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RESUMEN

Las cianobacterias se reconocen por su amplia distribucion y por contribuir
significativamente en la biomasa total de carbono y en la productividad primaria de los
océanos. El rasgo caracteristico de las cianobacterias son sus pigmentos, las
ficobiliproteinas (FBP), basado en las propiedades de absorcidn, las ficobiliproteinas se
dividen en tres clases: la ficocianina (610-620 nm), aloficocianina (650-655 nm) vy la
ficoeritrina (495, 540-570 nm). Existen varios métodos que han sido reportados para la
cuantificacion y analisis de las FBP, sin embargo todos difieren entre si, es decir, no hay
un protocolo estandar para la medicion de FBP en cianobacterias oceanicas. El objetivo
del presente trabajo es evaluar el método de extraccion de ficobiliproteinas en solvente
acuoso para medir la absorcion in vitro y la absorcion in vivo en cultivos estaticos de
Synechococcus sp. Asi como, comparar la extraccidon de ficobiliproteinas con filtros de
diferente material (Acetato de celulosa, Durapore y Fibra de vidrio (GF/F)). En las
mediciones in vitro las absorbancias del filtro de Durapore se encuentran por encima de
las de acetato de celulosa. Por su parte el filtro GF/F no presenta los picos de
absorbancia de los pigmentos, la sefial observada posiblemente es por la presencia de
particulas del filtro resultantes del rompimiento fisico. En general tanto para in vitro
como in vivo, en los extractos se observd una alta absorbancia alrededor de las
longitudes de onda 495 y 540 nm, las cuales son caracteristicas para la ficoeritrina. A su
vez, estos mostraron absorciones que son aportadas por la clorofila, sobre todo en las

mediciones in vivo, siendo consistente con picos visibles cerca de 415, 433 y 675 nm.
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INTRODUCCION

El fitoplancton marino se encuentra conformado por microorganismos fotoautdtrofos
esenciales en la cadena alimenticia. Su abundancia y distribucion en la columna de agua
varian de acuerdo a las condiciones ambientales, principalmente por factores como luz
y disponibilidad de nutrientes. De acuerdo a su tamafio el grupo de mayor abundancia,
es el picoplancton (0.5- 2um), del cual las cianobacterias son el componente principal

(Alves et al., 2008; Miller Y Wheeler, 2012).

Las cianobacterias son reconocidas por su amplia distribucion y por contribuir
significativamente en la biomasa total de carbono y en la productividad primaria de los
océanos (Viskari y Colyer, 2003; Soni et al., 2007). Cuentan con una variedad de
estrategias que les permiten adaptarse a cambios en el ambiente, dentro de las cuales
han desarrollado un incremento en la eficiencia para la captacion de luz y composicion
pigmentaria. El rasgo caracteristico de las cianobacterias es su antena captadora de luz,
el ficobilisoma, un complejo supramolecular unido a la membrana tilacoide, que
permite una mayor absorcion efectiva y transferencia de energia luminosa (Sidler,
1994; Apt y Grossman, 1995; Viskari y Colyer, 2003; Soni et al., 2007; Horvat et al,,
2013). El ficobilisoma se compone de complejos pigmentos-proteinas Ilamados
ficobiliproteinas (FBP): agregados de proteinas solubles en agua unidas en forma
covalente con cromoéforos (Apt y Grossman, 1995; Alka y Sainis, 2009; Lawrenz et al.,
2011). Las FBP son pigmentos fotosintéticos que varian su concentracion en respuesta a
la irradiancia, permitiendo a los organismos extender su espectro de absorcion y de
esta manera asimilar aquella luz que no es absorbida eficientemente por la clorofila a.
Otra de las funciones de las FBP es la transmision de |la energia excitada a los centros de
reaccion en las membranas fotosintéticas, en adicién a su papel en la fotosintesis,
también son utilizadas como reserva de nitrégeno (Vernet et al., 1990; Lantoine vy

Neveux, 1996; Viskari et al., 2001; Viskari y Colyer, 2003). Basado en las propiedades de




absorcion, las ficobiliproteinas se dividen en tres clases: la ficocianina, aloficocianina y
la ficoeritrina. La ficocianina y la aloficocianina se conocen como los pigmentos azules,
se encuentran en todas las cianobacterias y su maxima absortividad se presenta a
longitudes de onda largas de 610-620 y 650-655 nm respectivamente. Mientras que la
ficoeritrina, presente solo en algunos organismos, se le denomina pigmento rojo vy
muestra su maxima absorbancia de luz a longitudes de onda menores, de 495 y 550-
570 nm (Lantoine y Neveux, 1996; Richardson et al., 2010; Lawrenz et al., 2011; Horvat
et al., 2013).

Dentro del conjunto de cianobacterias de importancia ecolégica en el océano, se
encuentra Synechococcus sp. Estas son unicelulares y tienen un didmetro de 1.0 - 1.4
um. Una caracteristica que las distingue es su pigmento accesorio ficoeritrina, la cual
genera el color tipico naranja de estas células al ser excitado. Las poblaciones de
Synechococcus presentan dos tipos de ficoeritrina en el ficobilisoma PE (1) y PE(ll), en
donde la principal es el grupo PE (Il), presenta en mayor proporcién la forma
ficourubilina (495-500 nm) que el cromodforo ficoeritrobilina (535-560 nm),las cuales
tienen su maxima absorcion en la regidon azul-verde del espectro visible (Lantoine y

Neveux, 1996; Marsac, 2003; Soni et al., 2007; Horvat et al., 2013).

