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Resumen

La disipacion térmica del exceso de energia es uno de los mecanismos de fotoproteccion mas
importantes de plantas y algas, ya que proporciona resistencia a condiciones de estrés luminico.
La disipacion no fotoquimica de la fluorescencia del fotosistema IT (NPQ por sus siglas en inglés)
es el proxy utilizado para medir la disipacion térmica. En plantas, tres elementos son esenciales
para el control del NPQ: la acidificacion del lumen tilacoidal, la protonacion de la proteina PsbS
y la interconversion de los pigmentos carotenoides a través del ciclo de las xantofilas. E1 NPQ en
el alga café Macrocystis pyrifera esta controlado principalmente por el ciclo de las xantofilas
pero no se conocen las proteinas que intervienen en la regulacion de este proceso y no se han
detectado homologos del gen que codifica para la proteina PsbS en plantas. Por lo tanto, la(s)
proteina(s) involucradas en la disipacion térmica de esta alga deben ser distintas a las de plantas.
El objetivo de este estudio fue el de identificar a las proteinas que podrian estar involucradas en
el control del NPQ en M. pyrifera. Se evalud la concentracion de proteinas en tejido colectado a
diferentes profundidades de la columna de agua, asi como los cambios en la expresion de
proteinas de la antena durante un periodo de aclimatacion de tejido a baja luz. Se utilizaron 3
anticuerpos contra proteinas de las antenas periféricas de diatomeas y plantas superiores (anti-
LHCSR, anti-Fcp2 y anti-Fcp6) para evaluar los niveles de expresion de proteinas reconocidas
por estos anticuerpos bajo diferentes condiciones de fotoaclimatacion. Asimismo, se midio la
capacidad de NPQ y la concentracién de pigmentos en cada una de las aproximaciones anteriores.
Se observd una mayor concentracion de las proteinas detectadas por el anti-LHCSR y el anti-
Fcp6 en tejido aclimatado a altas irradiancias (superficie) con respecto a tejido aclimatado a baja
luz. Esta concentracidon se asocid a una alta capacidad de NPQ y una alta concentracion del
pigmento fotoprotector zeaxantina. Por otro lado, durante la aclimatacion de tejido colectado en
superficie y expuesto a baja luz, se observo una disminucion en la expresion de las proteinas
detectadas por los anticuerpos anti-LHCSR y anti-Fcp6 de aproximadamente 22 kDa, asi como
una reduccion en la capacidad de NPQ asociada a una disminucion en la actividad del ciclo de las
xantofilas. No se detectaron cambios en la expresion de la proteina de 18 kDa detectada por el
anti-Fcp2, lo que siguiere que este tipo de antenas no presentan una modulacidon con respecto a
los cambios de luz. En este trabajo se propone que la proteina de la antena de un peso molecular
de aproximadamente 22 kDa interviene en la induccion del NPQ en M. pyrifera. Probablemente
el sitio de quenching estd presente en esta proteina de acuerdo al modelo del control de este
proceso propuesto para algas cafés.

Palabras clave: disipacién térmica, ciclo de xantofilas, proteinas de la familia LHCSR,
Macrocystis pyrifera
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Abstract

The thermal dissipation of excess energy represents an important photoprotective mechanism in
plants and algae, providing resistance under stress conditions. The non photochemical quenching
of chlorophyll a fluorescence of photosystem II (NPQ) is the proxy to measure the thermal
dissipation. Three elements are essential to induce NPQ in plants: the thylakoid lumen
acidification, the protonation of PsbS protein and the pigment interconversion of the carotenoids
involved in the xanthophyll cycle. In the brown alga Macrocystis pyrifera the NPQ is strongly
related to xanthophyll cycle pigment inteconversion, but it is not known which proteins are
involved in the regulation of this process. Since no homologs of the PsbS gene of plants has been
detected in brown algae, the protein(s) involved in the regulation of thermal dissipation in these
algae must be different from those that regulate NPQ in plants. The goal of this study was to
identify the proteins involved in NPQ development in M. pyrifera. Therefore, protein
concentration was evaluated in tissue collected at different depths of the water column, as well as
changes in the expression pattern of antenna proteins during acclimation to low light of blades
collected at surface. Anti-LHCSR, anti-Fcp2 and anti-Fcp6, raised against peripheral antenna
proteins of green algae and diatoms, were used to evaluate the expression levels of proteins
recognized by these antibodies under different photoacclimation conditions. Also, we measure
the NPQ capacity and pigment concentration in the previous approaches. The concentration of
proteins of 22 kDa recognized by the anti-LHCSR and anti-Fcp6 was higher in high light
acclimated tissue in contrast to low light acclimation. The high levels of these proteins were
associated with a high NPQ capacity and a high concentration of the photoprotective pigment,
zeaxanthin. Furthermore, a reduction in the expression of the proteins recognized by the anti-
LHCSR and anti-Fcp6 antibodies was detected during the low light acclimation of tissue
previously acclimated to high light. In parallel, NPQ capacity and the xanthophyll cycle activity
decreased during the acclimation period. We did not detected changes in expression of the 18
kDa protein recognized by the anti-Fcp2, suggesting that the concentration of this protein is not
regulated with changes in the light intensity. We propose that a protein of about 22 kDa in size is
involved in the NPQ induction of M. pyrifera. Probably the quenching sites are present in this
protein, according to the regulatory model proposed to brown algae.

Key words: thermal dissipation, xanthophyll cycle, LHCSR proteins, Macrocystis pyrifera.
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1. Introduccion

La cantidad de luz en los ambientes naturales puede variar en diferentes 6rdenes de magnitud y
tiempo (Allen, 1998), por lo que los fotdtrofos han desarrollado mecanismos para optimizar la
captacion de este recurso cuando es limitante y minimizar su efecto negativo cuando se presenta
en exceso. Los organismos fotosintéticos pueden absorber mas energia de la que pueden utilizar
en las reacciones de fotosintesis y esta energia en exceso puede causar dafo fotooxidativo en el
aparato fotosintético, especialmente en el fotosistema II (FSII), que se manifiesta como
fotoinhibiciéon y reducciéon de la actividad fotosintética, el crecimiento y productividad del

organismo (Takahashi y Badger, 2011).

La fotoinhibicion se manifiesta como una disminucion, transitoria o permanente, en la
eficiencia cuantica de los fotosistemas (moles de CO; fijado por moles de fotones absorbidos)
(Osmond, 1994). Especificamente, se refleja como una disminucién de los FSII activos y debido
a que estos presentan una tasa de reparacion relativamente lenta, la reduccion de la eficiencia
cudntica del FSII normalmente persiste durante varias horas, aun en condiciones de oscuridad o
baja luz (Ohad ef al., 1984; Ruban et al., 2012). Debido a la necesidad de reducir el proceso de
fotoinhibicion en ambientes de alta luz, se ha generado una fuerte presion selectiva de
mecanismos que reducen la acumulacion del exceso de energia en la maquinaria fotosintética

(Bjorkman y Demmig-Adams, 1995).

Los mecanismos de fotoproteccion pueden agruparse en los que previenen la absorcion de
luz, los que disipan el exceso de energia absorbida por el aparato fotosintético y los que eliminan
las especies toxicas generadas por el dafio fotooxidativo (Demmig-Adams y Adams, 1992). De
estos, el mas importante es la disipacion térmica del exceso de energia en el aparato fotosintético.
Cuando la energia de un foton ha sido absorbida por la clorofila a (Chl a), esta molécula es
llevada a un estado excitado y regresa a su estado basal por medio de diferentes vias (Fig. 1). La
energia de excitacion puede ser reemitida como fluorescencia, transferida a los centros de
reaccion (fotoquimica), disipada como calor o puede formar estados tripletes excitados de la Chl
a (Miiller et al., 2001). La reduccion no fotoquimica de la fluorescencia del fotosistema II (NPQ)

se utiliza como un proxy para la medicion de la disipacion térmica (DT).
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Figura 1. Vias de de-excitacién de la energia absorbida por la clorofila a. (1) Emision de
fluorescencia; (2) Fotoquimica; (3) Disipacion en forma de calor, DT; (4) Formacion de estados
tripletes excitados de la clorofila a y posterior formaciéon de radicales libres de oxigeno. La
reduccion no fotoquimica de la fluorescencia del FSII (NPQ) se utiliza como proxy para la medicion
de la disipacién en forma de calor. Modificado de Miiller ez al., 2001.

La DT de la energia en exceso es un mecanismo altamente regulado en el que intervienen
proteinas y pigmentos fotoprotectores especificos (Wilhem y Selmar, 2011). De los diferentes
elementos que intervienen en la regulacion de la DT en plantas superiores, el gradiente de
protones que se forma a través de la membrana tilacoide (ApH) es un mecanismo de control
fundamental, ya que permite un cambio rdpido de la funcidon de la antena del FSII: bajo
condiciones de alta luz este complejo puede actuar como un disipador de energia, mientras que
bajo condiciones de luz subsaturante funciona como un colector de energia eficiente (de Bianchi
et al., 2010). La deteccion de la reduccion del pH en el lumen (formacion del ApH) y la
transferencia de la sefial a proteinas especificas del FSII estd mediada por la proteina PsbS en
plantas superiores (Li et al., 2002). La protonacion de esta proteina induce cambios alostéricos y
separacion de complejos proteico-pigmentarios de la antena pigmentaria del FSII, que dan origen
a una induccion rapida del NPQ (de Bianchi ef al., 2010). Otro de los procesos involucrados en el
control de la DT en plantas estd asociado a la sintesis del carotenoide zeaxantina a través del ciclo
de las xantofilas (CX). El CX consiste en la de-epoxidacion del carotenoide violaxantina a
zeaxantina en condiciones de luz en exceso, y la reaccion inversa se lleva a cabo en condiciones
de oscuridad (Yamamoto et al., 1962). La violaxantina funciona como un pigmento colector de
energia y transfiere esta energia a la Chl a de los centros de reaccioén, mientras que la zeaxantina

actia como un pigmento fotoprotector, absorbiendo la energia en exceso en la antena proteico
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pigmentaria y disipandola como calor de manera segura (Morosinotto ef al., 2003). E1 CX genera
una induccion lenta del NPQ independiente de la proteina PsbS, ya que la DT dependiente de la

formacion de zeaxantina se activa aun en ausencia de dicha proteina (Nilkens et al., 2010).

Existen pocos trabajos sobre la caracterizacion de los mecanismos involucrados en la DT
en algas cafés y ninguno sobre el papel que juegan las proteinas de las antenas proteico-
pigmentarias en este proceso. Se ha reportado que en Macrocystis pyrifera el control molecular
de la DT es diferente al de las plantas superiores (Garcia-Mendoza y Colombo-Pallotta, 2007;
Garcia-Mendoza ef al., 2011; Ocampo-Alvarez et al., 2013). Las hojas del dosel (superficie) de
Macrocystis presentan niveles de NPQ significativamente mayores a los reportados en plantas
vasculares (Colombo-Pallotta et al., 2006). Esta “stiper” capacidad de NPQ esta asociada con una
alta acumulacion de zeaxantina, ya que la DT se ha relacionado solamente con la actividad del)
CX y, en contraste con plantas superiores, no estd controlada por el ApH (Garcia-Mendoza y

Colombo-Pallotta, 2007).

Ademas de los pigmentos de-epoxidados indispensables para la regulacion de la DT, un
factor importante para la formacion del NPQ es el sitio de unién de estos pigmentos. Estos sitios
de unioén probablemente estén ubicados en las antenas periféricas de los centros de reaccion. Sin
embargo, no se han identificado las proteinas involucradas en la regulacion y control de la DT en
M. pyrifera que pudieran estar asociadas a los pigmentos fotoprotectores. Recientemente se
reportd la presencia de genes que codifican a la familia de proteinas LHCSR ("Light harvesting
complex stress response proteins”) en el alga parda Ectocarpus siliculosus (Cock et al., 2010). En
M. pyrifera se detectd una transcripcion alta de genes que codifican para proteinas de esta familia
en tejido colectado en la superficie (expuesto a alta luz) comparado con tejido colectado a mayor
profundidad (Konotchick et al., 2013), lo cual indica que probablemente jueguen un papel

importante en el control de la DT.

Un control diferencial del NPQ entre algas pardas y plantas superiores, dos grupos
filogenéticos divergentes, tiene implicaciones evolutivas importantes ya que indica que el control
molecular de la disipacion térmica en el aparato fotosintético evolucioné de manera diferencial en
organismos que poseen arreglos diferentes del sistema colectores de luz, aun cuando tengan un

ciclo de las xantofilas similar (Garcia-Mendoza et al., 2011). Las proteinas del FSII juegan un



4

papel fundamental en la regulacion de este proceso, por lo tanto, en el presente trabajo de tesis se
plantea identificar las proteinas asociadas con el proceso de induccion de la de DT en M.

pyrifera, teniendo como candidatas a proteinas de la familia LHCSR.

1.1 Antecedentes

1.1.1 NPQ y el ciclo de las xantofilas en Plantas y Algas

El NPQ en plantas es un proceso complejo y altamente regulado que consta de cuatro
componentes: (1) qE, "quenching” dependiente del ApH, (2) qT, "quenching” generado por los
estados de transicion, (3) ql, "quenching” debido a la fotoinhibicion del fotosistema Il y (4) qZ, el
cual depende de la presencia del pigmento fotoprotector zeaxantina, localizado en los complejos

antena (Nilkens et al., 2010; Wilhelm y Selmar 2011; Jahns y Holzwarth, 2012).

La induccién de qE ocurre cuando hay una acidificacion del lumen bajo condiciones de
alta luz, por lo que se establece un ApH a través de la membrana tilacoide (Fig. 2). La induccion
del estado de disipacion de energia parece estar mediado por dos procesos complementarios (de
Bianchi et al., 2010). El primer evento consiste en la protonacion de dos residuos expuestos al
lumen de la proteina PsbS, lo cual induce la disociacion de la antena periférica del FSII, en donde
se lleva a cabo la mayor parte de la reduccién no fotoquimica de la fluorescencia de la Chl a (de
Bianchi et al., 2010). El segundo evento es la activacion de la violaxantina de-epoxidasa, enzima
que cataliza la formacion de zeaxantina (pigmento fotoprotector) a partir de la violaxantina

preexistente.
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Figura 2. Representacion esquematica del modelo de qE en plantas. (Izquierda) Bajo condiciones de
luz limitante el pH del lumen tilacoidal es mayor a 6 y la violaxantina se encuentra unida a los
complejos antena (Centro). A una irradiancia saturante el pH del lumen tilacoidal se reduce,
induciendo la protonacién de la proteina PsbS y la actividad de la enzima violaxantina de-epoxidasa
que convierte a la violaxantina en zeaxantina (Derecha). La union de la zeaxantina a sitios
especificos de la PsbS induce la disipacién térmica. Otras moléculas de zeaxantina se unen a otras
proteinas de la antena periférica donde también se lleva a cabo la disipacién de calor en el aparato
fotosintético. Imagen tomada de Niyogi et al., 2004.

