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Resumen.

En la sociedad moderna, actividades tan comunes como la higiene personal o el
cuidado a la salud pueden generar serios problemas en el ecosistema, dado que
incorporamos a éste una serie de sustancias de diferente origen y naturaleza
quimica, de los cuales se ha estudiado poco respecto de su impacto, algunas
sustancias que los investigadores han designado como contaminantes
emergentes. Dentro de estos contaminantes estan los productos farmaceéuticos y

sus subproductos (metabolitos).

Actualmente, se reconoce que los compuestos farmacéuticos permanecen activos
en los ambientes acuaticos, originados por la disposicion de aguas residuales
municipales, hospitalarias, industriales, tratadas y no tratadas. Su presencia afecta
los procesos biolégicos en organismos productores, consumidores y
potencialmente, pueden alterar los procesos del ecosistema acuatico. Por lo que

es esencial evaluar su impacto.

La claritromicina es un antibiético de amplio uso en la medicina humana y
veterinaria, asi como en la agricultura y la acuacultura. Este antibiético es capaz
de inhibir la sintesis de proteinas uniéndose a la subunidad ribosomal 50s en
organismos procariontes. Estudios recientes muestran que también puede unirse a

los ribosomas cloroplasticos y mitocondriales.

El objetivo del presente trabajo fue abordar los aspectos relacionados con la
presencia de claritromicina en medio acuatico, caracterizando la actividad
fotoquimica de Chlorella vulgaris creciendo en distintas concentraciones de

claritromicina.

El alga se cultivo en lotes mediante una combinacion de medios minerales
Bourrely-Setlik libre de &acido etilendiaminotetraacético (EDTA). Las unidades
experimentales fueron inoculadas con 4 x 10° células/L™ equivalente a 0.055 de
absorbancia a 750 nm, para lo cual se utilizaron células en fase exponencial de

cultivos de aproximadamente 72 horas. Las células se mantuvieron en condiciones



1

de temperatura de 20-25°C, iluminacién de 200 pmoles*m™®s™, fotoperiodo

14hrs/10 hrs luz/oscuridad y flujo de aire 200 mI*m™

Las células se expusieron a las concentraciones de claritromicina: 0 (control),
0.6, 1.2, 1.8, 2.4 y 3.0 mg.L* durante 72 horas. Transcurrido el tiempo se
cuantificé el peso seco, la cantidad de pigmentos fotosintéticos (chl®, chl® y
carotenoides totales), la actividad metabdlica por oximetria y por fluorometria
mediante la emision de fluorescencia de la clorofila a del fotosistema 1l (PSII).

Los resultados indican que la claritromicina puede inhibir significativamente el
progreso fisiolégico incluyendo la actividad fotoquimica primaria, la transferencia
de energia de los complejos antena a los centros de reaccién, disminuye la
actividad de los complejos liberadores de oxigeno y el niumero de centros de
reaccion activos, debido a que la claritromicina es un inhibidor de sintesis de

proteinas.
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l. Introduccién

El agua es un recurso natural escaso, indispensable para la vida humana vy el
sostenimiento del ambiente, que como consecuencia del rapido desarrollo
humano, econdémico y del uso inadecuado que se ha hecho de ella como medio de

eliminacion, ha sufrido un alarmante deterioro durante décadas.

Toneladas de sustancias biolégicamente activas, sintetizadas para su uso en la
agricultura, la acuacultura, la industria y la medicina, han sido vertidas al medio
ambiente sin reparar en las posibles consecuencias. El problema de la
contaminacion, comenzd a hacerse notorio ya a principios del siglo XIX, aunado al
problema de la escasez, aspecto que esta adquiriendo proporciones alarmantes a
causa del cambio climético y la creciente desertificacion que esta sufriendo el
planeta. Los contaminantes son compuestos de distinto origen y naturaleza
guimica cuya presencia en el ambiente, o las posibles consecuencias de la misma,

anteriormente han pasado en gran parte inadvertidas (Barcel et al., 2009).

Algunas de las sustancias contaminantes emergentes son los productos
farmacéuticos, los productos de cuidado personal, agentes tensioactivos,
plastificantes y aditivos industriales. De estos compuestos se sabe poco de su
presencia e impacto en los distintos nichos ambientales, en el hombre y que, por

tanto, precisan investigacion.

Los farmacos son compuestos bioldgicamente activos (PHAC's, Pharmaceutical
Active Compounds por sus siglas en ingles), empleados para restablecer la salud
tanto de los seres humanos como de los animales y plantas. Estas sustancias
pueden tener efectos parecidos, incluyendo los adversos, ya que existe una
amplia diversidad de organismos que comparten muchos receptores y moléculas
blanco similares, las cuales se han conservado a través de la evolucion, asimismo;
se ha visto que estos compuestos pueden producir respuestas inesperadas en
microorganismos debido a diferencias farmacocinéticas, farmacodinamicas y
fisiol6gicas (Valdés, 2009).

11



Los productos farmacéuticos en su forma pura o en forma de metabolitos se
introducen continuamente a las aguas de alcantarillado principalmente a través de
las excretas, la eliminacion de medicamentos no utilizados, caducados, o
directamente a los vertederos farmacéuticos. Por otro lado, las aguas residuales
gue llegan a contener estos productos, pasan por las plantas tratadoras de aguas
residuales (WWTP por sus siglas en ingles), donde estos compuestos se
mantienen asociados a los lodos residuales, los cuales se generan en las plantas
durante el tratamiento; en algunos casos los farmacos no se modifican
quimicamente por el tratamiento, pudiendo pasar éstos por la planta de
tratamiento de aguas residuales sin ser modificados, en cuyo caso terminan en las

aguas receptoras.

La eliminacibn de los productos farmacéuticos en WWTP es variable y
dependiendo de las propiedades de la sustancia y los pardmetros del proceso, es
decir; el tiempo de retencion de lodos (TRS), el tiempo de retencién hidraulica
(TRH) y/o la temperatura (Clara et al., 2005); un gran numero de productos
farmacéuticos apenas se elimina y, por tanto es detectado en los efluentes de las
Estaciones Depuradoras de Agua Residual (EDAR).

Las concentraciones en las que se han encontrado estos farmacos en aguas
residuales, aguas superficiales, agua de mar, rios, lagos e incluso agua para
beber en diversos paises, éstos podrian parecer insignificantes ya que
cominmente se presentan en ng.L™" o pg.L™* (Corcoran et al., 2010; De Shala y
Foster, 2010).

La presencia de productos farmaceuticos en la superficie terrestre y el agua
potable estda documentada en la literatura (Ternes., 1998; Heberer, 2002; Metcalfe
et al., 2003; Giger et al, 2003; Castiglioni et al, 2006; Gros et al, 2007). Aunque se
presenten en bajas concentraciones en el ambiente, los farmacos pueden afectar
a los organismos acuaticos y terrestres, cuyos efectos adversos dependen del

factor de exposicion, biodisponibilidad, degradabilidad y la susceptibilidad del

12



compuesto en cuestion (Barcel6 et al., 2009). Sin embargo, estos compuestos se
utilizan en grandes cantidades, y estudios recientes han indicado que muchos son
persistentes en el ambiente, son bioactivos y tienen el potencial de

bioacumulacién (Brausch y Rand, 2010).

Los farmacos por lo general estan dirigidos a moléculas blanco en especifico, sin
embargo, al ser liberados al ambiente pueden afectar moléculas o rutas
metabdlicas similares en especies silvestres, teniendo blancos idénticos o
similares. Ademas estas sustancias pueden cumplir un rol fisiolégico diferente y
los organismos acuaticos pueden ser mas sensibles a los efectos de una droga
(Christen et al., 2010).

Existe poca informacion acerca de la toxicidad cronica y la bioacumulacion de
estas sustancias a través de las cadenas tréficas. Por ejemplo, se sabe que
residuos de diclofenaco son los causantes de la reduccidén en la poblacion de
buitre en India y Pakistan (Fent et al., 2006), a su vez el 17a-etiniloestradiol
(estr6geno) induce la feminizacién en peces incluyendo la induccion del precursor
de vitelogenina en machos, formacién de un ducto reproductivo femenino en el

testis, e induccion de cambio de sexo (Corcoran et al., 2010).

Farmacos como los antibiéticos, se aplican especificamente para lidiar contra
bacterias patdgenas, pero la existencia de farmacos en el ambiente, en donde
otros organismos estan inevitablemente expuestos, resulta en un riesgo potencial
de efectos negativos sobre los microorganismos autdctonos. De igual manera, los
productores primarios, como las microalgas y cianobacterias, sobre todo estas
ultimas, por ser procariotas, pueden ser vulnerables a los antibioticos. Por
consiguiente, los antibidticos pueden afectar tanto a los productores primarios de
la cadena tréfica, asi como a los descomponedores, efectos que puedan perturbar
en gran medida los procesos de los ecosistemas (Van der Grinten, 2010). Por lo
anterior es esencial vigilar y evaluar el impacto de los antibioticos en los

ecosistemas acuaticos.
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La claritromicina (6-0-metil eritromicina A) es un antibidtico macrolido semisintético
derivado de la eritromicina A. El mecanismo de accién consiste en inhibir la
sintesis de proteinas bacterianas mediante la union a la subunidad 50s ribosomal
bacteriana. La unidon del antibiotico inhibe la actividad peptidil transferasa e
interfiere con la translocacion de aminoacidos durante el proceso de traduccion y
ensamblaje de proteinas. El efecto de la claritromicina puede ser bacteriostatico o

bactericida dependiendo del organismo y de la concentracion del farmaco.

Por lo anterior, el presente trabajo tuvo como objetivo evaluar los efectos de la
claritromicina sobre la actividad fotosintética, pues surge la necesidad de realizar
estudios toxicolégicos en grupos como las algas, dado que estos organismos
autotroficos son un excelente modelo, debido a que forman parte del primer
eslabén en la cadena trofica y constituyen una fraccion importante de los
principales productores primarios, los ensayos con estos organismos pueden
proveer informacion importante para promover el manejo y uso adecuado de

diversos farmacos.

ll. Antecedentes

A. Contaminantes de las aguas residuales

El 59% del consumo total del agua en los paises desarrollados se destina a uso
industrial, el 30% a consumo agricola y un 11% a gasto doméstico, segun se
constata en el primer informe de Naciones Unidas sobre el desarrollo de los
recursos hidricos del mundo. El sector primario no solo es el que méas gasta sino el
gue mas contamina, mas de un 80% de los desechos peligrosos del mundo se
producen en los paises industrializados, mientras que en las naciones en vias de
desarrollo un 70% de los residuos que se generan en las fabricas se vierten al
agua sin ningun tipo de tratamiento previo, contaminando asi a los recursos

hidricos disponibles (Rodriguez et al., 2006).
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En la actualidad una de las probleméticas més graves que afrontan las ciudades
de México es el problema de la contaminacion ambiental en diferentes aspectos:
aire, tierra y agua; siendo este ultimo recurso el de mayor importancia y el que
requiere especial atencion ya que en la Republica Mexicana el 80% del agua se
encuentra a menos de 500 msnm, mientras que solo el 5% esta arriba de la cota
de los 2,000 msnm, por lo que se dificulta el suministro hasta la ciudad.

El crecimiento de la actividad industrial, asi como la elevada demanda por parte
de la poblacién, han generado serias alteraciones ecologicas, ya que la descarga
de aguas residuales de diferentes origenes (industrial, domestico, agricola, etc.) a
los cuerpos de aguas naturales, se lleva a cabo sin ningun tipo de tratamiento, lo
cual ha traido como consecuencia la contaminacion de practicamente todas las
cuencas hidroldgicas que sirven de abastecimiento a los centros urbanos (Salazar,
2009).

Los productos farmacéuticos en el ambiente se originan a partir de practicas
industriales, agricolas, médicas y domésticas, son tan solo una pequefia parte de
los contaminantes de uso cotidiano que logran llegar al ambiente a través de los
excrementos humanos y animales, cuando estos se desechan al alcantarillado,
estos se dirigen a cuerpos de agua como rios y lagos, que inclusive pueden llegar
al mar. Estos contaminantes no son regulados por la legislacion mexicana, y las
depuradoras de agua residual no realizan su analisis de forma rutinaria (Colon,
2010).

Los residuos de productos farmacéuticos en las aguas superficiales y agua
potable han aumentado enormemente en los dltimos tiempos. Mayor cantidad de
productos farmacéuticos son frecuentemente detectados en los rios, arroyos,
efluentes de aguas residuales, aguas superficiales y aguas subterraneas e incluso
en el agua potable (Kar y Roy, 2010). Varias investigaciones han mostrado que las
sustancias de origen farmacéutica a menudo no se eliminan durante el tratamiento

de aguas residuales y de igual manera, una buena parte de compuestos
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farmacéuticos indican que también no son biodegradables en el ambiente (Ternes,
1998; Heberer, 2002).

Por otro lado, en términos de las aguas residuales, en México se generan
alrededor de 13.5 km?3/afio, de estas las municipales generan 7.49 kms3/afio (237.5
m3/s) y las no municipales (incluyendo a la industria) generan 6.01 km3/afio (190.4
m3/s). Solo un total de 3.94 kmd3/afio de aguas residuales son tratadas,
correspondientes a 2.78 km3/afio (88.1 m3/s) de aguas municipales y 1.16 km3/afio
(36.7 m3/s) de no municipales (CONAGUA, 2011).

En nuestro pais, el 17 % de las aguas residuales producidas son tratadas, de las
cuales solamente el 9.25 % alcanzé las eficiencias esperadas, utilizandose para
ello procesos sofisticados con equipo de alto costo, lo cual representa una gran
limitante en su aplicacion por el aspecto econdmico y por las bajas eficiencias

logradas (Salazar, 2009).

Ante el volumen creciente de agua residual generada en México, de la cual mas
del 50 % no recibe algun tipo de tratamiento antes de ser vertida a aguas y bienes
nacionales y la naturaleza cada vez mas compleja de los contaminantes quimicos
y bioldgicos que ésta contiene, es necesario desarrollar evaluaciones periddicas
de bajo costo de operacion y mantenimiento para incrementar la cantidad del agua
residual tratada, reducir el impacto de contaminacién de compuestos a distintos

compartimientos ambientales y obtener una alta calidad de los efluentes.

Una tarea emergente para las plantas municipales de tratamiento de aguas
residuales seria la de actuar como una barrera para los contaminantes, evitando la
emisién de sustancias potencialmente perjudiciales en el ambiente. Por tanto el
destino de contaminantes durante el tratamiento de las aguas residuales y los
mecanismos pertinentes para su eliminacion, deben ser entendidos (Joss et al.,
2006).
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B. Productos farmacéuticos: Definicion del problema

Un grupo muy amplio de productos quimicos, que comparativamente reciben
menos atencién como potenciales contaminantes del ambiente, es el que incluye a
los productos farmacéuticos y compuestos activos de los productos de cuidado
personal (PPCPs, Pharmaceutical and personal care products). (Kolpin et al.,
2002; Richardson, 2007; Hijosa-Valsero et al., 2010)

Los PPCP, incluyendo farmacos, agentes de diagndstico, cosméticos, fragancias,
suplementos nutricionales y aditivos utilizados en muchos productos de limpieza
del hogar, son una clase de contaminante quimico emergente que se han usado
ampliamente durante décadas. Desde finales de 1990, la deteccion de PPCP en
matrices ambientales ha sido cada vez mas informado en todo el mundo (Wu et
al., 2010), varios de estos productos, han sido encontrados y caracterizados por
persistir en el ambiente, ya que presentan una actividad perjudicial como

bioacumulables.

