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Resumen de la tesis de Ramén Murillo Martinez, presentada como requisito parcial para la
obtencion del grado de Maestro en Ciencias en Ecologia Marina.

Efecto de la intensidad de la luz sobre los mecanismos de disipacion no fotoquimica y
produccion de toxinas paralizantes en cepas de Gymnodinium catenatum.

Resumen aprobado por:

Dr. Ernesto Garcia Mendoza
Director de Tesis

La disipacién no fotoquimica de energia del fotosistema Il (NPQ; por sus siglas en inglés) es uno
de los principales mecanismos de fotoproteccién de los organismos fotosintéticos cuando la
absorcion de la luz excede su capacidad de utilizacion. En los dinoflagelados se conoce poco
sobre los mecanismos involucrados en el control del NPQ y no se ha evaluado el papel del ciclo
de las xantofilas (CX) en la induccién de este mecanismo de fotoproteccion. EI CX involucra la
conversion del pigmento diadinoxantina (Ddx) a diatoxantina (Dtx) en condiciones de estrés
luminico. La aparicién de Dtx es necesaria para la induccion de NPQ en otros organismos
fitoplanctonicos como diatomeas, pero no se conoce si estos dos procesos estan relacionados en
dinoflagelados. Este grupo, ademéas de su importancia ecoldgica, presenta varias especies que
pueden afectar a otros organismos por la formacion de florecimientos algales nocivos (FAN) o la
produccion de toxinas marinas. Gymnodinium catenatum es el principal productor de toxinas
paralizantes (PST) en el Golfo de California, México, y su presencia en los ultimos afios ha sido
reportada a lo largo de todo el Pacifico mexicano. No se conocen las condiciones especificas que
promueven los FAN y la produccidn de toxinas en este organismo. El objetivo de este estudio fue
caracterizar el efecto de la irradiancia sobre los mecanismos de fotoproteccidn, crecimiento y
produccién de PST en cepas de G. catenatum aisladas del Golfo de California. Las células fueron
aclimatadas a dos diferentes intensidades de luz: Baja Luz (BL, 120 umol fotén m? s™) y Alta
Luz (AL, 350 pmol fotén m? st). Se compar6 el crecimiento poblacional entre estas dos
condiciones de cultivo y se evalud la produccién de PST, induccion y disipacién de NPQ asi
como la interconversion de los pigmentos del CX durante la fase de crecimiento exponencial y
estacionaria de cada condicién de cultivo. La tasa de crecimiento maxima en AL fue de 0.28 dia™
y se alcanzaron abundancias celulares de 5,902 cél mL™. La tasa de crecimiento fue 50 % menor
y la abundancia celular fue 45 % maés baja en los cultivos de BL. Las células de G. catenatum
presentaron una concentracion y perfil de PST similar en los dos tratamientos de luz y fases de
crecimiento. Los valores maximos de NPQ a los 30 min de exposicion a luz saturante fueron
diferentes entre tratamientos y fases de crecimiento, presentdndose un NPQ mayor en células
aclimatadas a BL durante la fase estacionaria. La concentracion celular de pigmentos fue
diferente entre los tratamientos de luz. Las células aclimatadas a BL presentaron una
concentracion de clorofila a y peridinina mayor (15 %) con relacién a las de AL, mientras que en
estas ultimas la concentracion de Ddx y Dtx (pigmentos fotoprotectores) fue 18 % mas alta. Por
lo tanto las células aclimatadas a AL presentaron una capacidad de fotoproteccion mayor. Se
detecté una dependencia alta (r* entre 0.67 y 0.89) de la formacién del NPQ sobre la
interconversion de los pigmentos del CX durante la exposicion a luz saturante en los dos
tratamientos de luz y fases de crecimiento. NPQ en obscuridad estuvo asociada (r* = 0.93 y 0.99)
a la disminucion del Dtx en las células aclimatadas a AL. Sin embargo, esta relacion no es igual
en las células aclimatadas a BL. Estos resultados demuestran que la recuperacion lenta en los



tratamientos de BL en obscuridad esta relacionada con los procesos de dafio y reparacion del FSII
que afectan la emision de fluorescencia. Por lo tanto, se demuestra en el presente trabajo que el
NPQ en G. catenatum depende mayormente de la interconversion de los pigmentos del ciclo de

las xantofilas, sin embargo, existe otro mecanismo que afecta asimismo la emision del FSII que
es independiente de este proceso.

Palabras clave: disipacion térmica, ciclo de las xantofilas, toxinas paralizantes, Gymnodinium
catenatum.
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Abstract of the thesis presented by Ramén Murillo Martinez as a partial requirement to obtain the
Master of Science degree in Marine Ecology.

Effect of light intensity on the non photochemical quenching mechanisms and production of
paralytic shellfish toxins in strains of Gymnodinium catenatum.

Abstract approved by:

Dr. Ernesto Garcia Mendoza
Director de Tesis

The nonphotochemical quenching of photosystem Il (PSII) fluorescence (NPQ) is one of the most
important photoprotection mechanisms of photosynthetic organisms when light absorption
exceeds the capacity for light utilization. In dinoflagellates little is known about the mechanisms
involved in the control of NPQ and the role of xanthophyll cycle (XC) on the induction of this
photoprotection mechanism has not been evaluated. The XC involves the conversion of the
pigment diadinoxanthin (Ddx) into diatoxnthin (Dtx) under light stress. The Dtx appearance is
required for induction of NPQ in other phytoplankton organisms such as diatoms, but it is not
known if these two processes are related in dinoflagellates. This group, in addition to their
ecological importance, has several species that can affect other organisms due to the formation of
harmful algal blooms (HAB) or by the production of phycotoxins. Gymnodinium catenatum is the
main species responsible for the presence of paralytic shellfish toxins (PST) in the Gulf of
California, Mexico, and its distribution comprises all the Mexican Pacific coast. The specific
conditions that promote HABs and induce the production of toxins in this species are not know.
The goal of this study was to characterize the effect of the irradiance on photoprotection
mechanisms, growth and production of PST in a strain of G. catenatum isolated from the Gulf of
California. Cells were acclimated to two different light intensities: Low Light (LL, 120 mol
photon m? s) and High Light (HL, 350 mol photon m? s™). The population growth were
compared between these two culture conditions. The PST production, induction and dissipation
of NPQ and the interconversion of the XC pigments were evaluated at the exponential and
stationary phase of growth at each culture condition. Maximum growth rate in HL was 0.28 day™
and maximum cell abundance was of 5,902 cells mL™ in HL cultures. A 50 % lower growth rate
and a 45 % lower cell abundance was measured in LL cultures. The PST profile of G. catenatum
cells and the concentration of these toxins were similar in both light treatments (LL and HL) and
growth phases. Maximum NPQ after 30 minutes of exposure to saturation light conditions were
different between treatments and growth phases. The highest NPQ was detected in cells
acclimated to LL and during the stationary phase of growth. The cellular pigment concentration
was different between light treatments. The cells acclimated to LL presented a higher clorophyll
a and peridinin concentration (15 %) that HL cells. In contrast, Ddx and Dtx (photoprotective
pigments) concentration was 18 % higher in HL acclimated cells. Therefore, cells acclimated to
HL had a greater photoprotection capacity. NPQ formation was dependent (r? between 0.67 and
0.89) on XC pigments interconversion during exposure to saturation light in the two light
treatments and growth phases. NPQ dissipation in darkness was related (> = 0.93 and 0.99) to the
disappearance of Dtx in cells acclimated to HL. However, this relationship was not similar in
cells acclimated to LL. These results demonstrate that the slow recovery of NPQ in darkness for
the LL acclimated cells was probably to accumulation of PSII damage and its repair that affected
the fluorescence emission. Therefore, it is demonstrated in the present work that NPQ in G.
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catenatum depends mainly on the interconversion of the xanthophyll cycle pigments; however,
there is another mechanism that affects also the emission of PSII.

Key words: thermal dissipation, xanthophyll cycle, paralytic shellfish toxins, Gymnodinium
catenatum
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1. Introduccidén

La luz es un recurso que presenta una variabilidad significativa tanto temporal como
espacialmente (Kirk, 1992). Los procesos de mezcla y migracion vertical en la columna de agua
ocasionan que los organismos fotosintéticos experimenten variaciones en la irradiancia que
reciben en lapsos de tiempo impredecibles, lo que puede ser un factor de estrés para su
metabolismo (Falkowski y La Roche, 1991). Las algas han desarrollado la capacidad de ajustar
su maquinaria fotosintética en respuesta a las variaciones de luz (Blankenship, 2002) y
particularmente, las diatomeas es el grupo fitoplancténico con mayor habilidad para adaptarse a
fluctuaciones en la irradiancia (Wagner et al., 2006). Las diatomeas pueden desarrollarse en
ambientes costeros, oceanicos o estuarinos, en donde ocurren fluctuaciones frecuentes en la
intensidad de la luz, temperatura, concentracion de nutrientes, entre otros. Por ello, estos
organismos han desarrollado estrategias para controlar la fotosintesis eficientemente en
ambientes de luz variable (Kashino et al., 2002), una de las mas importantes es su capacidad
elevada de disipacion del exceso de energia por medio del ciclo de las xantofilas (CX) (Lavaud et
al., 2004). Las diatomeas presentan una capacidad alta de fotoproteccion, y cuando son expuestas
a luz saturante, presentan una reduccion minima en su eficiencia fotosintética (Lavaud et al.,
2007). Asimismo, la concentracion de pigmentos del CX que se reportan en algunas especies de
este grupo es mucho mas alto que en plantas superiores, al igual que los valores de disipacién
térmica del exceso de energia (Lavaud et al., 2003). Las diatomeas pueden expresar mecanismos
rapidos de regulacion de la actividad fotosintética, como es el caso de la activacion de la enzima
diadinoxantina desepoxidasa, que es un mecanismo importante para producir un cambio rapido
de funcion de las antenas colectoras de luz a disipadoras de energia en ambientes de luz variable
(Lavaud y Kroth, 2006). En contraste, en el grupo de los dinoflagelados no se ha descrito o se
conoce poco sobre la importancia del CX en la disipacion térmica del exceso de energia del
aparato fotosintético (Warner y Berry-Lowe, 2006). Asimismo, no se ha caracterizado la relacion
de estos procesos en dinoflagelados plancténicos. Se ha reportado en dinoflagelados simbiontes
de coral que la actividad del CX se asocia con el decaimiento en la actividad fotosintética durante
el dia (Warner y Berry-Lowe, 2006) y en dinoflagelados simbiontes de anémonas existe una
relacion directa entre la actividad de este ciclo y la disipacion de energia (Lombardo-Cifuentes,
2011).
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La fotoaclimatacion consiste en el ajuste de la funcion y composicion del aparato
fotosintético a determinadas condiciones luminicas, que involucra la sintesis y la degradacion
selectiva de pigmentos, proteinas de la cadena de transferencia de electrones (LHCSR, PsbsS,
entre otras) y enzimas del Ciclo de Calvin (RuBisCO) (Geider et al., 1996). Cuando los niveles
de luz son altos, ocurre un desbalance entre el nimero de fotones absorbidos y su utilizacion para
la fotosintesis, lo que puede causar la fotoinhibicion (Ting y Owen, 1994). La fotoinhibicion es el
dafio fotooxidativo que ocurre en el aparato fotosintético, especificamente en el centro de
reaccion del fotosistema Il (FSII) acompafiado de una reduccion en la tasa de fotosintesis
(Andersson y Barber, 1996). El dafio fotooxidativo, es el resultado de la acumulacion de energia
de excitacion que no puede ser canalizada eficientemente hacia la ruta fotoquimica o la
produccion de calor, con el potencial de generar especies toxicas de oxigeno (Balaguer et al.,
2002).

Los organismos fotosintéticos presentan varios mecanismos de fotoproteccion que actuan
a distintos niveles en el proceso de transferencia de energia a través de la maquinaria
fotosintética. Uno de los principales mecanismos de fotoproteccion es la disipacion térmica del
exceso de energia del aparato fotosintético (Demming-Adams y Adams, 1992). Este proceso se
monitorea mediante la sefial de fluorescencia emitida por la clorofila a del FSII. La reduccién de
la emision del FSII independiente de la fotoquimica durante condiciones de luz saturante se
utiliza para medir la disipacion térmica en este sistema, denominada NPQ (non photochemical
quenching, por sus siglas en inglés) (Muller et al., 2001). Mediante el monitoreo de la
fluorescencia del FSII es posible realizar mediciones fisioldgicas de una manera no invasiva para
estimar la disipacion térmica y eficiencia cuantica de la actividad fotoquimica de este sistema
(Krause y Weis, 1991). La emision maxima de fluorescencia del FSII se presenta cuando la
disipacion de energia es minima o se encuentra inactiva y disminuye en funcién de la activacion

de los mecanismos involucrados en el NPQ.

Uno de los procesos méas importantes durante la disipacion térmica es la activacion del
CX en condiciones de alta luz, que consiste en la interconversion de pigmentos carotenoides por
medio de la desepoxidacién de la violaxantina (Vx) a anteraxantina (Ax) y de esta a zeaxantina
(2x) en el grupo de las algas verdes y plantas superiores o de diadinoxantina (Ddx) a diatoxantina
(Dtx) en varios grupos de las cromofitas. Los pigmentos desepoxidados (Zx y Dtx) actdan como
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pigmentos fotoprotectores, absorbiendo parte del exceso de energia y la disipan en forma de
calor, protegiendo al FSII del dafio oxidativo (Niyogi, 1999). En la mayoria de los organismos
fotosintéticos eucariontes, la disipacion de energia en forma de calor esta asociada a la sintesis de
pigmentos del CX. Este mecanismo puede llegar a disipar hasta el 75% de los fotones absorbidos
y debido a su reversibilidad ofrece una respuesta rapida a las condiciones cambiantes del medio
(Niyogi, 1999).

Se ha caracterizado una asociacion entre el CX y el NPQ, lo que indica que este ciclo es
importante para la disipacion térmica en el FSII en varios grupos de organismos fotosintéticos
(Olaizola et al., 1994). Sin embargo, existe poca informacion sobre los mecanismos involucrados
en el NPQ de dinoflagelados. Este grupo tiene un papel ecoldgico importante y varias especies
pueden producir toxinas que pueden afectar a otros organismos o impactar a la salud publica al
formar florecimientos algales nocivos (FAN). Los FAN son fendmenos bioldgicos que ocurren de
manera natural como resultado de la combinacion de mecanismos fisicos, quimicos y biolégicos.
Este término ha sido acufiado por la Comisién Oceanogréfica Intergubernamental (COI) de la
Organizacién de la Naciones Unidas para la Educacion, la Ciencia y la Cultura (UNESCO) (COl,
1992), para designar a la acumulacion de un grupo heterogéneo de microorganismos que pueden
ser dafiinos para el hombre por sus efectos adversos a la salud humana. Asimismo, afectan las
actividades acuicolas, turisticas y de recreacion y pueden afectar a poblaciones de organismos
marinos de zonas costeras. El término se aplica a cualquier poblacién microalgal, incluso aunque
las concentraciones celulares no sean muy elevadas, siempre y cuando su aparicion conlleve un

efecto nocivo (Reguera, 2002).