La reorganizacion de la antena del FSII induce la disipacion térmica en segundos (de
Bianchi et al., 2010; Horton et al., 2008), por lo que la DT asociada a la formacién del qE es una
respuesta fisiologica importante a condiciones de estrés luminico. Mutantes del Arabidopsis
taliana incapaces de expresar el qE son menos resistentes al estrés luminico (Li ef al., 2002) y
poseen una “aptitud” ecoldgica menor en ambientes luminicos altamente variables en

comparacion con cepas silvestres (Kulheim et al., 2002).

Los sistemas fotosintéticos de las plantas comparten estructuras y funciones similares con
las algas, sin embargo, estos grupos de fototrofos se han diversificado por millones de afios y han
desarrollado distintas estrategias para sobrevivir en diferentes ambientes (Falkowski y Knoll,
2007). Los centros de reaccion de los fotosistemas son complejos proteico-pigmentarios
altamente conservados, con presencia casi exclusivamente de Chl a, indicando que existi6 una
fuerte presion selectiva para mantener los genes estructurales de los fotosistemas (Green, 2007;
Ganeteg et al., 2004). Por el contrario, las proteinas que conforman los complejos colectores de
luz (antena fotosintéticas) pertenecientes a la superfamilia LHC ("Light harvesting complex
proteins”) son altamente diversas en algas (Larkum, 2003), por lo que existe una heterogeneidad
importante de antenas y las proteinas que las constituyen. El hecho de que los diferentes grupos
de fototrofos tengan diferentes arreglos de antena asociados a pigmentos y proteinas especificas

significa que el control y regulacion de la DT es diferente entre estos organismos fotosintéticos.
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En el grupo algal solo se han reportado homologos de la proteina PsbS en algas verdes.
Chlamydomonas reinhardtii posee genes homologos de la proteina PsbS (Koziol et al., 2007), sin
embargo esta proteina no se acumula bajo ninguna condicion de estrés (Bonente et al., 2008) y
por lo tanto no esta involucrada en la regulacion de la disipacion térmica. Se ha detectado que la
proteina LhcSR3 de la familia LHCSR esta involucrada en la induccion rapida del NPQ en algas
verdes (Peers et al., 2009). La proteina LhcSR3 estd asociada a pigmentos (a diferencia de la
PsbS) y se ha comprobado que es un sitio de "quenching” de estados excitados de la clorofila a
(Bonente et al., 2010). Esta proteina también posee residuos protonables que le permiten actuar
como un sensor de pH, al igual que la PsbS en plantas, por lo que se ha propuesto que esta
proteina funciona como sensor de pH y puede presentar los sitios de “quenching” (Bonente ef al.,
2010). Por lo tanto, un solo gen puede estar regulando los componentes principales de la DT en

C. reinhardtii (Bonente et al., 2010).

Se ha reportado que ortdlogos de la familia de proteinas LHCSR se encuentran
ampliamente distribuidos en algas verdes y pardas, asi como en algunos liquenes (Koziol ef al.,
2007; Alboresi et al., 2010). Las plantas y las algas verdes parecen emplear distintas proteinas
para regular la DT bajo estrés luminico y se ha documentado que proteinas de la familia LHCSR
juegan un papel importante en la regulacion de la DT en estas ultimas, probablemente con un
modo de accion similar a la PsbS (Peers et al., 2009). En Thalassiosira pseudonana y
Phaeodactylum tricornutum, dos diatomeas del phylum Heterokontofita, se ha detectado la
acumulacion de estas proteinas bajo estrés luminico y se han asociado con la capacidad de
fotoproteccion (Zhu et al., 2010; Bailleul et al., 2010), sin embargo no se ha determinado a que
componente del NPQ esta asociada la expresion de estas proteinas. En la diatomea P. tricornutum
se ha reportado la presencia constitutiva de proteinas LHCSR en células aclimatadas a luz
subsaturante (Bailleul ef al., 2010). El expresar estas proteinas constitutivamente confiere una
capacidad para anticipar cambios en el campo luminico de un ambiente tan dindmico como el de
la columna de agua, por lo que esta capacidad pudo ser una ventaja selectiva de crecimiento a las

diatomeas en aguas turbulentas (Bailleul et al., 2010).

Los aspectos mecanisticos del proceso de disipacion térmica se han estudiado
ampliamente en plantas superiores y en menor grado en algas verdes y diatomeas. El modelo que

explica el control de la DT de las plantas es dificil de aplicar para otros grupos de fotdtrofos



7

debido a la gran diferencia en los complejos proteico-pigmentarios entre grupos algales con

distintas historias evolutivas (Fig. 3).

* PsbS/LHCSR +LHCSR
/—\ + Xanthophyll cycle + Xanthophyll cycle
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Figura 3. Representacion esquematica de las respuestas de plantas, liquenes, algas verdes y
diatomeas a la luz en exceso. La figura muestra una representaciéon de la membrana tilacoide, el
fotosistema II, complejo antena y algunos efectores implicados en el NPQ. En cada cuadro se
muestra el tipo de proteina involucrada en el mecanismo de disipacion térmica, asi como el ciclo de
las xantofilas presente en cada grupo. Imagen tomada de Depauw et al., 2012



1.1.2 Macrocystis pyrifera como modelo de estudio

Macrocystis pyrifera es 1a macroalga dominante en las costas rocosas del sistema de la Corriente
de California (North 1971), pertenece a la clase Phaeophyceae (algas cafés o pardas), phylum
Heterokontofita, y es llamada también sargazo gigante. Esta especie ocupa toda la columna de
agua desde profundidades de 30 metros hasta la superficie, formando agregaciones densas
conocidas como bosques de “kelp”. Presenta tejido fotosintético a lo largo de todo el organismo y
estd expuesto a un gradiente importante de irradiancia, temperatura y concentracion de nutrientes,
ya que estas variables cambian con la profundidad (Jackson, 1977; Dean, 1985; Clark et al.,
2004) (Fig. 4). Por lo tanto, M, pyrifera es una especie que presenta una alta plasticidad
fisiologica, ya que expresa diferencialmente mecanismos de fotoaclimatacion y fotoproteccion de
acuerdo a la posicion de su tejido fotosintético en la columna de agua (Garcia-Mendoza y

Colombo-Pallotta, 2007).

estrés térmico,
luminico y
nutricional

nutrientes

Figura 4. Representacion de un organismo adulto de Macrocystis pyrifera. Las frondas del dosel
pueden experimentar estrés térmico, luminico y nutricional, mientras que la productividad de
frondas inferiores estd limitada por luz. Las flechas indican la direccion de translocaciéon de
fotosintetatos y nutrientes a lo largo del organismo. Imagen tomada de Colombo-Pallotta, 2006.
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Las frondas de la superficie presentan un NPQ alto que pueden duplicar los valores
detectados en plantas superiores y algas verdes (Garcia-Mendoza y Colombo-Pallotta, 2007).
Existe muy poca informacion acerca del control de la fotoproteccion en otras algas pardas, pero
se han reportado también valores altos de NPQ para Pelvetia canaliculata (Harker et al., 1999) y
Laminaria saccharina (Gevaert et al., 2002). El componente rapido de formacion de NPQ (qE)
no esta presente en M. pyrifera, y solo se han identificado los componentes qZ y ql descritos en
plantas superiores, los cuales son dependientes de las reacciones de interconversion del ciclo de
las xantofilas (Garcia-Mendoza ef al., 2011; Ocampo-Alvarez et al., 2013). En plantas superiores
la aclimatacion a altas irradiancias estd caracterizada por una disminucion del tamafio de la
antena y un aumento de la capacidad de fotoproteccion para evitar posible dafio oxidativo (Miiller
et al., 2001). En contraste, las frondas de M. pyrifera expuestas a altas irradiancias presentan un
pool de pigmentos mayor, pero se ha propuesto que no presentan una reduccion del tamafio de su

antena en comparacion a tejido aclimatado a bajas irradiancias (Ocampo-Alvarez et al., 2013).

Mediante el andlisis de la cinética de formacion y disipacion de NPQ en tejido aclimatado
a diferentes condiciones de irradiancia, Ocampo-Alvarez et al. (2013) propusieron un modelo
conceptual del mecanismo de disipacion térmica en M. pyrifera (Fig. 5). Este modelo considera
un arreglo de las antenas distinto al de plantas superiores, en la cual una proteina de la familia
LHCSR es esencial para el control de la DT en M. pyrifera. Se propone que en esta proteina se
encuentra el sitio de “quenching” debido al potencial de acomplejar los pigmentos del ciclo de las

xantofilas que intervienen en este proceso.
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Figura 5. Modelo de control del NPQ en el alga café Macrocystis pyrifera. Se muestra una
comparacion entre antenas localizadas en la superficie y en estratos profundos de la columna de
agua. Las proteinas que contienen fucoxantina (FCP, “fucoxantin-binding proteins™) forman
oligomeros. Las hojas de superficie tienen una concentracién alta de pigmentos del ciclo de las
xantofilas compuesto principalmente por violaxantina que es ficilmente accesible a la enzima
violaxantina de-epoxidasa. La concentracion de proteinas del tipo LHCSR en las hojas de superficie
es alto y en consecuencia estas hojas tienen un nimero mayor de sitios de disipacion o "quenching”.
Tomado de Ocampo-Alvarez et al., 2013.

Las proteinas tipo LHCSR son esenciales en el control de la DT en grupos algales
filogenéticamente cercanos a las algas pardas y probablemente también juegan un papel clave en
estas ultimas, por lo que se necesita mayor informacidon bioquimica y estructural sobre las
proteinas LHCSR y FCP, asi como sobre el arreglo proteico-pigmentario que constituyen para

conocer como se controla el NPQ en M. pyrifera.



11

2. Justificacion

No se conoce que proteinas intervienen en la DT en algas pardas, sin embargo se ha detectado
una transcripcion alta de genes que codifican a proteinas de la familia LHCSR en tejido colectado
en la superficie (expuesto a alta luz) comparado con tejido colectado a mayor profundidad
(Konotchick, 2013). La expresion de algunas de las proteinas que constituyen la familia LHCSR
ha sido relacionada con la regulacién de los procesos de disipacion térmica en algas verdes y
diatomeas (Bailleul et al., 2010; Bonente et al., 2010; Mou et al., 2012; Lepetit et al., 2013). Se
han identificado sitios protonables y sitios de unién de pigmentos en la estructura de este tipo de
proteinas de la antena (Bonente, 2010), por lo que se han propuesto como candidatas del sitio
fisico en donde se lleva a cabo la disipacion térmica del exceso de energia en el FSII, es decir, el
sitio activo del NPQ en M. pyrifera (Ocampo-Alvarez et al., 2013). Caracterizar el control
molecular del NPQ en algas pardas ayudard a entender como evoluciond este proceso en
diferentes grupos de organismos fototréficos. Para esto, es necesario primero identificar a las

proteinas que intervienen en la DT.

3. Objetivo general

* Identificar a las proteinas involucradas en la disipacion térmica del exceso de energia en el

aparato fotosintético de Macrocystis pyrifera.

3.1 Objetivos particulares

* Caracterizar la expresion diferencial de proteinas de la membrana tilacoide de Macrocystis
pyrifera en muestras aclimatadas a diferentes irradiancias e identificar proteina (s) con
una mayor expresion en muestras aclimatadas a alta luz.

* Evaluar los cambios en la expresion de proteinas de la familia LHCSR (“light harvesting
complex stress response”) con el tiempo en muestras de profundidad mantenidas en alta
luz y en muestras del dosel mantenidas a baja luz.

* Evaluar la relacion entre la expresion de proteinas de la familia LHCSR, la reduccion no
fotoquimica de la fluorescencia del fotosistema II (NPQ) y concentracion de pigmentos
del ciclo de las xantofilas en muestras aclimatadas y durante su aclimatacion a diferentes

irradiancias.
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4. Hipotesis

Las proteinas pertenecientes a la familia LHCSR estan involucradas en la regulacion de la

disipacion térmica del exceso de energia en Macrocystis pyrifera.
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5. Materiales y Métodos

5.1 Material de estudio

Las muestras de Macrocystis pyrifera fueron colectadas en la zona submareal del manto ubicado
en la localidad de Campo Kennedy (31°41.96; 116°40.90) cercano a la ciudad de Ensenada, Baja
California, México. Se colectaron frondas de organismos adultos y de acuerdo a la aproximacion
experimental (ver seccidn 5.6) se congelaron inmediatamente en N, liquido o fueron
transportadas vivas al laboratorio en hieleras con agua de mar del sitio de colecta. El tiempo entre

la colecta y el procesamiento de las muestras no excedi6 las 2 horas.

5.2 Extraccion de proteinas
Se realizO una comparacion entre protocolos de extraccion de proteinas disefiados para
incrementar la eficiencia de la obtencion de extractos de alta calidad en M. pyrifera. Cada uno de

los protocolos probados en este trabajo se describen a continuacion.

5.2.1 Protocolo I (Popovic et al., 1983, modificado)

Tejido fresco de Macrocystis se cortd en pequefios pedazos con un bisturi y se lavo con 2 L de
agua de mar filtrada (45 pm) a 8 °C utilizando un colador con el fin de eliminar el extracto
viscoso. Este procedimiento se repitid 8 veces para remover la mayor parte de mucilago. El
buffer de molienda consistié de: sorbitol 1 M, MnCl, 1 mM, MgCl, ImM, K,;HPO,4 0.5 mM,
EDTA 5 mM, NaNO; 2 mM, Na-isoascorbato 2 mM, cisteina 2 mM, BSA 0.2 % (p/v), PVPP 4
% (p/v) y Mes 50 mM (pH 6.1). A continuacion el tejido fue lavado 3 veces con 150 mL del
buffer anterior a 2 °C. El tejido fue molido en mortero, agregando de forma gradual buffer de
molienda hasta alcanzar los 50 mL. El homogenizado generé més desprendimiento de mucilago
por lo que el tejido se diluyd en 400 mL de buffer de molienda y posteriormente se paso a través
de 8 capas de cedazo. Los cloroplastos extraidos por este procedimiento fueron sedimentados por
medio de centrifugacion (7 min, 4°C, 5500 x g). El pellet se resuspendioé en 500 uL. de buffer de
extraccion (Tris-HC1 0.1 M pH 8.0, sacarosa 30 %, SDS 2 % y B-mercaptoetanol 5 %), se agit6 e
incub6 10 min en hielo. Se agregaron 400 uL de fenol (amortiguado con Tris pH 8.0), se agito e
incubd por 10 min. El homogenizado se centrifugdé (10 min, 13,000 x g) para separar la fase

fenolica, la cual fue transferida a un tubo nuevo. Se agregé6 1 mL de una solucion de 0.1 M
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acetato de amonio en metanol y se dejo incubar por la noche a -20 °C. Las proteinas se
recuperaron por centrifugacion (5 min, 13,000 x g) y el pellet fue lavado 2 veces con acetato de
amonio 0.1 M en metanol y 2 veces mas en acetona fria al 80 %. El pellet de proteinas se

mantuvo a -20 °C hasta su posterior analisis.

