n.éorporacién de Carbono Inorganico en
| Bostrychia scorpioides
, (Hmdson) Mé\ at ex Kutzing y

s

/" TESIS DOCTORAL
‘Miriam Ruiz Nieto_

UNIVERSIDAD
DE MALAGA

UNIVERSIDAD DE MALAGA
FACULTAD DE CIENCIAS
Departamento de Ecologia
y Geologia

Diciembre, 2014

¥y lma Directores: F. Xavier Niell
ouiveRsioao Raquel Carmona

J
DE N



UNIVERSIDAD DE MALAGA

4 'ma
-

FACULTAD DE CIENCIAS

Departamento de Ecologia y Geologia

Incorporacion de Carbono Inorganico en
Bostrychia scorpioides (Hudson) Montagne ex Kutzing y

Catenella caespitosa (Withering) L. M. Irvine

Miriam Ruiz Nieto



" . ma
Publicaciones
- d

Divulgacion Cientifica
UNIVERSIDAD
DE MALAGA

AUTOR: Miriam Ruiz Nieto
EDITA: Publicaciones y Divulgacion Cientifica. Universidad de Malaga

©0co

Esta obra esta sujeta a una licencia Creative Commons:

Reconocimiento - No comercial - SinObraDerivada (cc-by-nc-nd):
Http://creativecommons.org/licences/by-nc-nd/3.0/es

Cualquier parte de esta obra se puede reproducir sin autorizacion

pero con el reconocimiento y atribucidon de los autores.

No se puede hacer uso comercial de la obra y no se puede alterar, transformar o hacer
obras derivadas.

Esta Tesis Doctoral estd depositada en el Repositorio Institucional de la Universidad de
Malaga (RIUMA): riuma.uma.es



UNIVERSIDAD DE MALAGA

4 'ma
-

FACULTAD DE CIENCIAS
Departamento de Ecologia y Geologia
PROGRAMA DE DOCTORADO

Andlisis y Gestion de Paisajes Mediterraneos

“Incorporacion de Carbono Inorganico en
Bostrychia scorpioides (Hudson) Montagne ex Kitzing y
Catenella caespitosa (Withering) L. M. Irvine”

Memoria presentada por Miriam Ruiz Nieto para la optar a la mencién del titulo de
Doctor por la Universidad de Malaga

F. Xavier Niell Castanera Raquel Carmona Fernandez Miriam Ruiz Nieto
(Director de tesis) (Directora de tesis) (Doctoranda)



VOVIVW 3a
avalsy3AINN

eaynual) uoloehinalg

K sauojoealgng ~
ewl 4



L 4 'ma
L.

UNIVERSIDAD DE MALAGA
FACULTAD DE CIENCIAS
DEPARTAMENTO DE ECOLOGIA Y GEOLOGIA

Area de Ecologia

F. XAVIER NIELL, con DNI 36474904D, Catedratico de Ecologia y RAQUEL CARMONA
FERNANDEZ, con DNI 25327877R, Profesora Contratada Doctora de Ecologia, ambos de la

Universidad de Mélaga,

CERTIFICAN

Que la presente memoria tituladdncorporacion de Carbono Inorganico en Bostrychia
scorpioides (Hudson) Montagne ex Kitzing y Catenella caespitosa(Withering) L. M. Irvine ”
presentada por la Licenciada en Ciencias Ambientales Miriam Ruiz Nieto, ha sido realizada bajo
nuestra direccion y la publicacion que la avalan no ha sido utilizada en tesis anteriores. Considerando
gue representa trabajo de Tesis Doctoral, autorizamos su presentacion y defensa para optar al grado
de Doctor en Ciencias Ambientales.

Y para que asi conste, a los efectos oportunos, firman el presente en Malaga, a 12 de Diciembre de
2014.

Fdo. F. Xavier Niell Castanera Fdo. Raquel Carmona Fernandez
Prof. Catedrético de Ecologia Prof. Contratada Doctora

Universidad de Malaga Universidad de Malaga



VOVIVW 3a
avalsy3AINN

eaynual) uoloehinalg

K sauojoealgng ~
ewl 4



4 'ma
ol

UNIVERSIDAD DE MALAGA
FACULTAD DE CIENCIAS
DEPARTAMENTO DE ECOLOGIA Y GEOLOGIA

Area de Ecologia

D. Carlos Jiménez Gamez, Director del Departamento de Ecologia y Geologia de la Facultad

de Ciencias de la Universidad de Malaga,

CERTIFICA:

Que el trabajo de investigaciomntorporacion de Carbono Inorganico enBostrychia
scorpioides (Hudson) Montagne ex Kuitzing y Catenella caespitosa(Withering) L. M.
Irvine” llevado a cabo por la Licenciada en Ciencias Ambientales Miriam Ruiz Nieto, ha

sido realizado en este Departamento.

Fdo.: D. Carlos Jiménez Gamez



VOVIVW 3a
avalsy3AINN

eaynual) uoloehinalg

K sauojoealgng ~
ewl 4



La presente Tesis Doctoral ha sido subvencionada por el Ministerio
de Ciencia e Innovacion mediante una beca de formacion de personal
investigador FPI (convocatoria 2009) en el marco del proyecto: CTM2008-
04453. Durante siete meses también ha sido subvencionado por la empresa
Energia y Celulosa mediante el proyecto: 8.06/44.2838-4. El sistema sobre
el que se ha investigado se enmarca en la temética de las actividades del
Campus de Excelencia Internacional del Mar (CEIMAR) en la Universidad
de Mélaga. El trabajo se ha desarrollado dentro del Grupo de Investigacion
de Sistemas Acuaticos (P.A.l. RMN-0176 de la Junta de Andalucia), del
Area de Ecologia del Departamento de Ecologia y Geologia de la

Universidad de Malaga.



VOVIVW 3a
avalsy3AINN

eaynual) uoloehinalg

K sauojoealgng ~
ewl 4



“El mar escupia un lamento

tan tenue que nadie lo oyo.

Era un dolor de tan adentro

que toda la costa murio.

Llora lamentos la nube que enfermo

y escribe espantos en la arena el dolor.

Arrulla el miedo a un delfin que bebio
de un agua negra, su suerte emigro.
[...]

Y una gaviota cuentan que decidio
en acto suicida inmolarse en el sol.
Rie desprecios un barco que encallg,
y se desangra en su lecho:iLA MAR!
Hagamos una revolucion,

que nuestro lider sea el sol,

y nuestro ejército

sean mariposas”.

La costa del silencio
Mago de Oz
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PCpH..........ooeeee Punto de compensacién para el pH/pH compensation point
PF . Peso fresco
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Introduccion

1.1.- Antecedentes

Los ecosistemas del estuario del rio Palmones, han sido objeto de numerosos
estudios por parte del Grupo de Ecofisiologia de los Sistemas Acuéticos de la
Universidad de Malaga desde finales de los afios 80, con el fin de tener una vision
integrada del funcionamiento de los mismos (Clavero et al. 1997a, 1999a; Izquierdo
2001), de la dinamica del fésforo del sedimento y su influencia en la eutrofizacion del
ecosistema (Clavero et al. 1992; 1997b, 1999b; Avilés et al. 2000), el ecosistema fluvial
y su influencia en el estuario (Aviles 2002), el papel de la marisma como fuente de
materia organica y su influencia sobre las caracteristicas del estuario (Palomo et al.
2004; Arrojo et al. 2009) o la contribucion del estuario a la emision de gases de efecto
invernadero (Moreno 2008). También se han caracterizado aspectos faunisticos desde
un punto de vista dinamico (Lépez-Figueroa y Niell 1987; Guevara y Niell 1990,
Clavero et al. 1991), asi como la ecofisiologia de algunas especies vegetales que son o
fueron clave en la dinamica de dichos ecosistemas (Pérez-Llorens y Niell 1993; Pérez-
Llorens et al. 1996, Hernandez et al. 1997, Mercado et al. 2003; Palomo 2004; Palomo
et al. 2004; Palomo y Niell 2009).

Ademas, en los ultimos afios, los esfuerzos se han enfocado hacia el estudio del
estuario como fuente y sumidero deRalomo 2004; Moreno 2008). Algunos autores
como Mercado y Niell (1999, 2000) comenzaron a estudiar los mecanismos de
incorporacion de carbono inorganico (Ci) presentesBerscorpioides una de las
rodofitas caracteristicas del el intermareal de dicho estuario. Mas adelante, Carrasco et
al. (2008) realizaron la caracterizacion morfolégica y ecofisiologica de los tapetes
microbianos localizados en la marisma, incluyendo el estudio de sus mecanismos de
incorporacion de Ci mediante el uso de inhibidores especificos de las distintas vias de
entrada de HC@ Estos trabajos entre otros, fueron fundamentales en el estudio de los
posibles mecanismos concentradores de carbono (CCMs) de las roddfitas presentes en

el estuario.

1.2.- Incorporacién y asimilacion de Ci en el medio acuéatico

La unica fuente de Ci para la fotosintesis en plantas terrestres es;el CO

atmosférico, sin embargo, los organismos fotosintéticos que viven en el medio marino,
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por las caracteristicas fisico-quimicas de éste, disponen de bajas concentraciones de
CO, que dificultarian su existencia. En el agua de mar natural, en sus condiciones de pH
(entre 8.1y 8.2), a 15°C, a una salinidad de 35 y en equilibrio con el aire, solo el 1% del
Ci esta en forma de G@Park 1969; Axelsson et al. 1995; Siltemeyer y Rinast 1996;
Falkowski y Raven 1997; Gutknecht et al. 1997; Andria et al. 1999b), lo que
corresponde a 0.014 molh(Riley y Chester 1971). Otra dificultad para disponer de Ci
procedente del agua es que, aunque la concentracion denG@ua es similar a la del

aire, la tasa de difusion en ella es 10000 veces menor (Lobban y Harrison 1997), por lo
qgue la concentracion de @Qn agua es, en proporcién, mucho menor que las
concentraciones de HG@2 mol ni®) y COs* (0.2 mol m®) en las mismas condiciones.

El HCOs'es potencialmente incorporable pero no se puede asimilar si no se transforma

previamente a C9

A priori, la menor concentracion de €@ue de HC@ y su baja difusion
suponen una seria dificultad para la adquisicion de Ci a través de la membrana celular
de los organismos fotosintéticos acuaticos. Dentro de este grupo de organismos cabe
destacar las algas cuya fotosintesis supone alrededor del 50% de la produccién primaria
marina (Behrenfeld et al. 2001). Las algas y las cianobacterias, en ultimo término
incorporan el Ci al ciclo de Calvin por el que se producen azucares. El ciclo de Calvin
tiene lugar en el estroma del cloroplasto, en el que la enzima ribulosa 1,5-bisfosfato
carboxilasa-oxigenasa (Rubisco, EC 4.1.1.39), fija e} @i@ectamente. La Rubisco
tiene una baja afinidad por la molécula de,@m para el CQ en macroalgas rojas:

30-85 uM) segun Beer et al. (1994), y una baja especificidad puesto que presenta una
ambigua actividad como carboxilasa y oxigenasa a la vez, pues hay una competencia
activa entre el Coy el G, como sustratos por su sitio activo.

Por otro lado, la difusion de HGDIla especie mas abundante de Ci en el agua

de mar, a través de membranas bioldégicas es muy baja (Gutknecht et al. 1977;
Sultemeyer y Rinast 1996), y la unica forma de Ci que sirve como sustrato a la Rubisco
es el CQ (Raven 1991). Estas circunstancias de limitacion de d@i€uelto pueden
conducir al desarrollo de mecanismos que subsanen la restriccion del mismo, los CCMs,
presentes como ya se ha demostrado en cianobacterias, muchas algas y plantas
vasculares acuaticas (Moroney et al. 2001; Giordano et al. 2005). La concentracion de
Ci en el interior celular se manifiesta por la existencia de estructuras (carboxisomas y

pirenoides), y por actividades enzimaticas muy especificas que catalizan la reaccién de

4
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deshidratacién del HCOcomo las anhidrasas carbonicas (CAs). Existen asimismo,
aunque no de modo general, diversos transportadores de membrana para la
incorporacion de COo HCQOy que aumentan la concentracion de Ci en el interior

celular (Badger y Price 1994).

1.3.- Mecanismos de incorporacion y concentracion de Ci en organismos acuaticos

fotosintéticos

El CO, puede entrar a las células de los organismos acuaticos fotosintéticos a
través de la membrana proteo-lipidica por procesos de difusion simple (Gutknecht et al.
1977). Dado que la concentracion de,@&pHs altos desciende drasticamente, ademas
de los procesos de difusion, pueden existir transportadores de bicarbonato que actien en
medio basico, donde la forma de Ci predominante es el bicarbonato y, por lo tanto,

pueda usarse como fuente alternativa de Ci al CO

A pesar de que la afinidad de la Rubisco por e} E©Obaja en relacion con la
concentraciéon de CQambiental (375 ppm en aire y 10-12 uM £025°C en agua) se
consiguen altas tasas de fotosintesis gracias a mecanismos que aumentan la
concentracion de CQntracelular (Kaplan y Reinhold 1999). Segun estos autores, el
aumento de la concentracion interna de, @éne distintos significados bioldgicos: a)
activar la Rubisco (Schwarz et al. 1995); b) compensar la relativamente baja afinidad de
la enzima por el C®y por consiguiente, disminuir la inhibicion de la fotosintesis por
competencia con el Qreduciendo asi la fotorrespiracion y el punto de compensacion
para el CQ (Johnston y Raven 1987); c) intervenir mediante los flujos masivos
transmembranales de Ci en la disipacion del exceso de energia luminica y en el

mantenimiento del pH interno (Tchernov et al. 1997).

La captura y uso eficiente del @Por la Rubisco en la fotosintesis, asi como la
respuesta adaptativa de distintas especies a las limitaciones ambientales en cuanto al uso
del Ci, se han estudiado ampliamente por muchos autores en cianobacterias (Kaplan et
al. 1991; Sultemeyer 1998; Badger et al. 2002; Badger 2003; Badger et al. 2006;
Carrasco et al. 2008) y en microalgas (Moroney et al. 1985; Karlsson 1995; Eriksson et
al. 1996; Colman et al. 2002). Dichos estudios se han basado tanto en la identificacion

de distintos transportadores de Ci que acumulan &1l interior celular, como en la
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caracterizacion y localizacion de organulos especificos que actian como CCMs: como
los carboxisomas en cianobacterias (Kaplan et al. 1991; Kaplan y Reinhold 1999;
Badger 2003; Badger et al. 2006) y el pirenoide de algunas microalgas (Badger et al.
1998; Kaplan y Reinhold 1999; Morita et al. 1999), sie@titamydomonas reinhardtii

una de las pocas especies bien estudiada en este aspecto (Moroney et al. 1987,
Sultemeyer y Rinast 1996; Morita et al. 1999; Raven 2001; Meyer y Griffiths 2013).

1.3.1.- La enzima anhidrasa carbdnica

En el marco de los CCMs, y considerando que el H@® la forma de Ci
predominante en el agua de mar, cabe destacar la actividad de la enzima anhidrasa
carbonica (CA, carbonato deshidratasa; EC 4.2.1.1), encargada de catalizar la
transformacion del HCOdel agua de mar en G@e forma reversible (Khalifah 1971;
Palmqvist et al. 1990; Haglund et al. 1992a; Haglund et al. 1992b; Bjork et al. 1992),
permitiendo la entrada de HGG la célula, incrementando asi la concentracion de Ci
en el interior celular. Esta transformacion de HCé&h CQ se lleva a cabo segun la

ecuacion:

CA
HCOs + H' < ’ GG HO

La reaccion catalizada mediante la CA es el mecanismo mas comun de
incorporacion de Ci en forma de Hg@ también el méas estudiado. Las distintas CAs
se han localizado y caracterizado tradicionalmente en microalgas y cianobacterias (e.g.
Dionisio et al. 1989; Nara et al. 1989; Bedu et al. 1992; Badger y Price 1994; Berman-
Frank et al. 1995; Palmqvist et al. 1995; Iglesias-Rodriguez et al. 1998; Karlsson et al.
1998; Satoh et al. 2001; Harada y Matsuda 2005; Long et al. 2011; Moroney et al. 2011;
Blanco-Rivero et al. 2012; Sinetova et al. 2012; Meyer y Griffiths 2088)obstante,
diversos autores también han identificado dicha actividad enzimatica en multitud de
especies de macroalgas (Bowes 1969; Giordano y Maberly 1989; Maberly 1990;
Haglund et al. 1992a; Johnston et al. 1992; Mercado et al. 1998; Andria et al. 2000). A

la actividad CA en macroalgas se hara referencia mas adelante con mayor profundidad.
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Hasta la fecha, existen cinco familias de CAs conocidas en la natural@za,
d, &, (Cox et al. 2000; Tripp et al. 2001; So et al. #0En algas eucarioticas, se han
descrito al menos dos localizaciones diferentes de la actividad de la anhidrasa
carbonica: anhidrasa carbonica externa (CAext) y anhidrasa carbdnica interna (CAint)
(Surif y Raven 1990; Haglund et al. 1992a; Bjork et al. 1993).

La CAext se localiza en la membrana plasmatica de las células. Las dos
funciones fundamentales propuestas para la CAext en macroalgas son: (a) por un lado,
la conversion de HC )a CQ, de forma que este ultimo pueda penetrar en las células a
través de la membrana plasmatica (Haglund et al. 1992b) por ditusiansporte y (b)
la rapida conversion de G@tmosférico en HCO en la pelicula de agua que queda
sobre las algas en emersiéon (Bidwell y McLachlan 1985; Badger 1987; Giordano y
Maberly 1989), de forma que el Hg(Qpenetre mediante transporte activo o pasivo a
través de la membrana plasmatica (Badger 1987; Surif y Raven 1990; Axelsson et al.
1995). No son demasiados los estudios sobre la distribucion de la CAext en macroalgas.
Tanto Surif y Raven (1990) como Maberly (1990) hipotetizaron que la capacidad para
usar HCQ parecia estar relacionada con el ambiente en el que crecian las macroalgas,
de forma que las que habitaban el intermareal superior, y por lo tanto, estaban mas
expuestas al aire, tenian una mayor afinidad por el HQ@aberly, 1990), y por
consiguiente, una mayor actividad CAext (Surif y Raven, 1990). Otros autores como
Mercado et al. (1997b, 1998) y Giordano y Maberly (1989) mostraron que la presencia
de la actividad CA en macroalgas del intermareal estd ampliamente extendida, aunque
dicha actividad no se correlaciona con la afinidad por el H&0el agua de mar, por lo
tanto, en este sentido, la presencia de CAext no seria un buen indicador del uso eficiente
de HCQ (Mercado et al. 1998). Todo esto demuestra que el significado de la actividad
CAext no estd comprendido completamente o se interpreta de modo diverso desde un

punto de vista ecolégico.

En cuanto a la CAint, su presencia en microalgas y cianobacterias ha sido
ampliamente referenciada (e.g. Moroney et al. 1987; Price y Badger 1989; Siltemeyer
et al. 1990; Ramazanov y Cardenas 1992; Badger y Price 1994; Badger et al. 1998,
2002, 2006; Sultemeyer 1998; Badger 2003), asi como en macroalgas (e.g. Mercado et
al. 1997b; Mercado y Niell 1999; Andria et al. 2000; Zou et al. 2004). Badger y Price
(1994) propusieron distintas funciones para la CAint segun su posicién en el interior

celular que en muchas ocasiones no pasan de ser hipétesis. Por un lado, la CAint
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localizada en el citosol podria facilitar la difusion de Ci hacia el cloroplasto o catalizar
la conversion de HCP a CQ si el HCQ' se hubiera acumulado de forma activa en el
citosol por transporte transmembranal. Por su parte, la CAint situada en el cloroplasto
facilitaria la difusion de C@®hacia el sitio activo de la Rubisco, elevando asi su

concentracion en las inmediaciones de la enzima carboxilante.

1.3.2.- Mecanismos de incorporacién de Ci alternativos a las CAs

Ademas de las enzimas CAs, pueden existir otras vias o canales de transporte
activo (con consumo de energia) de HCQue facilitan la incorporacion de Ci a las
células. Las posibles vias de incorporacion de glG@nto facilitado por CAs como
mediante otros mecanismos de incorporacion de Ci, fueron descritas para
SynechococcuBCC7002, como modelo general de cianobacterias marinas, por Badger

y Price (2003) mediante el esquema de la figura 1.

Marine,
Synechococcus PCC7002
Trichodesmium erythraeum

plasmamembrane

thylakoid

p-Carboxysome
shell proteins,
Form 1B rubisco.

carbonic anhydrase o g

BCT1, inducible
high affinity

Low-affinity /- HCOy

Inducible
high-affinity +/- CO,

Low-affinity + CO;

Affinity? 7 HCOy

Figura 1. Modelo general de los CCM en cianobacterias. En la figura se muestra la
Rubisco contenida en los carboxisomas, asi como la anhidrasa carbonica carboxisomica
y asociado a este sistema, una resistencia a la pérdida deo@© flujo difusivo
(Badger y Price 2003).
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Posteriormente, Giordano et al. (2005) esquematizaron las posibles entradas de
Ci en algas eucariotas segun la Figura 2. Este modelo resume las posibilidades de que el
Ci sea incorporado a través de la membrana plasmaética y plastidial, asi como mediante
un posible mecanismo tipo,CElI CO, cruza la membrana por difusién mientras que el

transporte activo puede darse tanto para elc@o para el HCO,

CO,/HCO3”

CO,++HCOj3" Cytosol

CO2 —— CO,/HCO5" = =)

CO,
// T |
Photosynthetic C
COy ----}---+ CO, reduction cylcle
\\ FEPCK : Decarboxylase hTrio?‘e
CAox oS oo ). £ (PEPCK or ME) phosphate
\ : pEPc_,--',"“> Cq S
7 ; Chloroplast
HCO3 »HCOy~ et Cae

)

Figura 2. Esquema del transporte de carbono inorganico y la acumulacién,aamCO

células de algas eucariotas. (Tomado de Giordano et al. 2005).

Ademas de la deshidratacion de HCCatalizada por la presencia de CAs en la
membrana celular y dependiente de las regiones acidas creadas por la extrusion de H
(Lucas 1983) se han descrito otros mecanismos de incorporacion de Ci al interior
celular. Un ejemplo es el transporte activo de, Qe propusieron Siltemeyer et al.
(1989). No obstante, esta via parece improbable, ya que la membrana lipidica es muy
permeable al CO(Kaplan y Reinhold 1999), con lo que no necesitaria de un transporte
con gasto energético y el Ci en forma de,@@traria principalmente por difusion a
través de la membrana, ésta sin embargo no es mas que una de las hipotesis sin
demostrar que se orientan a enfocar futuras investigaciones. Otras vias posibles de
entrada de Ci serian los canales transportadores dg E&@@o son: (a) transportadores
de HCQ dependientes de ATPasa (Raven y Lucas 1985); (b) los transportadores en
simporte de H HCO; (Lucas 1983) o N#HCOs; (Espie y Kyasamy 1994); (c)
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transportadores en antiporte de OHCO;™ 0 proteinas de intercambio anidnico (Lucas
1983).

1.4.- Los mecanismos de incorporacion de HGOen macroalgas

Los mecanismos de incorporacion de HC@ediados por transportadores han
sido menos detallados en macroalgas (Smith y Bidwell 1989; Granbom y Pedersén
1999; Axelsson et al. 1999; Andria et al. 2001; Snoeijs et al. 2002; Ray et al. 2003;
Klenell et al. 2004; Moulin et al. 2011) que los mecanismos de incorporaciondg CO
HCO;s por mediacion de las CAs (Bowes 1969; Haglund et al. 1992a, b; Israel y Beer
1992; Badger y Price 1994; Mercado et al. 1998; Elzenga et al. 2000). La cuestion es
diferenciar la fuente de Ci predominante para las distintas especies de macroalgas, es
decir, si usan solamente g@mado por difusion, o HCGOque luego transforman a

CO,, 0 bien, incorporan directamente HC@ediante transporte activo.

Maberly (1990) solucioné este problema mediante medidas del punto de
compensacion para el pH (R estableciendo un umbral por debajo del cual se
encontraban aquellas macroalgas que utilizabandd@o Unica fuente de Ci. Por otra
parte, segun Mercado et al. (1998), las tasas de evolucidon decntradas en otras
especies de macroalgas son mayores que las tasas maximas que teodricamente podria
explicar la formacién de CCen el medio por deshidrataciéon espontanea desHEGO
gue sugiere que estas macroalgas pueden usag HGRo0 fuente de Ci (Lignell y
Pedersén 1989; Maberly 1990; Surif y Raven 1989). Como posibles vias de entrada de
este HCQ@ se proponen enzimas como las CAs, canales anionicos de membrana
(Drechsler y Beer 1991, Drechsler et al. 1993; Larsson et al. 1997), transporte gle HCO
dependientes de NgEspie y Kandasamy 1994) y bomba dé d$ociada a ATPasa
(Raven y Lucas 1985).

La participacion de las distintas enzimas CAs y los canales de incorporacion de
Ci en el uso de HCOdurante la fotosintesis se ha estudiado tradicionalmente mediante
el uso de inhibidores especificos de las diferentes vias de incorporacion de Ci (Tabla 1).
La presencia de la CAext se ha comprobado de manera independiente mediante dos
inhibidores: DBS (sulfonamida unida a dextrano), que no penetra la membrana

plasmatica de las células (Moroney et al 1985) y AZ (acetazolamida), que es capaz de
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atravesar la membrana muy lentamente, por lo que se asume que ninguno de ellos
penetra dentro de las células en la duracion de experimentos cortos (Gehl et al. 1990,
Sultemeyer et al. 1990; Williams y Turpin 1987). En este sentido, el porcentaje de
inhibicion de la fotosintesis por DBS/AZ ha sido propuesto como una indicacion del
requerimiento de la CAext para el uso eficiente del Ci (Haglund et al. 1992a, b; Bjork et
al. 1992; Axelsson et al. 1995). Por otro lado, la presencia de CAint, se ha estudiado
mediante la adicion de EZ (Sultemeyer et al. 1993), un inhibidor de la anhidrasa
carbonica total (CAtotal), incluyendo CAint y CAext, que penetra en el interior de la

célula

Tabla 1. Relacion de inhibidores especificos de los canales de incorporacion de Ci en

células de algas eucariotas y diana de dichos inhibidores.

Inhibidor Diana

AZ (Acetazolamida)

DBS (Sulfonamida unida a dextrano) Anhidrasa Carbodnica externa (CAext)

Anhidrasa Carbodnica total

EZ (6-etoxizolamida) (CAint y CAext)

DIDS (Acido 4,4'-

o . . . Canales anidnicos de membrana
diisotiocianatostilbenato-2,2’ disulfonicq)

MON (Sal sdédica monensina) Transporte de H@®@ simporte con Na

VAN (Ortovanadato sodico) Bomba dé Hsociada a ATPasa tipo P

La presencia de otras vias de incorporacion de Ci se ha evidenciado en la
literatura con otros inhibidores supuestamente especificos: (a) Acido 4,4-
diisotiocianatostilbeno-2,2’ disulfénico (DIDS), que actia como inhibidor de los
canales anidnicos proteicos de la membrana plasmatica (Dreschsler et al. 1993; Falke y
Chan 1986); (b) Monensina (MON), ionéforo que destruye el gradiente ‘denita la

11
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célula y el medio (Pressman 1976; Pressman y Fahim 1982), con lo que se imposibilita

dicho transporte y su efecto demuestra la existencia de transportadores ¢geehlCO

simporte con Nj (c) Ortovanadato sodico (VAN), que inhibe la bomba daTHPasa

tipo P localizada en la membrana plasmatica (Gilmour et al. 1985; Karlsson et al. 1994).
La presencia de canales de incorporacion activa (con consumo de energia) de Ci

ya ha sido probada en algunas macroalgas mediante el uso de estos inhibidores

especificos.

La bomba de HATPasa se ha encontrado en varias macroalgas: cloréfitas como
Ulva sp (Larsson et al. 1997)Gladophora glomerata (L.) Kutz. (Choo et al. 2002);
heterocontofitas combaminaria digitata (Huds.) Lamour. $accharina latissima (L.)
Lane (Klenell et al. 2004); roddfitas cor@mccotylus truncatu@Pall.) M. J. Wynne y J.
M. Heine (Snoeijs et al. 2002) y caraceas cdhara corallina Klein ex. Willdenow.
R. D. W. (Mimura et al. 1993) y Chara tomentdsgRay et al. 2003).

En algunas especies de macroalgas verdes ddma sp, la fotosintesis
realizada a pH alto se ha relacionado con la asimilacion de Ci por incorporacion directa

de HCQ a través canales aniénicos de la membrana plasmatica (Larsson et al. 1997).

En cuanto al transporte de HE@n simporte con Naa pesar de que existen
estudios sobre su presencia en microorganismos (Espie y Kandasamy 1994; Miller et al.

1984; Shibata et al. 2002a, b), no ha sido aun descrita en macroalgas.

1.5.- Los mecanismos de incorporacion de carbono en rodéfitas de estuario

Si ya se ha sefalado anteriormente el menor nimero de estudios sobre los
mecanismos de incorporacion de carbono en macroalgas, los trabajos relacionados en
roddfitas son alun mas escasos. Uno de los géneros mas estudiados en este sentido ha
sido Gracilaria (e.g. DeBusk y Ryther 1984; Lignen y Pedersén 1989; Haglund y
Pedersen 1992; Haglund et al. 1992a, b; Israel y Beer 1992; Garcia-Sanchez et al. 1993,
1994; Andria et al. 1999a, b, 2001; Mercado et al. 2000; Zou et al. 2004). Por otra parte,
los ecosistemas estuaricos mn recibido mucha atencion y existen pocas refexenc
relacionadas con los mecanismos de incorporacion de Ci en macroalgas de estuario
(Mercado et al. 1998; Mercado y Niell 1999, 2000; Andria et al. 2001; Mercado et al.
2009). El interés de los estuarios radica en sus condiciones fluctuantes en términos de
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temperatura, turbulencia, irradiancia, salinidad, concentracion de nutrientes, pH, tiempo
de emersion durante el ciclo mareal y disponibilidad de Ci. El estuario del rio Palmones,
tomado como modelo de estudio (Mercado et al. 1998, 2009; Mercado y Niell 1999,
2000), es un sistema intermareal del Sur de Espafia sujeto a fluctuaciones periodicas de
las variables ambientales (Niell 1979), principalmente relacionadas con elevadas
temperaturas y radiacion, lo que puede inducir diferentes comportamientos fisiol6gicos
de los organismos que habitan en él. Es importante también tener en cuenta que las
especies de algas que crecen en el intermareal superior sufren largos periodos de
desecacion durante los ciclos de marea debido a su elevada posicion en el mismo
(Mercado y Niell 2000), con lo que su fuente de carbono en ese tiempo seria solamente
el CQ, del aire o el bicarbonato que queda en la capa de agua de imbibicién durante la
marea baja. Ademas, en algunas zonas del estuario, la influencia del agua del rio supone
una dilucion de las sales e iones del agua de mar, por lo tanto, el rango de salinidades y
los cambios de concentracidbn de electrolitos que deben soportar las algas del

intermareal estuarico es muy amplio (Clavero et al. 1997a).

Las dos especies de rodoficeas tomadas como modelo en este estudio,
Bostrychia scorpioidegHudson) Montagne Catenella caespitos@Withering) L. M.
Irvine, crecen sobre los tallos lefiosos de las plantas vasculares de marisma como son
Sarcocornia perennigMill.) A. J. Scott y Atriplex (Halimione) portulacoideqL.)
Aellen, formando una marafia de vegetacion. Al encontrarse en una estrecha franja del
intermareal, estas dos macroalgas estan expuestas durante varias horas al dia a la
desecacion y por tanto a amplios rangos de salinidad y cambios en las concentraciones

idnicas del medio.

La zonacion de estas dos especies de rodoficeas en el intermareal del estuario del
rio Palmones ocupa una franja de so6lo 50 cm, donde se ha identificado una clara
segregacion entre ellas (Sanchez de Pedro et al. Z1])orpioidese sitla en la zona
mas alta, donde la irradiancia incidente es mayor, mientraS.quaespitosa se localiza
en la zona mas baja, con una menor irradiancia. Ambas especies coexisten en una zona
intermedia. Esta distinta posicion en el intermareal condiciona el efecto que las mareas
tienen sobre dichas especies y, por consiguiente, el tiempo que permanecen en
emersion, ya qu8. scorpioidesal igual queC. caespitosa aunque en menor medida,
puede llegar a permanecer completamente seca y cubierta de precipitados de cloruro
sédico (NaCl) durante horas. Durante el proceso de desecacién, se pueden producir
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cambios en las propiedades fisico-quimicas del agua de mar que rodea a las algas como
la temperatura, la salinidad y el pH, lo que puede influir en la disponibilidad del Ci. Por
todo esto, es importante tener en cuenta la zonacion de ambas especies en el intermareal
a la hora de comprender su actividad fotosintética, asi como las distintas adaptaciones o

mecanismos desarrollados en relacién con la incorporacion de Ci del medio acuéatico.

En relaciébn con estos mecanismos de incorporacion de Ci, estudios previos
dejan patente la existencia de CAext y CAinBerscorpioidegMercado y Niell 1999,
2000), mientras que, hasta la fecha, no se conocen trabajos que estudien la actividad CA

en C. caespitosa.

Como ya se ha comentado anteriormente, varios autores (Giordano y Maberly
1989; Mercado et al. 1998), no encontraron una clara relacion entre la actividad CAext
y la capacidad de algunas macroalgas para utilizarsHESto, unido a los resultados
de Mercado y Niell (1999, 2000) en los que no se llega a concretar la funcion de esta
enzima, presentan la posibilidad de que existan otras vias de incorporaciéon de Ci en esta
especie. Ademas, si tenemos en cuenta que estas dos especies estuaricas viven en
ambientes con una gran variabilidad, la presencia de otros canales de incorporacion de
Ci alternativos a la actividad de las CAs, especialmente aquéllos dependientes de iones,

podria permitir una mayor adaptacion ante un ambiente tan fluctuante.