Debido a que no todos los grupos de fitoplancton presentan FBP, estas son utilizadas
para la medicién de biomasas de taxones especificos a través de la estimacién de las
propiedades de absorcién in vivo (es decir, en células intactas) e in vitro (pigmentos
extraidos por solvente). La medicidn de la absorcién in vivo e in vitro de las FBP tiene
aplicaciones en la deteccién e identificacion de la composicién pigmentaria vy
estructura de las comunidades, asi como en la taxonomia y ecologia de las
cianobacterias, incluyendo aquellas que generan florecimientos algales nocivos.
(Hoepffner y Sathyendranath, 1991; Apt y Grossman, 1995; Gregor et al, 2007,
Richardson et al., 2010; Méléder et al., 2013).




La determinacion de la absorcion de particulas con bajas concentraciones en agua de
mar requiere métodos sensibles, debido a que la capacidad de las particulas para
esparcir luz negativamente afecta a las mediciones (Rottgers y Gehnke, 2012). La
mayoria de las técnicas de laboratorio para determinar absorcion es simple y puede
llevarse a cabo utilizando un espectrofotdmetro de doble haz. Las muestras colectadas
del medio natural se encuentran en bajas concentraciones por lo que requieren ser
concentradas para tener suficiente densidad Optica, para esto se realizan filtraciones,
técnica conocida como filtro cuantitativo (Quantitative Filter Technique, QFT).
Variaciones de QFT utilizan una esfera integradora para la medicion de luz, asi mismo se
utiliza la técnica de "transmitancia-reflectancia" de Tassan y Ferrari (2002), donde la
atenuacion por las particulas encontradas en el filtro se debe a la diferencia entre la luz
reflejada y transmitida a través de filtro. Este método permite la correccion de errores
inducidos por retrodispersién debido al filtro y las particulas. Ademas, considera la
dispersion interna del filtro y la distribucion de la muestra en este, es decir, no solo las
particulas encontradas en la superficie (Nelson y Prézelin, 1993; Tassan y Ferrari, 2002;

Rottgers y Gehnke, 2012).
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ANTECEDENTES

Existen varios métodos que han sido reportados para la cuantificacion y analisis de FBP
(Tabla I. Concentracion de métodos de extraccion de ficobiliproteinas de diversos
articulos), sin embargo todos difieren entre si, no hay un protocolo estandar para la
medicion de FBP en cianobacterias oceanicas como Synechococcus sp. Varian desde el
método de extraccion de los pigmentos y la estimacién de las absorbancias, hasta el
tipo de material a utilizar (filtros, buffers, técnica de rompimiento de las células).
Algunos autores combinan una serie de técnicas como centrifugacioén, filtracion,
emplean buffers de fosfatos, mientras que otros recomiendan el uso de enzimas, a su
vez, la estimacion de las absorbancias puede realizarse en espectrofotometro,
fluorometro o cromatografias (Zhu et al,, 2007; Zimba, 2012; Horvat et al. 2013). Por
otro lado, otros autores utilizan el rompimiento mecanico de células a través de
sonicacion u homogenizadores (Soni et al., 2007; Zhu et al., 2007; Lawrenz et al. 2011,
Horvat et al. 2013). El protocolo para la extraccion de FBP debe de ser confiable, de
rapido analisis y bajo costo, de tal forma que pueda ser utilizado de manera rutinaria

para el analisis de muestras (Horvat et al. 2013; Lawrenz et al. 2011; Soni et al., 2007).
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Tabla |. Comparacién de métodos de extraccion de ficobiliproteinas de diversos articulos.

Autores Ao Tipo de muestra Método de extraccion Método de lectura 'y
Especies evaluadas Condiciones Filtros Buffer, pH Rompimiento de células espectro nm
Sobiechowska | 2014 | Microcystis aeruginosa Incubados a 22 °C | GF/F Buffer de extraccion vortex para cada vial, incubado en bafio en seco | Espectrofotometro
etal Aphanizomenon +0.5 bajo Whatman pH 5.5: Trizma base y centrifugacion. UV/Vis de doble hazy
flosaquae, iluminacion 0.7-um 0.25-M (Sigma- Espectrofotémetro de
Nodularia spumigena, continua de 10 tamafio de | Aldrich), hydrated 10- fluorescencia de
Synechococcus sp. umol foton m?s™t poroy 25 mM disodium EDTA [dmpara xenon.
mm (2H20) vy lysozyme Barrido de 400-800 nm
didmetro (Merck). y emision fluorescente
500-700 nm
Horvath et al. 2013 | Cylindrospermopsis Incubados a 24°C GF/C Buffer de fosfatos A: ciclos congelar-descongelar Espectrofotémetro:
raciborski, en 14:10 h ciclo (Whatman) 0.05M pH =6.8 B: colectadas por centrifugacion y 615 nmy 652 nm
Anabaena spiroides, de luz-oscuridad. homogenizadas en mortero
Aphanizomenon flos- Intensidad de luz C: concentradas por filtracion y rompimiento de
aquae, 40 pmol m?s™! células por sonicacién
Aphanizomenon Medio BG-11 D: colectadas por centrifugaciony
issatschenkoi modificado (Fe- homogenizada con Polytron a diferentes
citrate en vez de periodos de tiempo.
Fe(NH4)citrate) E: ciclos congelar-descongelar combinado con el
sin NaNO3 homogeneizador ultrasonico.
Lawrenz E. et 2011 | Rhodomonas salina, 24+1°C medio f/2 | Whatman 0.1 mol L-1 Buffer de | A: concentradas por filtracién, método Espectrofotémetro
al. Synechococcus (cryptophyte) y L1 | GF/F fosfatos (pH=6) congelar-descongelar después sonicacién o UV/VIS de doble haz de
bacillaris (cyanobacterium). pulverizacion. luz, barridos de 400 a

Intensidad de luz
~70 umol fotones
m~’s ' por
[dmparas
fluorescentes de
luz de dia natural
con 14:10 h ciclos

de luz/oscuridad.

