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ANTECEDENTES

La fotosintesis es la conversidn de energia luminica en energia
guimica, esta conversién es realizada por plantas y algunas bacterias, las algas
comprenden 11 filas slendo el grupo mas diverso y representativo dentro del
Reino de las Plantas, la clasificacidon de estas se basa en sus pigmentos
forosintéticos (Larkum y Barrett 1983). En estos eucariontes la fotosintesis se
lleva acabo en organelos ltamados cloroplastos, en el interior de éstos se
encuentran los tilacoides lugar donde se Iocaliza la maquinaria fotosintética. En el
ambito funcional la maquinaria fotosintética estd organizada en dos tipos de
complejos proteina-pigmento; (I) los complejos antena cuyas funciones son la
absorcion de luz {captura de fotones), la transferencia de energia de excitaciéon a
los centros de reaccidn y la relajacion de excitacién en forma de calor cuando las
condiclones de luz son super saturantes; y (II} los centros de reaccién en donde
se lleva a cabo la fotoquimica primaria o separacién de cargas. Se conocen tres
clases de pigmentos fotosintéticos: las clorofilas, las ficobilinas y los carotenoides
teniendo una distribucién diferencial en los diferentes grupos de plantas
superiores; algas, diatomeas y cianobacterias. El dinoflagelado fotosintético
Gymnodinlum linucheae se encuentra dentro del grupo Pyrrofita.

En lo que respecta a los complejos colectores de luz (antenas), se sabe que
los pigmentos slempre se encuentran unidos a proteinas en las estructuras
fotosintéticas (Lee y Thornber 1995; Markwell ef al. 1979). Existen dos tipos de
holoproteinas: (a) las ficobiliproteinas donde el croméforo presenta una
estructura de tetrapirrol ablerto, el cual estd enlazado covalentemente a la
apoproteina ademas de ser soluble en agua; este tipo de antena estd presente en
grupos como las ciancbacterias y las algas rojas, y (b) los compiejos proteina-
clorofila en donde los croméforos estdn unidos no covalentemente a proteinas
especificas, ademds de ser insolubles (en general) en agua; este tipo de
complejos se encuentra en plantas verdes y algas (Markwell er al. 1979). En
estudios realizados sobre los dinoflagelados fotosintéticos, se encontré que los
pigmentos responsables de colectar la luz son ademds de la clorofila 4, 1a clorofila
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¢, y perdinina (Prézelin, 1976), ya que estos dos pigmentos accesorios
transfieren la energia absorbida a la clorofila a con una eficlencia cercana al
100% (Govindjee et al. 1979). Los carotencitdes forman un grupo diverso de
pigmentos fotosintéticos presentes en todos los productores primarlos. En adicién
a la transferencla de energia de excitacién, los carotenoides juegan un papel
importante protegiendo a la clorofila a. Dentro de los carotenoides en las algas
los mas abundantes colectores de luz son la fucoxantina junto con ia peridinina.
Estos pigmentos absorben la energia en el rango del azul-verde (470 a 550 nm),
y potencialmente son pigmentos fotoprotectores {Song ef al. 1976; Koka y Song,
1977).

Recientes avances en los métodos de fraccionacién de los cloroplastos han
permitido el aislamlento de cuatro complejos proteina-pigmento funcionales de
las membranas fotosintéticas de dinoflagelados (Hiller er al. 1993; Iglesias-
Prieto et al. 1993). Estos complejos contlenen mds del B0% de los pigmentos
fotosintéticos presentes en las células (Iglesias-Prieto er al. 1993). En el caso
particular del aparato fotosintético de dinoflagelados, fos complejos antena
Incluyen un componente soluble en agua conocldo como PCP por sus siglas en
ingtés (complejo proteina-peridinina-clorofila @) (Prézelin 1976; Igleslas-Prieto
el al. 1991), y un componente integral de las membranas fotosintéticas
conocido como acpPC (complejo proteina-clorofllas a/c-peridinina), este Gltimo
complejo se caracterizé de forma independiente por Hliler er al. (1993) e
Iglesias-Prieto er al. (1993).

El primer complejo proteina-clorofita a-peridinina (PCP) se extrajo de la
ruptura celular de dinoflagelados fotosintéticos aisldndose y caracterizandose
parclalmente por Haidak er al. {1966). Este complejo esta asociado con otros
componentes del aparato fotosintético, absorbiendo energia en la zona azul-
verde del espectro fotosintéticamente activo y transfiriendo la excitacidén cen
alta eficiencla a los centros de reaccién fotoquimicos; ademds de ser el Unico
sisterna colector de luz soluble en agua dentro de la Division Cromofita
(Iglesias-Prieto 1996).




El PCP es caracteristicc de dinoftagelados donde varios complejos
proteina-pigmento han sido aislados y caracterizados (Haxo et al. 1976; Prézelin
y Alberte 1978; Govind er al. 1990), y en varias especles de ellos las
proporciones molares de plgmentos peridinina: clorofila han sldo variables
teniendo una estequiometria de 8-12 moléculas de peridinina y solo dos
moléculas de clorofita a (Hofmann et al. 1996; Qgata ef afl. 1994). El andlisis de
su estructura cuaternaria indica que el PCP presenta caracteristicas
monoméricas con una apoproteina de 31-35 KDa aproximadamente u
homodiméricas con dos subunidades polipeptidicas de entre 15-17 KDa cada
una; algunas especies de dinoflagelados poseen una de las formas de manera
exclusiva, mientras que otras pueden tener ambas (Govind er al. 1990, Iglesias-
Prieto er al. 1991). Se ha demostrado que las caracteristicas espectroscdpicas
de la clorofila a como la localizacién del pico méximo de absorcién de la clorofila
a dependen en parte de la estructura cuaternaria de la holoproteina PCP
(Iglesias-Prieto er al. 1991). €1 PCP ha sido fraccionado utflizando técnicas de
electroforésis de enfoque isoeléctrico (IEF) caracterizando varias isoformas
(Chang y Trench 1982; Chang y Trench 1984; Iglesias-Prieto et al. 1991;
Prézelin y Haxo 1976). De manera adicional, se ha demostrado que los
patrones Isoeléctricos de PCP, aislado de simbiontes de diferentes hospederos
invertebrados, son conservados en dinoflagelados en cultivo (Chang y Trench
1982). Recientemente por medio de fraccionacidn utilizando una técnica de
cromatografia en columna Q-Sefarosa, el PCP de varlas especles de
dinoflagelados fue aislado en presencia y en ausencia de un inhibidor de
proteasas (Ogata y Kodama 1993; Ogata er al. 1994). En ausencia de dicho
inhibidor, los patrones de elucidn mostraron varias isoformas de PCP; en
contraste con los resultados en presencia del inhibidor dando como resultado
una sola forma de PCP. Aparentemente las isoformas de PCP fueron resultado
de la degradacién de una sola holoproteina (Ogata y Kodama 1993; Ogata ef al.
1994).