En este sentido, y a pesar de que se han estudiado diversos aspectos
ecofisiolégicos ddBostrychiasp. (e.g. Dawes y McIntosh 1981; Karsten y Kirst 1989a,
b; Karsten et al. 1993, 19944, b; Pefa et al. 1999; Zuccarello et al. 2006), y de Catenella
sp. (e.g. Munda y Gubensek 1986; Zablackis et al. 1993; Karsten et al. 1996; Narasimha
Rao et al. 2008), y de ambas especies (Sanchez de Pedro et al. 2013, 2014), no se han
publicadodatos sobre la deteccion de los mencionados canales de incorporacion de Ci
en ninguno de estos dos géneros, mas alla de las CAs en B. scorpiordatso lado, la
relaciéon de los mecanismos de incorporacién de Ci con la enzima Rubisco también es
un tema afrontado por primera vez en este trabajo. Autores como Makino et al. (1983),
Porter y Grodzinski (1984), Peet et al. (1986) y Majeau y Coleman (1994) postularon,
basandose en estudios previos (von Caemmerer y Farquhar 1981, Makino et al. 1983),
gue existia una relacién constante entre la expresion de la enzima CA y la Rubisco en
guisantes y sugirieron que probablemente esta misma relacion se podria dar en otras

plantas G. Aparentemente los cambios en el contenido en Rubisco se han estudiado
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menos que la actividad CA en microalgas. Por ejemplo, Beer et al. (1990) e Israel y
Hophy (2002) dieron datos de concentraciones de Rubisco y su actividad en algunas
macroalgas. En las rodéfitas estudiadas en el presente trabajo se ha especulado sobre la
posible covariacion de los mecanismos de incorporacion de Ci y la concentracion y

actividad de la enzima Rubisco.

1.6.- Cambios en la osmolaridad y salinidad como variables reguladoras de los

mecanismos de incorporacion de Carbono en macroalgas de estuario

En la bibliografia podemos encontrar diversos estudios que tratan sobre la
aclimatacion de distintas especies de macroalgas a la salinidad desde puntos de vista
muy diferentes. Algunos autores se centran en observar las diferencias existentes en un
gradiente horizontal de salinidad en el medio natural (Kentula y DeWitt 2003). Otros
como Gillham (1957) describen la zonacion de las especies de plantas de marisma y
macroalgas estudricas en relacién con el gradiente de salinidad. Por otro lado, trabajos
como los de Martins et al. (1999) o McAvoy y Klug (2005) muestran el crecimiento de
Ulva intestinalisL. en relacion con el rango de salinidad, asi como los efectos positivos
y negativos que tiene el agua dulce sobre la distribucion y abundancia de dicha especie
debido a las variaciones en la salinidad y los nutrientes que supone su entrada al
estuario. El estudio de la influencia de la salinidad se aborda en algunos trabajos desde
el punto de vista antropocéntrico, puesto que las macroalgas se pueden ver afectadas
negativamente por la variabilidad en las condiciones derivadas de las descargas de agua
dulce antropogénicas (Brook 1981; Montague y Ley 1993). Biber e Irlandi (2006)
demuestran como afecta el gradiente de salinidad impuesto por la actividad
antropogénica a la composicion, distribucion, abundancia y crecimiento de algunas
macroalgas. Por otro lado, muchos de los estudios relacionados con el efecto de la
salinidad en rodoficeas tienen un enfoque comercial, tratando de determinar las
condiciones Optimas de distintas variables, entre ellas la salinidad, para el cultivo
intensivo de especies con@acilaria (Ekman et al. 1991; Dawes et al. 1999; Israel et
al. 1999),Eucheumao Hypnea (Dawes 1998), entre otras, para que la produccion de
agar (e.g. Macler 1988; Israel et al. 1999) o carragenatos (p. ej. Hayashi et al. 2010;
Reis et al. 2011) sea la mas rentable. Otros, relacionan los cambios en la salinidad con

el crecimiento, la abundancia o las concentraciones de polialcoholes intracelulares,
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como el D-sorbitol o el D-dulcitol, presentes Bostrychia (Haas y Hill 1932; Karsten
et al. 1990, 1994b, 1996). En esta memoria, se ha determinado el efecto de la salinidad

y los cambios ionicos sobre la incorporacion de Ci en B. scorpipi@esaespitosa.

Por otro lado, los estuarios soportan variaciones en las concentraciones idnicas
de sus aguas por la influencia del agua de mar mezclada con agua del rio. Estas
variaciones afectan fundamentalmente a las concentracionesdg &aCl, iones
mayoritarios en el agua de mar. Si ademas tenemos en cuenta la posible presencia de
canales de transporte de HE@n simporte con Na podemos hipotetizar que la
presencia o ausencia de Nan el medio puede afectar a los mecanismos de
incorporacion de Ci. Estos mecanismos no se han estudiado hasta la fecha en relacién
con la salinidad/osmolaridad a la que estan someBdasorpioidesy C. caespitosa, lo

que aporta otro aspecto mas de innovacion al presente trabajo.

1.7.- Justificacion del trabajo y objetivos

Existen estudios precursores del presente trabajo sobre los mecanismos de
incorporacion de Ci en macroalgas en los ecosistemas intermareales de la provincia de
Cadiz. En concreto, el estudio de Mercado et al. (1998) se basa en la incorporacion de
Ci en forma de HC® a través de la enzima CAext en distintas especies de algas.
Posteriormente, Mercado y Niell (1999, 2000) se centran en la actividad BA en
scorpioides presente en el intermareal del estuario del rio Palmones. Mas adelante,
Carrasco (2006) y Carrasco et al. (2008), postulan que en un medio tan i6nico, con
dominancia de Na es posible la existencia de otras vias de incorporacion de Ci, se
identificaron distintos canales de incorporacion de Ci en los tapetes microbianos de las
lagunas presentes en la marisma de dicho estuario, donde la especie predominante es
Microcoleus chthonoplasteBhuret. Por ultimo, segun observaciones puntuales sobre
estas especies, se sospechaba que el bloqueo de la CA potenciaria la actividad de los
canales alternativos y viceversa. Estos estudios son los antecedentes en los que se

fundamenta el presente trabajo.

Teniendo en cuenta los estudios y observaciones mencionados y la gran
variabilidad del estuario del rio Palmones, sus caracteristicas y localizacion, se planted

profundizar, desde el punto de vista ecofisioldgico, en los mecanismos de incorporacion
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de Ci enB. scorpioidesy compararla coC. caespitosa, las cuales presentan una clara
zonacién en una estrecha franja, y son las dos rodoficeas mas abundantes en el estuario.
La originalidad de este estudio radica en la escasez de trabajos publicados en relacion
con los CCMs en dichas macroalgas, cuyas caracteristicas ecofisioldégicas estan

marcadas por la variabilidad de las condiciones ambientales de su habitat.

La caracterizacion de la actividad de la enzima Rubisco, también es algo poco
frecuente y que esta recogido en este trabajo, para tener una vision completa de cada

uno de los principales pasos del Ci en el proceso fotosintético en estas macroalgas.

En relacion con los posibles canales de incorporacién de Ci, cabria esperar que
en estas especies, por habitar en un sistema tan variable en cuanto a las concentraciones
ibnicas, el Na tuviera influencia de la incorporacion de Ci y, por consiguiente, en la
actividad fotosintética. Por eso, ademas de la existencia de canales de transporte de
HCO; en simporte con Natambién se ha estudiado si la presencia o ausencia de este
ion es importante para la funcién fotosintética y la incorporacion de Ci en estas

especies.

Es en este marco donde se plantean los siguientes objetivos:

1.- Comparar la actividad CAext y CAtotal & scorpioidesy enC.
caespitosa y comprobar la existencia de otros canales involucrados en la

incorporacion de Ci.

2.- Definir cudl es la principal forma de Ci utilizadas Boscorpioides

C. caespitosa.

3.- Cuantificar la cantidad y actividad de la Rubisco de estas especies y
su concordancia con la actividad de las enzimas supuestamente

involucradas en la incorporacion de Ci.

4.- Evaluar el efecto de la osmolaridad/salinidad y presencia/ausencia de

Na’ en el medio sobre la fotosintesis de estas macroalgas.
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Todo lo antedicho configura un objetivo general: profundizar, desde un punto de
vista ecoldgico, en el estudio de la incorporacién del Ci y su asimilacién por la enzima
Rubisco erB. scorpioidesy C. caespitosa, asi como comprobar si uno de los factores
ambientales mas fluctuantes del estuario, la concentracion ionica, influye en la

fotosintesis de estas roddfitas.
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Material y Métodos

2.1.- Material biolégico: Bostrychia scorpioidesy Catenella caespitosa

Las especies de roddfitas intermareales utilizadas en los distintos experimentos
fueronBostrychia scorpioideHudson) Montagne €atenella caespitos@/Nithering) L.

M. Irvine. La figura 3 muestra la morfologia caracteristica de ambas especies:

Bostrychia scorpioidess una rodoéfita que pertenece al orden de las Ceramiales, y
a la familia Rhodomelaceae. Presenta frondes color purpura oscuro, de 5-10 cm de
longitud, formando entramados laxos donde se distinguen vastagos cladomicos
principales que son cilindricos, ligeramente aplanados dorsiventralmente. Tienen
ramificacion alterna subdic6toma en un mismo plano dispuesta a intervalos regulares
terminadas en apices, por lo genereal circinados, que poseen ramas finas que siguen el
mismo patron de ramificacion. El talo estd compuesto por un sifén central y entre 5y 7
células pericentrales alargadas, rodeadas por una banda de pequefias células corticales;
las articulaciones del sifon central son de 4 a 5 veces tan largas como anchas. Los
individuos gametofiticos, cuando estan fértiles disponen de cistocarpos terminales en las
ramas, urcinados con diferentes ostiolos y los tetrasporofitos presentan tetrasporangios

tetraédricos, en una fila doble formando estiquidios fusiformes terminales.

Esta especie se encuentra en costas bajas sobre fondos lodosos, en marismas y
acequias con agua salada cerca de la marca de pleamar, en estuarios y rios, adherida o
enredada en los tallos de plantas vasculares caracteristicas de marisma. Se trata de una
especie subcosmopolita, mayormente distribuida en la costa oeste de Europa, Sudafrica,

Sudamérica, en el Sur de Australia y Nueva Zelanda (Newton 1931).

Catenella caespitosa es una roddfita del orden de las Gigartinales, de la familia
Caulacanthaceae. Se trata de una planta cespitosa de pequefio tamafio con frondes
nacientes de una masa de fibras reptantes, cilindricas, en momentos aplastadas, de modo
gue pueden formar zonas lomentosas. La estructura interna presenta una red laxa de
células medulares filamentosas extendidas longitudinalmente, rodeada por una periferia
cortical con filamentos con terminaciones dicétomas, densamente compactados
perpendiculares a la superficie. Sus cistocarpos son alargados, sésiles, prominentes sobre
las ramas. Los anteridios se disponen en ramitas protuberantes, formadas de células

superficiales; es una especie terminal con tetrasporofito independiente (Newton 1931).
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Es una especie subcosmopolita, ampliamente distribuida en los mares templados y
calidos (Dixon e Irvine 1977; Dawes y Mathieson 2008). Aparece frecuentemente en
zonas protegidas y umbrias (Batelli 2004), tanto en el intermareal superior de estuarios
como en zonas altas del intermareal rocoso de las costas atlanticas (Niell 1978; Fernandez
y Niell 1982; Silva et al. 2010).

Su distribucion geografica es mas amplia que IB.d&corpioidesencontrandose

en otras regiones como el Mediterraneo o el mar Adriatico (Batelli 2004).

En la Peninsula ibérica encontramos citas de la comunidaBod&ychia
scorpioides-Catenella caespitosa en el intermareal rocoso de las costas cantabricas
(Fernandez y Niell 1982; Sanchez et al. 1996; Gorostiaga et al. 2004; Martinez-Gil 2007)

y en el estuario del rio Tajo (Henriques 2009).

B. scorpioides

Figura 3. Imagen de B. scorpioidgsC. caespitosa sobre una placa de Petri y detalle de

las mismas.
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2.2.- Lugar de muestreo, recoleccion y mantenimiento de las algas

Los ejemplares d&. scorpioidesy C. caespitosa fueron recogidos en la zona
intermareal del estuario del rio Palmones (36°10'21"N, 5°20'2294ka 4), localizado
en el término municipal de los Barrios (Cadiz). Este estuario se caracteriza por tener una
extension total de 5.6 Km de longitud de canal, una anchura media de 75 m y una
profundidad de entre 1.5 y 2 m en marea baja. Se clasifica como un estuario de mezcla
parcial (Clavero et al. 1997), dominado por las mareas, que tienen una amplitud de entre
0.6 y 2 m (lzquierdo 2001) y con valores medios de salinidad entre 27 y 35, segun
Clavero et al. (1997), aunque a lo largo del presente estudio se registraron valores en un
rango entre 15y 37.

La marisma asociada al estuario tiene vegetacion arbustiva de caracter haldfilo,
dominada por los génerdarcocorniaperennis(Miller) A. J. Scott yArthrocnemum
macrostachyungMoric.) Moris, asi como las especi8triplex portulacoideqL.) Allen
(ex Halimione portulacoidgsy Juncus maritimusLam., esta Ultima asociada a los
canales de agua dulce (Palomo 2004). Ademas, se encuentran diversas especies de

gramineas del género Spartina entremezcladas con el resto de vegetacion.

Google eartt
<

Figura 4. Situacion geografica y detalle del estuario, incluyendo la posicion de la zona de
muestreo. El nulcleo urbano que se observa corresponde a la pedania de Palmones,
perteneciente al municipio de los Barrios (Cadiz).
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Las muestras se tomaron en marea baja debido a que ambas especies cohabitan, en
el intermareal del estuario, bajo el dosel de vegetacion haléfila que sirve de sustrato de
fijacion para estas especies epifitas, situadas en los margenes del eSatanella
caespitosa ocupa una posicion relativamente mas baja y cercana al lecho del sedimento
gue B. scorpioides la cual domina la zona mas alta del intermareal estuarico. No
obstante, existe una franja intermedia en la que ambas especies coexisten. Por otro lado,
su posicion bajo el dosel de quenopodiaceas les permite estar protegidas del exceso de

insolacién (Figura 5).

\“‘"'

Figura 5. Disposicién de B. scorpioidgsC. caespitosa en el intermareal del estuario del

rio Palmones.

Una vez tomadas las muestras, éstas se introdujeron en botes de 1L a los que se
afiadié agua del propio canal del estuario y se transportaron al laboratorio en una nevera

para mantener su temperatura.
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Bostrychia scorpioidey C. caespitosa fueron aclimatadas a las condiciones del
laboratorio, desde el dia de su recoleccién hasta el momento de los ensayos, en una
camara de cultivo a temperatura controlada (15 + 1°C), en cilindros de plexiglas, de 3 L
de capacidad con agua de mar natural filtrada mediante filtros Millipore GF/F, a una
salinidad de 36. Se les someti6 a un flujo constante de aire de I'Lamina irradiancia
de 40 pmoles de fotoness?, suministrada por fluorescentes blancos (F-18W/54-765
SYLVANIA) con un fotoperiodo de 12:12 (luz:oscuridad). La irradiancia fue medida con
un sensor esférico (Spherical Micro Quantum Sensor US-SQS/L) conectado a un
radiometro (LI-250A Light Meter LI-COR).

2.3.- Disefio experimental

La figura 6 esquematiza los distintos tipos de experimentos realizados en este
trabajo mediante los cuales se han respondido a una serie de preguntas sobre los

mecanismos de incorporacion de Ci presentes en B. scorpjotiesaespitosa.

¢,Cuadles son los mecanismos de incorporacion de Ci?

En primer lugar se procedio a la cuantificacion y comparacion de la actividad
ACAext y ACAiInt en ambas especies. Ademas, se identificd la presencia de los distintos
canales de incorporacién de Ci mediante mediante el uso de inhibidores especificos de
dichas vias de entrada. Se realizaron cinéticas de cada inhibidor para averiguar la
concentracion minima necesaria con la que se obtiene la maxima inhibicion de la
fotosintesis, como evolucién de @ de la ACAext. También se determiné la inhibicién
de la incorporacion de Ci mediante un analizador de gases infrarrojos (IRGA) a dicha

concentracion minima para cada inhibidor.

¢, Qué forma de Ci incorporan principalmente?

Una vez comprobado el efecto de los inhibidores de las distintas vias de
incorporacion de Ci en la fotosintesis, se determiné qué forma o formas de Ci son

incorporadas principalmente por ambas rodofitas, mediante varias aproximaciones. Para
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ello, en primer lugar se realizd una caracterizacion de la fotosintesis mediante las curvas
fotosintesis — carbono (P-C) y los pardmetros que las caracterizan. Ademas, se realizaron
medidas de la deriva del pH a lo largo del tiempo, asi como medidas de la variacion de la
alcalinidad del medio debida a la fotosintesis. A partir de estas medidas de pH se
estimaron el punto de compensacion para el pH y para £ @Qasa de deshidratacion
espontanea del HGO También se midid directamente la deriva deb @@el tiempoy se
establecid de manera experimental el punto de compensacion para. édde@®as, se
realizaron medidas de discriminante isotopict’C que también aportan informacién

sobre la forma de Ci que incorporan las distintas especies.

¢ Estan relacionados los mecanismos de incorporacion de Ci y la enzima Rubisco?

Se realizaron medidas tanto de la cantidad como de la actividad Rubisco en
muestras de campo, aclimatadas al laboratorio e incubadas con distintos inhibidores de
los mecanismos de incorporacion de Ci, para el estudio del acoplamiento entre la
incorporacion de Ci y la actividad Rubisco.

¢ Existe una relacién entre la incorporacion de Ci y las caracteristicas idnicas y

osmoticas del medio?

Por ultimo, se planted la posibilidad de que la variabilidad osmética e idnica
pudiera estar relacionada con la incorporacion de Ci. Por eso, se realizaron medidas de la
fotosintesis y la ACAext a distintas salinidades. Finalmente, se comprobé si la presencia
o ausencia de los iones Ngo CI a osmolaridad constante tenia algin efecto sobre la
fotosintes y la ACAext de las especies objeto de estudio.
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Figura 6. Esquema de los experimentos realizados en el presente trabajo.

2.4.- Medida de la actividad fotosintética con inhibidores de distintos mecanismos de

incorporacion de Ci

La tasa de fotosintesis neta (TFN) se mieitB. scorpioidesy C. caespitosa
utilizando inhibidores de los mecanismos de incorporacion de Ci a distintas
concentraciones. Se comprobo el efecto de dichos inhibidores (Tabla 1) sobre la TEN en
la medida de la evolucién de la concentracion glg €n los ensayos de incorporacion de
Cien el IRGA.

2.4.1.- Medida de la fotosintesis como desprendimiento,de O

La TFEN como desprendimiento de, @e midi0 en camaras transparentes de
metacrilato Hansatech de 2.5 mL de capacidad (Figura 7), equipadas con un electrodo de
oxigeno tipo Clark modelo DW1/AD (Oxygraph system, Liquid-Phase Oxygen Electrode
Chamber, Hansatech Instruments Ltd, Norfolk, UK). Como fuente de luz se utilizé una

27



Material y Métodos

lampara hal6égena (Schott KL 1500 Compact) que proporciond luz saturante a los
experimentos (230 pmoles de fotoned s1). La temperatura se mantuvo constante a

15°C con la ayuda de un bafio termostatico (Julabo F25-ED).

Figura 7. Fotografia del sistema para la medida de fotosintesis como evolucién de O

2.4.2.- Efecto de inhibidores de los mecanismos de incorporacion de carbono sobre la

fotosintesis (evolucion de;D

Para los ensayos con inhibidores se utilizaron 15-20 mg de peso fresco (PF) de
alga que fueron sumergidas en 1.5 mL de agua de mar natural filtrada y tamponada a pH
8.1 (MOPS 5mM y BTP 4mM). Los distintos inhibidores fueron afiadidos a la camara de

fotosintesis mediante una jeringa de cristal Hamilton de 40 L.

Se utilizaron concentraciones crecientes de los inhibidores de los distintos
mecanismos de incorporacion de carbono inorganico para comprobar su efecto sobre la
tasa de fotosintesis. En primer lugar se determiné el efecto de varios inhibidores de la
CA: Sulfonamida unida a dextrano (DBS, Ramidus AB), acetazolamida (AZ, Sigma

Aldrich) y etoxizolamida (EZ, Sigma Aldrich). De todos ellos se prepararon soluciones
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en hidréxido sodico 0.05 N a una concentracion de 40 mM de DBS, 20 mM en el caso de
AZ 'y 10 mM para EZ.

Se estudid la presencia de otras vias de incorporacion de Ci con inhibidores
especificos de dichas vias postulados en la literatura (Tabla 1): (a) Acido 4,4'-
diisotiocianatostilbeno-2,2’ disulfénico- (DIDS, Sigma Aldrich), del que se prepard una
solucion madre a una concentracion 20 mM en agua bidestilada. (b) Monensina (MON,
Sigma Aldrich), que se prepard a una concentracion de 10 mM en etanol y se conservo a -
20°C. (c) ortovanadato sodico (VAN, Sigma Aldrich), del que se prepard una solucion
madre de 200 mM en HCI 0.05N.

Las concentraciones finales utilizadas fueron: 6.5, 12.5, 25, 50 y 100 uM de AZ,
5, 10, 25, 50, 100, 200, 400 y 800 uM de DBS; 2.5, 5, 10, 25, 50, 100 y 200 uM de EZ;
10, 20, 30, 50, 100 y 150 uM de MON; 10, 50, 250, 500 y 1000 uM de DIDS; 50, 100,
200, 500 y 1000 uM de VAN. Dada la elevada variabilidad entre réplicas de este disefio
experimental, se utilizaron 4 muestras independientes (diferentes talos) para cada

concentracién, asi como para el control (sin inhibidor).

Los resultados se muestran como porcentaje de inhibicion respecto al control. En
aquellos casos en los que se pudo ajustar la respuesta fotosintética a un modelo de
saturacién, se calculd la concentracién del inhibidor a la que se saturaba la inhibicion.
Cuando no se pudo realizar dicho ajuste, la concentracion de inhibidor necesaria para

alcanzar la maxima inhibicion se estimo6 visualmente de los resultados obtenidos.

2.4.3.- Medida de la fotosintesis como incorporacién de Ci en agua

La TFN por incorporacion de Ci se midi6 mediante un Analizador de gases
Infrarrojos (IRGA, Sensor de G@nodelo Li-820) operando en modo abierto y conectado
a un ordenador. Para ello se burbujed aire comprimido con una concentraciopaie CO
444 + 13 ppm a una tasa constante de 50 ml*raimuna camara termostatizada de 75
mL de volumen. La camara contenia 30 mL de agua de mar natural previamente filtrada
con un filtro Millipore GF/F y tamponada (MOPS 5mM y BTP 4mM) hasta conseguir un
pH final de 8.1. La entrada constante de aire a lo largo de todo el experimento evitd que
hubiera limitacion de Ci disuelto para la planta (Figura 8). Una vez que se alcanzo el

equilibrio entre la concentracion de £€@del aire y el Ci disuelto en el agua, se
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introdujeron 0.30 g PF de alga en la cdmara. Las medidas se hicieron primero en
oscuridad, estimando asi la TR, y seguidamente en luz saturante de 230 pmoles de
fotones nf s* proporcionada por una lampara halégena (OSRAM 150W 24V). Cada
medida tuvo una duracién de 50 minutos, momento en el que se consideré que la tasa de
respiracion o de fotosintesis era constante. La temperatura, en estas medidas, se mantuvo
constante a 20°C en lugar de 15°C a lo largo de todo el experimento, para evitar la

condensacion en el interior del circuito del IRGA.

Figura 8. Fotografia del analizador de gases Infrarrojos (IRGA, Sensor genGd&lo

Li-820) en modo abierto.

2.4.3.1.- Célculo para la obtencién de las tasas de fotosintesis en el IRGA en

modo abierto

La TR se calcul6 restando el valor inicial de la concentracion dee@@pm al
valor medio de los 5 ultimos minutos de la medida en oscuridad donde el valor ya era
estable. La tasa fotosintética bruta (TFB) se obtuvo restando el valor medio de los 5
tltimos minutos de la medida en luz, al valor medio de los 5 dltimos minutos de la
medida en oscuridad. Restando la TR de la TFB se calcul6 la TFN. Estos datos en ppm se

transformaron en pmoles G@* PF h* mediante la ley de los gases ideales:
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Appm X flujo
[—PF ] X P

RXT

= umoles CO, g"1PFh™!

Donde:
Appm es el incremento de ppae CQ cuyas unidades son equivalentes a pl. ICO
Flujo es el flujo de aire inyectado (0.05 L mixpresado en horas, es decir, 0.3'). h
PF es el peso fresco del alga
P es la presién (1 atm)
T es la temperatura (293 K)

R es la constante universal de los gases ideales (0.082 atnmbiK).

2.4.4.- Efecto de inhibidores de los mecanismos de incorporacién de carbono sobre la

fotosintesis (incorporacién de Ci)

El efecto de los diferentes inhibidores sobre la fotosintesis se comprddd en
scorpioidesy C. caespitosa, en el IRGA en modo abierto, tal y como se especifico en el
apartado anterior. Las medidas de incorporacion de Ci se realizaron siguiendo el esquema
representado en la Figura 9. Se burbujed aire a un flujo constante de 50 Ténngh
agua de mar natural filtrada y tamponada (MOPS 5mM y BTP 4mM) y se espero el
tiempo necesario para conseguir el equilibrio entre el Ci disuelto y et€Qire. Una
vez alcanzado, se introdujo el alga en la camara, cerrandose inmediatamente y se
mantuvo en oscuridad (R1). Inmediatamente después, y sin abrir la camara, se expuso el
alga a luz saturante (F), con lo que se obtuvo la primera tasa de fotosintesis (TFN).
Seguidamente se dejo de nuevo el alga en oscuridad (R2) y a continuacioén se inyecto el
inhibidor en la camara de medida con una jeringa de plastico de 1 mL. De nuevo se
encendio la luz por segunda vez (Fi) y se midio la tasa de fotosintesis en presencia del
inhibidor correspondiente (TFNi). La inhibicion de la fotosintesis se calculé como el
porcentaje de variacion de TFNi con respecto a TFN. Cada medida de respiracion y
fotosintesis tuvo una duracion de 50 minutos y para los calculos de las tasas fotosintéticas
se tomaron los ultimos 5 minutos de cada intervalo, donde los valores der&0O
estables (Figura 9). En estos ensayos se utilizaron muestras de alga independientes para
cada réplica (n=3). Previo a la realizacion del experimento, se llevd a cabo un

experimento control de igual duracion y tratamientos luz-oscuridad en ausencia de
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inhibidores, no observandose cambios en las sucesivas tasas de fotosintesis y respiracion

debido al procedimiento experimental.

Los inhibidores se utilizaron a una uUnica concentracion, correspondiente a la de
maxima inhibicibn en los experimentos de fotosintesis por evolucion deLa3
soluciones madre preparadas para cada uno de ellos fueron las mismas que las detalladas
en el apartado anterior y sus concentraciones finales en el medio fueron las siguientes:
400 uM DBS, 100 pM AZ, 100 uM EZ, 1 mM DIDS, 100 uM MON, 200 uM VAN.

CO, (ppm) Oscuridad  Luz Oscuridad  Inhibidor Luz

R1

R2

Ri
444 + 13 ppm —‘—I_
PP TFN ] TFNi §
1 F Fi

Alga

T T
0 50 100 150 200 250

Tiempo (min)

Figura 9. Esquema del diseiio experimental en el estudio del efecto de los inhibidores
sobre la incorporacion de Ci en el IRGA. R1, R2 y Ri son los valores derCapm en
oscuridad mientras que F y Fi son los valores de €(uz. La tasa de fotosintesis neta

sin inhibidor (TFN) y con inhibidor (TFNi) se calcul6 como diferencias entre valores
estables en ppm entre los periodos de luz y la concentracion de entrada, de CO

suministrada continuamente.

2.4.5.- Medida de la fotosintesis como incorporacién de Ci en emersion

La TFN como incorporacién de Ci en aire se midi6 mediante un IRGA portétil
(LICOR modelo 6400 XT, Nebraska, USA,; Figura 10). Para ello se colocaron en la
camara de medida o pinza del IRGA 0.120 g PF de alga previamente aclimatadas a las
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condiciones de salinidad, luz y temperatura habituales para el resto de experimentos.
Dichas algas se secaron ligeramente con papel para evitar el exceso de agua que pudiera
interferir en la medida en el rango del infrarrojo. En primer lugar, se mantuvo a las algas
en oscuridad durante 10 minutos dentro de la pinza para obtener la tasa de respiracion, y
posteriormente se realiz6 la medida en luz (n=3) a 230 pmoles fotoAes’m
proporcionados por la fuente de luz LED incorporada en la pinza termostatizada (20°C).
Ademas, se utilizé un flujo de 200 pmol £&} y el ventilador en nivel 1V para evitar

gue el alga se secara rapidamente.

Figura 10. Imagen del equipo utilizado para las medidas de TFN como incorporacion de

Ci en emersion.

2.5.- Ensayos de Actividad Anhidrasa Carbonica

2.5.1.- Ensayos de la Actividad Anhidrasa Carbdnica Externa (ACAext)

La medida de la ACAext se realizé utilizando el método potenciométrico (Figura
11) de Wilbur y Anderson (1948), adaptado para medir dicha actividad en fragmentos de
alga (Haglund et al. 1992a). Este método esta basado en medir el tiempo necesario para
gue el pH disminuya una unidad tras inyectar, @® un recipiente que contiene medio
tamponado. La disminucion de pH se acelera cuando la CA se afiade al tampdn antes de
la inyeccion de C@ La actividad se determina comparando el tiempo necesario para la

caida del pH en el control (sin CA) y en la muestra (con CA). La medida de la actividad
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obtenida, relaciona la actividad de la CA presente en el alga con la tasa de hidratacion

espontanea del GO

El tampon empleado fue el mismo descrito por Haglund et al. (1992a) compuesto
por 50 mM de Trizma Base (Tris), 5 mol*rde &cido etilendiaminotetraacético (EDTA)
y 25 mM de acido ascérbico. Se dispusieron 3 mL del tampdn en un recipiente de unos
10 mL de volumen, y se afiadié 1.5 mL de agua destilada refrigerada a 0-1°C y saturada
en CQ. Se definié comogtel tiempo que tardd en descender el pH 0.4 unidades en un
rango de 8.4 a 7.4. Para determinar; edet siguié el mismo protocolo en presencia de
0.08 g PF de alga aproximadamente. La actividad fue expresada en unidades relativas de

actividad enzimética (REA) dividida por el peso fresco expresado en gramos:

&)1

Actividad enzimatica (REA/§PF) =

peso fresco (g)

Figura 11.Imagen del equipo empleado en la estimacion de la ACA.
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2.5.2.- Inhibicién de la Actividad Anhidrasa Carboénica Externa

Se estudi6 el efecto de los distintos inhibidores sobre la ACA&&t storpioides
y C. caespitosa. Especimenes de ambas se incubaron en agua de mar filtrada y
tamponada a pH 8.1 (MOPS 5mM y BTP 4mM) a la que se le afiadieron concentraciones
crecientes de los inhibidores. Dichas incubaciones se llevaron a cabo en tubos Falcon de
50 mL durante 15 minutos (AZ, EZ, DIDS y MON), 30 minutos (DBS) o 60 minutos
(VAN), atendiendo a la velocidad de actuacion de los distintos compuestos sobre las
algas, dado que el gran tamafio de algunas moléculas hacen que su penetracién sea mas

lenta (obs. pers.).

Las concentraciones finales utilizadas fueron: 50, 200, 400 y 800 uM de AZ; 100,
200, 400 y 800 uM de DBS; 2.5, 10, 25, 50 y 100 uM de EZ; 50, 100, 150 y 300 uM de
MON; 100, 250, 500 y 1000 uM de DIDS; 50, 100, 200, 500 uM de VAN. Se utilizaron
4 6 5 muestras independientes (diferentes talos) para cada concentracion asi como para el
control (sin inhibidor). Los resultados se muestran como porcentaje de inhibicion

respecto a control.

2.5.3.- Ensayo de la Actividad Anhidrasa Carbonica Total (ACAtotal)

Al igual que en el caso de la ACAext, la actividad total de esta enzima, es decir,
teniendo en cuenta las fracciones tanto externa como interna, se estimé mediante el
meétodo potenciométrico de Haglund et al. (1992). En este caso los fragmentos de alga
utilizados (0.015 g PF) se congelaron enlijuido y se almacenaron a -80 °C hasta su
andlisis para evitar la degradacion de las enzimas. Posteriormente, las muestras
congeladas fueron triturados en un molino RETSCH MM400 con ayuda de nitrogeno
liquido (dos ciclos de 30"sdurante 1.5 minutos). Al extracto obtenido se le afiadieron 3
mL de tampdn de medida descrito en el apartado anterior, e inmediatamente se midio la
actividad ACAtotal afiadiendo 1.5 mL de agua destilada saturada eis€@alizaron 5
réplicas de cada especie que se tomaron como control y los resultados se expresaron
como REA ¢ PF.