B: concertadas por filtracion y rompimiento de
células por liofilizacién

C: colectadas por centrifugacion, método
congelar-descongelar, centrifugacion,
sonicacion.

D: centrifugacion y extraccion.

E: centrifugacidn, método congelar-descongelar
y centrifugacion.

F: centrifugacion y pulverizacién.

750 nm




Zimba 2012 | Microcystis aeruginosa | Cultivos en medio 0.7 mm Buffer de fosfatos, pH | Ciclos de sonicacién, congelar-descongelar. Espectrofotémetro
Raphidiopsis brookii BG11 en porosidad; | 6.7; Buffer Asolectin- | Método para cada buffer (750, 652, 645, 615,
fotoperiodos de 47 mm CHAPS, pH 3.75; 562 nm)y fluorémetro
16:8 a 25 °C con didmetro | Buffer Asolectin- (641, 615 nm)
35 mmol fotones GF/F CHAPS pH 6.7
m-"s-! Whatman
Zhu et al. 2007 | S. platensis Cultivos en medio Lisozimas; Buffer de Sonicacion y homogenizador; lisozimas o ciclos Espectrofotémetro
K. pneumoniae estandar fosfatos 0.001 M; pH | alternados congelar-descongelar (400-700 nm) y
Enterobacter gergoviae | Zarrouks’ 7 fluorometro
Klebsiella oxytoca
Soni et al. 2006 | Oscillatoria Medio ASN III --- 1 MTris—Cl buffer (pH | Colectadas por centrifugacion, ciclos de Espectrofotémetro
quadripunctulata ciclos de 12-h 8.1). congelar-descongelar con cambios de 250-820 nm
light/12-h temperatura.
oscuridad bajo 36
W de iluminacion
por una lampara
de luz florescente
(130 mmol
fotones m™ s a
27 °C.
Sampath & 2007 | Porphyra umbilicalis; Se removieron 2.0 --- Buffer de fosfatos pH | Molidas utilizando un mortero, un pestle y Espectrofotémetro UV-
Neefus P. purpurea cm de discos de 6.8 arena. Posterior centrifugacion. visible de doble haz de
las hojas de luz (Helios Alpha) 455,
Porphyray se en 565, 592, 618,
botellaron en 645, and 730 nm.
seco
Alka & Sainis 2009 | Anacystis nidulans BD1; | Medio BG 11 --- HEPES buffer pH 8.0 | Colectadas por centrifugacion e incubacion, Espectrofotémetro a

Synechococcus 7942;
Synechocystis 6803

(Rippka et al.
1979) a 26+2°C,
iluminacion por
luces blancas
fluorescentes con
intensidad de 21
W-m™.

rompimiento de células por liofilizacion y
centrifugacion

650 nmy 620 nm




Méléder et al.

2013

Dunaliella tertiolecta
Entomoneis paludosa
Spirulina platensis
Porphyridium cruentum

E. paludosa, P.
cruentum y D.
tertiolecta medio
f/2. S. platensis
en medio Zarrouk.
Temperatura 14 +
1°C, 14/10 h ciclo
de luz/oscuridad

GF/C, 25
mm@, 1.2
Imporosity

Colectadas por filtracion; medicion in vivo

Espectroradiometro
(MW ecm2nm2sri)
400-1000 nm




Ruiz de la Torre en el 2007 documento las diferencias espectrales entre las poblaciones
de cianobacterias a través del caracter espectral de las ficobiliproteinas. Este trabajo
evidencia la presencia de diferentes razones entre FBP a través de imdgenes de
fluorescencia con microscopia confocal, sin embargo, no se logré documentar la
concentracion de la FBP a través de mediciones in vitro debido a que las muestras
filtradas por filtro de fibra de vidrio y extraidas con buffer de fosfatos no mostraban
sefial alguna después de extraer los pigmentos. Moore et al. (1995) sugiere una
sobrestimacion de la absorcidon in vivo de Synechococcus sp. en donde las diferencias
son causadas por células de menor tamafio embebidas en la matriz del filtro de fibra de
vidrio y no solo en la superficie. Yacobi et al. (2015) menciona que la filtracidon en filtro
GF/F reduce la concentracion de ficocianina, sin importar el medio de extraccion ni la

especie de cianobacteria tratada.

Por lo anterior para este trabajo de tesis se plantean la siguiente hipdtesis y objetivos:

HIPOTESIS

HO= Existen diferencias significativas entre la extraccion de FBP en filtros de membrana

y filtros de fibra de vidrio.

OBJETIVO GENERAL

Evaluar el método de extraccion de ficobiliproteinas para medir la absorcion in vitro y la

absorcion in vivo en cultivos estaticos de Synechococcus sp.