Andllsis de DNA de dos especies que representan estructuras cuaternarias,
monomeéricas y diméricas fueron secuenciadas indicande que las Isoformas de




PCP pueden ser codificados por varios genes (Triplett es al. 1993). Comparando
las secuencias del DNA de PCP con la de genes que codifican proteinas
colectoras de luz mostraron tener poca similitud, sugiriendo que el PCP tiene un
origen diferente al de otras proteinas con funciones andlogas (Norris y Miller
1994; Triplett er af. 1993). Asi, los trabajos sobre DNA y |a secuencia de 1a
proteina indicaron que el origen de las isoformas monoméricas y diméricas de
PCP estd apoyada en parte por la expresiéon diferencial de genes distintos,
indlcando que cada isoforma puede ser codificada por un gen, pudiendo ser
acentuada la formacidén de isofarmas por actividad proteolitica (Ogata er al.
1994).

Recientemente, la estructura tridimensional del PCP se resolvid usandg
técnicas de difraccién de rayos X, con uha resolucion de 2.0 angstroms
(Hofmann et al. 1996). El cristal de PCP aislado del dinoflagelado Amphidinium
carterae reveld una conforamacién de trimero en donde cada una de las
subunidades estd plegada de manera que presenta una cavidad hidrofébica
donde se encuentran dos moléculas de lipidos, ocho peridininas y dos moléculas
de clorofila a (Figura 1). Las clorofilas estdn completamente rodeadas de un
ambiente hidrofdbico, donde la mitad de su drea superficial estd cubierta por
peridininas, un tercio esta cubierto por la proteina y una sexta parte por lipidos
{(Hofmann et al. 1996).

Figura 1. - Estructura de un mondmero de PCP. (Hofmann, E. et al. 1996)




El fundamento estructural que expiica la eficlente transferencia de energia
de la peridinina a la clorofila esta basado en la observacidn de la estructura del
PCP, donde las peridininas se encuentran alrededor de las clorofilas casl en
contacto {Hofmann ei al. 1996). El complejo colector de luz de plantas
superiores (LHCII por sus siglas en inglés) ha sido resuelto por difraccién de
electrones (Kuhlbrandt et al. 1991; Fujioshi 1994), pero a diferencla, el PCP es
un complejo cuyo aislamiento se facilita por ser sotuble en agua, ademas que al
presentar solamente dos moléculas de clorofila & posee caracteristicas
espectroscdpicas mas simples.

El aparato fotosintético de productores primarios en condiciones de luz
sub-saturante, sufre modificaclones permitiendo asi utilizar de manera efectiva
la cantidad de fotones disponibles, expresando diferenclalmente el genoma
para una foto-aclimatacién. Las respuestas en la foto-aclimatacién incluyen ia
regulacién de la expresién diferencial de algunos componentes asociados con 1a
antena fotosintética, incrementando |13 concentracién celular de la mayoria de
las molécuias como los complejos proteina-clorofila PCP y acpPC, los cuales
estdn asociados a los centros de reaccidn del aparato fotosintético
representando los principales complejos colectores de luz del grupo de
dinofiagelados (Igleslas-Prieto y Trench 1997 a y b). Esta foto-aclimatacidn
incrementa el potencial en la captura de fotones para la fotosintesis {Prézelin
1987). En las algas, cerca del 70% de los fotones absorbidos por la antena son
utilizados para |a fotosintesis.

Cuando la intensidad luminosa es saturante (superior a la capacidad
fotosintética), los productores primarios responden produciendo vias no
fotoguimicas para la desactivacidn de! exceso de excitacion de la clorofila a
{Horton et al. 1996). Se protegen de un fotodafio por disipacion del exceso de
energia (Krause 1988). Un gran numero de procesos compiten por la
desactivacién de estos pigmentos en la antena fotosintética como lo son: La
fluorescencia, la transferencia de excitacton, las reacciones de fotoguimica y la
desactivacién no-fotoquimica de la fluorescencia (Krause y Weis 1991},




La Induccibn de disipacion de energia se puede medir como la
desactivacién no-fotoguimica de |a fluorescencia {gV por sus siglas en inglés),
el cual es un proceso heterogénec y complejo que puede ser cuantificado por
mediciones de fluorescencia de la cloroflla a, notdndose una baja en la cosecha
cudntica asociada con el clerre de los centros de reaccidn (Krause y Weis
1991). Esta desactivacién no-fotoquimica del exceso de energia de excitacién
se lleva a cabo en 1a antena fotosintética (Horton ef al. 1996), promoviendo una
via alternativa de la excitacién cuando la capacidad de transporte de electrones
de los fotosisternas estad saturada, ya sea por limitaclones en términos de
aceptores de electrones o por exceso de energia luminosa (Krause 1988;
Demming-Adams y Adams 1992).

Muchos componentes de gN han sido identificados (Walters y Horton
1991), pero se sabe que la mayor parte de gN ocurre en respuesta a un
gradiente de pH, més especificamente a la acidificaciéon del lumen tilacoidal.
Esta acidificacion resulta de dos procesos: (I) la fotdlisis del agua, dando como
resultado 4 protones por cada dos moléculas de agua y, (II) del transporte de
electrones, por lo que los protones del estroma son transferldos al espacio del
lumen, a través de la membrana del tilacoide, y son por consecuencia utillzados
para la sintesis de ATP (Gregory 1989). Este gN se llama gE (dependiente de la
energia} slendo éste el que mdas contribuye a gN. Varios estudios han
demostrado que g€ es un factor importante en la reduccidén reversible de la
eficiencia fotoquimica en alta irradlanza (Weis y Berry 1987) y provee
proteccidn ante Ia fotoinhibicidn del fotosistema 1 (Krause et al. 1986). Como
resultado gF juega un papel importante en el proceso de regulacidn de la
fotosintesis {Horton y Ruban 1994),

Investigaciones indican que en plantas superiores y algas verdes, la
desactivaclén no-fotoquimica de la fluorescencia dependiente de la energia gE;
estd fuertemente correlacionada con el ciclo de las xantofllas dando lugar a la
deepoxidaclén del carotenoide wviolaxantina a zeaxantina (Demming-Adams
1990) (Figura 2a), indicando un incremento en el numero de dobles enlaces C-
C por la que de ser un pigmento encargado de transferir energia a la clorofila a
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con alta eficlencia la violaxantina (Owens ef of. 1987), pasa a ser una
zeaxantina que desactiva tos estados excitados de la clorofila (Demming ef al.
1987). E! hecho de que las xantofilas estén localizadas exclusivamente en el
complejo colector de luz o antena fotosintética, provee fundamentos para la
participacidn activa de la antena fotosintética del PSII en gE (Peter y Thornber
1991).