35



Material y Métodos

2.5.4.- Inhibiciéon de la Actividad Anhidrasa Carbo6nica Total

La inhibicion de la ACAtotal se midio utilizando distintos inhibidores a una sola
concentracion. Estas concentraciones finales coinciden con la de mayor inhibicién segun
las cinéticas realizadas para la ACAext y fueron: AZ 800 uM; DBS 400 uM; EZ 100 uM,;
MON 300 puM; DIDS 1000 uM; VAN 200 uM. Para cada tratamiento se realizaron 4
medidas y el resultado se expresd como el porcentaje de inhibiciéon de cada tratamiento

con respecto al control sin inhibidores.
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2.6.- Determination of the inorganic carbon form used by different experimental

methods

2.6.1.- Photosynthetic response to different Ci concentrations

The photosynthetic response of both species to increasing Gi+HGDs)
concentrations allowed determining the kinetic parameters for Ci. Samples of 0.010-
0.015 g fresh weigh (FW) of alga were used to obtain the net photosynthetic rate (NPR)
at saturation light (230 umol photon§’rs*; Sanchez de Pedro et al. 2014) as a function
of Ci concentration (P-C curve). Algae were incubated in a Hansatgavdution
chamber containing 2 mL of Ci-free artificial seawater (0.5 M NaCl, 0.01 M KCl, 0.01 M
CaCbh, 7 mM MgCh, 0.03 M MgSQ; Beer et al. 1990). Ci was removed from the
medium by reducing the pH to less than 4 with the addition of 0.5 M HCI followed by
bubbling with NaOH saturated air overnight. Finally the pH in the seawater was adjusted
to pH 8.1 with 0.5 M NaOH solution. Biological buffers were added to maintain pH
stable in the absence of HEGQMOPS y BTP 20 mM). Algae were allowed to
photosynthesize to consume all the Ci present in the medium and in the algal cells until
no further Q evolved, which took about 20-30 minutes. Once the NPR was zero,
different aliquots of NaHC®stock solution (0.01M for low concentrations and 0.05 for
the higher ones) were then injected into the electrode chamber by means of a 40 pL glass

Hamilton syringe, to obtain the increasing Ci concentrations from 0.05 to 4 mM.

2.6.1.1.- Km (TIC) and conductance)(galculations

The photosynthetic conductancg)(bas been proposed as a useful parameter for
determining the ability to extract C from seawater (Johnston et al. 1992). The
conductance was obtained from the initial slope of Ci uptake curves by expressing the
photosynthetic rates on an area basis (Johnston et al. 1992). The estimation of fresh
matter per unit surface area relationship was 212.8 épmB. scorpioidesind 86.2 g M
for C. caespitosgSanchez de Pedro et al. 2014). The photosynthetic conductance for
CO, was also estimated by calculating the corresponding d@@centration for each Ci
concentration at pH 8.1, using the values of dissociation constants in Mehrbach et al.
(1973), by means of the program £Qystem Calculation (CSys) for MS Excel
(Pierrot et al. 2006).
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From the P-C curve, the half-saturated rate of photosynthesis (Km) was obtained
from the Michaelis-Menten kinetic in the P-C curve. The curve fit was performed by
means of the computer program Kaleidagraph 4.0 (Synergy Software) with the following

equation:

[5]

V(S) = Vmax X Km—+[S]

where Km is the Ci concentration at which half of the maximum photosynthesis rate is

reached and Vmax is the maximum photosynthetic rate achieved.

2.6.2.- pH and alkalinity measurements

The time course changes of pH and alkalinity were carried out to control the
variations in the Ci forms in the medium due to photosynthetic activity and to help to
understand the Ci uptake in the species of our study. For that, thallscbrpioidesand
C. caespitosaf 0.3 g FW were placed in 50 mL Erlenmeyer flasks (E-flasks) containing
65 mL filtered natural seawater (NSW). The E-flasks were sealed gas-tight with parafilm
avoiding any bubbles and placed on an orbital shaker at 15°C and saturating light (230
umol photons M s?) provided by daylight fluorescent tubes (F-18W/54-765
SYLVANIA, Brussels, Belgium). Three flasks from a total of 21 were randomly selected
at 0, 30, 60, 90, 180, 360 and 600 minutes where alkalinity and pH were measured. The
pH was monitored with a pH meter (CRISON Basic 20+, Alella, Spain) connected to a
pH-electrode (CRISON 52 00, Alella, Spain). Alkalinity was measured using the classical
Gran potentiometric method (Gran 1952). A volume of 50 mL GF/C (Whatman) of
filtered samples was tritated with a strong acid (HCI 0.01N) to pH4. The volume of tritant

used is proportional to the alkalinity of the sample:

titrant volume x titrant Normality

Alkalinity (mequiv mL™?) = Sample volume
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2.6.3.- pH-drift measurements

A very useful variable in the study of Ci uptake by algae is the pH compensation
point. It was calculated from pH-drift curves, performed by measuring simultaneously the
pH increase in a closed vessel and the e®olution in non-buffered NSW. A pH
electrode (CRISON 52 09, Alella, Spain) connected to a pH data logger was tightly
attached to a 2.5 mL Hansatech Oxygraph photosynthetic chamber (Hansatech Ldt,
Northfolk, UK; Figure 12). pH was recorded every 2 minutes for 12 hours, while O
evolution data were recorded every second. The chamber was completely filled with non-
buffered NSW, avoiding air bubbles, and 0.010-0.015 g FW of algae were placed into the
chamber and incubated at 15°C (n=3) and 230 umol photéhs msupplied by a
halogen lamp (KL 1500 compact Schott, Mainz, Germany). The water in the vessel was
continuously homogenized by a magnetic stirrer, carefully kept apart from the algae to
avoid mechanical damage. The pH compensation point was considered to be reached
when pH was stable for at least 1 hour. To avoid any possible physiological differences

among replicates, every pH-drift experiment started at the same time every day.

2.6.3.1.- Photosynthetic quotient (PQ)

The photosynthetic efficiency of the species in this study was determined by the
comparison of the initial NPR as GQptake and @evolution. From pH-drift data, the
initial rate was calculated as ¢Optake transforming the initial pH data into £data by
means of the C&ys. The first two minutes of the experiment were used for the NPR
calculations since this was the minimum time interval pH data logger could record. The
Photosynthetic Quotient (PQ) indicates the net rate of f3@d per Q evolved on a
molar basis and it is expressed as 0y The PQ was obtained from the pH-drift
experiment data, i.e. the calculated C&hd Q evolution NPRs. Three independent

replicates of the measurements were used for the calculations.
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Figure 12.Picture of a pH-meter connected to a Hansatech chamber in order to measure

simultaneously @evolution and pH drift.

2.6.3.2.- Speciation of the Ci forms, calculated ,Gf®mpensation point and

spontaneous HC dehydration

Total inorganic carbon and its species concentrations were calculated from pH,
alkalinity, salinity and temperature in the NSW of the pH-drift experiments and the
values for dissociation constants in Mehrbach et al. (1973), by means of the computer
program CQ System Calculation for MS Excel (Pierrot et al. 2006). The, CO
compensation point was also calculated from pH of the pH-drift experiments, salinity,

temperature and alkalinity using the £§s.
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The spontaneous dehydration of HLOn seawater, for a given salinity,
temperature and pH, was calculated according to Johnson (1982), taking into
consideration the following constants:

dco,
dt

(ka *h + kycos ) * [HCO3]

where the values of rate constants were obtained from Johnson (1982),
kg = 1.89 - 10* dm3 mol~1s7?

h =10"PH
kHCO; = 0.49 - 10_45_1

2.6.4.- CQ-drift

The CQ uptake was measured by means of a closed InfraRed Gas Analyzer
(IRGA) type LICOR Li-820 (Browse 1985). Air from a compressed air bottle (Figure 13)
was bubbled into a closed 75 mL vessel containing 15 mL of buffered NSW using a
membrane pump KF type (NMP 0158) at a constant rate of 50 mL. idithen the
equilibrium between air and water was achieved, 0.125 g FW of alga were carefully
inserted into the chamber and rapidly closed. Then, the air supply was shut down, starting
from an initial CQ concentration of 443.5 + 12.9 ppm. The chamber received an
irradiance of 230 umol photonss™ provided by a halogen lamp and the temperature
was set at 20°C. The depletion of £@as measured for 12 hours by a computerized
IRGA device. The final C® concentration in the air of the chamber, which is in
equilibrium with the € in the water was used to calculate the dissolved fi@l
concentration (C@ compensation point) in the seawater by means of the computer
program CQ System (assuming that the effect of the buffers on the inorganic carbon
speciation was negligible). This G@ompensation point was estimated as the stable
value of CQwhere its uptake and release are the same, or, in other words, when the NPR

measured as Cuptake is zero. The values of the £&@mpensation point obtained by
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this method are the potential ones, since there was no limitation of the photosynthesis by

increasing pH. Three replicates were performed on each species.

OMPUTER

=<

g <
.

UPPLIER

R

Figure 13.IRGA closed system, as described by Browse (1985).

2.6.5.- Isotopic discriminants as Ci uptake markers

Carbon isotopic discriminant rati®'¢C) was measured in the species of this
study since it has been proved to be useful in determining the Ci form utilized by
photosynthetic organisms (Maberly et al. 1992; Raven et al. 1995; Korb et al. 1998;
Raven et al. 2002; Carvalho et al. 2009).

Before any analytical procedure, the selected algal material brought from the field
along the year, was thoroughly rinsed with seawater to remove sediments and epiphytes
and rinsed with distilled water, oven dried at 60°C to constant weight and ground to a fine
powder. For the §'°C) determination, samples of 0.2-0.6 mg dry weight (DW) were
introduced in stain capsules, tightly closed and placed in the autosampler (MAS200R,
Thermo Electron Corporation). Then, the natural abundancéCofelative to*°C was
analyzed by combustion in an elemental analyzer Flash EA 1112 and an isotopic relations
mass spectrometer (IRMS) Delta V Advantage, connected by an interface Confio IV,
Thermo Electron Corporation (Bremen, Germany). The combustion took place in a

reactor of chromium oxide (lll), reduced chrome and@Ag at 1020°C in the presence
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of oxygen. The chromatographic column was maintained at 45°C. The transporter gas
(Helium) flow rate was 100 mL mihand the reference gas (§Qvas used at 250 mL
min. Primary standards were supplied by the International Atomic Energy Agency

(IAEA) and the National Institute of Standards and Technology (NIST).

The'*C isotopic discrimination in the algal sampl&5Ca,) was expressed in the
unit notation as deviations from th€/*°C ratio of the Pee-Dee Belemnite Ca{{®DB)
calculated according to:

8"°C = [(°C/*C)sampid(*°*C/**Cppg - 1] - 10°
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2.7.- Efecto de inhibidores de los mecanismos de incorporacion de Ci en la

concentracién y actividad de la enzima Rubisco

2.7.1.- Incubaciones de las algas con los inhibidores

El efecto de distintos inhibidores de los mecanismos de incorporacién de Ci sobre
la enzima Rubisco y su actividad se comprobé incubando muestras de 0.4 @BPF de
scorpioidesy C. caespitosa en tubos Falcon de 50 mL con NSW tamponada a 15°C de
temperatura. Estos se expusieron a luz saturante (230 pmoles de fotor#$ yn
agitacion continua durante 2 horas. Se utilizo la concentracién de mayor inhibicion segun
las cinéticas de la fotosintesis en cada una de las dos especies y se hicieron ademas, dos
controles sin inhibidores, uno de ellos previo a la aclimatacion en el laboratorio
(consideradas como muestras de Campo, CC), y otro 48 horas después de la aclimatacion
(consideradas como muestras Control, C). Las concentraciones finales de los inhibidores
fueron: DBS 0.8 mM, AZ 0.1 mM, EZ 0.1 mM, MON 0.1 mM. Una vez realizadas dichas
incubaciones, las muestras de alga se secaron con papel de filtro para eliminar el exceso
de agua y se congelaron a -80°C para su posterior procesado. De cada muestra se analizo

la cantidad de proteinas solubles, asi como la cantidad y actividad de la enzima Rubisco.

2.7.2.- Extraccién de la enzima

Tras la incubacion se procedié a pulverizar las algas en un molino RETSCH
MM400 (Figura 14) con ayuda de nitrégeno liquido (dos ciclos de’3@usante 1.5
minutos). Seguidamente se afiadieron 1.5 mL de tampo6n de extraccion (EB) compuesto
por 100 mM Bicina-NaOH a pH 8, 20 mM MgClL mM EDTA, 1 mM Benzamidina, 1
mM Acido Aminocaproico (ACAc), 20 mM NaHGQal que también se adicionaron 5.25
uL de B-Mercaptoetanol 50 mM, 3L de Ditiotreitol (DTT) 10 mM, 3QuL de fluoruro
de fenilmetilsulfonilo (PMSF) 2 mM y 37.5 mg de polivinilpolipirrolidona (PVPP) 2.5 %
(p/v). Se dio un nuevo ciclo de molienda en frio y los extractos obtenidos se
centrifugaron a 10000 x g, durante 15 minutos en una centrifuga Eppendorf (modelo
5804R) a 4°C. Se tomaron los sobrenadantes, que se alicuotaron y almacenaron a -20°C
para el posterior andlisis de la concentracion de proteinas solubles y de la enzima Rubisco
mediante geles de electroforesis, y a -80°C para las medidas de actividad de la Rubisco

mediante el método espectrofotométrico de Kubien et al. (2011).
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1.5 mL EB e

— 5.25 uL de B-Mercaptoetanol
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37.5 mg de PVPP 2.5 % (p/v)

Molino Retsch Molino Retsch Centrifuga Eppendorf
2 ciclos 1.5 min 1 ciclo 1.5 min 14175 x g 15 min 4°C

Proteinas solubles

Geles electroforesis
(Rubisco)

?juEpEUAIqOS

Actividad Rubisco

Figura 14. Esquema del procedimiento de preparacién de las muestras de alga para el

posterior analisis de la enzima Rubisco.

2.7.3.- Determinacién de la concentracidon de Proteinas solubles

La determinacion de la concentracion de proteinas solubles se realizé a partir del
sobrenadante del extracto crudo en tampdn de extraccion mediante el método Bradford
(1976). Este método consiste en la formacion de un enlace entre el colorante azul de
Comassie-250G y la proteina en medio acido, con lo que se forma un complejo con un
coeficiente de extincién a 595 nm. El reactivo Bradford se preparo a partir de 0.1'mg mL
! de Comassie Brilliant Blue, 0.05% de Etanol 96% (v/v) y 0.1% de &cido ortofosférico
85% (p/v). A continuacién, a cada 0.1 mL de cada una de las muestras, se le afiadid 1 mL
de reactivo Bradford y se dejé reaccionar durante 10 minutos, después, se midi6 la
absorbancia a una longitud de onda de 595 nm en un espectrofotdmetro Thermo modelo
Biomate 5. La recta patrén se elaboré a partir de albimina bovina (BSA 1 ijgemL
un rango de 0-20Qg mL™ de la proteina. Para transformar los datos de peso fresco a
peso seco de alga, se multiplicé el valor de peso fresco por 0.278 en el daso de

scorpioides y por 0.153 paraC. caespitosa. Este factor fue determinado
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experimentalmente para cada especie para 28 réplicas de cada especie pesandolas antes y

después de secarlas en la estufa a 60°C durante 24 horas.

2.7.4.- Determinacién de la concentracién de la enzima Rubisco

Se utilizaron geles de poliacrilamida para separar la enzima Rubisco del resto de
proteinas solubles y estimar su concentracionBenscorpioidesy C. caespitosa,
siguiendo el protocolo descrito por Laemmli (1970). Se trata de una técnica analitica en la
que se separan las moléculas segun su peso bajo la accion de un campo eléctrico. El
método permite separar proteinas haciéndolas pasar a través de una resina de Acrilamida-

BisAcrilamida, que genera una matriz en la cual se quedan retenidas.

Tabla 2. Soluciones empleadas para la electroforesis y composicién de los geles.

MINIGELES
GEL DE ) GEL DE
SEPARACION APILAMIENTO
(20mL para dos (5mL para dos
geles) geles)
*! Tamp6n de separacion pH 8.8 5mL --
*2Tamp6n de apilamiento pH 6.8 -- 1.25 mL
*3 Acrilamida-BisAcrilamida 6.66 mL 0.5 mL
Agua destilada 8.33 mL 3.25 mL
Persulfato amonico (20%) 66.6 |L 33.3 L
TEMED 6.6 1L 3.3

*1Tampén de separacién56.8 g de Tris en 250 mL, pH 8.8

*2Tamp6n de apilamiento: 37.8 g de Tris en 250 mL, pH 6.8

*3 Acrilamida-BisAcrilamida (30:0.8): 30 g de acrilamida y 0.8 g de bisacrilamida en

100 mL de agua destilada.

**Tampén de electroforesigx10): 144.2 g de glicina, 30.3 g de Tris, 10 g de SDS en 1
L de agua destilada.

*> Tampoén de carga: 1.25 mL TRIS-HCI 1.25 M pH 6.8, 2 mL SDS 10%, 1 mL Glicerol

10%, 0.5 mL 2 fmercaptoetanol, 0.25 mL bromofenol 0.05%, en 10 mL.
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Las placas de electroforesis se montaron sobre su soporte donde se preparo el gel
de separacion (Figura 15), cuya composicién se detalla en la Tabjasg*afiadié una
pequefia cantidad de butanol al 50%. Una vez polimerizado se retir6 el butanol y, por
encima del gel de separacion ya polimerizado, se afiadié la mezcla del gel de apilamiento
(Tabla 2%) que se sell6 con un peine para conseguir diez pocillos de 1.5 mm de grosor.
Tras su polimerizacioén, y la retirada del peine, los pocillos se llenaron de los extractos de
las muestras de algas (dD) y de los patrones de Rubisco de espinaca puldi¢g8igma
Aldrich), entre 3.5 y 2&g, con la ayuda de una jeringa Hamilton. Previamentedas
las muestras se les afiadié tampon de carga al 40% (TaphafReron desnaturalizadas
durante 5 minutos a 100°C en un Thermoblock VWR modelo 12621-088.

La electroforesis (Figura 15) se llevé a cabo en tampén TRIS-Glicina (Tdbla 2*
0.025M Tris/0.192M Glicina/0.1% SDS) a una intensidad de 80 mV. Posteriormente, los
geles se tifieron durante 1 hora a temperatura ambiente y agitacion orbital suave. La
solucion de tefiido estaba compuesta por azul de Comassie R-250 (1% p/v), acido acético
(10 % v/v) y metanol (40% v/v). Para destefiir los geles se utilizd la misma solucién sin

azul de Comassie hasta que se eliminé al maximo el azul de fondo.

Figura 15. Fotografia de la polimerizacion del gel de separacion y posterior

electroforesis a una intensidad de 80 V.
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Una vez destefnidos, los geles con las bandas se escanearon (Figura 16),
obteniendo una imagen en formato .jpg, compatible con el programa de analisis de
imagen Image J (Schneider et al. 2012), mediante el cual se midieron los valores de
intensidad y el area de las bandas correspondientes a la subunidad grande de los patrones
de Rubisco, asi como de los extractos de los tratamientos. La recta patron se obtuvo
multiplicando el valor de la intensidad por el area de cada banda de concentracion
conocida. La cantidad de Rubisco en cada extracto se calculd interpolando en la recta
patrén el valor del area por la intensidad de cada banda y se expresé como porcentaje de
Rubisco con respecto a las proteinas solubles de la muestra.

Patrones ' Patrones e
Rubiscc Muestras Rubiscc
€<—> € > <—>;1
Rubisco # — o ' - e G G l
'. -

—eevew

Figura 16. Imagen escaneada de uno de los geles de electroforesis a partir del cual se
realizo la cuantificacion de la enzima Rubisco. En las calles 1, 2, 9 y 10 se inyectaron los
patrones de Rubisco de espinaca de mayor a menor (28, 14, 7 y 3.5 pug de Rubisco

respectivamente). Las calles centrales del gel se utilizaron para las muestras.

2.7.5.- Descripcion del método espectrofotométrico para el calculo de la actividad

Rubisco

La actividad Rubisco de los extractos se midié en 15 pl del sobrenadaBte de
scorpioidesy 25 ul del deC. caespitosaambos procedentes de la extraccion de
proteinas, a los que se les afiadi6 EB hasta 50 pul en ambos casos y se mantuvieron a
temperatura ambiente durante 15 minutos, para la activacion de la enzima. Mientras

tanto, en la cubeta de cuarzo del espectrofotometro se mezclaron los siguientes reactivos:

48



Material y Métodos

*730 pl de tampdn de ensayo (EME; 100mM EPPS-NaOH pH 8 + 20 mM MgCl
+1 mM Na-EDTA)

*20 ul de NADH (stock 10 mM, concentracion final 200 uM)

*40 pl de NaHCQ (stock 500 mM, concentracion final 20 mM)

*100 pl de ATP/Fosfocreatina (ATP/PPC; solucion madre 10/50 mM,
concentracion final 1/5 mM)

*20 pl de Céctel de enzimas (CE) detallado en el apartado 7.5.1.

*40 pl de Ribulosa Bisfosfato (RuBP; stock 25 mM, concentracion final 1 mM)

2.7.5.1.- Preparacion del céctel de enzimas

El coctel requerido (CE; Kubien et al. 2011) contuvo las enzimas detalladas en la
Tabla 3. Primero se mezclaron las enzimas disueltas en) ¥ (3-fosfoglicerato
kinasa y Triosa-P Isomerasa/Glicerol-3-P dehidrogenasa) y se centrifugaron a 10000 x g
y a 4°C durante 20 minutos. Después se disolvio el pellet en 1.2 mL de tampdn del céctel
de enzimas (EED; 50 mM EPP-NaOH; 1mM EDTA; 1 mM DTT). Tras esto, se
afadieron el resto de enzimas y se dializaron en tampon EED a 4°C durante 8-12 horas.
Tras este tiempo, se recogid el volumen dializado del interior de la membrana, se
centrifugd (en las condiciones indicadas anteriormente), se midié el volumen de
sobrenadante obtenido, y se afiadié glicerol en un 20% (v/v). Se prepararon pequefias
alicuotas (200 uL) y se almacenaron a - 80°C.

Tabla 3. Cantidad de enzimas requeridas para la elaboracion del coctel. Todas las
enzimas son de la marca comercial Sigma-Aldrich. El volumen final preparado fue de 1,6

mL, incluyendo un 20% (v/v) de glicerol.

Enzima Cédigo| Cantidad| *Umt
Creatina fosfokinasa C3755 | 6.348 mg 25
Anhidrasa carbénica C3934 8 mg >250
Gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa G2267 22 mg 25
3-fosfoglicerato kinasa P7634 0.34 mL 25
Triosa-P-Isomerasa/ Glicerol-3-P-Deshidrogenasa  G1881  1.5441 mL 200/20

*Unidades mL; correspondiente a 40 pl de céctel por cada mL de ensayo.
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Al cabo de 15 minutos de incubacion, se afadieron los 50 puL del extracto
activado (muestra diluida con EB a temperatura ambiente) a la cubeta del
espectrofotdmetro, se agitd durante unos segundos para mezclarlo con el resto de
reactivos e inmediatamente después se inicié la medida de absorbancia a 340 nm durante
400-500 segundos. De las graficas de variacion de absorbancia con respecto al tiempo, se
eligio una region lineal de descenso de la absorbancia y se calculé la tasa de descenso de
absorbancia en esa zona (A.sAsumiendo un coeficiente de extincién de 6.18 pmoles
mL™ para la oxidacién del NADH a 340 nm, la tasa de consumo de Ribulosa Bisfosfato

(RuBP) fue calculada mediante la siguiente formula:

(Ato—At1) Vol
6.18%4%(tg—t)

Uso de RuBP (Wswl) =

siendo “Vol” el volumen introducido en la cubeta del espectrofotometro (1 mL)y “t
“t,” el tiempo inicial y final respectivamente, y “A” la absorbancia en el tiempo elegido.

Por ultimo, el valor de uso de RuBP calculado, se utilizé para estimar la actividad
Rubisco de las muestras mediante la siguiente ecuacion:

umol
5) * EV (ul)

~ Peso de la muestra (gPF) * Vol. muestra (uL)

umol ) Uso de RuBP (

Vemax (
gpof *s

siendo “EV” el volumen en el que se extrajeron las proteinas.

2.8.- Medida de la tasa fotosintética y la actividad CAext en relacion con las
fluctuaciones ionicas del medio

2.8.1.- Medida de la tasa fotosintética v la actividad CA externa a distintas salinidades

Se tomaron muestras d& scorpioidesy C. caespitosa en el intermareal que
fueron inmediatamente transportadas al laboratorio y preaclimatadas a las mismas

condiciones de cultivo descritas anteriormente. Una vez aclimatadas a estas condiciones,
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0.8 g PF de alga por réplica (n=3-4) se incubaron durante 12h en agua de mar atrtificial
(ASW; Tabla 4) a distintas salinidades (10, 20, 25, 30, 36 y 45). Para alcanzar dichas
salinidades se diluyé ASW a salinidad 36 con agua destilada en el caso de las salinidades
mas bajas, y se afladié NaCl hasta conseguir la salinidad mas alta. En este caso no se tuvo

en cuenta la diferente osmolaridad de cada medio.

Tabla 4. Composicion del agua de mar artificial empleada en los experimentos de
salinidad.

Agua de mar artificial

NaCl 05M
KCI 0.01 M
CaCbh * 2 H,O 0.01 M
MgCl, * 6 H,0O 7 mM
MgSO, 0.03 M
NaHCG; 2.5 mM

De cada uno de los tratamientos se midio la tasa de fotosintesis por evolucion de
0, a una irradiancia de 230 pmoles de foton&ssm como se detalla en el apartado 4.1.
“Medida de fotosintesis por desprendimiento dé @demas se estimé la ACAext (REA
g' PF) a cada una de las salinidades por el método potenciométrico, descrito en el

apartado 5.1. “Ensayos de la Actividad Anhidrasa Carbodnica Externa (ACAext)”.

2.8.2.- Medida de la tasa fotosintética y la actividad CAext en medio con distinta carga

idnica

El efecto de la salinidad y osmolaridad se relacion6 con la posible presencia de
canales de incorporacion de Ci dependientes de iones en las especies estuaricas del
presente estudio. Las algas, previamente aclimatadas como se indica en apartados
anteriores, fueron incubadas durante 12 horas en cilindros de plexiglas, a 15°C de
temperatura, a una irradiancia de 230 pmoles de fotofes'nBe proporcioné ademas
agitacion constante mediante burbujeo de aire a un flujo de 1t s incubaciones
se hicieron en tres condiciones de salinidad diferentes: 20, 36 y 45, como se observa en la
figura 17. Para ello se prepar6 ASW a una salinidad de 36, segun la receta de la tabla 4, y

se diluy6 con agua destilada y se afiadid NaCl para alcanzar las salinidades de 20 y 45,
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respectivamente. A cada una de estas tres salinidades le corresponde una osmolaridad de
0.6, 1.1 y 1.5 Osmol K que se midié con un osmémetro crioscépico (Osmomat 030,

Gonotec GmbH).

Salinidad 20

NaCl
Osmolaridad 0.6 2

Sorbitol
Osmolaridad 0.6 1.1 1.5 Cloru.ro

de colina

Figura 17. Esquema de los cultivos con distintos tratamientos (NaCl, Sorbitol y Cloruro
de colina) y a la osmolaridad correspondiente a las salinidades 20, 36 y 45 utilizados para
medir su tasa fotosintética como evolucion dee@ncorporacion de Ci y para estimar su
ACAext.

Ademas, se utilizo sorbitol, un polialcohol que se encuentra de forma natural en
las algas rojas, para simular las osmolaridades correspondientes a cada una de las

salinidades ensayadas, eliminando los ionéy Gla” del medio. Para la preparacion de
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este medio se utilizo la receta detallada en la Tabla 5, que corresponde aproximadamente
a un 1 Osmol K4 Se diluyé con agua destilada y se afiadié sorbitol para conseguir las
osmolaridades de 0.6, 1.1 y 1.5 Osmol‘kdor Ultimo, se usé cloruro de colina,
compuesto organico inocuo para las plantas que posee el anyoastd desprovisto del

cation Nd&, con el que también se ajustd la osmolaridad a los valores dados por las
distintas salinidades. En este caso, el medio de ensayo fue el descrito en la Tabla 6,
consiguiendo una osmolaridad de 1.1 Osmdl. Kgfiadiendo agua destilada se alcanzé la
osmolaridad de 0.6 Osmol kgmientras que la osmolaridad de 1.5 Osmol lsg
consiguio afladiendo cloruro de colina hasta alcanzar una concentracion de 0.75 M y en
este caso hubo que afiadir una pequefa cantidad de sorbitol para alcanzar la osmolaridad

deseada sin aumentar la concentracion de iones ClI

Tabla 5. Composicion del agua de mar con sorbitol empleada en los experimentos a
osmolaridad constante en ausencia de ionésy/ 4.

Medio con Sorbitol

Sorbitol 0.8 M
KoSOy 0.01 M
CaSQ * 2H,0 0.01 M
MgSOy, 0.037 M
KHCO3 2.5 mM

Una vez incubadas las algas a las distintas condiciones de salinidad y/o
osmolaridad, de cada cilindro se tomaron: 0.08 g PF por réplica (n=4) para el analisis de
la ACAext por el método potenciométrico descrito anteriormente. Por otra parte, se
utilizaron 0.015-0.020 g PF por réplica (n=3) para la medida de la tasa de fotosintesis
como evolucion de ©en las camaras Hansatech, utilizandose para ello 1.5 mL del
mismo medio en el que se habia incubado el alga en cada medida. Por ultimo, se
utilizaron 0.30 g PF por réplica (n=3) para la medida de la tasa de fotosintesis como
incorporacion de Ci utilizando un IRGA en modo abierto, usandose en este caso se

utilizaron 30 mL del mismo medio en el que se habia incubado cada réplica.
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Tabla 6. Composicion del agua de mar con cloruro de colina empleada en los

experimentos a osmolaridad constante en ausencia de iohes Na

Medio con Cloruro de colina

Cloruro de colina 0.5M
KCI 0.01 M
CasQ * 2H,0 0.01 M
MgCI2 * 6 H,0O 7 mM
MgSOy, 0.03 M
KHCO; 2.5 mM

2.9.- Tratamiento estadistico de los datos

Todos los valores se presentan como la media de entre 3 y 4 medidas obtenidas de
muestras independientes. Las medias se presentan junto con la desviacion estandar (SD).
Para comparar las medias de los distintos inhibidores y ambas especies, se usaron

ANOVAs de dos vias seguidos por un test a posteriori (Student- Newman- Keuls, SNK).

Se empleé un ANOVA de medidas repetidas de dos vias para los experimentos
realizados en el IRGA con los distintos inhibidores. Para el analisis de la concentracion
de Rubisco se realiz6 un ANOVA de dos vias y un test a posteriori (SNK). En los
experimentos de salinidad se utilizaron ANOVAs de dos vias para las medidas de
ACAext y fotosintesis a distintas salinidades y de tres vias para las medidas de ACAexty
tasa de fotosintesis y respiracion a tres osmolaridades utilizando sorbitol y cloruro de

colina.

Todas las pruebas y procedimientos estadisticos usados han sido descritos por
Sokal y Rohlf (1995). Para todo ello se utiliz6 el programa estadistico Sigmaplot 11
(Systat Softwarénc., Chicago, lllinois, USA). El nivel de significacion considerado fue

a = 0.05.
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Resultados

3.1.- Caracteristicas generales de la zona de muestreo

Las caracteristicas climaticas del estuario del rio Palmones, con precipitaciones
medias y suaves temperaturas en invierno y escasas lluvias y temperaturas maximas
superiores a 30°C en verano, son, si ho Unicas, particulares. Es ademas un estuario
mediterrdneo con mareas apreciables, con notable influencia atlantica en sus elementos y
comunidades naturales. Dichas caracteristicas facilitan la presencia de algas atlanticas en
esta region biogeografica, conBo scorpioidesy C. caespitosa, que estan adaptadas a
vivir bajo régimen mareal y a soportar amplios rangos de salinidad, como consecuencia
de la fuerte evaporacion y consiguiente concentracion de sales en la superficie de sus
talos, y supuestamente de pH al mezclarse @@osférico en el agua basica que
contiene principalmente bicarbonatos. Estos cambios tienen un componente regular y
predictible relacionado con el ritmo mareal, y otro aleatorio en relacién con escalas de

espacio y de tiempo menores que las que pautan las mareas.

Dichas condiciones influiran en las funciones vitales, al menos en la fotosintesis y
en los mecanismos de incorporacion de carbono de las especies objeto de estudio, como
se refleja en los resultados que se presentan a continuacion, y que consisten en medir la
fotosintesis directamente como emisién dge yOcomo incorporacion de Ci, o bien
indirectamente a través de la actividad de las enzimas que incorporan sus sustratos
potenciales, o de modo aun mas indirecto, a través de las variaciones de pH del medio,

que informan sobre las especies de Ci que utilizan.

3.2.- Actividad Anhidrasa Carbonica en B. scorpioidesy C. caespitosa

En la tabla 7 se recogen los valores de ACAext y ACAtotdl.estorpioidesy C.
caespitosa. La ACAext, determinada usando talos intactos de las dos especies, vario
significativamente a lo largo de las medidas realizadas en distintos meses durante dos
afios. Se diferenciaron claramente dos rangos de valores, obtenidos como promedio de
alrededor de 20 medidas para cada uno de los rangos, que no guardaron correspondencia
con la época del afio o la temperatura (datos no mostrados). No se tratd, por tanto, de una
variacion estacional de la ACAext, pero se observo que en todas las medidas realizadas,
la ACAext deB. scorpioidedue mayor que la d€. caespitosa. Mientras que en algunos
de los muestreos las medidas de ACAext alcanzaron valores de 29.43 + 8.26 REA g

57



Resultados

en B. scorpioidesy 9.31 + 2.91 REA § PF enC. caespitosa, en otras ocasiones, dicha
actividad enzimatica fue significativamente menor, de 8.82 + 2.08 RERFgenB.
scorpioidesy 1.65 + 0.48 REA § PF enC. caespitosa. Sin embargo, no se dieron
diferencias en la ACAtotal, con valores cercanos en ambos casos a 200" REAapn

lo que casi toda la ACA de ambas especies se localiza en el interior celular.