OBJETIVOS PARTICULARES

- Cultivar y mantener cultivos estacionarios de cianobacterias del género
Synechococcus.

- Comparar la extraccion de ficobiliproteinas con filtros de diferente material.

- Medir la absorcion in vivo de ficobiliproteinas con filtros de diferentes
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materiales.
- Medir la absorcién in vitro de ficobiliproteinas extraidas con filtros de

diferentes materiales.

METODOLOGIA

En la Figura 1y 2 se muestra un diagrama de la metodologia para realizar la medicién

de la absorcién in vivo e in vitro de las ficobiliproteinas de cianobacterias del género

Synechococcus.

Medicion de la absorcién in vitro
de ficobiliproteinas

¥

Filtracion de filtros de membrana (Acetato de celulosa y
Durapore) y fibra de vidrio (GFF)

Extraccion

$

Filtrado de cultivos concentrados en diferentes tipos

Medio de extraccion:

Buffer de fosfatos 0.1 M
pH=6.9

Mini-beadbeater Centrifugar11
Rompimiento (Biospec Products) con E> 9001|;m.?. por
min

fisico bolitas de zirconia.

Medicion espectrofotométrica del sobrenadante en
celdas de cuarzo, en espectro UV/VIS de PerkinElmer
instruments (Lambda 40) con barridos de 400-700 nm

intervalos de 1-1

Medicidn
espectros de
absorcién.

Figura 1. Diagrama con el proceso para la medicion de la absorcion in vitro de
ficobiliproteinas de cianobacterias del género Synechococcus.
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Medicién de la absorcién in
vivo de ficobiliproteinas

Filtrado de cultivos concentrados en diferentes
tipos de filtros de membrana (Acetato de celulosa y
Durapore) y fibra de vidrio (GFF)

Medicion espectrofotométrica del blanco para cada tipo de filtro y su

Medicion muestra por triplicado, en espectro UV/VIS de PerkinElmer
espectrosde instruments (Lambda 40) con ayuda de una esfera integradora (The
absorcién. Labsphere RSA-PE-20, reflectance spectroscopy accessory) disefiada

por PerkinElmer UV-VIS spectrometers, Barridos de 400-700 nm
intervalos de 1-1

Figura 2. Diagrama con el proceso para la medicién de la absorcion in vivo de
ficobiliproteinas de cianobacterias del género Synechococcus.

1. Cultivos estacionarios y condiciones de crecimiento
Se utilizaron cepas de Synechococcus sp. CCMP 3074 obtenidas del cepario del centro
nacional de microalgas de Bigelow, EUA. Los cultivos se desarrollaron en matraces de
vidrio de 1 L con agua de mar envejecida y enriquecida en medio de cultivo f/2 (Guillard
y Ryther, 1962; Guillard, 1975). Se mantuvieron en un incubador con temperatura
controlada a 20 °Cy a una intensidad de luz de 100 pmol fotén m™ s™ con fotoperiodo
de 12:12 h (luz:oscuridad). Los cultivos se mantuvieron por varias generaciones antes

de iniciar el experimento. Los cultivos utilizados tenian 7-10 dias.

2. Cuantificacién de células

Se realizaron conteos directos al microscopio de epifluorescencia Axiovert100 (Carl

Zeiss, inc. New Cork, N.Y.) y andlisis digitales de imdgenes, para detectar la
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fluorescencia de los pigmentos de Synechococcus sp. (Ficobiliproteinas). Esto consistio
en filtrar el cultivo en filtros de policarbonato de 0.2 um de tamafio de poro vy fijarlos
con glicerol para incrementar su fluorescencia natural. Las condiciones para la captura
de imagenes de fluorescencia fueron: filtro de excitacion de 488 y 543 nm, filtros de
banda de emisién 552-584 nm, 627-659 nm, 659-713 nm y lente objetivo Plan-Neoflur
100x/1.3. Al mismo tiempo se desarrollaron conteos en hematocimetro, para

posteriormente contar en microscopio (objetivo 100X y ocular 10 X) visualmente.

3. Extraccion de clorofila a
Los pigmentos se extrajeron en filtros de fibra de vidrio Whatman GF/F y con ayuda de
una bomba de vacio de 5kPa (inHg Vac). Se filtraron 10 mL del cultivo por triplicado y se
transfirieron a un vial de 20 mL con acetona al 90%, para su posterior incubacién a -20
°C por aproximadamente 20 h en oscuridad. El contenido se centrifugd (DYNAC Il
centrifuge. Clay Adams division of Becton, Dickinson and Company) por 10 min a 3500
r.p.m. y el extracto se analizd en un espectrofotometro UV/VIS de PerkinElmer
instruments (Lambda 40) con barridos de 400-700 nm, intervalos de 2 nm, ranura de 2

mm y una velocidad de lectura de 240 nm/min.

La clorofila a se obtuvo mediante la expresion:

mg de pigmento  C

m? V

Dénde:

e Cesun valor obtenido a partir de la siguiente ecuacién:
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e [ es la extincion o absorbancia medida a la longitud de onda que indica el
subindice.

Ecuaciones obtenidas de Holm et al. 1965.