Los productos farmacéuticos son sustancias bioldgicamente activas disefiadas
para dafiar organismos como bacterias, hongos, y protozoos (parasitos) (Jjemba,
2002); afectando las funciones bioquimicas y fisiolégicas de estos organismos,
después de la aplicacion, muchos de estos compuestos y/o sus metabolitos se
eliminan del cuerpo principalmente a través del sistema renal (orina), el sistema
biliar (heces), o una combinacion de ambos, dependiendo de la naturaleza del

compuesto y el organismo en cuestion (Jjempa, 2006).

Segun las propiedades fisicoquimicas de los farmacos, sus metabolitos y sus
productos de degradacion, pueden llegar a través de sistemas de aguas
residuales, de vertederos industriales, efluentes de las plantas de tratamiento de
aguas residuales, acuacultura y ganaderia (Bottoni et al., 2010); y alcanzar las
aguas subterraneas para contaminar los acuiferos o bien quedar retenidas en el
suelo y acumularse pudiendo afectar al ecosistema y a los humanos

principalmente a través de la cadena trofica (Barceld y Lopez, 2008).
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Existen preocupaciones toxicologicas relativas a la liberacion al ambiente de
PPCP incluyendo la induccién de procesos fisiologicos anormales y la alteracion
de la reproduccion, el aumento de la incidencia de cancer, el desarrollo de
bacterias resistentes a antibioticos, y el potencial para el aumento de toxicidad
cuando se producen mezclas de productos quimicos en el ambiente (Richardson
et al., 2005).

Asimismo, la evidencia experimental indica que los farmacos pueden causar
efectos dafiinos, como las alteraciones morfolégicas, metabdlicas y del sexo en
especies acuaticas, la induccibn de resistencia a los antibidticos en los
microorganismos patdégenos acuaticos y la interrupcion de las actividades de

biodegradacion en plantas tratadoras de aguas residuales (Bottoni et al., 2010).

C. Cantidad y tipos de farmacos utilizados.

Entre los farmacos mas prescritos en medicina humana destacan los analgésicos,
antiinflamatorios como el ibuprofeno y el diclofenaco, los antiepilépticos como la
carbamacepina, antibiéticos como la amoxicilina y el sulfametoxazol, y los B-
blogueadores como el metoprolol (Barcel6 et al., 2008). A éstos cabe afadir los,
cada vez mas utilizados en la veterinaria, en actividades como la agricultura,
acuacultura, la ganaderia, y la avicultura; dentro de los farmacos aprobados, los
antibioticos se encuentran dentro de los mas ampliamente utilizados (Lai et al.,
2009).

Se estima, que el consumo mundial de farmacos producidos y utilizados por los
seres humanos se considera en 100,000 o mas toneladas métricas por afio
(Kimmerer, 2009). Cerca de 3,000 sustancias diferentes se utilizan en la medicina
en la Union Europea (Li y Randak, 2009). Mientras que en los Estados Unidos
aproximadamente 23,000 toneladas de antibidticos son usados en total por afo.
(Ternes y Joss, 2006).
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En la Unién Europea 4,700 toneladas de antibiéticos fueron administrados en
animales de granja y 8,500 toneladas en humanos (Liu et al., 2011a). Alrededor
de 10,000 toneladas de antibiéticos se consumen cada afio para fines veterinarios
(FEDESA the European Animal Health Association, 1999). De acuerdo con estos
datos 5,000 toneladas se deben a efectos veterinarios (3,500 toneladas de
profilaxis y terapia, y la promocion del crecimiento alrededor de 1,500 toneladas),
la otra mitad de produccion es utilizada en medicina. Entre los antibidticos que se
utilizan en la practica veterinaria (también se aplica en la acuacultura), las
penicilina, tetraciclinas y macrdélidos son los mas frecuentemente administrados,
mientras que en los seres humanos fluoroquinolonas, macrélidos vy

aminoglucésidos son los mas continuamente utilizados (Estévez et al., 2005).

En Alemania, el numero de productos farmacéuticos es estimado alrededor de
3,000 y puede alcanzar los 4,000 compuestos contando los utilizados en la
medicina veterinaria (Mompelat et al., 2009). Aproximadamente 50,000 farmacos
fueron registrados en Alemania para uso humano, de los cuales 2,700 son
responsables del 90% de consumo total y a su vez contienen alrededor de 900
sustancias activas diferentes (Estévez et al., 2005). En general, Alemania produce
cerca de 900 toneladas de penicilina por afio (Hirsch et al., 1999); mientras que en
Dinamarca se utilizan anualmente mas de 200 toneladas de agentes
antibacterianos para fines humanos y veterinarios (Halling-Sgrensen, 2000), este
pais produce aproximadamente 87 toneladas de antibidticos por afio (Halling-
Sgrensen et al., 1998).

En China, se estima que el consumo anual de materias primas de antibioticos es
de aproximadamente 180,000 toneladas (incluida la salud y el uso agricola). Esto
significa que cada persona consume 138 g de antibidticos cada afio, que es diez
veces mas alto que en Estados Unidos (incluyendo el uso medicinal y el de

acuacultura) (Zeng et al., 2012).
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En el 2003, China era el mayor fabricante de productos farmacéuticos en el
mundo, con una produccién anual de 28,000 toneladas de penicilina (60% del total
mundial), 10,000 toneladas de terramicina (65% del total mundial), y ocupa el
primer lugar entre naciones para el clorhidrato de doxiciclina (una especie de

tetraciclina) y las cefalosporinas (Zeng et al., 2012).

Por otra parte, la cantidad total de acido acetil salicilico vendido por afio se ha
estimado en mas de 500 toneladas. Sin embargo, otros analgésicos tales como el
diclofenaco o el ibuprofeno son vendidos en cantidades anuales que son
aproximadamente de 75 y 180 toneladas respectivamente (Ternes, 1998; Hereber,
2002).

D. Fuentes de emision y contaminacion

Las principales fuentes de contaminacion farmacéutica estan representadas por
aguas residuales domésticas, urbanas, hospitalarias, e industriales, asi como por
los efluentes de las plantas de tratamiento de aguas residuales, acuacultura y
ganaderia intensiva (Bottoni, 2010).

Los hospitales son una de las principales fuentes de compuestos farmacéuticos
resultado de las actividades de diagnéstico, de laboratorio, de tratamiento o de
investigacién; una gran variedad de contaminantes que incluyen principios activos
de farmacos y sus metabolitos, productos quimicos, metales pesados,
desinfectantes y esterilizantes, detergentes especificos para algunos instrumentos,
marcadores radioactivos y medios de contraste yodados, por mencionar algunos
ejemplos (Verlicchi et al.,, 2010). Algunos elementos como los compuestos de
diagnostico; tales como medios de contraste de rayos X, formulaciones o
medicamentos no utilizados (y/o caducos) se vierten directamente en sus formas
nativas a través del alcantarillado o por medio del recogido de residuos solidos, los
cuales son llevados a los depésitos o vertederos en los que aparecen como

contaminantes de ecosistemas terrestres (Santos et al., 2010).
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Durante y después del tratamiento humanos y animales excretan una combinacion
de farmacéuticos metabolizados e intactos, muchos de estos compuestos, sus
metabolitos y/o sus conjugados se eliminan como una mezcla de sustancias del
organismo a través de sistemas excretores, dependiendo de la naturaleza del
compuesto, los cuales presentan normalmente actividad farmacoldgica
significativa (Jjemba, 2006; Kar y Roy, 2010), varios de estos productos son
generalmente solubles en agua y han sido descargados a los ambientes terrestres

y acuaticos de forma directa e indirecta (Shala y Foster, 2010).

De igual manera, se introducen los medicamentos veterinarios utilizados para el
tratamiento y la prevencién de enfermedades, estos compuestos y sus metabolitos
son propensos a contaminar el suelo y las aguas subterraneas; en la agricultura se
internan deliberadamente en el ambiente cuando el estiércol liquido se pulveriza
en el campo agricola. Por otra parte, no puede excluirse que los PPCP presentes
en los biolodos aplicados a campos de cultivo puedan ser absorbidos por las
plantas. El transporte de los medicamentos veterinarios a las aguas subterraneas
puede ser a través de lixiviacion o escorrentia de las lechadas de ganado,
mientras que la absorcion del farmaco en el suelo puede retrasar su distribucién
(la Farré et al., 2008).

Se considera que otra de las principales fuentes de contaminacién por farmacos
son las descargas de aguas no tratadas y los efluentes de las plantas de
tratamiento de aguas residuales. En la actualidad las plantas de tratamiento no
estan disefiadas para tratar y eliminar productos y subproductos farmacéuticos,

por lo que dichos compuestos pueden llegar finalmente al ambiente acuatico.

Por ejemplo, las plantas de tratamiento de aguas residuales o estaciones
depuradoras publicas (EDAR) reciben influentes procedentes de usos domésticos,
municipales, e industriales (incluyendo las industrias farmacéuticas). Los efluentes
ya procesados con tratamientos primarios y secundarios son descargados a las

aguas superficiales y estas pueden ser utilizadas para la agricultura y acuacultura;
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en muchas ocasiones, derivado del tratamiento de aguas residuales pueden
obtenerse biosélidos o lodos, los cuales en conjunto con el estiércol son aplicados
a tierras de cultivo, para mejorar las deficiencias de nutrientes en las mismas
(Jjemba, 2002) e incluso en ocasiones también se suelen utilizar aguas residuales
crudas o tratadas (Corcoran et al., 2010; Shala y Foster, 2010). Cabe mencionar
que la aplicacion del estiércol es utilizado en la acuacultura de manera significativa
(Christen et al., 2010).

En resumen, la mayoria de PPCP’s introducidos en el ambiente van a parar a los
sistemas acuaticos, mientras que el medio terrestre recibe una entrada
secundaria. La presencia y concentracién de farmacos en el ambiente depende en
gran parte de los volumenes de produccion y de los habitos de consumo. De esta
forma, estos compuestos conforman un ciclo, constituido por administracion,
excrecion, plantas municipales depuradoras, aguas superficiales, recarga en
aguas subterraneas y de vuelta a los humanos y actividades antropogénicas a

través del agua potable.

Por lo tanto, el conocimiento de las propiedades toxicol6gicas de los productos
farmacéuticos, las fuentes de emision y el destino, su comportamiento ambiental y
el impacto sobre los organismos, se ha convertido recientemente en un tema de
interés para muchos investigadores. El andlisis de los contaminantes como los
compuestos farmacéuticos es un reto analitico real, no solo a causa de la
diversidad de las propiedades quimicas de estos compuestos, sino también por lo
general bajas concentraciones, el uso masivo en actividades antropogénicas, el
vertimiento contintio al ambiente, y la complejidad de afectaciéon en las matrices

ambientales.

Teniendo en cuenta lo largo de toda su trayectoria, desde su fuente de emision,
hasta su transformacién, su acumulacion y finalmente, los posibles efectos en los
compartimientos ambientales y sistemas vivos (como puede observarse en la
figura 1); son las bases para identificar los peligros potenciales de una sustancia

para el ambiente acuatico, pudiendo asi analizar a aquellos disturbios que se
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encuentren en niveles tréficos superiores asi como a sus dindmicas poblacionales;

lo cual nos permitirhd implementar medidas de analisis, mitigacién y remocion de

estos elementos contaminantes en cada nivel de los compartimientos ambientales.
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Figura 1. Fuentes representativas y destino de productos farmacéuticos en el ambiente.
(Modificado de Gomez, 2012)
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E. Persistencia de los farmacos en el ambiente acuatico

La eliminacibn de compuestos farmacéuticos en el ambiente puede ser el
resultado de diferentes procesos. Estos procesos pueden ser los bibticos, es decir
biodegradacion por microorganismos como bacterias y hongos. Mientras que los
procesos de eliminacion abibticos son sorcion, hidrdlisis, fotolisis, oxidacion y
reduccion (Kimmerer, 2009). Si una sustancia no se elimina en modo alguno,
puede alcanzar el ambiente con el potencial de afectar negativamente a los
organismos acuaticos y terrestres, ademas podria llegar a los seres humanos de
nuevo a través de los residuos que alcancen los cuerpos de agua potable o

inclusive las tramas de redes troficas.

Hasta ahora y por fortuna, los antibidticos todavia no se han reportado estar
presentes en el agua potable. Sin embargo, la alta solubilidad y la baja volatilidad
de PPCP significan que su distribucion a través del entorno se producira
principalmente a través del transporte y la dispersion acuosa de la cadena

alimentaria (Daughton y Ternes 1999).

A pesar de los diversos tratamientos de eliminacion de contaminantes en las
plantas tratadoras de aguas residuales, se han detectado farmacos en el ambiente
acuatico, ya sea directamente o sus metabolitos, dentro de estos compuestos se
incluyen los analgésicos-antiinflamatorios, los antibiéticos, los antiepilépticos, los
B-bloqueadores, los reguladores de lipidos, los medios de contraste en rayos X,
los anticonceptivos orales, los esteroides y otros, como broncodilatadores,
tranquilizantes, entre otros. (Hernando et al., 2006).

Muchos de estos compuestos pueden mantenerse activos si no fueron eliminados
en plantas de tratamiento, donde el nivel de degradacion no solo depende del
grado de tratamiento del agua, sino también de la estructura quimica del
compuesto (Shala y Foster, 2010). Si los farmacos y sus metabolitos son

susceptibles de pasar a través de las plantas tratadoras de aguas residuales,
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podran entrar a los cuerpos de agua como rios o arroyos. Estos pueden alcanzar

las aguas subterraneas después de la lixiviacion (la Farré et al., 2008).

Recientemente, varios estudios se han llevado a cabo para detectar las
concentraciones de los farmacos en los cuerpos de aguas residuales, en la
superficie, tierra y agua potable. Por ejemplo, se han encontrado macrélidos,
sulfamidas y quinolonas en concentraciones de pg.L™ en las aguas residuales de
muestras de agua superficial en Alemania y Suecia. Estos investigadores
observaron la frecuente aparicion de eritromicina, roxitromicina y sulfametoxazol
con concentraciones superiores a 6.0 ug.L™ en los efluentes de plantas tratadoras
de aguas residuales (Hirsch et al., 1999; Andreozzi et al., 2003; Lange et al., 2006;
Castiglioni et al.,, 2004; Calamari et al.,, 2003); lincomicina, eritromicina vy
claritromicina estaban presentes en todo el muestreo de sitios en los rios Po y
Lambro, sobre el norte de Italia en concentraciones entre 10 y 100 ng.L™ (Isidori et
al., 2005).