Tabla 7. Valores de Actividad Anhidrasa Carbonica Externa y Total (REAE) enB.
scorpiodesy C. caespitosa. Los asteriscos indican las diferencias significativas entre

ambas especies.

Actividad CAext Actividad CAtotal
(REA g*PF) (REA g PF)

B. scorpioides | 29.43 +8.26*| 8.82 + 2.08*% 197.88 + 26.83

Especie

C. caespitosa | 9.31+2.91* 1.65 +0.48* 190.81 £9.76

3.3.- Efecto de la adicién de concentraciones crecientes de varios inhibidores sobre

la fotosintesis y la ACA

Se utilizaron concentraciones crecientes de inhibidores especificos de distintos
procesos sobre la tasa fotosintética medida como evoluciop yledbre la ACAext. Asi
se obtuvo la minima concentracion de cada inhibidor a la que se daba la mayor inhibiciéon

de cada variable para ambas especies.

Dicha concentracion se utilizdé posteriormente para estudiar el efecto de dichos
inhibidores sobre la medida directa de tasa de fotosintesis como incorporacion de Ci y

también sobre la ACAtotal.
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3.3.1.- Efecto de la adicién de concentraciones crecientes de varios inhibidores sobre la

fotosintesis, como evolucion de O

3.3.1.1.-Efecto de la inhibicién de la CA

Como se observa en las figuras 18 y 19 (a, b y ¢), en la mayoria de los casos, la
adicion de distintas concentraciones de inhibidores especificos de la ACAext (AZ y DBS)
y total (EZ), inhibié solo parcialmente la actividad fotosintéticaBBdscorpioidesy C.

caespitosa.

Tras el tratamiento con AZ, se observé que la inhibicibn maxima alcanzada en la
tasa fotosintética con respecto al control fue del 51.01 + 4.36BosmorpioidegFigura
18a) y del 59.92 + 1.91 % e€. caespitosa(Figura 19a). Ambos valores fueron
significativamente distintos entre si y se alcanzaron a una concentracion final de AZ 100
uM.

La adicion de DBS supuso una disminucién de la tasa fotosintétida. en
scorpioides en este caso de un 30.94 + 9.16 % (Figura 18b), siendo este porcentaje
significativamente menor que en el caso de AZ. Por el contrario, el efecto observado tras
la aplicacion de DBS eR. caespitosa (Figura 19b) no fue la inhibicién de la tasa

fotosintética sino la estimulacién de ésta en un porcentaje elevado (71.71 £ 8.53 %).

La adicién de EZ, que afecta tanto a la AC externa como a la interna por ser la
membrana plasmatica ciertamente permeable a esta sustancia, redujo significativa aunque
no totalmente la actividad fotosintética de ambas especies. En este caso, al igual que para
AZ, fueron necesarios 100M de EZ para alcanzar la maxima inhibicion, siendta é
sélo del 63.22 + 2.19 % eB. scorpioides(Figura 18c) y del 68.51 + 8.13 % &h
caespitosa (Figura 19c) con respecto al control. El efecto producido por dicho inhibidor
sobre la tasa fotosintética como evolucion de €h ambas especies no fue

significativamente distinto.
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3.3.1.2.- Efecto de la inhibicion de los mecanismos de incorporacion dg €O

simporte con Na

Los efectos de la MON sobre la evolucion de fotosintético han sido
representados en las figuras 18d y 19d. Se observé que el inhibidor de los canales en los
que existe simporte HGONa' tiene un efecto negativo sobre la TFN en ambas especies.

El méximo porcentaje de inhibicion que presentan se alcanza a una concentracion final de
100 mM de MON, siendo este porcentaje significativamente may®. excorpioides

(99.23 £ 1.10 %) que €@. caespitos#74.20 + 9.21 %). Cabe destacar, sin embargo, que

a bajas concentraciones de este inhibidor, se observo un ligero, aunque no significativo,
incremento de la tasa fotosintética, que comenzd a verse inhibida solamente a partir de

0.03 mM, coincidiendo esta concentracién inhibitoria en ambas especies.

3.3.1.3.-Efectos de la inhibicion de los canales anidnicos

Los resultados obtenidos con la adicion de DIDS indican que ninguna de las dos
especies posee canales anidnicos o que son muy poco activos, porque la inhibicion de la
fotosintesis fue muy baja, del 9.28 + 1.17 % Renscorpioides(Figura 18e). ErC.
caespitosa (Figura 19e) el efecto del inhibidor sobre la tasa fotosintética no mostro

tendencias claras aunque si se observé un incremento de la evolucion de O

3.3.1.4.-Efecto de la inhibicién de la bomba deATPasa tipo P

El VAN actta de forma especifica sobre la bombaAfPasa tipo P. Tanto en la
figura 18e como en la figura 19e se observa un incremento de la fotosintesis de ambas
especies tras la adicion de Vanadato. Los porcentajes de este aumento en el
desprendimiento de {scilaron entre 0.51 + 1.83 % y 13.82 + 0.96 %Bescorpioides
y entre 14.75 + 4.16 % y 39.18 + 4.83 %@ncaespitosa, siendo dicho incremento de la

fotosintesis significativamente mayor en el caso de B. scorpioides
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Inhibicion de la fotosintesis (%)
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Figura 18. Porcentaje de inhibicion de la tasa de fotosintesis (evolucion)den®.

scorpioides con respecto al control, con concentraciones crecientes de inhibidores

especificos de la enzima CAext (AZ; a y DBS; b), de la CAtotal (EZ; c), de los canales

por los que el HC® entra en simporte con NgMON; d), de los canales aniénicos

(DIDS; e) y de la bombaHATPasa tipo P (VAN; f). Las barras verticales representan la

desviacién estandar (n=4).
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Inhibicién de la fotosintesis (%)

Figura 19. Porcentaje de inhibicion de la tasa de fotosintesis (evolucién)den.
caespitosacon respecto al control, frente a concentraciones crecientes de inhibidores
especificos de la enzima CAext (AZ; a y DBS; b), de la CAtotal (EZ; c), de los canales
por los que el HC® entra en simporte con NgMON; d) de los canales anionicos
(DIDS; e) y de la bomba™ATPasa tipo P (VAN; f). Las barras verticales representan la
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3.3.2.- Efecto de la adicién de concentraciones crecientes de varios inhibidores sobre la

actividad anhidrasa carbdnica externa (ACAext)

3.3.2.1.- Efecto de los inhibidores de la ACAs

La inhibicion directa de la incorporacién de Ci usando inhibidores de las ACAs
por AZ, DBS y EZ fue parcial (Figuras 20 y 21 a, b). Con AZ, se observaron respuestas
significativamente distintas €. scorpioidesy enC. caespitosa. La maxima inhibicion
fue de un 73.01 £ 28.98 % @&n scorpioidesy sé6lo un 18.28 + 30.28 % &h caespitosa.
Ambos valores se alcanzaron a una concentracion de 0.8 mM de AZ, es decir, con la
maxima ensayada. Por otro lado, el uso de DBS supuso, al igual que con AZ, una mayor
inhibicion de la ACAext eB. scorpioidesque enC. caespitosakEn esta Ultima, solo se
consiguio una inhibicidn significativa a una concentracion de DBS de 0.2 mM (39.57 +
4.17 %), mientras que a mayores concentraciones se dio un aumento de la ACBext. En
scorpioides la maxima inhibicion se alcanz6 a una concentracion de DBS de 0.4 mM y
con un porcentaje del 64.12 + 3.12 % (Figura 20b). En cuanto al efecto de EZ sobre la
ACAext, los valores de inhibicion no fueron significativamente distintos en ambas
especies. Los porcentajes maximos alcanzados fueron 71.67 + 9.08.%cenpioides/

52.81 + 26.18 % ef. caespitosa (Figura 20c y 218&)icha inhibicién se logré con una
concentracion de 5@M del inhibidor. La inhibicion méxima inducida porZEue
superior a la observada para AZ en el cas&deaespitosa, lo cual confirma que la
fraccion interna de la CA tiene un papel importante en esta especie. En resumen, la
inhibicion de las actividades enzimaticas CA por sus inhibidores especificos no fue
regular y siguié pautas que no permiten una descripcion de su efecto de modo general.

3.3.2.2.- Efecto del inhibidor de la incorporacion de HCéh simporte con Na

En las figuras 20d y 21d, se muestran las cinéticas de ACAext con MON. Los
resultados de su efecto sobre la ACAext obtenidos PBarscorpioidesmuestran que
dicha actividad aumentd en presencia de la MON. Por el contrari®, emespitosa la
ACAext alcanzé un porcentaje maximo de inhibicion del 52.34 + 24.13 % para una
concentracion de 300Mrde MON.
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3.3.2.3.- Efecto del inhibidor de los canales aniénicos

El inhibidor DIDS, a diferencia de lo que ocurria con su efecto sobre la tasa de
fotosintesis por evolucién de,produjo una reduccion de la ACAext Bnscorpioides
de un 70.13 £ 18.1% a una concentracion de 1 mM (Figura 20e), mientras Que en

caespitosa la ACAext no se vio afectada por dicho inhibidor (Figura 21e).

3.3.2.4.-Efecto del inhibidor de la bomba deATPasa

Por su elevado tamafio la molécula de Ortovanadato sodico penetra con dificultad
en la célula, lo que produce resultados variables tras su aplicacion en los distintos
individuos utilizados, de ahi la elevada varianza de los valores de porcentaje de
inhibicion (especialmente eB. scorpioides El efecto de dicho compuesto sobre la
ACAext fue muy irregular, mientras que a algunas de las concentraciones ensayadas
(0.05 y 0.2 mM) se obtuvo un incremento de la fotosintesis, en otras (0.1 y 0.5 mM) su
efecto fue practicamente nulo, repitiéndose este patrén en ambas especies (Figuras 20f y
211).
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scorpioidesen presencia de concentraciones crecientes de inhibidores especificos de la

enzima CAext (AZ; a y DBS; b), de la CAtotal (EZ; c), de los canales por los que el
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3.3.3.- Efecto de los inhibidores sobre la actividad ACAtotal

Se utilizo la concentracién de mayor inhibicién segun las cinéticas de la ACAext
para estudiar el efecto de cada inhibidor sobre la ACAtotal BEscorpioidesse
observaron los mayores porcentajes de inhibicion de la ACAtotal con respecto al control
al incubar las algas con AZ (88.2 = 4.27 %) y EZ (78.24 + 3.43 %). Estos valores fueron
significativamente mayores que los observados con DBS, MON y DIDS, los cuales
disminuyeron la ACAtotal solamente en un 20% (27.26 = 9.61 %, 20.41 + 2.65 % y
18.97 £ 13.24 %, respectivamente; Figura 22).
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Figura 22. Porcentaje de inhibicion de la ACAtotal (REA §F) con respecto al control
en ambas especies. Los valores son medias de entre 4 y 5 réplicas + SD. Las diferencias
significativas entre inhibidores estan expresadas mediante letras, y mediante un asterisco
(*) se han indicado las diferencias significativas entre ambas especies. Ademéas se ha

utilizado un simbolo (+) para sefialar aquellos casos en los que no existen diferencias con

el control.

Los resultados e@. caespitosa muestran al igual queBerscorpioidesel mayor
tanto por ciento de inhibicidon debido a AZ (100.41 + 1.24 %) y EZ (95.75 £ 2.76 %), lo

que supone una inhibicion completa de la ACAtotal en esta especie. Por otro lado, el uso
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de DBS produjo una inhibicién significativamente menor y parcial de esta actividad, con
valores de 47.08 = 5.89 %. El efecto observado en MON y DIDS fue muy inferior, 0.97 +
10.69 % y 10.81 = 20.02 %, respectivamente, no siendo esta actividad significativamente
diferente del control. Por el contrario, el VAN presentd de nuevo una respuesta
inespecifica y distinta al resto de compuestos en ambas especies, con un incremento de la
ACAtotal de un 33.64 £ 12.14 % dB. scorpioidesy del 26.38 £ 19.54 % eR.

caespitosa.

En cuanto a las diferencias entre ambas especies, la inhibicion con DBS y EZ fue
significativamente mayor e@. caespitosa que d scorpioidesmientras que con MON
se encontrd lo contrario, siendo la inhibicion €n caespitosa casi nula. No se

encontraron diferencias significativas entre ambas especies para el resto de tratamientos.

3.3.4.- Efecto de los inhibidores sobre la tasa de fotosintesis como intercambio de Ci

El porcentaje de inhibicidon de la incorporacion dér&3 la adicion de inhibidores
especificos de los canales de incorporacion del mismo se muestra en la figura 23. En
ambas especies, AZ, EZ y DBS tuvieron un efecto significativo sobre la incorporacion de
CO,, mientras que no se observé ningun efecto significativo al adicionar MON, DIDS y
VAN. En concreto, la incorporacion de Ci disminuyé alrededor de un 80% con el uso de
inhibidores de la ACAext y/o total (AZ y EZ) dB. scorpioides En C. caespitosa la
mayor inhibicion se observé al afiadir AZ, con un 80.1 + 7.7 %, no siendo
significativamente diferente del obtenido con EZ (72.5 + 3.3 %). El DBS supuso una
disminucién del 65.5 £ 1.2 %, valor significativamente inferior al obtenido por AZ a
pesar de que ambas sustancias bloquean especificamente la ACAext, que como ya se
describié anteriormente es muy baja para esta especie. No se observaron, sin embargo,
diferencias significativas entre ambas especies.
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3.4.- Inorganic Carbon Uptake

3.4.1.- P-C curves

The response of photosynthesis to increasing Ci concentrati@sstorpioides
andC. caespitosa is shown in figure 24. Photosynthesis saturation was not achieved at an
inorganic Ci concentration of 2.1 mM, the expected natural concentration in natural
seawater at pH 8.1, in any of the two species. The saturation was reached at 4 mM, the

highest Ci concentration tested, which is twice the natural seawater concentration.

P-C curve

60
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NPR(umol O. g'FW hHY)
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’gL \ \ \ \
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Ci concentrationyM)

Figure 24. Response of photosynthesis to increasing inorganic carbon concentr8tion in
scorpioidesand C. caespitosa. Curves were fitted to the Michaelis—Menten model.
Photosynthetic conductance for Ci angl Were obtained from the model. The vertical

line indicates the theoretical NSW Ci concentration (2.1-2.2 mM).

The maximum net photosynthetic rate (NRRR reached was not significantly
different between both species (t-test; P > 0.05; Table 8). Likewise, no differences were
found among the K averages (Table 8) since a very high variability was observed,
especially forB. scorpioidesThe photosynthetic conductance)(fpr Ci obtained foB.

scorpioideswas higher than foCC. caespitosa. However, no significantly differences
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were observed among conductances fog,@@ich values were higher than those for Ci
(Table 8).

In short, the photosynthetic response to Ci was very similar in both species, with
the only difference found in the conductance for Ci.

Table 8. Maximum net photosynthetic rate, half-saturation point for inorganic carbon
(Ci) and photosynthetic conductance for Ci and, G@ained from the P-C curves. Data
are means of 3 independent replicates + SD. Values of conductances ardstefiscs

refer to differences between both species.

NPRmax Koo
Species (Lmol O, uml\(/lc)l) g Ci(msh g, CO(msH
gt FW h™ (

C.caespitosa| 36.32£120  759.9+70.8  0.68+0.05*  111.09+9.29

3.4.2.- pH and alkalinity

The evolution of pH and alkalinity of the medium wh&escorpioidesandC.
caespitosa were measured. An expected increase of the pH in the NSW was recorded as a
consequence of the algal photosynthesis in all the experiments. Alkalinity in the NSW
remained stable throughout the assay with similar values in both species (2.30 + 0.07
mmol L'} n=6; P>0.05).

3.4.3.- pH compensation point calculated from pH-drift experiments

Three variables are plotted in figure 25: (a) NPR recorded as oxygen evolution
calculated every two minutes from every second measurements; (b) pH values from the
incubation medium measured every second and (c) NPR asiii&ke, calculated from
pH data.
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An initial increase was observed in the NPR reaching the highest values along the
experiment of 53.74 + 12.29 pmols @* FW H* for B. scorpioidesand 32.61 + 5.44
umols Q g FW h' for C. caespitosa. These averaged values are in agreement with those
obtained previously in the P-C curves, but in this case they were significantly hidgher in
scorpioidesthan in C. caespitosa. After the maximum NPR value was achieved, it
progressively decreased to zero in about 7 hourdBBfoscorpioidesand faster inC.
caespitosa (in about 4 hours).

In relation to the initial pH of 8.1, the increase of pH was fast&: scorpioides
in agreement to a higher NPRJJJOMoreover, the final pH achieved by this two species
was significantly higher irB. scorpioidesthan inC. caespitosa. This final pH values,
reached after about 12 hours in a closed system, were considered to be the pH
compensation points since they remained in steady state for one hour. The pH
compensation points fd8. scorpioidesandC. caespitosa were 9.03 + 0.03 and 8.91 *
0.01, respectively. Although it could have been considered that the pH compensation
point was reached when the NPR was zero, from 5 to 10 houB f&worpioidesand
from 1 to 3 hours irC. caespitosa, the pH continued increasing for 12 hours until a

constant value was achieved (Figure 25).

CO, uptake rates were significantly lower than €yolution rates during all the
experiments. The higher values were achieved during the first 40 minutes of the
experiments for both species and then they decreased down to values near zero.

Therefore, the net gas exchange in the final phase of the experiment was zero (Figure 25).
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Figure 25. Changes in the pH and net photosynthetic rate (NPR) egolition and C®

uptake along 12 hours in the NSW incubated wBibstrychia scorpioidega) and
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3.4.3.1.- Photosynthetic quotient (PQ)

The photosynthetic quotient, calculated from the first two minutes of NPR of the
pH-drift measurements, is presented in table 9. It was assumed that the pH of the water
where the algae were incubated remained stable for this time. NPR values presented in
table 9 showed differences between the measureévOlution and the COuptake
calculations being the Levolution significantly higherR<0.05) than the corresponding
calculated CQ@ ones. From the mentioned values of initial NPRs, PQ was calculated

showing no significantly differences between both species (P>0.05).

Table 9. Initial NPR (net photosynthetic raggtimated as £evolution and also as GO

uptake (first two minutes), from the pH-drift experiments, and photosynthetic quotient
(PQ) in B. scorpioidesand C. caespitosa. Data were calculated as mean values of 3
replicates £ SD. Values of NPRs with different letter are significantly different for each

species. Asterisks refer to differences between both species.

_ O evolution rate Calc CO,uptake rate
Species 4 4 1 4 PQ
(umol O, g" FW h™)  (umol CO,g~ FW h™)
B. scorpioides 35.15 + 3.29* 5.06 + 0.94> 0.14 £0.04
C. caespitosa 18.59 + 4.48* 2.82 +1.33* 0.17 £0.09

3.4.3.2.- Changes in Ci species concentration along the pH-drift experiment

As it is showed in figure 26, the most abundant Ci form along the whole
experiment was HCOsince the range of pH at which it was performed was 8.14 - 9.03
for B. scorpioidesand 8.14 - 8.91 fo€. caespitosa. As time passed by, the pH in the
water increased due to the photosynthetic activity and thesHs&@centration gradually
decreased, due to HGQuptake and/or spontaneous dehydration of this Ci form. After
almost 12 hours of incubation, initial values of 1850 uM HGQfiminished to 756.4 +
30.1 uM inB. scorpioidesvhich corresponds to a 59.3 % of the HC@ecrease and to
910.5 + 9.24 uM irC. caespitosa which means a 51 % reduction. This final #&Mue

is considered the HGOcompensation point and was significantly lower in B. scorpioides
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than inC. caespitosa. To discern whether the Ci uptake was due to the plant activity or to
the HCQ spontaneous dehydration (Hg8pD), this rate of HC&SpD was calculated.

No significantly differences were observed between the HE€ahcentrations calculated
from pH-drift and those corresponding to the HEPD. Therefore, the disappearance of
HCGQO; in the incubation medium was not caused by the photosynthetic activity of algae,

but by the chemical process.

The CQ concentration drastically decreased in the first 100 minutes of the
experiment, where the pH increased reaching values around 8.6 (Figure 25Figure 25).
Whilst both CQ and HCQ decreased along the experiment, thesX@®ncentration
increased. The initial value of GO was 200.3 pM and it progressively increased to
637.5 £ 11.5 uM foB. scorpioidesbeing significantly higher than the value of 582.9 +
3.6 1M obtained fo€. caespitosa.

Moreover, from the pH-drift data, the GOompensation point was calculated. A
significantly lower CQ compensation point was performed By scorpioides(0.56 *
0.04 umol ) than forC. caespitosa (0.98 + 0.14 pmol'), as shown in table 10.
Values of CQ compensation point measured by the IRGA given in able 4 will be

described and compared to the calculated ones further on.

Table 10.CO, compensation points (GQp: calculated from the pH-drift experiment

and from the IRGA experiment. Data are mean of 3 replicates + SD.

. Calculated CO; cp IRGA CO5cp
Species
(umol L™ (umol L™
B. scorpioides 0.56 £ 0.04 6.47 £0.79
C. caespitosa 0.98+0.14 8.95 + 0.55
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Figure 26. Change in the concentration of the different Ci forms along the pH- drift
experiments. Data have been calculated from pH, alkalinity, salinity and temperature by
means of the computer program £@stem. The HC® drift (black line) has also been

calculated using the spontaneous dehydration rate at each pH (Johnson 1982).
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3.4.4.- CQ-drift experiments

Figure 27 represents G@epletion values from the G@lrift experiments. These
data were obtained from incubations of algae in buffered NSW in an IRGA closed
system. Regarding these results (Figure 27), a decrease in theof&2ntration in the
water was observed for both species. The higher decrease was performed during the first
2 hours with no significantly differences betwedgnscorpioidesandC. caespitosa. The
initial NPR values, calculated from the first two minutes of measurements where the pH
is assumed to be stable, were 1.99 + @l CO, g* FW h' in B. scorpioidesand 1.65
+ 1.32pmol CO, g* FW H' in C. caespitosa. The drop in the €@ncentration became
less pronounced especially after 3 hours and the @&ues happened to be almost
constant from 8 to 11 hours. Although the decrease of W& less important i€.
caespitosa, it was not significantly different froB. scorpioides The final CQ
concentrations in seawater after 11 hours of experiments, when thedi@s were
stable, weré.47 + 0.79or B. scorpioidessignificantly lower than the value 8f95 + 0.55

observed in C. caespitosa (Figure 27).
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Figure 27.CO, depletion in the incubation medium for about 11 hour8.iscorpioides
(a) and C. caespitosa (b). Values are mean of 3 replicates = SD.

77



Resultados

The CQ compensation points calculated from the pH-drift experiments were one
order of magnitude lower than those recorded by the IRGA (Table 10), about 12 and 9
times lower inB. scorpioidesand inC. caespitosa, respectively. On the other hand, the
IRGA results show that the GGcompensation point was significantly lower fBr
scorpioidesthan forC. caespitosa (Table 10). The results indicate that about 48 % of the
initial CO, was taken up bf. scorpioidesand only 24 % byC. caespitosafter 11 hours.
Furthermore, the COcompensation point was achieved about 3 hours befor@. in

caespitosa than in B. scorpioides.

3.4.5.- Ci uptake rate in emersion

Ci uptake rates measured in airBnscorpioidesandC. caespitosavere 13.25 *
3.86 pmol CQ@ g* PF h' and 19.56 + 2.94 pmol GOg* PF h!, respectively. No

significantly differences were found between the two values.

3.4.6.- Carbon Isotopic Discrimination

Both species presented highly negatviC values with an average of -32.23 +
2.06%0 for B. scorpioidesand -32.88 + 1.98%. foIC. caespitosa, which were not

significantly different.
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3.5.- Efecto de los inhibidores de transporte de HC{€ sobre la concentracion y

actividad de la enzima Rubisco

3.5.1.- Variaciéon en la concentracion de la enzima Rubisco

En la figura 28 se muestra la concentracion de Rubisco expresada como
porcentaje respecto a la proteina solubleBencorpioidesy C. caespitosa en muestras
tomadas directamente del campo, tras su aclimatacion durante 48 horas en el laboratorio
(control) y tras su incubacidn durante 2 horas con distintos inhibidores de la
incorporacion de HC@ El contenido en Rubisco con respecto a las proteinas solubles en
B. scorpioidesen las muestras de campo fue de 11.42 + 0.93% y en el control en la
misma especie fue de 9.48 + 0.74%, ambos valores no fueron significativamente distintos
entre si. Tampoco se observaron diferencias entre las muestras de campo y el control de
C. caespitosa, con valores de 19.72 + 5.27% y 22.87 + 7.60%, respectivamente. Estos
porcentajes fueron significativamente superiores llegando a ser casi el dofdle en
caespitosa que erB. scorpioides tanto en los controles como en los distintos
tratamientos. Con respecto a esta Ultima especie, la menor concentracion de Rubisco se
alcanzo al inhibir la ACAext, mientras que se observd un maximo tras la incubacion con
MON. Sdlo se observaron diferencias significativas entre estos dos inhibidores, mientras
qgue los controles y el resto de tratamientos fueron similares entre si. Al contrario que en
B. scorpioides en C. caespitosa el mayor porcentaje de Rubisco se obtuvo en el
tratamiento con AZ, significativamente superior al resto de tratamientos, y siendo éste
casi cuatro veces mayor €n caespitosa que db. scorpioideson el mismo inhibidor.

Por otro lado, el minimo valor de concentracion de Rubisco estuvo en torno al 20% en las
muestras de campo y cuando se trataba el alga con DBS. El resto de inhibidores y el
control dieron valores que oscilaron alrededor del 25-30% de Rubisco con respecto a

proteinas solubles (Figura 28).
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Figura 28. Concentracion de la enzima Rubisco, expresada como porcentaje respecto a la
proteina soluble, erB. scorpioidesy C. caespitosa en el campo (CC) y tras su
aclimatacion durante 48 horas en el laboratorio (C), asi como después de su incubacion
con distintos inhibidores (AZ, DBS, EZ y MON). Los valores son medias de tres réplicas

+ SD. Las diferencias significativas entre distintos tratamientos dentro de una misma
especie se indican con letras, mientras que las diferencias entre especies se sefialan con

un asterisco (*).

3.5.2.- Variacién en la actividad de la enzima Rubisco

Los resultados que se presentan a continuacion (Figura 29) muestran la actividad
de la enzima Rubisco expresada coma./mol CG g* prot sols?). Los valores de
actividad Rubisco encontrados en muestras recién tomadas del campo fueron 283.9 +
97.6 nmol CQ g* prot sol & enB. scorpioides/ 1118.0 + 665.3 nmol CQy™ prot sol &

! en C. caespitosa, siendo estos valores de..¥significativamente menores b
scorpioides que en C. caespitosa. No se observaron, sin embargo diferencias
significativas en la actividad dé. caespitosaon los distintos tratamientos ni con los
controles de campo o tras la aclimatacion en laboratorio. Los valores medios de actividad
en C. caespitosa oscilaron entre 1000 + 66 nmok @®prot sols* encontrado en el
tratamiento con AZ y 1595 + 1125 nmol €@" prot sols* observado con EZ. Por el
contrario, enB. scorpioidesse presentaron algunas diferencias entre tratamientos. Se

observé un minimo de actividad en el control tras la aclimatacion en el laboratorio, que,
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aungue no fue significativamente distinto del control del campo, si fue menor que los
valores maximos observados tras las incubaciones con DBS y MON. El resto de
tratamientos no presentaron diferencias significativas entre si. Los valores medios de
actividad Rubisco eB. scorpioidesscilaron entre 114 + 28 nmol G@* prot sols™ del
control en laboratorio y 454 + 151 nmol €@ prot sols* obtenidos con MON,

observandose por tanto una estimulacion de la actividad enzimatica con dicho inhibidor.
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Figura 29. Actividad de la enzima Rubisco expresada como nmol depG8Ogramo de
proteina soluble y unidad de tiempo (segundosB.escorpioidesy C. caespitosa en el
campo (CC) y tras su aclimatacion durante 48 horas en el laboratorio (C), asi como
después de su incubacion con distintos inhibidores (AZ, DBS, EZ y MON). Los valores
son medias de tres réplicas £+ SD. Las letras muestran las diferencias entre los
tratamientos dentro de una misma especie. Mediante asteriscos (*) se indican las

diferencias significativas entre las ambas especies.
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3.6.- Respuesta fotosintética a la salinidad

Se pretende determinar el papel i6nico del sodio y de la osmolaridad en la
respuesta fotosintética como desprendimiento dee Gncorporacion de Ci y en la
ACAext. Cabe destacar que a cada salinidad ensayada le corresponde un valor de
osmolaridad, y que, por lo tanto, las diferencias encontradas entre los distintos
tratamientos en las dos especies en estudio puede deberse tanto a la concentracién en
sales como a la osmolaridad. En este apartado también se incluyen los resultados
correspondientes a los experimentos relacionados con la influencia delobla la
fotosintesis y la ACAext, manteniendo la osmolaridad dentro de cada grupo de
tratamientos correspondiente a una salinidad y diferenciandose asi el efecto salino del

osmotico.

3.6.1.- Efecto de distintas salinidades y osmolaridades sobre la tasa fotosintética

expresada como evolucion de O

La figura 30 representa el efecto de distintas salinidades sobre la tasa de
fotosintesis. Los valores medios de TFN a distintas salinidades fueron entre 1.5 y 2 veces
superiores erB. scorpioidesque enC. caespitosa en todo el rango de salinidades
ensayadas (Figura 30). Bn scorpioidesel menor valor de TFN se dio a la salinidad de
10 con un valor de 42.04 + 3.80 umolesgdPF h', siendo significativamente més bajo
que el resto de tasas fotosintéticas, mientras que entre 20 y 45 unidades de salinidad los
valores oscilaron entre 56.65 + 35.92 y 70.87 * 45.25 umoles/’OPF h', no
encontrando diferencias significativas en este rango de salinida@. Emespitosa, la
menor tasa fotosintética fue de 22.35 + 1.01 umoleg'®F h' a la salinidad mas baja,
aungue este valor sélo presentd diferencias significativas con la tasa fotosintética a la
salinidad de 36, donde se dio el 6ptimo para esta especie, con un valor de TFN de 45.25 +
3.39 pmoles @g* PF H.
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Figura 30. Tasa de fotosintesis neta expresada como evolucion.da (istintas
salinidades (10, 20, 30, 36 y 45) y sus correspondientes osmolaridades (0.3, 0.6, 0.9, 1.1y
1.4 Osmol kg; valores entre paréntesis) Bn scorpioidesy C. caespitosa. Las barras

son la media de tres réplicas £ SD. Los valores con distinta letra indican diferencias entre
las salinidades. Mediante el asterisco se muestran las diferencias entre ambas especies

dentro de una misma salinidad.

3.6.2.- Efecto de distintas salinidades y osmolaridades sobre la ACAext

Los valores de ACAext obtenidos pdda scorpioidesfueron significativamente
mayores, entre 3 y 6.5 veces, que fiaraaespitosgFigura 31), en concordancia con los
valores previamente registrados de la actividad enzimética. Dicha ACAext no vario
significativamente erB. scorpioidesa las distintas salinidades y sus valores oscilaron
aproximadamente entre 12 y 23 REA BF. ParaC. caespitosa los valores de REA
observados para las distintas salinidades oscilaron entre 2 y 7 RIEk.gEn esta
especie, la ACAext a las distintas salinidades no presento diferencias significativas entre
si, excepto a las salinidades de 30 y 36, donde se alcanzaron actividades

significativamente superiores al resto de las salinidades.
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Figura 31. Actividad Anhidrasa Carbdnica externa a distintas salinidades (10, 20, 25, 30,
36 y 45) y por tanto a distinta osmolaridad (0.3, 0.6, 0.8, 0.9, 1.1 y 1.4 Osihol kg
valores entre paréntesis). Se presentan los valores medios de tres réplicas = SD. Los
valores con distinta letra indican diferencias entre las salinidades. Mediante el asterisco se

muestran las diferencias entre ambas especies dentro de una misma salinidad.

3.6.3.- Efecto de los iones Nw/o CI sobre la tasa de fotosintesis y de respiracién como

intercambio de ©

El efecto de la presencia o ausencia de los ionésyiaCIl sobre la tasa de
fotosintesis como evolucion de, @ como incorporaciéon de Ci, asi como sobre la
ACAext, se comprobo con independencia de los cambios de osmolaridad. Para ello, se
utilizaron tres salinidades (20, 36 y 45) y se simulo la osmolaridad correspondiente a cada
una de ellas con Cloruro de colina y con Sorbitol. La TFN como evoluciérn, a@ O
mostrd valores significativamente distintos Bnscorpioidesy en C. caespitosa a las
distintas salinidades ensayadas y con distintos medios (NaCl, Sorbitol y Cloruro de
colina; Figura 32 a y b). Sin embargo, si se encontré una respuesta en la TR de ambas
especies (Figura 32 c y d). Los valores de respiracidh soorpioidefueron mayores a
20 de salinidad que a 36 o 45, excepto en el tratamiento con Cloruro de colina, cuyos
valores fueron iguales a las tres salinidades del experiment®. Egorpioides se

observé que a la menor de las osmolaridades (0.6 Osmpllkg valores de TR fueron
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significativamente mayores con NaCl y Sorbitol que a las deméas osmolaridades y unas 7
veces superiores a los valores obtenidos con Cloruro de colina. En las incubaciones con
este Ultimo, no hubo cambios a las tres osmolaridades ensayadas en esta es@ecie. En
caespitosa, las diferencias entre la TFN a distintas salinidades o con los distintos
tratamientos no fueron significativas. Los tratamientos con NaCl y con Cloruro de colina
mantuvieron constantes los valores de TR a las tres salinidades. Sin embargo, la
incubacion con Sorbitol si produjo cambios en la TR, siendo significativamente mayor a

la menor osmolaridad y también con respecto a los tratamientos con NaCl y Cloruro de

colina.
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Figura 32. Efecto de tres osmolaridades (0.6, 1.1 y 1.4 OsmY)l &grrespondientes a

las salinidades 20, 36 y 45, en medio con NaCl, Sorbitol o Cloruro de colina sobre la

TFN (ay b) yla TR (c y d) como intercambio de & B. scorpioidesy C. caespitosa.