4. Extraccion de FBP, medicion in vitro — buffer de fosfatos

La preparacion del buffer de fosfatos sddico 0.1M pH=6.8 requiri6 como reactivos:
fosfato de sodio monobasico anhidrido (NaH,PO4) peso molecular 119.98 gr (SIGMA) y
fosfato de sodio dibasico ACS anhidrido (Na;HPO4) peso molecular 141.96 gr (SIGMA).
Se prepard una solucién stock (A) con el fosfato monobasico al 0.2 M agregando 12 gry
aforando a 500 mL con agua destilada. Una solucion stock (B) con el fosfato dibasico al
0.2 M agregando 14.2 gr aforando a 500 mL con agua destilada. Se mezclaron 56.25 mL
(A) + 68.75 mL (B) y se ajusto el pH a 6.8, posteriormente se aforé a 250 mL con agua
destilada.

La extraccion de ficobiliproteinas se realizd mediante el filtrado al vacio de 20 mL de
cultivos concentrados de Synechococcus sp., en diferentes tipos de filtros: membrana
(acetato de celulosa y Durapore) y fibra de vidrio (GF/F) por triplicado, utilizando una
bomba de vacio de 5kPa (inHg Vac). Cada filtro se colocd en un microvial de acero de 2
mL, al mismo tiempo se le agregaron perlas de zirconia de 0.5 y 0.1 mm de diametro en
proporcion 50/50 y 1.5 mL de buffer de fosfatos 0.1 M pH=6.8. Posteriormente se
realizd el rompimiento de las células mediante el Mini-Beadbeater (Biospec Products),
se efectuaron tres ciclos de 50 s a una velocidad de agitacion de 25 revoluciones por
minuto (r.p.m.). Entre cada ciclo el micro vial se enfrié a 4°C por 60 s para evitar la
degradacién térmica de las ficobiliproteinas. Una vez acabados los ciclos, los micro
viales con el extracto se congelaron a -20°C por 60 min como tiempo de extraccion,
para su posterior centrifugacion (Fisher Scientific instrument, Marathon 16 km) a 11
900 r.p.m. por 10 min. La medicion espectrofotométrica del sobrenadante se realizd en

celdas de cuarzo, en un espectrofotometro UV/VIS de PerkinElmer instruments
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(Lambda 40) con barridos de 400-700 nm, intervalos de 2 nm y una velocidad de lectura

de 240 nm/min, se utilizé buffer de fosfatos como blanco.

5. Medicion in vivo

Se realizaron filtraciones de 20 mL de cultivos concentrados de Synechococcus sp. en
diferentes tipos de filtros: membrana (acetato de celulosa y Durapore) y fibra de vidrio
(GF/F) por triplicado, utilizando una bomba de vacio de 5kPa (inHg Vac). La medicion
espectrofotométrica de los filtros se efectud con ayuda de una esfera integradora (The
Labsphere RSA-PE-20, reflectance spectroscopy accessory) disefiada por PerkinElmer
UV-VIS spectrometers, para mayor sensibilidad en la deteccidon de las absorbancias, con
barridos de 400-700 nm, intervalos de 2 nm y una velocidad de lectura de 240 nm/min.
Empleando como blanco cada tipo de filtro humedecido con agua de mar filtrada por

0.2 um.
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RESULTADOS

Pruebas preliminares:
Temperatura y Beadbeater

Se realizaron pruebas con diferentes tiempos de agitacion en el Mini-Beadbeater, en
busca de cambios en la sefial de las ficobiliproteinas por cambio en la temperatura, lo
anterior, se corrobord analizando la altura de los picos para determinar si habia
cambios en la sefial. Se observaron cambios en la sefial de las ficobiliproteinas al probar
tres diferentes tiempos de agitacion en Mini-Beadbeater 1, 3 y 5 min, siendo el de 1
min el mas efectivo (Figura 2).

Para la reduccion del aumento de temperatura se combind la agitacion (Mini-
Beadbeater) con bafios frios, realizando ciclos alternados. El bafio frio consistié en hielo

y agua para mejorar la transferencia de calor hacia la muestra.
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Figura 3. Absorcion in vitro de las ficobiliproteinas a diferentes tiempos de agitacion (1, 3y 5

minutos) en el Mini-Beadbeater de un cultivo de Synechococcus sp.
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Comparacion entre filtros:

De manera preliminar se compararon diferentes filtros para probar si se obtenia sefial
de FBP. Al comparar la extraccion de FBP con filtros de diferente material se observé la
presencia de la sefial de las FBP en todos los filtros con excepcién del filtro GF/F.

La absorbancia de FBP fue mayor en el filtro de Durapore con un promedio maximo de
0.315 unidades relativas (u.r.) a los 620 nm, seguido del de Acetato de celulosa con

0.258 u.r. y Polisulfon con 0.172 u.r. en la misma longitud de onda (Figuras 3 a 5).

0.350

0.300

0.250

0.200

0.150

0.100

Absorbancia (u.r)

0.050

0.000

400 450 500 550 600 650 700 750
Longitud de onda (nm)
D1 D2

D3 == ==prom

Figura 4. Absorcién in vitro de ficobiliproteinas con filtros de membrana Durapore con replicas

idénticas (D1, D2y D3)y su promedio (Dprom) de un cultivo de Synechococcus sp.
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Figura 5. Absorcidén in vitro de ficobiliproteinas extraidas con filtros de membrana de acetato de
celulosa con replicas idénticas (A1, A2 y A3) y su promedio (Aprom) de un cultivo de Synechococcus
sp.
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Figura 6. Absorcion in vitro de ficobiliproteinas extraidas con filtros de Polisulfon por con
replicas idénticas (P1, P2 y P3) y su promedio (Pprom) de un cultivo de Synechococcus sp.
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Medicién de la absorcidn in vivo vs in vitro de las ficobiliproteinas.