Por otra parte, las concentraciones a las que se han encontrado en aguas
superficiales (como consecuencia de una eliminacion incompleta en las plantas de
depuracion de aguas) o en aguas subterraneas se sitlan normalmente en el
intervalo de ng.L™* o pg.L?, mientras que en suelos y sedimentos, en donde
pueden persistir durante largos periodos de tiempo, alcanzan concentraciones de

hasta g.Kg™ (Barcel6 y Lépez, 2008).

Algunos de los farmacos encontrados mayormente en rios son beta-bloqueadores
(Metoprolol hasta 1.54ug.L™), analgésicos y antiinflamatorios (Diclofenaco hasta
1.2ug.L™), estrégenos (17B-estradiol hasta 0.013pg.L™) y algunos antibiéticos
(Eritromicina hasta 1.7ug.L™"), asi como algunos farmacos antiepilépticos.
(Supratik y Kunal, 2010); en Alemania se han encontrado concentraciones medias
de diclofenaco entre 3.02 y 2.51 pg.L™, detectadas en los influentes y efluentes de
plantas tratadoras de aguas residuales, respectivamente (Halling-Sorensen, 2000).
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En Europa, 21 antibioticos incluyendo un pB-lactamico, 3 sulfonamidas, 4
quinolonas, 1 tetraciclina, 5 macrolidos, se han encontrado en las aguas
residuales de 10 paises (Italia, Alemania, Croacia, Suiza, Suecia, Austria, Espafia,
Reino Unido, Finlandia y Portugal) (Li et al., 2011). Debido a su biodisponibilidad,
biodegradacion y su variada actividad biolégica en los compartimientos
ambientales, existe un riesgo de bioacumulacion y efectos de la exposicion cronica

de los productos farmacéuticos en los organismos.

F. Problematica, toxicidad de los farmacos en los organismos

La presencia y el destino de los compuestos farmacéuticos activos en el ambiente
acuatico constituyen uno de los eventos emergentes en la contaminacion quimica
ambiental, los cuales pueden generar efectos toxicos crénicos en el ambiente. En
muchos casos, las consecuencias de su presencia en el ambiente aln no estan

claras, pero en otros el riesgo parece evidente y alarmante.

Las pruebas actuales de toxicidad aguda-cronica utilizadas para la deteccion de
toxicidad sélo proporcionan indicios de los efectos agudos directamente medibles;
aunque muchos organismos no comparten ciertos receptores contra los farmacos,
los efectos sobre los organismos no objetivo son generalmente desconocidos; ya
que, los efectos toxicologicos de los medicamentos en los diferentes niveles de la
jerarquia biolégica, desde las bacterias a toda la biosfera, no se han estudiado
(Isidori et al., 2005).

Debido a las propiedades fisicoquimicas de los farmacos, sus metabolitos,
productos de degradacion, y las caracteristicas de los suelos, estas sustancias
pueden llegar a alcanzar las aguas subterraneas y contaminar los acuiferos o bien
quedar retenidas en el suelo y acumularse pudiendo afectar al ecosistema y a los

organismos a través de la cadena tréfica (Barcelo et al., 2008).
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Por ende, existen preocupaciones toxicologicas relativas a la liberacion al
ambiente de PPCP, los cuales originan la induccion de procesos fisioldgicos
anormales, alteraciones reproductivas, el desarrollo de bacterias resistentes a los
antibioticos; asimismo, del potencial aumento de la toxicidad cuando se producen
mezclas quimicas en el ambiente que afectan distintos niveles en los distintos

compartimientos ambientales de los ecosistemas.

Para muchos PPCP, los posibles efectos sobre los seres humanos y el ambiente
acuatico no se entienden claramente. La principal razén de esto radica en la
capacidad de analisis para detectar PPCP sobre el ambiente: en la actualidad,
existe una falta de protocolos adecuados para la identificacion y medicion de

PPCP sin el uso de métodos tecnolégicos muy caros. (Richardson et al., 2005)

La toxicidad aguda de los productos farmacéuticos ha sido evaluada por las
pruebas estandar de acuerdo a las directrices establecidas sobre la base de las
bacterias, algas, invertebrados y peces (la Farré et al., 2008). Sin embargo el no
conocer el modo de accion, junto con no saber los receptores posibles, es
imposible disefiar procedimientos de ensayo de toxicidad racionales en el nivel de

organismo (Daughton y Ternes, 1999).

Los datos ecotoxicoldgicos disponibles sb6lo para unos pocos productos
farmacéuticos se encuentran en la literatura abierta y bases de datos
ecotoxicolégicas como: ECETOX en la Unién Europea y ECOTOX en los Estados
Unidos de Norteamérica, (Sanderson, 2003) y so6lo un pequefio nUmero de nuevos
farmacos han sido sometidos a un evaluacién de riesgos completa, incluyendo una

serie de pruebas toxicoldgicas pertinentes (Kar and Roy, 2010).

Por otra parte, los nuevos datos sobre las fuentes, el destino y los efectos de los
productos farmacéuticos en el ambiente, parece indicar la posibilidad de un
impacto negativo en los diferentes ecosistemas e implican una amenaza para la

salud publica. Para este supuesto, los datos de pruebas de ecotoxicidad agudas y

27



cronicas en las especies que pertenecen a diferentes niveles tréficos tales como
bacterias, algas, crustaceos y peces, entre otros, es relevante para ilustrar los
varios efectos adversos que la exposicion del ambiente a las mediciones de estos

contaminantes y los impactos que puede tener (Santos et al., 2010).

G. Impacto de los farmacos en el ambiente acuatico y los
productores primarios

Aungque la mayoria de los medicamentos estan disefiados para tratar las vias
metabolicas especificas en los seres humanos y los animales domeésticos, estos
pueden tener numerosos efectos, a menudo desconocidos en los sistemas
metabdlicos de los organismos no objetivos, especialmente en los invertebrados
(Daughton y Ternes, 1999); por lo que sus residuos metabdlicos y productos de
degradacion en el ambiente pueden causar diferentes efectos ecotoxicoldgicos
que son dificiles de predecir, especialmente en matrices complejas. Un aspecto
importante de este problema es la transformacion y el destino de estos materiales
en sistemas biolégicos y ecoldgicos. Por ejemplo, muchos de los productos
farmacéuticos mas ampliamente utilizados son solubles y sujetos a la degradacion
0 metabolismo que conduce a la formacion de sus formas de &cido carboxilico y

persistentes (la Farré et al., 2008).

La evaluacion de los efectos sobre los ecosistemas acuéticos es una tarea
importante, ya que estos sistemas son los sitios mas afectados tras el vertido
continuo de pesadas cargas de contaminantes ambientales (Nunez et al., 2005);
existe la posibilidad de efectos continuos pero inadvertidos en los organismos
acuaticos lo cual es especialmente preocupante porque los efectos pueden
acumularse tan lentamente que grandes cambios no se detectan hasta que el nivel

acumulativo de estos efectos sea evidente.

Las principales investigaciones sobre toxicidad cronica en organismos se han
realizado en crustaceos, peces y algunas especies de algas. Pocas de las pruebas

realizadas sobre algas, mostré que algunas especies de microalgas especialmente
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las cianobacterias son sensibles a compuestos farmacéuticos (Halling-Sorensen,
2000). Los estudios recientes han mostrado que varias tetraciclinas afectan el
crecimiento de cloroficeas en el ambiente acuético (Yang et al., 2013).

Aunque se sabe definitivamente que los organismos blanco de los antibiéticos son
las bacterias en lugar de algas eucariotas, varios antibioticos todavia pueden tener
efectos nocivos para las algas, sobre todo en los organelos de las algas como
cloroplastos y mitocondrias al poseer similitud a las bacterias en las estructuras e
incluso origen evolutivo. Explicando que los posibles efectos ambientales sobre los
organismos no blanco, han atraido cada vez méas atencion, sobre todo a los

productores primarios en los ecosistemas acuaticos.

Las algas como productores primarios de ecosistemas acuaticos, juegan un papel
importante en la estructura y funcién de todo el sistema ecolégico acuatico. Dado
gue las microalgas constituyen la base de la cadena alimentaria en los
ecosistemas acuaticos, las alteraciones de estos organismos fotoautotrofos (los
cuales ocupan los niveles tréficos mas bajos dentro de las cadenas alimentarias y
los cambios en su diversidad y abundancia) pueden provocar un efecto indirecto
pero significativo en el resto de la comunidad. Por lo tanto, las microalgas se
utilizan a menudo como indicadores para la contaminacion xenobidtica y la calidad
del agua (Liu et al., 2011b). En este contexto, se utilizan generalmente en la

evaluacion de la toxicidad del ambiente (Pan et al., 2009).

Las microalgas son la fuente de alimentacion de una gran cantidad de biomasa
acudtica, estos organismos tienen una importancia fundamental en la produccion y
el equilibrio de oxigeno disuelto en un ambiente acuatico (Lai, 2009). Algunas
microalgas son muy sensibles a la contaminacién de los medios acuaticos (Eguchi
et al., 2004). Los estudios sobre los efectos toxicos de antibidticos en ambientes
acuaticos se ha demostrado que la CEsp (72 h) de Selenastrum capricornutum es
2.97 mg.L" para la ciprofloxacina, 7.8 mg.L™ para sulfadiazina, y 2.3 mg.L™ para
espiramicina (Holten Ltzhet et al., 1999; Halling-S¢pensen, 2000).
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|. Claritromicina

a. Descripcion

Los macrdlidos son moléculas cuya estructura quimica estd constituida por un
anillo lacténico de gran tamafo. Estas moléculas de amplio espectro
antimicrobiano, dentro de los cuales se encuentra la claritromicina, cuyo
mecanismo de accion al igual que el resto de los macrélidos, se une de forma
reversible al dominio V del ARN ribosomico 23s de la subunidad 50s, inhibiendo de
esta forma la sintesis proteica al bloquear la elongacién de las proteinas. La union
se realiza mediante la formacion de puentes de hidrogeno entre diferentes
radicales hidroxilo del macrolidos y determinadas bases del ARNr, y por la union
débil entre la cladinosa y el dominio Il del ARNr 23s (Paciel y Savio, 2010; Lange
et al., 2006).

En el caso particular, la claritromicina es un macrélido semisintético derivado de la
eritromicina A y consiste de un anillo de lactona de 14 miembros, asi como
cladinosa y residuos de desosamina en las posiciones 3 y 5 del anillo (Kanfer et
al., 1998). Este antibidtico se obtiene por la sustitucién del grupo hidroxilo de la
posicion 6 por un grupo CH3O en el anillo lacténico de la eritromicina. La
claritromicina es especificamente 6-0-metil eritromicina A. Es un polvo blanco,
amargo, practicamente inodoro, es esencialmente insoluble en agua y ligeramente
soluble en etanol, metanol, y acetonitrilo. Su peso molecular es 747,96. Este
farmaco ejerce su accion antibacteriana mediante la unidon a las subunidades

ribosomales 50s de las bacterias susceptibles y la inhibicién de la sintesis proteica.
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Figura 2. Estructura quimica de la claritromicina.

b. Usos

La claritromicina se utiliza para tratar ciertas infecciones bacterianas, tales como
neumonia (infeccion pulmonar), bronquitis (infeccién de los conductos que van
hacia los pulmones), e infecciones de los oidos, senos nasales, la piel y garganta.
También se utiliza para tratar y prevenir la infeccion Mycobacterium avium
complex (MAC) [un tipo de infeccion pulmonar que afecta con frecuencia a
personas con el virus de inmunodeficiencia humana (VIH)]. Se combina con otros

medicamentos para eliminar H. pylori, una bacteria la cual provoca Ulceras.

El uso de los diversos antibiéticos macrélidos depende en gran medida del pais.
Por ejemplo, el consumo de la eritromicina es alta en el Reino Unido (cerca de
1200 mg por persona por ano) y baja en Suiza (24 mg por persona por afo)
(McArdell et al., 2003). Por otro lado, el uso de la claritromicina es baja en
Alemania (cerca de 20 mg por persona por afio) y mas de diez veces mayor en
Suiza, Austria y Francia (para el Reino Unido, los datos parecen no estar
disponibles). El importe total de los antibiéticos macrolidos prescritas en 1995 en

Alemania se ha estimado en 8.3 a 28.6 toneladas por afo (Hirsch et al., 1999).
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c. Actividad biolégica

La claritromicina es metabolizada a 14-oy4 claritromicina, el cual estd activo y
funciona sinérgicamente con su compuesto de origen. Al igual que otros
macrolidos, penetra la pared celular de las bacterias donde se une
reversiblemente al dominio V del ARNr 23s de la subunidad 50s del ribosoma
bacteriano, bloqueando la translocacion de transferencia aminoacil-ARN y la
sintesis de polipéptidos (Wishart, 2012); por lo tanto, macrélidos tales como la
eritromicina, azintromicina y claritromicina podrian inducir directamente la
inhibicibn de muchas proteinas funcionales codificadas por los genes de los
cloroplastos y la interferencia con muchos procesos fisioldgicos, incluyendo la
biosintesis de clorofila y la fotosintesis (Liu et al., 2011b).

El espectro de actividad de la claritromicina incluye en muchas bacterias aerobias
gram-positivas (Staphylococcus aureus, S. pneumoniae y S. pyogenes) y gram-
negativas (Haemophilus influenzae, H. parainfluenzae y Moraxella catarrhalis),
muchas de las bacterias anaerobias, algunas micobacterias, y algunos otros
organismos como Ureaplasma, Mycoplasma, Chlamydia, Toxoplasma y Borrelia.
En otras bacterias aerobias que la claritromicina tiene actividad pueden ser
Chlamydophila pneumoniae y Mycoplasma pneumoniae. La actividad in vitro de
este antibiotico es similar o mayor que la de la eritromicina contra organismos
susceptibles (Wishart, 2012).

Los efectos de los antibiéticos macrolidos en la biosintesis de la clorofila a y la
fotosintesis de algas verdes es desconocido. Se requieren estudios adicionales
para comprender como estas microalgas de importancia ecolégica responden
fisiologicamente a un aumento de las concentraciones de antibioticos sobre la
columna de agua, en especial a la exposicion de los antibioticos ampliamente
utilizados que acttan como inhibidores de la sintesis de proteinas, como los

macrélidos (Liu et al., 2011a).
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d. Regulacion

El uso de drogas y sustancias quimicas por la industria de la acuacultura en
Estados Unidos de Norteamérica esta estrictamente regulado por Ia
Administracion de Alimentos y Drogas (FDA) y la Agencia de Proteccion Ambiental
(EPA). Particularmente, la FDA requiere una evaluacion cientifica de la eficacia de
un farmaco y la seguridad de los seres humanos y del ambiente antes de su
aprobacion. En cambio, la EPA requiere una evaluacion cientifica de la seguridad
de los productos quimicos antes de que pueda ser registrada y vendida
(Benbroock, 2002).