Los valores son media de tres réplicas = SD. Las diferencias entre osmolaridades se
indican con letras mayusculas. Las diferencias dentro de cada tratamiento (NaCl, Sorbitol
y Cloruro de colina) a distintas osmolaridades se indican con letras minusculas. Los

asteriscos muestran las diferencias entre los tratamientos dentro de cada osmolaridad.
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3.6.4.- Efecto del ibn Nay/o CI sobre la tasa de fotosintesis y de respiracion como
intercambio de Ci

Dado que los resultados obtenidos en las medidas de fotosintesis, como
intercambio de @no arrojaron resultados concluyentes con el uso de Cloruro de colina,
en este caso se optd por el uso de NaCl y Sorbitol a la hora de comprobar el efecto del

Na’ sobre la fotosintesis como incorporacion de Ci a osmolaridad constante.
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Figura 33. Efecto de tres osmolaridades (0.6, 1.1 y 1.4 Osmd) kgrrespondientes a

las salinidades 20, 36 y 45, en medio con NaCl o Sorbitol sobre la TFN (ay b) yla TR (c
y d) como incorporacion de Ci éh scorpioidesy C. caespitosa. Los valores son media

de tres réplicas + SD. Las diferencias entre osmolaridades se indican con letras
mayusculas. Las diferencias dentro de cada tratamiento (NaCl, Sorbitol) a distintas
osmolaridades se indican con letras minusculas. Los asteriscos muestran las diferencias

entre los tratamientos dentro de cada osmolaridad.
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Las mayores tasas de incorporacion de Ci se encontrard. egorpioides
mientras que la TR fue mayor €l caespitosa (Figura 33). HB. scorpioideslas
incubaciones con NaCl y con Sorbitol no presentaron diferencias significativas a distintas
osmolaridades, excepto a la osmolaridad mayor (1.4 Osmidldande el Sorbitol dio
lugar a una menor incorporacion de Ci. Encaespitosa, se dio un maximo de TFN
como incorporacion de Ci a la osmolaridad intermedia con NaCl. Los valores tanto de TR
como de TFN con Sorbitol fueron iguales a las tres osmolaridades ensayadas y

significativamente menores que con NaCl a las dos osmolaridades mas bajas.

En B. scorpioides se observd una TR significativamente mas baja a la
osmolaridad intermedia, mientras que el tratamiento con Sorbitol dio lugar a una TR
negativa, es decir, se estimuld la incorporacion de Ci en oscuridad en presencia de
Sorbitol. Este mismo fendmeno ocurrid @ncaespitosa, donde la TR alcanz6 valores de
-3.46 + 1.73 pmoles G PF h'. Por otro lado, la TR con NaCl no presenté diferencias

significativas a distintas osmolaridades en esta especie.

3.6.5.- Efecto de Nay/o CI sobre la ACAext

El efecto de la presencia o ausencia de los ionés/MeCl sobre la ACAext se
ha representado en la figura 34. Bnscorpioidedos menores valores de ACAext se
observaron a la mayor osmolaridad ensayada (1.4 Osni)l kgs tratamientos con
Sorbitol y Cloruro de colina mostraron diferencias significativas con respecto al NaCl
tanto a la menor osmolaridad (0.6 Osmof'kgomo a la intermedia (1.1 OsmolRg
observandose una estimulacion de la ACAext con Sorbitol con respecto al NaCl en
ambos casos. Dicha estimulacion también se dio con Cloruro de colina a la osmolaridad
intermedia. ErC. caespitosalos valores de ACAext fueron significativamente menores
gue los de B. scorpioides. Al igual que B. scorpigi@saespitosa presenté los menores
valores de ACAext a la mayor osmolaridad. La incubacion con Cloruro de colina dio
como resultado una menor ACAext que el Sorbitol a cualquiera de las tres osmolaridades,

y que el NaCl a las osmolaridades de 0.6 y 1.1 Osmbl kg
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Figura 34. Efecto de tres osmolaridades (0.6, 1.1 y 1.4 Osmd) kgrrespondientes a

las salinidades 20, 36 y 45, en medio con NaCl, Sorbitol o Cloruro de colina sobre la
ACAext. Los valores son media de tres réplicas + SD. Las diferencias entre
osmolaridades se indican con letras mayusculas. Las diferencias dentro de cada
tratamiento (NaCl, Sorbitol y Cloruro de colina) a distintas osmolaridades se indican con

letras minUdsculas. Los asteriscos muestran las diferencias entre los tratamientos dentro de

cada osmolaridad.
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Discusion

4.1.- Origen de este estudio y determinacion de los canales de incorporacion de Ci

La discusion de los resultados se hara de modo dialéctico, es decir en el orden de
la evolucién de las hipotesis que se formularon y se comprobaron. En primer lugar, este
trabajo nacio de la observacion de que la aplicacion de inhibidores convencionales de la
CA, afectaban a la fotosintesis de modo incompleto como se habia comprobado en los
tapetes deMicrocoleus chthonoplaste€arrasco et al. 2008). Se podia suponer, por
dicha inhibicién parcial, que la trasformacion de HC@ediante la CAext no era la
Gnica via de incorporacion de Ci, puesto que la fotosintesis continuaba en presencia de

limitaciones de la misma.

Esta inhibicién parcial, sin embargo no ha sido discutida por los autores que la
describen, puesto que se emplea de modo cualitativo para sefalar que los procesos
menguan aunque no quedan anulados del todo. La deficiente prediccion de la accion

inhibitoria hace que ésta se deba considerar como una técnica de utilidad parcial.

El segundo hecho que llamé la atencion fue la aparente complementariedad que
existia al menos entre la inhibicion de la actividad de la CAext con DBS vy el
incremento de la evolucion de; @n C. caespitosa y, a concentraciones del inhibidor
inferiores a 0.4 mM, eB. scorpioides.También resultd llamativo que el VAN, al
inhibir los canales de ATPasa, incrementaba la fotosintests. @aespitosa. Es por
esto, que no era descabellado pensar que la inhibicion de algunas vias estimulaba
respuestas metabdlicas aparentemente complementadas porllar€dn et al. (1997)
puntualizan que el uso de inhibidores especificos para uno de estos mecanismos de
utilizaciéon de HC@ permite detectar la capacidad de otros. Partiendo de esta premisa,
hay estudios que utilizan alguno o varios de los mencionados inhibidores en
cianobacterias comilicrocoleus chthonoplastg€arrasco et al. 2008), en microalgas
(e.g. Colman et al. 2002; Huertas et al. 2005) y en macroalgas, $angassum
henslowianunC. Agardh (Zou et al. 201Db)Enteromorpha intestinalig. (Larsson et
al. 1997) entre muchos otros. También en algas rojas, varios autores demostraron el uso
de HCQ por la CAext mediante el uso de inhibidores (Smith y Bidwell 1987, 1989;
Gomez-Pinchetti et al. 1992; Haglund et al. 1992a; Mercado et al. 1997a, b), de modo
que la relacion de actividad anhidrasa carbonica u otros canales de transporte y el uso de
bicarbonato se consideraron inequivocas. En algunos casos la actividad fotosintética no
desaparecia completamente con la adicién de uno de los inhibidores de la CAext (AZ o
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DBS), lo que se interpreté como que en estas ocasiones, al menos, la existencia de otros

mecanismos de incorporacion de HC@stintos de la CAext era probable.

Por otra parte, en lo que se refiere a un uso poco riguroso de los inhibidores, las
concentraciones de los distintos inhibidores utilizadas en diferentes especies no se
justifica con detalle en la literatura. En general, en la bibliografia se suele tomar un
valor establecido para cada inhibidor sin tener en cuenta la especie sobre la que se va a
aplicar. Hasta donde alcanza nuestro conocimiento, s6lo unos pocos autores, como
Moroney et al. (1985) er€lamydomonas reinhardtio Carrasco et al. (2008) en
Microcoleus chthonoplastegsrobaron distintas concentraciones de varios inhibidores.
También Smith y Bidwell (1987) estudiaron el efecto de varias concentraciones de AZ y
DBS sobre la fotosintesis como incorporacion de Ci. La mayoria de ellos, utilizaron
concentraciones estandar para macroalgas, como Choo et al. (2002) quienes usaron AZ,
DIDS y VAN a las concentraciones de 0.2, 0.3 y 0.2 mM, respectivamente en
Cladophora glomerata. Estas mismas concentraciones de AZ y DIDS fueron las
aplicadas por Granbom y Pedersén (1999) en experimentos Ecoheuma
denticulatum Otros autores, sin embargo, optaron por concentraciones menores de los
inhibidores como Pérez-Llorens et al. (2004), quienes utilizaron AZy EZ a 0.1 mM en
Gracilariopsis longissima yEnteromorpha intestinalis, o Zou y Gao (2004) que
emplearon la misma concentracion de AZHrikia fusiforme Mercado y Niell (1999)
se decidieron por concentraciones incluso menores, de 0.05 mM de AZ y BZ en
scorpioides En definitiva, para cada especie se utiliz6 una concentracion de inhibidor
que se considerd suficiente sin comprobar si dicha concentracion producia la maxima
inhibicion o si estaba en exceso. La concentracion minima de inhibidores de los
mecanismos de incorporacion de Ci necesaria para obtener la maxima inhibiciéon en
macroalgas podria depender de varios factores, entre ellos la morfologia del alga y la
permeabilidad de su membrana, aunque no hay estudios especificos sobre estos
aspectos. Por otro lado, la concentracion necesaria para inhibir la actividad de la enzima
CAext fue mas elevada que para la fotosintesis en algunos de los inhibidores
empleados. Esta discrepancia también fue observada por Flores-Moya y Fernandez
(1998) enPhyllariopsis purpurascenguienes utilizaron 0.2 mM de DBS y mostraron
que el doble de dicha concentracion implicaba un efecto inhibitorio mayor en la

ACAext sin cambios en la evolucion de fotosintético.
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El conocimiento de la inhibicion, se ha abordado en esta memoria con la
realizacién de una cinética completa de cada inhibidor en cada especie. De este modo
gue se ha obtenido la accién de cada concentracion para disefar los experimentos de
inhibicion con las concentraciones mas eficientes, es decir, las minimas para obtener la
maxima inhibicion representativa de la ACA y de la fotosintesis como evoluciép de O
para cada una de las dos especies. Al comparar las cinéticas de los distintos inhibidores
para la ACAext y la tasa fotosintética observamos que existen marcadas diferencias en
la concentracion 6ptima necesaria de algunos inhibidores como la AZ, lo que conduce a
pensar que el comportamiento de la ACAext es, en cierto modo, independiente o mas
bien que, aunque puede influir en ella, estd desacoplada de la actividad fotosintética.
Mediante el uso de AZ, Mercado et al. (1997b) determinaron la presencia de ACAext en
14 especies de macroalgas, y obtuvieron distintos resultados: algunas de las macroalgas
estudiadas que no contaban con CAext eran incapaces de usgr €3 especies,
con CAext eran capaces de usar HC® un tercer grupo sin CAext mostré el uso
directo de HC@. Posteriormente, Andria et al. (1999a) encontraron que en algunas
especies con cierta actividad CAext, como por ejer@péxilaria gaditananom. prov.,
puede darse incorporacion directa de HC@cilitada por mecanismos distintos a la
CAext. En concreto, estos autores identificaron canales aniénicds. eyaditana

mediante el uso de DIDS.

La presencia de ACAext no conlleva necesariamente el uso dg ,H@Que,
existen especies coniMembranoptera alata (Hudson) Stackhouse que posee CAext y,
sin embargo, no utiliza HGO(Giordano y Maberly 1989). En el casoRlescorpioides
y C. caespitosa, en el presente estudio, existe una tasa de fotosintesis residual tras la
utilizacién de inhibidores de la CAext, que podria ser debida a otros mecanismos de
incorporacion de CilLa existencia de CAext se evidencid experimentalengor el
meétodo potenciométrico en ambas especies segun las medidas de actividad CA, asi
como por la accion inhibitoria del AZ y DBS. Tanto los resultados de Mercado y Niell
(1999), que ya revelaron la existencia de dicha actividad enzimatBassorpioides,
como los analisis aqui presentados evidencian que, al igual que la actividad
fotosintética, la CAext de ambas rodoficeas se inhibe sélo parcialmente con AZ y DBS,
lo que, a pesar de redundar en algo ya afirmado previamente, indicaria que existen,

ademds de esta actividad enzimatica, otros mecanismos de incorporacién de Ci.
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La AZ se ha usado de manera general para demostrar la implicacion de la CAext
en la incorporacion de Ci durante la fotosintesis (Palmqvist et al. 1990; Surif y Raven
1990; Haglund et al. 1992b; Bjork et al. 1992, 1993; Siltemeyer et al. 1993). Sin
embargo, Mercado et al. (1998) demostraron que no existe una concordancia perfecta
entre el efecto del AZ y la actividad CAext, bien porque el método potenciométrico no
sea suficientemente sensible, o bien porque, como propusieron distintos autores
(Williams y Turpin 1987; Smith y Bidwell 1989; Gehl et al. 1990, Sultemeyer et al.
1990), la AZ puede estar actuando también sobre la CAint. Si esto fuera asi, la
inhibicion de la fotosintesis y/o de la actividad CA tras la adicion de AZ seria mayor
gue la inhibicion con DBS, que no penetra en la célula, como asi ha resultado. De
hecho, la inhibicion de la tasa de fotosintesis nef. excorpioidedue alrededor de un
20% mayor con AZ que con DBS. Eh caespitosa, sOlo se observd inhibicion de la
fotosintesis con la adicion de AZ, mientras que el DBS dio lugar a una inesperada
estimulacién de dicha tasa. Segun diversos autores (Gémez-Pinchetti et al. 1992;
Haglund et al. 1992a, b; Flores-Moya y Fernandez 1998; Elzenga et al. 2000; Mercado
et al. 2006), el uso de DBS en macroalgas causa la inhibicion de la tasa fotosintética a
pH del agua de mar. El aumento de la tasa fotosintética en presencia de DBS observado
en B. scorpioidesy C. caespitosa es un efecto inusual y que estd en sorprendente
acuerdo con la hipétesis de la complementariedad que tan excepcionalmente se ha dado.
Por lo tanto, la mayor inhibicion de la TFN observada con AZ hace sospechar que las
membranas de estas dos especies son permeables al compuesto AZ, inhibiendo asi
también su CAint. Las diferencias encontradas en el efecto inhibitorio de ambos
compuestos no son tan evidentes cuando se determina la CAext (FEEM) gmientras
que enB. scorpioidesse alcanzé un porcentaje de inhibicion elevado con ambos
compuestos, e@. caespitosa la inhibicion de la ACAext fue relativamente baja, o que

esta de acuerdo con que dicha actividad enzimatica no es muy elevada en esta especie.

Para corroborar la existencia de la enzima en el interior celular, se utilizo el
inhibidor EZ, que actua tanto sobre la ACAext como sobre la ACAint. Los valores de
maxima inhibicién en nuestro estudio fueron aproximadamente del 70% con respecto al
control enB. scorpioidesmientras que Mercado y Niell (1999) obtuvieron inhibiciones
de alrededor del 90% de la tasa fotosintética en la misma espe€ie.ceaspitosa, la

inhibicién de la ACAint fue algo mayor del 50%. Aunque la inhibicion no fue total en
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ninguna de las dos especies, si demostrd la presencia de la enzima en el interior celular

y su papel en la fotosintesis.

La enzima CA, tanto externa como interna, se encuentra presente en multitud de
especies de macroalgas. Dentro del grupo de las rodoficeas también esta ampliamente
distribuida (Smith y Bidwell 1989; Haglund et al. 1992a; Mercado et al. 1998; Snoeijs
et al. 2002). En concreto, estudios previos observaron dicha enziBwasearpioides
(Mercado y Niell 1999, 2000), en cambio, hasta donde alcanza nuestro conocimiento,
este es el primer estudio en el que se describe la actividad CAcaespitosa. Aunque
hay una gran variabilidad en la ACAext entre las distintas especies de rodoficeas, se ha
demostrado que oscila en un rango entre 1 y 20 REAFgGiordano y Maberly 1989;
Mercado et al. 1998), aunque existen especies que superan dichos valores, como
Membranoptera alata, cuya ACAext fue de 62.5 + 23.6 REAF segln estimaciones
de Giordano y Maberly (1989). Las medidas de ACAextBenscorpioidesy C.
caespitosa se realizaron aleatoriamente a lo largo de dos afos, y presentaron una
anomalia destacable. Se observaron dos rangos de valores distintos, uno mas bajo, en
concordancia con los valores publicados por Mercado y Niell (1999), y otro
significativamente mayor. Se intento correlacionar estos valores con las distintas épocas
del afio, pero no se observaron indicios de que dichas diferencias correspondiesen a la

estacionalidad de la especie.

Por otro lado, comparando ambas enzimas, la ACAtotal es desmesuradamente
mayor que la ACAext. Si tenemos en cuenta los dos rangos de valores de ACAext y los
comparamos con la ACAInt, observamos que para los mayores valores de ACAext, la
actividad interna es 6.7 veces superior Benscorpioidesy 20.5 enC. caespitosa,
mientras que teniendo en cuenta los valores de ACAext mas bajos, la ACAint es 24 y
115 veces superior, respectivamente. Tales diferencias entre la actividad interna y
externa de la enzima CA también fueron descritas por Giordano y Maberly (1989).
Estos autores observaron que la ACAInt estaba presente en casi la totalidad de las
roddfitas que estudiaron, aunque solo observaron ACAext en algunas de las especies de
algas rojas Qeratium rubrumC. Agardh, Membranoptera alata, Plumaria elegans
(Bonnemaison) F. Schmitz Porphyra umbilicalisKiitzing). En todas ellas la ACAext
representd un 2.7% de media de la ACAtotal. Dicha diferencia se ha interpretado como
una estimulacion de la ACAInt, que se debe considerar en el mantenimiento interno de

la concentracion de Cperiplasmico, o en su transformacion reversible a HGD

95



Discusion

existe CQ en exceso. Por el momento esta consideracion no deja de ser especulativa y

base para razonamientos y formulacion de hip6tesis para investigaciones posteriores.

A pesar de los mencionados indicios, en relacién con la inhibicién parcial de la
fotosintesis, la probabilidad de que existan canales i6nicos de incorporacion ge HCO
es muy baja en las dos especies. Los resultados obtenidos con DIDS sugieren que los
canales anidnicos son muy poco activos en las dos especies objeto de estudio, dado que
el porcentaje de inhibicion de la fotosintesis como evolucion,des @uy bajo (9.28 +
1.17%) enB. scorpioidesy estimulante de la tasa fotosintética@ncaespitosa. Los
datos obtenidos en cuanto al efecto sobre la ACext son inconsistentes en relacion a los
de fotosintesis, ya que se observa un porcentaje de inhibicion de dicha actividad del
70.13 £ 18.1% a una concentracion de 1 mMBercorpioidesy de 24.70 £ 11.16% en
C. caespitosa. Otros autores (Snoeijs et al. 2002) también observaron que, al igual que
en C. caespitosa, el uso de DIDS estimulaba la tasa fotosintética, en este caso como
incorporacion de Ci el€occotylus truncatysaunque no dan ninguna explicacion de
dicho efecto. Un resultado similar, de estimulacion de la fotosintesis por DIDS, se ha
observado erPosidonia oceanicalL.) Delile (com. pers. L. Rubio). Una posible
explicacion a este efecto es queRenoceanica, donde existe simporte HZB', el
HCO; entraria en la célula y éste pasaria a @@diante la CAint con desprendimiento
de OH. Si se inhibieran los canales anidénicos mediante DIDS, el;H@@daria en
exceso dentro de la célula y estaria disponible para su transformacion gneC&gria
sustrato de la Rubisco y, por lo tanto, la fotosintesis podria aumentar. La falta de
explicaciones sobre el incremento de la tasa fotosintética en presencia de DIDS, al que
se ha aludido en los primeros parrafos de esta discusion, indica que este aspecto se debe
estudiar con méas detalle. Bracilaria longissima (S. G. Gmelin) M. Steentoft, L. M.

Irvine & W. F. Farnhamla respuesta del DIDS fue estacional, ya que provocaba un
aumento de la fotosintesis en verano, mientras que la inhibia en invierno, segun Pérez-
Llorens et al. (2004). Estos autores interpretan este hecho como una estimulacion de la
extrusion de A mediado por el transporte de £én verano, cuando la temperatura es
mas elevada y la disponibilidad de £€s menor, lo cual, sin ser demostrado, parece
arriesgado sin dar valores cuantitativos de las concentraciones  d®©&3 especies
combinan la presencia de canales sensibles a DIDS con la actividad ACext, como
observaron Andria et al. (1999a) @nacilaria gaditana,que determinaron para dicha
especie la presencia de ambas vias de incorporaciéon dg,HE@orma que cuando la
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concentracion de CCen el medio disminuye y el pH se hace mas alcalino, operan los
canales sensibles a DIDS, mientras que la ACAext se estimula cuando la concentracion
de Ci en el medio es alta y existe un rango de pHs mas amplio. En cualquier caso,
ninguna de estas dos explicaciones se ajusta a lo observaglosenrpioideso C.
caespitosa. Por un lado, la presencia de canales sensibles a DIDS con el correspondiente
uso de HC@ queda descartado por las bajas tasas de inhibicién de la fotosintesis
obtenidas con dicho inhibidor. Por otro lado, las medidas del presente estudio se
realizaron en el mes de enero, con lo que el incremento de la actividad fotosintética no
esta relacionado con una temperatura y radiacion elevadas. Las discordancias entre los
datos de inhibicion de la fotosintesis y de la ACAext hacen sospechar que el efecto que
produce el DIDS sobrB. scorpioides y C. caespitosa es inespecifico y requeriria de un

estudio extendido a otras especies para ser considerado general.

El VAN ha sido ampliamente utilizado para determinar la presencia de bomba
de H'-ATPasa tipo P en plantas (Michelet y Boutry 1995) y en algas (Palmqgvist et al.
1988; Karlsson et al. 1994). Este inhibidor actia sobre la funcién de la bomba de
protones H-ATPasa tipo P en la membrana plasmatica y, por lo tanto, inhibe su
extrusion (Beffagna y Romani 1988; Marre et al. 1988). Sin embargo, es importante
tener en cuenta que el VAN no es completamente especifico para la bomba de H
ATPasa tipo P (Snoeijs et al. 2002), sino que es analogo al fosfato, y por tanto compite
con el fosfato de la ATP por el sitio enzimético de la fosforizacion del acido aspartico
(Briskin y Hanson 1992). Gilmour et al. (1985) mostraron que en algas con deficiencia
de fosfato la inhibicion producida por el VAN era mayor. Segun Sanchez de Pedro et al.
(2013), tantoB. scorpioidescomo C. caespitosa tardan pocas horas en agotar las
concentraciones de fosfato que se encuentran en el estuario (0-20 uM), con lo cual se
podria pensar que sufren limitacién de este nutriente. Sin embargo, el uso de VAN en el
presente estudio no inhibe la tasa fotosintética sino que causa, como el DIDS, un
inesperado aumento de la misma, lo que descarta un incremento en la inhibicién por

falta de fosfato en el medio.

En los experimentos realizados con IRGA, donde se realizaron medidas directas
de la incorporacién de G{se observaron claras diferencias en relacion con el efecto de
algunos inhibidores sobre la fotosintesis estimada como desprendimientfol@et&sa
fotosintética se veia inhibida de igual forma al utilizar AZ, DBS o EZ. En el sistema de

IRGA abierto, el CQes renovado constantemente y, por consiguiente, su concentracion
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permanece constante a lo largo del periodo de las medidas. Dado quededu@@o en

el agua puede ser incorporado por el alga mediante difusion, un aporte constanie de CO
al medio podria facilitar su entrada a la célula y su uso directamente por la Rubisco, por
lo que la inhibicion de la ACAint mediante EZ no tendria por qué suponer una
inhibicion de la tasa fotosintética significativamente mayor que la obtenida con los
inhibidores de la ACAext. Ademas, la inhibicién parcial llevada a cabo por AZ, DBS y
EZ, conduciria también a pensar que existen otras vias de incorporacién de HCO
alternativas a las CAs. Sin embargo, no se midio incorporacion directa dg¢ &iCO
ninguno de los casos, ya que la inhibicion de la entrada de HGCdistintas vias (en
simporte con N3 a través de canales aniénicos o de la bombATHPasa) mediante

los inhibidores MON, DIDS y VAN, no tuvo efecto inhibitorio expreso en la
incorporacion de Ci. A la vista de lo anterior se observa un desacoplamiento entre los
resultados de inhibicion de la evolucion dgyode la incorporacion de Ci. El uso de
MON produce una disminucién de la tasa fotosintética como evolucion, deiéhtras

gue no tiene un efecto significativo sobre la incorporacién de Ci, lo que hace pensar que
este inhibidor puede estar afectando a otros procesos metabdlicos que disminuyan el

desprendimiento deGin afectar a la incorporacion de Ci.

4.2.- Forma de Ci utilizada por B. scorpioidesy C. caespitosa

La hipotesis que se formula en principio sobre la complementariedad que podia
existir entre la inhibicién de una via de incorporacién de Ci y la activacion de otras se
ha desestimado, por lo que la incorporacién de H@® altamente improbable. Si se
incorporara por la relativamente baja actividad externa de la anhidrasa carbonica, ésta
no estaria acoplada a la fotosintesis dentro de los margenes de variabilidad de las

respuestas dB. scorpioidey C. caespitosa.

¢, Cuadl es realmente la fuente de Ci que usan las dos especies? Localizadas en el
intermareal cuyo pH oscila alrededor de 8.1-8.2, la principal fuente de Ci disponible es
el HCGs'. Es por la alta concentracion de HC@n el medio con respecto al resto de
formas de Ci, por lo que cabria esperar que fuera precisamente ésta fuente de Ci la
prioritaria. En cualquier caso, la capacidad para utilizar H&no fuente de Ci para
la fotosintesis y el crecimiento de las macroalgas marinas es distinto para cada especie,

y no parece depender exclusivamente de la abundancia de una forma de Ci u otra. Se ha

98



Discusion

comprobado que ciertas rodoficeas no poseen esta capacidad de torgadéi@gua

por Maberly (1990) y Johnston et al. (1992), y nuestros resultados demuestran que las
dos algas rojas de estuario estudiadas también carecen de ella, usando, como
consecuencia, Cxomo principal fuente de Ci para la fotosintesis. A esta conclusion se
ha llegado mediante el estudio de la deriva de pH, entre otras técnicas, que ha sido
utilizada como lo hicieron al menos Axelsson y Uusitalo (1988), Maberly (1990),
Johnston et al. (1992) y Surif y Raven (1989). Estas medidas sirven para asumir que los
cambios en la composicién del agua de mar de incubacion durante la deriva de pH
serian parecidos a los que suceden en la capa limitrofe con la superficie del alga durante
periodos de baja actividad hidrodindmica o altos niveles de radiacion (Axelsson y
Uusitalo 1988). Los resultados obtenidos determinan la capacidad del alga para usar
HCO;s, ya que los cambios en el pH debidos a la fotosintesis podrian limitar la
disponibilidad de las diferentes formas de Ci para el alga. Maberly (1990), mediante
estos experimentos, expuso las restricciones al uso de KGO0 fuente de Ci para
algunas especies cuyo punto de compensacion para el pH estuviera por debajo de 9.
Este es el caso dB. scorpioidesy C. caespitosa, cuyos valores del punto de
compensacion para el pH fueron menores o iguales a este valor, lo que confirma que la
Unica forma de Ci que pueden usar estas especies e£€§@ incapacidad de utilizar
HCOs ha sido descrita en otras rodoficeas, c@nacotylus truncatugSnoeijs et al.

2002), Phycodris Rubens(L.) Batt, Lomentaria articulata (Hudson) Lyngbye,
Plocamium cartilagineun(L.) Dixon, Membranoptera alataRtilota plumosa (Hudson)

C. Agardh,Delesseria sanguinea (Hudson) J. V. Lamouroux todas ellas con puntos de
compensacion para el pH por debajo de 9 (Maberly 1990; Johnston et al. 1992; Larsson
y Axelsson 1999).

A causa de la capacidad tamponante del agua de mar la alcalinidad permanece
constante durante 14 horas por lo que la incidencia de la fotosintesis en el medio es
minima. Estos resultados, junto con los valores de punto de compensacion para el pH,
concuerdan con los obtenidos por Uusitalo (1996), al no encontrar cambios en la
alcalinidad del medio en un rango de 7.9 a 9.4. Maberly (1990) obtuvo los mismos
resultados hasta un pH de alrededor de 9.7, valor a partir del cual la alcalinidad del
medio comenzo a disminuir, debido a que a pH mas bajos los cambios de alcalinidad
por pérdida de Ci se ven compensados en el equilibrio carbdnico-carbonato por la
deshidratacién espontanea del HO®del CQ?.
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De los resultados obtenidos a partir de la deriva de pH (pH drift), se puede
calcular la tasa neta de g@jado por Q evolucionado (C@0,) en base molar
conocido como cociente fotosintético (PQ). Este cociente proporciona informacién
sobre la eficiencia del proceso fotosintético. Aunque tradicionalmente se ha tomado un
valor teorico de 1 como PQ, que supondria una eficiencia fotosintética Optima, este
extremo no se alcanza nunca y que no deberia utilizarse ni como orientativo. En el
fitoplancton, por ejemplo, el valor de PQ oscila en un rango de 0.7 a 0.9. (Laws 1991,
Williams y Robertson 1991). Otros autores, como Axelsson (1988) determinaron que el
PQ para las macroalgas esta alrededor de 0.85, valor que no es muy diferente del
fitoplanctonico y que se ha utilizado comunmente en la literatura (Haglund et al.
1992a). En la presente memoria, la relacion,/O@se calculdé a partir de las tasas
fotosintéticas iniciales de las medidas de pH-drift (deriva de pH), encontrando valores
de PQ extremadamente bajos, siendo 0.14 + 0.@! snorpioidesy 0.17 = 0.09 eIt.
caespitosa. Este resultado es una anomalia muy importante que las hace muy poco
eficientes en la incorporacién de Ci con un gasto de energia muy elevado, ya que, por
ejemplo B. scorpioidesnecesita romper 17.6 moléculas de agua para obtener 1 sola
molécula de C@ La descompensacion entre e} &volucionado y el Ci asimilado
supone una enorme disipacion de energia, o que manifiesta que una escasa fraccion de
la energia producida en la fase luminica de la fotosintesis se emplea en la asimilacién de
carbono.El PQ refleja también la cantidad relativa de maaiéculas (polisacéaridos,
proteinas, lipidos y acidos nucleicos) que son sintetizadas y la contribucion relativa de
nitrato, amonio y urea como fuente de nitrdgeno. Valores bajos de PQ sugieren el uso
de nitrato como fuente de nitrégeno (Myers 1980; Langdon 1988; Laws 1991; Williams
y Robertson 1991). Sin embargo, a diferencia de lo postulado por estos aBtores,
scorpioidesy C. caespitosa no toman nitrato sino amonio como fuente principal de
nitrégeno (Sanchez de Pedro et al. 2013). Al ser el amonio una forma de nitrégeno ya
reducida, el gasto de electrones no se encaminaria a la reduccion de sustratos
nitrogenados. En el presente estudio, los bajos valores de PQ se explican debido a que
las tasas de incorporacion de £éh el agua son muy bajas en comparacion con las
tasas de incorporacion de €@n emersion encontrados @& scorpioidesy C.
caespitosa. Estos valores son significativamente menores que los encontrados en aire
por Mercado y Niell (1999) de 56.79 + 6.04 umol &0 PF k' y por Mercado y Niell
(2000) de aproximadamente 30 pmol £§' PF h' en B. scorpioides, debido

probablemente a que estas medidas se realizaron a mayor irradiancia. Las tasas de
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incorporacion de Ci en emersion son dos érdenes de magnitud mayores que las medidas
en agua, lo que significa que la incorporacién de @0ambas especies se lleva a cabo
principalmente durante los periodos de emersién, antes de su completa desecacién. Esto
tiene sentido si tenemos en cuenta Buscorpioidesy C. caespitosa pasan alrededor

de 19 y 14 horas al dia en emersion, respectivamente (Sanchez de Pedro et al. 2013). En
general, las macroalgas del intermareal pueden asimilara@@bsférico durante los
periodos de emersion, con tasas decrecientes conforme aumenta la pérdida de agua
(Raven y Hurd 2012). Asimismo, Johnson et al. (1974) encontraron que algunas algas
del intermareal medio y alto tenian tasas de fotosintesis mayores en emersion cuando la
hidratacion era 6ptima, que en inmersion, lo que concuerda con lo encontrad para

scorpioidesy C. caespitosa en el presente estudio.