= Poliencs & Fucoxantina

wr. v Apocarotenoles ® O viouxsntna | 3%
5 '\. B-caroteno ® DO Zeaxantne
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Enlaces doblas C-C

Figura 2a. - Energia de diversos carotenoldes y polienos en funcién del ndmero de
enlaces conjugados dobles C-C ( - ) Aproximaclon empirica, datos de Kohler e al.
(1988); (---) extrapolacidn de los datos de Kohler er uf. {1988).

En varias especies de dinoflagelados y diatomeas que cantienen clorofita c,
se detectd que en condiciones super-saturantes de luz existe un
enriquecimliento de xantofilas foto-protectoras diadinoxantina y diatoxantina,
las cuales estdn implicadas en la disipacidn del exceso de energia de excitacion
{Olaizola y Yamamoto, 1994; Iglesias-Prieto y Trench 1897}, Se sabe que la
acumulacién de diatoxantina, en condiclones de alto flujo de electrones, puede
estar correlacionado con un incremento en la capacidad de disipacion térmica
de la excitacién en la antena colectora de luz para de esta forma proveer
proteccién evitando un fotodafio al fotosistema II bajo condiciones super-
saturantes de luz (Qlaizola y Yamamoto, 1994). El mayor reservorio de éstas
xantofilas foto-protectoras en dinoflagelados es el acpPC (lIglesias-Prieto ef al.
1993).



El rango de toleranclia de flujo de fotones de una especie de simbionte
particular es funcibn a su habilidad de foto-aclimatacién. Por ejemplo, la
capacidad de diferentes especies de simblontes a Incorperar xantofilas
fotoprotectoras en el acpPC tiene un Impacto, definiendo los limites superiores
de distribucién de las especies manteniendo altas eficiencias fotosintéticas; asi
la baja densidad de fiujo de fotones que puede tolerar define los limites
inferiores de distribucidn de los organismos (Iglesias y Trench 1997). El proceso
de aclimatacién, regulacién y proteccién son los responsables de mantener la
alta eficlencia fotosintética durante fluctuaciones ambientales (Yang er al. 1998).

Para que se lleve a cabo la desactivacion no-fotoquimica, Horton y Ruban
(1991) propusieron un modelo para explicar la produccién de un desactivador
de la energia de excltacién por agregaclidn de antenas o colectores de luz en el
Interior de fa membrana de! tilacoide donde la energia podria ser dislpada. En
este modelo, se dice gque cuando existe cierta distancia entre plgmento-
pigmento, la antena o complejo colector de luz se encuentra en estado relajado
llevandose a cabo la transferencia de energia, pero al protonarse algan
aminodcido, fendmeno regulado por el pH del lumen del tilacoide {(Ruban et af.
1993), la distancla entre pigmentos se minimiza formando un agregado de
pigmentos que ahora realizan la dislpactén de energia en forma de calor (Figura
2b), lo que mantiene en orden y balance el rango entre la luz absorbida y la
utilizacién de luz bajo condiciones de fluctuaciones ambientales evitando un
fotodafio (Ruban et al. 1993; Horten y Ruban 1594).

Bl

cloroflla
Transferencia de energia Disipacién de energia
Figura 2b.- Modelo de la interaccién entre las xantofilas y clorofilas en el complejo
colector de luz, dependlente del ApH. {(Horton y Ruban, 1993).




La habilidad para evocar éste y otros mecanismos de fotoproteccién es
fundamental para garantizar la supervivencia de los organismos bajo
condiclones generales de estrés (Owens 1988). Pese a la importancia que tiene
este tipo de regulacién en el aparato fotosintético de los productores primarios
poco es lo que se conoce de las bases bloquimicas de dicho fenémeno. El
estudio de los mecanlsmos moleculares de la desactivacién no-fotoquimica de
la fluorescencia ha sido limitado por un lado, por la complejidad espectral de los
complejos colectores de las plantas verdes y por otro lado, por 1a ausencia de
sistemas de estudio in virre. En este sentido, e! sistema de coleccién de fuz de
dinoflagelados PCP, no sélo actia como complejo colector de luz o antena
fotosintética sino que también puede funcionar cuando las condiciones de
intensidad Juminosa son superiores a la capacidad fotosintética (condiciones
saturantes) ofreciendo 'a potencialidad de ser un sistema de fotoproteccién
evocando la desactivacion no-fotoquimica de la fluorescencia, variando su tasa
de desactivacion térmica evitando que tal exceso de energia cause dafios
permanentes al aparato fotosintético.

Considerando ahora la importancia que tiene el estudio de los complejos
colectores de luz el PCP del dinoflagelado Gymnodinium linucheae simbionte de la
medusa Linuche unguiculata (Trench y Thinh 1995}, se tomard como sistema de
estudio para documentar las variaciones en la cosecha cudntica de fa
fluorescencia det complejo PCP in vitro en funcién de variaciones en €! pH de la
soluclén en la que se diluyen las distintas holoproteinas de PCP, obtenidas
durante su purificacién.




DESARROLLO EXPERIMENTAL

Extraccién de dinoflagelados simbiontes

La extraccién de dinofiagelados simbiontes se realizé usando medusas
Linuche unguiculata, \as cuales fueron colectadas en fa laguna arrecifal Puerto
Morelos, Q.Roo. Para esto se utllizd un equipo de redes de plancton esténdar de
0.40 metros de didmetro en la boca, 1.5 metros de longitud y abertura de
malla de 300 pm. Las medusas se colocaron en recipientes de plastico con agua
de mar eliminando pastos marinos y basura, asi también se cuidd de tener la
menor cantidad de agua de mar para proceder a licuar y homogeneizar a los
organismos. Las medusas se licuaron hasta que el tejido estuviera totalmente
macerado, posteriormente el tejido se centrifugd a 3000 x g durante 10
minutos a 4°C (centrifuga refrigerada modelo Marathon 22KBR Fisher);
desechando el sobrenadante con tejido animal y resuspendiendo la pastilla en
agua de mar, flitrada (Millipore 0.45 um). Este procedimlento se repitié 3 veces
hasta observar al microscopio un spbrenadante libre de tejido animal y tener un
concentrado de dinoflagelados simbiontes Gymnodinium linucheae (Trench y Thinh
1995). Finalmente, las células se resuspendieron en 50 mL de agua de mar
filtrada.

Conteo de células

Se tomaron 100 pl del concentrado de S0 miL de células simblontes, los
cuales se diluyeron en una propeorcién 1:10 utilizando agua de mar filtrada y se
determiné la cantidad de células presentes en !a muestra mediante un conteo
usando un hemocitdémetro. El conteo se realizd por quintuplicado.