En Estados Unidos como en la Unién Europea, la FDA (Food and Drug
Administration), la EPA (Environmental Protection Agency) y la EMEA (European
Medicine Agency) solicitan la elaboracion de Evaluaciones de Riesgo Ambiental
(ERA) para obtener la autorizacion de mercadeo de los productos farmacéuticos
(Santos et al., 2010). Una ERA, se refiere a una evaluacion del posible destino,
exposicion y efectos del producto farmacéutico pero no sugiere su producciéon ni
disposicion, esto con la finalidad de asegurar su eficacia, calidad y seguridad para
la salud publica y el ambiente (EMEA, 2008).

La Agencia Europea para la Evaluacion de Medicamentos (EMEA) ha propuesto
un proyecto de guia para la evaluacion del riesgo ambiental de medicamentos de
uso humano (EMEA, 2005). Se basa en los paradigmas de evaluacion de riesgo
de los productos quimicos industriales y biocidas (Comision Europea, documento
técnico de orientacion en apoyo de la Comision Directiva 93/67/CEE, 2003;
European Commision Regulatory, 1997-2006), pero también considera las
caracteristicas especificas de los productos farmacéuticos, por ejemplo, el uso de

la informacién farmacoldgica disponible, especialmente en los niveles superiores.

Las evaluaciones de riesgos realizadas hasta ahora se han basado principalmente
en datos de ecotoxicidad aguda, y por lo general han llegado a la conclusion de
gue no hay riesgo inmediato, pero el proyecto de EMEA mas reciente ha

propuesto incluir los datos farmacocinéticos y farmacodinamicos para evaluacion
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del riesgo ambiental (EMEA, 2008). Este enfoque esta en la actualidad también se
toma dentro de la Union Europea Proyecto ERA Pharm (Knacker et al., 2005; Kar
y Roy, 2010).

En nuestro pais no existen mecanismos de regulacion y/o evaluaciones periédicas
de riesgos ambientales ante el uso constante y excesivo de compuestos
farmacéuticos, cabe mencionar que en la NOM-001-ECOL-1996 establece que los
limites maximos permisibles de contaminantes en las descarga de aguas
residuales en aguas y bienes nacionales, no contempla la evaluaciéon de ningun

tipo de farmaco, lo cual refleja una gran problematica de contaminacién ambiental.
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l1l. Justificacion.

Hipotesis:

El metabolismo fotosintético de Chlorella vulgaris, se vera afectado debido a la
actividad inhibitoria de sintesis de proteinas a nivel 50s ribosomal de la
claritromicina, perturbando principalmente el metabolismo del cloroplasto al poseer

ribosomas tipo procarionte, lo cual reflejara la reduccién de la actividad metabdlica
fotosintética.

V. Objetivo General

e Caracterizar la actividad fotoquimica del fotosistema Il de Chlorella vulgaris

expuesta a claritromicina.

V. Objetivos Particulares

Determinar la concentracién de pigmentos fotosintéticos de Chlorella

vulgaris expuesta a distintas concentraciones de claritromicina.

e Caracterizar el efecto en la actividad fotosintética de Chlorella vulgaris

causado por la exposicion a claritromicina, mediante:

1. La determinacién de la tasa fotosintética maxima (Pmax), el rendimiento
cuantico operacional (®Psll) a través de la medicion de fluorescencia de la

clorofila a del fotosistema Il
2. Determinar la estructura y funcion de la cadena transportadora de
electrones fotosintética a traves de la medicion de cinética polifasica de la

fluorescencia de la clorofila a del fotosistema Il

3. Determinar la tasa de liberacion de oxigeno.

35



VI. Metodologia

1. Organismo

Se utilizé el alga verde Chlorella vulgaris de la clase Chlorophyceae y del orden
Chlorococcales donada por el laboratorio de Biotecnologia de Microalgas, del
departamento de Biotecnologia y Bioingenieria del Centro de Investigacion y de

Estudios Avanzados del Instituto Politécnico Nacional, Campus Zacatenco.

2. Medio de cultivo

El mantenimiento de los organismos (cultivos semilla), asi como los tratamientos
experimentales fueron cultivados en una combinacion de los medios minerales
Bourrely-Setlik libore de EDTA (Borowitzka y Borowitzka, 1988; Kupper et al.,
2002).

Las células se mantuvieron sobre un régimen de cultivo en lote con las siguientes
condiciones de crecimiento: flujo de aire (200 mlsmin™), temperatura (20-25 °C),
iluminacién (200 umolessm™s™) y fotoperiodo (14/10 luz/oscuridad). Se utilizaron
como unidades experimentales de cultivo, botellas cuadradas de vidrio de 500 ml
(Schott-Duran ®) con una trayectoria de luz de 7.5 cm y un volumen de trabajo de
250 ml. Para todos los experimentos se utilizaron in6culos sincronizados en la

mitad de la fase exponencial, aproximadamente células de 72 h de cultivo.

3. Protocolo experimental

El efecto de la claritromicina en el metabolismo se estudi6 de acuerdo a los
lineamientos de la guia 201 de la Organizacion para la Cooperacion y el Desarrollo
Econdémico (OECD, 2006) para la prueba de sustancias quimicas en algas y

cianobacterias.

Las unidades experimentales se inocularon con 4x10° células.L™,

aproximadamente 5 mg.L™ de peso seco 0 0.055 de absorbancia a 750 nm. En las
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condiciones de cultivo antes mencionadas las células fueron expuestas a las
siguientes concentraciones: 0 (control), 0.6, 1.2, 1.8, 2.4 y 3.0 mg.L? de
claritromicina durante 72 h de acuerdo al protocolo de la OECD, para después
determinar el peso seco (PS), el contenido de pigmentos fotosintéticos y la

actividad fotosintética

4. Variables de respuesta

a) Determinacion de peso seco (Crecimiento)

El crecimiento se determiné a través del peso seco, se tomaron alicuotas de 50 ml
de cada muestra experimental (n=3) y se filtraron por vacio en membranas de
nitrocelulosa de 5 um de diametro de poro (Millipore ®). Previamente, las
membranas se llevaron a peso constante manteniéndolas a 70°C por 24 h. Una
vez filtradas las muestras, se secaron en horno a 70°C por 48 h, para después

determinar el PS de la biomasa seca.

La tasa de crecimiento relativo (1) se determiné segun la siguiente formula:
(U= X2-X1/72-0). Donde X, es el peso a las 72 h y X; es el peso al tiempo 0. La

tasa de duplicacion celular (td) se calcul6é segun la siguiente férmula: (td = In2/p).

En base a la inhibicion del crecimiento para cada muestra experimental
comparado con el testigo (100%), se determiné la concentracion efectiva media
para inhibir el 50% de la poblacion (CE50) de acuerdo a lo establecido en el
protocolo 201 de la OECD (OECD, 2006).

b) Determinacion de pigmentos fotosintéticos

El contenido especifico de pigmentos fotosintéticos por biomasa seca se cuantifico
tomando 2 ml de cultivo de cada tratamiento (n=3). Las muestras se centrifugaron
a 3,500 rpm por 10 min a temperatura ambiente. El sobrenadante se elimino y la
pastilla de cada tubo se resuspendié con 2 ml de metanol al 100%. La mezcla

metandlica se incubo en bafio maria por 10 minutos a 60°C. Transcurrido este
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tiempo, la muestra se centrifugd a 3,500 rpm por 10 min a temperatura ambiente,
el sobrenadante de cada tubo se aforé a 5 ml con metanol al 100%, para después
leer su absorbancia a 666, 653 y 470 nm de longitud de onda. La concentracion de
clorofila a, b y carotenoides totales se determin6 segun las formulas reportadas
por Wellburn (1994):

Clorofila a (ug.ml) = (15.65 x ABS 666) - (7.34 x ABS 653)

Clorofila b (ng.ml) = (27.05 x ABS 653) - (11.21 x ABS 666)

Carotenoides totales (ug.ml) = [(1000 x ABS 470) - (2.86 x Clorofila a) - (129.2 x
Clorofila b)] /1221

c) Actividad fotosintética por oximetria (respiraciéon y fotosintesis)

Transcurrido el tiempo de exposicion al claritromicina, se tomo por triplicado de
cada lote experimental, lo equivalente en volumen a 50 pug.ml™* de clorofila total (15
ml). Las muestras se centrifugardn a 3,000 rpm por 1min. El sobrenadante se
elimind vy la pastilla se resuspendié en 1 ml de una solucion de K;HPO, 100 mM
pH 7,0. La tasa fotosintética se midid6 como liberacion de oxigeno. Las mediciones
se realizaron en un oximetro (Oxygraph, Hansatech ®, U.K.) a 30°C por medio de
un bafio de agua circulante. La tasa de liberacion de oxigeno (fotosintesis) se
realizd iluminando la muestra con luz blanca actinica (400-700nm) y un flujo
foténico de 400 pmoles*m?ss™. Al momento de apagar la luz, se registr6 la
velocidad de consumo de oxigeno (respiracién) por dos minutos para obtener la
tasa fotosintética neta.

d. Actividad fotosintética por emision de fluorescencia.

I) Analisis de la cinética de fluorescencia por PSII: Prueba OJIP

La emision polifasica de la fluorescencia de la clorofila a en el fotosistema Il en
muestras acondicionadas a la oscuridad se evalué utlizando un fluorometro
portatii marca HANDY-PEA (Hansatech, UK), acoplado a la camara para fase
liguida HPEA/LPA (Hansatech, UK). Se tomaron muestras de 2 ml de cada
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tratamiento (n=5) y se incubaron a la oscuridad por 20 min a temperatura
ambiente (25°C), para después ser irradiadas con una luz roja (660 nm) saturante
(3000 pmolesem?ss™). La emisioén de fluorescencia fue registrada por un detector
con filtro de corte para emision a 685 nm. Los valores de la fluorescencia minima,
Fo a los 50 ps, la fluorescencia maxima, Fy a los 200 ms y la fluorescencia
variable (Fv= Fy-Fo) fueron registrados automaticamente por el equipo. La
interpretacion de los datos se realizé con el programa Handy-PEA desarrollado por
la misma Compafia (Hansatech, UK) y el programa Biolizer-HP3, disefiado en el
Laboratorio de Bioenergética de la Universidad de Ginebra, Suiza. Los parametros
medidos (tabla 1) y la interpretacion de los mismos se realizaron segun el analisis
de la prueba de OJIP (van Heerden et al., 2004).

Tabla 1. Pardmetros cinéticos de la prueba de OJIP (van Hereden et al., 2004)

Parametros Técnicos

Fluorescencia a 50 pus Fo

Fluorescencia maxima Fu

Fluorescencia variable Fv = Fu-Fo

Pendiente desde el origen de la Mo = 4s [(F300ps-Fo)/(Fy-Fo)]

fluorescencia

Fluorescencia variable a 2 ms Vj = (F2ms-Fo)/(Fu-Fo)

Fluorescencia variable a 30 ms Vi = (F30ms-Fg)/(Fm-Fp)
Flujos especificos expresados por centros de reaccion (RC)

Absorcion por RC ABS/RC =(Mo/V)j)I(1-Fo/Fy)

Atrapamiento a tiempo 0 por RC TRo/RC = Mo/Vj = (ABS/RC) ¢pPo

Disipacion a tiempo 0 por RC Dlo/RC =(ABS/RC) — (TRo/RC)

Transporte electronico a tiempo 0 por RC| ETo/RC =(TRo/RC)yo

Productos (o relaciones de flujo)

Producto cuantico maximo de Ila ¢Po = TRO/ABS = (Fu-Fo)/Fu =FV/Fy

fotoquimica primaria

Producto cuantico maximo de ¢Do

disminucion de excitacion no fotoquimica = DIo/ABS = 1-@Po = Fo/Fy

Producto cuantico maximo para que un yo

excitbn atrapado mueva un electron = ETo/TRo = 1-Vj

después de QA

Producto cuéntico maximo para el ¢Eo = @Po* Wo =

transporte de electrones en PSII (TRo/ABS)/(ETo/TRo) =

ETO/ABS = (1-Fo/Fy)(1-Vj)

39




Rendimientos cuanticos y eficiencias

Flujo especifico de transferencia de |(TRy/RC)*(1-

electrones de Qg hasta el lado aceptor V) =Mo/VJ *(1-V))
del PSI

Eficiencia con la que un electrén de los 6Ro

transportadores de electrones entre =(1-V) /(1-V;)

sistemas se mueve para reducir el lado
aceptor del PSI

Eficiencia cuéantica para el transporte de DR,
electrones en los acarreadores [1-(Fo/FM)]JwEo-6RO0]
intermedios y los acarreadores finales
del lado aceptor del PSI

Indices vitales

indice de rendimiento en base a la Plags =[RC/ABS][ @Po/(1- ¢Po)][ Wo/1-
absorbancia Yol
indice de rendimiento total PlroTaL = Plags- ®R0 /1-8Ro

[I) Rendimiento cuéntico operacional del fotosistema Il (®PSlIl)

El analisis de la disipacion de la energia y el transporte electronico se realizd por
medio de la técnica de pulsos saturante utilizando un equipo de fluorescencia FMS
(Fluorescence Monitoring System, Hansatech, U.K). La eficiencia cuéntica para el
transporte electrénico (PPSII), se realizé determinando la emisién de fluorescencia
en tapetes celulares, que se obtuvieron filtrando 15 ml o su equivalente en
densidad Optica de cada tratamiento en membranas de nitrocelulosa de 5 um. La
emision de fluorescencia se realiz6 colocando el tapete celular en las pinzas de
hojas y ajuntdndolas a la fibra éptica. La hidratacién del tapete celular se mantuvo
utilizando una porcion de papel filtro saturado con agua destilada, colocado por
debajo del filtro de nitrocelulosa. El valor de Fo a temperatura ambiente, se obtuvo
irradiando la muestra con una luz modulada de baja intensidad (0.1 pmolessmes’
1y, y después de 10 segundos se sobrepuso un pulso saturante de luz blanca de
10,000 pmoles*m™+s™ por 0.8 segundos, para cerrar todos los centros de reaccion
y obtener el valor maximo de fluorescencia en estado estacionario Fy vy el

estacionario Fs . Utilizando estos valores se calculd la eficiencia cuantica de
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operacion para el fotosistema Il (OPSII) segun la siguiente formula reportada por

Maxwell y Johnson, (2000): ®PSII = Fy’-Fs/Fy’

El decaimiento fotoquimico (NPQ) se determind incubando las muestras en la
oscuridad por 20 minutos. El valor de Fy, a temperatura ambiente, se obtuvo
irradiando la muestra con una luz modulada de baja intensidad (0.1 ymolessm2es’
1y, y después de 10 segundos se sobrepuso un pulso saturante de luz blanca de
10,000 pmoles*m™+s™ por 0.8 segundos, para cerrar todos los centros de reaccion
y obtener el valor maximo de fluorescencia Fy en oscuridad. Inmediatamente
después del pulso saturante se irradiaron muestras con una luz actinica blanca no
saturante de 500 pmolessm™ss™, por cinco minutos hasta alcanzar un estado
estacionario para después sobreponer un pulso saturante de luz blanca de 10,000
umolessm™+s™ por 0.8 segundos y obtener el valor de Fy/'. La eficiencia cuantica
para la disipacion no fotoquimica (NPQ) se calcul6 utilizando la férmula reportada

por Maxwell y Johnson, (2000).
CDNPQ = FM-FM,/FM,

La determinacion de la tasa fotosintética maxima (Pmax), el rendimiento cuantico
para el transporte electrénico (a), se determiné variando la intensidad luminica de
0 a 900 pmolessm@s™ (Liu et al., 2009) y cuantificando la tasa de transporte

electrénico aparente: ETR = (®PPSII)*(0.5) « (umoles fotonessm?ss™).