5.2.2 Protocolo II (Nagai et al., 2008)

Inmediatamente después de la colecta en campo, el tejido de Macrocystis se lavd con agua
destilada y se congeld a -80 °C hasta su procesamiento. Todos los pasos se llevaron a cabo a 4 °C
o en hielo. El tejido se pulverizé en N, liquido y se homogeniz6 en 4 mL de etanol 100 %. El
homogenizado se filtr6 a través de cedazo para remover pedazos de tejido sin pulverizar y se
centrifugd 10 min a 17,000 x g (velocidad empleada en todos los pasos de centrifugacion
subsiguientes). El precipitado se lavo dos veces con etanol 100 % y dos veces con acetona 100 %.
El polvo resultante se dejo secar a temperatura ambiente para proceder con la extraccion fendlica.
El pellet se resuspendié en 500 pL de buffer de extraccion (Tris-HCI pH 8.0 0.1 M, sacarosa 30
%, SDS 2 % y B-mercaptoetanol 5 %) y 400 pL de fenol (amortiguado con Tris pH 8.0). La
mezcla se agitd por 5 minutos, se centrifugd y la fase fenolica se traspaséd a un tubo limpio. Se
agregaron 5 volumenes de acetato de amonio 0.1 M en metanol y se incubd por la noche a -20
°C. Las proteinas fueron recuperadas por centrifugacion, se lavaron dos veces con acetato de
amonio 0.1 M en metanol y dos con acetona 80 %. El pellet de proteinas se mantuvo a -20 °C

hasta su posterior analisis.

5.2.3 Protocolo III (Contreras et al., 2008)

El tejido fresco de Macrocystis fue lavado para remover sales en exceso: se lavd cuatro veces con
agua Milli Q y cuatro veces con un buffer de Tris-HCI (50 mM pH 8.8), para después ser lavado
en bafio ultrasonico por 30 s. Una vez que el tejido fue pulverizado en N, liquido, éste se
resuspendié en 15 mL de buffer de extraccion (PVPP 1.5% (p/v), sacarosa 0.7 M, KCI1 0.1 M,
Tris-HC1 0.5 M (pH 7.5), EDTA 250 mM, 1 tableta de coctel inhibidor de proteasas, [-
mercaptoetanol 2 % y CHAPS 0.5 % (p/v). Se agregé un volumen equivalente de fenol
(amortiguado con Tris pH 8.0), se homogeniz6 la mezcla y se incubd 20 min a 4 °C. El
homogenizado se centrifugé 20 min a 10,000 x g y se recuper? la fase fendlica. La fase no acuosa
fue re-extraida utilizando el mismo volumen de fenol. Las proteinas se precipitaron de la fase

fenolica incubando en acetato de amonio 0.1 M en metanol por 3 h a -20 °C. Las proteinas se
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recuperaron por centrifugacion y el pellet se lavo siete veces en acetona 80 % fria y una vez en

DTT 20 mM en acetona. Los pellets se secaron y almacenaron a -20 °C hasta su analisis.

5.2.4 Protocolo IV (Wang et al., 2003)

El tejido fresco de Macrocystis fue pulverizado en N, liquido, traspasado a microtubos y
resuspendido en 2 mL de acetona 100% fria. Después de agitar vigorosamente por 30 s, los tubos
fueron centrifugados por 3 min (10,000 x g a 4 °C). El pellet resultante fue lavado con acetona
fria una vez mas. El pellet se transfiri6 al mortero y se dejo secar 20 min a temperatura ambiente.
El tejido fue pulverizado de nuevo y transferido a un microtubo nuevo. El polvo se lavo 3 veces
en TCA/acetona 10 %, una vez en TCA/H20 10 % y dos veces en acetona 80 %. El pellet se
deshidrat6 a temperatura ambiente y se procedio a la extraccion fendlica. El pellet se resuspendio
en 0.8 mL de buffer de extraccion (Tris-HCl 0.1 M pH 8.0, sacarosa 30 %, SDS 2 % y B-
mercaptoetanol 5 %) y 0.8 mL de fenol (amortiguado con Tris pH 8.0). Se agit6 vigorosamente
durante 30 s y centrifugd 3 min (10,000 x g a 4 °C). La fase fendlica se traspasd a un microtubo
limpio y las proteinas se precipitaron durante 30 min en acetato de amonio 0.1 M en metanol. Las
proteinas se sedimentaron por centrifugacion (10,000 x g a 4 °C). El pellet de proteinas se lavo
dos veces en acetato de amonio 0.1 M en metanol y dos veces en acetona 80 %. EI pellet fue

almacenado a -20 °C hasta su analisis.

5.2.5 Protocolo V (Wang et al., 2003) modificado
El protocolo V es una modificacion del protocolo IV. Se modifico principalmente en los pasos de
lavado, en donde se aumentaron algunos pasos con el fin de eliminar la mayor cantidad de

componentes recalcitrantes. El protocolo se esquematiza en la Figura 6.
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El tejido de M. pyrifera se pulverizé en un mortero con
N2 liquido hasta generar un polvo lo mas fino posible (2x)

Se agregaron 25 ml de acetona 100% y se homogenizd por un minuto.
El tejido se precipitd por centrifugacion (10,000 x g, 15min, 4°C),

se descarto el sobrenadante y se lavo de nuevo con acetona 100%.

El pellet resultante se dejo secar 20 min, temperatura ambiente.

El pellet se traspaso al mortero y se pulverizé de nuevo con N2 liquido (2x)

Se agregaron 25 ml de 10%TCA/acetona y se homogeniz6 S min
El pellet se precipito por centrifugacion (10,000 x g, 15min, 4°C)
El pellet se lavo en 10%TCA/acetona, se agitd vigorosamente

y se centrifugé (16,000 x g, 10 min, 4°C) (3x)

El pellet se lavé una vez en 10%TCA/H20, una vez en en
0.1M acetato de amonio en 80% metanol y en 80% acetona.
El pellet se dejo secar a temperatura ambiente para remover la acetona residual.

El pellet se traspas6 a un mortero. Se agregaron 15 ml de buffer de extraccion,
15 ml de fenol y se integraron las dos fases hasta que se gener6 una

mezcla viscosa. Se incubd en agitacion moderada durante 15 min.

El homogenizado se centrifugo para separar las fases (16,000 x g, 10 min, 4°C)
La fase fenolica se traspaso a un tubo nuevo. Se agregaron 5 volimenes de
0.1M acetato de amonio/metanol y se incub6 por la noche a -20°C.

Las proteinas se precipitaron (16,000 x g, 10 min, 4°C)

El pellet se lavo en 0.1M acetato de amonio/metanol (2x)

y en 80% acetona (2x)

El pellet se dejo secar a temperatura ambiente y se almacen6 a -20°C.
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Figura 6. Diagrama de los pasos implementados para la extraccion de proteinas de Macrocystis
pyrifera utilizando el protocolo de Wang et al., (2003) modificado (Protocolo V). Se mantuvo una
temperatura menor a 4 °C durante todo el proceso de extraccion. Todos los buffers y soluciones se
utilizan frios, excepto del fenol. Buffer de extraccion: Tris-HCI 0.1 M pH 8.0, sacarosa 30 %, SDS 2
% y p-mercaptoetanol 5 %.
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5.3 Analisis de proteinas

5.3.1 Preparacion de las muestras

Los pellets de proteinas obtenidos de los diferentes protocolos de extraccion fueron
resuspendidos en buffer de carga 1X (Tris-HCl 125 mM pH 6.8, SDS 4 % (p/v), glicerol 20 %
(v/v), B-mercaptoetanol 10 % (v/v), azul bromofenol 0.004 % (p/v)). La concentracion de
proteinas se determind por medio del kit comercial RC DC™ (Bio-Rad, Hercules, CA, USA), el
cual permite la cuantificacion de proteinas en presencia de agentes reductores y detergentes.
Previo a la electroforesis, las muestras fueron incubadas por 1 h a 60 °C y centrifugadas por 3
min a 13,000 x g. Las muestras se mantuvieron a temperatura ambiente hasta el momento de

carga.

5.3.2 Electroforesis de proteinas en geles de poliacrilamida (Glicina-SDS-PAGE)

Las muestras de proteinas fueron analizadas en geles de acrilamida de acuerdo a lo descrito por
Laemmli (1970). Se utilizaron geles de 12 % y 16 %, asi como geles de gradiente de 4-15 % y de
4-20 % dependiendo el proposito de la aproximacion experimental. La electroforesis de los geles
de 16 % se realiz6 con un voltaje constante de 100 V durante 3 hrs, mientras que a los de 12 % y
los de gradiente se les aplico un voltaje constante de 200 V durante 40 min, tiempo aproximado

en el que el frente del azul bromofenol alcanz6 la base del gel.

Al finalizar la electroforesis, las proteinas se tifieron con una solucion de azul de
coomassie (azul coomassie R-250 0.1 % (p/v), metanol 40 % (v/v) y acido acético glacial 10 %
(v/v)) durante 2 hrs en agitacion suave. El lavado se realizé con una solucion para destefir
(metanol 40 % (v/v) y éacido acético glacial 10 % (v/v)) hasta que el gel quedara lo
suficientemente transparente y las bandas presentaran contraste suficiente. Finalmente, los geles
se lavaron con agua destilada y se documentaron. El procesamiento de las imdgenes fue realizado

con el software de dominio publico ImageJ version 1.47 (http://imagej.nih.gov/ij/index.html).

5.3.3 Inmunodeteccion de proteinas (Western blot)
Se detect6 la presencia de proteinas especificas por el método de Western blot. La transferencia
de proteinas se realizé por medio de la técnica de transferencia humeda (Towbin ef al., 1979) en

una camara humeda Protean (Bio-Rad), en la que se utiliz6 una membrana de nitrocelulosa
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Trans-Blot Transfer Medium de 0.45 pm (Bio-Rad) y el buffer de transferencia Towbin 1X
modificado (glicina 192 mM, Tris base 25 mM, SDS 13 uM, metanol 20 % (v/v), pH 8.3). La

transferencia se llevo a cabo por 50 min a corriente constante de 100 mA.

Una vez que las proteinas fueron transferidas a la membrana de nitrocelulosa, se procedid
con su inmunodeteccion empleando los anticuerpos anti-LHCSR, proporcionado amablemente
por el Dr. K. Niyogi (UC, Berkeley) y los anti-Fcp2 y Fep6, proporcionados amablemente por el
Dr. E. Rhiel (Carl von Ossietzky University of Oldenburg, Germany). Para ello, la membrana fue
incubada toda la noche a 4°C con agitacion moderada en TBS-T (Tris 50 mM, NaCl 150 mM,
Tween-20 0.1 % (v/v), pH 7.6) con leche descremada 5 % (p/v) (Svelty). A continuacién la
membrana se incub6 por 2 hrs a temperatura ambiente y agitacion moderada con los diferentes
anticuerpos diluidos 1:500 en TBS-T. La membrana fue lavada tres veces por 15 min con
agitacion continua en 15 mL de TBS-T y posteriormente se incubd con el anticuerpo secundario
(cabra anti-raton conjugado con peroxidasa de rabano) 1:1000 en TBS. La membrana fue lavada
tres veces por 15 min en agitacion moderada en 15 mL de TBS. Finalmente las proteinas fueron

detectadas por medio del sustrato cromogénico 3,3",5,5 -tetrametil-benzidina (TMB, Pierce).

La inmunodeteccion de proteinas también se llevo a cabo utilizando un kit comercial para
deteccion por medio de fluorescencia de puntos cudnticos, WesternDot® 625 cabra anti-raton
Western blot Kit (Invitrogen). Después de la transferencia de proteinas a la membrana de
nitrocelulosa se siguieron las indicaciones del fabricante del kit, el cual proporciona los buffers y
el anticuerpo secundario para la deteccion. Las proteinas detectadas tanto con el sustrato TMB y
como por fluorescencia, se documentaron y se cuantificé la densidad de las bandas de interés con

el software de dominio publico ImagelJ version 1.47 (http://imagej.nih.gov/ij/index.html).

5.4 Medicion de fluorescencia de clorofila a

La emision de fluorescencia de la clorofila a del FSII fue medida con un fluorémetro de pulsos de
amplitud modulada sumergible (Diving-PAM, Walz, Effeltrich, Germany). Las mediciones de
fluorescencia en M. pyrifera se realizaron en discos de 1.3 cm de didmetro. La fluorescencia se
monitored colocando la fibra optica del fluorometro en un angulo de 60° en relacion al disco.
Esta geometria se mantuvo durante el todo el periodo de medicién. La nomenclatura y los

parametros calculados es de acuerdo a Van Kooten y Snel (1990). Para las determinaciones de la
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eficiencia cudntica maxima del FSII (F,/Fp), el tejido fue adaptado a oscuridad por 10 min y se
midio la fluorescencia basal (Fy) que es producida solamente por la luz de medicion Asimismo se
determind la fluorescencia maxima (Fy,) al aplicar un pulso de luz saturante (3000 umol fotones
m™ s™) por un periodo de 0.8 segundos. La fluorescencia variable (F,) es la diferencia entre el
valor de Fp, y el valor de Fy. La Fy es la emision del FSII cuando el aceptor primario (Qa) esta
totalmente oxidado, mientras que F,, se produce cuando Q4 estd completamente reducido por lo
que la energia no puede fluir a través de la via de la fotoquimica y por lo tanto la fluorescencia es

maxima.

La capacidad de disipacion no fotoquimica de la fluorescencia de la Chl a (NPQ) se midio
en discos expuestos por 30 minutos a 1000 umol fotones m™ s™', bajo condiciones de temperatura
controlada. La geometria se mantuvo constante durante cada medicion y se aplico un pulso
saturante cada 30 segundos durante el periodo de inducciéon de NPQ. El valor de fluorescencia
maxima obtenido durante el periodo de incubacion con luz actinica corresponde al valor de F'y,.

El NPQ se calcul6é como:

NPQ = (Fu-F ' w)/F'm (1).

5.5 Analisis de pigmentos

El andlisis y extraccion de pigmentos lipofilicos se realizé de acuerdo a Colombo-Pallotta et al.
(2006). Cada disco de M. pyrifera se pulverizdo en N, liquido y se homogenizd en 3 mL de
acetona fria al 100 %. El extracto se incubd a -20 °C en oscuridad durante la noche y se clarificd
por centrifugacion a 15 x g por 15 min. El sobrenadante se traspas6é a un microtubo nuevo y se
mantuvo a -20 °C por no mas de 24 hrs hasta su el andlisis. La cuantificacion se realizo mediante
Cromatografia Liquida de Alta Precision (HPLC), de acuerdo al protocolo descrito por Van
Heukelem y Thomas (2001). Se utiliz6 una combinacién de dos solventes, metanol: TBAA 28
mM (70:30, v/v) como Solvente A y metanol al 100 % como solvente B. El perfil de
abastecimiento de solventes fue (% B, min): 5 %, 0 min; 5 %, 5 min; 95 %, 22 min; 95 %, 27
min; 5 %, 30 min. Se detecto la absorcion de los pigmentos a una longitud de onda de 436 nm. El
equipo de HPLC marca Agilent modelo 1260 estaba equipado con una columna de fase reversa

Zorbax Eclipse XDB C8 (4.6 x 150 mm, 3.5 um tamafio de particula). El control del equipo,
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adquisicion y procesamiento de datos se realizd mediante el software ChemStation software
(Agilent). El protocolo fue calibrado y los factores de calibracion se obtuvieron de estdndares

puros de clorofilas y carotenoides (DHI, Dinamarca).

