando la primera fase del NPQ es
casi anulada con la adicion de dithiotreitol (Figs. 12 y 21). Sin embargo, en presencia del

inhibidor, no se observa un incremento del pool XC; a los 60 min de exposicioén (Figs. 13a
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y 22a), por lo que este inhibidor también esta afectando la sintesis de novo de pigmentos

XC.

11.4.2.2.2. Efecto del CAP.

Si se comparan los valores de F,/F,, en el tratamiento +CAP en las células aclimatadas a
alta intensidad de luz, no se presentaron diferencias significativas entre los tratamientos de
luz durante la exposicion. Al respecto, Bouchard et al. (2005), no observan diferencias
entre los valores de F,/Fp, de exposiciones naturales a PAR+UVR y PAR en muestras de
fitoplancton incubadas con lincomicina (bloqueador de sintesis de proteinas codificadas en
cloroplasto). Aunque no hubo una recuperacion total de la maxima eficiencia cuantica en
ninguno de los dos tratamientos de luz, en PAR+UVR la recuperacién a la hora fue
significativamente menor que en PAR (Tabla X). Lo anterior se observa de manera mas
pronunciada cuando se comparan los t;» (Tabla VI), que en presencia de UVR son mucho
mas altos (tiempo indeterminado) que sin UVR (70 min). Si se compara el efecto exclusivo
de la UVR en el tratamiento de inhibicion de sintesis protéica con el control sin inhibidores,
se observa que la recuperacion es un 34% mas baja con CAP debido a dicha radiacién
(Tabla VII). Todo lo anterior podria indicar que cuando se bloquea la sintesis de novo de
D1 en células aclimatadas a alta irradiancia, la fotinhibicién por dafio directo sobre el PSII
y por reduccion de la capacidad de fotoproteccion producida por la UVR, se manifiesta
como una recuperacion mas baja (Fig. 14b). En concordancia, los valores de induccion de
NPQ cuando se anadi6 CAP, fueron mucho mas éltos en el tratamiento PAR+UVR
comparado con PAR en algas que crecieron en condiciones HL (Fig.16a). Este patrén

observado en las curvas de induccién y relajacion de NPQ, indicaria que el dafio sobre el
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PSII fue mas pronunciado en presencia de UVR. Ademas, en el periodo de obscuridad no
se produjo relajacion en las células expuestas a UVR (Fig.16a). Al respecto, Olaizola et al.
(1994) calcularon las fracciones del NPQ dependientes e independientes de Dix vy
observaron que en cultivos incubados con CAP la fraccion independiente de Dtx se
incrementa mas en comparacién al control y tratamiento con DTT. Esta fraccion
independiente del XC, se originaria a partir de los centros de reaccion danados del PSII
(fraccion del NPQ correspondiente a gl).

La mayor recuperacion de F/Fp, (14% mas alta) y los ti, de recuperacion menores
en las células aclimatadas a baja intensidad de luz en comparacion a las células aclimatadas
a HL (Tabla VI), indicarfa un mayor dafio debido al UVR en las ultimas. Lo anterior
concuerda con la ausencia de diferencias en los valores méximos de NPQ entre PAR+UVR

y PAR en las algas que crecieron en condiciones LL (Fig. 25a).

11.4.2.2.3. Efecto del DTT+CAP.

Con la adicion de ambos inhibidores, se pudo observar el dafio directo al PSII, descontando
tanto el efecto de la UVR sobre los mecanismos de fotoprotecciéon como sobre la reparacion
del PSII. Entonces, en la recuperacion, la diferencia constante entre PAR+UVR y PAR,
muestra la proporcion de dafio directo por UVR al PSII tanto en las células aclimatadas a
HL y a LL (Figs. 15b y 24b). Lo anterior indicaria que el dafio directo de la UVR sobre el
PSII no es tan importante cuando se omiten los mecanismos de fotoproteccion y de

reparacion.
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11.4.3. Sintesis “de novo” de pigmentos XC y su posible relacion con UVR.

Los efectos diferenciales observados sobre el ciclo XC durante exposiciones con y sin
UVR, no solo fueron sobre el XC; (conversion de Ddx a Dtx), sino que también se
detectaron diferencias en el ciclo XC, (conversion de Vx a Zx). Como lo reportaron Lohr y
Wilhelm (1999; 2001), P. tricornutum ademas de poseer el ciclo XC caracteristico del
grupo de las cromofitas de Ddx a Dtx (XC;), posee ademas el ciclo XC de Vx-Ax-Zx
(XC,), tipico de los grupos de algas verdes y plantas superiores. La acumulacién de los
pigmentos XC, depende de la sintesis de novo de carotenoides y de la actividad
deepoxidasa que se lleva a cabo preferentemente en condiciones de estrés por luz (Lohr y
Wilhelm 1999). La ruta biosintética propuesta por Lohr y Wilhelm (2001) en la cual estan