Analisis estadisticos

Los datos experimentales se reportan como las medias de seis tratamientos con
desviacion estandar (con replicas, n=3-8), se utiliz6 el método de Analisis de
Varianza (ANAVA) de un solo factor, con al menos una diferencia
estadisticamente significativa (Prueba de Tukey). Todos los analisis estadisticos
se produjeron usando System SAS 9.0 (A todos los conjuntos de datos se
realizaron pruebas estadisticas de distribucion normal y homogeneidad de

varianzas para pruebas paramétricas).
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VIl. Resultados y Discusion
A. Crecimiento

Los resultados de la presente investigacion muestran que la exposicion a
claritromicina sobre Chlorella vulgaris durante el crecimiento en un periodo de 72
horas inhibe la division celular, la cantidad volumétrica de pigmentos fotosintéticos

y la actividad metabdlica fotosintética.
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Figura 3. Efecto inhibitorio de las concentraciones de claritromicina sobre el crecimiento
de C. vulgaris traducido en peso seco al termino del tratamiento durante 72 horas de
exposicion (n=3) (Letras diferentes indican diferencias significativas segun la prueba de
Tukey p<0.05).

La figura 3, muestra el efecto inhibitorio de la claritromicina sobre el
crecimiento de C. vulgaris, observando que el peso seco (mg.L™) disminuy6
conforme aumentd la concentracion de la claritromicina en el medio de cultivo. El
crecimiento celular disminuyé 57.97% en la maxima concentracion probada
(3 mg.LY) con respecto al control, indicando que existen diferencias

estadisticamente significativas en todos los tratamientos (p< 0.05).
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Pomati et al. (2004) encontraron que la eritromicina reduce la densidad
celular de Synechocystis sp en concentraciones mayores a 100ug.L™ durante 5
dias de tratamiento. Mientras que Campa et al. (2006) demostraron que el
cloranfenicol y la eritromicina (antibidticos inhibidores de sintesis de proteinas a
nivel 50s ribosomal) inhiben el crecimiento de Chaetoceros gracilis, en dosis

mayores de 0.5y 1.0 mg.L™ respectivamente.

Liu et al. (2011b) observaron que la eritromicina induce un efecto de
inhibicion significativo sobre la tasa de crecimiento en Selenastrum capricornutum
utilizando concentraciones de 0.06 mg.L™*. Ademas, Lai et al. (2009) encontraron
qgue el cloranfenicol inhibe el crecimiento celular en microalgas marinas como en

Chlorella pyrenoidosa en concentraciones relativamente bajas (2.5 a 50 mg.L™).

GOomez en 2012 indicé que la estreptomicina (antibiético inhibidor de
sintesis de proteinas) inhibe el crecimiento celular de Chlorella vulgaris hasta un
50.68% en la maxima concentracién probada (2.4 mg.L™). Esta reduccién en el
crecimiento es un efecto producido por la inhibicion de la fijacion de CO,, debido a
que la estreptomicina inhibe la acumulacion de ribulosa 1,5 bifosfato (RuBP) y
ribulosa 1,5 bifosfato carboxilasa (RuBisCO) (Tomisek et al., 1957; Freyssinet et
al., 1984, Quian et al., 2010).

De igual manera, la tasa de crecimiento relativo (u) de C. vulgaris se redujo
significativamente (p<0.05), en el caso de la concentracion 3.0 mg.L* de
claritromicina, la tasa de crecimiento celular disminuy6 62.45% a las 72 horas de
exposicién con respecto al control (Fig. 4). En concordancia con los datos
obtenidos Gomez (2012), demostro que la estreptomicina provoca una reduccion
en la velocidad de crecimiento del 33.50% en la maxima concentracion probada
(2.4 mg.L™") en la microalga C. vulgaris.
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Figura 4. Tasa de crecimiento relativo (1) de C. vulgaris durante 72 horas de exposicion
frente a distintas concentraciones de claritromicina. (n=3) (Letras diferentes indican
diferencias significativas segun la prueba de Tukey p<0.05).

En similitud con la disminucion de la tasa de crecimiento, el tiempo de

duplicacién de la poblacion aumenté significativamente (p<0.05) de 10.63 horas en

el grupo control a 28.36 horas en el tratamiento 3 mg.L™, se observa que en este

altimo tratamiento la duplicacion celular se retrasa 17 horas comparado con el

control. El patron muestra que a mayor concentracion del antibidtico el tiempo de

division celular es mayor (Fig. 5).
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Figura 5. Tiempo de duplicacion celular de C. vulgaris durante 72 horas de exposicion
frente a distintas concentraciones de claritromicina. (n=3) (Letras diferentes indican

diferencias significativas segun la prueba de Tukey p<0.05).

En base a la inhibicion del crecimiento para cada muestra experimental

comparado con el testigo (100%), la concentracidon efectiva media necesaria para
inhibir el 50% (CE50) del crecimiento de C. vulgaris es de 2.61 mg.L™" de

claritromicina (Fig. 6), segun los lineamientos establecidos por la OECD. Todos los

ensayos experimentales ofrecen una idea global de la toxicidad a largo plazo que

causa la claritromicina sobre C. vulgaris.
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Figura 6. Porcentaje de inhibicion de C. vulgaris expuesta a claritromicina durante 72
horas, el grafico muestra la concentracibn media efectiva (CE50), cuyo valor nominal es
2.61mg.L™" de claritromicina, el cual fue determinado en este estudio (de acuerdo a los
lineamientos de la guia 201 de la Organizacion para la Cooperacién y el Desarrollo
Econdmico) (n=3).

B. Contenido de clorofila a, b y carotenoides totales.

La clorofila desempefia un papel importante en la fotosintesis de los
organismos fotoaut6trofos como las algas. El contenido suficiente y la localizacién
precisa son fundamentales para garantizar el proceso de reacciones fotoquimicas,

en la captacion de energia y la transferencia de electrones durante la fotosintesis.

Dieciséis enzimas son codificadas por genes nucleares y son utilizadas en la
biosintesis de clorofila por lo que la claritromicina no deberia tener efectos
inhibitorios directos en el proceso de sintesis de estas enzimas. Sin embargo

muchos complejos proteinicos son codificados por el cloroplasto y los genes
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nucleares, y la expresion correspondiente entre dos genomas es indispensable
para la biosintesis de la clorofila, por lo que la eritromicina, la claritromicina y otros
antibioticos inhibidores de sintesis de proteinas podrian interferir con la biosintesis
de clorofila a través de la inhibiciébn de genes del cloroplasto, y luego afectar mas

aun la expresion de genes nucleares indirectamente (Liu et al., 2011b).

El contenido de clorofila a y b, asi como de carotenoides totales (mg.L™)
decrecio significativamente (p<0.05) después de la exposicion a claritromicina
durante 72 h. Como se puede observar en la figura 7, el contenido de clorofila total
(a+b) disminuy6 alrededor de un 20% en la primera concentracion probada (0.6
mg.L™"), mientras que el contenido de carotenoides totales no disminuyé
significativamente sino hasta que la concentracién del antibioético en el medio de
cultivo rebasé 2.4 mg.L™. La inhibicién de la sintesis de clorofila y carotenoides fue
de 46.91% y 36.79% respectivamente a la maxima concentracion probada (3.0
mg.L™) con respecto al control (Fig. 7).

W. Linnane y R. Sterwart (1967) demostraron que algunos antibiéticos
inhibidores de sintesis de proteinas como el cloranfenicol, la tetraciclina, la
lincosamina, y algunos macrolidos (eritromicina y espiramicina) tienen la habilidad

de inhibir la sintesis de clorofila en Euglena gracilis.

Bishop y Smillie en 1970 encontraron que algunos compuestos como el
cloranfenicol inhibe significativamente la biosintesis de clorofila en Euglena
gracilis. Mientras que Koussevitzky et al., (2007) indicaron que algunos antibiéticos
pueden interrumpir la expresion de genes del cloroplasto e inhibir la sintesis de la

clorofila.
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Figura 7. Contenido volumétrico de pigmentos fotosintéticos en C. vulgaris después de 72
horas de exposicion a distintas concentraciones de claritromicina (n=3) (Letras diferentes
indican diferencias significativas segun la prueba de Tukey p<0.05).

Asimismo, Liu et al., (2011b) encontraron que el acido &-aminolevulinico, el
porfobilinogeno, el uroporfirinégeno lll, el coproporfirindégeno lll, la protoporfirina IX
y la protoclorofilina, precursores de la biosintesis de la clorofila en Selenastrum
capricornutum se redujeron significativamente después de la exposicion a
eritromicina, esto demostré6 que la eritromicina tiene la capacidad de inhibir la
biosintesis de clorofila a concentraciones muy bajas (0.06 mg.L™).

Por otro lado, se ha demostrado que la eritromicina tiene la capacidad de
inhibir el ciclo de glutatibn-ascorbato y componentes en el ciclo de las xantofilas en
Pseudokirchneriella subcapitata; particularmente sobre el estado de conversién de
violaxantina a zeaxantina, este Ultimo decrece cuando aumenta la concentracion
de eritromicina (Nie et al.,, 2013). Asimismo, la biosintesis de glutatibn esta

48



estrechamente relacionada con la fotosintesis, por lo que la disminucion de
glutation esté relacionado con los efectos inhibidores de eritromicina sobre la
fotosintesis (Liu et al., 2011b), lo que puede conducir a un estrés oxidativo y a la

generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS por sus siglas en inglés).

Es importante mencionar que a los carotenoides se les considera como
antioxidantes in vivo, estas moléculas tienen la capacidad de “apagar” los
radicales libres (ROS) intracelulares (Thuenhan, 1990). Se puede inferir que la
poca disminucion sobre la cantidad de los carotenos podria tener una funcion
protectora, puesto que estos compuestos (carotenos y xantofilas) presentan en los
organismos fotosintéticos una funcién doble, como pigmentos accesorios en la
captacion de energia fotdnica y como moléculas capaces de disipar energia de
excitacion excedente en forma de calor, evitando dafios importantes a los

fotosistemas.

La evidencia anterior puede explicar el efecto inhibitorio de la claritromicina
sobre el contenido clorofila total (a/b) y carotenoides totales, ya que en las
concentraciones mas elevadas del antibiético es posible que se generaran
elevadas concentraciones de radicales libres de oxigeno, lo que pudo haber
provocado un apagado masivo y desacoplamiento de estructuras proteinicas
asociadas a los pigmentos fotosintéticos e indispensables para el correcto

funcionamiento de los fotosistemas.

C. Actividad fotosintética: Liberacion de oxigeno, transporte electrénico y

disipacién térmica de energia de excitacion

La liberacion fotosintética de oxigeno (Fig. 8) indica que la claritromicina
produce un efecto inhibitorio sobre la actividad fotosintética encontrando
diferencias estadisticamente significativas en al menos un par de tratamientos
(p<0.05); en la concentracién mas alta (3.0 mg.L™) se denota un aumento sobre la

tasa fotosintética, de igual manera la tasa de respiracion aumenta a partir de la
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concentracion 2.4 mg.L? cuyo efecto inhibi6 81.23% sobre esta Ultima
concentracién, mientras que en la concentracién 3.0 mg.L™ disminuy6é 32.97%
respecto al control, en concentraciones mayores a 1.8 mg.L™ existe un retraso de

la fotosintesis y una respiracion acelerada.
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Figura 8. Liberacion y consumo fotosintético de oxigeno (fotosintesis y respiracién) de C.
vulgaris frente a 72 horas de exposicién a distintas dosis de claritromicina. (n=3) (Letras
diferentes indican diferencias significativas segun la prueba de Tukey p<0.05).

Estudios anteriores han demostrado que muchas proteinas importantes en
el cloroplasto, tales como el centro de reacciéon del PS 1l (7 tipos de proteinas,
incluyendo proteinas D1 y D2), el complejo cytb6-f, son codificadas por genes del
cloroplasto. Se ha comprobado que la eritromicina puede inhibir la sintesis de
estas proteinas sobre la membrana en los tilacoides de algas como el centro de
reaccion PSIl y el complejo cyth6-f y finalmente, da lugar a la disminucién del

contenido de proteinas de la membrana (Liu et al., 2011a).
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La liberacion de oxigeno, asi como el ensamblaje de las proteinas de los
complejos antena del PSIl (LCHII) depende de la sintesis de estas proteinas (D1 y
D2); podemos deducir que muchas de las proteinas codificadas en el genoma del
cloroplasto estan siendo inhibidas, lo cual pudiera estar afectando la estructura y
funcion del fotosistema 1l y el complejo liberador de oxigeno dando como resultado
una inhibicion de la liberacion fotosintética de oxigeno (fig. 8).

La evidencia en los resultados encontrados en el consumo Yy liberacién de
oxigeno sugieren que las concentraciones mas elevadas de claritromicina
provocan un desacoplamiento de la membrana tilacoidal y de la membrana interna
de la mitocondria, por lo que el gradiente transmembranal no tiene una regulacion,
como resultado el transporte de electrones aumenta, incrementandose la tasa de
liberacion y consumo de oxigeno (Belyaeva et al., 2011), estos efectos pueden
explicar el aumento en las tasas de fotosintesis y respiracibn en las

concentraciones mas elevadas del antibiético (Fig. 8).

La produccion fotosintética de oxigeno es un proceso que esta directamente
relacionado con la absorcién luminica y el transporte electronico en la membrana
tilacoidal. Ambos procesos puede ser monitoreados y cuantificados a través de la
emision de fluorescencia de la clorofila a del fotosistema Il. La velocidad del
transporte electronico (ETR) medido por la emision de fluorescencia, representa el
producto fotoquimico operacional (®PSII) del PSII, es decir; la eficiencia de uso

foténico en una condiciéon luminica dada.

La figura 9 muestra el maximo transporte electrénico fotosintético (Pmax) se
puede observar que en concentraciones superiores a 1.2 mg.L™ disminuye la
capacidad fotosintética. Por otro lado, los valores mas bajos de Pmax se
registraron en la maxima concentraciéon probada (3 mg.L™) alcanzando una

reduccion del 38.93% con respecto al control (p<0.05).
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Figura 9. Tasa fotosintética maxima en saturacion de luz (umolesem®s™) en C. vulgaris a
72 horas de exposicion de claritromicina. Este parametro refleja el nivel de energia
luminica que comienza a saturar el fotosistema, lo cual indica una fotosintesis méaxima
(n=5) (Letras diferentes indican diferencias significativas segun la prueba de Tukey
p<0.05).