Extraccién de Pigmentos Fotosintéticos

Simultdneamente las muestras de células simbiontes se sometieron a un
proceso de extraccién de pigmentos utilizando acetona-dimetil sulféxido
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(DMSO} (90:10, v: v) (Iglesias-Prieto er al. 1992). Las céiulas se centrifugaron
hasta obtener una pastilla la cual se resuspendié en 900 plL de acetona
centrifugdndose a 735 x g en una centrifuga clinica {marca Solbat), el
sobrenadante con pigmentos se guardd; la pastilla se resuspendid en 25 ub de
DMSO mezclandose vigorosamente por 30 seg. en un Vortex, agregando
finalmente el sobrenadante de acetona a la muestra extraida con DMSO
clarificando el extracto por centrifugacién (1 minuto) a 735 x g. Esta operacién
se repitid de 2 a 3 veces hasta obtener una pastilla blanca, para posterlormente
transferir la muestra a una celda de cuarzo de 1 centimetro de paso Optico
realizando lecturas espectrofotométricas de absorbancla de cada muestra a
630, 663 y 725 nm, utliizando un espectrofotémetro marca Beckman {modelo
35). Las concentraclones de Chl a y Ch! ¢, se determinaron usando las
ecuvaciones de Jeffrey and Humphrey (1975). Las concentraciones de la clorofila
a en el compiejo proteina-clorofila se calcularon usando el coeficiente de

-1 -1
extincidn molar de 60 mM cm (Shiozawa et al. 1974).
Alslamiento del PCP

El PCP se purificd siguiendo los métodos descritos por Prézelin y Haxo
(1976) y Chang y Trench (1982} con algunas modificaciones. Una vez aislados
los dinoflagelados simblontes se concentraron por medio de centrifugacién a
3000 x g durante 10 minutos a 4°C desechando el sobrenadante (tejido animal)
y repitiendo estos pasos tres veces., Posterlormente, se centrifugd a 6700 x g
(10 minutos) obtenlendo una pastilla la cuat se resuspendié en 50 mbi de
amortiguador frio TM [100 mM Tris-HCl pH 8.0; 2mM MgCl,, 2mM NakEDTA]
(Iglesias-Prieto et al. 1993). Las células intactas se observaron mediante un
microscopio. Posteriormente, se utilizé una Prensa de French (Aminco) a 7.8 X

107 Pa con el fin de romper las células. Este procedimiento se llevd a cabo tres
veces debido a que después de cada rompimiento celular se estimd 1a cantidad
de células rotas observando una alicuota al microscopio; después del tercer
rompimiento celular se observd un 99% en promedio de células rotas. El
material lisado se centrifugd a 500 x g a 4°C durante 10 minutos en una
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centrifuga Marathon 22KBR Fisher, con el propdsito de eliminar las células no
rotas y desechos celulares, asi la coloracion presente en el sobrenadante se
debe al cromdforo del PCP. Eif PCP crudo, obtenido de la centrifugacidn, fue
tratado con sulfato de amonio ({NH,),50,) al 50% de saturacién agitandose
hasta que se disolviera, posterlormente se centrifugd a 10 500 x g durante 2
horas a 4°C en una centrifuga Marathon 22KBR Fisher. El PCP scluble en agua
se recuperé en el sobrenadante. Separando en ta pastilla [as membranas
tilacoidales y desechos celulares; el sobrenadante se tratdé con 100% de
saturacidén de (NH,),50, agitando la muestra durante 2 horas, posteriormente
se centrifugd a 20000 x g por toda una noche a 4°C. Lo que resulté precipitado
fue la fraccién que contenia PCP, la cual fue resuspendida en 18 mL de
amortiguador TM. La fraccion se sometid a un proceso de dialisis en frio contra
amortiguador TMS (TM, con 500mM NaCl); se utilizaron boisas de didlisis de 23
mm de didmetro con un limite de exclusion de 6000 a 8000 daltones {la boisa
de didlisis se tratd previamente con una solucidn de carbonato de calcio al 2% y
EDTA 2mM calentdndose a 80°C durante 10 minutos). En el transcurso del
proceso de didlisis se hicieron dos recambios totales de amortiguador TM para
concentrar el PCP aistado hasta 8 mL usando una cama de poiietilen glicoi
{masa molecular 10 000 KDa). Todo el procedimiento de aislamiento se llevd a
cabo bajo luz tenue para minimizar |a fotodestruccién de los pigmentos,

Una vez aislada y concentrada la muestra de PCP en 8 mt, se utilizd una
columna Sephadex G-200 como absorbente, se realizaron 8 corridas de 1 mL
cada una eluyendo con amortiguador TMS [100 mM Tris-HCl pH 8.0; 2ZmM
MgCl,: 2mM NaEDTA; 500 mM NaCl). Se utilizé este método para separar
particulas seguin su tamafio, eluyendo en orden decreciente de peso molecular.
Durante el perfil de elucidn se colectaron fracciones de 1 mL, de las cuales se
determind la absorbancia a 480 nm, y 280 nm, utilizando un espectrofotometro
Beckman (modelo 35); se calculd el cociente abs 480 nm/ abs 280 nm.

De las fracciones eluidas en la columna G-200 se dializaron aquellas de
mayor coclente contra amortiguador TM y se concentraron en una cama de
polietilen giicol hasta obtener una muestra de PCP color marron obscuro en el
menor volumen posible. Posterlormente, se utilizé una columna Sephadex G-25
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para desalinizar la muestra y tener un buen recambio en el amortiguador
asegurando que la muestra estuviera fbre de sal. Las muestras se purificaron
por medio de una columna de intercambio anidnico Q, (Laboratorios Blo-Rad)
integrada a un FPLC (por sus siglas en inglés), la cual se eluy6 con Tris 1mM pH
8, con un gradiente de 0 a 0.2 M de NaCl. Durante et corrimiento de la muestra
se monitored fa concentracidon de sal en el eluyente con una celda de
conductividad, asi como la absorbancia del complejo mediante el uso de un
detector Integrado al FPLC midiendo a una longitud de onda de 280 nm;
logrando fraccicnar la muestra en dos.

Cada corrida en la columna Q, se hizo de 1 mL de muestra diluida (1:1)
en amortiguador de elucidn Tris obtenlendo las dos fracciones (baja en sal y
alta en sal, respectivamente). Una vez separadas las 2 fracciones de PCP en
cada corrida se dializaron contra una solucién de glicina al 3%.

Andlisis electroforético del complejo proteina-pigmento

Muestras de cada estado de purlficacién del complejo Proteina-Clorofila a
Peridinina (PCP), contenlendo cantidades iguales de clorofila a (30
nanogramos}, fueron separadas usando el método de electroforésis en gel de
poliacritamida-duodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE, por sus siglas en inglés) al
12%. Este método electroforético fue usado para determinar el ndmero de
protefnas que componen la muestra ademds de evaluar su homogeneidad. Las
bandas de proteinas fueron detectadas por tincién de plata (Sigma) (Poro et al
1982), asi mismo se utilizaron estandares de bajo peso molecular (Sigma) con
Ia‘ﬁnalldad de determinar el peso molecular de las apoproteinas.