Una vez que se definié el método mas efectivo, se realizd la comparacion de la
absorcion de las FBP en los filtros de fibra de vidrio (GF/F) y filtros de membrana

(Acetato de celulosa y Durapore), tanto in vivo como in vitro.
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Figura 7. Absorcion in vivo e in vitro de ficobiliproteinas extraidas con filtro de fibra de vidrio (GF/F)
con replicas idénticas (G1, G2 y G3) y su promedio (Gprom) de un cultivo de Synechococcus sp. (A:
In vivo, B: In vitro) (FE: Ficoeritrina, FC: Ficocianina, Chl: Clorofila).

En la figura 6-A se observa un pico de absorbancia promedio que sobresale a los 436
nm con absorbancia de 0.659 u.r., otro pico en el rango de las longitudes de onda corta,

alrededor de los, 677nm con un valor de 0.300 u.r. correspondientes a los espectros de
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absorcion de la clorofila a. A su vez, se percibe un hombro a los 538 nm con valor de

0.279 u.r.y a los 493 nm con absorcidn de 0.458 u.r., longitudes de onda caracteristicas

de la ficoeritrina (FE). Por su parte la ficocianina (FC) se distingue a longitudes de onda

alrededor de los 620 nm, la cual se observa con absorbancias de 0.123u.r.

Por otro lado en la figura 6-B no se perciben picos de absorbancia correspondientes a

los espectros de absorcién de las FBP, las absorbancias observadas son debido a las

sefiales de fondo provenientes de particulas del filtro resultantes del rompimiento

fisico, variaciones relacionadas con atributos biofisicos de la sustancia al momento de la

medicion.
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Figura 8. Absorcion in vivo e in vitro de ficobiliproteinas extraidas con filtro de membrana de
acetato de celulosa con replicas idénticas (A1, A2 yA3) y su promedio (Aprom) de Synechococcus sp.
(A: In vivo, B: In vitro) (FE: Ficoeritrina, FC: Ficocianina, Chl: Clorofila).
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En el filtro de membrana acetato de celulosa (figura 7-A), a las longitudes de onda 674 y
436 nm sobresalen los picos de absorbancia promedio de la clorofila a con valores de
0.201y 0.428 u.r., respectivamente. A su vez, se observa la sefial de las FBP a los 538 y
496 nm con absorbancias de 0.208 y 0.304 u.r. para el pigmento ficoeritrina. Por su
parte la ficocianina se percibe a los 624 nm con una absorbancia de 0.093 u.r. En la
Figura 7-B la sefial de FBP sobresale de la clorofila a, no presentan los mismos niveles
de absorbancia que en las mediciones in vivo, para apreciar las curvas de absorbancia la
escala del eje ordenado fue modificada. En esta destaca el pigmento ficoeritrina a los
496 y 544 nm con absorbancias de 0.013 y 0.010 u.r. respectivamente. Asi mismo se

observa la clorofila g a los 429 nm con valor de 0.018 u.r.
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Figura 9. Absorcion in vivo e in vitro de ficobiliproteinas extraidas con filtro de membrana
Durapore con replicas idénticas (D1, D2 y D3) y su promedio (Dprom) de Synechococcus sp. (A: In
vivo, B: In vitro) (FE: Ficoeritrina, FC: Ficocianina, Chl: Clorofila).

La figura 8-A muestra la absorcion promedio in vivo de las FBP con tratamiento en filtro
Durapore, a las longitudes de onda 679 y 439 nm se observan picos de absorbancia con
valores de 0.177 y 0.378 u.r., respectivamente, correspondientes a la clorofila a. A su
vez, se percibe el pigmento ficoeritrina en sus longitudes de onda caracteristicas 492 y
540 nm con absorbancias de 0.266 y 0.167u.r., respectivamente. Por su parte las
mediciones in vitro (Figura 8-B) no presentan los mismos niveles de absorbancia que en
las muestras in vivo (al igual que en acetato de celulosa) por lo que para apreciar las
curvas de pigmentos se ha modificado la escala del eje Y. En la figura 8-B destaca el
pigmento ficoeritrina a las longitudes de onda 492 y 542 nm con absorbancias de 0.020
y 0.010 u.r., respectivamente; el pico de la clorofila a se observa a 431 nm con una

absorbancia de 0.025 u.r.
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Figura 10. Absorcion in vivo promedio de ficobiliproteinas extraidas con filtros de membrana
(acetato de celulosa y Durapore) y fibra de vidrio (GF/F) de Synechococcus sp. (FE: Ficoeritrina, FC:
Ficocianian,Chl: Clorofila).

27



El filtro que presenta mayor absorbancia es el de fibra de vidrio (GF/F) en comparacién
a los de membrana (Figura 9), todos los filtros presentan picos de absorbancia en las
longitudes de onda caracteristicas del pigmento ficoeritrina (495 y 540 nm) vy

ficocianina (620 nm) asi como para la clorofila a (430 y 675 nm).
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Figura 11. Absorcién in vitro promedio de ficobiliproteinas extraidas con filtros de membrana
(acetato de celulosa y Durapore) y fibra de vidrio (GF/F) de Synechococcus sp. (FE: Ficoeritrina, Chl:
Clorofila).