Lu et al, (2003) encontrd que la reduccion de ®PSIl se debe al aumento de
los procesos de relajacion no fotoquimica; por otra parte Liu et al.,, (2011a)
demostraron que antibiéticos macrolidos como la eritromicina son capaces de
inhibir la sintesis de las cuatro grandes subunidades de la ribulosa 1,5 bifosfato

carboxilasa/oxigenasa, interfiriendo con la fijaciéon de CO».

Esto nos indica que la claritromicina en el medio de cultivo produce un
incremento en los centros de reaccion cerrados y por lo tanto existe una
disminucién en el transporte electronico fotosintético, lo cual afecta directamente la

fijacion de CO, y por ende en la asimilacion de carbono en biomasa.
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La eficiencia de utilizacion de la energia luminica para impulsar el
transporte electronico, se calculdo a partir del aumento lineal de la tasa de
transporte electronico (ETR) vs la irradiacién (umolesfotones-m™?-s™) (Blache et al.,
2011). La figura 10 muestra que al aumentar la concentracion de claritromicina en
el medio de cultivo, la eficiencia para utilizar la energia luminica (o), disminuye
significativamente (p<0.05), siendo esta reduccion de 59.55% en el Ultimo

tratamiento probado (3 mg.L™) con respecto al control.
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Figura 10. Eficiencia cuantica operacional (a) medido en C. vulgaris después de 72 horas
de exposicion frente a claritromicina. (n=3) (Letras diferentes indican diferencias
significativas segun la prueba de Tukey p<0.05).

Es importante mencionar que el desempefio fotosintético (eficiencia de
captura de energia fotdnica para transférmala en energia quimica) depende de

caracteristicas bioquimicas especificas, tales como la actividad de la enzima
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Rubisco, el contenido volumétrico de clorofila a, y la eficiencia del transporte

electronico de los fotosistemas | y Il (Chen et al., 1999).

Estas evidencias sugieren que la claritromicina provocan una reduccion en
la capacidad fotosintética, la eficiencia fotoquimica y dafios o deterioros en la
magquinaria fotosintética de las algas, a través de la inhibicion de sintesis de
proteinas estructurales de los centros de reaccion del PSII, por lo que la eficiencia

cuantica operacional se reduce (Stirbet y Govindjee., 2012).

Los procesos de disipacién no fotoquimica (NPQ por sus siglas en inglés)
del PSIl son una medida aproximada de la disipacién térmica en el aparato
fotosintético de las algas. La disipacion del exceso de energia como calor es uno
de los procesos de relajacion de la excitacion foténica; por lo tanto, es uno de los
mecanismos de fotoproteccién mas importantes para los organismos fototroficos.
(Carbonera et al., 2012; Ocampo et al., 2013).

Los procesos de NPQ regulan y protegen el proceso fotosintético en
condiciones ambientales en las cuales la energia absorbida excede la capacidad
de utilizacién para llevar a cabo trabajo fotoquimico. Los resultados indican que el
namero de centros de reaccion abiertos disminuyen, por lo que elevadas
cantidades de energia foténica no pueden ser absorbidas por los complejos
antena; debido a esto, el exceso de flujo fotdnico tiende a ser eliminado por rutas

disipadoras de energia principalmente a través de NPQ.

La claritromicina provoca un descenso sobre la disipacién de energia de
excitacion a traves de procesos no fotoquimicos del 29.95% en la concentracion
0.6 mg.L' con respecto al control (p<0.05), sin embargo la disipacién no
fotoquimica tiende a aumentar a partir del primer tratamiento conforme aumenta la
concentracion. No se han encontrado reportes del efecto de los macrélidos en el
proceso de disipacion térmica, sin embargo; es probable que la inhibicion de la

sintesis de proteinas cloroplasticas provoque cambios conformacionales en las
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proteinas relacionadas con el proceso de relajacion no-fotoquimica (NPQ), lo cual

reduce los valores de NPQ en las células tratadas con claritromicina (Fig. 11)

(Gonzélez et al., 2008).
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Figura 11. Disipacion No-Fotoquimica (NPQ) de Chlorella vulgaris expuesta a distintas
concentraciones de claritromicina durante 72 horas (n=5) (Letras diferentes indican

diferencias significativas segun la prueba de Tukey p<0.05).

Estudios anteriores han demostrado que la disipacion via NPQ es causado

por que la energia de excitacion es transferida a la zeaxantina y esta se convierte

en calor; sin embargo se ha comprobado que la eritromicina tiene un efecto

inhibitorio en la concentracion de carotenoides totales, por ende la claritromicina

puede tener un impacto medianamente regulado sobre el ciclo de las xantofilas

(Nie et al., 2013); debido a que pueden existir diferencias sobre los efectos de los

macrolidos entre especies de microalgas.
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Gomez (2012) indic6 que la estreptomicina provoca un aumento en la
disipacion de energia de excitacion a través de procesos no fotoquimicos hasta un
30% en C. vulgaris, mientras que Jiang et al., (2003) encontraron que a elevadas
irradiaciones en presencia de estreptomicina provoca un incremento de NPQ en

Zea mays de hasta 400% a diferencia del control.

D. Analisis de la fluorescencia polifasica de la clorofila a del fotosistema |l

El primer paso de la fotosintesis es la absorcion de fotones por moléculas
del complejo antena en algunos femtosegundos (fs= 1e™°s), lo que conduce a la
formacién de clorofilas excitadas (Chl*). La funcion principal de la antena (el
complejo captador de luz) es transferir energia de excitaciobn a los centros de
reaccion fotosintéticos. La separaciéon de la carga primaria ocurre en ambos
fotosistemas tanto en el PSI como en el PSIl, con la participacién del nucleo de
reaccion de P700 y P680, respectivamente. Las cargas positivas producidas por el
PSII oxidan el agua a través de Y, (tirosina-161 en la proteina D1), liberando O,
molecular en el complejo liberador de oxigeno (OEC). La carga negativa (el
electrén) se encuentra primero en la molécula feofitina (Feo) y se pasa luego a la
quinona primaria (Qa), y luego a la quinona secundaria (Qg), la cual es un aceptor
de dos electrones; la Qg reducida después se protona para convertirse en
plastoquinol (PQH,) (Stirbert y Govindjee, 2011).

El andlisis de la cinética de fluorescencia ofrece informacion sobre la
cinética de transferencia de energia de excitacion en los complejos antena y la
fase de oxido reduccion en los PSI y PSIl. La fotosintesis oxigénica implica dos
reacciones de luz que operan simultdneamente en centros de reaccién PSIl y PSI.
La energia absorbida por los dos fotosistemas se convierte en flujos de
electroquimica (energia libre de Gibbs) esta se utiliza para oxidar el agua en
oxigeno, reducir el NADP™, y producir ATP. Cabe mencionar que la mayor parte de
la fluorescencia de la clorofila a se origina en los complejos antena del PSII.
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La energia fotonica absorbida por las moléculas de la clorofila puede
liberarse en una de tres rutas (Fig. 12): (1) esta puede ser utilizada para llevar a
cabo el trabajo fotosintético (fotoquimica), (2) puede ser disipado como calor o (3)
este puede ser reemitido como energia luminosa de menor energia (fluorescencia
de la clorofila). Estos tres procesos ocurren en competitividad, por lo que un
incremento en la eficiencia de uno se reflejara en la disminucion de los otros dos.
(Maxwell y Johnson, 2000).
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Figura 12. Modelo de absorcién y disipacion de energia fotonica a través del complejo
cosechador de luz (LHCII) y el centro de reaccion (RC).

Cuando se mide la emision de fluorescencia de la clorofila del fotosistema |l
en organismos fotosintéticos adaptados unos minutos a la oscuridad, se obtiene
una curva de induccion de fluorescencia denominada curva de Kautsky en la que
se observan diferentes fases denominadas O-K-J-1-P (Fig. 13).
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Figura 13. Modelo de cinética de fluorescencia variable (curva de Kautsky) graficado en

tiempo logaritmico (O-K-J-I-P).

En donde O, (1) es el valor minimo de la fluorescencia (Fo). Aparece
alrededor de los 20-50 us, en ese momento todos los centros de reaccion estan
oxidados. En esta fase de la fluorescencia, todos los centros de reaccion estan
“abiertos”, lo que quiere decir que la primera quinona aceptora de electrones del

PSIl (Qa) esta oxidada y el centro de reaccion del PSII no ha perdido su electron.
La fase K, (2) emerge aproximadamente a los 300 us después de la

induccion, esta relacionada con el complejo liberador de oxigeno (CLO) y solo

puede ser observada cuando el transporte electrénico entre Qa y Qg esta
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parcialmente blogueado o cuando la actividad de lado donador del fotosistema |l
esta disminuida (Strasser, 1997).

La fase J, (3) se desarrolla alrededor de los 2 ms (F; = Foms) Y €esta
relacionada con la reduccidon parcial de Qa; y Sse incrementa cuando existe un

blogueo del transporte electrénico entre Qa Y Qs.

La fase I, (4) se desarrolla a los 20 ms (F| = Fooms) Y €sta relacionada con la

reduccion parcial de Qa 'y Qg.

La dltima fase de la cinética polifasica es la fase P, (5) y es cuando se
alcanza el valor maximo de la fluorescencia (Fy). El tiempo en el que se alcanza
depende del protocolo experimental aunque en condiciones fisiolégicas normales
se alcanza en alrededor de 300 a 500 ms. En este momento todos los centros de
reaccion han perdido su electron y todas las moléculas de Qa se encuentran
reducidos, estos centros se denominas centros de reaccion "cerrados". (Gonzales
et al., 2008).

La cinética entre | y P estd relacionada con la reduccién total de la
plastocianina, asi como la reduccion de los aceptores finales del lado donador del
PSI (Fd y NADH), por lo cual la pendiente entre estas fases implica la velocidad en
como ocurren estos procesos (Gonzales et al., 2008).

La prueba O-K-J-I-P considera cada una de las inflexiones de la curva, los
valores extremos (Fo y Fu), asi como la pendiente inicial de la emision de la
fluorescencia de la clorofila a en el PSIl (Mp). Utilizando estos valores se pueden

calcular los parametros descritos en la tabla 1 (van Heerden et al., 2003).

Cuando el PSII absorbe energia fotonica y Qa ha aceptado un electrén, no
es capaz de aceptar otro hasta que el primero ha pasado al siguiente acarreador
de electrones, la quinona B (Qg). Durante este periodo, el centro de reaccién esta
(cerrado) porgue esta totalmente reducido. En cualquier punto en el tiempo, la
presencia de una proporcion de centros de reaccion reducidos (cerrados),

59



conduce a una disminucion en la eficiencia fotoquimica, con un correspondiente
incremento en la fluorescencia (Maxwell y Johnson, 2000). Por lo tanto, la
determinacion del rendimiento de fluorescencia de la clorofila dara informacion
sobre los cambios en la eficiencia de la actividad fotoquimica, la disipacion de
calor del PSIl y del “llenado” de la poza de plastoquinona (PQ) (Gonzales et al.,
2008).

La figura 14 muestra la cinética de emision de fluorescencia del PSII, existe
un incremento en la fluorescencia minima (Fo) a medida que aumenta la
concentracion de la claritromicina. EI aumento de la fluorescencia minima (Fo)
puede ser atribuido a que existe una menor transferencia de excitones de los
complejos antena hacia el centro de reaccion, esto indica que el nimero de
centros de reaccion cerrados incrementa, por lo que estos no participan en el

transporte electronico.

El incremento de Fo es un indicativo de la actividad de los centros de
reaccion del PSII, el cual refleja la perdida de una gran parte de energia absorbida
por los complejos antena que hayan podido transmitir energia de excitacion a los
centros de reaccion. Por otro lado, el incremento de (Fo) pudiera indicar un dafio o
cambio conformacional de las antenas o del mismo centro de reaccion, lo cual

impide una correcta canalizacion de la energia absorbida.

La reduccién de Fy puede ser interpretada como cambio de la estructura
del centro de reaccién en PSII lo cual pudiera provocar un incremento del nimero
de centros de reaccion cerrados que no participan en el transporte electrénico
(Zhu et al., 2011). También esta relacionado a una disminucion de la
concentracion de clorofila en los complejos antena o a una disminucion de la

actividad del complejo liberador de oxigeno (Strasser, 1997). (Ver tabla 2)
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Figura 14. Cinética de fluorescencia variable (U.R.) expresada en tiempo logaritmico,
emitida por el PSIl en C. vulgaris expuesta a claritromicina durante 72 horas.

La figura 15 muestra la cinética de emisién de fluorescencia normalizada en
Fo, esta grafica nos permite observar que los valores de Fy se reducen conforme
incrementa la concentracion de claritromicina. EI aumento de la fluorescencia
desde Fo a Fy sigue una cinética mas o menos sigmoidea; sin embargo el efecto
que causa la claritromicina propicia la disminucion de la velocidad de emisién de
fluorescencia, conforme aumenta la concentracion del antibidtico, esto puede ser

atribuido a una reoxidacion de los Qa. por Qg, del PSIlI (Briantais et al., 1986).
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Figura 15. Cinética de emisién de fluorescencia medida en el PSll en C. vulgaris expuesta
a claritromicina durante 72 horas (datos normalizados en Fy).

GoOmez en 2012 demostrd que la estreptomicina provoca un incremento en
la fluorescencia minima (Fp) de C. vulgaris, a medida que aumenta la
concentracion; asimismo en los primeros tratamientos observo una reduccion de
Fm. Mientras que Liu et al., (2011a), observaron que la eritromicina provoca un

descenso en los niveles de Fy en S. capricornotum.

Este efecto es indicativo que puede existir un cambio estructural en los
centros de reaccion, lo cuales no son capaces de trasmitir electrones de manera
eficiente del lado aceptor de electrones (Qa.) hacia el aceptor de electrones
secundario (Qg) y por ende disminuye la velocidad de reduccion hasta la poza de

plastoquinona (PQ).
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Con el objetivo de visualizar el efecto de la claritromicina en cada fase de la
cinética de la emisiéon de fluorescencia, las inflexiones fueron graficas como
fluorescencia variable en el tiempo, [Vt= (Ft-Fo)/(Fu-Fo)] (Fig. 16), esta expresion

se toma como una medida de la fraccion reducida del primer aceptor de electrones

QA- ., .
M)' Esta expresién permite comparar las

del PSIl, la quinona A (Vt =
muestras considerando solo la acumulacion dinamica de Qa en su forma reducida

(Qa.) (Gonzales et al., 2008).