Paralelamente al punto de compensacion para el pH, el punto de compensaciéon
para el CQ confirma también que la fuente de Ci que las plantas usan. Valores bajos
del punto de compensacion indican la existencia de mecanismos concentradores de
carbono (Johnston y Raven 1987; Reiskind et al. 1988; Johnston 1991). En la
bibliografia no existe un valor de referencia del punto de compensacion para el CO
claramente establecido como umbral a partir del cual la incorporacion d¢ s#2aG/a
improbable. Segun los resultados de Maberly (1990), la concentracion,dé@@n
el medio al final de las medidas de pH-drift fue de entre 1.4 y 2.1 umoL€eén seis
especies de roddfitas restringidas al uso dedo@o fuente de Ci. Este valor, segun el
mismo autor, no es suficientemente bajo para requerir el uso dg.H&a otras
especies que si son capaces de tomar H@ED medio, la concentracion final de £0
oscilé entre 0.001 y 0.2 pmol GQ™, siendo todas ellas cloréfitas y heterocontéfitas,
salvoChondrus crispugMaberly 1990). EmB. scorpioidesy C. caespitosa el punto de
compensacion para el GGe estimo de dos maneras diferentes. Por un lado se calculd
dicho punto de compensacién a partir de los datos de pH (punto de compensacion para
el CO, calculado), y por otro se midié directamente la concentracion final der&O
un experimento de deriva de €én el IRGA en modo cerrado (punto de compensacion
para el CQ potencial). Los datos obtenidos a partir del pH-drift son significativamente
menores (11 y 9 veces @&h scorpioidesy C. caespitosa, respectivamente) que los
medidos directamente en el IRGA, y estan muy proximos a los que dio Maberly (1990)
para el uso de HCO Las marcadas diferencias entre los puntos de compensaciéon para
el CQ, son debidas a que durante el experimento de medida directa de la incorporacion
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de CQ en el IRGA, el medio estaba tamponado, por lo que el pH permanecié estable,
mientras que para el calculo del punto de compensacion para alpg2@ir de los datos

del pH-drift se utilizaron los valores del punto de compensacién para el pH. Se podria
pensar que, al tamponar el pH, dado que se previene la limitacion de Ci por alto pH, la
concentracion de COminima que se podria alcanzar por la fotosintesis deberia ser
menor, ya que existe una mayor cantidad de @®ponible para el alga, pero en
realidad se encontré todo lo contrario. Una posible explicacién para esto es que la
deplecion de C@durante los experimentos de deriva de pH (sin tamponar) puede
deberse principalmente a dos procesos: la transformacion fisico-quimica genCO
HCOs; como consecuencia del incremento del pH y a la incorporacion ded@|

alga. Sin embargo, cuando el agua de mar est4d tamponada, como sucede en los
experimentos en el IRGA, la retirada fisico-quimica de, @® minima y solo se
produce la incorporacion de G@or el alga. Por este motivo, el punto de compensacion
para el CQ en los experimentos realizados con agua de mar tamponada fue mucho
mayor, es decir, que el significado de uno y otro punto de compensacion es distinto.
Mientras que el punto de compensacion para el €@ulado refleja la concentracion

de CQ remanente segun el equilibrio carbdnico-carbonato para un pH en concreto, el
punto de compensacion para el gtencial aporta informacién sobre cuanto,@®

capaz de incorporar el alga en condiciones de exceso del@énte un periodo de

varias horas.

Beer et al. (1990) encontraron puntos de compensacion para mGp
distintos conUlva fasciata en experimentos con agua de mar tamponada y no
tamponada. Mientras que en medio tamponado el punto de compensacion fue de 0.021
numoles de CEL™ (0.48 ppm), en agua no tamponada este valor fue significativamente
mas bajo, 0.003 umoles de €O (0.07 ppm), es decir, 7 veces menor. En cualquier
caso, ambos puntos de compensacion son bajos fsciata, segun las observaciones
de Maberly (1990). Al contrario dg. fasciata, las especies estuaricas estudiadas no
poseen mecanismos de concentracion de Ci, de manera que la concentraciémale CO
es tan alta en las inmediaciones de la Rubisco como para saturar la carboxilacion y
reprimir la reaccién de oxigenacion que da lugar a la fotorrespiracion (Beer et al. 1990).
Por otra parte, el punto de compensacion para eld@@ulado a partir de los datos de
pH paraB. scorpioidesfue aproximadamente la mitad del valor de 0.95 + Qudol

CO, L™ dado por Mercado y Niell (1999), probablemente debido a diferencias en las

102



Discusion

condiciones experimentales de irradiancia y temperatura. Tal y como Mercado y Niell
(1999) ya sugirieron par8. scorpioides, el punto de compensacién obtenido para
ambas especies no es lo suficientemente bajo para requerir mecanismos de
incorporacion de HC@ Esta correlacion entre alto punto de compensacion parazel CO

y punto de compensacion para el pH por debajo de 9, esta en concordancia con las
observaciones de Maberly (1990) para especies de roddéfitas que no pueden usar HCO
Por lo tanto, tanto el punto de compensacion para el pH como para,elle
scorpioidesy C. caespitosa confirman que en condiciones normales la concentracion
aérea y acuatica de @@s suficiente, aunque no saturante, para su supervivencia sin

necesidad de usar Hg@omo fuente de Ci.

Como referencia se han tenido las curvas fotosintéticas a distintas
concentraciones de Ci. La respuesta de la actividad fotosintética al cambio de
concentracion de Ci permiti6 obtener los principales parametros fotosintétid®s de
scorpioidesy C. caespitosa en relacién con la incorporacion de Ci. El valor de Vmax
obtenido en el presente estudio fue de 34.28 + 2.27 ppwpt PF K, que corresponde a
una concentraciéon de Ci superior a la maxima utilizada en la curva. Por lo tanto, la
concentracion de COen el agua de mar, de aproximadamente 2.2 mM, no es
suficientemente alta para saturar la fotosintesis en B. scorp{Méesado y Niell 1999).
Tampoco se alcanzé a la concentracion del agua de mar natur@l. gaspitosa, cuya
fotosintesis maxima (39.08 + 3.66 umaldd FW hH') se alcanzaria, de modo esperado,

por encima de 4 mM.

Uno de los parametros obtenidos a partir de la curva P-C es la constante de
semisaturacion (Kmic)), es decir, la concentracion necesaria para alcanzar la mitad de
la tasa de fotosintesis maxima. Este parametro junto con la pendiente inicial de la curva,
se han utilizado tradicionalmente para determinar la afinidad de una especie por el Ci.
No obstante, Johnston y Raven (1986a, b) cuestionaron la idoneidad gl@dacdmo

medida de la capacidad para extraer Ci del agua de mar.

La mayoria de los métodos de analisis de las curvas P-C, asumen que se ajustan
a un modelo de Michaelis-Menten. Sin embargo, con frecuencia ése no es el caso, como
sugirieron Johnston et al. (1992), debido a la naturaleza de la fotosintesis. De manera
simplificada y segun Raven y Johnston (1991), la cinética del Ci se lleva a cabo

superando dos obstaculos (i) la velocidad méaxima limitada por la tasa de transporte de
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electrones, que controla la tasa de resuministro de la Rubisco por carboxilacion (o,
raramente, la actividad Rubisco saturada por carbono, Raven 1984) y (ii) la pendiente
inicial controlada por la actividad y afinidad por el £@e la Rubisco y por el
suministro de Ci (Johnston et al. 1992). La transicion de una tasa limitada por carbono a
una aparente saturacion por carbono puede variar de una especie a otra. Johnston et al.
(1992) mostraron cémo diferentes estados potenciales de transicion pueden alterar los
valores de Km para un sistema tedrico que tenga la misma actividad Rubisco inicial. Por
lo tanto, algunos factores, como la disminucion en la concentracién de Rubisco, pueden
producir cambios en ladricy sin cambios en la afinidad por el Ci. Segun Johnston et

al. (1992) el valor de kric) refleja la interaccion entre la pendiente inicial de la curva y

la velocidad maxima y, por lo tanto, no puede ser una expresion adecuada de la afinidad
de una macroalga por el Ci, salvo en algunas excepciones. Segun los mismos autores, el
problema inherente de interpretar la,¥c) se solucionaria utilizando la pendiente

inicial de la curva.

La conductancia fotosintéticayjges el parametro propuesto por Johnston et al.
(1992) para determinar la capacidad de tomar Ci del agua de mar, es decir, la afinidad
de cada especie por el Ci. Este parametro de las curvas P-C puede ademas usarse para
comprobar si los flujos medidos son consistentes con la entradadeoC@ifusion vy,
en consecuencia, para mostrar si un alga en concreto puede o no usarcétG®

fuente de Ci.

Johnston et al. (1992) calcularon de forma aproximada el grosor maximo de la
capa limitrofe que permitiria la fotosintesis basada epn ®f@diante el volumen de
agua que queda retenido sobre la superficie del talo en emersion dividido por el peso del
alga, Mercado y Niell (2000) estimaron que el espesor de la capa limitrofd.para
scorpioidesesta en torno a 20 um, mientras que en el presente trabajo la capa limitrofe
se midié por el mismo método pdta caespitosa, cuyo grosor se ha estimado en 170
um. Estos valores son suficientemente altos como para que la fotosintesis en estas
especies esté basada solamente en la difusion y no ocurra la utilizacion dgl HCO
siendo ademas compatible con la presencia de ACAext, por lo tanto, se ajustan a los
resultados obtenidos por Johnston et al. (1992). Estos demostraron ademas que existe
una buena concordancia entre la sensibilidad de una especie a pHs altos y su yalor de g
y utilizaron los valores de capa limitrofe para calcular la maxima difusion de CO

Mercado et al. (1998) calcularon que para un rango de capa limitrofe 3.24 a 10.52 um,
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el valor maximo de conductancia para el,G@mpatible con que solo se produzca
difusién de CQ es 60 x 18 m s’. Para un valor de capa limitrofe de entre 20 y 100
pum, este limite depgpara el CQ debe ser mucho mayor, con lo que los valores de
conductancia obtenidos paBascorpioides C. caespitosa, 143.17 + 36.50 x %t s'

y 111.09 + 9.29 x 1& m s?, respectivamente son suficientemente bajos como para
poder afirmar que el CQentra exclusivamente por difusion. Ademas, el valor limite de

gp para el CQ calculado por Mercado et al. (1998), se estimé a partir de la tasa
fotosintética como evolucion de,@niendo el cuenta el cociente fotosintético, pero no
como incorporacion de Ci, lo que puede afectar al calculo de manera significativa. En
cualquier caso, los valores dg para el CQ en las especies de macroalgas en este
estudio son coherentes con la presencia de CAext, aunque no con una incorporacion de
HCQO;, a pesar de la baja afinidad de estas especies por cualquiera de estas dos formas
de Ci, como se discute mas adelante. A todo lo anterior hay que afadir una evidencia
mas: el grosor de la capa limitrofe en relacion con la difusion dee@@Il agua se

puede calcular mediante el coeficiente de difusién para g(C®x 10° m’ s y la o)

para el CQ (Johnston et al. 1992; Raven et al. 2002a). El grosor de esta capa calculada
paraB. scorpioidesseria de aproximadamente 9 um y p@racaespitosa de 12 pm.
Distintos autores observaron en relacién con la difusion de €Oagua, que las
especies de macroalgas con una capa limitrofe de entre 10 y 15 yum no poseian
mecanismos de utilizacion de Hg@Maberly et al. 1992; Raven et al. 2002a), lo que

esta en concordancia con los resultados anteriormente expuestos.

Otro hecho que confirma que estas especies tienen como fuente de Giesl CO
el valor de3**C. Maberly et al. (1992) establecieron que un valo'd® méas negativo
gue -30%. es el umbral para excluir el uso de BHGf una especie. Estos autores
encontraron un cierto nimero de rodéfitas con valores muy negativd¥de30.0 a -
34.5%0), cuyo punto de compensacion para el pH fue menor de 9, y que, por lo tanto,
estaban restringidas al uso de 0mo fuente de Ci. Raven et al. (1995), Raven et al.
(2002a, b) también observaron que todas aquellas especies estudiadas con valores de
8C mas negativos que -30%. eran algas rojas. Los valores del discriminante isotpico
paraB. scorpioidesy C. caespitosa son también muy negativos. En este estudio se han
encontrado valores de -32.23 + 2.06%0 y -32.88 + 1.98%0, respectivamente. Estudios
previos ya observaron valores $€C paraB. scorpioidesde -30.87%. (Mercado et al.

2009) y -31.20%0 (Raven et al. 1995), estimacién que se encuentra en el rango de los
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presentados en este trabajo. Una de las posibles causas de que los valores sean tan
negativos en las especies estuaricas estudiadas es que la fuente de Ci esté ya
discriminada. El C@desprendido desde el sedimento del estuario tiene un Giidn

mas negativo que el agua de mar, asi como ocurre conpi©Qucido durante la
descomposicion de las hojas en los manglares (Lin et al. 1991). En especies que, como
B. scorpioidesy C. caespitosacrecen sobre los tallos de las plantas de marisma y
pneumatéforos de manglares3EIC puede verse reducido con respecto a otras especies
porque toman COmuy respirado y ya discriminado procedente del sedimento y de los
pneumatoforos, en el caso de los manglares (Raven et al. 1995), que alejan los valores
de 8*°C de los cercanos a -28%. esperados para las plagt&nh@ualquier caso, los
valores de5™°C de las especies dostrychiaque habitan sobre los pneumatéforos de

los manglares no son significativamente diferentes de los que presentan aquellas que
viven sobre sustratos inorganicos (Raven et al. 2002b). Otro de los factores a tener en
cuenta es la fijacion de G@tmosférico. Sin embargo, se insiste en que se trata de una
atmosfera rica en Corocedente de la respiracion y de la mineralizacién de la materia
orgénica en el sedimento, lo cual es coherente con los daib¥Cdeara estas especies

estuaricas.

4.3.- Importancia de las anhidrasas carboOnicas externa e interna

La enzima CA, tanto externa como interna, se encuentra presente en multitud de
especies de macroalgas. En el caso de la ACAext, existen evidencias de que tiene un
papel facilitando la fotosintesis de las algas del intermareal cuando se encuentran en
emersion (Giordano y Maberly 1989).

Aunque la afinidad por el HGOparece ser bastante baja Bnscorpioides
Mercado y Niell (1999) propusieron que esta especie podia tener una cierta capacidad
para utilizarlo, a pesar de que no es suficiente como para soportar tasas altas de
fotosintesis a muy bajas concentraciones de, @Omo ocurre a pH altos, lo que
concuerda con los bajos puntos de compensacion comentados mas arriba. Esta
capacidad, que también es extensibl€.acaespitosa, la atribuyen a la presencia de
ACAext. La presencia simultdnea de CA y la baja capacidad para usai RCS)do
observada en otras especies, civi@nbranoptera alata (Giordano y Maberly 1989) o

Asparagopsis armatgMercado et al. 1998; Mata et al. 2007) sin que estos autores
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ofrecieran ninguna explicacion generalizable para estos casos. La funcion de esta CAext
puede ser la de crear un gradiente de €0Oemersion que facilitase su entrada sin que
esta reaccion tenga que estar directamente conectada con la utilizacién del Ci en la
fotosintesis (Mercado y Niell 2000). Durante los periodos de emersion, que son la
mayor parte del tiempo durante el ciclo de marea, la fotosintesis produciria un
incremento rapido del pH en la capa de agua que cubre al alga antes de su total
desecacion (Smith 1985) lo que llevaria a una disminucién de la concentracién de CO
y, por lo tanto, a una menor disponibilidad de esta forma de Ci para el alga. Algunos
autores (Surif & Raven 1989; Mercado y Niell 1999, 2000) postularon que la ACAext
aceleraria asi el flujo de G@esde el aire hasta el agua sobre la superficie del alga. De
esta forma, el pH de la capa de agua se mantendria mas bajo y el fluje dac2Cel

interior celular aumentaria. Sin embargo, la magnitud de la ACAext en estas especies,
es baja en comparacion con la ACAint, y su funcidn es bastante variable entre las algas
rojas segun Moulin et al. (2011). Estos autores encontraron que la CAext es una enzima
relativamente ineficiente y que su actividad suele estar conectada a otros elementos
funcionales, como la formacion de regiones acidas en la superficie del alga aumentando
asi la concentracion de GOo como el transporte de G@n Porphyra leucosticta
Thuret (Mercado et al. 1999).

La funcién de la CAint en algunas algas puede ser mas importante que la
funcion de la CAext en cuanto a mantener la concentracion gerCe€ interior celular,
ya que la CAint asociada con el cloroplasto asegura que la concentraciéon,dd CO
sustrato para la Rubisco, no cae por debajo de la concentracion de equilibrio en el sitio
de la carboxilacion (Giordano y Maberly 1989). Los valores de CAext observa@os en
scorpioidesy C. caespitosa son casi despreciables en comparacién con la ACAtotal,
con lo que la ACAInt es la actividad enzimatica mas relevante en relacion con el uso de
Ci en estas especies. Tales valores de ACAint son habituales en roddfitas que no
utilizan el HCQ" como fuente de Ci (Giordano y Maberly 1989). Ademas, asumiendo
un valor de pH citoplasmatico de alrededor de 7.3, como el medido por Fernandez et al.
(1999) enZostera marina L., la trasformacion de £€éh HCQ' es facilitada, de forma
que el HCQ se acumula en el interior celular. De esta forma, la concentracion de CO
en el citoplasma es suficientemente baja aumentando el gradiente de difusidon por una
parte, y por otra, el HCOes transportado hacia el interior del cloroplasto donde la
CAint puede catalizar su conversion a GGer utilizado por la Rubisco (Figura 35).
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Figura 35. Propuesta de los mecanismos de incorporacion de Ci present®s en
scorpioidesy C. caespitosa. La presencia de la enzima CAext facilita el flujo de CO
hacia el interior celular que pasa a HC®pH citoplasmatico (7.3 segun Fernandez et
al. 1999) y se acumula en vacuola, para su posterior uso mediante la CAint,

proporcionando asi el sustrato a la Rubisco en el ciclo de Calvin.

La Rubisco puede tener actividad oxigenasa y carboxilasa. En presencia de O
la funcion carboxilasa queda inhibida por competencia deio® el CQ. En plantas
sumergidas, aquellas especies que poseen CCMs aumentan la concentracion de CO
interno, previniendo asi la fotorrespiracion (Laing et al. 1974), lo cual implica un
sistema bioquimico del tipo,CSin embargoB. scorpioidesy C. caespitosa carecen de
CCMs asociados a la incorporacion de HCTEbn la consiguiente inhibicion de la
fotosintesis por alta concentracion deddando el C@es limitante (Mercado y Niell
1999). Estos autores mostraron que la presencia de CA no es suficiente para prevenir la

fotorrespiracion emB. scorpioidescaracterizada por una alta sensibilidad all® que
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puede significar la ausencia de mecanismos de intercambio gaseoso del(Bmwell
y McLachlan 1985; Surif y Raven 1989). Todo esto es consistente con los datos de
discriminacién def**C previamente discutidos, que ya apuntaban a una fisiologia de

intercambio de gases fotosintéticos del tipo C

4.4.- Incorporacion de Ci desde el punto de vista ecoldgico

Desde un punto de vista ecoldgico, estudios previos sugieren que la eficiencia a
la hora de incorporar Ci en las macroalgas se correlaciona con su posicion en la franja
del intermareal (Maberly 1990; Johnston et al. 1992; Flores-Moya y Fernandez 1998;
Mercado et al. 1998; Choo et al. 2002; Snoeijs et al. 2002; Murru y Sandgren 2004).
Estos autores coinciden en que las especies submareales exclusiva o mayoritariamente
toman CQ, mientras que las especies del intermareal son capaces de usareHCO
mayor o menor medida. Sin embargo, algas que, ddive sp., quedan expuestas al
aire durante la marea baja y que, por lo tanto, sufren variaciones muy importantes en la
disponibilidad de Ci, mantienen sus mecanismos de incorporacion de Ci por encima del
rango de la concentracion de Ci externo (Beer et al. 1990) como si estuvieran
desvinculadas de la concentracién externa de Ci disponible. Por otro lado, el mismo
Maberly (1990), en su clasico estudio sobre este tema, encontré que las algas del
submareal que carecian de la capacidad para utilizasH&@len vivir en ambientes
con baja luz, bajo un dosel de algas que la atentan. Las rodofitas de este estudio, son
algas que se localizan en el intermareal, y viven bajo el dosel de plantas haldfitas de la
marisma a una irradiancia baja. Tal y como Snoeijs et al. (2002) sugirieron para
Coccotylus truncatysen estas condiciones no seria energéticamente rentable invertir en
vias de incorporacion de HG@ficientes. Las especies que, debido a la influencia de la
marea, se encuentran expuestas al aire gran parte del tiempo pueden aprovechar la
disponibilidad del C@ atmosférico y disolverlo rapidamente en la fina capa limitrofe
gue cubre el talo antes de su completa desecacion (Mercado y Niell 2000; Murru y
Sandgren 2004). Esto supone una ventaja ecolOgica para especies de estuario como son
B. scorpioidesy C. caespitosa, quienes, de esta forma, hacen frente a la limitacion del

Ci disuelto durante los periodos de emersion.

Como una consideracion general respecto a las especies estudiadas y su habitat,

cabe sefialar, que en el estuario el rio Palmones la heterogeneidad espacio-temporal es
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muy elevada, como ya describieron Moreno y Niell (2004). Los colectivos que no
muestran una uniformidad consistente y, por tanto, presentan alta variabilidad, son
desechados para estudios ambientales; sin embargo en este estudio se ha aceptado el
desafio que la alta variabilidad representa. Cada medida se ha hecho con porciones de
talo que, aunque se tomaban proximamente las unas a las otras, eran diferentes. Nunca
una fraccion de talo se ha usado en dos experimentos, por lo que la variabilidad genética
individual y las adaptaciones derivadas del microambiente han resultado influir de
manera importante en los resultados experimenthiekiso, las medidas a distintas
concentraciones de cada inhibidor se realizaron con muestras independientes, con lo que
la variabilidad aument6. Ademas, la toma de muestras, incluso muy proximas, de una
misma especie 0 en distintas épocas del afio introduce una variabilidad muy elevada,
como queda patente en la mayoria de los resultados presentados en este trabajo y en los

de Andria et al. (1999a, b) que también lo han observado en ecosistemas similares.

4.5.- ¢Estan relacionados la actividad Rubisco y los mecanismos de incorporacion
de Ci?

La actividad Rubisco es una variable ampliamente estudiada en plantas en
relacion con el estrés hidrico (Parry et al. 2002; Bota et al. 2004; Flexas et al. 2006;
Galmés et al. 2011), asi como con el efecto de la concentracion deobf@ ella
(Campbell et al. 1988; Sallas et al. 2003; Cen y Sage 2005). En esta tesis, la
concentracion y actividad Rubisco Be scorpioidesy C. caespitosa se estudiaron en
relacién con la posible presencia de los distintos mecanismos de incorporacién de Ci.
Los resultados obtenidos demuestran que no existe correlacion entre ambos
mecanismos, al contrario de lo que observaron autores como Makino et al. (1983),
Porter y Grodzinski (1984), Peet et al. (1986) y Majeau y Coleman (1994) entre otros,
para plantas vasculares, donde la CA y la Rubisco presentaban patrones similares de
actividad y concentracién. Tal y como observaron estos autores, cabria esperar que
existiera alguna relacion entre el contenido de Rubisco y la ACA, sea cual sea la
funcidn de la CA. Sin embargo, la ausencia de una relacion directa puede deberse a que
las CAs y la concentracion y actividad Rubisco dependen de factores externos que
modulan su respectiva actuacion, como eb,d®luz o el nitrégeno disponible (Garcia-
Sanchez et al. 1994). Israel y Hophy (2002) consideraron que la variaciéon de la cantidad
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de Rubisco en funcién de la concentracion de €0irrelevante. Garcia-Sanchez et al.
(1994) y Andria et al. (1999b) obtuvieron, sin embargo, resultados distintos para
Gracilaria tenuistipitatay Gracilaria gaditana,respectivamente, expuestas a distintas
concentraciones de GQAsi, la aclimatacion a alta concentracion de, (8%, medio
enriguecido) causaron en ambas especidsrdeilaria una disminucion del contenido

en Rubisco, y un aumento de su tasa de fotosintesis, en comparacién con la
concentracion de CQOen el aire, incluso a bajas condiciones de nitrégeno (Garcia-
Sanchez et al. 1994; Andria et al. 1999b). Esto puede denotar, segun Andria et al.
(1999b), la existencia de otros factores mas alld de la Rubisco que controlen la
fotosintesis. En este sentido, Spijkerman (2008) comprobdéCkxmydomonas
acidophila Negoro, una microalga verde adaptada a medio acido donde la
disponibilidad de C® no es limitante, que concentraciones de, @y elevadas
producian una inactivacion de sus CCMs y una disminucién del contenido en Rubisco
con respecto a condiciones de bajo,Gs®@mo respuesta de aclimatacion a dichas
concentraciones. Por otro lado, en el caso mas simple, la enzima existe tanto en la forma
potencialmente catalitica como en su forma inactiva. La cantidad relativa de una forma
u otra viene determinada por el pH, el GOa concentracién de Mg (Lorimer et al.

1976), lo que refrenda nuevamente los resultados obtenidos por Andria et al. (1999b) y
Garcia-Sanchez et al. (1994). A pesar de todo, las condiciones experimentales de lo que
se llama “CQ alto” son particularmente exageradas con respecto a la concentracion de
CO, actual en la atmosfera que llega raramente al 0.005 8. Bcorpioidesy C.
caespitosa las dos horas de incubacién con los inhibidores fueron suficientes para
observar algunas diferencias significativas en la cantidad de Rubisco con lo que se
produjo sintesis de la enzima. La ausencia de cambios en la actividad Rubisco, cuya
activacion es mucho mas rapida, indica que dicha actividad enzimatica en estas algas no
se ve afectada por los mecanismos de incorporacion de Ci como se sugiere
posteriormente. Estos resultados concuerdan con lo encontrado por Portis (1992), quien
afirmo que la actividad Rubisco puede variar independientemente de los niveles de
sustrato y de los inhibidores de dicha actividad porque la enzima existe en multiples
formas. Es conveniente recordar, que la principal entrada deeC@aliza por difusion

en los periodos de emersién, con lo cual, dado que la inhibicion de la CAext en
inmersion no inhibe por completo la fotosintesis, la CAint podria seguir actuando,
aportando C@a la Rubisco a partir de las reservas internas deski@@sta ultima

podria seguir realizando su actividad enzimatica.
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Sea por las razones aducidas por los autores anteriormente mencionados,
(Lorimer et al. 1976; Portis 1992; Garcia-Sanchez et al. 1994; Andria et al. 1999b), o
sea por otros motivos, tanto la concentracion como la actividad Rubisco son poco
sensibles a los inhibidores de las distintas vias de adquisicion de Ci util para la
fotosintesis de modo indirecto, a pesar de estar demostrada la existencia de las CAs en
las especies estuaricas del presente trabajo. Si hubiera correlacion o simplemente
relacion tentativa, los sistemas de incorporacion de Ci y la concentracién/actividad
Rubisco mostrarian alguna coherencia. Por consiguiente, como dicha coincidencia no
existe enB. scorpioidesy C. caespitosa se considera que los dos sistemas estan
desacoplados, son independientes, o simplemente que esas vias de incorporacion no
existen, como en el caso de los transportadores de; H&Osimporte con Na La
constancia del pool de Rubisco en estas algas, incluso inhibiendo la ACAint, demuestra
que es independiente de la concentracion dg Q@ se puede considerar constante en
el ambiente de la marisma, donde el balance entre la fotosintesis de las plantas de

marisma y la respiracion del sistema sedimentario estarian compensados.

No obstante, hay una pieza por encajar en el modelo general: ¢cual es la
interpretacion de la alta ACAInt en relacion con la actividad de la Rubisco? Puesto que
la ACAInt no parece llegar a la saturacionBenscorpioidesy C. caespitosa y que no
presenta ninguna relacion con la concentracién/actividad de la Rubisco, se debe suponer
gue estas ultimas son independientes de la actividad de ACAInt. El uso,dsn @D
interior celular llevaria a la limitacién del mismo si la difusién de @@ra mas lenta
gue su consumo por la Rubisco. Dentro de la célula, la relativamente alta actividad de la
enzima CAint proporcionaria altas tasas de deshidratacion de} lgG©suministraria
CO, a la Rubisco (Israel y Beer 1992), aunque hasta donde alcanza nuestro
conocimiento, no existen trabajos en los que se aclare el posible papel de la ACAint en

relacion con la Rubisco en macrofitos.

Por otro lado la actividad Rubisco encontrad@escorpioidesy C. caespitosa
fue baja (283.9 + 97.6 nmol G@™* PF &'y 1118.0 + 665.3 nmol COg* PF &,
respectivamente) en comparacion con la descrita por Israel y Hophy (2002) para
cloréfitas comoUlva sp. (5003 + 278 nmol GOg' PF §") u otras roddfitas del
intermareal superior comBorphyra sp. (2300 + 333 nmol GQ@* PF &Y, lo que
significa que en las especies del presente estudio la cantidad,absp@nible para la

Rubisco estd por encima de la saturacion. Si comparamos el Ci que incdBporan

112



Discusion

scorpioidesy C. caespitosa con la actividad de su enzima Rubisco podemos obtener una
estimacion de la eficiencia de dicha enzima. Segun nuestros resultados, la eficiencia de
la Rubisco en estas especies es de aproximadamente un 22% y un 13%,

respectivamente, siendo significativamente mayor en B. scorpioides

Raven et al. (2012) sugirieron que el sistema Rubisco puede actuar de dos
maneras distintas: en una de ellas la Rubisco es un sistema muy saturadocen CO
una afinidad muy baja (Rubisco Al y B1) y es caracteristico de las cianobacterias;
alternativamente, otro sistema propio de las células eucariotas presenta alta afinidad por
el CO y baja tasa de saturacion (Rubiscos IB e ID). Mercado y Niell (1999) observaron
que la fotosintesis no se saturabaBeiscorpioidesa concentraciones de Ci de 5 mmol
m3, y ademéas posefa una muy baja afinidad. La respuesta en los resultados obtenidos
paraB. scorpioidesy C. caespitosa en este trabajo muestran una incorporacion de CO

gue no llega a saturarse, con una baja afinidad por esta forma de Ci.

4.6.- Influencia de la salinidad y osmolaridad en la incorporacion de Ci

La salinidad juega un papel importante en la existencia y distribucion de las
algas en los ecosistemas estuaricos (Jagtap y Untawale 1981; Yarish y Edwards 1982;
Nair et al. 1982; Mosisch 1993). El rango de salinidad y el tiempo al que se ven
sometidas a dicha salinid&d scorpioidesy C. caespitosa en la naturaleza es amplio y
variable, respectivamente. La salinidad en el estuario del rio Palmones oscila entre 29 y
35 segun Clavero et al. (1997), aunque se advierte una progresiva salinizacién, pues
durante esta tesis se han llegado a medir valores mucho mayores, de hasta 37. En este
estudio, el rango salinidad experimental fue entre 10 y 45, salinidades a las que son
capaces de viviB. scorpioidesy C. caespitosa sin diferencias significativas en su tasa
fotosintética. Otras especies Bestrychia también mostraron una gran tolerancia a
amplios rangos de salinidad, es decir, una gran plasticidad con respecto a su
crecimiento, fotosintesis y respiracion (Dawes et al. 1978; Yarish et al. 1979, 1980;
Mann y Steinke 1988; Karsten et al. 1993). Por ejempustrychia tenella (J. V.
Lamouroux) J. Agardh presenté amplia tolerancia a distintos rangos de salinidad,
temperatura y desecacion (Broderick y Dawes 1998 ogtrychia simpliciuscula
Harvey ex J. Agardh crecio a todas las salinidades entre 2.5 y 60 con preferencia por las

salinidades intermedias (Karsten et al. 1994a). En términos generales, la tasa
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fotosintética y respiratoria de las distintas especieBa$trychia tienen una respuesta
relativamente insensible bajo condiciones hipersalinas, 1o que, segun los anteriores

autores, puede asegurar su supervivencia en habitats estuaricos.

En la presente memoria, la ACAext Bnscorpioidesio se vio afectada en todo
el rango de salinidades del experimento mientras qu&. eaespitosa dicha actividad
enzimatica presento su optimo entre 30 y 36, salinidades muy frecuentes en el estuario.
Varios estudios sobr€atenella en el estuario de Ashtamudi (India) establecieron que
las condiciones de salinidad 6ptimas para este alga en términos de distribucién estaban
entre 18 y 25 (Nair et al. 1982; Mal et al. 1987). Posteriormente, Narasimha Rao et al.
(2008) comprobaron que el rango de salinidad mas favorableCpéeaella impudica
estaba entre 19 y 29, cercano al 6ptimo observado(acaespitosa en el presente
estudio en relacion a la ACAext. Otras especies de manglares, Cainglossa
leprieurii habita preferentemente en zonas con rangos de salinidad algo mas bajos, entre
10 y 20 (Jagtap y Untawale 1981).

Las algas rojas son, en general, sensibles a los tratamientos hiperosmoticos (Bird
et al. 1986; Kirst 1989), asi como al estrés hiposmotico (Irlandi et al. 2001). Ambos
tipos de estrés pueden limitar el crecimiento de las especies. El efecto hiperosmotico,
puede darse como aumento de la salinidad ambiental o por desecacion, siendo
comparables, ya que ambos tienen como resultado cambios en el potencial hidrico de las
células. Durante la desecacion, las concentraciones ionicas celulares crecen y las
proporciones idnicas permanecen constantes. El efecto de la desecacion y, por lo tanto,
de la elevada salinidad que rodea a la planta durante dicho proceso, es reversible en el
caso deB. scorpioidesy C. caespitosa. Sabemos que la tasa fotosintética se recupera
tras su completa desecacion tan solo media hora después de volver a sumergirse de
nuevo (com. pers. R. Sanchez de Pedro). En estas especies la desecacion llega a ser
completa en muchos momentos del ciclo de marea, observandose que los talos
adquieren una textura friable que presenta incrustaciones de sal sobre su superficie, con
lo que el estrés osmotico es esperable en ambas especies. Segun (Ji y Tanaka 2002), la
capacidad para soportar el estrés por desecacion esta relacionada principalmente con su
habilidad para prevenir la pérdida de agua y no tanto con su posicion en el intermareal.