Las absorbancias del filtro de Durapore se encuentran por encima de las de acetato de
celulosa, en ambos filtros se observan los picos del pigmento ficoeritrina alrededor de
las longitudes de onda 495 y 540 nm y de la clorofila a (430 nm). Por su parte el filtro
GF/F no presenta los espectros de absorbancia de pigmentos, la sefial observada son el
resultado de variaciones relacionadas con atributos biofisicos de la sustancia al

momento de la medicidn.
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En la figura 12 se observa que para la longitud de onda 495 nm hay una relacion de
densidad éptica (OD) de 1/1, tanto para el filtro de Acetato de celulosa OD in vivo
(0.1485 m-1) y OD in vitro (0.1484 m-1), asi como para el filtro de Durapore OD in vivo
(0.1558 m-1) y OD in vitro (0.1916 m-1). Por otro lado, las OD para la longitud de onda
545 nm presenta una relacién de 0.22/1, en donde las mediciones in vitro son mayores
en comparacién con las in vivo, el filtro de acetato de celulosa con OD in vivo (0.1220
m-1) y OD in vitro (0.3748 m-1) y Durapore con OD in vivo (0.1050 m-1) y OD in vitro
(0.6938 m-1).

Tabla II. Concentraciones de clorofila a (mg/m™) in vitro e in vivo para cada uno de los filtros
tratados.

Chla
Desviacio
Filtro Medicién Chl a (mg/m?3) promedio esvllaaon
3 estandar
(mg/m°)
GFF in vitro 0.274 3.316 1.074 1.555 1.288
GFF in vivo 11.276 11.460 11.703 11.480 0.175
Acetato d
ceratode | vitro | 0005 | 0.031 0.018 0.013
celulosa
Acetato d
cetatode | vivo | 7.683 | 8293 | 8915 8.297 0.503
celulosa
Durapore in vitro 0.075 0.073 0.035 0.061 0.018
Durapore in vivo 6.312 6.824 6.538 6.558 0.209

29



La tabla | contiene las concentraciones de clorofila @ (mg/m?) in vitro e in vivo para cada
uno de los filtros tratados. En esta destacan aquellas mediciones hechas in vivo para
todos los filtros, siendo las de mas alto valor la del filtro de fibra de vidrio (GF/F) con
11.480 mg/m°, seguido por el acetato de celulosa con 8.297 mg/m’ y Durapore con
6.558 mg/m>. Por su parte en la clorofila @ medida in vitro se obtuvieron valores de
1.555 mg/m’ para el filtro de fibra de vidrio (GF/F) presentando el valor més alto, 0.061
para Durapore y 0.018 para acetato de celulosa. Los conteos de cultivos concentrados

utilizados de Synechococcus sp. muestran un promedio de 9.3x10° cel/mL.

DISCUSION

La composicion pigmentaria y estructura de las comunidades, asi como la taxonomia y
ecologia de las cianobacterias depende en gran parte de su adaptacién cromatica,
como lo proponen autores como Everroad et al. en el 2006 , Palenik en el 2001 y Six et
al. en el 2007. Para comprender esta adaptacién es necesario conocer el papel de las
FBP vy la capacidad de los organismos para aclimatarse a diferentes condiciones de
calidad de luz. Lo cual es posible a través de la medicion de la absorcién in vivo e in vitro

de las FBP.

Existen varios métodos para la extraccién de FBP, sin embargo todos difieren entre si,
es decir, no hay un protocolo estandar para la medicion de FBP en cianobacterias
oceanicas como Synechococcus sp. El método a utilizar para cualquier laboratorio
dependera del propdsito de las muestras, la disponibilidad o especialidad del equipo,
asi como el tiempo y costos asociados con cada uno de los métodos. Algunos autores
combinan diferentes técnicas, sin embargo en general utilizan equipo avanzado y de
alto costo. La importancia del método tratado en este trabajo recae en elaborar un

método relativamente sencillo y rdpido, que utilice equipo de facil y comun acceso.

Las mediciones in vivo de las FBP en filtro de membrana no presentan absorbancias tan
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altas como en GF/F, pero de igual forma se aprecian los picos de absorbancia de las
FBP (Figura 9). Los valores de absorbancia mas altos en el filtro de fibra de vidrio (GF/F)
se pueden atribuir a la distribucion de las particulas dentro del filtro, cabe mencionar
que de acuerdo a Rottgers y Gehnke (2012), en las muestras in vivo hay una
amplificacién dptica, sobre todo en los filtros de fibra de vidrio, debido a la dispersion
interna y al hecho de que las particulas se distribuyen en la profundidad del filtro, no
solo en la superficie. Lo que, a su vez, explica las diferencias en absorbancias entre las
muestras in vivo e in vitro. La absorcién in vitro en los filtros de membrana (figura 11)
corresponde a las sefial de FBP principalmente Ficoeritrina y Ficocianina, sin embargo
en filtros de fibra de vidrio no se observa la sefial de FBP en los espectros de absorcion.
Yacobi et al. (2015) mencionan que la filtracion en filtro GF/F consistentemente reduce
la concentracién de ficocianina, sin importar el medio de extraccion ni la especie de
cianobacteria de la que es extraida. Con base a esto y a lo observado en los resultados,
se cree que el filtro GF/F interactUa de alguna manera con las FBP afectando su sefial,

posiblemente debido a una adsorcion.