No se conocen los factores ambientales que promueven la formacion, mantenimiento y
decaimiento de florecimientos de la mayoria de las especies tdxicas, asimismo las condiciones
especificas que inducen a la produccion de toxinas son poco comprendidas (Granéli y Flynn,
2006). Las toxinas marinas de origen algal se denominan ficotoxinas y son producidas por
especies de microalgas de distintos grupos filogenéticos como cianobacterias, diatomeas y
dinoflagelados. De las aproximadamente 5,000 especies de fitoplancton registradas en los
océanos, se conoce que solamente alrededor de 300 son formadoras de florecimientos algales

(Hallegraeff, 1993) y 60 especies, principalmente dinoflagelados, se han asociado a la produccion



4

de compuestos bioactivos hidrofilicos o liposolubles que pueden presentar efectos hemoliticos,

neurotoxicos o enterotoxicos (Zaccaroni y Scaravelli, 2008).

Existen diferentes tipos de toxinas producidas por microalgas. Las ficotoxinas de tipo
paralizante (PST, por sus siglas en inglés “Paralytic Shellfish Toxins) provocan la intoxicacion
paralizante por consumo de moluscos (PSP, “Paralytic Shellfish Poisoning”). El acido domoico
(AD) es el responsable de la intoxicacion amnésica por el consumo de moluscos (ASP, “Amnesic
Shellfish Poisoning”). El acido okadaico y las dinofisistoxinas causan la intoxicacion diarreica
por consumo de moluscos (DSP, “Diarrhetic Shellfish Poisoning™) y las brevetoxinas provocan la
intoxicacion neurotoxica por consumo de moluscos (NSP, “Neurotoxic Shellfish Poisoning”).
Los vectores principales de estas toxinas hacia los humanos son los moluscos bivalvos.
Asimismo existen las ciguatoxinas (CTX) que se acumulan en peces que al ser consumidos por
humanos producen la enfermedad conocida como ciguatera (CFP, “Ciguatera Fish Poisoning”)
(Holmes, 1992). Estas toxinas afectan principalmente el sistema nervioso periférico, alterando el
transporte de iones en las membranas excitables y actdan como inhibidores metabdlicos (Hall,
1991).

Las PST se encuentran ampliamente distribuidas en las zonas costeras de todo el mundo y
son producidas principalmente por especies de los géneros Alexandrium, Pyrodinium vy
Gymnodinium (Hallegraeff, 1993). Las PST son potentes neurotoxinas solubles en agua que
bloquean los canales de sodio dafiando el funcionamiento celular y por lo tanto, inhibiendo las
sefiales eléctricas que mantienen la actividad nerviosa y la comunicacion sinaptica (Hernandez-
Orozco y Garate-Lizarraga, 2006). La saxitoxina (STX) es la principal toxina paralizante y es
absorbida rdpidamente a través de la mucosa oral y gastrointestinal. La severidad de los sintomas
y la progresion de la intoxicacion dependen de la dosis, susceptibilidad del individuo y del grado
de eliminacidn de la toxina (Stafford y Hines, 1995). Las PST estan constituidas por un nucleo
tetrahidropurinico y presentan un anillo fusionado en posicion angular. Se han identificado mas
de 20 tipos de PST, todas ellas analogas a la STX al existir sustituciones por diferentes radicales
en la estructura principal de estas toxinas (Fig. 1). Estructuralmente y en funcién de los radicales
gue presenta cada analogo se han establecido 4 grupos de toxinas: carbamato (STX, neoSTX, y
gonyautoxinas (GTX 1-4)), N-sulfocarbamato (B 1-2 y C 1-4), decarbamato (dcSTX, dcneoSTX,
dcGTX 1-4) y deoxidecarbamato (doSTX, doGTX 2-3) (Shimizu, 2000). Los analogos tienen



5

toxicidad diferente, la cual esta relacionada con el grado de afinidad con el sitio de union en los
canales de sodio donde la STX y neoSTX son las especies que presentan mayor grado de
toxicidad (Fig. 1).

Gymnodinium catenatum es un dinoflagelado atecado (desnudo) que produce PST y se la
ha asociado a intoxicaciones humanas registradas en la bahia de Mazatlan (Mee et al., 1986). La
presencia de esta especie en México se ha incrementado durante los Gltimos afios en distintas
regiones costeras del Pacifico mexicano, principalmente en el Golfo de California (Band-Schmidt
et al., 2004, 2011). Sin embargo, no se conoce cuales son los factores que influyen sobre el
crecimiento y produccién de PST al igual que las respuestas de fotoproteccion que puede
expresar este dinoflagelado. Por lo tanto, el presente trabajo se enfoca en caracterizar el efecto de
la luz sobre el crecimiento, mecanismos de fotoproteccion y produccion de PST en cepas de G.

catenatum aisladas del Golfo de California, México.

Carbamato Decarbamato N-sulfocarbamato
Ri | R | Rs |RyOCONH Tlg:f:t‘i‘zid Ry: OH Tlgzl‘:tlgid Rs: OCONH-SO5- Tﬁg;‘;iaad
H H H STX 1 deSTX 0.51 B1 0.06
OH H H Neo 0.92 dcNeo 0.40 B2 0.0
OH |0SO3 H GIX 1 0.99 deGTX 2 0.65 Cl1 0.01
H 0S03 H GIX 2 0.36 deGTX 3 0.75 Cc2 0.10
H H 0s03 GIX 3 0.64 Cc3 0.01
OH H 0s0O3 GIX 4 0.73 C4 0.06

Figura 1. Estructura quimica de las toxinas paralizantes y toxicidad relativa de cada analogo respecto a la
saxitoxina. Tomado de Oshima, 1995.




1.1 Antecedentes

Existe poca informacion sobre la disipacion térmica del exceso de energia en
dinoflagelados, por lo tanto, no se conocen los mecanismos de regulacion que controlan la
respuesta al estrés luminico. La diferencia tanto en la estructura de las antenas colectoras de luz
de los fotosistemas, asi como en la composicion pigmentaria de los dinoflagelados, indican que
los mecanismos de regulacion en comparacion con otros grupos de microalgas pueden ser
distintos, de los cuales las diatomeas son los organismos del fitoplancton en donde se han

realizado la mayoria de los estudios sobre el control de NPQ (Goss y Jakob, 2010).

Estudios diversos confirman que existe una capacidad mayor de fotoproteccion en
microalgas aclimatadas a alta luz (AL) cuando son expuestas a condiciones de luz saturante.
Casper-Lindley y Bjorkman (1998) observaron que el conjunto de pigmentos del CX fue mayor
en especies de microalgas aclimatadas a AL en comparacion a organismos aclimatados a baja luz
(BL). Dimier et al. (2007) reportaron un contenido mayor de Dtx y valores maximos de NPQ de
5 a 10 veces més altos en AL en comparacién a BL para Chaetoceros sociales y Thalassiosira
rotula. EI CX no es el inico mecanismo que interviene en la expresion total del NPQ, la sintesis
de Zx es fundamental para inducir la disipacion térmica. Hasta un 40% de la induccion del NPQ
se ha asociado a la sintesis de este pigmento en plantas superiores y algas verdes (Wilhelm y
Selmar, 2011). En contraste, el 100% del NPQ en algas pardas (Garcia-Mendoza y Colombo-
Pallotta, 2007) y diatomeas (Olaizola et al., 1994; Lavaud et al., 2004) depende de la sintesis de
los pigmentos fotoprotectores Zx y Dtx, respectivamente. En dinoflagelados simbiontes de
corales se tiene evidencia del cambio relativo de ambos procesos durante el ciclo diurno (Brown
et al., 1999). Asimismo, en dinoflagelados simbiontes de la anémona Anthopleura elegantissima
se observé que existe una alta dependencia entre el NPQ y la presencia de los pigmentos
desepoxidados del CX (Dtx) (Lombardo-Cifuentes, 2011). Sin embargo, no existe informacién
sobre la importancia de este ciclo en la expresion del NPQ en dinoflagelados que forman parte

del fitoplancton y menos en especies con potencial toxico.

Las toxinas de origen algal son responsables de entre 50,000 y 500,000 intoxicaciones
humanas al afio, con una tasa de mortalidad total mundial del 1.5 % de las personas intoxicadas

(Wang, 2008). A nivel global, alrededor de 2,000 casos de PSP son reportados al afio, con una
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tasa de mortalidad del 15% (Deeds et al., 2008). El primer evento documentado de PSP ocurrio
en 1927 cerca de San Francisco, E.U.A., y fue causado por Alexandrium catenella, reportandose
102 intoxicaciones y 6 muertes humanas (Sommer y Meyer, 1937). Después de ese evento otras
especies de los géneros Alexandrium, Gymnodinium y Pyrodinium han sido identificados como
productoras de PST (Shumway, 1990). Landsberg (2002) realiz6 una revision de los efectos
asociados a FAN sobre organismos marinos, encontrando que en mayo de 1942 se reportd la
muerte de aproximadamente 2,000 aves piscivoras en las costas del estado de Washington,
E.U.A., y ademas seis muertes humanas. En 1987 se reporta la muerte de 14 ballenas jorobadas
(Megaptera novaeangliae) en aguas de Nueva Inglaterra, E.U.A, y en los meses de mayo y julio
de 1997 se registraron cerca de 117 focas monje del Mediterrdneo (Monachus monachus) muertas
a lo largo de la costa oeste del Sahara, en Africa. Durante estos eventos, se detectaron especies
productoras de PST en muestras de agua, como A. catenella, A. minutum y G. catenatum, asi

como niveles considerables de PST (Landsberg, 2002).

G. catenatum fue descrito por primera vez en el Golfo de California en 1939 (Graham,
1943) y se ha asociado a intoxicaciones humanas registradas en la bahia de Mazatlan, México en
1979, donde se reportaron 3 muertes y 19 personas intoxicadas (Mee et al., 1986). Durante los
ultimos afios, han aumentado los reporte de FAN vy la presencia de esta especie en varias bahias a
lo largo de la costa del Pacifico mexicano (Band-Schmidt et al., 2011). Este aumento podria estar
asociado al incremento en el nimero de investigadores que estudian los FAN o posiblemente a
una dispersion de las especies nocivas a nuevas areas (Band-Schmidt et al., 2004). G. catenatum
ha sido reportado en Meéxico, Argentina, Espafia, Portugal, Tasmania, Australia, Japon,
Venezuela, Tailandia, Filipinas, Palaos, Uruguay, Marruecos, Malasia (Hallegraeff y Fraga,
1998), Brasil (Proenca et al., 2001) y Corea (Oh y Yoon, 2004).

No se conocen las condiciones que controlan la produccion de toxinas de tipo paralizante.
Sin embrago, se ha evaluado la influencia de factores ambientales sobre especies productoras de
PST cultivadas en laboratorio. Laabir et al. (2011) evaluaron la influencia de diferentes
condiciones de cultivo sobre el crecimiento del dinoflagelado toxico A. catenella aislado del mar
Mediterraneo y observaron una capacidad amplia de aclimatacion a distintas condiciones de luz,
temperatura y salinidad. Parkhill y Cembella (1999) evaluaron el efecto de la salinidad, luz y

concentracion de nitratos sobre el crecimiento y la toxicidad de A. tamarense aislado de un
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estuario de Quebec, Canada. En este estudio se reporto que la toxicidad celular durante el cultivo
no se vio afectada por ninguno de los factores a evaluar, solo varié en las distintas fases de
crecimiento encontrdndose las mayores concentraciones durante la fase exponencial (58.8 + 7 pg
STXeq cél™), dominando la presencia de las toxinas N-sulfocarbamatadas C1 y C2 (64 + 3 %),

consideradas de bajo potencial toxico (Parkhill y Cembella, 1999).

Por otro lado, los cambios en la proporcion de nitrogeno y fésforo no estimularon la
produccion ni cambios en el perfil de PST, pero si influyeron en la abundancia celular de G.
catenatum aislado de bahia Concepcidn, Baja California Sur (B.C.S), México, por lo que se
sugiere que la dinamica celular de toxinas estd relacionada con la fase de crecimiento de este
organismo (Bustillos-Guzman et al., 2012). Las toxinas N-sulfocarbamatadas fueron las mas
abundantes (B 1-2) durante los primeros dias, seguidas de las carbamatadas (STX y neoSTX) al
encontrarse mas desarrollado el cultivo. Las cepas de G. catenatum aisladas de diferentes areas
en México presentan una toxicidad moderada y porcentajes elevados (81-86 %) de toxinas N-
sulfocarbamatadas (toxinas tipo C) junto con derivados de decarbamatadas (6.5-8.8 %) (Band-
Schmidt et al. 2005, 2006).

No se ha estudiado el efecto de la intensidad de la luz y los mecanismos de fotoproteccion
en cepas mexicanas de G. catenatum, por lo que el presente trabajo evaluara el efecto de esta
variable sobre el crecimiento, produccion y potencial toxico de esta especie.



2. Justificacion

El ciclo de las xantofilas (CX) es un elemento importante en la fotoaclimatacion y
fotoproteccion de los organismos y es una caracteristica altamente conservada en los organismos
fototroficos eucariontes (Goss y Jakob, 2010). Sin embargo, se conoce poco sobre el proceso de
disipacion térmica y mecanismos de fotoaclimatacion en dinoflagelados. En este grupo no se ha
estudiado la cinética de induccion del NPQ y su relacion con la interconversion de los pigmentos
involucrados en el CX, por lo que no se conoce el grado de correlacion entre estos dos procesos.
Esto es importante para entender como responden estos organismos al estrés luminico. No se
conocen las condiciones de crecimiento éptimo a diferentes intensidades de luz de G. catenatum
en cultivo. Este trabajo evalGa por primera vez el efecto de la intensidad de la luz sobre el
crecimiento, contenido y perfil de pigmentos y PST en cepas de G. catenatum aisladas del Golfo
de California. La exposicion de G. catenatum a distintas intensidades de luz permitira evaluar si
esta variable afecta la capacidad de produccion de toxinas en cultivo. Por lo tanto, la
caracterizacion del crecimiento de G. catenatum a distintas intensidades de luz permitira

comprender mejor la respuesta fisiologica de esta especie a diferentes factores ambientales.

La distribucion de especies formadoras de FAN, y especificamente asociadas a la
produccién de PST se ha ampliado provocando la intoxicacién y muerte de humanos y de una
gran variedad de organismos marinos en las zonas costeras. Asimismo, la presencia de estas
especies ha afectado drasticamente las actividades pesqueras y acuicolas a nivel mundial. Los
estudios realizados en cultivos de G. catenatum aislado del Golfo de California se han enfocado
principalmente en caracterizar el efecto de la temperatura, salinidad (Band-Schmidt et al., 2004)
y limitacion de nutrientes (Bustillos-Guzmén et al., 2012), asi como la comparacion entre medios
de cultivo (Band-Schmidt et al., 2004) sobre el crecimiento y produccion y proporcion de PST.
G. catenatum se distribuye a lo largo de todo el Pacifico mexicano y se considera como el
principal productor de PST en el Golfo de California. Este dinoflagelado se ha detectado
recientemente en la region de San Felipe, B.C., y es el responsable de la acumulacion de toxinas
en bivalvos de esa region (Murillo-Martinez, 2011) por lo que es necesario conocer las respuestas
fisioldgicas de esta especie en general y eventualmente evaluar el potencial toxico de cepas

aisladas en diferentes regiones del Golfo de California.
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3. Hipdtesis

El crecimiento y la produccion de toxinas de tipo paralizante del dinoflagelado Gymnodinium
catenatum aislado del Golfo de California se ven afectados por la intensidad de la luz en cultivos

estaticos.