involucrados los dos ciclos se presenta en la Figura 27.
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B-Car Y growth rafe = 0.0005 min”
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Figura 27. Modelo hipotético de la ruta de sintesis de los pigmentos del ciclo XC en diatomeas.
Debajo de cada pigmento esta indicado el porcentaje de contribucion al total de carotenoides en P.
tricorrnutum en cstado estacionario de crecimiento en condiciones de baja luz (40 pmol cuanta.m’
25" Para cada paso de conversion, se indican el factor de recambio y la tasa de conversion (min™),
calculada para una tasa de crecimiento de 0.0005 min™. p-Car= B-Caroteno; Fx= fucoxantina.
Adaptado de Lohr y Wilhelm (2001).

El incremento del contenido total de pigmentos del XC (Tabla IX) y los cambios
particulares en los pigmentos del XC, (Tablas II y IV) observados en este estudio durante
exposicion a alta luz, indican que hubo una sintesis de novo de pigmentos XC. Este proceso
fue mas pronunciado en la aclimataciéon HL, donde el incremento del contenido total del
XC (Ddx+Dtx+Vx+Ax+Zx) fue 1.90 y 1.75 veces mas que el valor inicial a los 60 min de
exposicion en PAR y PAR+UVR respectivamente, mientras que en LL fue 1.45 y 1.30

veces mayor que en el tiempo cero (Tabla IX). Al respecto, Lohr y Wilhelm (1999)
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reportan un aumento del pool total de los pigmentos del XC de 2.5 veces con respecto al
contenido inicial en células aclimatadas a LL y expuestas a irradiancia saturante durante 6
hs. Asimismo, en este estudio la aclimatacion HL present6 una sintesis de pigmentos XC,
un 10% mayor a los 15 min de exposicion y un 15% mas alta a los 30 y 60 min de
exposicién en comparacion a la aclimatacion LL (datos no mostrados). Sin embargo, lo
anterior no se vid reflejado en los méaximos valores de NPQ ya que no presentaron
diferencias significativas entre las aclimataciones (Tabla VIII). La mayor tasa de induccién
de NPQ en las algas que crecieron bajo HL, podria ser consecuencia del mayor contenido
inicial de pigmentos del XC,; (Tabla IX) ya que no se observaron diferencias en la sintesis
de pigmentos del XC; a los primeros 5 min de exposicion entre las células aclimatadas a
HL y a LL (datos no mostrados).

Seglin el modelo de biosintesis de carotenoides (Lohr y Wilhelm, 2001), la
reduccion menor de Ddx en alta luz en relacion al aumento de Dtx observada en este
estudio (Tablas Il y IV), se debe a que probablemente la Ddx se esta reponiendo a través de
la conversion de Vx a Ddx. La acumulacion de Zx en condiciones normales, puede deberse
a la sintesis de novo de Zx a travez de su precursor criptoxantina (Cx). Bajo condiciones de
luz saturante, este pigmento mantendria sus niveles constantes porque la deepoxidacion esta
activa y no se puede epoxidar a Vx (Lohr, 1999) o si lo hace, se convierte rapidamente de
nuevo a Zx o a Ddx, por lo que probablemente no se ve una reduccidon de este altimo
pigmento en alta luz.

Los resultados demuestran que el UVR afectd el cambio del contenido total de
pigmentos del XC y su interconversion. La diferencia en la concentracion de pigmentos del

XC entre los tratamientos de exposicion con UVR y sin UVR indica que existié un efecto