En periodos de completa desecacion es bastante improbable que el alga realice

fotosintesis, mientras que la respiracion suele ser poco sensible a este estrés osmaotico

114



Discusion

(Wiltens et al. 1978; Kirst y Wichmann 1987). Sin embargo, como se ha comentado
previamente, las tasas de incorporacion de @€&didas en emersion en ambas especies

son muy elevadas en comparacién con las observadas en agua. Esto es debido a que,
durante el proceso de desecacion, existe una pelicula de agua con una salinidad elevada
sobre la superficie de las algas, situacion en la que la ACAext aumenta, segun proponen
Mercado y Niell (2000), el gradiente de £®facilitando asi su entrada por difusion,

como ya se ha comentado anteriormente.

Ante estas circunstancias se pensé que el i6h pdaria tener un papel
importante en la incorporacion de Ci y que, por tanto, su ausencia tendria algun efecto
sobre la fotosintesis. Dado que el sorbitol es un soluto compatible con carga nula y que
no contiene iones Nay CI, se utilizé dicho compuesto para incubar las algas del
presente trabajo en ausencia de” MaCl manteniendo las condiciones de presion
osmotica. Otro de los compuestos usados en las incubaciones fue el Cloruro de colina,
un compuesto organico que posee el aniéh cBGh lo que se pudieron realizar
incubaciones de las algas en presencia de dicho i6n y en ausencia ldesNasultados
obtenidos tras las incubaciones en presencia deyNei (agua de mar artificial), en
ausencia de ambos (sorbitol) o en ausencia dey/|deesencia de C(cloruro de colina)
muestran que la tasa fotosintética como evolucion deoQe ve afectada por ninguno
de estos tratamientoRBor el contrario, tanto @ scorpioidescomo enC. caespitosa la
tasa de respiracion no permanecié constante sino que aumenté a la osmolaridad
correspondiente a las salinidad de 20, tanto en presencia como en ausencia de ambos
iones Na y CI. La tasa respiratoria si resulta afectada por la baja osmolaridad mientras
que el coste energético en el rendimiento de la fotosintesis permanecié constante. En la
aludidaBostrychia radicanga tasa de respiracién permanecio constante en un rango de
salinidad de 10 a 37.4 (Karsten y Kirst 1989a), aunque dichos autores no comprobaron

el efecto del sorbitol y el cloruro de colina sobre la tasa fotosintética o la respiracion.

En relacion con la TFN como incorporacion de Ci, los resultados obtenidos en
esta tesis mostraron que el sorbitol no producia ningun efecto en la incorporacion de Ci
en B. scorpioidesni C. caespitosa, mientras que si se produjo una inhibicién
significativa sobre su TR, especialmenteCrcaespitosa. La configuracién molecular
del sorbitol es muy parecida a la de determinados sustratos respiratorios, lo cual tendria

influencia sobre dicha inhibicion de la TR.
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El efecto de estos tratamientos sobre la actividad ACAext muestra que la enzima
en C. caespitosa es mas activa a las osmolaridades asociadas a las salinidades de 20 y
36, mas habituales en su habitat, que a 45, por lo tanto, durante la desecacion del alga,
donde la salinidad del agua circundante aumenta, la ACAext del alga disminuye.
Bostrychia scorpioidessin embargo, mantiene una alta actividad de la enzima en todas
las salinidades ensayadas. Esto supone que durante las primeras horas en emersion,
cuando la capa de agua que queda sobre las algas no ha alcanzado alun una salinidad
muy elevada, la CAext actuaria aumentando el gradiente deddi® se ha comentado
anteriormente, pero una vez alcanzado un cierto grado de desecacion, y por consiguiente
una cierta salinidad, la CAext disminuye su actividad, hasta posiblemente quedar
inactiva, una vez se alcanza la desecacion total. Por otro lado, a las dos salinidades
menores (20 y 36) se observa un aumento de la actividad enzimatica en medio sin
cargas eléctricas con sorbitol, es decir que la ausencia de NaCl activa la CBext de
scorpioides Este efecto coincide con el obtenido al realizar incubaciones con MON y
medidas de la ACAext. En ambos casos la actividad enzimatica se vio incrementada, en
el caso del Sorbitol, por la ausencia dé Ma&n el caso de la MON por la eliminacion
del gradiente de NaEsto significa que este cation tiene un efecto importante sobre
sobre la incorporacion de Ci. Ademas la presencia de sorbitol en altas concentraciones
en el medio de incubacién pudo disminuir la solubilidad de €0el agua, asi como
alterar el equilibrio carbonico-carbonato, restringiendo la capacidad de entrada de Ci a
la planta por esta via. Eh caespitosa, sin embargo, la alta salinidad no tiene un efecto
potenciador de la ACAext sino que produce una disminucibn de la misma,
independientemente de las proporciones idnicas presentes, ya que la presencia de
osmolitos solubles en el interior celular no es suficiente para compensar el estrés

osmotico.
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4.7.- Epilogo

Las dos especies de rodofitas de las que trata la presente memoria sobreviven en
un medio muy fluctuante en el que la concentracion de Ci disponible es escasa cuando
estan dentro del agua. Ambas son especies intermareales adaptadas a ciclos de
emersion-inmersion con tasas fotosintéticas como incorporacion de Ci es mayor en aire
gue en agua. Sin embargo, la afinidad que presentan por el Ci es baja y la eficiencia de
la Rubisco para asimilarlo es de alrededor de un 20%. Ademas, existe un
desacoplamiento entre la fotosintesis como evolucion de @corporacion de Ci.
Ambas especies usan €@omo forma de Ci Unica. En realidad disipan un gran
potencial electronico en relacién al carbono conseguido que procede de un medio muy

“respirado”, el medio sedimentario en el cual crecen.

La salinidad del medio en el que viven cambia constantemente, tanto por los
aportes del rio y del mar como por efecto de la desecacion en emersion, a lo que ambas
algas estan perfectamente adaptadas, como demuestra su plasticidad fotosintética. La
variabilidad ambiental del ecosistema en el que habitan no parece un factor limitante
para su crecimiento. Ambas se recuperan en poco tiempo de las paradas de metabolismo
y el estrés osmotico al que se ven sometidas durante la emersion, una vez dentro del

agua.

A pesar de las diferencias morfolégicas que preseBtaacorpioidesy C.
caespitosa, de su segregacion espacial en el intermareal y de sus diferencias en cuanto a
la utilizacion del nitrogeno y el fosforo (Sanchez de Pedro et al. 2013), ambas muestran
un metabolismo muy similar en relacién con la incorporacion de Ci, viviendo ambas a
concentraciones de G@nenores de las que son capaces de incorporar. A pesar de ello,
la concentracion de Ci en el interior celular parece estar por encima de la concentracion

metabolizable por la Rubisco.

Un aspecto que queda por estudiar a raiz del presente trabajo es el papel
concreto de la CAint. Dado que su actividad es muy superior a la de la CAext, y segun
los resultados mostrados en este estudio, la CAint actuaria asegurando una
concentraciéon suficiente de g@lrededor de la Rubisco a partir de HCQue podria
generarse por el pH ligeramente alcalino del citoplasma. Sin embargo, esta hipétesis

debera comprobarse en futuras investigaciones.
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Conclusiones

1.- La presencia de ACAext y ACAInt queda demostrada tani. snorpioidesomo
enC. caespitosa. La ACAext d. scorpioideses significativamente mayor que €n
caespitosa, siendo la ACAint mucho mayor que la ACAext en ambas especies.

2.- No existe incorporacion de HGOmediante simporte NAHCO;, o través de
canales aniénicos o bomba-ATPasa tipo P. La inhibicion parcial de la fotosintesis
con el uso de AZ, EZ y DBS no implica la presencia de dichas vias alternativas a las

CAs. La existencia de CAext no esta relacionada con la incorporacion dg. HCO

3.- La unica forma de Ci utilizada por estas dos especies en la fotosintesis es el CO
segun el valor de punto de compensacion para el pH (< 9), la baja afinidad por el Ci, el
alto valor del punto de compensacion para e} €@l valor del discriminante isotopico
(5"°C < -30%o).

4.- La incorporacion de CCen estas especies se realiza principalmente y en mayor
medida durante los periodos de emersion, mostrando un bajo coeficiente fotosintético

en inmersion.

5.- La actividad Rubisco es relativamente baja con respecto a otras especies; también lo
es en comparacion con la alta ACAint, lo que supondria que la concentracién, de CO
alrededor de la Rubisco esta por encima de la saturacion.

6.- La concentracion y actividad Rubisco son independientes de la incorporacion de Ci,
ya que estas dos variables no presentaron ninguna variacion con los distintos

inhibidores de las ACAs.

7.- TantoB. scorpioidescomo C. caespitosason especies con una gran plasticidad

fotosintética, adaptadas a variaciones en la salinidad y la osmolaridad del medio.

8.- La ausencia de Nan el medio no afecta a la tasa fotosintética de estas especies

pero si a su respiracion, produciendo una inhibicién significativa de la misma.
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Summary

1.- Introduction

The CQ concentration in natural seawater in equilibrium with air is 0.014 mmol
L at 15°C (Riley and Chester 1971). This concentration is much lower than the
seawater concentrations of HE@ mmol L) and CQ?* (0.2 mmol LY) at pH 8.1-8.2
(Stumm and Morgan 1981). G@s the only carbon species fixed in the carboxylation
reaction of the enzyme ribulose-1,5- bisphosphate carboxylase/oxygenase (Rubisco),
which is located in the stroma of chloroplasts (Falkowski and Raven 1997).
Consequently, the G{xoncentrations at which marine macroalgae live are low, and the
CQO, diffusion rates in seawater are 10,000 times lower than in air (Denny 1993; Lobban
and Harrison 1997). These circumstances may result in a barrier to carbon acquisition at
the cell membrane of aquatic photosynthetic organisms. Therefore, a low integnal CO
concentration available for the Rubisco could cause photosynthetic limitation and even
permanent damage to the photosynthetic apparatus (Demming-Adams and Adams 1992;
Hanelt et al. 1992, 1993; Krause 1988; Krause and Somersalo 1989). All of these may
lead to the development of different mechanisms to cope withli@@ation, such as
utilizing the HCQ' pool of seawater as a source of inorganic carbon (Axelsson et al.
1991; Beer 1994; Johnston and Raven 1986; Larsson and Axelsson 1999; Raven 1997).
Badger and Price (1994, 2003) described a number of different Ci uptake mechanisms
in cyanobacteria. One of these mechanisms is the dehydration of HEGCO,
production by external carbonic anhydrase (eCA) (Badger and Price 1994; Haglund et
al. 1992b). The presence of this HC@ptake mechanism is usually tested by the
addition of specific inhibitors. If the eCA enzyme is present, the photosynthesis of
macroalgae is inhibited, to a greater or lesser extent, by dextran-bound sulfonamide
(DBS), which cannot pass through the plasma membrane, and by acetazolamide (AZ),
which pass the membrane very slowly (Gehl et al. 1990, Sultemeyer et al. 1990,
Williams and Turpin 1987). HC{ can also be directly transported across the
membrane, after which internal CA (iCA) catalyzes its conversion intg (B®@er
1994), and whose activity is inhibited by ethoxyzolamide (EZ, Sultemeyer et al. 1993).
This HCQ;" transport can also be possible by means of a membrane proton pump (P-
type H-ATPase) that energizes the membrane (Taiz and Zeiger 1998) and secondary
transporters (NaHCO; symport and anion exchange proteins) that use the motive
force accumulated in the membrane for the transport of different substances (secondary

ions, metabolites, etc.) into and out of the cell (Michelet and Boutry 1995). The
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presence of these direct Hg@ptake mechanisms can also be detected using specific
inhibitors: sodium orthovanadate (VAN), inhibitor of the ATPasepdmps (Gilmour

et al. 1985; Karlsson et al. 1994), Monensin (MON) which dissipates the
electrochemical Nagradient (Pressman 1976; Pressman and Fahim 1982) dnd 4,4
Diisothiocyanatostilbene-2;2lisulfonic acid disodium salt hydrate (DIDS), a dfie
inhibitor of plasma membrane anion exchangers (Drechsler et al. 1993; Falke and Chan
1986; Smith and Bidwell 1989).

These putative Ci uptake pathways have been observed in cyanobacteria (Badger
et al. 2006; Kaplan et al. 1991; Price et al. 1998; Siltemeyer et al. 4988)Iso in
green macroalgae such B$va sp. (Drechsler et al. 1993) a@dadophora glomerata
(L.) Kitz. (Choo et al. 2002) and in Heterocontophytemminaria digitata (Huds.)
Lamour andSaccharina latissima (L.) Lane. However, there are fewer studies on red
macroalgae (e. g. Cook et al. 1986; Haglund et al. 1992; Johnston et al. 1992). In
contrast to these algal groups where HQ@e is almost ubiquitous, some of the red
algae lack the ability of direct HGOuptake. Nevertheless, ATPasé-Humps were
found inCoccotylus truncatuéSnoeijs et al. 2002) and anionic exchanger proteins were
observed in some other red algal species sudBrasilaria gaditana(Andria et al.
1999).

Although no previous studies have been focused on the inorganic carbon (Ci)
uptake inC. caespitosa, two previous reports described the photosynthetic performance
of B. scorpioidesMercado and Niell 1999) and its GQptake in air (Mercado and
Niell 2000). The latter also discusses the role of the eCA in that species. Both studies
agreed with Mercado et al. (1998) and Giordano and Maberly (1989) in not finding a
clear relationship between eCA activity and the ability of a species to usg HCO
photosynthesis under water. Moreover, no data have been published about the detection
of alternative Ci uptake pathways, apart from the mentioned CA activities, in these two
species. Based on previous results in cyanobacterial mats (Carrasco et al. 2008) the
obstruction of the CA was supposed to enhance the activity of alternative channels (if

present) and viceversa.

Different techniques were performed to determine the main Ci form such as
Photosynthesis-Ci curves (P-C curves), pH-drift measurements (e.g. Maberly 1990) and
Carbon isotope discrimination (e.g. Raven et al. 2002) among others. On the other hand,
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the only Ci form used by Rubisco is g®Raven 1991). The capture and efficient use of
CO, by Rubisco in photosynthesis, as well as the adaptative response of different
species to environmental limitations in relation to the Ci uptake, has been widely
studied in cyanobacteria (Kaplan et al. 1991; Sultemeyer 1998; Badger et al. 2002;
Badger 2003; Badger et al. 2006; Carrasco et al. 2008) and microalga (Moroney et al.
1985; Karlsson 1995; Eriksson et al. 1996; Colman et al. 2002). However, the
relationship between the Ci uptake and the Rubisco activity has been poorly described
for macroalgae (Beer et al. 1990; Israel and Hophy 2002). The possible covariation of
the Ci uptake mechanisms and the concentration and activity of the enzyme Rubisco,
which uses C@ as substrate, has been discussed for the two species of estuarine
macroalgae in this study.

The environmental conditions of estuarine habitats fluctuate wiBelstrychia
scorpioidegHudson) Montagne ex Kitzing ahtenella caespitosa (Withering) L. M.
Irvine are the two main rhodophytes found in the Palmones river estuary (Southern
Spain). Both species live among salt marsh plants in the estuarine intertidal. Their
zonation takes place along a horizon of 50 cm with a clear segredatiscorpioides
lives in the upper position of the shore &hdcaespitosa grows on the lower zone, even
over the mudflat sediment, although both coexist in the middle zone (Sanchez de Pedro
et al. 2013). In relation to the fluctuating conditions in the estuary in terms of ionic
concentration, the effect of salinity and ionic changes have been described for different
species in studies such as Gillham (1957), Kentula y DeWitt (2003), Martins et al.
(1999) or McAvoy and Klug (2005). Variations in the salinity mainly affect theaxal
CI" concentrations in water. Taking into account the possible presence of HR®
symport in these species, it can be hypothesized that the presencdeimtidamedium
could affect the Ci uptake mechanisms. These mechanisms have not been previously
studied concerning the different salinity and osmolarity Batscorpioidesand C
caespitosa have to deal with. However, there are several physiological studies on
Bostrychia radicansMontagne andBostrychia moritziana (Sander) J. Agardh with
respect to growth, photosynthesis and respiration (Dawes et al. 1978; Yarish et al. 1979,
1980; Mann and Steinke 1988; Karsten et al. 1993, 1994).

The present study focuses on the study of the different Ci uptake pathways as
well as on defining which Ci form is mainly used ByscorpioidesandC. caespitosa.

Special emphasis is put on the presence of eCA and iCA, as well as the possible
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relationship of these mechanisms on the Rubisco activity. Moreover, the effect of ionic
concentration, one of the most fluctuant variables in the estuary, has been studied in
relation to the photosynthetic activity of these two rodophytes.

The main objectives in this study are:
1.- To compare the eCA and iCA B scorpioidesandC. caespitosa and

to prove the existence of other channels involved in the Ci uptake.

2.- To define which is the main Ci form fd. scorpioidesand C.

caespitosa.

3.- To quantify the concentration and activity of the Rubisco in these two
species and to check its relation with the CA and other pathways
presumably involved in the Ci uptake.

4.- To evaluate the effect of osmolarity and salinity and also the presence
of Nat+ in the medium on the photosynthesisfor both species of

macroalgae.

2.- Sampling and Analytical Methods

Bostrychia scorpioideand Catenella caespitosamples were collected in the
intertidal of the Palmones River Estuary (Cadiz, Southern Spain). These species grow
on the lower part of the stems of the estuarine and saltmarsh halophytic macrophytes,
forming a defined horizon. After collection, algae were transported in darkness and cold
to the laboratory, cleaned of epiphytes and maintained at 15°C in Perspex cylinders
containing 2 L of aerated filtered (Whatman GF/F) natural seawater (NSW), at a salinity
of 36. Photosynthetically Active Radiation (PAR) of 40 pmol photois mmeasured
by a Spherical Micro Quantum Sensor (Model US-SQS/L, Walz, Effeltrich, Germany)
connected to a Light Meter (LI-250A, LI-COR, Lincon, NE, USA), was provided by
F20W/DL Osram fluorescent lamps under 12:12 h light: dark photoperiod. They were

maintained under these conditions for 2 days prior to the experiments.

For the experimental designs included in the present thesis, four questions were

considered:
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1) Which are the Ci uptake mechanisms in these two species?

First, the eCA and iCA activities were determined by the potentiometric method
(Haglund et al. 1992) and compared in both species. Moreover the different Ci uptake
channels were identified by means of specific inhibitors (DBS, AZ, EZ, MON, DIDS
and VAN), which effect was tested on photosynthesisgas/Qlution, using an oxygen
elecrode Clark type DW1/AD (Oxygraph system, Liquid-Phase Oxygen Electrode
Chamber, Hansatech Instruments Ltd, Norfolk, UK) and as Ci uptake in an Infra Red
Gas Analyzer (IRGA; C@sensor model Li-820), and also on eCA and iCA activities.
Different concentrations of these inhibitors were analyzed foev@lution and eCA in
order to determine the minimum concentration needed to obtain the maximum

inhibition percentage.
2) Which form of Ci is mainly taken up by B. scorpioide=l C. caespitosa?

Once the effect of the inhibitors on the photosynthesis was defined, the main Ci
form used was determined by means of different methods. First, a characterization of
the photosynthesis in relation to the Ci uptake concentration was performed through P-
C curves and their associated parameters. Moreover, pH-drift (Maberly 1990) and
alkalinity measurements (Gran potentionmetric method; Gran 1952) were carried out
along several hours. From these measurements the pH ando@ensation points
were calculated as well as the HEGpontaneous dehydration (Johnson 1982).
Furthermore, the Cgdrift was directly measured, so the £@nd the HCQ@
compensation points could also be experimentally determined. Additionally, the carbon
isotopic discrimination §°C) was also measured (Maberly et al. 1992; Raven et al.
1995; Korb et al. 1998; Raven et al. 2002).

3) Are Ci uptake mechanisms related to the enzyme Rubisco?

Measurements of both concentration and activity of the enzyme Rubisco were
performed in samples directly collected from the field, acclimated to the lab conditions
and also incubated with inhibitors of the CA and the HG®a symporters, in order
to study the possible coupling between the Ci uptake and the Rubisco enzyme. The
spectrophotometric method described in Kubien et al. (2011) was used to measure the
Rubisco activity in the two macroalgae. The Rubisco content was determined by means
of SDS-PAGE electrophoresis (Laemmli 1970).
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4) Is there any relationship between Ci uptake and the ionic and osmotic characteristics

of the medium?

Finally, the possibility of finding a relationship between the osmotic and ionic
variability and the Ci uptake was considered. Measurements of photosynthesis and eCA
activity were carried out at different salinities (10, 20, 25, 30, 36 and 45). Moreover, the
effect of the presence of Nand Cl was tested on the photosynthesis and eCa activity

by means of sorbitol and choline chloride.

3.- Results and Discussion
3.1.- Ci uptake mechanisms in B. scorpioidad C. caespitosa

The discussion of our results has been made in the chronological order that the
experiments were carried out. Firstly, the addition of inhibitors of the different Ci
uptake mechanisms was observed to affect partially the photosynthesis in the
cyanobacterial mats dflicrocoleus chthonoplastepresent in the estuary (Carrasco et
al. 2008). This fact, together with the values of eCA and iCA reported by Mercado and
Niell (1999, 2000) foB. scorpioidesleaded us to think about the possible Ci uptake
pathways that could be present in both estuarine macroalgae. Moreover, based on
Carrasco et al. (2008) results Microcoleus chthonoplasteand according to our
observations, we hypothesized that the obstruction of the CA was supposed to enhance
the activity of alternative channels (if present) and viceversa. This fact only occurred
exceptionally inB. scorpioidesand C. caespitosa, when the photosynthesis rate was
measured in the presence of DBS, which made us to dismiss the mentioned hypothesis.
However, the results performed by AZ, DBS and EZ photosynthetic rates (both as O
evolution and Ci uptake) and eCA activity suggested that external and internal CA
activities occur in botlB. scorpioidesandC. caespitosa, which facilitate the Ci uptake
from the medium and its use by Rubisco. eCA is widely distributed among algae as a
carbon concentrating mechanism and it has been observed in several red macroalgae
(Haglund et al. 1992; Mercado et al. 1998; Girdano and Maberly 1989; Smith and
Bidwell 1989; Snoeijs et al. 2002). Its existence and also the presence of iCA were
previously reported irB. scorpioides(Mercado and Niell 1999, 2000) but, to our

knowledge, the presence of these enzymes has not been previously obsetved in
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caespitosa. When comparing the total CA (tCA) and the eCA activitiBs sforpoides

and C. caespitosa, the tCA showed values of about 200 REANgin both species,
several times higher than the eCA observed values. These data are in agreement with
those found by Giordano and Maberly (1989) who reported that the eCA only
represented an average percentage of 2.7% of the tCA, in those species with both eCA

and iCA activities.

Going back to the effect of the determination of the different inhibitors, the only
partial inhibition performed by AZ, DBS and EZ, could lead us to think that other
pathways, alternative to CAs, might also be present, but in fact no direct uptake of
HCO; was recorded, since a negligible inhibition was observed when MON, DIDS or
VAN were added. Contrary to our findings, the anion exchange proteins fog HCO
uptake have been observed in a few red macroalgae species (Andria et al. 1999,
Granborn and Perdersén 1999) and thieARPase was found in the rhodophy@a
truncatus(Snoeijs et al. 2002). However, the presence of eCA and the lack of ability to
use HCQ@ have been previously reported in some red macroalgae (Giordano and
Maberly 1989; Mercado et al. 1998), as well as in the species studied in this thesis.
Nevertheless, as Mercado and Niell (1999) suggested, the function of the eCA could be
to create a C@gradient when in emersion which facilitates its entrance into the cell
where it can be used as a source of Ci. During emersion periods, which are most of the
time during the tidal cycle foB. scorpioidesand C. caespitosa, the photosynthesis
would produce a rapid increase of the water film pH before its total desiccation (Smith
1995), which would entail a low Ci availability for the algae. Thus, high pH in the water
film could enhance the transformation of £@to HCO; and then accelerate the €O
flux across the air—water interface, as shown by Portielle and Lijklema (1995).
However, a more important function could be attributed to the iCA, since its activity is
significantly higher than the eCA one. It can be hypothesized that the function of the
ICA is to accelerate the transformation of ato HCG;™ in the cytoplasm. The HGO
could be transported into the chloroplast where CA could catalyse its conversion to CO
by Rubisco (Badger and Price 1994).

3.2.- CQ is the main inorganic carbon source for both species

Marine macroalgae vary in their ability to use HC@s a C source for
photosynthesis and growth, but some authors have reported the absence of this ability
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among a number of rhodophytes (Cook et al. 1986; Johnston et al. 1992). Our results
show that the two studied red estuarine macroalgae also lack this capacity, usam CO
the main Ci source for photosynthesis.

The P-C curves were considered as a reference of the photosynthetical
performance carried out 8. scorpioidesandC. caespitosa. From the initial slope of
these curves the photosynthetic conductance for inorganic cargowdg calculated
(Johnston et al. 1992). This parameter is useful to check if the measured photosynthesis
Is consistent with the diffusive G@ntrance and, consequently, to show if the use of
HCOs as a Ci source is possibRostrychia scorpiodeandC. caespitosgresented g
values for Ci of 0.93 + 0.15 nmi'sand 0.68 + 0.05 m'sand g values for C@were 143
+ 36.50 m & and 111.09 + 9.29 m's respectively, which are low enough to be
compatible with the dependence solely on diffusive @@ux and the presence of eCA
(Mercado et al. 1998).

The pH-drift technique has been used in several studies to check the ability of
algae to take up Ci from the medium (Axelsson and Uusitalo 1988; Johnston et al. 1992;
Maberly 1990; Surif and Raven 1989). Their results are tightly correlated with the
ability to use HC@, since the change of pH due to photosynthesis could limit the
availability of the different forms of Ci for the algae. Moreover, some authors such as
Maberly (1990), using these experiments, reported the restriction faitli@ation as a
source of Ci for the species with pH compensation points below 9. This is the &ase of
scorpioidesand C. caespitosa, presenting pH compensation points of 9.03 + 0.03 and
8.91 + 0.01, respectively. In the pH-drift experiments, when estimations ptii@ke
and Q evolution rates were compared, the net photosynthetic rate (NPR) due to O
evolution was much higher (35.15 + 3.29 umol g FW h* for B. scorpioidesand
18.59 + 4.48 umol ©g* FW h' for C. caespitosa) than the GQptake rate (5.06 +
0.94 pmol C@g* FW h* for B. scorpioidesand 2.82 + 1.33 umol GQ@* FW h* for
C. caespitosa) especially at the beginning of the experiments. This entails very low
photosynthetic quotients (PQ) of 0.14 + 0.04 and 0.17 = 0.09, respectively, compared to
the theoretical average value of 0.85 (&) reported by Axelsson (1988) for some
macroalgae. These values showed an important anomaly which suggested that these two
estuarine species are very inefficient in the Ci uptake with a high energy consume,
since, for exampleB. scorpioidesieeds to hydrolyze 17.6 molecules of water to obtain

only one CQ@ molecule. The unbalance betweendvolution and Ci uptake suggests a
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huge energy dissipation, which can mean that the electrons from the light phase of
photosynthesis may be used for other metabolical processes different form Ci

assimilation.

These low PQ values iB. scorpioidesand C. caespitosa are due to very low
CO, uptake rates from the water which means that the Wpfake for this two species
could be mainly carried out in air, before complete desiccation, Bineeorpioidesand
C. caespitosa spend around 19 and 14 hours per day in emersion, respectively (Sanchez
de Pedro et al. 2013). This would be supported by the higherug@ke rates in air
found for B. scorpioidesandC. caespitosa, of 13.25 + 3.86 umol £@' FW h* and
19.56 + 2.94 pmol COg* FW h*, respectively, and also for the even higher values
found by Mercado and Niell (1999, 2000) fBr scorpioidesin air, of 56.79 + 6.04
umol CQ g* FW h' and 30 pmol COg* FW h* at a pH of 8.2. On the contrary, the
fact that they also spend part of the day in immersion could lead us to think that the
possibility of using HC@ would be an ecological advantage. However, both species
presented pH compensation points below 9, which confirms that the only Ci form that
B. scorpioidesaandC. caespitosa can use is €@imilarly, a lack of use of HCOwas
found in other rhodophytes such &occotylus truncatugSnoeijs et al. 2002),
Chondrus crispugSmith and Bidwell 1989) and a number of others (Larsson and
Axelssson 1999; Maberly 1990), all of them with pH compensation points below 9. This

fact agrees with the absence of HC@ptake mechanisms.

Another useful variable to determine the Ci utilization is the €@npensation
point. Maberly (1990) found a higher than predicted concentration of Ci in rhodophyta
restricted to CQ@ Similarly, our calculated COcompensation point values of 0.56 +
0.04 pmol L* in B. scorpioidesand 0.98 + 0.14 pmol tLin C. caespitosa, were
significantly different from the measured ones 6.47 + 0.79 urifohnd 8.95 + 0.55
umol L, respectively. In this case, these marked differences are due to the stable pH at
8.1 along the experiment, whereas the calculategd@®pensation point was obtained
from pH values of 9.03 + 0.03 f@. scorpioidesand 8.91 £ 0.01 fo€. caespitosa. By
buffering the pH, the potential minimum @Oconcentration for algae to
photosynthesize was measured avoiding limitations due to high pH, which is translated
into a higher CQ concentration available for the algae. The -calculated, CO
compensation point obtained in the present studBfacorpioidesvas half the value

given by Mercado and Niell (1999), which could be due to differences in experimental
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conditions (irradiance and temperature). Nevertheless, as Mercado and Niell (1999)
suggested, the GOcompensation point obtained f&. scorpioidesand also forC.
caespitosa (present study) are not low enough to require the operation ef lpTBe
mechanisms. This coherence between relatively high c@@pensation point and pH
compensation point below 9 agrees with the observations of Maberly (1990) for species
of rhodophyta that cannot use HCO

All the previous results are in agreement with those obtained for the isotopic
carbon discriminants{°C). Raven et al. (1995), Raven et al. (2002a) and Raven et al.
(2002b) observed that all the studied rhodophytes presented very négaivalues.
Maberly et al. (1992) showed a good correlation betvié¥h values lower than —30%o
and the lack of C@concentrating mechanisms for several species of marine red algae.
The 5*°C values found foB. scorpioidesandC. caespitosa in the present study were -
32.23 + 2.06 %o and -32.88 + 1.98 %o, respectively. Previous reports found similar
values forB. scorpioidesf -30.87 %0 (Mercado et al. 2009) and -31.20 %0 (Raven et al.
1995). One possible explanation for such negaiiV€ values is that those species,
growing over the saltmash plants near the sediment, take up very respyéd@&he
mineralization of the organic matter in the sediment, makinggtf@ more negative

than -30 %o for these two estuarine species.
3.3.- Ci uptake from an ecological point of view

pH-drift experiments and GQrompensation point results show that presence of
CA or any direct HC@ uptake pathway would be unlikely to be found. From an
ecological point of view, previous reports suggested that the Ci uptake efficiency in
macroalgae is correlated with their position on the tidal height: subtidal species only or
mostly use CQ whereas intertidal species are able to use H®Ca greater or lesser
extent (Maberly 1990; Johnston et al. 1992; Mercado et al. 1998). On the other hand,
Maberly (1990) reported that subtidal algae, lacking the ability to usesHEQIcally
live in low-light environments, under canopies of other algae or in shady sites. The
rhodophytes of this study, being intertidal species, live under canopies of saltmarsh
plants at low-moderate irradiance; therefore, an investment in highly efficient pathways
of HCO; uptake would not be energetically worthwhile, as Snoeijs et al. (2002)
suggested foC. truncatus Species frequently exposed to air could take advantage of
the atmospheric COavailability, rapidly dissolving into the thin boundary layer
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covering the thallus before completely desiccation (Mercado and Niell 2000; Murru and
Sandgren 2004). This would be an ecological advantage for estuarine spe@es, as
scorpioides and C. caespitosa, coping with dissolved Ci limitation due to daily

emersion.

As a general aspect for the studied algae and their habitat, it is important to point
out that in the Palmones River estuary the spatiotemporal heterogeneity is very high as
described by Moreno and Niell (2004). High variability is often rejected for
environmental studies. However, in the present study, the challenge of having a high
variability has been accepted. Every measurement has been made with different thalli,
which presented a very high variability in spite of having been collected from the same
sampling area. Never a thallus was used twice for an experiment, which involves an
intrinsic genetical variability for each specimen as a result of adaptations to different
microenvironments in the field. Moreover, the sample collection along different years
caused an increase of the variability in the results here presented, as other authors such

as Andria et al. (1999) also observed for similar ecosystems.
3.4.- Are the Rubisco content and activity related to Ci uptake?