El contenido celular y el perfil de toxinas de tipo paralizante varian durante las diferentes fases de
crecimiento de Gymnodinium catenatum mantenido en cultivos estaticos a distintas intensidades

de luz.

La capacidad de fotoproteccion medida como la expresion de la disipacién no fotoquimica de la

fluorescencia (NPQ) depende del ciclo de las xantofilas en Gymnodinium catenatum.
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4. Objetivo general

Caracterizar el crecimiento, potencial toxico y la relacion entre la disipacion no fotoquimica de la
fluorescencia (NPQ) y el ciclo de las xantofilas en Gymnodinium catenatum aislado del Golfo de

California cultivado bajo diferentes irradiancias.

4.1 Objetivos especificos

e Evaluar la influencia de una irradiancia baja (BL; 120 pmol foton m? s?) y una
irradiancia alta (AL; 350 pmol fotén m™ s™) sobre el crecimiento y contenido celular de
toxinas de tipo paralizante de Gymnodinium catenatum aislado del Golfo de California.

e Evaluar la variacion en la produccién de toxinas de tipo paralizante en diferentes fases de
crecimiento de Gymnodinium catenatum cultivado a una irradiancia baja (BL; 120 pmol

foton m?s™) y una irradiancia alta (AL; 350 umol fotén m?s™).

e Evaluar el efecto de la intensidad de la luz sobre el perfil de toxinas de tipo paralizante en
cepas de Gymnodinium catenatum aisladas del Golfo de California.

e Caracterizar la capacidad de fotoproteccion medida como la expresion de la disipacion no
fotoquimica de la fluorescencia (NPQ) en Gymnodinium catenatum aclimatado a una baja

y alta irradiancia.

e Evaluar la relacion entre la disipacion no fotoquimica de la fluorescencia (NPQ) y el ciclo

de las xantofilas en Gymnodinium catenatum aclimatado a una baja y alta irradiancia.
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5. Materiales y metodos

5.1 Cultivo de Gymnodinium catenatum

Para los experimentos se utilizd la cepa GCCV-7 de G. catenatum adquirida de la
Coleccion de Dinoflagelados Marinos (CODIMAR) del Centro de Investigaciones Biologicas del
Noroeste (CIBNOR), La Paz, México. La cepa fue aislada originalmente en mayo del 2001 de
muestras de agua de Bahia Concepcién, B.C.S. Las células se mantuvieron en matraces de 125
mL a 21 + 1 °C con una iluminacién de 230 pmol fotén m? s utilizando lamparas fluorescentes
de luz de dia. Se mantuvieron en un ciclo de luz:oscuridad de 12:12 en medio GSe (Doblin et al.,
2000). Al aumentar la abundancia celular en estos cultivos se utilizaron recipientes de mayor
volumen. Para la realizacion de los experimentos, las células se aclimataron previamente para
cada condicién de luz inoculando una réplica para cada tratamiento: Baja Luz (BL) corresponde a
células expuestas a 120 pmol fotén m™? s, y a 350 umol fotén m™ s para el tratamiento de Alta
Luz (AL). Se utilizaron lamparas LED de luz blanca y los cultivos se mantuvieron con un ciclo
de luz:obscuridad 12:12 a una temperatura de 21 + 1 °C. Durante la aclimatacion se monitored el
aumento poblacional de los cultivos cada dos dias mediante el recuento al microscopio de
alicuotas previamente fijadas con Lugol-Acetato, utilizando cadmaras Sedgewick-Rafter. Al
encontrarse los cultivos en la fase de crecimiento exponencial se inocularon tres réplicas en cada
condicidn de luz, agregando alicuotas de 300 mL de G. catenatum a 600 mL de medio GSe en

matraces Erlenmeyer de vidrio de 1 L.

5.2 Tasa de crecimiento

Para cada tratamiento se evallo, por triplicado, la abundancia celular cada dos dias de los
tres cultivos aclimatados a las dos intensidades de luz. La evaluacion de la abundancia celular se
realizd mediante el recuento al microscopio de alicuotas de los cultivos previamente preservadas
con Lugol-Acetato, utilizando cAmaras Sedgewick-Rafter. La tasa de crecimiento instantanea (L)
se midio para periodos especificos durante el desarrollo de cultivos a diferentes condiciones y se

calculo de acuerdo a la siguiente ecuacion propuesta por Guillard (1973):

_InX, -In X,
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donde p es la velocidad o tasa de crecimiento especifica, X; es la abundancia celular en el tiempo
2 (t), X1 es la abundancia celular en el tiempo 1 (t;) y t es el tiempo en dias. La tasa de
crecimiento méaxima se calcul6 para el periodo de crecimiento exponencial para cada condicion

de cultivo.

5.3 Mediciones de fluorescencia

Las mediciones de emision de la fluorescencia de la clorofila a del fotosistema Il (FSII) se
realizaron con un fluorometro de pulsos de amplitud modulada sumergible (Diving PAM, Walz,
Germany), que tiene una luz de medicién de 428 nm (LED azul). La nomenclatura y los
pardmetros calculados son de acuerdo a Van Kooten y Snel (1990). La eficiencia cuéntica
maxima del FSII se calculé como F./Fn, donde F, = Fn-Fo. Las células de G. catenatum se
mantuvieron en obscuridad por lo menos 10 min y la fluorescencia basal (Fo) se midio al exponer
las muestras solamente a la luz de medicion. La fluorescencia méxima (Fn) se midi6 al dar un
pulso saturante (3,000 pmol m?s™) con una duracién de 0.8 s. La Fq se presenta cuando todos los
centros de reaccion del FSII estan abiertos, es decir, que el aceptor primario (Qa) esta oxidado.
La fluorescencia maxima Fp, se detecta cuando todos los centros de reaccion estan cerrados y Qa
estd reducido. Bajo estas condiciones, la eficiencia fotoquimica es 0 y por lo tanto la
fluorescencia es maxima. La capacidad de disipacion no fotoquimica del FSII (NPQ) se evalu6 en
una camara de medicion de oxigeno. La induccion del NPQ se realizd en cada réeplica aclimatada
a BL y AL durante la fase exponencial y estacionaria de crecimiento. Se tomaron 15 mL de cada
réplica y se mantuvieron en obscuridad por lo menos 10 min a una temperatura constante de 21
°C mantenida por medio de recirculacion de agua. Las muestras se mantuvieron en agitacion
constante durante las mediciones y se midi6 la Fn, en estas condiciones. Posterior al periodo de
adaptacion a la obscuridad se ilumind la cdmara por un periodo de 30 min mediante una lampara
blanca de halégeno de 125 W. La lampara fue posicionada de tal manera que toda la muestra
fuera iluminada homogéneamente. La fibra dptica del fluorometro fue colocada en un angulo de
90° en relacion a la luz de la lampara. La intensidad de la luz a la que fueron expuestas las celulas
fue de aproximadamente 800 pmol fotén m™ s™. Posterior al periodo de exposicién a la luz se
registraron mediciones de fluorescencia durante 24 min en obscuridad para evaluar la cinética de

disipacion del NPQ el cual se calculé como:
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NPQ = (Fn —Fn’) / Fr’ (2)

donde Fy,’ es el valor de la fluorescencia maxima obtenido durante el periodo de incubacion con

luz actinica y en obscuridad posterior al periodo de iluminacion.

5.4 Andlisis de pigmentos en Gymnodinium catenatum

La toma de muestras para el analisis de pigmentos se realiz6 para cada réplica aclimatada
a BL y AL durante la fase exponencial y estacionaria de crecimiento. Este muestreo se realizo
durante los experimentos de caracterizacion de la induccion y disipacion del NPQ. Se tomaron 15
mL de cada réplica de cada tratamiento y se mantuvieron en obscuridad por lo menos 10 min a
una temperatura constante de 21 °C por medio de recirculacion de agua. Se tomaron muestras a
los 0 min (al final del periodo de adaptacion a la obscuridad) y a los 2, 5, 10, 15, 30 min durante
el periodo de exposicion a la luz actinica (800 pmol foton m?s*) yalos 1, 2, 3, 5, 10, 20 y 30
min después de apagar la luz actinica. El volumen muestreado (1 mL) se filtrd utilizando filtros
tipo GF/F de 13 mm de diametro. Los filtros fueron congelados inmediatamente en nitrogeno
liquido para evitar la degradacion de los pigmentos y se mantuvieron de esta manera hasta su

analisis por cromatografia liquida de alto desempefio (HPLC).

La extraccion de los pigmentos se realiz6 colocando cada filtro en un tubo de
microcentrifuga de 2 mL y se agregaron perlas de silice-zirconia de 0.5 mm y 1 mL de acetona al
100% enfriada previamente. La ruptura de las células se llevé a cabo por medio de un mini “Bead
Beater” (Bisopec Products Inc.), agitando por 10 segundos a 500 rpm por tres ocasiones, con
periodos de enfriamiento entre cada uno de ellos. Finalmente, la limpieza del extracto se realizé
con dos periodos de centrifugacién a 13 000 rpm por 5 min a 2 °C. Una vez limpia la muestra, se
tomo6 el sobrenadante y se le agregd acetato de tetrabutilamonio (TBAA) 28 mM a una

proporcion de 30 puL de TBAA por cada 100 pL de muestra.

5.5 Identificacidn y cuantificacion de pigmentos por cromatografia (HPLC)

Para la separacion de pigmentos por HPLC se utiliz6 el protocolo descrito por Van
Heukelem y Thomas (2001), pero modificando el gradiente de bombeo de la fase mdvil de
acuerdo a Almazan-Becerril y Garcia-Mendoza (2008). Este protocolo separa a nivel de linea



15

base a la clorofila a de la divinil clorofila a y a la zeaxantina de la luteina. Se utilizé un equipo de
HPLC marca Agilent modelo 1260 equipado con una columna de fase reversa Zorbax XDB-C8
(4.6 x 150 mm, 3.5 um tamafio de poro). La columna se mantuvo a 60 °C durante el analisis. Se
utilizé un gradiente binario de solventes, Metanol: TBAA 28 mM (70:30, v/v) como solvente A'y
Metanol 100% como solvente B, con un flujo de 1 mL min™. El gradiente de bombeo de la fase
movil fue (%B, min): 5%, 0 min; 95%, 22 min; 95%, 27 min; 5%, 30 min. La elucion de los
pigmentos se midi6 con un detector de arreglo de diodos (DAD) configurado a 5 longitudes de
onda de deteccion (436, 450, 475, 665 y 780 nm). El sistema se calibré utilizando 5 estandares
comerciales de pigmentos: Chl a, peridinina, diadinoxantina, diatoxantina y Chl ¢ (DHI, Inc.
Suecia). La identificacion de los pigmentos se realiz6 por comparacion del tiempo de retencion
de cada pico con el tiempo de retencién de los estandares de pigmentos comerciales. El calculo
del &rea de los pigmentos se realiz6 con el software de sistema de datos cromatogréaficos
ChemStation (Agilent).

El grado de desepoxidacién (DPS) de los pigmentos involucrados en el CX que presenta

G. catenatum se calcul6 como:

DPS = [Dtx] / ([Ddx] + [Dtx]) 3)

donde Dtx y Ddx representan la concentracion de diatoxantina y diadinoxantina, respectivamente.
El DPS representa el estado fotoprotector de los carotenoides del CX ya que Dtx esta involucrado

en la disipacion de energia en forma de calor que protege al aparato fotosintético (Niyogi, 1999).

5.6 Analisis de toxinas de tipo paralizante (PST) en Gymnodinium catenatum

El anélisis de toxinas se realizd en muestras colectadas durante la fase de crecimiento
exponencial y estacionaria de cada tratamiento. Se filtraron entre 40 y 75 mL de cada cultivo, por
triplicado, las celulas se concentraron en filtros de fibra de vidrio (GF/F) de 25 mm y se

congelaron inmediatamente en nitrégeno liquido hasta su analisis.

La extraccion de toxinas se realiz6 colocando los filtros en tubos de microcentrifuga de 2
mL, se agregd 1 mL de &cido acético (0.03 N) y posteriormente se efectud el rompimiento de la
pared celular por disrupcion mecénica por medio de un mini “Bead Beater” (Biospec Products
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Inc.), agitando por 30 segundos a 500 rpm. EIl contenido del tubo se pasé a un tubo Falcon de 15
mL y se agregé nuevamente 3 mL de acido acético (0.03 N). Se agitd el tubo durante 30
segundos con un vortex y se clarificd por centrifugacion a 3,000 rmp por 5 min. El sobrenadante
se paso por un filtro de 0.25 um (PTFE) y a cada filtro se le dio un solo uso. Posteriormente, se
agregaron 35 L de acido clorhidrico (1 M) por cada 150 puL de muestra filtrada, se agité por 30
segundos y se mantuvo la muestra a 90°C por 15 min. Posteriormente se dejo enfriar y se agito
nuevamente por 30 segundos para enseguida afiadir 75 pL de acetato de sodio (1 M). Finalmente,
se agitd por otros 30 segundos y se tomo una alicuota para su anélisis por HPLC.

5.7 Identificacion y cuantificacion de toxinas por cromatografia (HPLC)

El andlisis cromatogréfico se llevd a cabo de acuerdo a Hummert et al. (1997) y Yu et al.
(1998). El gradiente de solventes estuvo compuesto por una solucién de acido octanosulfonico y
fosfato de amonio a un pH de 6.9 y acetonitrilo para separar las toxinas paralizantes. Después de
una oxidacion postcolumna con acido periddico alcalino, los productos resultantes se detectaron
con un detector de fluorescencia (HP 1116) a una longitud de onda de 330 nm de excitacion y de
395 nm de emision. El sistema se calibro utilizando estandares de STX, neoSTX, GTX1, GTX2,
GTX3, GTX4 y dcSTX (National Research Council, Canada). Los estandares GTX2 y GTX3
contienen dcGTX2 y dcGTX3 en bajas proporciones. La identificacion de STX y sus analogos se
realiz6 comparando los tiempos de retencién de la muestras con los estandares de referencia. La
cuantificacion de toxinas se realizé mediante las areas de los picos de los analitos con el factor de

respuesta correspondiente calculado con los estandares certificados.

5.8 Andlisis estadistico

Se realizaron pruebas de andlisis de varianza (ANOVA) de dos vias para determinar si
existieron diferencias entre cada condicion de iluminacion y fase de crecimiento del cultivo y
utilizando un analisis para cada uno de los siguientes indicadores: tasas de crecimiento, contenido
de pigmentos y toxinas, y produccion de NPQ. Se realizé un andlisis de regresion lineal para
evaluar la dependencia entre los valores obtenidos de NPQ durante su activacion y desactivacion
y la concentracién de Dtx para cada condicion de cultivo y fase de crecimiento. Para estos
analisis estadisticos se utilizo el programa STATISTICA v.7.1 (StatSoft, Inc.) con un nivel de

significancia de a = 0.05.
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6. Resultados

6.1 Abundancia celular y tasa de crecimiento de Gymnodinium catenatum cultivados en dos
irradiancias

Durante el periodo de experimentacion, se evalud la abundancia celular cada dos dias
después de inocular los cultivos. Los analisis de pigmentos, toxinas e induccién de NPQ se
realizaron durante la fase de crecimiento exponencial y estacionaria en los dos tratamientos (Fig.
2).