El estado de de-epoxidacion de los pigmentos involucrados en el ciclo de las xantofilas (DPS) se

calcul6 como:

DPS= ([Ax] + 0.5 [Zx])/ =CX 2).

donde Ax y Zx representan a la anteraxantina y a la zeaxantina, respectivamente. El XXC
representa la suma del conjunto ("pool”) de los pigmentos del ciclo de las xantofilas (CX)
conformado por violaxantina (Vx), Ax y Zx. El DPS representa el estado fotoprotector de los
carotenoides del CX, ya que los pigmentos Ax y Zx estan involucrados en la disipacion térmica

del exceso de energia (Pfiindel y Bilger 1994).

5.6 Aproximaciones experimentales

5.6.1 Perfil de proteinas, concentracion de pigmentos y NPQ en tejido de Macrocystis
pyrifera aclimatado a diferentes profundidades

Se colectaron frondas de tres organismos adultos de M. pyrifera localizadas a 0, 3, 6, y 10 m de
profundidad en la columna de agua. Inmediatamente después de la colecta, las frondas se
cortaron en cuadros, se etiquetaron, se colocaron en N, liquido y fueron transportadas al
laboratorio. Las frondas completas colectadas a 0 y 10 m de profundidad fueron transportadas en
una hielera con agua de mar al laboratorio en donde se cortaron discos de tejido de 1.3 cm de
diametro y fueron colocados en un incubador con aireacion y temperatura constante (17 °C). Se
midid la emision de fluorescencia de la clorofila del FSII por triplicado para los discos de 0 y 10

m de profundidad.

Se evaluaron los perfiles proteicos del tejido colectado a diferentes profundidades y
conservadas en N, liquido. Se evaluaron también los niveles de expresion de las proteinas
detectadas por los anticuerpos anti-LHCSR, anti-Fcp2 y anti-Fcp6 en extractos proteicos de tejido
de diferentes profundidades. Se midi6 la concentracién de pigmentos en tejido de 0, 3 y 10 m

para determinar la concentracion de pigmentos asociados a procesos de fotoproteccion. En la
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figura 7 se presenta un diagrama de las variables obtenidas de tejido de M. pyrifera colectado a

diferentes profundidades.

Tejido colectado a 0, 3, 6 y 10 m de profundidad

Proteinas Parametros fotosintéticos Pigmentos
Protocolo de extraccion Medicion de fluorescencia de la Chl a Protocolo de extraccion
Wang et al., (2003) modificado l Colombo- Pallotta et al., 2006
Separacion . FvFm Cuantificacion

SDS-PAGE (eficiencia cuantica maxima del FSII) HPLC
l l Van Heukelem y Thomas (2001)

Inmunodeteccion
(Western blot)
anti-Fep2
anti-Fep6
anti-LHCSR

|

T™MB Western Qdot

| |

cuantificacion densitométrica
software Image J

NPQ
(disipacion térmica del exceso de energia)

Figura 7. Protocolos utilizados para evaluar la fisiologia fotosintética y la concentracion de
proteinas y pigmentos en tejido de Macrocystis pyrifera colectado a diferentes profundidades de la
columna de agua. Las mediciones de Fv/Fm y NPQ solo se realizaron en tejido de 0 y 10 m de
profundidad.

5.6.2 Bioensayos de aclimatacion

Se colectaron frondas de M. pyrifera de 0 y 10 m, fueron etiquetadas y transportadas en oscuridad
con agua de mar al laboratorio. Se cortaron discos de 1.3 cm de diametro de frondas de entre 25 y
35 cm de largo. Los discos se lavaron dos veces con agua de mar filtrada a 17 °C para eliminar el
mucilago que desprende el tejido al cortarlo. Los discos se colocaron en matraces dentro de un

incubador con temperatura controlada y aireacidon constante.

Los discos de tejido colectado en superficie, (aclimatado a alta irradiancia), se
transfirieron a condiciones artificiales de baja luz, tratamiento que fue llamado tratamiento de

aclimatacion a baja luz (BL) (Fig. 8). Por otro lado, el tejido colectado a 10 m de profundidad
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(aclimatado a bajas irradiancias) fue transferido a condiciones artificiales de alta luz, llamado

tratamiento de induccion de aclimatacion a alta luz (AL) (Fig. 8).

La duracién e intensidad de luz a la cual fueron expuestos los discos durante los periodos
de aclimatacion fueron variables entre bioensayos. Se realizaron una serie de bioensayos
prospectivos para evaluar el tiempo de incubacioén (horas o dias) necesario para generar una
respuesta fotoaclimatativa en tejido de M. pyrifera. Las incubaciones en la escala de horas no
generaron respuestas de aclimatacion, de acuerdo a los pardmetros fotosintéticos medidos (NPQ y
Fv/Fm) durante este periodo (1-6 horas). Se observaron cambios en la capacidad de NPQ en
incubaciones mayores a un dia, por lo que se presentan los 3 experimentos con los periodos de
incubacion mas largos en los que se caracterizo la respuesta de fotoaclimatacion y fotoproteccion.
El bioensayo I tuvo una duracién de 5 dias y la irradiancia de los tratamientos AL y BL luz fue de
600 y 150 umol fotones m™s™', respectivamente. El bioensayo II tuvo una duracion de 6 dias y se
utilizaron las mismas intensidades de luz que en el bioensayo I. El bioensayo III tuvo una
duracién de 8 dias y las irradiancias usadas en los tratamientos de AL y BL fueron de 1000 y 100
umol fotones m™~s™', respectivamente. La irradiancia de incubacién utilizada en los bioensayos de
aclimatacion a AL fue 5 a 10 veces mayor que la irradiancia de saturacion caracterizada en tejido
de M. pyrifera colectado a 10 m de profundidad (Colombo-Pallota et al., 2006), lo que asegura
que la actividad fotosintética de este tejido no esta limitada por luz y por el contrario, este recurso
se encuentra en exceso. La irradiancia utilizada en los bioensayos de aclimataciéon a BL fue
aproximadamente 10 veces menor a los niveles de luz detectados en el dosel de M. pyrifera.
Estos niveles de irradiancia son menores a la irradiancia de saturacion detectada en tejido
superficial (Colombo-Pallotta et al., 2006), induciendo por lo tanto, una aclimatacion fisioldgica

a condiciones de BL.

Durante el periodo de aclimatacion se midi6 la capacidad de NPQ. Las mediciones se
llevaron a cabo diariamente, siempre a la misma hora por la mafiana, de acuerdo a la técnica de
medicion de fluorescencia descrita en el apartado 5.4. Las mediciones se realizaron por
triplicado. Asimismo, se tomaron muestras por triplicado para medir la concentraciéon de
pigmentos previo y posterior a cada induccion de NPQ. Durante el periodo de aclimatacion
también se tomaron muestras para evaluar la expresion de proteinas de las antenas que conforman

el aparato fotosintético y analizar posibles cambios de su expresion durante este periodo.
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Figura 8. Representacion esquematica de los pasos realizados para llevar a cabo los bioensayos de
aclimatacion. (1) Colecta en campo de tejido aclimatado a alta (0 m) y baja (10) luz. (2) Inducciéon de
aclimatacion de tejido de 0 m a baja luz y tejido de 10 m a alta luz. (3) Variables medidas durante el
Bioensayo III (aclimatacion de tejido colectado a 0 m y expuesto a baja luz durante un periodo de 8

dias).

5.7 Analisis estadisticos

Las comparaciones entre los parametros de diferentes profundidades y tratamientos de

aclimatacion fueron realizados por medio de una prueba t-Student utilizando el programa

STATISTICA™ (Version 7.1). En todos los casos el valor de significancia fue de 0.05.
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6. Resultados

6.1 Comparacion de métodos de extraccion de proteinas totales

Macrocystis pyrifera posee un alto contenido de componentes recalcitrantes que impiden la
obtencion de extractos de proteinas de buena calidad por lo que se probaron cuatro protocolos
que utilizan fenol como agente solubilizante y una posterior precipitacion de proteinas con
metanol y acetato de amonio. Los 4 métodos evaluados se describen a detalle en materiales y
métodos. La calidad de los extractos proteicos de tejido de M. pyrifera se evalud por medio de

geles desnaturalizantes (Glicina-SDS-PAGE) (Fig. 9).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 MW

Figura 9. Separacién de proteinas mediante SDS-PAGE al 12%. Los carriles 1 y 2 corresponden al
protocolo III; los carriles 4 y 5 al protocolo II y los carriles 6 a 7 al protocolo I. Se realizé la
extraccion en tejido fresco de Macrocystis pyrifera. Los carriles 8 y 9 son proteinas extraidas de
tejido fresco de la planta Ficus benjamina mediante el protocolo II. La flecha indica la banda que
probablemente corresponde a la subunidad grande de Rubisco. Cada uno de los protocolos de
extraccion esta representado por dos extractos independientes (carriles adyacentes).

Como se observa en la figura 9, ninguno de los tres protocolos evaluados resultaron en
una extraccion adecuada en tejido fresco de M. pyrifera, ya que se detectd un nimero bajo de
proteinas (pocas bandas) asi como una baja concentracion en las proteinas extraidas (densidad
baja de las bandas). Se observa una mayor abundancia de proteinas con un peso molecular mayor
a los 31 kDa. La proteina de mayor concentracion con un peso molecular aproximado de 50 kDa,
es probablemente la proteina mds abundante en células vegetales, la ribulosa 1,5-bifosfato

carboxilasa/oxigenasa (Rubisco).
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Se detectaron pocas bandas por debajo de los 31 kDa. Estos resultados indican que los
protocolos fueron inadecuados para extraer proteinas de bajo peso molecular en M. pyrifera, ya
sea que no se extrajeron en lo absoluto o que se perdieron en los pasos de lavado del
homogenizado. Con tejido no recalcitrante (Ficus benjamina) se obtuvo un extracto mas
complejo y de mejor calidad, particularmente con el protocolo II, ya que se extrajo un mayor
niamero de proteinas y a mayor concentracion con respecto a los protocolos I y III (datos no

mostrados).

El protocolo II, es un método modificado del reportado por Wang et al., 2003, en el cual
se utiliza acetona y no etanol en los primeros pasos de limpieza del tejido, ademas se utiliza acido
tricloroacético como agente precipitante de las proteinas en los pasos de lavado. Se probd el
protocolo de Wang et al., 2003 (denominado como protocolo IV) en M. pyrifera. Se obtuvo una
extraccion de proteinas mayor que con los protocolos I al III, sin embargo la concentracion de
proteinas (evaluada por medio de la intensidad de las bandas) continudé siendo baja. La

abundancia de bandas por debajo de los 25 kDa fue también baja (resultados no mostrados).

Ya que proteinas menores 30 kDa son las de interés en el presente estudio se realizaron
varias modificaciones al protocolo IV con el objetivo de aumentar la eficiencia de extraccion de
proteinas de este peso molecular tomando en cuenta la naturaleza altamente recalcitrante del
tejido de M. pyrifera, , Una de las principales modificaciones al protocolo IV fue el escalamiento
de la cantidad de tejido procesado y por lo tanto del volumen de extraccion, asi como el tipo de
lavados para eficientizar la sedimentacion de las proteinas. Se procesaron 5 gramos de tejido y se
emplearon volumenes de hasta de 50 mL durante el proceso de lavado y extraccion de proteinas.
Otra modificacion importante fue el aumento de pasos de ruptura mecénica del tejido, ya que se
implementaron 2 pasos de pulverizacion con nitrogeno liquido. Esto aument6 el rompimiento de
tejidos y lisis celular por lo que se elevd la cantidad de proteinas extraidas y eliminacion de
compuestos recalcitrantes durante los pasos de lavado. Otra modificacion fue incluir un paso de
fraccionamiento salino (“salting out”) en la etapa de lavados, aumentando la precipitaciéon de
proteinas y disminuyendo en gran medida la co-precipitaciéon de compuestos que interfieren en la
extraccion fendlica. El método Wang et al., 2003 modificado (protocolo V) se describe a detalle

en materiales y métodos.
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De los protocolos probados, el V fue el mas eficiente para la extraccion de proteinas
totales en M. pyrifera. Con este protocolo se obtuvo el mayor numero de bandas y con una
definicion adecuada en los geles desnaturalizantes (Fig. 10). Por lo tanto, el protocolo de Wang et

al., 2003 modificado (V) fue el que se utilizé para caracterizar el perfil de proteinas en tejido de

M. pyrifera aclimatado a diferentes condiciones ambientales.

97kDa
66kDa
45 kDa 1
‘ 3lkDa
| 21kDa

,,v..

.m.

[y

Figura 10. Separacion de proteinas mediante SDS-PAGE al 15%. Extracto de proteinas totales de
tejido fresco de Macrocystis pyrifera extraido mediante el protocolo V (ver materiales y métodos).
Las flechas indican la presencia probable de la subunidad grande (55 kDa) y chica (14 kDa) de
Rubisco.
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6.2 NPQ y concentracion de proteinas y de pigmentos en tejido de M. pyrifera colectado a
diferentes profundidades

6.2.1 Comparacion de perfiles de proteinas en tejido colectado a diferentes profundidades.

Con el objetivo de evaluar una posible expresion diferencial de proteinas en tejido de M. pyrifera
aclimatado a diferentes condiciones luminicas se caracterizaron los perfiles proteicos de frondas
colectadas a dos profundidades la columna de agua. En la figura 11 se muestran los perfiles de
proteinas obtenidos de frondas colectadas a 0 y 10 metros de profundidad. Se observa un patréon
de bandas similar en muestras de ambas profundidades, sin embargo se observan diferencias
claras en la densidad de algunas bandas en el intervalo de tamafio de proteinas que conforman las

antenas pigmentarias.