Como se puede observar en la figura 16, en los primeros (50us — 100us), la
velocidad de reduccion de Qa se incrementa rapidamente por efecto de la
claritromicina, sin embargo; cuando se alcanza la fase K (300us) el valor de Mg es
similar estadisticamente en todos los tratamientos (Ver tabla 2). Esto indica que la
claritromicina acelera la tasa de reduccion de Qa a través del tiempo; sin embargo,
esta decae cuando incrementa la concentracion de claritromicina, probablemente
alterando la velocidad de reduccion de Qa 0 quizas alterando los niveles de Qa, es
posible que este incremento en la velocidad de reduccion de los centros de
reaccion del PSIl sea provocado por que algunos centros de reaccidon no puedan
llevar a cabo la separacion de cargas, debido a que existe un dafio estructural

sobre los complejos.

Asimismo, un aumento en la fluorescencia variable en J-l1 (V;-V)) es un
indicativo de que existe un bloqueo parcial del flujo de electrones en Qa y Qg. La
fase J-1 representa la acumulacion del PSIl con un incremento en estado Qa- Q2g,
donde la acumulacion de Qa. depende de la cinética de oxidacion por la quinona

aceptora (Qg).
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Figura 16. Fluorescencia variable relativa de C. vulgaris expuesta a distintas

concentraciones de claritromicina durante 72 horas (esta expresion permite observar la
reduccion de Q,, “datos mostrados en la tabla 27).

Tabla 2. Efecto de las concentraciones de la claritromicina sobre la fluorescencia minima,
maxima, variable y en la fluorescencia variable en las fases J e | y | la pendiente inicial de
la fluorescencia (Mo).

Parametro Concentraciéon (mg.L™)
0 0.6 1.2 1.8 2.4 3.0
Fo 74+2.42 | 114+1.64 | 140+0.89 | 181+3.32 | 209+4.96 | 287+3.86
Fu 360+4.95 | 287+6.35 | 269+5.12 | 231+4.17 | 202+2.66 | 213%£5.63
Fv 139+3.61 | 88+1.42 91+3.43 88+2.09 78+2.73 73+1.96
V; 0.68+0.01 | 0.81+0.01 | 0.76+0.01 | 0.72+0.02 | 0.74+0.02 | 0.68+0.01
V| 0.76+0.05 | 0.88+0.11 | 0.85+0.11 | 0.83+0.11 | 0.83+0.12 | 0.78+0.13
Mo 1.46£.012 | 2.09+£0.34 | 1.91+0.34 | 1.82+0.32 | 1.86+0.35 | 1.73+0.33
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En correlacion a nuestros resultados se ha comprobado que antibiéticos
inhibidores de sintesis de proteinas como la eritromicina provocan un aumento en
la pendiente inicial en la emision de la cinética de fluorescencia de la clorofila a en
el PSII (Mp) en S. capricornutum, esto indica que antibiéticos como la eritromicina y
la claritromicina conducen a reducir el nimero de transportadores de electrones en
el lado aceptor del centro de reaccion del PSIl, inhibiendo el transporte de
electrones después de Qa (Liu et al., 2011a).

Para observar detalladamente el efecto de la claritromicina en las diferentes
fases del transporte electrénico se graficaron los valores calculados de la
fluorescencia variable relativa (Fig. 16), estos datos fueron graficados como AVt,

restandole al valor experimental de Vt al valor de Vt del control (Fig. 17).

Después del incremento rapido inicial de fluorescencia debido a la
reduccion de Qa. continua transfiriéndose los electrones a Qg, pero debido a la
carencia de electrones procedentes del complejo liberador de oxigeno, la
intensidad de fluorescencia decrece formandose una inflexién (K), lo que evidencia
un desacoplamiento del complejo liberador de oxigeno y las reacciones del
transporte electronico entre la feofitina y el aceptor primario de electrones (Qa)
(Fig. 17).

La fase K se cree que resulta de la separacion de carga estable sélo posible
cuando el CLO esta completamente destruido, porque Yz puede proveer solo un
electron (Téth et al., 2007). Por otro lado, la fase J-I se asocia con el estado redox
de Qa, Qg, el estado redox de la plastoquinona, el estado redox de los aceptores
finales y el lado aceptor del PSI (Strasser et al., 2004; Chen y Chen, 2010).

Como se puede apreciar en la figura 17, muestra el efecto de la
claritromicina sobre las distintas fases de la fluorescencia inducida del PSII,
particularmente la fase K se incrementa comparado con el control, sin embargo

tiene un efecto descendente conforme incrementa la concentracion de la
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claritromicina, indicando que existe una inhibicion del transporte de electrones
sobre el complejo liberador de oxigeno comparado con la muestra control. Esta
reduccion también pudiera ser causada por una reduccion de los centros de

reaccion activos (Fig. 22).
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Figura 17: Efecto de la claritromicina sobre la cinética de emision de fluorescencia
variable relativa AVt (Vt experimental-Vt testigo) medida en C. vulgaris expuesta a los
tratamientos de claritromicina durante 72 horas.

Por otro lado, la figura 17 muestra que el valor de la fluorescencia entre la
fase J y la fase | adquieren valores negativos, lo que se puede explicar por dos
causas: (1) la disminucion del aporte de electrones desde el complejo liberador de
oxigeno (Yusuf et al., 2010); (2) la estimulacién del transporte electronico en los
aceptores finales del PSI (Fig. 30), el cual provocaria una rapida oxidacion de Qa

por Qg, estimulando el flujo entre las fases J e | como se observa en la figura 17.
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Por ultimo se observa que los valores entre la fase I-P adquieren valores
negativos, lo que es indicativo de una estimulacion en la oxidacion de los
aceptores de electrones del PSI (ver figura 30), sobre la platoquinona (PQ) o en el
acarreo electronico del lado aceptor del PSI, probablemente relacionado al
aumento del flujo ciclico del fotosistema |, donde la ferrodoxina (Fd) puede donar
sus electrones a la plastoquinona (PQ) por medio del complejo citocromo en la
subunidad 559, cuando esto sucede se establece un transporte ciclico de
electrones; dicho efecto genera un gradiente de H* para producir ATP, lo cual
puede explicar el incremento en el transporte de electrones y el incremento de la
tasa de liberacién y consumo de oxigeno en la concentraciébn mas elevada de la

claritromicina.

Con el objetivo de visualizar la estimulacion de la fase | a P se graficaron
los valores de AVt en presencia de claritromicina, donde las células fueron
expuestas al herbicida metil viologeno (N,N'-dimetil-4,4'-bipiridinio dicloruro), se
puede observar que la estimulacion entre estas fases fueron inhibidas; ya que
dicho compuesto quimico funciona como un aceptor de electrones el cual
“secuestra” los electrones del lado aceptor del fotosistema |, a nivel del centro
ferrosulfurado FaFg, lo cual comprueba que la estimulacion encontrada entre las

fases | a P, se debe a un aumento en el flujo ciclico del fotosistema | (Fig. 18).
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Figura 18: Efecto de la claritromicina en presencia de metil violdgeno sobre la cinética de
emision de fluorescencia variable relativa AVt (Vt experimental-Vt testigo) medida en C.

vulgaris expuesta a los tratamientos de claritromicina incluyendo metil violégeno durante
72 horas.

E. Funcion del complejo liberador de oxigeno (CLO)

El fotosistema Il es responsable de la oxidacion del agua en la fotosintesis
de organismos como las algas. Este sistema comprende el nucleo del PSIl y el
complejo cosechador de luz de la clorofila periférica (Chl a/b) complejo de
proteinas Il (LHCII). En los tilacoides el PSII esta presente principalmente como
supercomplejo, este consiste en un ndcleo dimérico del PSIl: un centro de
reaccion (RC), las subunidades D1 y D2 y las proteinas de antena CP47 y CP43y
un numero variable de LHCII, que estan destinados a PSII ya sea fuertemente (S),
moderada (M) o ligeramente (L). Por otra parte, las proteinas LHCII menores
CP29, CP26 y CP24 participan en la union de los trimeros del complejo antena del
PSIl; el complejo del PSII cataliza la descomposicion del agua en oxigeno

molecular a través del complejo liberador de oxigeno (Balsera, 2004).
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La actividad de los complejos liberadores de oxigeno se puede calcular
utilizando la fase K de la cinética de fluorescencia de la clorofila del PSII (Strasser,
1997) como un indicador de desactivacion del CLO, con esta informacion se
puede calcular la fraccidén de los CLO activos de la siguiente manera (Appenroth et
al., 200; Liu et al., 2011a):

Vk= (Fsoous-Fo)/(Fm-Fo) Vj= (Fams-Fo)/(Fm-Fo)

. . Vk Vk )
Fraccion de CLO activos = [[ 1 — (V_]> lexp/[| 1 — (V_]) testigo

Como se puede observar en la figura 19, la fraccibn de complejos
liberadoradores de oxigeno activos se reduce significativamente (p<0.05),
reduciéndose en 42.97% en la concentraciéon mas alta (3 mg.L™) con respecto al
control; como ya se ha mencionado la reduccion del CLO puede estar relacionado
con un desacoplamiento de las proteina D1y D2 en el centro de reaccion del PSII,
el desacoplamiento del CLO provocaria una disociacion de Mn, ademas de un
desplazamiento del equilibrio redox entre Qa y Qg, aumentando el tiempo de

residencia de un electrén en Qa. en relacién con Qg.
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Figura 19: Efecto de la claritromicina sobre la fraccién del complejo liberador de oxigeno
activos medido en C. vulgaris expuesta a claritromicina durante 72 horas (n=8) (Letras
diferentes indican diferencias significativas segun la prueba de Tukey p<0.05).

La claritromicina puede inhibir la sintesis de la proteina D1; factor
importante para mantener la estabilidad de Qg proteina en el centro de reaccién
del PSII (Strasser et al., 1997); por lo que la falta de centros de reacciéon del PSII
también puede afectar al CLO, provocando una mayor reduccion en la fase
fotoquimica o el lado donador del fotosistema IlI, que en el lado aceptor del
fotosistema Il (Liu et al.,, 2011a); este efecto es debido a que probablemente la

claritromicina inhibe subunidades proteinicas sintetizadas en el cloroplasto.
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F. Estructuray funcion de los centros de reaccion del fotosistema ll

El PSIl y el PSI son complejos multiproteinicos que se localizan
principalmente en las membranas granales, consisten de un complejo cosechador
de luz (LHCII por sus siglas en inglés) y un centro de reaccién (RC por sus siglas
en ingles). Los complejos proteinicos cosechadores de luz contienen cientos de
moléculas pigmentarias esencialmente clorofila a, b y carotenoides. El sistema
antena se compone de una antena interna, situada cerca del RC y el sistema

antena periférica (Toth, 2006).

Los pigmentos que absorben la luz se localizan en proteinas de membrana
las cuales se asocian formando unidades funcionales llamadas fotosistemas en
donde la energia de excitacion es transferida hasta ser atrapada en un lugar
especializado de la unidad para su conversion fotoquimica. Este lugar es
denominado centro de reaccion, el cual esta formado por un complejo de proteinas
sobre la membrana, moléculas especializadas en el transporte de electrones y
moléculas de Clorofila a que se encuentran en un ambiente especial y forman el
centro reactivo. La mayor parte de la unidad fotosintética sirve como colector de
energia electromagnética, los pigmentos constituyen a dicha unidad y se asocian
en grandes complejos con proteinas y se les suele denominar complejos antena
(Montoya, 1993).

El centro de reaccion del PSIl es un nacleo heterodimero que esta formado
por dos subunidades proteinicas; D1 (PsbA) y D2 (PsbD); cuatro moléculas de
clorofila son localizadas en el centro de las subunidades D1 y D2. Dos de las
moléculas de clorofila estan situadas entre las subunidades D1 y D2 (CP43 y
CP47), mientras que las otras dos moléculas (clorofila accesoria) se encuentran
situadas simétricamente sobre las mismas subunidades (LHCII). Una molécula de
feofitina (Pheo) esta unida a la proteina D1 y alguna otra esta unida a la proteina
D2. La quinona primaria (Qa) es localizada sobre la proteina D2 mientras que la
qguinona secundaria es localizada sobre la proteina D1 (Fig.20) (T6th, 2006).
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Particularmente, el lado donador del PSIl incluye (1) dos residuos de tirosina
(Yz, Yp) localizadas sobre las proteinas D1 y D2 respectivamente, (2) tres
proteinas extrinsecas que protegen el nucleo de manganeso desde el lumen. En
general el complejo liberador de oxigeno (CLO) se refiere al ndcleo de
manganeso. Otros componentes del centro de reaccion del PSIl son el Cyt bssg, a
dos subunidades (PsbE y PsbF) proteinas hemo y varias subunidades intrinsecas
de membrana (T6th et al, 2007) (Fig. 20).

Carbon fixing -
reactions

ADP + Pi 1> ATP

~ hv NADP+/ D
Stroma H /\H) k?':&fﬁf;lv:fn K
Lheb1 253 T \ Sy

hv

O\Fe ¥l
Cytps

Cm..‘ ' B
PQ- |
pool j 7

oH, i ol BK: ‘J
/ \ QFc2S mete,  §

Membrane
(5 nm)

Lumen o ) >iPF‘ | ) _ 4 O
PSII Cyt byt PSI ATP synthase

(*dimer) (*dimer)

Figura 20: Modelo esquematico de la cadena de transporte electronico fotosintético
incluyendo informacion sobre la organizacién estructural de los complejos de proteinas
que participan en el transporte de protones y electrones dentro de la membrana tilacoidal.
(Tomado de Téth, 2006)

El primer paso en la conversién de energia luminosa en energia quimica es
la absorcion de fotones por el sistema antena. Esta absorcion se produce en
femtosegundos y causa una transicién del estado fundamental (So) al estado
excitado (S1, S2 y S3). Una parte de la energia de excitacion se pierde en forma de
calor durante la transicion a niveles inferiores, las moléculas pueden volver a partir
de un subnivel S; a cualquier subnivel Sy por disipacion de calor o por emision de

luz (fluorescencia).
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Las fases de transferencia de energia entre clorofilas a vecinas son
detectables con el método de fluorescencia. Utilizando la “Teoria de flujos de
energia en biomembranas” y los valores experimentales de la cinética de
fluorescencia O-K-J-I-P, se han derivado los flujos de energia por centro de
reaccion o por seccion transversal y las relaciones de flujo o relacién de
rendimiento. Sus valores en cualquier instante son una expresion de la funcion del

sistema (Gonzales et al., 2008)

ABS = El flujo fotonico absorbido por las moléculas de pigmentos de los
complejos antena.

TR = El flujo de energia de excitacion el cual alcanza el centro de reaccion
y ahi queda atrapada.

ET = El flujo de energia atrapada que es convertida a energia redox por
transporte de electrones después de Qa .

DI = Parte de la energia absorbida que es disipada como calor y
fluorescencia.