Rubisco activity has been well studied in vascular plants in relation to the hydric
stress (Parry et al. 2002; Bota et al. 2004; Flexas et al. 2006; Galmés et al. 2011) and the
effect of CQ concentration (Campbell et al. 1988; Sallas et al. 2003; Cen and Sage
2005). However, in the present thesis, the Rubisco concentration and actifty in
scorpioidesandC. caespitosa have been studied in relation to the possible presence of
different Ci uptake pathways. Our results do not show a direct relationship between
both mechanisms, contrary to what other authors observed in higher plants (Makino et
al. 1983; Porter and Grodzinski 1984; Pet et al. 1986; Majeau y Coleman 1994). These
authors reported similar patterns for CA activity and Rubisco concentration and activity.
On the other hand, Rubisco depends on other external factors that modulate its activity,
such as Cg@ light or nitrogen availability (Garcia-Sanchez et al. 1994). However, Israel
and Hophy (2002) considered that the variation in the Rubisco activity as a function of
the CQ concentration is irrelevant, contrary to the findings of Garcia-Sanchez et al.
(1994) and Andria et al. (1999) f@racilaria tenuistipitataand Gracilaria gaditana,
respectively. Andria et al. (1999) observed that the treatment with Ci enriched air
caused a significant decrease in the Rubisco content but higher NPR values than at low
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DIC level in G. gaditana. This fact could denote the existence of factors other than
Rubisco levels controlling photosynthesis. On the other hand, Garcia-Sanchez et al.
(1994) observed that NPR measured at normal Ci could be enhar@@etkémuistipitata
cultured at low Ci due to an increment in the content of Rubisco, and also to the
increase in CA activity, which facilitates the Ci supply to Rubisco. For the high-Ci
treatment, these authors also observed a decrease in Rubisco content and CA activity
that would explain the lower NPR values obtained with respect to the control. In this
sense, Lorimer et al. (1976) had already suggested that the relative amount of Rubisco is
determined by pH, COand Md" concentration. IrB. scorpioidesand C. caespitosa,
despite the existence of CAs had already been demonstrated in both species, none of the
specific Ci uptake inhibitors had any effect on the Rubisco concentration and activity.
The absence of a correlation between these two processes suggested that they are
uncoupled or they are just independent from each other. Nonetheless, the high iCA
activity found inB. scorpioidesandC. caespitosa could be explained if the Q@at

enters the cell remains accumulated as El@@d available for the Rubisco by means of

the high iCA activity (Israel and Beer 1992). In any case, BothcorpioidesandC.
caespitosa presented relatively low Rubisco activities of 283.9 + 97.6 nmoij €l

prot s* and 1118.0 + 665.3 nmol G@* sol prot &, respectively, in comparison with

those found by Israel and Hophy (2002) for chlorophytes suthvassp. (5003 + 278

nmol CQ g FW s%) or other rhodophytes @orphyra sp. (2300 + 333 nmol G@*

FW sb). The difference between the high iCA activity and the relatively low Rubisco
activity suggests that the amount of £fvailable for Rubisco is over the saturation.

3.5.- Influence of salinity and osmolarity on Ci uptake

The salinity range and the time periods tBatscorpioidesand C. caespitosa

have to deal with it in nature are wide and variable, respectively. Salinity is a local
variable which widely fluctuates in coastal areas, especially in the intertidal and
estuarine zones (Kirst 1989). The salinity range in the Palmones River estuary varies
from 29 to 35 according to Clavero et al. (1997), although along the present thesis the
measured range has been from 22 to 37. The experimental salinity range in this study
was from 10 to 45, salinities at which b@&hscorpoidegandC. caespitosa were able to

live without significant differences on their photosynthetic rates. On the other hand,

eCA activity inB. scorpioidesvas not affected by the different concentrations of salt,
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while C. caespitosa presented its optimal values of eCA between 30 and 36, which are

very frequently achieved in the estuary.

Read macroalgae are, in general, sensitive to hyperosmotic treatments (Bird et
al. 1986; Kirst 1989), and also to hypoosmotic ones (Irlandi et al. 2001). The
hyperosmotic effect can be observed both as an increase of salinity or as a consequence
of desiccation. The result of both processes is the reduction of the hydric potential in the
cells. InB. scorpioidesandC. caespitosa, the effect of desiccation is reversible since
their photosynthetic rate is recovered after their complete desiccation only half an hour
after being immersed in water again (pers. com.). These two species can totally
desiccate during the tidal cycle, showing salt deposits over the algae surface, so the
osmotic stress is evident. Howeve, scorpioidescan survive in emersion for weeks
(Post 1963). Under these circumstances, photosynthesis is unlikely to happen, although
respiration is less sensitive to this kind of osmotic stress (Wiltens et al. 1978; Kirst and
Wichmann 1987). Nevertheless, as it was previously discussed, thegfdke rates
recorded in emersion for this two species are very high in comparison with those in
water since at the beginning of the emersion period the eCA could facilitate the CO
diffusive entrance by increasing the £@radient with the water film covering the

algae.

Considering these circumstances thé ida was thought to have an important
role in the Ci uptake, and, therefore, its absence could have some effect on the
photosynthesis. Being sorbitol a compatible solute which doesn not confaor 84
ions, it was used to simulate the osmolarity given by different salinities but in a medium
without the mentioned ions. On the other hand, Choline chloride, another organic
compound, was used to incubate samples in a medium withu€lno N&, also
simulating the osmotic conditions mentioned above. The results showed that the
absence of Nadoes not affect the photosynthetic rate ase@lution. This lack of
sensitivity to salinity or, from another point of view, the photosynthetic plasticity
performed by these two species, ensures their survival in the estuaries, where this

variable continuously fluctuates.
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CONCLUSIONS

1.- The presence of the enzymes eCA and iCA has been demonstr&estrychia
scorpioides and Catenella caespitosa. The eCA activity iB. scorpioidesis
significantly higher than irfC. caespitosa, being the iCA activity much higher than the

eCA in both species.

2.- There is no HC® uptake by N¥HCOs symport, through anionic channels or
ATPase H-pump P type. The partial inhibition of the photosynthesis with AZ, EZ and
DBS does not entail the presence of the mentioned ways alternative to CAs. The

existence of eCA is not related to HE Gptake.

3.- The only Ci form used by these two species in photosynthesis;isaCording to
the pH compensation points (<9), the low affinity for Ci, the high, €C@mpensation

points and the carbon isotopic discrimina@sS€ < -30%o).

4.- CQ uptake in both species is mainly performed during emersion periods, showing a

low photosynthetic coefficient in immersion.
5.- Rubisco activity is relatively low in relation to other species. It is also low compared
to the high iCA activity, which would mean that the £€oncentration in the Rubisco

active site is over the saturation.

6.- Rubisco activity and concentration are independent from the Ci uptake since this two

variables did not presented any variations with the different CAs inhibitors.

7.- Both B. scorpioidesand C. caespitosa are species with a high photosynthetic

plasticity, adapted to salinity and osmolarity variations.

8.- The absence of Nan the medium does not affect the photosynthesis rate in these
species. On the contrary, the respiration is significantly inhibited.
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Abstract Marine macroalgae possess a range of mecha-
nisms to increase the availability of CO, for fixation by
ribulose-1,5-bisphosphate  carboxylase/oxygenase.  Of
these, possession of a periplasmic or external carbonic
anhydrase and the ability to use bicarbonate ions is widely
distributed. The mechanisms of carbon acquisition were
studied in two estuarine red macroalgae Bostrychia scor-
pioides and Catenella caespitosa using a range of tech-
niques. pH-drift and CO,-depletion experiments at constant
pH suggested that CO, is the main source of inorganic
carbon in both species. Inhibitors indicated that internal
and external carbonic anhydrase were present in both
species. Inhibitors also suggested that uptake of bicarbon-
ate is unlikely to be present (P < 0.05).

Keywords Bostrychia scorpioides - Carbonic anhydrase -
Carbon uptake inhibitors - Catenella caespitosa - Inorganic
carbon uptake - pH-drift

Abbreviations

Rubisco  Ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase
eCA External carbonic anhydrase

DBS Dextran-bound sulfonamide

AZ Acetazolamide

iCA Internal carbonic anhydrase

EZ Ethoxyzolamide

VAN Sodium orthovanadate
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MON Monensin

DIDS 4-4'-Diisothiocyanatostibilene-2,2’-disulfonate
Ci Inorganic carbon

NSW Natural seawater

PAR Photosynthetically active radiation

FwW Fresh weight

NPR Net photosynthetic rate

IRGA Infra-red gas analyzer

MOPS  4-Morpholinepropanesulfonic acid
BTP Bis—tris propane

PQ Photosynthetic quotient
Introduction

The CO, concentration in natural seawater in equilibrium
with air is 0.014 mmol L' at 15 °C (Riley and Chester
1977). This concentration is much lower than the seawater
concentrations of HCO3;~ (2 mmol Lfl) and CO327
(0.2 mmol Lfl) at pH 8.1-8.2 (Stumm and Morgan 1981).
CO; is the only carbon species fixed in the carboxylation
reaction of the enzyme ribulose-1,5-bisphosphate carbox-
ylase/oxygenase (Rubisco), which is located in the stroma
of chloroplasts (Falkowski and Raven 1997). Conse-
quently, the CO, concentrations at which marine macro-
algae live are low, and the CO, diffusion rates in seawater
are 10,000 times lower than in air (Denny 1993; Lobban
and Harrison 1997). These circumstances may result in a
barrier to carbon acquisition at the cell membrane of
aquatic photosynthetic organisms. Therefore, a low internal
CO, concentration available for the Rubisco could cause
photosynthetic limitation and even permanent photo-dam-
age to the photosynthetic apparatus (Demming-Adams and
Adams 1992; Hanelt et al. 1992, 1993; Krause 1988;
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Krause and Somersalo 1989). All of these may lead to the
development of different mechanisms to cope with the CO,
limitation, such as utilizing the HCO5;™~ pool of seawater as
a source of inorganic carbon (Ci) (Axelsson et al. 1991;
Beer 1994; Johnston and Raven 1986; Larsson and Ax-
elsson 1999; Raven 1997). One of these mechanisms is the
dehydration of HCO;~ for CO, production by external
carbonic anhydrase (eCA) (Badger and Price 1994; Flores-
Moya and Fernandez 1998). The presence of this HCO;~
uptake mechanism is usually tested by the addition of
specific inhibitors. If the eCA enzyme is present, the
photosynthesis of macroalgae is inhibited, to a greater or
lesser extent, by dextran-bound sulphonamide (DBS),
which cannot pass through the plasma membrane, and by
acetazolamide (AZ), which passes the membrane very
slowly (Gehl et al. 1990; Siiltemeyer et al. 1990; Williams
and Turpin 1987a, b). HCO3™ can also be directly trans-
ported across the membrane, after which internal CA (iCA)
catalyzes its conversion into CO, (Beer 1994), and whose
activity is inhibited by ethoxyzolamide (EZ, Siiltemeyer
et al. 1993). This HCO;™ transport can be possible by
means of a membrane proton pump (P-type H+ ATPase)
that energizes the membrane (Taiz and Zeiger 1998) and
secondary transporters (Na"™—HCO3;~ symport and anion
exchange proteins) that use the motive force accumulated
in the membrane for the transport of different substances
(secondary ions, metabolites, etc.) into and out of the cell
(Michelet and Boutry 1995). The presence of these direct
HCO; ™ uptake mechanisms can be detected using specific
inhibitors: sodium orthovanadate (VAN), inhibitor of the
ATPase-H" pumps (Gilmour et al. 1985; Karlsson et al.
1994), monensin (MON) which dissipates the electro-
chemical Na™ gradient (Pressman 1976; Pressman and
Fahim 1982) and 4,4'-diisothiocyanatostilbene-2,2'-disul-
fonic acid disodium salt hydrate (DIDS), a specific inhib-
itor of plasma membrane anion exchangers (Drechsler et al.
1993; Falke and Chan 1986; Smith and Bidwell 1989).
These putative Ci uptake pathways have been observed
in cyanobacteria (Badger et al. 2006; Kaplan et al. 1991;
Price et al. 1998; Siiltemeyer et al. 1998) and also in green
macroalgae such as Ulva sp. (Drechsler et al. 1993) and
Cladophora glomerata (L.) Kiitz. (Choo et al. 2002) and in
Heterokontophytes: Laminaria digitata (Huds.) Lamour
and Saccharina latissima (L.) Lane (Klenell et al. 2004).
However, there are fewer studies on red macroalgae (e.g.
Cook et al. 1986; Haglund et al. 1992; Johnston et al.
1992). In contrast to these algal groups in which HCO;™
use is almost ubiquitous, some of the red algae lack the
ability of direct HCO;~ uptake (Maberly 1990; Johnston
et al. 1992). Nevertheless, ATPase-H" pumps were found
in Coccotylus truncatus (Snoeijs et al. 2002) and anionic
exchanger proteins were observed in some other red algal
species such as Gracilaria gaditana (Andria et al. 1999).

@ Springer

The environmental conditions of estuarine habitats
fluctuate widely. Bostrychia scorpioides (Hudson) Monta-
gne ex Kiitzing and Catenella caespitosa (Withering) L.
M. Irvine are the two main Rhodophyceans found in the
Palmones River Estuary (Southern Spain). Both species
live among salt marsh plants in the estuarine intertidal.
Their zonation takes up a horizon of 50 cm with a clear
segregation: B. scorpioides lives in an upper position of the
shore and C. caespitosa grows on the lower zone, even
over the mudflat sediment, although both coexist in the
middle zone (Sanchez de Pedro et al. 2013).

Although no previous studies have focused on the Ci
uptake in C. caespitosa, two previous reports described the
photosynthetic performance of B. scorpioides (Mercado
and Niell 1999) and its CO, uptake in air (Mercado and
Niell 2000). The latter also discusses the role of the eCA in
that species. Both studies agreed with Mercado et al.
(1998) and Giordano and Maberly (1989) in not finding a
clear relationship between eCA activity and the ability of a
species to use HCO;™ in photosynthesis under water. The
present study focuses on defining which Ci form is mainly
used by B. scorpioides and C. caespitosa. Special emphasis
is put on the presence of eCA and iCA, as well as the
possible active mechanisms involved in Ci uptake which
have been scarcely studied in these species.

Materials and methods
Algal material

Bostrychia scorpioides and C. caespitosa specimens were
collected in the intertidal of the Palmones River Estuary
(Cadiz, Southern Spain). These species grow on the lower
part of the stems of the estuarine and saltmarsh halophytic
macrophytes, forming a defined horizon. After collection,
algae were transported in darkness and cold to the labo-
ratory, cleaned of epiphytes and maintained at 15 °C in
perspex cylinders containing 2 L of aerated filtered
(Whatman GF/F) natural seawater (NSW), at a salinity of
36. Photosynthetically active radiation (PAR) of
40 pmol m™2 s~', measured by a Spherical Micro Quan-
tum Sensor (Model US-SQS/L, Walz, Effeltrich, Germany)
connected to a Light Meter (LI-250A, LI-COR, Lincon,
NE, USA), was provided by F20W/DL Osram fluorescent
lamps under 12:12 h light:dark photoperiod. They were
maintained under these conditions for 2 days prior to the
experiments.

pH and alkalinity experiments

Thalli of B. scorpioides and C. caespitosa of 0.3 g fresh
weight (FW) were placed in 50 mL Erlenmeyer flasks
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containing 65 mL filtered NSW. The E-flasks were sealed
gas-tight with parafilm avoiding any bubbles and placed on
an orbital shaker at 20 °C and saturating light
(230 pmol m~? s™'; Sanchez de Pedro 2011) provided by
daylight fluorescent tubes (F-18W/54-765 SYLVANIA,
Brussels, Belgium). Three flasks of a total of 21 were ran-
domly taken at every time (0, 30, 60, 90, 180, 360, and
600 min) and alkalinity and pH were measured. The pH was
monitored with a pH meter (CRISON Basic 20+, Alella,
Spain) connected to a pH-electrode (CRISON 52 00, Alella,
Spain). Alkalinity was measured using the classical Gran
potentiometric method (Gran 1952) of 50 mL GF/C
(Whatman) filtered samples.

pH-drift experiments

The pH compensation point was determined by measuring
simultaneously the pH increase in a closed vessel and the
O, evolution in non-buffered NSW. A pH electrode
(CRISON 52 09, Alella, Spain) connected to a pH data
logger was tightly attached to a 2.5 mL Hansatech Oxy-
graph photosynthetic chamber (Hansatech Ltd, Norfolk,
UK). pH was recorded every 2 min for 12 h, while O,
concentration was recorded every second. The chamber
was completely filled with non-buffered NSW where
0.010-0.015 g FW of algae were incubated at 20 °C
(n =3) and 230 pmol m~2 s, supplied by a halogen
lamp (KL 1500 compact Schott, Mainz, Germany). The
water in the vessel was continuously homogenized by a
magnetic stirrer, carefully kept apart from the algae to
avoid mechanical damage. The pH compensation point was
considered to be reached when pH was stable for at least
1 h. To avoid any possible physiological differences
among replicates, every pH-drift experiment started at the
same time every day: 10:00 a.m.

Total inorganic carbon and its species concentrations
were calculated from pH, alkalinity, salinity, and temper-
ature in the NSW of the pH-drift experiments and the
values for dissociation constants in Mehrbach et al. (1973),
by means of the computer program CO, system calculation
for MS Excel (Pierrot et al. 2006).

CO,-compensation point

The potential CO, compensation point was calculated from
the CO,-drift, as the stable value of CO, where its uptake
and release are the same, or, in other words, when the net
photosynthetic rate (NPR) measured as CO, uptake is zero.
The CO, uptake was measured by means of a closed Infra-
Red Gas Analyzer (IRGA) type LICOR Li-820. Air from a
compressed air bottle was bubbled into a closed 75 mL
vessel containing 15 mL of buffered NSW using a mem-
brane pump KF type (NMP 0158) at a constant rate of

50 mL min~'. Two biological buffers were dissolved in
the assay NSW to maintain the pH at 8.1 (4-morpholine-
propanesulfonic acid, MOPS, 5 mmol L™ and bis—tris
propane, BTP, 4 mmol L™'). When the equilibrium
between air and water was achieved, 0.125 g FW of alga
was carefully inserted into the chamber which was rapidly
closed. Then, the air supply was shut down, starting from
an initial CO, concentration of 444 + 13 ppm. The
chamber received 230 pmol m~2 s™' provided by a halo-
gen lamp and the temperature was set at 20 °C. The
depletion of CO, was measured for 12 h by an IRGA
connected to a computer. The final CO, concentration in
the air of the chamber which is in equilibrium with the Ci
in the water was used to calculate the dissolved CO, final
concentration (CO, compensation point) in the seawater by
means of Henry’s law, at 20 °C, a salinity of 36 and 1 atm.
The values of the CO,-compensation point obtained by this
method are the potential ones, since there was no limitation
of the photosynthesis by increasing pH. Three replicates
were performed on each species. The CO, compensation
point was also calculated from the pH-drift experiments,
using the CO, system calculation, as described above.

Initial net photosynthesis rate (NPR)

The initial NPR was estimated as CO, uptake, from the
IRGA measurements and calculated from the pH-drift
experiments, and also as O, evolution in B. scorpioides and
C. caespitosa. The same NSW was used for all the
experiments to ensure an identical initial CO, concentra-
tion (444 £+ 13 ppm). The first 2 min of every experiment
was used for the NPR calculations, since this was the
minimum time interval of recorded pH data. Photosynthetic
quotient (PQ), expressed as CO,/O,, was obtained from the
calculated CO, uptake and O, evolution NPRs. Three
independent replicates were used for the calculations.

Use of inhibitors of HCO;™ uptake

The effect of different inhibitors on B. scorpioides and C.
caespitosa photosynthesis was tested in open mode in the
same IRGA system mentioned above. Air from a com-
pressed air bottle was continuously bubbled at a constant
rate of 50 mL min~!, into a 75 mL vessel containing
0.30 g of alga and 30 mL of filtered NSW, so that there
was no Ci limitation in the medium during the measure-
ment. Since inhibitors can alter the pH of the medium
(personal observation), MOPS (5 mmol Lfl), and BTP
(4 mmol Lfl) buffers were added to the NSW to maintain
the pH at 8.1. The chamber received a photosynthetically
available radiation of 230 pmol m > s~' provided by a
halogen lamp. Temperature was kept constant at 20 °C.
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The algae were first maintained in darkness and then in
light to have a control for respiration and NPR, respec-
tively. Afterward, the vessel was kept in darkness and the
inhibitor was added. Finally, after 50 min with the inhibi-
tor, the light was switched on again to measure the NPR in
the presence of the inhibitor. Each measurement of respi-
ration and photosynthesis was carried out for 50 min. A
control experiment of equal duration and similar light—dark
treatment was performed in the absence of inhibitors. There
were no changes in NPR due to the experimental procedure
(data not shown).

The used inhibitors and their final concentration in the
medium were: 400 pmol L™! DBS (Ramidus AB),
100 pmol L™' AZ (Sigma Aldrich), 100 pmol L™' EZ
(Sigma Aldrich), 1 mmol L' DIDS (Sigma Aldrich),
100 umol L™' MON (Sigma Aldrich), and 200 pmol L™"
VAN (Sigma Aldrich). Stock solutions of 40 mmol L!
DBS, 10 mmol L~' AZ and 10 mmol L™' EZ were pre-
pared in 0.05 mol L™' NaOH. Stock solutions of MON
(10 mmol L™, DIDS (20 mmol L™"), and VAN
(40 mmol L™") were prepared in ethanol, distilled water,
and HCl 0.05 mol L™, respectively. The volumes of
inhibitor stock added to 30 mL of medium with algae were:
0.3 mL of DBS, AZ, EZ, and MON; 1.5 mL of DIDS; and
0.15 mL of VAN. The addition of equivalent volumes of
ethanol, distilled water, and HCI 0.05 mol L~ without
inhibitors had no effect on photosynthesis, since the med-
ium was buffered.

Statistical analyses

The results are shown as the mean £ SD of three mea-
surements of independent replicates. To compare the dif-
ferences between the two species in the alkalinity, CO, and
pH compensation points and PQ, ¢ tests were performed.
The initial NPR as CO, uptake, measured and calculated,
and O, evolution was contrasted by means of a one way
ANOVA (x =0.05). A two-way repeated measures
ANOVA was used to determine the effect of different
inhibitors on the CO, photosynthetic uptake rates and
differences among the inhibitors (¢ = 0.05). When there
were significant differences, a posteriori test (SNK) was
used. All the statistical analyses were performed using
SigmaPlot 11.0 (Systat Software Inc., Chicago, Illinois,
USA).

Results
pH and alkalinity

The evolution of pH and alkalinity of the medium, where
B. scorpioides and C. caespitosa were incubated, were
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measured. An increase of the pH of the NSW was observed
in all the cases, as a consequence of the algal photosyn-
thesis. The alkalinity in the NSW used for the experiments
remained stable throughout the assay with similar values in
both species (2.30 £ 0.07 mmol L hn=6P> 0.05).

pH compensation point, O, evolution and calculated
CO, uptake NPRs

The pH compensation points for B. scorpioides and C.
caespitosa, reached after about 12 h in a closed system,
were 9.03 £ 0.03 and 8.91 & 0.01, respectively (Fig. 1).
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Fig. 1 Changes in the pH and NPR as O, evolution and CO, uptake
during 12 h in the NSW incubated with B. scorpioides (a) and C.
caespitosa (b). pH compensation point for both species was
calculated from these results. Data are represented every 2 min as
the mean of three independent replicates &= SD
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An initial increase could be observed in the NPR reaching a
higher value, although not significantly (P > 0.05), for B.
scorpioides (72.48 & 12.87 umol O, g~' FW h™') than
for C. caespitosa (58.97 &+ 4.62 ymol O, g=' FW h™').
After that maximum value, NPR decreased to zero in
between 5 and 6 h for both species. Although it might have
been expected that the pH compensation point was reached
when the NPR was zero, the pH continued increasing for
12 h until a constant value was achieved.

The CO, uptake rates calculated from the pH-drift data,
were significantly lower than O, evolution rates during all
the experiments. The higher CO, uptake rates were
achieved during the first 40 min of experiments for both
species and then they decreased down to values near zero.
From the measured values of O, evolution and the calcu-
lated values of CO, uptake, a not significantly different
(P > 0.05) PQ of an average value of 0.07 £ 0.01 in B.
scorpioides and 0.13 £ 0.04 in C.
observed.

caespitosa was

CO, compensation point

The CO, compensation point, shown in Table 1, was sig-
nificantly lower for B. scorpioides (6.5 &+ 0.8 pmol L™
than for C. caespitosa (9 + 0.6 pmol L™"). The results
indicate that about 48 % of the initial CO, was taken up by B.
scorpioides and only 24 % by C. caespitosa after 12 h.
Furthermore, the CO, compensation point was achieved
about 3 h before in C. caespitosa than in B. scorpioides. On
the other hand, the CO, compensation points calculated from
the Ci corresponding to the pH-drift were significantly lower
than the experimental ones: 0.46 £ 0.05 pmol L™' for B.
scorpioides and 0.80 & 0.07 umol L™" for C. caespitosa
(Table 1) were also higher in the latter.

Initial NPR

The initial NPRs presented in Fig. 2 were different when
expressed as O, evolution or CO, uptake. Values of O,
evolution were significantly higher (P < 0.05) than the
equivalent measured or calculated CO, values. However,
no significant differences were found between the calcu-
lated CO, uptake from the pH-drift data and the measured
NPRs from the IRGA experiments.

Table 1 CO, compensation points (CO, cp): from the IRGA
experiment and calculated from the pH-drift experiment

CO, cp Calculated CO, cp
(pmol LY (pmol LY

B. scorpioides 6.47 + 0.79 0.46 + 0.05

C. caespitosa 8.95 £ 0.55 0.80 + 0.07

Data are mean of three replicates £ SD

Effect of inhibitors on the Ci uptake

Figure 3 shows the inhibition percentage of the NPR
measured as CO, uptake due to the addition of specific
inhibitors of the different Ci uptake channels. In both
species AZ, EZ, and DBS had a significant effect on
photosynthesis, whereas MON, DIDS, and VAN did not
affect it. A similar decrease (around 80 %) of the CO,
uptake was found after the addition of inhibitors of external
and/or internal CA activities, (DBS, AZ, or EZ) for
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Fig. 2 Initial NPR estimated as CO, uptake (first 2 min), from the
IRGA measurements and calculated from the pH-drift experiments,
and also estimated as O, evolution in B. scorpioides and C.
caespitosa. Data were calculated as mean values of three repli-
cates = SD. No significant differences were found between the NPR
as CO, uptake from the IRGA and calculated from pH-drift
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Fig. 3 Effect of the addition of different inhibitors of the Ci uptake
channels (DBS 400 pmol L™', AZ 100 pmol L™', EZ 100 pmol L™,
MON 100 pmol L™!, DIDS 1 mmol L™!, and 200 pmol L™' VAN)
on the NPR, expressed as an inhibition percentage of CO, uptake.
Values with the same letter are not significantly different (P > 0.05).
Asterisk represents a significant effect of the inhibitor for each species
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B. scorpioides. In C. caespitosa, the highest inhibition
percentage was observed when AZ was added, with an
inhibition of 80.1 & 7.7 %. The effect of EZ, the total CA
activity inhibitor, was slightly lower, (72.5 %+ 3.3 %),
although not significantly different from AZ. On the other
hand, the use of DBS caused an even lower decrease than
AZ (65.5 £ 1.2 %), despite both substances blocking the
same Ci uptake pathway.

Discussion

Marine macroalgae vary in their ability to use HCO3;™ as a
C source for photosynthesis and growth, but some authors
have reported the absence of this ability among a number
of Rhodophyceae (Maberly 1990; Johnston et al. 1992).
Our results show that the two studied red estuarine mac-
roalgae also lack this capacity, using CO, as the main Ci
source for photosynthesis.

The pH-drift technique has been used in many studies
to check the ability of algae to take up Ci from the
medium (Axelsson and Uusitalo 1988; Johnston et al.
1992; Maberly 1990; Surif and Raven 1989). Their results
are tightly correlated with the ability to use HCO;3 ™, since
the change of pH due to photosynthesis could limit the
availability of the different forms of Ci for the algae.
Moreover, some authors such as Maberly (1990), using
these experiments, reported the restriction to CO, utili-
zation as a source of Ci for the species with pH com-
pensation points below 9. In the pH-drift experiments,
when estimations of CO, uptake and O, evolution rates
are compared, the NPR due to O, evolution is much
higher than the CO, uptake rate, especially at the begin-
ning of the experiments (Fig. 2). This entails a very low
PQ compared to the theoretical value of 0.85 (CO,/O,)
reported by Axelsson (1988) for some macroalgae. These
low values are due to very low CO, uptake rates from the
water which means that the CO, uptake for this two
species could be mainly carried out in air, before complete
desiccation, since B. scorpioides and C. caespitosa spend
around 19 and 14 h per day in emersion, respectively
(Sanchez de Pedro et al. 2013). This would be supported
by the higher CO, uptake rates in air, of about 30 pmol
CO, g7 ' FW h™! at pH 8.1, found in B. scorpioides by
Mercado and Niell (2000). The fact that they also spend
part of the day in immersion could lead us to think that
the possibility of using HCO3;~ would be an ecological
advantage. However, both species presented pH compen-
sation points below 9, which confirms that the only Ci
form that B. scorpioides and C. caespitosa can use is CO,.
Similarly, a lack of use of HCO;~ was found in other
Rhodophytes such as Coccotylus truncatus (Snoeijs et al.
2002), and a number of other red algae (Larsson and
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Axelsson 1999; Maberly 1990; Johnston et al. 1992), all
of them with pH compensation points below pH 9.

Another useful variable to determine the Ci utilization is
the CO, compensation point. Our calculated CO, com-
pensation point values are significantly different from the
measured ones (Table 1), about 14- and 11-fold lower in B.
scorpioides and in C. caespitosa, respectively. In our case,
these marked differences are due to the stable pH of 8.1
along the experiment, whereas our calculated CO, com-
pensation point was obtained from pH values of
9.03 £ 0.03 for B. scorpioides and 8.91 £ 0.01 for C.
caespitosa. One could think that by buffering the pH (i.e.,
preventing from Ci limitation due to high pH), the potential
minimum CO, concentration for algae to photosynthesize
would be lower, because of a higher CO, concentration
available for the algae, but we found the opposite result. A
possible explanation is that the CO, depletion during pH-
drift experiments could mainly be due to two processes: the
physico-chemical transformation of CO, into HCO;3;™, due
to pH increase, and the CO, uptake by algae. When the
NSW is buffered in the IRGA experiments, the physico-
chemical CO, withdrawal is minimal and only the CO,
uptake by algae takes place, thus the measured CO, com-
pensation point was higher. The calculated CO, compen-
sation point obtained in our study for B. scorpioides was
half the value given by Mercado and Niell (1999), which
could be due to differences in experimental conditions
(irradiance and temperature). Nevertheless, as Mercado
and Niell (1999) suggested, the CO, compensation point
obtained for B. scorpioides and also for C. caespitosa
(present study) are not low enough to require the operation
of HCO;™ uptake mechanisms. This correlation between
relatively high CO, compensation point and pH compen-
sation point below 9 agrees with the observations of Ma-
berly (1990) for species of Rhodophyta that cannot use
HCO;™.

Our pH-drift experiments and CO, compensation point
results show that the HCO3 ™ uptake pathway is unlikely to
be present. However, the existence of CAs, widely dis-
tributed among algae and also reported in several red
macroalgae (Haglund et al. 1992; Mercado et al. 1998;
Smith and Bidwell 1989; Snoeijs et al. 2002), was previ-
ously observed in B. scorpioides (Mercado and Niell 1999,
2000) and, to our knowledge, in this study for the first time
also in C. caespitosa. In fact, we have measured much
higher iCA than eCA activity in both species (unpublished
data), in spite of a similar inhibitory effect of AZ, EZ, and
DBS having been observed in the IRGA experiments. A
possible explanation for this could be that in the used open
system, the CO, is continuously renewed and consequently
its concentration remains constant throughout the mea-
surement. Therefore, since dissolved CO, can be taken up
by algae by diffusion, an inhibition of the iCA by EZ
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would not mean a significantly higher inhibition of the
photosynthetic rate, since there is CO, available for the
Rubisco. In addition, the only partial inhibition performed
by AZ, DBS, and EZ, could lead us to think that other
pathways, alternative to CAs, might also be present, but in
fact no direct uptake of HCO3;~ was recorded, since a
negligible inhibition was observed when MON, DIDS, or
VAN were added. On the other hand, the anion exchange
proteins for HCO3;™ uptake have been observed in a few
red macroalgae species (Andria et al. 1999; Granbom and
Pedersén 1999) and the HT-ATPase was found in the
Rhodophyta Coccotylus truncatus (Snoeijs et al. 2002).
However, the presence of eCA and the lack of ability to use
HCO;™ have been previously reported in some red mac-
roalgae (Giordano and Maberly 1989; Mercado et al.
1998), as well as in our species, which agrees with the low
pH compensation points stated above. Nevertheless, as
Mercado and Niell (1999) suggested, the function of the
eCA could be to create a CO, gradient as a source of Ci
when in emersion.

From an ecological point of view, previous reports
suggest that the Ci uptake efficiency in macroalgae is
correlated with their position on the tidal height: subtidal
species only or mostly use CO,, whereas intertidal species
are able to use HCO3™ to a greater or lesser extent (Ma-
berly 1990; Johnston et al. 1992; Mercado et al. 1998). On
the other hand, Maberly (1990) reported that subtidal algae,
lacking the ability to use HCO; ", typically live in low-light
environments, under canopies of other algae or in shady
sites. The Rhodophytes of our study, being intertidal spe-
cies, live under canopies of saltmarsh plants at low-mod-
erate irradiance; therefore, an investment in highly efficient
pathways of HCO;™ uptake would not be energetically
worthwhile, as Snoeijs et al. (2002) suggested for C.
truncatus. Species frequently exposed to air could take
advantage of the atmospheric CO, availability, rapidly
dissolving into the thin boundary layer covering the thallus
before becoming completely desiccated (Mercado and Ni-
ell 2000; Murru and Sandgreen 2004). This would be an
ecological advantage for estuarine species, as B. scorpio-
ides and C. caespitosa, coping with dissolved Ci limitation
due to daily emersion. Further research will deal with the
response of these species to fluctuating environmental
factors in the estuary.

Conclusions

From our results, we can conclude that the predominant Ci
form used by these two species is CO, and that uptake of
HCO;™ is unlikely to occur. On the other hand, the high
inhibitory effect observed on the photosynthetic Ci uptake
after the addition of DBS, AZ, and EZ, shows that both

external and internal CA activity is involved in the pho-
tosynthesis of B. scorpioides and C. caespitosa.
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