En general en los extractos se observa una alta absorbancia alrededor de las longitudes
de onda 495 y 545 nm, las cuales son caracteristicas para la ficoeritrina, pigmento
accesorio en cianobacterias. A su vez, los espectros muestran absorciones asociadas
con la clorofila a, sobre todo en las mediciones in vivo, siendo consistente con picos
visibles cerca de 415, 433 y 675 nm. Estas absorbancias coinciden con lo documentado
por Six et al., 2007 en donde encuentran los maximos de absorcién de FE a los 495y
550 nm correspondientes a los dos tipo de ficoeritrina en cianobacterias. La cepa
utilizada en el presente trabajo tiene picos de absorbancia que coinciden con la cepa
WH7803, la cual es clasificada como tipo 3a basado en su composicion pigmentaria y el

contenido de los cromoéforos FC, PEI and PEIl (Six, et al.,2007).

Con la finalidad de obtener una mejor comparacion de los picos de pigmentos entre

mediciones in vivo e in vitro se calculd la absorcidn especifica para las longitudes de
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onda 495 y 545 nm (longitudes de onda de las FBP). En esta se considera
principalmente los picos de maxima absorbancia y el factor de amplificacién en las
muestras in vivo con lo cual se obtiene lo que se conoce como densidad dptica (OD)
para cada una de las muestras filtradas y en las longitudes de onda mencionadas. Se
observd que los picos a la longitud de onda de 545 nm son mayores en OD para las
mediciones in vitro en comparacién con las in vivo (Figura 12); esto resulta en una
relacion de 0.22/1, que sugiere que hay un posible efecto paquete en las mediciones in
vivo para la FBP presentes en esa longitud de onda especifica. Al realizar las mediciones
de absorbancias, se filtra la misma cantidad de muestra tanto para muestras in vivo
como in vitro por lo que se espera tener una relaciéon 1/1 de OD a una longitud de onda

dada, como los observados para la longitud de onda 495 nm.

Por su parte las concentraciones de clorofila a (mg/m?) in vitro e in vivo para cada uno
de los filtros tratados no son consistentes entre replicas, lo que sugiere que al
momento de la filtracién de la muestra no fueron correctamente homogenizados, la
presion no era suficiente o no se extrajo completamente la muestra. Las muestras in
vitro son en las que se observa una mayor variacion entre ellas, indicando una posible
pérdida de muestra, ya sea al ser transferidas a la celda espectrofotométrica para su
medicion o al momento de realizar el rompimiento de células durante la agitacion. La
absorbancia in vivo sobre filtros GF/F es aproximadamente dos veces la absorbancia
real (factor de amplificacién). De acuerdo a la tabla Il los otros filtros tienen un factor de
amplificacién mucho menor que posiblemente es resultado de una menor reflectancia

del filtro.

En este trabajo se observo la importancia de tener una rutina que permita mantener las
muestras bajo condiciones de temperatura 0ptimas, para evitar la desnaturalizacion de
las FBP y perder la sefial en las mediciones. Esto tomando los cuidados necesarios en el
rompimiento de las células para prevenir aumentos en la temperatura, como por el uso

excesivo del Mini-BeadBeater.
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Por otro lado también es relevante considerar el uso y proporcion adecuada de la
combinacién de perlas de zirconia de 0.1 um y 0.5 um para el rompimiento fisico de las
células. Es importante mencionar el uso de Buffer de fosfatos como medio de
extraccion para FBP como una opcién alterna al Asolectin-CHAPS, como lo sugiere
Zimba en el 2012 y Viskari y Colyer en el 2001, aungue en comparacion con este ultimo
el Buffer de fosfatos presenta menor eficiencia, sin embargo requiere un menor costo y

facil manejo.

CONCLUSIONES

Existen diferencias en la extraccion in vitro de FBP entre filtros de membrana (Acetato
de celulosa y Durapore) y filtros de fibra de vidrio (GF/F). Se propone es debido a una
posible adsorcion de las FBP en el filtro GF/F, sin embargo es necesario realizar otro
tipo de pruebas para afirmar lo sugerido. Cabe mencionar que el filtro que se utiliza
comuUnmente para las mediciones de pigmentos es el filtro GF/F, por lo que es
importante continuar pruebas para comprobar lo propuesto y utilizar como opcion

alterna los filtros de membrana.

Se requieren hacer mas pruebas con el filtro GF/F para encontrar la causa de la posible
retencion o pérdida de sefial de las FBP y de esta manera descartar o comprobar una

posible adsorcién de las FBP en el filtro.

Las diferencias entre la absorcidn in vivo e in vitro son principalmente debido a la

amplificacién dptica que existe en las mediciones in vivo.

La relacién observada en la OD in vivo y OD in vitro para la longitud de onda 545 nm
tanto para Acetato de celulosa como para Durapore sugiere que hay un efecto paquete

en las mediciones in vivo.

El método utilizado en el presente trabajo es una alternativa para la medicion de la
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absorcion in vivo e in vitro de ficobiliproteinas, en donde se utiliza equipo de facil o
comun acceso, como un espectrofotémetro, el material y tiempo invertido permite que
sea utilizado de manera rutinaria para el analisis de muestras. A su vez, se observd que
los filtros de membrana son una opcion alterna al método tradicional (GF/F) para la
medicion de pigmentos.

Como recomendacién para futuros experimentos es importante ver los limites de
deteccién y sensibilidad del método propuesto para la medicion de la absorcion in vivo

e in vitro de ficobiliproteinas.
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