Andlisis espectroscépico

Los espectros de absorcléon del PCP se obtuvieron utilizando un
Espectrofotémetro SLM-AMINCO UV-VIS (modelo DW-2C) acoptado a un
controlador OLIS (On-line Instruments Systems, Inc), el cual estd conectado a
una computadora con sistema OLIS para digitalizar el espectro. Los espectros
tanto de la muestra de PCP crudo como el de las fracciones 1 y 2 se midieron
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dentro del rango de luz visible (350- 750 nm). Los espectros de absorcién
fueron obtenidos de un promedio de 10 registros. Los espectros fueron
normalizados at picc méaximo de absorcién de la clorofila & de las dos
fracciones. La clorofila a se cuantificd usando el coeficiente de extincion molar
de 60 mM! cm™ (Schiozawa er al. 1974).

Los espectros de emisidn y excitacién se realizaron utilizando un
espectrofluorémetro (SLM Instruments, Inc) conectado a una computadora con
sistema SABLE digitalizando asi los espectros de las dos fracciones de PCP. El
espectro de emislon se logré haciendo un barrido, capturando 640 datos dentro
de ta porcién roja de! espectro de luz (600-740 nm), las muestras fueron
excitadas a 480 nm. El espectro de excitacidn se hizo de (400-700 nm)
capturando 2650 datos. Los espectros ng fueron corregidos.

Ademds, se midieron las varlaciones en la fluorescencia de [as dos
fracciones de PCP obtenidas de la cromatografia de intercambio anidnico pero
en soluciones a diferentes pH de 1-9 para lo cual se tomaron cantidades de PCP
con la misma absorbancla (0.03) para minimizar la desactivacién de
fluorescencia. Las muestras fueron diluidas en glicina al 3% en una proporcién
1:4, las cuales se excitaron a 480 nm, en el pico de la peridinina registrando la
sefial de fluorescencia maxima de emisidén a 672 nm.

Para las fracciones 1 y 2 se tomaron los valores de emisién mdxima en
672 nm teniendo las muestras a las mismas concentraciones de absorbancia
sacando asi {8 cosecha cuéntica de la fluorescencia qY (por sus sigias en inglés)
para ambas fracciones.
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RESULTADOS

Las medusas colectadas en la Laguna arrecifal del Parque Marino Puerto
Morelos, se licuaron y homogeneizaron separando el tejido animal de {a medusa
Linuche unguiculata (Trench y Thinh 1995). Las células de Gymnodinum linucheae
se concentraron en 50 mi, determindndose la cantidad de clorofila & utilizando
acetona-dimetil sulféxido (90:10, v: v) (Iglesias-Prieto et al. 1992) obteniendo
14.81 mg (Cuadro 1). La densidad de células extraidas fue de 9.19 x 10 células
por mililitro.

Cuadre 1.- Cuantificacién de cloroflla @ en diferentes fracclones durante el proceso de
purificacién del Complejo Proteina-Clorofila a-Peridinina. Se empezd con 14.8 mg de

clorofila a en célutas de Gymnodinium linucheae.

Muestra Clorofila g (mg) %
Células crudas " 14.81 100
50% Sulfato amonia” 3.34 22.56
100% Sulfato amonio” 1.59 10.72
Sephadex-G200° 0.51 3.47
Columna Q; Pico 1 0.16 1.08
Cofumna Q7 Pico 2° 0.14 0.95

El primer paso en la purfficacién del complejo proteina-pigmento fue el
rompimiento celular durante el cual los 50 mL de células se rompieron utilizando
una Prensa de French. El lisado fue centrifugado para separar las células que no
fueron rotas y desechos celulares. El sobrenadante resultado de 3
centrifugaciones (151mL), se tratd con 50% de (NH.),S0, lo que sirvid para
precipitar las proteinas de las membranas celulares; esta fraccién corresponde
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al 22.56% de la muestra inicial de clorofila @ (Cuadro 1). El PCP crudo (143 mL)
se traté con 100% de saturacién de (NH4):S0. teniendo como resultado la
precipitacion del PCP en una pastilla, la cual se resuspendid en 18 mL de
amortiguador TM. Esta fraccién representa el 10.7% de la cantidad inicial de
clorofila @ con que se empezd a purificar el complejo proteina-pigmento {Cuadro
1}. Los 18 mL de extracto se dializaron en amaortiguador TMS frio vy se
concentraron en una cama de polietilen glico! obteniendo 8 mL de extracto.
Muestras de 1 mL se separaron por peso molecutar con una columna Sephadex
G-200 (Figura 3) obteniendo un pico.
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Figura 3.- Perfll de elucién de PCP de G. linucheae de una columna de filtracién Sephadex
G-200 eluido con TMS 100mM Tris-HCI, pH 8.0; 2mM Mg Cl;; 2mM NaEDTA; 500mM
NaCl. Absorbancia en el UV 280 nm ( — ).

La fraccién de PCP obtenida en G-200 representa el 3.47% de la muestra
inicial (Cuadro 1), el extracto se dializé contra un amortiguador TM y se pasd
por una columna de desalinizacidon Sephadex G-25 eluida con el amortiguador
TM. Como ultimo paso de purificacion, el extracto de PCP se inyectd en una
columna de intercambio aniénico Q;, obteniéndose de! extracto dos fracciones
(Figura 4a), donde la fraccién 1 no mostrd afinidad hacia la columna y por ta
tanto no fue adsorbida en ésta (Figura 4), mientras que la fraccion 2 fue

adsorbida a la matriz eluyendose con un gradiente lineal de 0.0 a 0.2 M de NaCl
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(Figura 4). Las dos fracciones diferentes de PCP presentaron la misma
abundancia relativa, donde la fraccién 1 corresponde al 1.08% de |a cantidad de
clorofila a con la que se inicid el proceso, y 1a fraccidn 2 representa el 0.95% de
la muestra inicial (Cuadro 1). La fraccién 1 se volvid a inyectar a la columna Q;
obteniendo solamente la fraccidn t (Figura 4b), de igual forma se hizo con la
fraccion 2 obteniendo en el perfil de elucidn solamente la fraccién 2 (Figura 4c),
esto se hizo para verificar la existencia de 1as dos fracciones o formas diferentes
de PCP descartando asi que una de las dos fracciones fuese producto de
degradacin de la otra.

Del analisis electroforético de una fraccion de cada estado de purificacién
del extracto se demostré que las células lisadas (Figura 5 carril A) mostraron la
banda carrespondiente a la apoproteina de 35 KDa ademés de varias proteinas
presentes. Las fracclones precipitadas con sulfato de amonio al 50 y 100% de
saturacién (Figura 5 carril 8, C) contenian un menor nimero relativo de
polipéptidos en la muestra a diferencia de las céfulas lisadas (carril A); éste
patrén se presentd después de haber filtrado el extracto en la columna G-200
(Figura 5 carrii D). Todas las muestras en los diferentes estados de purificacion
mostraron unas apoproteina monomérica de 35 KDa aproximadamente,
correspondientes al PCP.
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Figura 4.- Perfiles de elucion de las diferentes fracciones de PCP separadas mediante el
emplec de una columna de Intercambio anldnico Q2 Bic-Rad, equllibrada con
amortiguador Tris 1mM-HCI, pH 8.0, elulda con un gradiente linear de NaCl de 0-0.2M.
Conductividad de NaCl ----, absorbancia a 280 nm — (a) fracclones 1 y 2 (b) perfil de
elucién de la fraccién 1 (¢) perftl de la fraccién 2.