Las células expuestas a Alta Luz (AL) presentaron una tasa de crecimiento mayor y una
abundancia celular mas alta al final de la fase estacionaria (Tabla 1) en comparacion a las células
expuestas a Baja Luz (BL). Las tasas de crecimiento maximas fueron de 0.14 + 0.01 y 0.28 +
0.06 dia™ para células cultivadas a BL y AL, respectivamente. El analisis estadistico mostré que
existen diferencias significativas entre las tasas de crecimiento de los tratamientos (p<0.05). Las
células expuestas a BL presentan una fase exponencial méas corta de aproximadamente 12 dias y
alcanzaron una abundancia celular méxima de 3,258 + 186 cél mL™. Por otro lado, los cultivos en
AL presentaron una fase exponencial de 20 dias alcanzado una abundancia celular maxima de
5,902 + 656 cél mL™ la cual fue dos veces mayor que la de BL. La fase estacionaria fue clara
para los dos tratamientos presentandose abundancias celulares sin cambios durante 4 conteos (8

dias) seguidos (Fig. 2).

6.2 Induccion y disipacion de NPQ en Gymnodinium catenatum

Se caracterizd la cinética de induccién en luz saturante y disipacion de NPQ en
condiciones de obscuridad de G. catenatum aclimatado a dos condiciones de luz. Se evalud la
inducciéon de NPQ en células colectadas durante la fase exponencial y estacionaria de
crecimiento. La induccion de NPQ se evalud en células expuestas a 800 pmol fotén m™? s™ por 30

min. Posteriormente, se monitored por 24 min la emisién de fluorescencia en obscuridad.

En los 30 min de exposicion a la luz saturante se observo un incremento de NPQ para las
dos condiciones de luz y las dos fases de crecimiento (Fig. 3). La induccién del NPQ vario entre
los dos tratamientos de aclimatacion y en las distintas fases de crecimiento. En células
aclimatadas a BL el NPQ en la fase estacionaria se observo una mayor induccion de NPQ (10.0 +

0.62; Fig. 3 y Tabla 2) que en la fase exponencial. EI NPQ maximo detectado después de 30 min
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en luz fue aproximadamente dos veces mayor en la fase estacionaria en comparacion con la fase
exponencial en células aclimatadas a BL (Fig. 3). En contraste, en células aclimatadas a AL el
NPQ fue mayor durante la fase exponencial (9.06 + 0.24) en comparacion con la fase
estacionaria. Se encontraron diferencias significativas (p<0.05) en la cinética de NPQ entre las
fases de crecimiento y condiciones de luz durante la etapa de induccion y disipacién. Solo en el
cultivo de BL en fase estacionaria se pudo observar una saturacion del NPQ durante de los 30

min de iluminacién.
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Figura 2. Crecimiento poblacional de Gymnodinium catenatum cultivado a 120 umol fotén m? s (Baja Luz,
BL; circulos negros), y expuesto a 350 umol fotén m? s* (Alta Luz, AL; triangulos rojos). Los puntos
amarillos corresponden a los dias en los que se realizé la toma de muestras para el andlisis de pigmentos,
toxinas e induccion de NPQ. Cada punto representa el promedio de tres réplicas + su desviacion estandar.

Tabla 1. Tasa de crecimiento méxima poblacional (i) y abundancia celular maxima de Gymnodinium
catenatum cultivado a 120 pmol foton m?s™ (Baja Luz, BL) y a 350 umol fotén m? s™ (Alta Luz, AL).

Tratamiento u (div dia™) Abundancia max (cél mL™)

BL 0.14+£0.01 3258 + 186
AL 0.28 +0.06 5902 + 656




NPQ ((Fm-Fm')/Fm’)
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Se caracterizd la disipacion de NPQ después de la exposicion a la luz. Una vez
establecido el NPQ en luz saturante, las células se mantuvieron por 24 min en obscuridad
observandose una disminucion del NPQ en casi todos los tratamientos, lo que refleja un aumento
en la emisiéon de fluorescencia del FSII. Se observo una reduccion significativa solamente en
cultivos aclimatados a AL para ambas fases de crecimiento. EI NPQ después de 24 min en
obscuridad disminuyd un 63 y 75 % del maximo detectado para células colectadas en la fase
exponencial y estacionaria, respectivamente. Se encontraron diferencias significativas (p<0.05)
en la cinética de NPQ entre las fases de crecimiento durante la etapa de disipacion. Las células
aclimatadas a AL presentan una reduccion rapida del NPQ en obscuridad, lo que indica que
existe un proceso relativamente rapido de recuperacion de la emision del FSII, mientras que en
las células aclimatadas a BL, la reduccién es minima. En especifico, en muestras colectadas en

fase exponencial en BL no se presentd una reduccion del NPQ en obscuridad.

Luz O0BSCURIDAD Luz OBSCURIDAD
12 4 ; A 12 1 ’
—— Exponencial ) B) —— Exponencial

—-y— Estacionaria —-v— Estacionaria

| e

0 10 20 30 40 50

tiempo (min) tiempo (min)

Figura 3. Induccién y disipacién de NPQ en Gymnodinium catenatum aclimatado a 120 umol fotén m? s
(Baja Luz, panel A) y 350 umol fotén m?s™ (Alta Luz, panel B) durante la fase exponencial (circulos negros) y
estacionaria (triangulos rojos) de crecimiento. Cada punto representa el promedio de tres réplicas + su
desviacion estandar.
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Tabla 2. Valores de NPQ a los 30 min de exposicion a la luz saturante (800 pumol foton m? s®) en células
aclimatadas a 120 pmol fotén m? s (Baja Luz, BL) y a 350 pmol fotén m? s (Alta Luz, AL) y en distintas
fases de crecimiento poblacional.

Tratamiento Fase NPQ
Exponencial 4.76 +0.32
BL
Estacionaria 10.0+0.62
Exponencial 9.06 +0.24
AL
Estacionaria 6.38 £0.30

La variacion de la emision de fluorescencia del FSII en respuesta a cambios en
condiciones de luz es un indicador de los diferentes procesos que estdn involucrados en la
regulacion de la actividad fotosintética, como son la disipacién de calor (NPQ), la
interconversion de los pigmentos del CX o el dafio y reparacion del FSII. Por ejemplo, una
reduccion de la fluorescencia del FSII reflejado en el aumento de NPQ durante los 30 min de
exposicion a la luz saturante puede estar relacionada a un aumento en la disipacién térmica del
exceso de energia en este fotosistema medida por los pigmentos fotoprotectores u otro
mecanismo o debido a la acumulacion de fotodafio. Asimismo, el analisis en la cinética de
recuperacion en obscuridad indicaria qué proceso interviene en la regulacion de la fotosintesis y
en la emision del FSII. Se caracterizé la variacion en la produccién de los pigmentos
fotoprotectores relacionados al CX y también se evalu6 el cambio de la eficiencia cuantica
méaxima del FSII (F./Fy,) durante la exposicion a la luz saturante y en obscuridad como indicador
de la inactivacion de este fotosistema en las células aclimatadas a las dos condiciones de luz (Fig.
4).

La F./Fn en todos los tratamientos disminuyd de manera inmediata durante la exposicion
a la luz saturante y se mantuvo a un valor bajo durante el periodo de exposicion (datos no
mostrados). Las células expuestas a luz saturante presentaron una disminucion de la F./F, de
aproximadamente 90 % del valor medido durante el periodo de adaptacion a la obscuridad. Una
vez que se omitio el estrés de luz la recuperacion de la F,/Fy, fue diferente para cada tratamiento
de luz. En las células aclimatadas a BL no se detecté un aumento de la F,/Fn, durante el periodo

de obscuridad (24 min). Una vez apagada la luz saturante, se detecto una F./F, de
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aproximadamente entre el 10 y 15 % del valor inicial de la F,/Fn en células muestreadas durante
la fase estacionaria y exponencial, respectivamente. Este valor no aument6 durante el periodo de
obscuridad (Fig. 4A), lo que indica que existié acumulacion de dafio del FSII que afectd la sefial
de fluorescencia de este sistema y por lo tanto un incremento del NPQ detectado en luz y que no
se disip0 en obscuridad para el periodo de duracion del experimento. Por otro lado, en las células
aclimatadas a AL se detectd una mayor recuperacion y un incremento rapido del F,/Fy, en
obscuridad en comparacién a las células aclimatadas a BL (Fig. 4B). Al final del periodo de
obscuridad se detectaron valores del 29 y 42 % del valor inicial (adaptacién a obscuridad) durante
la fase exponencial y estacionaria, respectivamente. Se encontraron diferencias significativas
(p<0.05) entre las fases de crecimiento durante la etapa de recuperacion de la F./Fn. El porcentaje
menor de recuperacion de la F,/Fn, en los tratamientos a BL indica procesos asociados a la
inhibicion de los FSII debido al dafio fotoquimico.

60 60
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Figura 4. Cambio en la eficiencia cuantica maxima (F,/F,) en células de Gymnodinium catenatum aclimatadas
a 120 pmol fotén m? s* (Baja Luz, panel A) y 350 umol fotén m? s* (Alta Luz, panel B) durante la fase
exponencial (circulos negros) y estacionaria (triangulos rojos) de crecimiento. Cada punto representa el
promedio de tres réplicas + su desviacidn estandar.
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6.3 Concentracion de pigmentos en Gymnodinium catenatum
Se evaludé el cambio de la concentracién de pigmentos en células aclimatadas a dos
condiciones de luz, durante y después de la exposicion a una irradiancia saturante (800 pmol

foton m?s™).

En la figura 5 se presenta la concentracion celular de clorofila a (Chl a) en muestras
colectadas durante el tratamiento con luz saturante y en obscuridad después de la exposicion a
luz. Se presentd una alta variabilidad en los resultados que puede estar asociada principalmente a
la variabilidad en el nimero de células colectadas en los diferentes tiempos de muestreo. La
normalizacion de la concentracion de Chl a se realiza con la abundancia celular evaluada al
principio de los experimentos (por triplicado) y esta abundancia puede ser diferente en los
diferentes puntos de muestreo en el experimento y entre réplicas. La concentracion de Chl a no
deberia cambiar durante el tiempo que duran los tratamientos de luz y obscuridad, por lo que para
las pruebas estadisticas se eliminaron los resultados con mayor variabilidad de los diferentes
tratamientos. No se consideraron para las dos fases de crecimiento las dos primeras muestras en
los tratamientos de BL (0 y 2 min) durante la exposicion a la luz saturante y las de 3, 5 y 10 min
durante el periodo de obscuridad (Fig. 5). Los analisis estadisticos demostraron que no existieron
diferencias significativas en la concentracion de Chl a (Fig. 5 A y B) entre la misma fase de
crecimiento en las dos aclimataciones, pero se encontraron diferencias significativas (p<0.05)
entre fases de crecimiento para el mismo tratamiento de aclimatacién. La concentracion promedio
de Chl a durante la induccidon y disipacion del NPQ para el tratamiento de BL fue de 105.82 +
11.32 y 92.95 + 10.54 pg cél™ para la fase exponencial y estacionaria, respectivamente. Mientras
que para el tratamiento de AL la concentracién fue de 98.7 + 5.58 pg cél™ para la fase
exponencial y 79.63 + 6.22 pg cél™ para la fase estacionaria. Las células en fase exponencial
presentaron una mayor concentracion de Chl a en las dos aclimataciones de luz, lo que significa
una diferencia del 12 y 19 % entre fases de crecimiento para los tratamientos de BL y AL,

respectivamente.
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Figura 5. Concentracién de clorofila a (Chl a) en Gymnodinium catenatum durante 30 min de exposicién a luz
saturante y 30 min en obscuridad en cultivos aclimatados a Baja Luz (panel A) y Alta Luz (panel B) durante
la fase exponencial (circulos negros) y estacionaria (tridngulos rojos) de crecimiento. La concentracion de Chl
a se presenta en pg cél™. Cada punto representa el promedio de tres réplicas + su desviacion estandar.

Se analizé el cambio en la concentracion de otros pigmentos durante los tratamientos de
luz saturante y obscuridad. La concentracion de los diferentes pigmentos detectados fue
normalizada con respecto a la concentracion de la Chl a para reducir la variacion asociada al
cambio en el nimero de células colectadas en cada réplica. Con excepcién de los primeros puntos
de muestreo durante la exposicién a luz saturante (minuto 0 y 2 de exposicién), y de acuerdo a lo
esperado, no se detectaron cambios en la concentracién de clorofila ¢ (Chl c) y peridinina (Per)
(Fig. 6 A, B, C y D) durante el periodo de induccién y disipacién de NPQ. Las concentraciones
de estos pigmentos se mantuvieron constantes durante la exposicién a la luz saturante y durante el
periodo de obscuridad. La concentracion de Chl c fue similar entre fases de crecimiento y entre
aclimataciones con una concentracién promedio durante el experimento de 8.85 + 1.12 mol mol™
Chl a x 100. Por otro lado, la concentracién de Per promedio para el tratamiento de BL fue de
64.29 + 3.89 mol mol™ Chl a x 100 y 51.41 + 2.69 mol mol™ Chl a x 100 para el de AL. Para la
concentracion de Chl ¢ no se observaron diferencias significativas (p>0.05) entre tratamientos al
igual que entre fases de crecimiento. Para la concentracion de Per se presentaron diferencias

significativas (p<0.05) entre tratamientos de luz pero no entre fases de crecimiento (p<0.05).
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Se analiz6 también la variacion de la concentracion de dinoxantina (Dnx) durante los 30
min de exposicidn a la luz saturante y posteriormente en obscuridad. Ya que no se contaba con un
estandar de este pigmento, la concentracion se calculdé usando el factor de calibracion de la
diatoxantina suponiendo caracteristicas de absorcion similares y su concentracion se presenta
normalizada a la concentracion de Chl a. Aunque la concentracion de Dnx presenta una
variabilidad alta se observa que en la fase estacionaria en células aclimatadas a BL y AL la
concentracion de Dnx disminuye durante la exposicion a la luz en un 36 y 18 % del valor inicial
respectivamente, y posteriormente la concentracion de este pigmento aumenta durante el periodo
de obscuridad en por lo menos un 44 % del valor detectado a los 30 min de exposicion a luz
saturante. En la fase exponencial en el tratamiento de BL se observo una variabilidad mucho mas
alta en la concentracion de Dnx (27.9 + 15.44 mol mol™ Chl a x 100) durante la exposicion a la
luz y en el periodo de obscuridad. Sin embargo, las células aclimatadas a AL presentan un
aumento del 80 % del valor inicial durante la exposicién a la luz durante esta fase y disminuye la

concentracion en un 28 % al final del periodo de obscuridad (Fig. 6 Ey F).