80 kDa il

49 kDal

34 kDol

29 kDa

20 kDamm

Figura 11. Perfil de proteinas de Macrocystis pyrifera separadas mediante SDS-PAGE de gradiente
4-20%. Los carriles 1 y 3 corresponden a tejido colectado a 10 m de profundidad; los carriles 2 y 4
corresponden a tejido colectado en superficie. Se presentan los resultados de dos muestras
independientes. Las flechas indican bandas en el intervalo de tamafio de proteinas que conforman
las antenas pigmentarias con cambios en densidad entre profundidades. Se carg6é la misma
concentracion de proteinas (110 pg por carril) para todas las muestras. Se presenta un resultado de
un solo muestreo pero se obtuvieron resultados similares en experimentos independientes.
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Las proteinas que conforman los complejos antena de la maquinaria fotosintética poseen
un peso molecular entre los 16 y 30 kDa, intervalo dentro del cual se encuentran los cambios en
expresion antes mencionados. Se realizo la cuantificacion de bandas en las que se observaron
cambios de intensidad entre perfiles de 0 y 10 m de profundidad (Fig. 12). Se observé un
aumento de densidad del 25 % de dos bandas con pesos moleculares de aproximadamente 25 y
26 kDa en muestras de superficie con respecto a frondas colectadas a 10 m de profundidad.
Asimismo, se observa que una proteina con un tamafio de aproximadamente 22 kDa present6 un
aumento promedio de expresion del 20 % en tejido de superficie. En contraste, se observa que
algunas proteinas presentaron una menor expresion o estan ausentes en tejido de superficie. La
banda correspondiente a los 23 kDa desaparece en muestras de superficie mientras que la
densidad de las bandas de 16 y 17 kDa disminuyé aproximadamente un 10 y 5 %,

respectivamente.
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Figura 12. Cuantificacion de la intensidad de banda, expresada en unidades arbitrarias,
correspondiente a proteinas en el intervalo de los 16 a los 26 kDa, en las que se detectaron cambios
de concentracion entre perfiles proteicos de tejido colectado a 0 m (barras negras) y 10 m (barras
grises) de profundidad. La cuantificacion densitométrica corresponde a proteinas separadas
mediante SDS-PAGE de gradiente 4-20%.
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Posterior a la comparacion de dos profundidades en las que se esperaban respuesta
contrastantes de acuerdo a la fisiologia y caracteristicas descritas en trabajos previos (Colombo-
Pallotta et al., 2006; Garcia-Mendoza y Colombo-Pallotta, 2006; Ocampo-Alvarez et al., 2013),
se compararon los perfiles de proteinas de tejido colectado a 0, 3, 6 y 10 m de profundidad. Se
detectd una expresion diferencial de proteinas similar a la observada en lo perfiles de 0 y 10m,
con una disminucion gradual de la densidad de las bandas de los 21, 22, 25 y 26 kDa con la

profundidad (Fig. 13).

Om 3m 6m
31 kDa WS
- .

Figura 13. Perfil de proteinas de tejido de Macrocystis separadas por SDS-PAGE al 15% (17-32
kDa). Se comparan los perfiles proteicos de tejido colectado a 0, 3, 6 y 10 metros de profundidad.
Las flechas indican las bandas con cambios en densidad entre las diferentes profundidades. Se cargé
la misma concentracion de proteinas (100 pg por carril) para todas las muestras. Se presenta un
resultado de un solo muestreo pero se obtuvieron resultados similares en experimentos
independientes.

10m

IR

Especificamente, se observa una reduccion importante de la concentracion de la proteina con un
peso aproximado de 21 kDa en las muestras de superficie conforme aumenta la profundidad. La
banda de 21 kDa no se detecta en el perfil proteico de las frondas colectadas a 10 m. Por otro
lado, se observod un aumento de expresion con la profundidad de proteinas entre los 17 y 19 kDa.
La banda correspondiente a los 17 kDa presenté un aumento del 50 % en la intensidad de banda

del perfil de 10 m con respecto al superficial (Figura 14).
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Figura 14. Cuantificacién de la intensidad de banda expresada en unidades arbitrarias,
correspondiente a proteinas en el intervalo de los 17 a los 26 kDa, en las que se detectaron cambios
de concentracion entre perfiles proteicos de tejido colectado a 0 m (barras negras) y 10 m (barras
grises) de profundidad. La cuantificacion densitométrica corresponde a proteinas separadas
mediante SDS-PAGE al 15 %.

6.2.2 Ensayos de inmunodeteccion

Se evaluaron los niveles de expresion de proteinas que conforman las antenas asociadas al FSII
en tejido de M. pyrifera, colectado a diferentes profundidades en la columna de agua por medio
de inmunodetecciéon (Western Blot). Se utilizaron tres anticuerpos contra antigenos proteicos
especificos: el anti-LHCSR, anti-FCP6 y anti-FCP2. La detecciéon del reconocimiento de
proteinas por estos anticuerpos se realizd mediante la reaccidon cromogénica del sustrato
tetrametil bencidina (TMB) y mediante la emision de fluorescencia de puntos cuanticos (Qdot

Western blotting kit, Invitrogen).

En la figura 15 se presentan las bandas inmunodecoradas con los diferentes anticuerpos
detectados por medio del sustrato TMB. Los anticuerpos utilizados reconocieron proteinas con un
peso molecular entre los 17 y 22 kDa aproximadamente. El anti-LHCSR y el anti-FCP6
reconocieron a una misma proteina con un tamafio de aproximadamente 22 kDa. Esta proteina y

una de 17 kDa, reconocida por el anti-FCP2, presentaron una expresion diferencial con respecto a
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la profundidad. El anti-Fcp2 reconoci6 también a otra proteina con un peso molecular de 18 kDa

que presentd la misma abundancia en las muestras colectadas a diferentes profundidades.

10m 6m 3m Om 10m Om

22 kDa anti-LHCSR
22 kDa anti-FCP6
18 kDa anti-FCP2
17 kDa anti-FCP2

Figura 15. Inmunodeteccion de proteinas de frondas de Macrocystis pyrifera colectadas a diferentes
profundidades con los anticuerpos anti-LHCSR, anti-FCP6 y anti-FCP2. La deteccién de
anticuerpos se llevé a cabo por medio del sustrato TMB. Se cargé la misma concentracion de
proteinas (100 pg por carril) para todas las muestras. Se presenta resultados de un solo muestreo
pero se obtuvieron resultados similares en experimentos independientes.

Se cuantifico la intensidad de la densidad de las bandas inmunodetectadas. Se observo
una disminucién importante con la profundidad de la concentracion de la proteina de un peso de
22 kDa aproximadamente. Se detectd una disminucion del 24 y 41 % (replica 1 y replica 2,
respectivamente) en la expresion de la proteina reconocida por el anti-LHCSR en frondas de 10
m con respecto a las de superficie (Fig. 16). La expresion de esta proteina a 3 m fue 5 % menor
con respecto a la de superficie, mientras que a 6 m se detectdé una disminucion del 45 % con
respecto a la expresion en tejido colectado a 0 m. Asimismo, se detectd una expresion menor de
la proteina reconocida por el anti-Fcp6 en profundidad en comparacion con frondas de superficie,
ya que los niveles de expresion disminuyeron en un 64 y 10% (replica 1 y replica 2
respectivamente) en tejido de 10 metros. La expresion de esta proteina disminuy6 gradualmente
con profundidad. Se observd una disminucion gradual con profundidad en la proteina detectada

por el anti-Fcp6 de los perfiles proteicos de 0, 3, 6 y 10 m.

El anticuerpo anti-Fcp2 reconoci6 dos proteinas (18 y 17 kDa) que presentaron diferentes
patrones de expresion. La concentracion de la proteina de 18 kDa fue similar en todas las

profundidades, con un ligera disminucion del 2 'y 5 % (replica 1 y replica 2, respectivamente) en
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frondas de 10 m con respecto a las de superficie. En contraste, se detectdo un incremento de
aproximadamente 75 % en tejido de profundidad con respecto al de superficie para la proteina
con un peso de 17 kDa. Esta fue la tnica proteina detectada por los anticuerpos que presentd una

sobreexpresion en frondas de 10 m en comparacion con las de 0, 3 y 6 m de profundidad.
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Figura 16. Cuantificacion de la intensidad de banda, expresada en unidades arbitrarias,
correspondiente a las proteinas reconocidas por los anticuerpos (A) anti-LHCSR, (B) anti-Fcp6, (C)
anti-Fcp2 y (D) anti-Fcp2 de tejido colectado a 0, 3, 6 y 10 m de profundidad. Se realizé la
cuantificacion por duplicado en muestras colectadas a 0 y 10 m de profundidad (barras grises).
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El reconocimiento de proteinas con los anticuerpos utilizados y detectados por medio de
fluorescencia utilizando el kit comercial Western Qdot fue inespecifico. En el intervalo de los 10
a los 30 kDa se detectaron varias bandas que no corresponden al tamafio de las proteinas
reconocidas por los anticuerpos en el ensayo anterior. Asimismo, el tamafio de estas proteinas no
corresponde con las FCPs o LHCSRs reportadas para diatomeas (Westerman y Rhiel, 2005;
Lavaud, 2007; Zhu y Green, 2010), por lo tanto, se presenta las bandas cuyo peso molecular
coincide con las proteinas antigeno para cada anticuerpo y reconocidas por estos en el ensayo
anterior (Fig. 17). No se presenta la proteina de tamafio aproximado de 17 kDa reconocida por el
anti-Fcp2 y detectada con TMB, ya que debido a la alta sefial de fluorescencia generada alrededor

de dicho peso molecular no fue posible la cuantificacion individual de la banda.

Om 3m 6m 10m . Om 10m . Om 10m
22kDa TR o . 5.” : - anti-LHCSR
22 kD‘d \ - anti-FCP()
18 kDa . . - anti-FCP2

Figura 17. Inmunodeteccién con anticuerpos anti-LHCSR, anti-FCP6 y anti-FCP2 de extractos
proteicos de frondas de Macrocystis pyrifera colectadas a diferentes profundidades. La deteccion de
anticuerpos se llevd a cabo por medio del kit comercial Western Qdot. Las muestras fueron
cargadas en base a la concentracion de proteinas (100 pg por carril). Se presentan el resultado de
tres muestras independientes colectadas a 0 y 10 m de profundidad. Se obtuvieron resultados
similares en experimentos independientes.

Los cuantificacion densitométrica de las bandas correspondientes a las proteinas de 22, y
18 kDa se presenta en la figura 18. La proteina de 22 kDa detectada por el anticuerpo anti-
LHCSR present6 una concentracion de un 66 % al 85 % (minimo y maximo cuantificado) menor
en frondas de 10 m en comparacién a las de superficie. Asimismo, se observd una disminucion de
la concentracion con en el gradiente de profundidad de 0 a 10 m. La misma proteina de 22 kDa
reconocida por el anti-Fcp6 presentd una concentracion de 3 a 5 veces mas alta en superficie que
en las frondas de 10 m. En contraste con el resultado del reconocimiento de las proteinas con los
anticuerpos y deteccién por medio de TMB, con el anti-Fcp2 y deteccion Western Qdot se
observd una disminucién en la concentracion de la proteina de 18 kDa de hasta un 77 % en tejido

de profundidad.
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Figura 18. Cuantificacién de la intensidad de banda expresada en unidades arbitrarias,
correspondiente a las proteinas reconocidas por los anticuerpos (A) anti-LHCSR, (B) anti-Fcp6, (C)
anti-Fcp2 de tejido colectado a 0, 3, 6 y 10 m de profundidad. Se presenta la cuantificacién de tres
replicas en muestras colectadas a 0 y 10 m de profundidad (barras grises).
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6.2.3 Concentracion de pigmentos y NPQ de tejido colectado a diferentes profundidades

Se cuantificd la concentraciéon de pigmentos en las muestras colectadas a 0, 3, 6 y 10 m de
profundidad (Fig. 19). La concentracion de los pigmentos fucoxantina y chl ¢, aumenté un 15 %
y 35 % respectivamente, en las frondas de profundidad (6 y 10 m) en comparacién con las de
superficie. El B-caroteno disminuy6 con la profundidad hasta en un 50 % en frondas de 10 m con
respecto a las de superficie, misma tendencia que se observo en la concentracion de violaxantina,

la cual disminuy6 hasta en un 70 % en hojas de 10 m.

B Chic B Violaxantina [ b-caroteno
B Fucoxantina [ Anteraxantina

40 i

Pigmento (mol mol"! Chl « x 100)

20
10
O .
0 3 6 10
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Figura 19. Concentracion de pigmentos en frondas de Macrocystis pyrifera colectadas a diferentes
profundidades en la columna de agua. La concentracion de los pigmentos se normalizé con respecto
a la concentracion de Chl a y se presenta en mol de pigmento por mol™ Chl a x 100. Se presenta el
promedio de 3 muestras = su desviacion estandar.

La anteraxantina se detectd unicamente en tejido superficial de 0 y 3 m, mientras que la
zeaxantina no se detect6 en ninguna de las profundidades. El conjunto (“pool”) de pigmentos del
ciclo de las xantofilas (£CX) disminuy6 un 70 % en tejido de 10 m en comparaciéon con los de

superficie (Tabla I). El estado de de-epoxidacion (DPS) del pool del ciclo de las xantofilas fue 0 a
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10 m mientras que en frondas de 3 m fue de 13.3 (Tabla I), el cual estuvo asociado

principalmente a la presencia de anteraxantina.

Tabla I Concentracion de pigmentos del ciclo de las xantofilas en frondas de Macrocystis pyrifera
colectadas a diferentes profundidades en la columna de agua.

Profundidad Vx Ax Zx XCX DPS NPQ
(m)
0 16.9+0.5 0.9+0.2 n.d. 17.8+0.0 2.4+0.6 8.3
3 13.07+1 4.8+0.7 n.d. 17.9+1.5 13.3+1.4
6 5+0.1 0.07+0.0 n.d. 5.1£0.1 0.7+0.6
10 4.3+0.2 n.d. n.d. 4.3+0.2 0.0 2.6

La concentracion de los pigmentos involucrados en el ciclo de las xantofilas (CX), violaxantina (VXx),
anteraxantina (Ax) y zeaxantina (Zx) se presenta en mol de pigmento por mol’ Chl a x 100. El tamaiio del
pool de las xantofilas (XCX) es la suma de [Vx]+[Ax]+[Zx]. EI DPS esta expresado como (JAx*0.5]+[Zx]/ZCX)
x100. Se presenta el promedio de tres muestras + su desviaciéon estandar. n.d., por debajo del limite de
deteccion del método de cuantificacion.
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6.3 Cambio en la concentracion de pigmentos, expresion de NPQ y proteinas en tejido de M.
pyrifera aclimatado a diferentes irradiancias

Se evaluaron los cambios de algunas de las respuestas fotoadaptativas en tejido de M. pyrifera
colectado en superficie (aclimatado a alta luz) e incubado a baja luz (tratamiento BL). Por otro
lado, el tejido colectado a 10 m de profundidad (aclimatado a baja luz) se incub6d a una
irradiancia alta (tratamiento AL). Los niveles de irradiancia para cada uno de los tratamientos BL

y AL se especifican en cada uno de los bioensayos descritos a continuacion.