18




kDa

Flgura 5.- Electroforésis en gel de poliacrilamlda-SDS. Patrén de purificaclén de
PCP alslado de Gymnodinium linucheae. Carril (A} células lisadas; carril (B y C) fracclones
tratadas con {NH4)2804 50% y 100% de saturacion respectivamente; carril (D) PCP
eluido de una columna Sephadex G-200; carril (E y F) fraccion 1 y fraccion 2 de PCP
resultado de la columna Q2 de Intercambio anibnico. Cada linea contiene 30 ng de
clorofila a. Las bandas de proteinas fueron visualizadas por tincién de plata.
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Las dos fracclones separadas por la columna de intercambio aniénico Q, se
caracterizaron espectroscdpicamente. Se realizaron espectros de absorcion ya
que consistente con observaciones previas en diferentes especies de
dinoflagelados, la absorbancia y emision maxima del PCP dependen de iz
estructura cuaternaria de la holoproteina que la conforma, por lo que las
caracteristicas espectrales del PCP de G. linucheae (Figura 6A), mostraron un
amplio rango de ahsorcién dentro de la zona azul-verde del espectro de luz
visible con la presencia de dos picos maximos de absorcidn en la regidn del azul
(435 nm y 480 nm), los cuales corresponden a la molécula de clorofila a y
peridinina respectivamente estando exenta la muestra de clorofila ¢; como se
esperaba. Los espectros de absorcién del PCP de cada una de las fracciones
obtenidas fueron normalizados al pico de absorcién maxima de la clorofila & en
la zona del rojo del espectro a 670 nm. El espectro de diferencia de absorbancia
de la fraccién 2 menos la fraccién 1 de PCP, (Figura 6B) mostrd que el arreglo
de los pigmentos en [a holoproteina es diferente en cada una de las fracciones
lo que provoca un corrimiento en la regidon roja del espectro.

Absorbancia (UR)

1 1 1 1 H Jd
350 400 450 500 550 600 650 700 750
Longitud de Onda {nm)
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Flgura 6. - A)Espectro de absorcién de PCP de dos fracclones aisladas de
Gymnodinium linucheae separados por cromatografia de Intercambio anlénico Q2, espectro
normalizado al pico de absorcidon maxima de clorofila a. B)Espectra de diferencla de las
dos fracciones del complejo PCP, (Datos agosto de 1998).

El andlisis de absorbancia bajo e! plco correspondiente a la peridinina a
478 nm para la fraccién 1 relativo a la fraccidn 2 fue de 0.93 después de haber
normatizado los espectros con respecto al pico en et rojo de la clorofila a
(Figura 7A), existiendo una peridinina de diferencia entre ias dos fracciones, ya
que las caracteristicas Gpticas de cada fraccién son resuitado de la estructura y
composiclén de la holoproteina. Es tmportante mencionar que la mezcla que
contenia las dos fracclones mostré princlpios de desnaturalizacidn, lo cual se
noté en el espectro de absorcién de la muestra (Figura 7A). Esto se debe a que
el magnesio de la clorofila a se pierde quedando la feofitina como producto de
degradacién absorblendo energia en la region azul del espectro; éste proceso
ocurre debido a que |a ctorofila a es una molécula fotoldbil.

El espectro de diferencia de absorbancia de la fraccion 2 menos la fraccién
1 de PCP {Figura 7B) mostrd que el arreglo de los pigmentos de la holoproteina
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es diferente en cada una de las dos fracciones, ademds de que presenta un pico
a 417 nm correspondiente a la feofitina y otro pico a 478 nm de la peridinina,
ademads de gque existen otros elementos que absorben en el ultravioleta.
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Fig 7.- A) Espectro de absorcidn de dos fracciones de PCP aisladas de Gymnodinium
linucheae separadas por cromatografia de intercamblo aniénico Q;, espectro normalizado
al pico de absorcidn méxima de clorofila a. B)Espectro de diferencia de las dos fracclones
del complejo PCP. Dates de Diciembre 1998.

Sobre la excitacion preferencial de la peridinina a 480 nm, |a fluorescencia
de la clorofila @ se observé con un pico maximo de emision a 674.4 nm la
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fracclén 1 {figura BA) a diferencia de la fraccibn 2 con un pico a 676.1 nm
(figura 8B), lo que indica una eficiente transferencia de energia de la molécula
de peridinina a la clorofila a (figura B). Este resultado demuestra una
heterogeneidad en los componentes espectrales para la clorofila a y la
peridinina en e! PCP.

PCP Frac 1

smislon (relativa)

800 620 640 860 680 700 720 740
Longltud de onda {(nm)

PCP Frac 2

Emixzlon (relativa)

600 620 640 660 G680 700 720 740
Longttud de onda{nm}

Figura B.- Espectro de emisién de flusrescencia de PCP aislado de Gymnodinium
linucheae por FPLC: (a) fracclén baja en sal, (b) fraccidn alta en sal. Moléculas excitadas
a una longitud de onda de 480 nm. Los espectros no estan corregldos. Los espectros se
hicieron en un espectrofluorémetro SLM Instruments, conectado a una computadora con
sistema SABLE digitalizando los espectros. Se us¢ una conflguracidén para capturar 640
puntos por espectro utilizando un intervalo de 0.25 nm .
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Ei espectro de excitacién (Figura 9) muestra las proptedades Opticas del
PCP absorbiendo principalmente en el rango de los 470 nm a 550 nm
correspondiente a la molécula de peridinina y en la regién del rojo del espectro
de luz visible. Esta ultima regidn corresponde al segundo pico mdximo de
absorcién de la molécuta de clorofila a. Los espectros de excitacién no fueron
corregidos por ia varlacién de energia de excitacién que la idmpara emite para
cada tongitud de onda.