Los cambios en la concentracion de los pigmentos involucrados en el ciclo de las
xantofilas (CX) se muestra en la figura 7, donde se observa un aumento claro en la concentracion
de diatoxantina (Dtx) durante los 30 min de exposicion a la luz saturante y disminuyendo durante
el periodo de obscuridad (Fig. 7 C y D). En las células aclimatadas a BL, la concentracion de Dtx
aument6 de cero a 7.4 + 2.8 mol mol™ Chl a x 100 en células en fase de crecimiento exponencial
y a 8.6 + 0.7 mol mol™ Chl a x 100 en fase estacionaria. Esta concentracién maxima se alcanzé
durante los primeros 15 min de exposicién a la luz. En células aclimatadas a AL se detectd una
concentracion de Dtx mayor al final de la exposicion a luz saturante en comparacion a las
aclimatadas a BL. Se detect6 una concentracion de 14.5 + 0.4 mol mol™ Chl a x 100 en células en
fase exponencial de crecimiento y 14.7 + 0.4 mol mol™ Chl a x 100 en fase estacionaria. Durante
los primeros 5 min de exposicion a la luz saturante se observo un aumento en la concentracion de
Dtx en méas de un 65 % de la concentracion maxima detectada en todos los tratamientos. No se
observaron diferencias de Dtx a los 30 min de exposicion a la luz en celulas colectadas en la fase
exponencial y estacionaria de crecimiento para los tratamientos de BL y AL. La concentracion de
diadinoxantina (Ddx) decrece durante el periodo de exposicion a la luz actinica y aument6 en la
obscuridad para los dos aclimataciones y las dos fases de crecimiento (Fig. 7 Ay B). Se presentd

una reduccion del 30 % en células en fase estacionaria y 40 % en fase exponencial durante los
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primeros 5 min de exposicion a luz saturante. Después de 30 min de oscuridad la concentracion
de Ddx aumentd alcanzando una concentracion similar a la detectada antes de exponer a las
células a luz saturante. Esto se observd para las células aclimatadas a BL y AL y para las dos

fases de crecimiento.
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Figura 6. Concentracion de clorofila ¢ (Chl c), peridinina (Per) y dinoxantina (Ddx) en Gymnodinium
catenatum durante 30 min de exposicion a luz saturante y 30 min en obscuridad en cultivos aclimatados a Baja
Luz (A, C, E) y Alta Luz (B, D, F) durante la fase exponencial (circulos negros) y estacionaria (triangulos
rojos) de crecimiento. La concentracion de Chl ¢, Per y Ddx se normaliz6 con respecto a la concentracion de
Chl a y se presentan en mol del pigmento por mol™ Chl a x 100. Cada punto representa el promedio de tres
réplicas + su desviacion estandar.
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Figura 7. Concentracion de diadinoxantina (Ddx) y diatoxantina (Dtx) en Gymnodinium catenatum durante 30
min de exposicién a luz saturante y 30 min en obscuridad en cultivos aclimatados a Baja Luz (A 'y C) y Alta
Luz (B y D) durante la fase exponencial (circulos negros) y estacionaria (triangulos rojos) de crecimiento. La
concentracion de Ddx y Dtx se normalizd con respecto a la concentracion de Chl a y se presentan en mol del
pigmento por mol™ Chl a x 100. Cada punto representa el promedio de tres réplicas + su desviacion estandar.

6.4 Interconversion de los pigmentos implicados en el Ciclo de las Xantofilas (CX)

En la figura 8 se presenta la interconversion de los pigmentos del ciclo de las xantofilas
(CX) donde se observa claramente el proceso de activacion/desactivacion de este ciclo. Se
detectd un aumento en la concentracion del pigmento fotoprotector Dtx, proveniente de la
desepoxidacion de la Ddx al ser expuestas las células a condiciones de luz saturante. No se

detect6 Dtx en las células previamente adaptadas a obscuridad para los cultivos aclimatados a BL
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y AL y se detectdé un aumento de la concentracion de este pigmento con una disminucién de su

pigmento precursor la Ddx desde el primer punto de muestreo que fue a los dos minutos (Fig. 8).

La reaccion de epoxidacion de Dtx a Ddx fue més lenta que la desepoxidacion
observandose una disminucién minima de Dtx en los primeros minutos en obscuridad después del
periodo de exposicion a la luz saturante (Fig. 8). Al final de la etapa de recuperacién de 30 min
en obscuridad la concentracion de Ddx es similar a la medida antes de la exposicion a luz
saturante. Sin embargo, la Dtx no desaparece completamente a los 30 min en obscuridad. Se
detecto entre un 12 y 34 % del valor méximo medido a los 30 min en luz. La disminucién mayor
(88 %) de este pigmento en obscuridad se presentd en células aclimatadas a AL. En las dos fases
de crecimiento y tratamientos de luz existié la conversién de un pigmento a otro durante los
periodos de luz pero no en obscuridad. En el transcurso de la induccion del NPQ (exposicion a
luz saturante) se registrd una conversiéon mol a mol de Ddx a Dtx pero no durante el periodo de
obscuridad (Fig. 8). Por ejemplo, para células aclimatadas a BL en fase estacionaria se registro
una reduccién maxima de 8.67 + 5.47 mol mol™ Chl a x 100 de Ddx y una produccion de 8.44 +
0.76 mol mol™ Chl a x 100 de Dtx durante la exposicién a la luz. Asimismo en el tratamiento de
AL durante la fase exponencial se presentd una disminucién de 13.98 + 5.38 mol mol™ Chl a x
100 de Ddx y se detectaron 14.51 + 0.44 mol mol™ Chl a x100 de Dtx durante la exposicion a luz
actinica. Esto indica que la Ddx que se pierde durante el periodo de exposicion a la luz se
convierte a Dtx por lo que la sintesis de novo de los pigmentos involucrados en el CX es nula o

minima en G. catenatum.

El andlisis de la interconversion de los pigmentos del CX demostr6 que existié una
capacidad mayor de sintesis de Dtx en células aclimatadas a AL independientemente de la fase de
crecimiento de los cultivos. La sintesis de Dtx o zeaxantina, en caso de plantas superiores o del
alga parda Macrocystis pyrifera esta relacionada con el tamafio del conjunto de pigmentos del
CX (ZCX) (Ocampo-Alvarez, 2013). Se analiz6 el tamafio de este conjunto y se encontré que si
existieron cambios durante el tratamiento de luz saturante/obscuridad para las aclimataciones de
BL y AL (Fig. 9). Existieron diferencias significativas en el tamano del XCX (p<0.05) entre
celulas aclimatadas a BL y AL. El tamafio del XCX fue 18 % mayor en células aclimatadas a AL
respecto a las de BL. No se observaron diferencias significativas entre las fases de crecimiento.

La Ddx represent6 el 100 % del £CX al inicio de todos los experimentos. Por ultimo, en ningun
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tratamiento se observo variacion del XCX durante los periodos de exposicion a la luz saturante y

obscuridad lo que sustenta la observacion de que no existi6 sintesis de novo de los pigmentos del

CX. Por lo tanto, el cambio en las concentraciones de los pigmentos del CX est4 asociado

solamente a las reacciones de desepoxidacion/epoxidacion.
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Figura 8. Concentracion de diadinoxantina (Ddx) y diatoxantina (Dtx) en Gymnodinium catenatum durante 30
min de exposiciéon a luz saturante y 30 min en obscuridad en cultivos aclimatados a Baja Luz donde A)
corresponde a la fase exponencial y B) a la fase estacionaria y Alta Luz donde C) corresponde a la fase
exponencial y D) a la fase estacionaria. La concentracion de Ddx y Dtx se normalizd con respecto a la
concentracién de Chl a y se presentan en mol del pigmento por mol™ Chl a x 100. Cada punto representa el
promedio de tres réplicas + su desviacién estandar.
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Se analizo el cambio del grado de desepoxidacion (DPS) del CX que define la capacidad
de sintetizar pigmentos fotoprotectores en relacion al total de los pigmentos que intervienen en el
CX. En la figura 10 se observa el cambio del DPS en G. catenatum aclimatado a BL y AL
durante las fases exponenciales y estacionarias de crecimiento expuestos a luz saturante y
obscuridad. En organismos donde en CX esta constituido solamente por los pigmentos Dtx y Ddx
la variacion del DPS estara relacionada con el cambio en la concentracion de Dtx, durante el
periodo de exposicion a la luz actinica o en obscuridad después de este tratamiento. La variacion
de este pigmento ya se describié en apartados anteriores. Lo que es importante sefialar es que el
DPS méaximo no fue tan distinto entre tratamientos de aclimatacion comparado con la diferencia
de sintesis de Dtx entre los mismos (Fig. 10 y Tabla 3). Por ejemplo, el tratamiento de AL
presentd un DPS de 38 que significa una diferencia del 15 % entre tratamientos mientras que la
diferencia de la concentracion de Dtx fue del 42 %.

La disminucion del DPS nos indica el aumento de la concentracion de Ddx debido a la
epoxidacion debido a la ausencia de luz. La reduccion del DPS en obscuridad a los 30 min fue
entre el 65y 88 % del valor maximo detectado con luz saturante, presentando la mayor reduccion
en los cultivos aclimatados a AL en fase estacionaria.
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Figura 9. Conjunto de pigmentos del CX (XCX) en Gymnodinium catenatum durante 30 min de exposicion a
luz saturante y 30 min en obscuridad en cultivos aclimatados a A) 120 pmol fotén m? s (Baja Luz) y B) 350
pmol fotén m* s™* (Alta Luz) durante la fase exponencial (circulos negros) y estacionaria (triangulos rojos) de
crecimiento. La concentracion del XCX se normalizd con respecto a la concentracion de Chl a y se presentan
en mol del pigmento por mol™ Chl a x 100. Cada punto representa el promedio de tres réplicas + su desviacién
estandar.
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Figura 10. Cambios del grado de desepoxidacion (DPS) de pigmentos del CX en Gymnodinium catenatum
durante 30 min de exposicién a luz saturante y 30 min en obscuridad en cultivos aclimatados a A) 120 umol
foton m? s* (Baja Luz) y B) 350 pmol fotén m? s (Alta Luz) durante la fase exponencial (circulos negros) y
estacionaria (tridngulos rojos) de crecimiento. La concentracion de los pigmentos se normalizé con respecto a
la concentracion de Chl a x 100. Cada punto representa el promedio de tres réplicas £ su desviacion estandar.

Tabla 3. Concentracién de pigmentos del ciclo de las xantofilas en Gymnodinium catenatum a los 30 min de
exposicion a la luz saturante en los distintos tratamientos de luz. La concentracion de diadinoxantina (Ddx),
diatoxantina (Dtx) y el conjunto de las CX (ECX = Dtx + Ddx) se presentan en mol del pigmento por mol™ Chl
a x 100. Los tratamientos se presentan como Baja Luz (120 pmol fotén m?s™, BL) y Alta Luz (350 umol fotén
m?s? AL) durante la fase exponencial y estacionaria de crecimiento. Se presenta el promedio de tres réplicas
* su desviacion estandar.

Tratamiento Fase Ddx Dtx XCX DPS NPQ
BL Exponencial | 25.03 £ 3.85 5.35+1.81 30.39+3.53 | 17.75+5.79 4.76 £ 0.32
Estacionaria | 19.23+7.09 8.44 £ 0.76 27.66 +7.82 31.93+7.6 10.0+0.62
AL Exponencial | 23.86+1.07 | 14.51+0.44 383710 37.83+1.44 9.06 +0.24

Estacionaria | 23.87+1.46 | 14.72+042 | 3859+1.18 | 38.18+1.99 6.36 +0.30
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6.5 Relacion NPQ y CX

Se evalud la dependencia de la activacion de la disipacion térmica del exceso de energia
(NPQ) sobre la sintesis de Dtx. Se realiz6 un analisis de regresion lineal entre NPQ vy la
concentracion de Dtx de los resultados de induccion (células expuestas a luz saturante) y
disipacion (células expuestas a obscuridad) de estas variables para cada condicion de cultivo
(Baja y Alta Luz) y fases de crecimiento (Fig. 11). Para los diferentes tratamientos excepto para
el de BL en fase estacionaria, el ajuste de la dependencia de NPQ respecto a Dtx a un modelo de
ajuste lineal fue estadisticamente significativo (p<0.05). En el tratamiento de BL en fase
estacionaria la disminucion de la concentracion de Dtx en obscuridad no se ve acompafiada con
una disminucion de NPQ (Fig. 11 A).

Este analisis demostré una alta dependencia de la induccion del NPQ con respecto al
incremento de la concentracion de Dtx durante el periodo de exposicion a la luz actinica en
células aclimatadas a dos condiciones de luz y en las dos fases de crecimiento poblacional (r* de
0.67 a 0.89). En condiciones de luz saturante no toda la variabilidad del NPQ se puede explicar
con los cambios de Dtx (r* maximo de 0.89) lo que indica que otro elemento puede estar asociado
en el control de este proceso. Sin embargo, el cambio de NPQ en obscuridad, después de estar
expuestas las células a luz saturante, fue altamente dependiente de la desaparicion de la Dtx,

particularmente en las células aclimatadas a AL (r* de 0.99, Fig. 11)

Las pendientes diferentes y coeficientes de determinacion de modelo de ajuste lineal entre
el NPQ y la Dtx de cada tratamiento indican que el CX en esta especie no es el Unico mecanismo
que interviene en la disipacion de calor en el FSII. Por lo tanto, no existié una relacion lineal
entre la formacién/desaparicion de la Dtx e induccion/disipacion del NPQ. La relacion entre estas

variables depende de la aclimatacién de los organismos a los tratamientos de luz.
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Figura 11. Relacién entre NPQ y la concentracion de diatoxantina (Dtx) en cultivos de Gymnodinium
catenatum aclimatados a Baja Luz donde A) corresponde a la fase exponencial y B) a la fase estacionaria, y
Alta Luz donde C) corresponde a la fase exponencial y D) a la fase estacionaria. Los simbolos abiertos
corresponden a células expuestas a la luz actinica y los simbolos cerrados corresponden a células mantenidas
en obscuridad. La concentracion de Dtx se normaliz6 con respecto a la concentracion de Chl a y se presentan
en mol del pigmento por mol™ Chl a x 100. Cada punto representa el promedio de tres réplicas + su desviacién
estandar.
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6.6 Induccion de NPQ en presencia de un inhibidor del CX

Para identificar la dependencia de la induccion y disipacion del NPQ sobre la
interconversion de los pigmentos del CX, se utiliz6 ditiotreitol (DTT) para caracterizar el efecto
de la inhibicién de la enzima diadinoxantina desepoxidasa sobre la induccion del NPQ en células
de G. catenatum. El efecto del DTT (1.5 mM) se prob6 solamente en células aclimatadas a AL
durante la fase estacionaria ya que fue la condicion en donde se presentd la induccion del NPQ
mas alta y existe una alta relacion entre esta variable y la sintesis de Dtx (Fig. 11). En general, la
incubacion de células con DTT inhibe en gran parte la formacion de NPQ en luz saturante (Fig.
12). Durante los primeros minutos de exposicion a la luz se observa un ligero aumento en los
valores del NPQ pero se incrementd por arriba de este nivel y se mantuvo constante durante el
periodo de exposicion a luz saturante (30 min). Al mantener a las células en obscuridad por 26
min el NPQ que se detect6 en luz no disminuyé y durante los Gltimos 5 min de obscuridad el
NPQ en células expuestas al DTT fue igual al del control (Fig. 12). EI NPQ méaximo detectado en
células tratadas con DTT fue aproximadamente 4 veces menor (1.79 + 0.48) al detectado en el
control (6.81 = 0.54), lo que representa una reduccion del 74 %. La concentracion de pigmentos
del CX (datos no mostrados) en células tratadas con DTT no presentd cambios. No se observo en
estas células una reduccién de la diadinoxantina y un incremento en paralelo de la Dtx en luz
saturante. Aunque el DTT no inhibié por completo la induccion de NPQ, si afectd6 de manera
importante la cinética de induccién maxima de esta variable lo que indica que la inhibicion de la
Ddx desepoxidasa con el DTT reduce o inhibe substancialmente la disipacion del exceso de

energia del FSII durante la exposicion a luz saturante.
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Figura 12. Induccién y disipacion de NPQ en Gymnodinium catenatum aclimatadas a Alta Luz (células
expuestas a 350 pmol foton m?2 s) durante la fase estacionaria de crecimiento (circulos negros) y células
tratadas con DTT (circulos rojos). Cada punto representa el promedio de tres réplicas £ su desviacion
estandar.