6.3.1 Variacion de Fv/Fm y NPQ en tejido expuesto a diferentes irradiancias

Se realizaron un total de 6 bioensayos independientes. Se presentan los resultados de 3
bioensayos como representativos de las tendencias observadas. En la figura 20 se muestra la
variaciéon del NPQ y Fv/Fm durante el periodo de aclimatacion. Los bioensayos I, I y III
tuvieron una duracién de 5, 6 y 8 dias respectivamente. En el Bioensayo I y II el tejido
aclimatado a AL estuvo expuesto a 600 pmol fotones m™ s mientras que la aclimatacion a baja
luz se realizd con 150 pmol fotones m™s™. En el bioensayo III se modificaron las irradiancias de
aclimatacion: el tejido aclimatado a BL se incubo a 100 umol fotones m™ s, mientras que en

tejido aclimatado a AL la irradiancia aument6 a 1000 umol fotones m™s™,
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Figura 20. Variacién de la eficiencia cuantica maxima del FSII (Fv/Fm) (A, C, E) y del quenching
no fotoquimico de la emisién de florescencia (NPQ) (B, D, F) durante el periodo de aclimatacion a
alta (AL) y baja (BL) luz. Los circulos rojos corresponden a tejido colectado a 10 m de profundidad
e incubado a alta luz (AL). Los circulos amarillos corresponden a tejido colectado a 0 m e incubado
a baja luz (BL). Cada punto representa el promedio de tres mediciones independientes + la

desviacion estandar.
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En tejido aclimatado a baja irradiancia (tratamiento BL) se registr6 un aumento en la
eficiencia cuantica maxima del fotosistema II (Fv/Fm) en los primeros dos dias del periodo de
aclimatacion, sin embargo solo en el bioensayo II se detectdé un aumento neto significativo del 15
% (p. 0.043) entre el dia 0 y el dia 6 (Fig. 21). En los tres experimentos independientes de
aclimatacion a BL se observo que después del segundo dia de tratamiento los valores de Fv/Fm
se mantuvieron estables y superiores a 0.70 (Fig. 20), lo cual indica un aumento en la capacidad

maxima de flujo de electrones y por lo tanto una mayor eficiencia en la utilizacion de la luz.
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Figura 21. Eficiencia cudntica maxima del fotosistema II (Fv/Fm) medida en el primer y dltimo dia
(barras negras y grises respectivamente) de los bioensayos del tratamiento de aclimataciéon a BL.
Cada barra representa 3 mediciones independientes + su desviacion estandar. Una diferencia en la
eficiencia cuantica del FSII entre los dias de aclimatacion a nivel de significancia de 0.05 se denota
por * (prueba t-Student).

Mediante la medicion del "quenching” no fotoquimico de la fluorescencia del fotosistema
IT (NPQ) se evalud la capacidad de disipacion térmica durante el periodo de aclimatacion a BL y
AL. En el tejido de superficie expuesto a BL se observo una disminucion gradual en la capacidad
de NPQ, lo cual fue una tendencia similar para bioensayos Il y III, mientras que en el bioensayo
I se observd una disminucion significativa (73 %; p. 0.001) en los tres primeros dias de
tratamiento y posteriormente la capacidad de NPQ se increment6 en un 20 % hasta alcanzar
valores estables hasta el ultimo dia del experimento (Fig. 20). Se registré una disminucion

promedio del 45 % en la capacidad de NPQ entre el tiempo cero y tiempo final de los 3
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bioensayos de aclimatacion a BL (Fig. 22). El bioensayo de mayor duracion fue el III, el cual
presentd el mayor porcentaje (54 %) de disminucion en la capacidad de NPQ. El tejido estuvo
expuesto a una menor irradiancia durante el tratamiento a BL (100 pmol fotones m™ s™) a

diferencia de los tratamientos [ y II (160 umol fotones m?s™).
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Figura 22. Disipacion no fotoquimica (NPQ) medida en el primer y dltimo dia (barras negras y
grises, respectivamente) de los bioensayos del tratamiento de aclimatacion a BL. Cada barra
representa 3 mediciones independientes + su desviacion estindar. Una diferencia en los valores de
NPQ entre los dias de aclimatacién a nivel de significancia de 0.05 se denota por * (prueba t-
Student).

Durante el periodo de aclimatacion de tejido de 10 m de profundidad expuesto a alta luz
(AL) se observd una disminucion en la eficiencia cudntica del FSII, sin embargo sélo en el
bioensayo I se detectaron diferencias significativas (p. 0.0001) entre el tiempo 0 y el tiempo final

de aclimatacion (Fig. 23), con una disminucién del 16 %.
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Figura 23. Eficiencia cudntica maxima del fotosistema II (Fv/Fm) medida en el primer y dltimo dia
(barras negras y grises respectivamente) de los bioensayos del tratamiento de aclimatacién a AL.
Cada barra representa 3 mediciones independientes £+ su desviacion estandar. Una diferencia en la
eficiencia cuantica del FSII entre los dias de aclimatacion a nivel de significancia de 0.05 se denota
por * (prueba t-Student).

No se detectaron diferencias significativas en la capacidad de disipacion térmica durante
el periodo de aclimatacion a AL en los bioensayos I y II (Fig. 24). Los valores de NPQ se
mantuvieron estables (2 u.r) durante el tratamiento. La irradiancia a la que fue expuesto el tejido
en los bioensayos I y II fue de 600 pmol fotones m™ s™, la cual se incrementé a 1000 pmol
fotones m™s™' en el bioensayo III con el objetivo de que el tejido estuviera expuesto a una mayor
presion por estrés luminico. El valor inicial de Fv/Fm en el bioensayo III fue de 0.71 + 0.023, el
cual disminuy6 en un 80 % después del primer dia de tratamiento. Después del segundo dia de
aclimatacion no se registr6 induccion de disipacion térmica, el tejido comenzd a perder

pigmentacién y los valores de eficiencia fotosintética fueron menores a 0.1.
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Figura 24. Disipacion no fotoquimica (NPQ) medida en el primer y ultimo dia (barras negras y
grises respectivamente) del tratamiento de aclimatacion a BL. Cada barra representa 3 mediciones
independientes + su desviacion estandar.

6.3.2 Concentracion de pigmentos

Se midid la concentracion de pigmentos previo y posterior a la induccion diaria de NPQ durante
el periodo del Bioensayo III (8 dias). La concentracion de los pigmentos fucoxantina, Chl ¢ y -
caroteno, no presentd cambios significativos en muestras tomadas antes y después de la
induccion de NPQ (datos no mostrados). Asimismo, no se detectaron cambios significativos en la
concentracion de fucoxantina (Fig. 25), Chl ¢ y B-caroteno (Fig. 26) entre el dia 0 y el dia 8 del

periodo de aclimatacion.
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Figura 25. Concentracion de fucoxantina en tejido de Macrocystis pyrifera durante el periodo de
aclimatacion a baja luz. Se presenta la concentracion de pigmentos en muestras colectadas después
de la induccion de NPQ. Cada punto representa el promedio de 3 réplicas + su desviaciéon estandar.
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Figura 26. Concentracion de la Chl ¢ y B-caroteno en tejido de Macrocystis pyrifera durante el
periodo de aclimatacion a baja luz. La concentraciéon de pigmentos se midié después de la induccion
de NPQ. Cada punto representa el promedio de 3 réplicas + su desviacion estandar.

El conjunto (pool) de los pigmentos del ciclo de las xantofilas (ZXC) disminuy6 un 28 %
(p < 0.05, prueba z-Student) después de 8 dias de aclimatacién a baja luz con respecto a la
concentracion al inicio del tratamiento (Fig. 27). La violaxantina representa el 100 % del ZXC en
muestras no expuesta a luz saturante (determinacion del NPQ). Después de exponer al tejido
aclimatado a BL a alta luz se llevo a cabo la conversion de violaxantina a zeaxantina. La figura
27 muestra que la cantidad de violaxantina que no es de-epoxidada permanece constante durante
el periodo de aclimatacion. Sin embargo, la capacidad de sintesis de zeaxantina disminuy6 hasta
en un 58 % (p < 0.05, prueba #-Student) al final del periodo de aclimataciéon. En los primeros 3
dias de aclimatacion a baja luz se observo una disminucion del 45 % en la concentracion de
zeaxantina sintetizada en alta luz (Fig. 28), lo cual representa el 80 % de la reduccion total en el
periodo de aclimatacion. Similar a la violaxantina, la concentracion de anteraxantina después de
exponer a luz saturante no presenté cambios significativos durante los 8 dias del tratamiento de

aclimatacion a baja luz.
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Figura 27. Concentracion del conjunto de los pigmentos del ciclo de las xantofilas (XCX) y de la
violaxantina en tejido de Macrocystis pyrifera durante el periodo de aclimatacion a baja luz. La
concentracion de pigmentos se midio después de la induccion diaria de NPQ. Cada punto representa
el promedio de tres replicas + su desviacion estandar. Una diferencia en los valores de concentraciéon
entre los dias 0 y 8 de aclimatacion a nivel de significancia de 0.05 se denota por * (prueba t-
Student).
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Figura 28. Concentracion de anteraxantina y zeaxantina en tejido de Macrocystis pyrifera durante el
periodo de aclimatacion a baja luz. La concentracién de pigmentos se midié después de la induccion
diaria de NPQ. Cada punto representa el promedio de tres replicas + su desviacion estindar. Una
diferencia en los valores de concentracién entre los dias 0 y 8 de aclimatacion a nivel de significancia
de 0.05 se denota por * (prueba t-Student).

Se presentaron cambios significativos en el estado de de-epoxidacion de los pigmentos
del ciclo de las xantofilas (DPS) durante el periodo de aclimatacién. Se observo una reduccion
del 28 % (p < 0.05, prueba ¢-Student) al final del periodo de aclimatacidén con respecto al dia 0
(Fig. 29). La reduccion mas abrupta se detect6 en los primeros 3 dias de aclimatacion en donde se
observo el 80 % de la reduccion total. Después del dia 5 de tratamiento no se observaron cambios
significativos en la suma de los pigmentos del CX o el DPS. La reduccién en la capacidad de
sintesis de zeaxantina determiné la variabilidad de estos parametros, al no detectarse cambios en

la violaxantina o anteraxantina en el periodo de aclimatacion.
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Figura 29. Variacion del estado de de-epoxidacion (DPS) en tejido de Macrocystis pyrifera durante el
periodo de aclimatacion a baja luz. E1 DPS esta expresado como ([Ax*0.5]+[Zx]/X CX)x100. La
concentracion de pigmentos se midio después de la induccién diaria de NPQ. Cada punto representa
el promedio de tres replicas = su desviacion estandar. Una diferencia en los valores de concentraciéon
entre los dias 0 y 8 de aclimatacion a nivel de significancia de 0.05 se denota por * (prueba t-
Student).

En general, los pigmentos constitutivos fucoxantina, Chl ¢ y B-caroteno no presentaron
cambios significativos durante la aclimataciéon a baja luz, mientras que la concentracion de
zeaxantina, la suma de pigmentos del CX y el DPS disminuyeron significativamente en el dia 8
con respecto al dia 0, observdndose una disminuciéon abrupta en los primeros tres dias de

aclimatacion.

6.3.3 Expresion diferencial de proteinas durante aclimatacion a baja luz

Durante el Bioensayo III se tomaron muestras diarias de tejido de Macrocystis pyrifera para el
andlisis de expresion de proteinas. Se llevo a cabo la deteccion inmunologica (Western blot) de
proteinas especificas mediante los anticuerpos anti-LHCSR, anti-FCP6 y anti-FCP2, con el
objetivo de evaluar la expresion diferencial de proteinas de las antenas durante la aclimatacion de

tejido de alta a baja luz.
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La deteccion de anticuerpos se realizé por medio de fluorescencia (Western Qdot), la cual
resulté en mas de una banda detectada en el rango de los 10 a los 30 kDa. Debido a esta
inespecificidad, se llevo a cabo el andlisis de cuantificacién unicamente de las bandas detectadas
que corresponden al peso molecular esperado de la proteina-antigeno (ver seccion 6.2.2). En la
figura 30 se presentan las bandas detectadas con los diferentes anticuerpos, se presenta la
expresion de proteinas durante el primer y ultimo dia de aclimatacion de tejido de Macrocystis

colectado en superficie y transferido a baja luz.

22 kD : : anti-LHCSR
22 kD — — : anti-FCP6

1SkD  — _ e | — W onti-FCP2

Figura 30. Inmunodeteccion con los anticuerpos anti-LHCSR, anti-FCP6 y anti-FCP2 de proteinas
de Macrocystis pyrifera. Los carriles representan extractos de proteinas correspondientes al primer
(1) y ultimo (8) dia de aclimatacién a baja luz durante el Bioensayo III. La deteccion de anticuerpos
se llevé a cabo por medio de la emision de fluorescencia de puntos cuanticos (Western Qdot). Se
presentan tres extracciones independientes. Las muestras fueron cargadas en base a la
concentracion de proteinas (100 pg por carril). Se presentan el resultado de tres muestras
independientes.

La proteina de 22 kDa detectada por medio del anti-LHCSR present6 una disminucion de
expresion de entre el 43 y 47 % al final del tratamiento de aclimatacioén con respecto al dia 1. El
anticuerpo anti-Fcp6 reconoci6 una proteina de 22 kDa que present6é una abundancia similar en
comparacion con la detectada por el anti-LHCSR. Solo se cuantificd una disminucién del 10 % al
29 % en el dia 8 con respecto al primer dia de tratamiento. La proteina de 18 kDa reconocida por
el anti-Fcp2 presentd niveles de expresion estables, ya que s6lo se detectd una disminucion
menor al 5 % en dos de las réplicas, mientras que en la tercera replica se observo un aumento del

12 % en el dia 8 con respecto a la expresion observada al comenzar la aclimatacion (Fig. 31).
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Figura 31. Cuantificacion de la intensidad de banda correspondiente a las proteinas reconocidas por
los anticuerpos anti-LHCSR (A), anti-Fcp6 (B) y anti-Fcp2 (C) de muestras de Macrocystis pyrifera
en el dia 1 (barras negras) y 8 (barras grises) de aclimatacion a baja luz. Las muestras fueron
tomadas del Bioensayo III. La cuantificacion se expresa en unidades arbitrarias (u.a.).
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7. Discusion

7.1 Expresion de proteinas, ciclo de las xantofilas y NPQ en tejido colectado a diferentes
profundidades de la columna de agua

En el presente estudio se evalud la concentracion de proteinas que conforman las antenas del
aparato fotosintético, la concentracion de pigmentos y lo niveles de NPQ en tejido de M. pyrifera
aclimatado a diferentes condiciones luminicas para identificar a las proteinas que intervienen en
el proceso de la disipacion térmica (DT). Un punto esencial para este objetivo fue el de tener una
buena caracterizacion de las diferentes proteinas que conforman los complejos antena del

fotosistema II.

La extraccion de proteinas de tejido vegetal para estudios de protedmica es dificil debido al
alto contenido de compuestos recalcitrantes presentes en plantas y algas. Los compuestos que
interfieren con la extraccion y precipitacion de proteinas pueden ser sales, polisacaridos,
pigmentos, polifenoles y otros metabolitos secundarios que deterioran cuantitativa y
cualitativamente los extractos proteicos (Granier, 1988; Tsugita y Kamo, 1999; Wang et al.,
2008). Debido a una concentracion alta de polisacaridos sulfatados, la extraccion de proteinas y
su posterior andlisis es particularmente complicada en algas cafés (Nagai et al., 2008). Por lo
tanto, fue necesario implementar un protocolo de extraccidbn que permitiera la obtencion de

extractos proteicos de alta calidad de tejido de M. pyrifera.