A
PCP Frac 2
3
a
o
o
400 40 480 520 560 600 640 680
Longitud de onda {(nm)
B
PCP Frac 1
:
£
é Ll
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i

400 440 480 520 560 600 640 680
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Figura 9.- Espectro de excitacldn de fluorescencia del complejo PCP alslado del
dinoflagelada simbionte Gymnodinium linucheae (2} fraccion baja en sal (fraccion 1); (b)
fraccidn alta en sal (fraccién 2}. Espectros no corregidos.
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Las dos fracciones de PCP se utilizaron como un sistema de estudio para
documentar las variaciones en la cosecha cudntica de la fiuorescencia in vitro en
funcién del pH de la solucién en la que se diluyeron las dos holoproteinas
cbtenidas. Las soluciones en que se colocaron muestras de la fraccién 1 asi
como de la fraccidn 2 tenian pH desde 1 a 9. La medicién de la fluorescencia
en el pico de fa clorofila @ (672 nm) y la cuantificacién de los cambios en la
emisién de fluorescencia con respecto al pH, demostraron insensibilidad al
camblo de pH (Figura 10), aungue en su cosecha cuadntica hubo diferenclas
entre las fracciones, donde la fraccién 2 fue la que siempre presentd valores
mayores. Al cabo de dos horas de incubacidn de las muestras en estas
condiciones de pH, se observaron diferencias en la emisidn de fluorescencia de
las seluciones con pH al que cada una de las fracciones se desnaturalizé {Figura
10). Los croméforos de la fraccidn 1 perdieron coloracidén a pH de 1, 2 y 3, asi
al cabo de 2 horas en estas condiciones se desnaturalizd la proteina. Sin
embargo, a pH mayores de 4 presentd fiuorescencia constante sin
desnaturalizaclén (Figura 10a). Por otro lado, la fraccion 2 presentd una baja de
flugrescencia a pH 1 y al cabo de dos horas perdié coloracién y se desnaturalizé
a diferencia de las muestras expuestas a pH mayores a 2 donde 1os valores
fluctvaron hasta mantenerse sin cambios en su fluorescencia (Figura 10b). Por
io anterior, los espectros de emisién de las 2 holoproteinas de PCP intactas, no
presentaron evidenctas que indiguen que el PCP es sensible a los cambios de
pH.

& &T=0
AT=2hrs

emision relativa a 672 nm
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Figura 10.- Emisién de la fluorescencla @ 672 nm de las holoproteinas de PCP en
soluclones a diferentes pH (de 1 a 9} excltando el complejo colector de luz a una
longitud de onda de 480 nm. a) fracclén baja en sal (fraccién 1y b} fracclén alta en sal
(fraccldn 2).
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DISCUSION

El haber tratado las células simbiontes con sulfato de amonio al 50% de
saturacion fue de utilidad para precipitar las proteinas de las membranas
celulares y una vez obtenido un socbrenadante color marron se saturé con
100% de sulfato de amonio precipitando el PCP. El extracto de PCP obtenido se
filtrd utilizando una columna Sephadex G-200; esta separacidén sirvid para
describir si existian dos o mds fracciones de acuverdo a su peso molecular;
considerando los resultados reportados por Haxo er al. (1976) quienes
obtuvieron 3 fracciones diferentes usando una columna Sephadex G-100, o los
reportados por Cgata er al. (1994) que al purificar utilizando Sephadex G-100
encontraron una forma asociada de PCP en el volumen vacio de la columna. En
la columna G-200 no se obtuvo méas que un pico (Figura 3). Esto se pudo deber
a que en este protocolo de purificacidon, se realizaron cortes con sulfato de
amonio por 10 que postblemente ahi se haya precipitado el elemento que
correspondia a la fraccldn que Haxo eral. (1976) menciond como un primer pico
color naranja, el cual no fue caracterizado con detaile, seguido del pico
correspondiente al PCP, un tercer pico correspondiente al ¢ltocromo f (Haxo et
al. 1976).

Una vez obtenido un solo pico de la columna Sephadex G-200 se utilizd
cromatografia de Iintercamblo aniénico Q; Bio-Rad, logrando fracclonar el
extracto de PCP en dos fracclones, las cuales se analizaron
espectroscépicamente. El patrdn de elucién obtenido de la columna Q;
demostrd la existencia de dos fracclones distintas (Figura 4), las cuales no
forman productos de degradacidn de una sota forma como lo postula Ogata er

al. (1994) quienes separan varias formas de PCP como producto de la
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degradacién parcial del PCP, lo cual fue comprobado ya que at! utilizar un
inhibidor de proteasas se obtuvo una sola isoforma. Datos experimentales de
Sharples er al. (1996) apoyan la existencia de diferentes fracciones de PCP,
quienes obtuvieron una fraccién principal baja en sal y una fraccién alta en sal.
Estas fracciones fueron separadas utilizando cortes con sulfato de amonio y una
columna de intercambio ibnico ademds de que realizaron un analisis cbteniendo
la secuencia de las proteinas de cada tipo de PCP, las cuales resultaron ser
diferentes en su estructura primaria. Asi, el andlisis de ADN y la secuenciacion
de la proteina apoyan la existencia de isoformas de PCP, ademds de que esta
secuencia puede ser una evidencia sobre la localizacion del PCP dentro del
aparato fotosintético.

Muestras de las dos fracciones, resultado de la separaciéon por intercambio
anidnico, junto con muestras de cada estado de purificacldén se analizaron por
medio de la electroforésis (Figura 5) comprobando asi que durante el proceso
de purificacién realmente se estaban eliminando proteinas que no eran el punto
de interés de este trabajo, ademas se determind que se trataba de aproteinas

monoméricas cuyo peso molecular fue de 35 KDa aproximadamente.

El andlisis espectroscopico del PCP, aislado del dinoflagelados simbionte
Gymnodinium linucheae y separado per FPLC, indicd que los croméforos de las
fracclones tuvieron estequiometrias diferentes (Figura 6) aun cuando ias dos
fracciones presentaron la misma abundancia. las caracteristicas
espectroscdpicas y composicidn en apoproteinas de este complejo antena
mostraron un amplio rango de absorcién en el espectro de luz visible, ademas
de presentar propiedades distintivas de absorcién asociadas con los croméforos
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peridinina y clorofila @ (Figura 6A). El andlisis de la absorbancia bajo el pico
correspondiente a las moléculas de peridinina a 478 nm para ambas fracciones
fue de 0.93 {fraccidn 1/ffraccidn 2) después de normalizar los datos can
respecto al pico de la clorofila a, demostrando la existencia de una molécuia de
peridinina de diferencla entre las dos fraccicnes, la cual se ve claramente en el
espectro de diferencia de absorbancia de las fracciones (Figura 6B). Esto
coincide con los datos reportados por Igleslas-Prieto (1996) quien, trabajando
con PCP de S. californium separd por cromatografia de intercambio idnico dos
fracciones las cuales tuvieron la misma abundancia, y una de las fracciones

tuvo mas cantidad de peridinina.

Se ha demostrado que diferentes Isoformas de PCP son expresadas de
manera diferenclal dependiendo de las condiciones de luz (Igiesias-Prieto y
Trench 1997). Los andlisis de PCP, alslados de dinoflagelados cultivados en
diferentes regimenes luminosos (alta luz y baja luz), indicaron que la forma
monomeérica de PCP es mas abundante en cultivos de alta luz, mientras que la
forma dimérica en baja luz por lo que en este caso hubo una expresion
diferenclal del componente dependiente de 13 luz, quedando ablerta la pregunta
del significado funcional de la expresién diferencial de PCP monomérico o
dimérico. Durante el proceso de foto-aclimatacion hay cambios en la
concentracidn celular de plgmentos fotosintéticos relacionados con la expresién
diferencial de ciertas proteinas que se unen a la clorofila formando, asi el tipo,
abundancia del complejo, la pigmentacién y la composicién de los polipéptidos
es resultado de la foto-aclimataclén de los organismos (Boczar y Prézelin
1987). La existencla de una fraccidn enriquecida en peridinina pudiera ser una
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respuesta de foto-aclimatacién protegiendo la maquinaria fotosintética del
exceso de luz. Ademds, los productores primarios bajo condiciones de luz
saturantes, evocan vias no-fotoquimicas para la desactivacién del exceso de
excitactidén potenciaimente dafiino.