- 106 -

sobre las reacciones involucradas en la interconversion de los mismos (a nivel sustrato o a
nivel enzima). Se ha documentado que la formacion de pigmentos deepoxidados resulta del
balance entre la reaccién de deepoxidacion (inducida por luz) y la reaccion de epoxidacién
(Pfiindel, 1994). La acumulacion menor de Zx, Vio y Ddx en el tratamiento PAR+UVR
indica que la reaccién de epoxidacion no se vio afectada por UVR. Por el contrario, Mewes
y Ritcher (2002) reportan que la UVR disminuye el estado de deepoxidacion en células de
P. tricornutum por el incremento de la actividad de la Dtx epoxidasa. Este efecto se deberia
al desacoplamiento de esta enzima de la membrana tilacoide provocado por la UVR. En
este estudio, si la UVR favoreciera la epoxidacion, se esperaria que hubiera més Vx y mas
Ddx en comparacion a PAR. Lo anterior no fue observado, por lo tanto, para explicar el
efecto de la UVR sobre los pigmentos del XC se plantea que el pigmento Dtx es degradado
por la UVR. Se propone esto, ya que las concentraciones de los tres pigmentos precursores
(Zx=> Vx = Ddx = Dtx) de la Dtx en las células aclimatadas a alta luz fueron mucho
menores en PAR+UVR en comparacion a PAR, pero la concentracion de Dtx fue similar
entre tratamientos (Tabla II). Calculando el balance del cambio de pigmentos del XC
después de 60 min en PAR hubo un aumento de 29.9 mol.100 mol™ Chl a del contenido
total (Tabla II). Lo anterior confirma que hubo una sintesis de novo de estos pigmentos. Por
otro lado, en PAR+UVR el cambio del contenido de pigmentos del XC después de la hora
de exposicion, fue de 13.9 mol.100 mol! Chl a (Tabla IX). Una de las posibles
explicaciones a este menor incremento, es que la UVR afecta el proceso de sintesis de novo
de pigmentos. Lo anterior no ha sido reportado en ningin otro estudio, por lo que deberia
ser confirmado con pruebas complementarias. Otra alternativa, es que en presencia de UVR

ocurra una degradacion y/o isomerazacion de algin pigmento del XC.
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Dimier et al. (2007) proponen que la cantidad de pigmentos carotenoides
precursores (p-caroteno+Vx+Ax+Zx) esta ligada a la cantidad de Ddx, y viceversa. Cuanto
menor sea la razon [(B-caroteno+Vx+Ax+7Zx) / Ddx], ocurrird una mayor acumulacion de
Ddx y una activaciéon del ciclo de las xantofilas mas rapido. En este trabajo, dicha
proporcion no mostro diferencias significativas entre las exposiciones PAR+UVR y PAR,
pero si entre las aclimataciones (datos no mostrados), siendo esta razéon menor en células
aclimatadas a HL en comparacion con células LL. Esto coincide con la mayor capacidad
de fotoproteccion mostrada por la aclimatacion a alta luz. La falta de diferencias en

\
contenido total de pigmentos del XC entre exposiciones con y sin UVR en las células que
crecieron en LL (Tabla IV) y la menor sintesis de novo (comparando 2XC normalizada por
el contenido de pigmentos al tiempo cero) en comparacion a las células que crecieron en

luz alta (Tabla IX), demostrarian que el UVR afecta los pigmentos del XC en mayor grado

en las células HL que poseen mecanismos de fotoproteccion mas desarrollados.

I1.4.4. Conclusiones

- Las exposiciones cortas a PAR+UVR tienen un efecto fotoinhibitorio sobre el PSII de
Phaeodactylum tricornutum.

- La mayor reduccion de la eficiencia cuantica maxima en presencia de UVR se debid
principalmente a la afectacion de los mecanismos de regulacion rapida (XC) en células HL
y a dafio directo en el PSII en células LL.

- No se presentd un efecto negativo sobre la induccion de NPQ pero si sobre la

deepoxidacion de pigmentos XC, de manera mas pronunciada en las células aclimatadas a

L,
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- El bloqueo de la deepoxidacién de los pigmentos del XC con DTT demostrdé que la
afectacion del balance reparacion-dafio del PSII debido a la UVR no fue importante en la
aclimatacion HL, pero si en la LL.

- El bloqueo de la reparacion de la proteina D1 por CAP demostrd que la afectacion de los
mecanismos fotoprotectivos y el dafio directo al PSII debido a la UVR fue importante en
HL. Lo anterior se reflejo en los valores de induccion y relajacion de NPQ muy altos, que
demostraron dafio al PSII.

- El bloqueo simultdneo de la deepoxidacion de los pigmentos del XC y de la reparacion de
la proteina D1 (DTT+CAP) demostré6 que el dafo directo al PSII por UVR no fue
importante.

- La sintesis de novo de pigmentos del XC se vi6 afectada negativamente por la UVR.
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Por lo tanto, en células que presentaron mayor capacidad fotoprotectora, la
fotoinhibicion causada por la UVR en tiempos cortos de exposicién, fue debida
mayormente a la disminuciéon de la capacidad fotoprotectora al PAR en comparacion al
efecto directo de esta radiacion sobre el PSIL Por lo tanto, en tiempos cortos de exposicion,
el efecto de la UVR aumento la susceptibilidad de dafio debido al PAR.

La conclusion general de este estudio es que la UVR aumenta la susceptibilidad al
dafio por PAR en organismos que poseen una expresion elevada de los mecanismos de
fotoproteccion. El estudio de este efecto podria ser continuado en organismos que tengan
expresado al méaximo los procesos de disipacion térmica, ya sea por aclimatacion a

mayores intensidades de luz o por aclimatacion a luz intermitente.
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