El protocolo que present6 los mejores resultados fue el propuesto por Wang et al., (2003)
con modificaciones. Este protocolo consiste en realizar una limpieza exhaustiva del tejido para
obtener un polvo libre de compuestos recalcitrantes y finalmente se realiza la extraccion fendlica
de las proteinas. El protocolo de Wang et al., (2003) originalmente se probo en hojas de Olea
europea, las cuales presentan una alta concentracion de compuestos polifendlicos. Para M.
pyrifera fue necesario incrementar los pasos de pulverizacion en N, para obtener un polvo mas
fino y limpio con la menor degradacion de proteinas posible. Asimismo, se incluyeron dos pasos
de fraccionamiento salino dirigidos a precipitar proteinas de peso molecular menor a 100 kDa.
Los extractos resultantes fueron adecuados para la caracterizacion de las proteinas por medio de

electroforesis en geles de poliacrilamida desnaturalizando las proteinas con SDS (SDS-PAGE) y
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deteccion por medio de inmunodeteccion (Western blot).

Una vez que se obtuvo un protocolo adecuado, se analizaron los perfiles proteinas en tejido
de M. pyrifera colectado a 0, 3, 6 y 10 m de profundidad en la columna de agua. Se observo el
mismo patron de bandas en los perfiles proteicos de M. pyrifera de tejido colectado a diferentes
profundidades pero con diferencias en la densidad en algunas, lo que indica una concentracion
diferencial de proteinas. Especificamente, se observan cambios en la concentracion de proteinas
entre los 17 y 30 kDa en muestras de 0, 3, 6 y 10 m de profundidad. Estos cambios se pueden
asociar a la expresion diferencial de las proteinas que conforman los complejos proteico-
pigmentarios. La regulacion del tamafio de la antena es una de las respuestas de aclimatacion mas
importante al ambiente luminico en el cual crecen los organismos fototrofos (Hoffman y Senger,
1988; Humbeck et al., 1988; Falkowski y La Roche, 1991;). Esto permite tanto la regulacion de
la absorcion de luz como la modulacion de la capacidad de fotoproteccion de la maquinaria
fotosintética (Falkowski y La Roche, 1991; Cruz et al., 2005; de Bianchi et al., 2010; Ruban et
al., 2012).

Debido a que la intensidad de luz se reduce exponencialmente con la profundidad, el tejido
de M. pyrifera localizado a 3 m de profundidad puede recibir menos del 50 % de la irradiancia
recibida por el tejido de la superficie, mientras que el tejido a 10 m recibe menos del 25 % del
recibido a 0 m (Ocampo-Alvarez et al., 2013). Por lo tanto, M. pyrifera presenta una plasticidad
importante y las frondas de un solo organismo presentan tasas fotosintéticas, composicion
pigmentaria y propiedades de disipacion térmica diferentes en frondas colectadas a diferentes
profundidades (Colombo-Pallotta et al., , 2006). Especificamente, las frondas de superficie tienen
una alta capacidad de NPQ asociada a una concentracion alta de pigmentos del ciclo de las
xantofilas en comparacion con frondas de mayor profundidad (Colombo-Pallotta et al., 2006).
Asimismo, se ha propuesto que la capacidad de NPQ en M. pyrifera esta asociada a una un co-
regulacion de la concentracion de pigmentos del ciclo de las xantofilas y proteinas que
intervienen en este proceso (Alvarez-Ocampo et al., 2013). El aumento en la concentracion de
proteinas con un peso molecular de 21 y 22 kDa en tejido expuesto a una mayor irradiancia
(dosel y 3 m) observado en el presente trabajo puede estar asociado a una mayor capacidad de
disipacion térmica en frondas de estas profundidades. Lo més probable es que estas proteinas

pertenezcan a la familia LHCSR ("Light harvesting stress response proteins”). Konotchick et al.
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(2013) reportan una sobreexpresion de genes de dos proteinas de esta familia en tejido de

superficie con respecto al de 18 m de profundidad.

Se han identificado genes de la familia LHCSR en un gran nimero de taxones, incluyendo
algas verdes y cafés (Koziol ef al., 2007), pero no en plantas vasculares. La familia LHCSR fue
originalmente identificada como un transcrito cuya regulacion es dependiente de la luz, e
denominada anteriormente como LI818 (Gagné y Guertin, 1992). La expresion de las proteinas
de la familia LHCSR no es regulada como la mayoria de las proteinas de la familia LHC, las
cuales estan involucradas principalmente en los procesos de absorcion de luz (Peers et al., 2009).
Se ha documentado que los transcritos LAcSR se acumulan bajo condiciones ambientales que
inducen estrés fotooxidativo, tales como privacién de didxido de carbono, azufre o hierro, asi
como condiciones de alta luz (Ledford et al., 2004; Zhang et al., 2004; Naumann et al., 2007). Se
ha demostrado que los genes de la familia LHCSR se expresan en respuesta a condiciones de
estrés y que probablemente tengan una funcidon fotoprotectora bajo condiciones de estrés
luminico. En el alga verde C. reinhardtii se han identificado 3 genes anotados como LhcSRI,
LhcSR2 y LhcSR3 (Shrager et al., 2003) donde la proteina LhcSR3 es requerida para que se lleve
a cabo la DT (Peers et al., 2009, Liguori et al., 2013), especificamente esta involucrada en el

componente rapido (qE) del NPQ (Li et al., 2002).

En diatomeas, se observé asimismo que los genes que codifican a las proteinas fcp6, fcp7'y
fep12 de la diatomea Cyclotella criptica son sobre expresados durante un estrés luminico, y se ha
sugerido que estas proteinas estdn involucradas en los mecanismos de disipacion térmica del
exceso de energia en diatomeas (Lavaud, 2007; Janssen et al., 2001; Depauw et al., 2012; Lepetit
et al., 2013). Analisis filogenéticos demuestran que existe homologia entre los genes que
codifican a estas proteinas con los de las familia LHCSR (LI8I8) del alga verde C. reinhardtii
(Eppard y Rhiel, 1998) y recientemente se reconoce que estas proteinas pertenecen a la familia
LHCSR renombrandose como Lhcx en diatomeas (Bailleul et al., 2010; Zhu y Green, 2010).
Especificamente a la proteina fcp6 se le reconoce como Lhex1 y tanto la expresion de esta
proteina como la de Lhcx6, han sido relacionadas con la regulacion de los procesos de la DT en
diatomeas (Becker y Rhiel, 2006; Bailleul et al., 2010; Zhu y Green et al., 2010; Lepetit et al.,
2013)
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Se probo el reconocimiento de proteinas de M. pyrifera por los anticuerpos de anti-Fcp2,
anti-Fcp6 y anti-LHCSR. Los anticuerpos anti-Fcp2 y anti-Fcp6 fueron obtenidos a partir de un
antisuero dirigido contra la region carboxilo terminal de las proteinas Fcp2 (18 kDa) y Fcp6 (22
kDa) de la diatomea Cyclotella criptica (Westermann y Rhiel, 2005). La proteina Fcp2 forma
parte de las proteinas de la familia Lhcf, las cuales forman parte de las antenas mayores de
diatomeas (Beer et al., 2006; Lavaud, 2007; Lepetit et al., 2007) y son sobre expresadas en
condiciones de baja luz (Westermann y Rhiel, 2005; Becker y Rhiel, 2006; Beer et al., 2006).
Mediante el anticuerpo anti-Fcp6 se demostrd que en la diatomea Thalassiosira pseudonana, la
proteina Lhcx1 se sobreexpresa bajo condiciones de estrés luminico (Zhu y Green, 2010). El anti-
LHCSR es un anticuerpo policlonal dirigido contra el polipéptido LI818 (22 kDa; LhcSR3) del
alga verde C. reinhardtti (Richard et al., 2000). Este anticuerpo ha sido utilizado contra proteinas
Lhex de la diatomea Phaeodactylum tricornutum (Bailleul et al., 2010; Lepetit et al., 2013) y
debido al incremento de la expresion de la proteina reconocida por este anticuerpo bajo
condiciones de estrés luminico, se ha propuesto que tiene alguna funcion en los procesos de

fotoproteccion (Bailleul ef al., 2010).

La deteccion de la union de las proteinas con los anticuerpos se llevo a cabo por medio de
la reaccion colorimétrica del sustrato TMB y utilizando el kit comercial Western Qdot
(fluorescencia). La deteccion por medio de fluorescencia resultd inespecifica, ya que varias
bandas presentaron emision, a diferencia de la deteccion por medio de TMB, en la que sélo se
observo una banda en la membrana. Los resultados de deteccion de varias proteinas parece estar
asociado a problemas de reaccién con el anticuerpo secundario o la reaccion con el fluoroforo y
no necesariamente a que el anticuerpo primario sea inespecifico. Al igual que con la separacion y
extraccion de las proteinas, se necesita una correcta implementaciéon de este protocolo de
deteccion con anticuerpos y por medio de fluorescencia para M. pyrifera. Debido a que quedo
fuera del marco de este trabajo el realizar pruebas para la implementacion correcta de la
deteccion por medio de fluorescencia, se present6 el cambio de sefial de las proteinas detectadas
con un peso molecular correspondiente a las proteinas antigeno de cada anticuerpo. Este analisis
se baso asimismo en los resultados con TMB, ya que con este protocolo se observo la deteccion

de proteinas del tamafio esperado para los anticuerpos usados.
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Los anticuerpos anti-Fcp2, anti-Fcp6 y anti-LHCSR han sido utilizado en estudios previos
de diatomeas (Becker y Rhiel, 2006; Zhu y Green, 2010; Bailleul et al., 2010; Lepetit et al.,
2013), por lo que se espera que reaccionen con proteinas de M. pyrifera dada la relacion
filogenética entre las algas pardas y diatomeas, ambas pertenecientes al phylum Heterokontofita.
La concentracion de la proteinas detectadas con el anti-LHCSR fue menor (24-41% TMB; 66-
85% Qdot) en frondas de 10 m de profundidad en comparacion a la concentracion detectada en
tejido del dosel. La diatomea Phaeodactylum tricornutum aclimatada a alta luz, presentd una
sobreexpresion de la proteina Lhex1 reconocida por el anticuerpo anti-LHCSR con respecto a las
células aclimatadas a baja luz (Bailleul ef al. 2010). La proteina Lhcx1 esta presente en oscuridad
o en condiciones de baja luz, pero cuando las células se expusieron a una alta irradiancia se
detectd una sobreexpresion de esta proteina, acompaiada de un incremento en NPQ y del estado
de de-epoxidacion del ciclo de las xantofilas. La presencia constitutiva de esta proteina en
diatomeas aclimatadas a condiciones no estresantes podria proporcionar a la maquinaria
fotosintética la capacidad de anticipar cambios repentinos de irradiancia en el ambiente (Bailleul
et al., 2010). En otros estudios realizados, también en P. tricornutum, se ha detectado la
sobreexpresion de isoformas de la proteina Lhcx (Lhex1, Lhex2 y Lhex3) bajo condiciones de
estrés luminico, asociado a un aumento en la amplitud de qE (Lepetit et al., 2013). Como ya se
menciond, en tejido de M. pyirfera aclimatado a alta luz se detecté un aumento en la expresion de
una proteina de 22 kDa que puede corresponder a la isoforma Lhcx1 o una proteina similar a la
detectada en diatomeas, tomando en cuenta el peso molecular y la reacciéon detectada con los

anticuerpos anti-FCP6 y anti-LHCSR.

Existié sobreexpresion de la proteina detectada por el anti-Fcp6 y anti-LHCSR en frondas
de M. pyrifera colectadas en superficie con respecto a las de mayor profundidad, con una
concentracion de 3 a 5 veces mayor en frondas del dosel. En la diatomea P. tricornutum cultivada
bajo condiciones de alta luz se ha detectado un aumento de 4 a 5 veces la expresion de Fcp6 con
respecto a cultivos expuestos a bajas irradiancias (Becker y Rhiel, 2006; Zhu y Green, 2010). Se
ha propuesto que esta proteina proporciona estabilidad a la membrana tilacoide y que no esta
directamente involucrada en una respuesta al estrés por luz, ya que ademés de acumularse en
periodos de alta luz, la proteina esta presente en el periodo de recuperacion (oscuridad) posterior

a la exposicion del cultivo a alta irradiancia (Zhu y Green, 2010).
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La proteina reconocida por el anti-Fcp2, con un peso molecular de 18 kDa, presento la
concentracion mas alta de las tres proteinas analizadas en este trabajo, representada por la alta
densidad de las bandas detectadas ya sea por TMB o por fluorescencia. La proteina Fcp2
pertenece a las FCPs (“Fucoxanthin binding proteins”) que forman la mayor parte de los
complejos antena en diatomeas (Beer et al., 2006; Lepetit et al., 2007) y es sobreexpresada en
condiciones de baja luz (Becker y Rhiel, 2006). Esta proteina no estd relacionada
filogenéticamente con las LI818 (LHCSR) de las algas verdes y no ha sido relacionada a los
procesos de fotoproteccion, por lo que se sugiere que forme parte de las antenas cercanas a los
centros de reaccidn, las cuales hacen eficiente la absorcion de energia (Lavaud, 2007). Los
resultados de este trabajo no concuerdan con lo anterior, ya que la proteina Fcp2 no presentd
cambios de expresion (deteccion con TMB) o se sobreexpreséd (deteccion por fluorescencia) en
tejido de superficie con respecto al tejido colectado a 10 m de profundidad. Mediante la deteccion
por medio del sustrato TMB, el anti-Fcp2 también reconoci6 a una proteina de 17 kDa, la cual
fue expresada so6lo en tejido de 10 m y no en tejido de 0, 3, 6 6 m de profundidad. La proteina
Fcp2 (18 kDa) forma parte de las antenas mayores que rodean los centros de reaccion, por lo que
estd presente de forma constitutiva en la maquinaria fotosintética (Becker y Rhiel, 2006, Lavaud,
2007), lo que concuerda con los resultados obtenidos en este trabajo. Sin embargo, la expresion
de la proteina detectada por el anti-Fcp2 con un peso molecular de 17 kDa no sigue el patron
caracteristico de expresion para este tipo de proteinas de la antena. Probablemente dicho
anticuerpo reconocié una proteina perteneciente a un grupo distinto al de la familia de las FCPs
de las antenas mayores, por ejemplo al grupo de proteinas homologas a las que constituyen las
antenas en algas rojas y que son expresadas exclusivamente bajo condiciones de oscuridad o baja

luz en diatomeas (Eppard y Rhiel, 1998; Armbrust et al., 2004; Lavaud, 2007).