6.7 Concentracion de toxinas paralizantes (PST) en Gymnodinium catenatum

Se caracteriz6 la concentracion y perfil de PST durante la fase de crecimiento exponencial
en células aclimatadas a BL y AL, y solo en fase estacionaria en células expuestas a BL. Con los
resultados de la concentracion y perfil de toxinas de tipo paralizante se estimd la toxicidad por
célula expresada en equivalentes de saxitoxina (STXeq). La toxicidad mayor se registré en
células cultivadas en BL durante la fase exponencial de crecimiento con una toxicidad de 37.91
pg STXeq cél™ (Tabla 4) seguida por el tratamiento de AL en fase exponencial (35.7 + 8.59 pg
STXeq cél™) y por las células cultivadas a BL en fase estacionaria (31.62 + 2.98 pg STXeq cél™).
Sin embargo, no existié diferencia significativa entre los tratamientos y tampoco entre las fases

de crecimiento de los cultivos aclimatados a BL (p<0.05).
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Tabla 4. Toxicidad (pg STXeq cél™) de Gymnodinium catenatum cultivado en dos condiciones de luz. Los
tratamientos se presentan como Baja Luz (120 pmol fotén m?s™, BL) y Alta Luz (350 umol fotén m?s™, AL).
La toxicidad se calculé de acuerdo a la concentracion de toxinas detectadas y a su factor toxico reportado por
Oshima (1995).

Tratamiento ‘ Fase ‘ Toxicidad Total
BL Exponencial 37.91
Estacionaria 31.62 £2.98
AL Exponencial 35.70 £ 8.59

Para el tratamiento de BL en fase exponencial el promedio se calcul6 solamente con dos réplicas. Para los
tratamientos de BL en fase estacionaria y AL fase exponencial el promedio se calculd con tres réplicas + su
desviacion estandar.

Se detectaron 5 analogos de la saxitoxina (GTX2, GTX3, dcNEO, dcGTX3 y C1) en
células aclimatadas a las diferentes condiciones de cultivo. Los analogos del grupo carbamato
fueron los que presentaron una mayor concentracion celular (Tabla 5). De estos, la GTX3 fue la
toxina con una concentracion mayor, representando mas del 70 % de la PST detectadas en células
de los diferentes tratamientos. Si consideramos el porcentaje molar (Tabla 6), las toxinas del
grupo carbamato (GTX2 y GTX3) representaron mas del 78 % del total de toxinas para los
diferentes tratamientos, seguidas del grupo sulfocabamato (C1) y por altimo las decarbamato
(dcNEO y dcGTX3) con una contribucion del 8 y 2 %, respectivamente. No se encontraron
diferencias (p>0.05) en la concentracion y el perfil de PST entre los cultivos aclimatados a BL y
AL ni entre las fases de crecimiento del cultivo aclimatado a BL.
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Tabla 5. Concentracién individual y total de PST (pg cél™) en células de Gymnodinium catenatum durante
distintos tratamientos de luz y fases de crecimiento. Los tratamientos se presentan como Baja Luz (120 umol
foton m?s™) y Alta Luz (350 pmol fotén m?s™).

Baja Luz Alta Luz
Toxina | Exponencial Estacionaria Exponencial
GTX2 491 3.31+£1.03 3.36 £ 0.47
GTX3 54.29 43.72 +8.01 499+745
dcNEO 2.88 1.74 £0.77 0.87 £0.23
dcGTX3 0.12 0.05+0.02 0.08 +0.03
C1 14.66 7.81+£5.63 6.0+ 1.05
Total 76.87 56.63 + 13.83 60.2 + 8.55

Para el tratamiento de Baja Luz en fase exponencial el promedio se calculé solamente con dos réplicas. Para
los tratamientos de Baja Luz en fase estacionaria y Alta Luz fase exponencial el promedio se calcul6 con tres
réplicas + su desviacion estandar.

Tabla 6. Perfil de PST en células de Gymnodinium catenatum durante distintos tratamientos de luz y fases de
crecimiento. Los tratamientos se presentan como Baja Luz (120 pmol fotén m? s™) y Alta Luz (350 pmol fotén
m?s™). La concentracién de toxinas se presenta en % de la concentracién total expresada en moles.

Baja Luz Alta Luz
Toxina |Exponencial Estacionaria  Exponencial
GTX2 6.49 591 5.64
GTX3 71.71 77.93 83.72
dcNEO 5.50 4.47 2.10
dcGTX3 0.18 0.10 0.15
C1 16.11 11.59 8.38

Para el tratamiento de Baja Luz en fase exponencial el promedio se calculé solamente con dos réplicas. Para
los tratamientos de Baja Luz en fase estacionaria y Alta Luz fase exponencial el promedio se calcul6 con tres
réplicas + su desviacion estandar.
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7. Discusion

7.1 Abundancia celular y tasa de crecimiento de Gymnodinium catenatum

Gymnodinium catenatum, es un dinoflagelado atecado (desnudo) que bajo condiciones
Optimas de crecimiento forma cadenas, usualmente de 4, 8 y 16 células (Taylor et al., 1995). Su
distribucion se ha incrementado en todo el mundo, principalmente en regiones templadas y
subtropicales (Hallegraeff y Fraga, 1998). Esta especie es un componente importante del
fitoplancton en el Pacifico mexicano, desde el Golfo de California hasta Acapulco, Guerrero
(Band-Schmidt et al., 2004). Los mecanismos que favorecen el incremento poblacional y su
toxicidad no se conocen, aunque su desarrollo y declive han sido asociados con la temperatura, la
salinidad, la turbulencia y la concentracion y el tipo de nutrientes (Fauchot et al., 2005b).
Recientemente se reporto la presencia de G. catenatum asi como de toxinas de tipo paralizantes
en almeja generosa (Panopea globosa) en el norte del Golfo de California (Murillo-Martinez,
2011) y a principios del 2015, esta region se vio afectada por un florecimiento de esta especie y
se detectaron toxinas paralizantes en moluscos a un nivel de 33 veces el maximo permitido (800
HgSTXeq Kg'; NOM-SSA-242-2009), ademas de detectarse en peces colectados en contenidos
estomacales de aves y delfines que se presentaron en la zona (Garcia-Mendoza, en preparacion).
Este evento es el que mayor impacto ha tenido tanto en la vida silvestre como en la economia de
la region donde se presento, ya que causo la muerte de al menos 150 mamiferos marinos (delfines
y lobos marinos) y mas de 5,000 aves marinas (Garcia-Mendoza, en preparacién). Asimismo, se
presentaron los primeros casos de intoxicacién por ficotoxinas en Baja California y los mas
recientes reconocidos por una autoridad sanitaria en México. Se presentaron 8 casos de PSP en

personas en la region de Bahia de Los Angeles.

A pesar de que G. catenatum ha sido responsable de concentraciones altas de toxinas en
moluscos a lo largo del Pacifico mexicano pocos son los estudios que se han enfocado en
identificar los factores ambientales que favorecen el crecimiento de cepas mexicanas de esta
especie. Band-Schmidt et al. (2004) investigaron el efecto de la temperatura, salinidad y
diferentes medios de cultivo sobre el crecimiento de la cepa GCCV-10 de G. catenatum del Golfo
de California. En este trabajo se report6 que las tasas de crecimiento mayores, en medio f/2 con
selenio (10 M), se obtuvieron en células cultivadas entre los 21 y 29 °C (de entre 0.18 a 0.21

dia®) con una irradiancia de 230 pmol fotén m? s®. Otro experimento presentd que el
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crecimiento mayor (0.28 a 0.31 dia™) se obtuvo en salinidades entre 28 y 38 ups en células
cultivadas a una irradiancia de 150 pmol fotén m? s* y a una temperatura de 20 °C. La
abundancia celular méxima reportada en este estudio fue de 1,970 cél mL™ que se present6 con
una tasa de crecimiento de 0.19 dia™ a una temperatura de 20 °C con una irradiancia de 150 pmol
foton m? st (12:12) en medio GSe, pudiéndose observar cadenas de hasta 4 células (Band-
Schmidt et al., 2004). En el presente estudio se utilizo la cepa GCCV-7 del Golfo de California
cultivada bajo dos condiciones de luz. Durante el desarrollo de los cultivos las cadenas mas
largas detectadas fueron de 8 células, y se registrdé una abundancia celular maxima de 3,258 y
5,902 cél mL™ en cultivos aclimatados a BL y AL, respectivamente. Esta abundancia es mayor a
lo reportado por Band-Schmidt et al. (2004). La tasa de crecimiento de los cultivos de BL (0.14
dia™) fue menor a lo reportado por Band-Schmidt et al. (2004) para las células cultivadas en
medio GSe, sin embargo, la tasa de crecimiento poblacional de los cultivos en AL (0.28 dia™) fue
32 % mayor al reportado por estos autores para este medio de cultivo. Por lo tanto, la variacién
de la temperatura, salinidad y principalmente la irradiancia afectan de manera distinta el
crecimiento celular en G. catenatum. En células cultivadas en medio GSe se puede observar que
la irradiancia juega un papel muy importante en el crecimiento de este dinoflagelado ya que

afecta directamente en su tasa de crecimiento.

Muy pocos trabajos describen el crecimiento de G. catenatum en respuesta a la variacion
de la irradiancia. Oh y Yoon (2004) aislaron una cepa de este dinoflagelado en la bahia
Yeosuhae, Corea y las células fueron cultivadas en medio /2 con selenio (10* pM) a 18 °C. Se
caracteriz6 su crecimiento a diferentes irradiancias (10, 35, 60, 100, 300 y 600 pmol fotén m? s
1. Se reportd que la tasa de crecimiento y abundancia celular aumentaron en funcién de la
irradiancia, observandose una reduccion del 85 % de la abundancia celular en la irradiancia mas
baja (10 umol fotén m?s™) respecto a los 35 pumol fotén m?s™. A los 35y 60 pmol fotén m? s
se obtuvo una abundancia de 300 y 400 cél mL™, respectivamente. Las tasas de crecimiento
fueron entre 0.05 dia™ para los 35 pmol fotén m? s y 0.1 dia™ a los 60 umol fotén m? s™. Las
tasas de crecimiento y las abundancias celulares mayores en este estudio se registraron a los 100,
300 y 600 pumol foton m? s (0.15 dia’ y 800 cél mL™ para todos los tratamientos). Una
respuesta similar se observa con una cepa de este mismo dinoflagelado pero proveniente de la
bahia Hiroshima, Japon. Esta cepa se cultivo en medio f/2 adicionado con selenio (1 nM) a 17.5
°C y fue expuesta a un amplio intervalo de irradiancias (10, 20, 30, 50, 75, 100, 200, 300 y 500
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umol fotén m™ s™). El crecimiento celular se observé en irradiancias mayores a 20 umol fotén m”
25, con una tasa de crecimiento de 0.13 dia™ en irradiancias mayores a 100 pmol fotén m™ s*
(Yamamoto et al., 2002). A pesar de las diferencias en los medios y diferentes temperaturas de
cultivo, la cepa de G. catenatum de Corea y Japon asi como la del presente estudio presentan una
respuesta similar en el crecimiento que estd en funcion a la irradiancia, sin embargo, la
abundancia maxima y tasa de crecimiento reportando por Oh y Yoon (2004) y Yamamoto et al.
(2002) fueron mucho menores a lo obtenido para células aclimatadas a AL en el presente trabajo
(5,902 cél mL™ y 0.28 dia™). Esta respuesta nos podria sugerir que estas cepas tienen rango
optimo de irradiancia muy especifica y no toleran altas irradiancias por lo que en el medio natural

podrian encontrarse en subsuperficie.

Bustillos-Guzmén et al. (2012) realizaron un estudio donde reportan la abundancia celular
de la cepa GCCV-7 de G. catenatum mantenida a 20 °C en medio /2 con selenio (10 M) y a
una irradiancia de 150 pmol fotén m? s™. La abundancia celular de esta cepa se vio afectada por
la variacion en la proporcion de nitrégeno y fosforo (N:P) en los cultivos, donde a una proporcion
de 24:1 (N:P; uM) se presentd la mayor abundancia celular (5,852 cél mL™) y tasa de
crecimiento (0.24 dia™) (Bustillos-Guzmén et al., 2012). La abundancia celular de este reporte es
comparable a lo obtenido en el presente estudio para células cultivadas en AL (5,902 cél mL™)
pero la tasa de crecimiento fue menor (0.28 dia™). La cepa de G. catenatum utilizada por
Bustillos-Guzman et al. (2012) es la misma que se usO en el presente trabajo, por lo que la

diferencia entre tasas de crecimiento puede deberse a la irradiancia y medio de cultivo utilizado.

La tasa de crecimiento y abundancia celular de las cepas de G. catenatum de distintas
partes del mundo, presentan diferencias de acuerdo a la variacion de una o mas condiciones en las
que fueron cultivadas (Tabla 7). De acuerdo a los diferentes estudios realizados con esta especie,
la tasa de crecimiento tipica para G. catenatum varia entre 0.19 a 0.34 dia™ (Hallegraeff et al.,
2012). La cepa de Espafia (0.53 dia™) (Bravo y Anderson, 1994) al igual que la de México (0.70 a
0.82 dia™) (Band-Schmidt et al., 2006) presentan las mayores tasas de crecimiento, sin embargo
las abundancias celulares maximas se observan en cultivos de Australia (6,000 cél mL™) (Doblin
et al., 1999b) y México (3,393 y 5,852 cél mL™) (Band-Schmidt et al., 2006; Bustillos-Guzméan
et al., 2012). Las cepas mexicanas presentan un intervalo muy amplio en su tasa de crecimiento
(0.14 a 0.82 dia™) (Tabla 7). La cepa GCCV-7 de G. catenatum utilizada en el presente estudio
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presentd una tasa de crecimiento que se encuentra dentro del intervalo reportado para cepas

mexicanas con 0.14 y 0.28 dia™ en células aclimatadas a BL y AL, respectivamente. Asimismo,

las abundancias celulares méximas reportadas en los cultivos expuestos a BL (3,258 cél mL™) y

AL (5,902 cél mL™) fueron mayores a lo reportado en cepas de otros paises (excepto Australia)

(Tabla 8) y similar a lo reportado para otras cepas en México.

Tabla 7. Tasas de crecimiento, biomasa maxima de cepas de Gymnodinium catenatum aisladas de diferentes
partes del mundo. Se presentan las condiciones de cultivo y origen de las cepas de Gymnodinium catenatum.
Modificado de Band-Schmidt et al., 2014.