Durante el proceso de aislamiento, las muestras se trabajaron a baja luz
evitando una fotodestruccién de los plgmentos. Se realizaron analisis
espectroscoplcos de las muestras en agosto y cuatro meses después (Figura 6 y
7, respectivamente). Los espectros de absorcion de las muestras guardadas
durante cuatro meses presentaron fotodestruccién de la malécula de clorofila a,
la cual al perder el magnesio quedd como feofitina (Figura 7A).

El espectro de diferencia de absorbancia de las dos fracclones de PCP
{Figura 6B) mostré un pico en |a reglén de los 350-400 nm por lo que existen
otras proteinas presentes absorblendo en la regién del ultravioleta,
demostrando asi que las muestras no llegaron a ser totalmente homogéneas.
Las muestras que estuvieron en refrigeracién {Figura 7B), presentaron en su
espectro de diferencia un pico carrespondiente a la feofitina resultado de
fotodescomposicion de ia muestra.

El complejo PCP, se postulaba esta localizado en el lado estromal de la
membrana tilacoidal en asociacién con otros componentes del aparato
fotosintético, por analogia a las ficobiliproteinas (Prézelin 1987). En realidad no
se sabe todavia con seguridad en que parte de la membrana tilacoidal se
encuentra este complejo, aunque evidencias derivadas det andlisls de
secuencias de aminodcidos indican gue el PCP se localiza en el lado luminal de
la membrana tilacoidal (Sharples et al, 1996). Con la finalidad de tener pruebas

de la localizacién del PCP, se han tratado de marcar tilacoides de Amphidinium
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carterae usando técnicas de inmuno-oro, trabajos que no han sido concluidos

por Vesk y Hiller.

Con el propdsito de Investigar los mecanismos bioguimicos de la
desactivacién no-fotoquimica regulada por el pH, se manipuld el ambiente que
rodea al PCP en el dmbito de pH registrando los cambios en 1a cosecha cuéntica
de la fluorescencla. Los resultados de emisidn de fluorescenclia demostraron la
existencia de diferencias estructurales y espectraies entre las dos formas
obtenidas de PCP, tenlendo cada muestra valores diferentes de cosecha
cudntica 20.887 UR para la fraccion 1 y 23.748 UR para la fraccién 2. Ademds,
cada muestra tuvo valores de pH diferentes para su desnaturalizacién (Figura
10). La insenslbilidad at pH es deblda probablemente a que se trabajd con
mondmeros, los cuales no se mantuvieron en interaccién para estar como
estructuras trimericas, y esto posiblemente provocd que algunos amingdcidos
de la cavidad hidrofébica de la proteina perdieran su habilidad de mantenerse
en contacto y perder su estructura como lo mencionan Kihlbrandt y Wang
(1991). Esto implica la necesidad de tomar en cuanta la estructura trimérica en
investigaciones posteriores para estudlar cambios existentes en el dmbito de
fluorescencia al ser expuestas las muestras a ambientes con diferentes pH
como se habla postulado. El interés es debido a que cuando la fotosintesis es
saturada por exceso de luz, las plantas pueden disipar el exceso de energia
como calor siendo éste un proceso de foto-proteccién. En hojas de plantas
superiores se relaciona la desactivaciéon no-fotoquimica de la fluorescencia con
la acldificacién del lumen tilacoidal resultado del transporte de electrones, este

camblo en el pH provoca |13 protonacion de algin aminodcido de la proteina del
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complejo colector de luz LHCII controlando asi las interacciones entre ios
plgmentos en este casc en particular la asoclacién de las xantofilas y clorofilas
provocando la disipacién del exceso de energia (Ruban y Horton 1994). Existen
varios factores que determinan la capacidad de desactivacion; entre los cuales
el contenido de xantofilas unidas al complejo colector de luz de plantas

superiores.

El PCP es un complejo colector de dinoflagelados que se postula esta en el
jJumen del tilacoide. La estructura y funcién de las clorofilas y proteinas en los
sitios de disipacién de energia, segun el modelo de Ruban y Horton 1994, estan
reguladas por cambios en la estructura terciaria de la proteina por la
protonacion de algin aminodcido dependiente del pH modulando 1a
transferencia de energia entre las clorofilas y ef caroteno (Horton e/ al, 1994)

(Figura 2B). En el caso del PCP se trata de clorofilas y peridininas.

Siendo e/ PCP una molécula estable para ser analizada Gpticamente
ademas de conocerse su estructura (Hofmann er al. 1996), el PCP de
Gymnodinium linucheae se tom0 como modeio para estudiar el mecanismo
bioquimico para la desactivacién no-fotoguimica dependiente de la energia. Al
ser expuestas las muestras a diferentes pH se reglstraron cambios en el dmbito
de la flugrescencia de manera diferente para cada una de las dos fracciones
pero este proceso no resulté ser reversible como se esperaba y en algunos
casos la muestra llegd a desnaturalizarse, por lo que no se pudo comprobar que

un cambio en la conformacién de la proteina, debida al pH, desencadenara el
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cambio estructural demostrando que el complejo PCP se encuentra localizado

en ei lumen del tilacoide.

Quedan muchas preguntas abiertas acerca de la estructura del PCP. Por
ejemplo: ipor qué es un complejo soluble en agua?, {COmo realiza la
transferencia de energia a ta membrana tilacoidal?, ¢En qué parte del aparato
fotosintético se localiza? , y, épor qué la peridinina es unica de dinoflagelados
tenlendo carotenoides andlogos en algunas divisiones algales?. Las respuestas
correspondlentes ayudarian a aclarar muchos aspectos blogquimicos para el

funcionamiento del PCP.
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ABREVIATURAS

PCP, complejo proteina-peridinina-clorofila a.
acpPC, complejo proteina-clorofilas a/c-peridinina.
KDa, kilodaiton.

IEF, electroforésis de enfoque isoeiéctrico.

DNA, icido desoxirribonucleico.

LHCII, complejo colector de luz.

gN, desactivacién no-fotoquimica de la fluorescencia.
ATP, adenosintrifosfato.

qE, desactivacion no-fotoquimica de la fluorescencia dependiente de la energia.
C-C, enlaces carbono-carbono.

PSII, fotosistema II.

Chl, clorofila.

g, gravedades.

Pa, pascal.

qy, cosecha cudntica de la fluorescencia.

UR, unidades relativas de absorbancia.
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