Se midi6 la concentracion de pigmentos en tejido colectado a diferentes profundidades (0,
3, 6 y 10 m) de la columna de agua. Una de las principales diferencias en la pigmentacion entre
tejido de diferentes profundidades fue el aumento de fucoxantina y Chl ¢ (normalizadas a la
concentracion de Chl a) en frondas basales con respecto a las de superficie. Este aumento es
atribuido a la respuesta del organismo para incrementar la absorcion de las longitudes de onda
predominantes a 10 m (Smith y Melis, 1987). El aumento en la concentracion de f-caroteno en
tejido expuesto a alta luz es una respuesta fotoprotectiva. La concentracion de este pigmento

aumento6 un 50% en frondas colectadas en superficie con respecto al de 6 y 10 m de profundidad.
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La mayor variacién entre los pigmentos cuantificados fue el de la suma del conjunto de los
pigmentos del ciclo de las xantofilas ya que se observo una disminucion de un 75 % en tejido de
10 m con respecto a tejido de superficie y por lo tanto se detecté una disminucion del estado de
de-epoxidacion de los pigmentos fotoprotectores con profundidad. Por lo tanto, las frondas de
superficie presentaron un NPQ tres veces mds alto que las frondas de 10 m. Estos resultados
concuerdan con lo reportado en otros estudios que han caracterizado la fisiologia fotosintética de
M. pyrifera (Colombo-Pallotta et al., 2006; Garcia-Mendoza y Colombo-Pallotta, 2007) en donde
se encontrd que la suma de los pigmentos del ciclo de las xantofilas estd correlacionada con la

capacidad de NPQ en tejido de diferentes profundidades (Ocampo-Alvarez et al., 2013).

En resumen, se detect6 una concentracion diferencial de las proteinas que reaccionaron con
los anticuerpos anti-Fcp2, anti-Fcp6 y anti-LHCSR en tejido de M. pyrifera aclimatado a
diferentes ambientes luminicos, presentandose una mayor concentracion de la proteina de 22 kDa
en frondas superficiales. Asimismo, se detectd un aumento en la concentracion de pigmentos del
ciclo de las xantofilas y una alta capacidad de NPQ en comparacion con frondas situadas a 10 m
de profundidad. Esto sugiere que estas proteinas podrian estar relacionadas en el control de esta

respuesta fotoprotectiva en M. pyrifera.

7.2 Cambios en la expresion de proteinas en respuesta a la aclimatacion de M. pyrifera a
diferentes condiciones ambientales

La concentracion diferencial de la proteina de 22 kDa con profundidad y reconocida por los
anticuerpos anti-LHCRS y anti-FCP6 indica que esta proteina interviene en el proceso de
disipacion térmica en M. pyrifera. La medicion conjunta de estos parametros y el de la expresion
diferencial de proteinas durante el proceso de aclimatacion a baja luz permitié tener mas

evidencia del posible rol de las proteinas de los complejos antena sobre el control del NPQ.

Se realizaron bioensayos para medir la capacidad de disipacion térmica de la macroalga
durante un periodo determinado de aclimatacion. Ademas de la medicion de NPQ y eficiencia
cuantica maxima del PSII (Fv/Fm), se midid la concentracion de pigmentos y el cambio de la
expresion de proteinas durante el periodo de aclimatacion. Existen estudios en microalgas que
han desarrollado aproximaciones experimentales similares a las de este trabajo (Zhu y Green,

2010; Bonente et al., 2010; Bailleul et al., 2010; Allorent et al., 2013; Lepetit et al., 2013), en
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donde utilizan principalmente al alga verde Chlamydomonas reinhardtii o a la diatomea
Phaeodactylum tricornutum como modelo de estudio para elucidar los componentes principales
que participan en la regulacion del proceso de fotoaclimatacion, sin embargo estos trabajos se han
llevado a cabo en escalas de tiempo menores (minutos a horas). Como primera aproximacion en
este trabajo se realizd una aclimatacion a baja y alta luz en una escala de 6 horas, sin obtener
respuesta de cambio en el estado de fotoaclimataciéon medido a través de la capacidad de NPQ
maximo (datos no mostrados). En M. pyrifera es necesario un periodo de aclimatacion de dias
para alcanzar un nivel estable en la capacidad de NPQ y eficiencia cuantica méxima entre dos

condiciones ambientales diferentes.

Se realizaron tres bioensayos independientes de aclimatacion de tejido a alta (AL) y baja
luz (BL), en los cuales se identificaron patrones similares en las respuestas fotoaclimatativas
medidas. En tejido colectado a 10 m de profundidad y transferido a AL, se observd un
decaimiento de Fv/Fm durante el periodo de aclimatacion. La disminucion de este pardmetro
indica una reduccion de la eficiencia del FSII debido al dafio acumulado en este sistema. En el
bioensayo III se increment6 la irradiancia del tratamiento de aclimatacion a AL de 600 a 1000
umol fotones m™s™. El Fv/Fm disminuy6 en un 80% el primer dia de exposicién y no se detectd
actividad en el FSII en los dias posteriores, lo que indicé que el tratamiento luminico fue muy
severo, por lo que no se pudo caracterizar la dindmica de aclimatacion de baja a alta luz. Por otro
lado, la recuperacion de la eficiencia cuantica del FSII en tejido de superficie sugiere que éste se
aclimato a las condiciones de baja luz. Estos resultados coinciden con la respuesta clasica de
algas y plantas aclimatadas a diferentes intensidades de luz. En fototrofos aclimatados a altos
niveles de irradiancia, la capacidad para absorber luz es menor, ya sea por que presentan un
menor tamafio de la unidad fotosintética (PSU) o menor numero de PSU, mientras que
organismos aclimatados a baja luz presentan eficiencias cuénticas maximas mayores, mediante el
incremento del nimero o del tamafo de PSU (Falkowski y La Roche, 1991). Esta respuesta de
fotoaclimatacion permite que aumente la probabilidad de que un fotdon sea absorbido por los

pigmentos asociados a los fotosistemas (Liinning, 1990).

En tejido colectado a 10 m de profundidad y transferido a AL, no se detectaron cambios
significativos en la capacidad de NPQ entre el primer y ultimo dia de aclimatacion, ya que el

NPQ durante este periodo se mantuvo constante con valores alrededor de 2. La reduccion de la
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eficiencia en la utilizacion de la luz en altas irradiancias, mediada por el aumento de la disipacion
no fotoquimica de energia es una manifestacion de la capacidad de aclimatacion fisioldgica a
condiciones de luz cambiantes (Garcia-Mendoza, 2000). En la aclimatacion AL se observd una
disminucién en Fv/Fm, pero no un incremento en la capacidad de NPQ, por lo que el tejido de 10
m parece que perdid la capacidad para modular los componentes responsables del NPQ, por lo
menos bajo las condiciones de los bioensayos implementados. Por otro lado, el tejido colectado
en superficie y transferido a un régimen de BL, manifestd una disminucion significativa de la
capacidad de NPQ durante el periodo de aclimatacion, en donde se observé una reduccion
gradual del NPQ de mas del 50% con respecto al medido en tiempo 0 (bioensayo III). El
bioensayo en el cual se observd una mayor reduccion de NPQ (bioensayo III) fue también el de
mayor duracién y en el que el tejido estuvo expuesto a una menor irradiancia (100 pmol fotones

m?s™).

Durante el bioensayo III la concentracion fucoxantina, Chl ¢ y B-caroteno, no presentd
cambios significativos. La disminucion del NPQ en el bioensayo III estuvo acompafiada de una
reduccion, también gradual, de la suma de los pigmentos involucrados en el ciclo de las
xantofilas, especificamente del pigmento fotoprotector zeaxantina, el cual disminuyd un 58% en
el dia 8 con respecto al dia 0 de aclimatacion. La reduccién de zeaxantina se vio reflejada en la
disminucién del estado de de-epoxidacion de los pigmentos del ciclo de las xantofilas, el cual
decay6 un 28% al finalizar el tratamiento de BL. El decaimiento en la capacidad de NPQ durante
el periodo de aclimatacion a BL es similar a la disminucion del estado de de-epoxidacion de las
xantofilas y en ambos casos el mayor porcentaje de reduccion se observa en los tres primeros dias
de aclimatacion a BL. La reduccion simultdnea del NPQ y de los pigmentos fotoprotectores
apoya la hipétesis de que la capacidad de fotoproteccion en M. pyrifera estd regulada
principalmente por la actividad del ciclo de las xantofilas (Garcia-Mendoza y Colombo-Pallotta,

2007; Garcia-Mendoza et al., 2011; Ocampo-Alvarez et al., 2013)

Una observacion importante es que la concentracion de violaxantina detectada en tejido
expuesto a luz saturante durante los 8 dias de aclimatacion a baja luz se mantuvo constante. En
plantas superiores, se han identificado diferentes pools de violaxantina de acuerdo a su
accesibilidad a la enzima violaxantina deepoxidasa (VDE). La violaxantina debe estar separada

de las proteinas de la antena para ser convertida en zeaxantina (Jahns et al., 2001) y la de-
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epoxidacion ocurre en sitios con alto contenido del galactolipido monogalactosyldiacylglycerol
(MGDG) (Schaller et al., 2010). La violaxantina asociada a algunas proteinas de la antena menor
no es de facil acceso para la VDE, mientras que la violaxantina asociada a la antena periférica del
FSII y el pool libre es de-epoxidada rapidamente (Farber et al., 1997; Jahns et al., 2001). En
plantas se ha reportado la existencia de un pool de violaxantina disuelto en capsulas de MGDG
que rodean la antena periférica del FSII (Schaller et al., 2010). En diatomeas se ha reportado un
pool de diadinoxantina libre relacionado con los MGDG vy particularmente este pool es mas
grande en diatomeas aclimatadas a alta luz (Lepetit et al., 2010). Ocampo-Alvarez et al., (2013)
propusieron que un pool grande de pigmentos facilmente accesibles a la VDE podria explicar el
incremento en la tasa de de-epoxidacion y en consecuencia una formacion mas rapida del NPQ en
frondas de M. pyrifera aclimatadas a alta luz. En el presente estudio se detectaron cambios en la
concentracion de los pigmentos de-epoxidados, los cuales probablemente pertenecen a este pool
libre que es el que parece regularse durante el proceso de fotoaclimatacion. Dicho pool de
pigmentos podria estar libre o asociado a una proteina especifica de la antena periférica del PSII,
de la cual se esperaria una respuesta de expresion similar a la concentracion del pool libre de
pigmentos del CX, es decir, que cuando este pool libre disminuye también se reduce la expresion

de la proteina asociada.

Probablemente el pool de violaxantina que no cambia durante el periodo de aclimatacion
pudiera estar asociado a la proteina reconocida por el anti-Fcp2 o a otra proteina de la familia
FCP, ya que la proteina de 18 kDa detectada por el anti-Fcp2 no presenté cambios de expresion
durante el periodo de aclimatacién a BL. Se ha descrito que la proteina Fcp2 forma parte de la
antena periférica del aparato fotosintético de diatomeas (Westermann y Rhiel, 2005; Becker y
Rhiel, 2006), por lo que se esperaba que en conjunto con otras proteinas de la antena, su
expresion se redujera bajo condiciones de baja luz. El pool de violaxantina asociado a este tipo de
proteinas probablemente no es accesible a la violaxantina de-epoxidasa, y por lo tanto este
complejo proteico-pigmentario parece no modularse durante el proceso de aclimatacion, es decir,
esta antena no regula el tamafio y los pigmentos asociados en relacion a las condiciones del
ambiente luminico (baja o alta luz). De esta manera M. pyrifera puede tener una alta capacidad de
fotoproteccion modulando el pool libre de pigmentos del XC y al mismo tiempo una eficiente

captacion de luz manteniendo un complejo de antenas captadoras de luz de tamafo constante.
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La cantidad y tasa de formacion de zeaxantina es importante para la formaciéon de NPQ en
M. pyrifera, sin embargo deben existir sitios en donde se lleve a cabo la disipacion térmica, los
llamados sitios de “quenching”. En plantas superiores los sitios de “quenching” pueden estar
localizados en la antena menor o en la antena periférica del PSII, en donde se localiza un
heterodimero clorofila-zeaxantina/luteina y se lleva a cabo la disipacion del exceso de energia
(Holt et al., 2004; Holzwarth et al., 2009). La transferencia de energia directamente del estado
excitado de clorofila a un estado excitado de luteina o zeaxantina induce el proceso de disipacion
térmica (Pascal et al., 2005; Ahn et al., 2008). En algas pardas no existe ningun trabajo sobre
proteinas o complejos especificos involucrados en la regulacion de la disipacion térmica del
exceso de energia, sin embargo se han identificado 13 copias de genes que codifican para
proteinas de la familia LHCSR en el genoma de Ectocarpus siliculosus (Cock et al., 2010;
Dittami et al., 2010), la unica alga parda de la cual se conoce el genoma completo. Estudios
filogenéticos suguieren que las proteinas LHCSR pudieron haber sido originadas en organismos
con Chl ¢ y que las algas verdes las adquirieron por medio de eventos de transferencia horizontal
(Dittami et al.,, 2010). En este estudio se propone que las proteinas de la familia LHCSR son
candidatas a funcionar como sitio de “quenching”. La reduccion del NPQ y zeaxantina durante la
aclimatacion a BL estuvo acompafiada de la disminuciéon de las proteinas reconocidas por los
anticuerpos anti-Fcp6 y anti-LHCSR. La proteina de 22 kDa reconocida por el anti-LHCSR,
presentd una reduccion del 43 al 47% en el Gltimo dia de aclimatacion con respecto a la expresion
en el dia 0, mientras que la proteina de 22 kDa reconocida por el anti-Fcp6 se redujo de un 10 a
29% en el ultimo dia de tratamiento. Las dos proteinas respondieron de la misma manera por lo
que podria tratarse de una misma proteina reconocida por los dos anticuerpos o dos proteinas
distintas con una funcion similar en los complejos antena. La reduccion en la abundancia de
esta(s) proteina(s) probablemente esté asociada a una respuesta de fotoaclimataciéon en la que los

sitios de quenching disminuyen en respuesta a la disminucion de la presion por estrés luminico.

Integrando los resultados de transcripcion (Konotchick et al., 2013), de fisiologia
(regulacion de NPQ; Garcia-Mendoza y Colombo-Pallotta, 2007; Garcia-Mendoza et al., 2011;
Ocampo-Alvarez et al., 2013; presente estudio) y de analisis de proteinas (presente estudio) se
propone que la(s) proteina(s) de 22 kDa reconocida por el anti-Fcp6 y anti-LHCSR podrian ser
un componente clave en el control del NPQ en M. pyrifera, y que los sitios de “quenching” de

estados excitados de la clorofila estén localizados en esta proteina.
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Conclusiones

Las proteinas de la antena del aparato fotosintético de M. pyrifera detectadas con los anticuerpos
anti-Fcp6 y anti-LHCSR se expresan diferencialmente en tejido aclimatado a diferentes
irradiancias. La concentracion de la proteina de peso molecular de 22 kDa es mayor en tejido de
superficie (aclimatado a alta luz) con respecto al tejido colectado a mayores profundidades
(aclimatado a baja luz). Este aumento estd asociado a una mayor capacidad de NPQ y una mayor
concentracion del conjunto de los pigmentos del ciclo de las xantofilas. Asimismo, el nivel de
expresion de la proteina de peso molecular de 22 kDa disminuye al mantener el tejido aclimatado
a alta luz (dosel) a una condicién de baja irradiancia. La reduccion de esta expresion es paralela a
una disminucion en la capacidad de sintetizar zeaxantina y por lo tanto disminuye el DPS y el
NPQ durante el proceso de aclimatacioén a baja luz. Por lo tanto, se sugiere que existe una co-

regulacion entre la expresion de esta proteina y los componentes del NPQ en M. pyrifera.
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