Biomasa Condiciones de
Div. dia™ maxima : Origen de la cepa Referencia
. 1 cultivo
(cél mL™)
0.53 fI2, 24 °C Ria de Vigo, Espafia Bravo y Anderson, 1994
0.19-0.25| 10-300 GSe (10° M) Cepa australiana GCDE08 Doblin et al., 1999a
0.17-0.32 | 200-6000 | ©Se con diferentes Cepa australiana GCDEOS Doblin et al., 1999b
concentraciones de Se
0.28-0.34| 116-600 Estuarios Huon y Derwent, Tasmania
GSe (10° M), 18 °C,
0.24 409 28 ups, 180 umol Bahia Sensaki, Japon Doblin et al., 2000
foton m?s?, 12:12
0.24 600 Ria de Vigo, Espafia
fl2+Se (1 nM), I .
0.31 25 °C, 30 ups Bahia Hiroshima, Jap6n Yamamoto et al., 2002
f/2+Se, 18 y 25 °C, 30
0.25-0.34 ups, 100 pmol foton Bahia Inokushi, Japon Oh et al., 2010
m?s*, 12:12
GSe y f/2+Se con
0.14-0.34 | 400 -2000 dlfer_entes Pacifico mexicano Band-Schmidt et al., 2004
concentraciones de Se
y salinidades
0.70-0.82 | 1090 - 3393 | GSe, 20 °C, 35 ups Pacifico mexicano Band-Schmidt et al., 2006
f/2+Se diferentes Bustillos-Guzman et al
0.2-0.24 | 2552 -5852 | proporciones de N:P Bahia Concepcidn, México N
2012
(5.4 -74.3)
GSe, 21 °C, 120 pmol
0.14 3258 foton m?s?, 12:12
Bahia Concepcidn, México Presente estudio
0.8 5902 GSe, 21 °C, 350 umol

foton m?2 st 12:12
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7.2 Induccién y disipacion de NPQ, concentracion de pigmentos e interconversion de
pigmentos del CX en Gymnodinium catenatum

Los dinoflagelados que forman florecimientos se acumulan principalmente en la
superficie o subsuperficialmente en la columna de agua (Fauchot et al., 2005b) donde pueden
estar expuestos a una alta radiacién solar. La migracion vertical es una estrategia clave usada por
los dinoflagelados para optimizar la captacion de luz y nutrientes (Fauchot et al., 2005a) y
también pueden utilizar el ciclo de las xantofilas (CX) para disipar el exceso de energia de la luz
en forma de calor y aclimatarse rdpidamente a los cambios de la intensidad de la luz (Demers et
al., 1991). Sin embrago no existe mucha informacion sobre este importante mecanismo de

fotoproteccion en dinoflagelados y la importancia del CX en su control.

El aumento en los valores de NPQ en células de G. catenatum aclimatadas a BL y AL
indican que los mecanismos de fotoproteccién como la disipacién de calor por medio de la
activacion del CX pueden estar involucrados en la regulacion de la actividad fotosintética en este
dinoflagelado. Se observé un incremento significativo del NPQ al exponer a los dinoflagelados a
la luz actinica tanto en células aclimatadas a BL y AL. El tiempo medio (t12) de formacion del
NPQ estimado para los distintos tratamientos de luz fue de entre los 7 y 11 min lo que representa
una induccién lenta de esta variable en comparacion con otros organismos. Por ejemplo, en la
planta Arabidopsis thaliana la induccion del NPQ alcanza valores cercanos al maximo después
de 2 min en luz saturante (Niyogi et al., 2005). En la diatomea Phaeodactylum tricornutum se ha
reportado que los valores maximos de NPQ se detectan durante los primeros segundos de
iluminacién (Lavaud et al., 2002). Sin embargo, la cinética y el ty, de induccion del NPQ que se
detectd en las células de G. catenatum es similar a lo reportado en dinoflagelados simbiontes de
la anémona Anthopleura elegantissima (ty, de 10 min) donde se observo que los valores del NPQ

no aumentan inmediatamente al ser expuestos a luz saturante (Lombardo-Cifuentes, 2011).

Se ha reportado que organismos aclimatados a AL poseen un contenido menor de
clorofila y de pigmentos accesorios que aquellos que han crecido en condiciones de baja luz
(Falkowski y La Roche, 1991). Esta respuesta tipica de aclimatacion se pudo observar para G.
catenatum al comparar los resultados del contenido de Chl a y peridinina en células aclimatadas a
BL y AL. Las células de G. catenatum cultivadas a BL presentan mayor concentracion de Chl a

(10 % mas) que las mantenidas a AL, este patron se observo durante las dos fases de crecimiento.
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Asimismo, la concentracion de peridinina fue 20 % mas alta en BL que en los tratamientos de
AL. Esta disminucidon del contenido de pigmentos constitutivos es consistente con el decremento
en el tamafio y nimero de centros de reaccion del FSI 'y FSII, siendo una estrategia de proteccion
del aparato fotosintético bajo condiciones de luz saturante (Suggett et al., 2004). La
concentracion del conjunto de pigmentos del CX (2CX) que es la suma de diadinoxantina (Ddx)
y diatoxantina (Dtx) fue significativamente mayor (18 %) en las células aclimatadas a AL en
comparacion a las mantenidas a BL. El aumento en el tamafio ZCX en G. catenatum representa
una respuesta de aclimatacion a AL por lo que posiblemente la contribucion de estos pigmentos
en la disipacion del exceso de energia (NPQ) en estas condiciones es mayor. Diferentes estudios
en cromofitas han demostrado que el ZCX fue alto en células cultivadas a altas irradiancias
comparadas con aquellas cultivadas a bajas irradiancias. Demers et al., (1991) demostraron que
celulas de Alexandrium excavatum aclimatadas a altas irradiancias incrementan el contenido de
pigmentos del CX durante exposiciones a luz saturante como mecanismo de fotoproteccion.
Castafieda-Vega (2014) reporto que la concentracion de fucoxantina y Chl ¢ en frondas del alga
parda Macrocystis pyrifera de 10 m de profundidad es mayor en comparacion con las de
superficie y que el XCX disminuy6 un 70 % en frondas de mayor profundidad. Lohr y Wilhelm
(1999) reportaron en 6 especies de microalgas una mayor concentracion del ZCX en cultivos
aclimatados a AL. Fujiki et al. (2003) reportaron, para muestras de bahia Sagami, Japon, que la
regulacion del XCX depende de la irradiancia, presentandose un mayor tamafio a irradiancias
altas y menor cuando la irradiancia disminuye y la biomasa del filtoplancton es baja. Los
resultados del presente estudio coinciden con lo anterior, donde se encontraron diferencias del
YCX entre condiciones de luz, encontrandose los valores menores en cultivos aclimatados a BL y

durante la menor abundancia celular, esto, durante la fase exponencial de crecimiento.

Se esperaria que un ZCX mayor brindaria una respuesta fotoprotectora mas alta y un NPQ
mayor, sin embargo se observé que las células mantenidas a BL de la fase estacionaria
presentaron el NPQ mas alto de las cuatro condiciones monitoreadas. El NPQ no esta solamente
relacionado con la disipacion de calor en el FSII. La disminucion del tamafio de la antena y la
fotoinhibicion del FSII reducen la emisidn de fluorescencia de este fotosistema (Lavaud et al.,
2002), lo que se refleja como un aumento en el NPQ. Estos dos procesos pudieron influir de
manera importante en la induccion y disipacion del NPQ en cultivos aclimatados a BL. Por

ejemplo, la recuperacion lenta que se observa en estos cultivos puede estar relacionada con el
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dafo y activacion del proceso de reparacion del FSII. Esto se corrobora con la lenta recuperacion
de la eficiencia maxima del FSII detectada en las células aclimatadas a BL. Por lo tanto, existen
diferencias fisioldgicas entre aclimataciones presentando las cultivadas a AL una mayor
capacidad de fotoproteccion comparada con los organismos aclimatados a BL.

La cinética de formacion y disipacion del NPQ esté relacionada con la activacion y
desactivacion de los componentes involucrados en este proceso. Durante la exposicion a luz
saturante se registro un aumento del NPQ en todos los tratamientos, los valores maximos de esta
variable presentaron diferencias significativas entre fases de crecimiento. El tratamiento en BL
durante la fase estacionaria presenta el valor mas alto de NPQ (10 + 0.62) siendo dos veces
mayor que lo registrado durante la fase exponencial (4.76 + 0.32), sin embargo el tratamiento de
AL en fase exponencial presenta un NPQ 30 % mayor que en fase estacionaria. Durante los
periodos de exposicién a luz saturante se llevo a cabo una conversion mol a mol de Dtx mediante
la desepoxidacion de Ddx. Las células aclimatadas a AL presentan una mayor concentracion de
Dtx y la capacidad de fotoproteccion en células aclimatadas a esta condicion estuvo relacionada
con la sintesis de este pigmento. En obscuridad el NPQ presenta una disminucion de esta variable
pero no se observo una caida inmediata en los valores al finalizar el tratamiento de luz por lo que
la disipacion del NPQ tiene asimismo una cinética lenta. En ninguno de los tratamientos se
observd la disipacion total del NPQ después de 24 min en obscuridad. Todos los tratamientos
mantuvieron un NPQ remanente del 93 y 85 % para la fase exponencial y estacionaria de la
aclimatacién a BL, respectivamente. En contraste, en el tratamiento de AL el NPQ remanente fue
de 38 % durante la fase exponencial y 27 % en la estacionaria. Al igual que la induccion del NPQ
en luz, la actividad enzimética del CX es responsable de la cinética lenta de disipacion del NPQ
en obscuridad (Horton y Ruban, 2005). Durante el periodo de obscuridad se llevd a cabo la
epoxidacion de los pigmentos fotoprotectores, observandose claramente una disminucion de 55 a
88 % de la concentracion de Dtx después de 24 min en obscuridad en todos los tratamientos. La
concentracion de Ddx fue similar a la medida antes de la exposicion a luz saturante. De manera
analoga, los dinoflagelados simbiontes del género Symbiodinium registraron un NPQ remanente
del 45 % después de 15 min en obscuridad y presentd una disminucion del 44 % de la

concentracion de Dtx en los dinoflagelados durante este periodo (Lombardo-Cifuentes, 2011).
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En el presente trabajo se observo que la formacion de NPQ depende de la disminucién de
Ddx vy la sintesis de Dtx en todos los tratamientos durante la exposicion a luz saturante. Sin
embargo, el cambio de NPQ asi como el cambio de Dtx durante el periodo de luz no presenta una
relacion lineal simple, pudiéndose observar que el cambio en la produccion de Dtx es menor al
final de este periodo mientras que la formacion de NPQ sigue aumentando. Durante este periodo
se estimé un coeficiente de determinacion () de 0.67 y 0.89 lo que indica una dependencia alta
de la formacién del NPQ y en la sintesis de Dtx donde la mayor dependencia se presenta en los
cultivos aclimatados a AL y durante la fase estacionaria de crecimiento a BL. La asociacion entre
el CX y el NPQ se ha reportado para varios organismos fotosintéticos, por ejemplo para la
diatomea Phaeodactylum tricornutum (Lavaud et al., 2002), la alga parda Macrocystis pyrifera
(Garcia-Mendoza y Colombo-Pallotta, 2007) y los dinoflagelados simbiontes de la anémona
Anthopleura elegantissima (Lombardo-Cifuentes, 2011) se ha reportado que el mecanismo de
control del NPQ es dependiente del CX.

Los datos de la relacidn lineal entre el NPQ y la concentracion del Dtx durante el periodo
de obscuridad muestran valores de r? bajos (0.21 y 0.46) en el tratamiento de BL y mayores en
AL (0.93 y 0.99) durante las distintas fases de crecimiento. Esta variabilidad en la relacién entre
el NPQ y Dtx en obscuridad puede estar asociada a que existen otros procesos que estén
afectando la emision de fluorescencia del FSII. Este proceso debe tener una cinética de disipacién
lenta teniendo como resultado un alto NPQ remanente en obscuridad. En ningun tratamiento se
registré la recuperacién de los valores de flourescencia basal en condiciones de obscuridad
después de ser expuestos a luz saturante, lo cual puede indicar la disminucion del tamafio de la

antena que afecta a su vez los valores de NPQ y su relacién con el CX.

Una caracteristica importante que define condiciones fisioldgicas diferentes entre
aclimataciones, es que la cinética de recuperacion del F,/F, en células aclimatadas a BL es
diferente a la de células aclimatadas a AL. Esta diferencia esta asociada a una mayor expresion de
los mecanismos de fotoproteccion en células aclimatadas a AL. Por lo tanto, la recuperacion lenta
de la F,/Fm esta relacionada con procesos de disipacion lenta como el dafio y reparacion del FSII
a través de la sintesis de novo de la proteina D1 (Osmond, 1994). Hanelt (1998) report6 que en

organismos aclimatados a altas intensidades de luz (macrofitas de la zona intermareal),
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presentaron una recuperacion mas rapida de la eficiencia fotosintética en el periodo de luz tenue

que algas aclimatadas a una menor intensidad de luz (provenientes de aguas mas profundas).

Otra evidencia de que el NPQ en G. catenatum depende de la actividad del CX es que el
DTT inhibio la mayor parte de la induccion de este proceso. EI DTT redujo en un 74 % del NPQ
detectado en células no expuestas a este inhibidor y, por otro lado, no se detecto la sintesis de Dtx
al inhibirse la desepoxidacion de Ddx. EI NPQ que se present6 aun en la ausencia de la sintesis
de Dtx sugiere que existe otro mecanismo que afecta al FSII independiente de la disipacion
térmica. En plantas superiores y algunos grupos algales se han descrito otros mecanismos que
afectan la cinética de induccion del NPQ, como la separacion reversible del complejo de la
antena principal (LHCII), la que se denomina estado de transicion. Su funcion es permitir a los
organismos responder a cambios en las condiciones de luz mediante la asociacion/disociacion del
complejo de la antena principal (LHCII) logrando balancear la capacidad de absorcion de luz de
los FSII y FSI (Baroli y Melis, 1998). Se ha sugerido un proceso en dinoflagelados pero no se ha

caracterizado el funcionamiento ni el control molecular de este mecanismo para este grupo.

Algunos carotenoides juegan un papel importante en la prevencion del dafio fotooxidativo
del aparato fotosintético en plantas bajo condiciones de alta irradiancia. En los dinoflagelados la
Ddx y la Dtx funcionan como pigmentos fotoprotectores. Cuando estas microalgas son expuestas
a altas irradiancias parte del exceso de energia es disipada por la interconversion de Ddx a Dtx,
conocido esto como ciclo de las xantofilas (XC). Sin embargo, en dinoflagelados se conoce poco
sobre la cinética de induccion del NPQ vy la interconversién de los pigmentos involucrados en el

CX y si estos dos procesos estan relacionados entre si.

Algunas especies de diatomeas presentan, ademas de la conversién de Ddx a Dtx, un ciclo
homologo que consiste en la sintesis de zeaxantina mediante la desepoxidacion de violaxantina.
Estos mecanismos pueden llegar a disipar hasta el 75 % de los fotones absorbidos (Niyogi, 1999).
En algunas diatomeas (Grounueva et al., 2008) y plantas superiores (Niyogi et al., 2005), la
induccion del NPQ alcanza valores cercanos al maximo después de los primeros minutos de
iluminacién. Este mecanismo de disipacion que actia de manera muy rapida se asocia a la
protonacion de proteinas del FSII ocasionando cambios alostéricos en los complejos colectores

de luz. El presente trabajo sugiere que este componente rapido de control del NPQ no esta
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presente en G. catenatum, lo que indica que CX es el principal mecanismo asociado al NPQ. Los
valores de NPQ en el dinoflagelado G. catenatum, superan a los valores maximos reportados para
dinoflagelados simbiontes de coral (Warner y Berry-Lowe, 2006) y simbiontes de la anémona
Anthopleura elegantissima (Lombardo-Cifuentes, 2011).

Las condiciones luminicas a las que se encuentran los organismos planctonicos son
diferentes a las que estan expuestos estos organismos simbiontes, por lo cual es probable que la
respuesta fisioldgica al exceso de luz sea regulada de una manera distinta. EI presente estudio
demuestra que G. catenatum activa rapidamente el CX en respuesta a una condicion de luz
saturante, registrandose la conversion del pigmento Ddx a Dtx desde los primeros 2 min de
exposicion a la luz y aumentando casi tres veces la concentracion de Dtx en cultivos aclimatados
a AL en comparacién a los de BL. La capacidad de sintesis del pigmento fotoprotector Dtx
estuvo asociada al tamafio del XCX. Este conjunto fue 38 % mayor en células cultivadas a AL
que en las aclimatadas a BL. Asimismo, XCX permanecié constante durante y después de la
exposicion a la luz actinica por lo que no existié sintesis de novo de pigmentos del CX. El XCX
es una clave importante para disminuir el dafio fotooxidativo. EI aumento del grado de
desepoxidacion (DPS) de pigmentos del CX en células de G. catenatum durante la exposicion a
la luz actinica nos indica una respuesta fotoprotectora, lo que concuerda con Demers et al.,
(1991), quienes reportan para células de Alexandrium excavatum aclimatadas a AL un incremento
del DPS durante exposiciones a luz saturante. La epoxidacion de pigmentos en condiciones de
obscuridad en células de G. catenatum aclimatadas a distintas condiciones de luz, no corresponde
a lo reportado para algunas especies de diatomeas que presentan el CX con Dtx. En ellas se ha
reportado una conversion total de Dtx a Ddx entre 2 a 5 min en condiciones de obscuridad (Goss
et al., 2006). Esta rapida conversion esta asociada a una rapida disipacion del NPQ debido a una
alta actividad de la enzima epoxidasa, la cual presenta una alta afinidad por el sustrato Dtx (Goss
y Jakob, 2010). La epoxidacion incompleta de G. catenatum al finalizar el periodo de obscuridad

nos indica, que la actividad enzimatica es diferente entre diatomeas y este dinoflagelado.

7.3 Concentracién de toxinas paralizantes (PST) en Gymnodinium catenatum
Las toxinas paralizantes (PST) son producidas principalmente por Gymnodinium
catenatum, Pyrodinium bahamense y especies del género Alexandrium, y también se le asocia a

cierto grupo de cianobacterias. G. catenatum es el unico dinoflagelado del orden de los
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gymnodiniales que produce saxitoxina y estd relacionado con la intoxicacion paralizante por
moluscos (PSP), siendo esta una de las intoxicaciones mas comunes y peligrosas de todo el
mundo, que ha provocado numerosas muertes, y algunas de las especies causantes se han

dispersado a lo largo del mundo (Hallegraeff et al., 2003).

La composicion de toxinas puede variar entre especies y cepas de microalgas asociada a
los factores ambientales, su ubicacion geogréfica y como respuesta a diferentes condiciones de
cultivo (Anderson et al., 1994). En el presente trabajo se pudo identificar 5 analogos de PST
(GTX2, GTX3, dcNEO, dcGTX3 y C1). Este perfil de toxinas es distinto a lo reportado en cepas
de G. catenatum de otros paises. La cepa utilizada (GCCV-7) produjo dcNEO que presenta un
potencial toxico menor a la saxitoxina (0.40). Este andlogo no se ha reportado para otras cepas
aisladas de otras partes del mundo ni para esta cepa en estudios anteriores. Probablemente se trate
de un artefacto asociado al proceso de extraccion por que se tiene que validar la presencia de esta
molécula en la cepa utilizada. Otros analogos de la saxitoxina como la C1 y la GTX3 se han
reportado en otras cepas y fueron las que se presentaron con una mayor concentracion en este
estudio con un 16 y 84 % del total detectado, respectivamente. Las toxinas del grupo carbamato
son consideradas como las PST que presentan el potencial toxico mayor (Oshima, 1995). Cepas
de Singapur presentan un perfil de toxinas dominado por el grupo carbamato con altos valores de
GTX1y GTX4, y menores cantidades de GTX2-3, neoSTX y STX (Holmes et al., 2002). Cepas
de Australia presentan una alta concentracion de toxinas C1-4 y bajas proporciones de B1-2,
GTX2-3, dcGTX2-3, dcSTX, STX y doSTX. Las cepas de Espafia y Portugal producen C5-6 con
altas proporciones de B1-2. Las cepas de Uruguay y Hong Kong contienen C1-6, dcGTX2-3, y
bajas proporciones de GTX-3 y B1-2 (Negri et al., 2001). En cepas de Brasil solo se detectaron
las toxinas C (de Olviera-Proenza et al., 2001). Las cepas mexicanas provenientes de Bahia
Concepcion (BCO), B.C.S., presentaron mayormente dcSTX, dcGTX2-3, C1-2 (caracteristico de
esta cepa), con bajas proporciones de neoSTX, GTX2-3 y B2 (Band-Schmidt et al., 2005). Las
diferencias en el perfil de toxinas de la cepa utilizada es el presente estudio en comparacion a
otras cepas se le puede asociar principalmente a las condiciones de luz a las que fueron

mantenidos y al medio de cultivo utilizado.

La composicion de toxinas no es una propiedad conservativa en G. catenatum, sin

embargo se ha demostrado una consistencia en el perfil de toxinas dentro de una poblacion (Tabla
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8). En el presente estudio se utilizé la cepa (GCCV-7) originaria de BCO y durante las fases de
crecimiento, exponencial y estacionaria, no presentd cambios en el perfil de toxinas. Asimismo,
los cultivos no presentaron una variacion en la toxicidad tan amplia entre frases de crecimiento,
registrando valores entre 31.62 y 37.91 pg STXeq cél™. Band-Schmidt et al. (2005) describieron
el perfil de toxinas de 16 cepas de G. catenatum aisladas de BCO (incluida la del presente
estudio), siendo las toxinas dcSTX, dcGTX2, dcGTX3, C1 y C2 las que siempre estuvieron
presentes en todas las cepas durante los 22 dias de crecimiento, mientras que las toxinas neoSTX,
GTX2, GTX3 y B2 fueron producidas en menor cantidad o no fue posible detectarlas en todas las
cepas al final del experimento, lo que sugiere que el perfil de toxinas varia entre fases de
crecimiento y entre cepas. La toxicidad reportada para las diferentes cepas que se utilizaron en el
trabajo de Band-Schmidt et al. (2005) varié entre los 2 y 63 pg STXeq cél™, con una toxicidad
promedio de 28.0 + 18.0 pg STXeq cél™. En base a la concentracién molar, Band-Schmidt et al.
(2005) reportan que las toxinas C1, dcSTX y dcGTX2 representaron mas de 20 % del total,
mientras que GTX2, GTX3 y B2 fueron las menos abundantes con menos del 2 %. En el presente
estudio se reporta que los valores de toxicidad son muy cercanos al valor promedio reportado
para las 16 cepas de BCO caracterizadas por Band-Schmidt et al. (2005) y que las toxinas GTX3
y C1 representaron mas del 87 % de la concentracion total, y las GTX2, dcNEO, dcGTX3

constituyeron entre el 7y 12 %.

Garate-Lizarraga et al. (2005) identificaron perfiles de PST de diferentes cepas de G.
catenatum aisladas de tres localidades del Golfo de California (Bahia Concepcién, La Paz y
Mazatlan), las cuales presentaron principalmente dcSTX, dcGTX2-3, B1-2, C2 y neoSTX, con
una concentracion de toxinas de 36.1 a 184 pg cél™ y una toxicidad de entre 9.5 a 24 pg STXeq
cél™. Las cepas que presentaron una mayor concentracién de PST fueron las de BCO mientras
que las de Mazatlan fueron las mas toxicas con 129.3 pg cél’ y 24 pg STXeq cél?,
respectivamente. En el presente trabajo de reportd una concentracion de PST de 56.63 a 76.87 pg
cél™ y una toxicidad de entre 31.62 y 37.91 pg STXeq cél ™, por lo que la cepa estudiada en el
presente trabajo produjo una menor concentracion de PST que lo reportado para las de BCO por

Garate-Lizarraga et al. (2005), pero fue mas toxica en comparacion con las de Mazatlan.
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Tabla 8. Perfil de toxinas paralizantes y toxicidad por célula (pg STXeq cél™) en cepas de Gymnodinium
catenatum aisladas de diferentes regiones del Golfo de California.

Condiciones

Cepa Origen : Toxicidad | Perfil de toxinas Referencia
de cultivo
GeCV-7 BCO 3 neoSTX, GTX2
gﬁgg ' rzn%I GTX3, dcSTX,
GCCV-14 BCO fot,c’)n m_% e 63 dcGTX2, Band-Schmidt et al., 2005
. ' dcGTX3, B2, C1,
12:12 C2
GCCV-18 BCO 51
neoSTX, dcSTX,
dcGTX2,
GCPV-2 BAPAZ 23.29 dcGTX3, BL, B2,
C2
GlSSO, Zg]OIC, neoSTX, dcSTX,
GCCV-2 BCO foton ri:].z st 16.63 dcGTX2, Gérate-Lizéarraga et al., 2005
. ' dcGTX3, B1, C2
12:12
STX, neoSTX,
dcSTX, dcGTX2,
GCMV-1 BAMAZ 23.96 dcGTX3, B1, B2,
Cc2
f/2+Se,
diferentes STX neoSTX
proporciones ! ;
GCCV-7 BCO | deN:P, 20 31 gCSTX' dcGTX2, | B stillos-Guzmén et al., 2012
o cGTX3, B1, B2,
C, 150 pumol Cl C3
foton m?s?, ’
12:12
GCCV-7" | BCO GZS% 21°C, 1 3791 GTX2, GTX3,
120y 359 dcNeo, dcGTX3, Presente estudio
" pmol fotén c1
GCCV-7 BCO | m2st 12:12 35.7

BCO= Bahia Concepcién, BPAZ= bahia de La Paz, BAMAZ= bahia de Mazatlan. " Células aclimatas a baja
luz, " Células aclimatadas a alta luz.

Bustillos-Guzman et al. (2012) consideraron que los cambios en la proporcion de

nitrégeno y fosforo (N:P) podrian afectar la produccion de toxinas debido a que la saxitoxina y

analogos son moléculas ricas en nitrégeno y constituyen entre el 5y 10 % del total del nitrogeno

celular en G. catenatum. Sin embargo, no registraron cambios en el perfil de PST pero si en la

proporcion de ellas, lograndose detectar 9 analogos de la saxitoxina: STX, neoSTX, dcSTX,

dcGTX2-3, B1-2 y C1-3. En algunos tratamientos se observo un incremento en la toxicidad total

aumentando de 21.7 a 31 pg STXeq cél™ al final del experimento, lo que indica que la dinamica
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celular de las toxinas esta relacionada con los cambios fisiologicos de las células durante las
diferentes fases de crecimiento. En nuestros experimentos la produccién y perfil de PST no se
vieron afectados con las fases de crecimiento ya que no presentaron diferencias significativas

durante las fases de crecimiento.

La toxicidad por célula detectada en el presente estudio es mayor que las registradas para
poblaciones del medio natural. Quijano-Scheggia et al. (2012) reportaron en promedio entre 1.2 y
10.9 pg STXeq cél™ en un florecimiento de G. catenatum que ocurri6 en las costas de
Manzanillo, Colima. Probablemente la toxicidad de G. catenatum aumenta en condiciones de
cultivo, lo que es diferente para otras especies productoras de PST ya que las del género
Alexandrium se ha reportado que son menos toxicas en condiciones de cultivo que en medio
natural (Cembella et al., 1990). Esto indica que la sintesis de toxinas es controlada de forma

diferente para cada especie y se puede ver afectada por las condiciones ambientales.

En otras especies tdxicas como las del género Pseudonitzschia se ha reconocido que la
produccion de acido domoico (AD) depende de la condicion fisioldgica de las células, por lo que
células estresadas producen mas AD. El mayor contenido de esta toxina se ha reportado durante
la fase estacionaria (Bates y Trainer 2006) y cultivadas a altas irradiancias (Cusack et al., 2002).
Santiago-Morales (2011) reportd6 un comportamiento similar en cultivos de Pseudonitzschia
australis, reportando una mayor concentracién de AD en cultivos aclimatados a alta luz y durante
la fase estacionaria de crecimiento. Al contrario de estas especies que producen AD no es claro
que la produccion de PST en G. catenatum esté relacionada a una condicion de estrés. En el
presente estudio G. catenatum no presentd cambio alguno en la produccion de PST durante su
crecimiento en las distintas aclimataciones. Sin embargo, se ha documentado que esta especie si
presenta un aumento al final de la fase de crecimiento exponencial (Band-Schmidt et al., 2006;
Bustillos-Guzman et al., 2012). El efecto de la luz en la produccién de AD ha sido asociado con
la necesidad de energia fotosintética para la biosintesis de la toxina (Bates, 1998). Por esto, se ha
hipotetizado que la energia para el crecimiento celular y mantenimiento compite con la requerida
para la produccién de AD (Pan et al., 1998). Por lo tanto, podemos sugerir que nuestros cultivos
aclimatados a BL y AL utilizaron la mayor parte de la energia para el crecimiento celular y no

para la produccion de PST.
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8. Conclusiones

e EI crecimiento poblacional de Gymnodinium catenatum depende de la irradiancia de
cultivo presentdndose una tasa de crecimiento y abundancia celular méxima mayor en
cultivos expuestos a Alta Luz (350 pmol fotén m? s) en comparacién a cultivos
mantenidos en Baja Luz (120 pmol fotén m? s™).

e Las células de Gymnodinium catenatum presentaron una induccion y disipacion no
fotoquimica de la fluorescencia (NPQ) lenta en comparacién con otras especies de plantas
superiores y diatomeas, pero similar a lo reportado para otros dinoflagelados.

e Las celulas de Gymnodinium catenatum presentaron una respuesta tipica de aclimatacion
a Baja y Alta Luz. Las células aclimatadas a Baja Luz presentaron una concentracion de
Chl a y peridinina mayor que las aclimatadas a Alta Luz y estas a su vez, presentaron una
concentracion 18 % mayor de pigmentos fotoprotectores (diadinoxantina y diatoxantina)
asimismo, el tamafio del conjunto de pigmentos ciclo de las xantofilas fue
significativamente mayor en este tratamiento de luz.

e Los cultivos de Gymnodinium catenatum mantenidos a Alta Luz presentan una mayor
capacidad de fotoproteccion en comparacién con los de Baja Luz.

e El bloqueo de la desepoxidacion del ciclo de las xantofilas con el inhibidor DTT nos
sugiere que el analisis de la cinética de formacion/disipacion del NPQ, la relacion entre
esta respuesta y la concentracion de diatoxantina ademas de la caracterizaciéon de la
induccion del NPQ en presencia del inhibidor de la enzima diadinoxantina desepoxidasa,
indican gque este mecanismo de fotoproteccion depende mayormente de la interconversion
de los pigmentos del ciclo de las xantofilas, sin embargo, existe otro mecanismo que

afecta al FSII que es independiente de este proceso.
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¢ No se encontraron diferencias en la concentracion y el perfil de toxinas de tipo paralizante

entre los cultivos aclimatados a Baja y Alta Luz ni entre las fases de crecimiento.
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