RE = Flujo utilizado para la reduccién de los aceptores finales del lado

aceptor del fotosistema | (PSI)
El andlisis de la cinética de la fluorescencia de la clorofila a del PSII a través

de la prueba OKJIP (Strasser y Strasser, 1995) se puede modelar estableciendo el

destino del flujo de energia luminosa atravesando el PSII (Fig. 21).
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Figura 21. Modelo simplificado de los flujos de energia en el aparato fotosintético a través
del PSIl, ABS se refiere a el flujo de fotones absorbido por los pigmentos de la antena
(Chl*) Parte de esta energia de excitacion se disipa como calor y en menor grado como
emision de fluorescencia; TR se refiere al flujo atrapado al centro de reaccion y es
convertido en energia redox, reduciendo al aceptor de electrones Q, a Qa- (Prueba O-K-J-
I-P)

Como se puede observar en la figura 22, la fraccién de centros de reaccion
activos del PSII [RC/ABS= (Mo/V))/(1-Fo/Fm)] disminuye significativamente (p<0.05)
conforme aumenta la concentracion de claritromicina, los nimeros de centros de
reaccion cerrados aumenta lo que implica una menor captacion de energia
necesaria para llevar a cabo la fotoquimica primaria, (por una probable alteracion
de los centros de reaccion). El efecto producido por la concentracion mas elevada
de claritromicina (3 mg.L™") afecta 74.27% al nimero de centros de reaccion

activos con respecto al control.
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Figura 22: Efecto de la claritromicina sobre los centros de reaccién activos por complejo
antena del PSIl (Reduccién de Qa por RC por antena) medido en C. vulgaris durante 72
horas de exposicion. (n=8) (Letras diferentes indican diferencias significativas segun la
prueba de Tukey p<0.05).

El decaimiento en el nimero de centros de reaccion activo pudiera estar
relacionado con el cambio conformacional del PSIl, debido a la incorrecta o
disminuida sintesis de la proteina D1 o el complejo liberador de oxigeno, producto
de la exposicion frente a claritromicina, como fue observado por Askmann y Tukaj
2008 y GOmez 2012.

Por otro lado, la figura 23 muestra que el flujo de absorcién de los complejos
antena por centro de reaccion del PSIl [ABS/RC=(Mo-(1/Vj))-(1/$Po)] se incrementd
sustancialmente conforme aumento la concentracion de claritromicina en el medio
de cultivo, particularmente el tratamiento (3 mg.L™) aumenté 3.89 veces el flujo de

absorcion con respecto al control encontrando diferencias significativas (p<0.05),
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bajo estas circunstancias, los mecanismos de absorcidon y utilizacion de energia

foténica deben ser balanceados debido a que el exceso de luz provocaria dafios

fotooxidativos.

El parametro ABS/RC representa el numero total de fotones absorbidos por

las moléculas de clorofila de todos los centros de reaccion, dividido por el niumero

total de centros de reaccion activos (Mathur et al., 2011). Un incremento en el

valor de ABS/RC indica que los centros de reaccidn se inactivan, por una

alteracion estructural en el PSIl y son incapaces de reducir Qa 0 por un aumento

en el tamafio de la antena (LHCII), es decir que la antena que suministra energia

de excitacion a los RC ha aumentado de tamano.
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Figura 23: Flujo de excitones absorbidos por centro de reaccion del PSIl (ABS/RC)
medidos en C. vulgaris expuesta a claritromicina durante 72 horas (refleja la medida en
promedio del tamafio de la antena). (n=8). (Letras diferentes indican diferencias

significativas segun la prueba de Tukey p<0.05).
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En el primer caso (TR¢/RC) no podria verse afectado (ya que solo se refiere
a los centros de reaccion activos), donde una fraccion de los centros de reaccién
del PSIl han sido desactivados y son incapaces de reducir Qa; mientras que el
rendimiento cuéntico méaximo para la fotoquimica primaria del PSIl (¢PO)
disminuiria proporcional al RC [(capacidad de atrapar energia de excitacion para
reducir Qa) (TRo/RC)], (Yusuful et al., 2010).

En el segundo supuesto, es debido a un aumento en el tamafio de la antena
donde la eficiencia cuantica maxima para la fotoguimica primaria no es afectada y
la capacidad de atrapar energia de excitacion para reducir Qa (TRo/RC)
aumentaria de forma similar al aumento de la absorcidon por centro de reaccion
(ABS/RC).

Nuestros resultados indican que el aumento de la absorcion por centro de
reaccion del PSIl, se debe a una desactivacion de los centros de reaccion, ya que
oPo disminuye y la capacidad de atrapamiento de la energia de excitacion para
reducir Qa, N0 aumenta de manera proporcional a la ABS/RC, ya que no existe
diferencias entre los distintos tratamientos al menos en el sentido estadistico. En
concordancia a nuestros resultados Liu et al. (201l1a), demostraron que la
eritromicina induce significativamente a un descenso en el numero de centros de
reaccion activos (RC/ABS) y a un aumento en el flujo de excitones absorbidos por
centro de reaccién (ABS/RC).

La figura 24 muestra que el flujo de atrapamiento por centro de reaccion
(TRo/RC) aumento significativamente (p<0.05), la dltima concentracion probada se
incrementd 40.40% con respecto al control, sin embargo a partir de la segunda
concentracion probada no existen diferencias estadisticamente significativas, una
posible explicacion es que al disminuir los centros de reaccién activos aumenta la
energia que se distribuye sobre los centros de reaccion que permanecen

funcionales.
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El flujo de energia TRo/RC expresa la tasa especifica por la que un electron
atrapado por un centro de reaccion abierto permite la reduccién de Qa a Qa.
(Mathur et al., 2011). Esta connotacién representa la fraccion de densidad de flujo
fotdnico absorbido usada para la separacion de carga y la estabilizacion de los
centros de reaccion como P680" Qa (Stirbert y Govindjje, 2011). También
corresponde a la donacion de electrones del complejo liberador de oxigeno del
PSII.

Esta evidencia en combinacién con los resultados anteriores corrobora que la
actividad del CLO es inhibido; se propone que el efecto de la claritromicina,
produce una inhibicién sobre el flujo de electrones entre Qay Qg, sobre todo en el

lado donador del PSII, pero no afecta la funcion de la antena.
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Figura 24: Flujo de energia atrapada por centro de reaccién del PSIl (TRy/RC) (maxima
tasa de reduccion de Q,) medidos en C. vulgaris expuesta a claritromicina durante 72
horas. (n=8) (Letras diferentes indican diferencias significativas segun la prueba de Tukey
p<0.05).
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Liu et al. (2011a), observaron un incremento en TRy/RC significativo después
de le exposicion a la eritromicina, sin embargo nuestros resultados de TR/RC no
se relaciona directamente con el aumento en ABS/RC, esto significa que todavia
la antena absorbia energia foténica pero no alimenta al centro de reaccion activo,
por lo que disipo su energia de excitacién a través de calor (DIo/RC) (Ver figura
26).

El flujo de transporte de electrones mas alla de Qa (ETo/RC), aumentod
significativamente (p<0.05) el dltimo tratamiento probado (3 mg.L™) incrementé
96.18% comparado con el control (Fig. 25), (este efecto se puede apreciar en la
figura 16, sobre las fases J-P). Este parametro representa de manera indirecta la
reoxidacion de Qa. via transporte de electrones en un centro de reaccion activo,
por lo que estos resultados indican que aun cuando la capacidad de atrapar la
energia aumenta significativamente (p<0.05) hasta un 40.40% (Fig. 24), la
capacidad de mover electrones después de Qa aumenta hasta un 39.64%

comparado con el control (Fig. 28).
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Figura 25: Flujo del transporte de electrones por centro de reaccién del PSIl (ETo/RC)
medidos en C. vulgaris expuesta a claritromicina durante 72 horas. (n=8) (Letras
diferentes indican diferencias significativas segun la prueba de Tukey p<0.05).

Varios investigadores han demostrado que una serie de centros de reaccion
del PSIl, aunque fotoquimicamente competentes, no son capaces de transferir
electrones de manera eficiente del aceptor de electrones (Qa.) al aceptor
secundario de electrones (Qg) (Mathur et al.,, 2011); sin embargo, nuestros
resultados demuestran que conforme aumenta la concentracion de la
claritromicina, esta provoca una mayor estimulacion sobre el flujo de electrones
por centro de reaccion sobre el lado aceptor del PSI. Cuando la energia absorbida
es mucho mayor que la eficiencia con la que se utiliza como sucedié en el
presente trabajo, la sobreexcitacion del PSIl debe ser liberada por la via no
fotoquimica para evitar dafo en los fotosistemas (Aksmann y Tukaj, 2008), lo cual

concuerda con nuestros resultados.
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En la figura 26 observamos que la disipacion eficaz de un centro de reaccion

activo (DIo/RC) del PSIl se increment6 significativamente (p<0.05) por la

exposicion a la claritromicina, esto concuerda con los resultados observados en el

tamafo efectivo de la antena por RC (ABS/RC) y al flujo de energia atrapada por
RC (TRo/RC). EIl flujo de energia disipada (DIo/RC) aumento 8.6 veces en la
méxima concentracién probada (3 mg.L™) con respecto al control. Debido a la

inhibicion de la energia requerida para la fotoquimica primaria y al aumento en el

transporte de electrones, una gran cantidad de la energia fotdnica superflua puede

ser liberada solo por el camino de la disipacion de calor (DIo/RC).
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Figura 26: Flujo de energia disipada por centro de reaccién (DIy/RC) activo medidos en C.
vulgaris expuesta a claritromicina durante 72 horas. (n=8) (Letras diferentes indican
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Perron et al., (2012) encontraron que el flujo de energia de disipacion eficaz
por centro de reaccion [(DIo/RC)=ABS/RC)-(TRo/RC)] se incrementd
significativamente (p<0.05) en concordancia a lo observado en el tamafio efectivo
de la antena por centro de reaccion (ABS/RC). Sin embargo es necesario
corroboran esta aseveracion ya que se ha comprobado que macrélidos como la
eritromicina tiene la capacidad de inhibir el ciclo de glutation-ascorbato y
componentes en el ciclo de las xantofilas en Pseudokirchneriella subcapitata (Nie
et al., 2013), mecanismo requerido para la disipacién de energia a través de calor.

G. Actividad y eficiencia cuantica del fotosistema ll

Los parametros Fo y Fm del analisis de fluorescencia permiten calcular la
eficiencia cuantica méaxima del FSIl, que esta dada por la relacion [Fv/Fy=(Fu-
Fo)/Fm=¢Po]. La reduccion en el rendimiento maximo para la fotoquimica primaria
en PSII (Té6th et al., 2002) se debe a que el valor de la fluorescencia minima (Fo)

aumentd con respecto a la maxima (Fy), por lo cual la relacién Fy/Fo disminuyd.

La eficiencia cuantica con la que la luz es atrapada por los centros de reaccién y
es utilizada para reducir Qa [(TRo/ABS)=(Fv/IFm)=(®Po0)], se reduce
significativamente (p<0.05), la concentracién méas elevada (3 mg.L™") marco una
inhibicién del 63.89% con respecto al control (Fig. 27).
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Figura 27: Rendimiento cuantico para la fotoquimica primaria (®P,) medidos en C.
vulgaris expuesta a claritromicina durante 72 horas. (n=8) (Letras diferentes indican
diferencias significativas segun la prueba de Tukey p<0.05).

La reduccion en la eficiencia cuantica maxima para la fotoquimica primaria
(®PPo) por efecto de la eritromicina, ha sido reportada en Selenastrum
capricornutum (Liu et al., 2011a), este efecto sugiere que la actividad de centros
de reaccion fue altamente sensible frente a la exposicion a macrélidos como la

eritromicina y claritromicina

Por otra parte, Gomez en 2012 observdé que la estreptomicina inhibe el
65.62% de (®Po), este efecto se produjo infiriendo que la estreptomicina interfiere
con la maquinaria enzimatica, probablemente afectando la sintesis y ensamblado

de la proteinas estructurales como la proteina D1.
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Debido a la falta de centros de reaccion del PSII, el proceso principal de la
fotosintesis tal como la fotoquimica primaria puede ser inhibido por completo, lo
que incluye la disminucion de algunos parametros incluyendo ®Po. Como
anteriormente se ha mencionado antibioticos macrdlidos como la eritromicina y la
claritromicina pueden inhibir la sintesis de la proteina D1, un importante factor
para mantener la estabilidad de la proteina Qg en los centro de reaccion, cuya
desestabilizacion conduce a una completa desactivacion del PSIl (Toth et al.,
2002; Téth, 2006).

La probabilidad de que un electrén se mueva mas alla de Qa (¥0) aumento
39.64% en la méaxima concentracién probada de claritromicina (3 mg.L™), sin
embargo, descendié de manera significativa (p<0.05) 16.25% en el segundo
tratamiento con respecto al control (Fig. 28).

La cinética de acumulacion de Qa. depende de la cinética de oxidacion por la
quinona secundaria de electrones (Qg) y de la entrada de electrones del lado
donador del PSIl; la figura 28 muestra que la eficiencia de que un electrén se
mueva mas alla de Qa disminuye en los primeros tratamientos; sin embargo, el
comportamiento tiende a aumentar a partir del tratamiento (2.4 mg.L™) comparado
con el control, este efecto implica que existe un déficit sobre el transporte de
electrones mas alla de Qa, en los tratamientos 0.6 a 1.8 mg.L™, no obstante en las
concentraciones (2.4 y 3.0 mg.L™) existe una mayor eficiencia de transporte de
electrones mas alla de Qa, comparado con el control, donde el flujo de electrones
es mayor inclusive que el control como lo demuestra la figura 25 (ETo/RC),

probablemente promovido por un aumento en el transporte en PSI (Ver figura 30).
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Figura 28: Probabilidad de que un electron se mueva mas alla de Qa (W) medidos en C.

vulgaris expuesta a claritromicina durante 72 horas. (n=8) (Letras diferentes indican
diferencias significativas segun la prueba de Tukey p<0.05).

El rendimiento cuantico de transporte de electrones (pEg)= (ETo/ABS) es el
producto entre el rendimiento cuantico maximo para la fotoquimica primaria (¢Po) y
la probabilidad que un electrén atrapado en el centro de reaccion se mueva mas
alla de Qa (Wo). En los resultados de la figura 29 se puede observar una abrupta
disminucion de la eficiencia con la cual los electrones se mueven a través del PSlI,
los valores muestran que la energia atrapada por el centro de reaccion y utilizada
para realizar transporte electrénico disminuyd significativamente (p<0.05) por
efecto de la claritromicina, en el caso del tratamiento (3.0 mg.L?) cae

abruptamente hasta 49.36% con respecto al control.
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Figura 29: Rendimiento cuantico para el transporte de electrones (ET) (®E,) medidos en
C. vulgaris expuesta a claritromicina durante 72 horas. (n=8) (Letras diferentes indican
diferencias significativas segun la prueba de Tukey p<0.05).

Los macrélidos pueden inhibir la sintesis de proteinas D1 y D2 sintetizadas
por genes del cloroplasto, ademas del complejo cytbe-f, proteinas de la membrana
del tilacoide en algas, estas acciones pueden afectar seriamente el transporte
electrénico del PSIl al PSI y reducir el tamafio de los receptores en el lado aceptor
del PSI. Nuestros resultados indican que el lado donador del PSIl, es decir:
CLO>P680>Fe0>Qa, es mas sensible al efecto del antibiético, que el lado
aceptor, es decir, Qg>PQ—>Citygs.
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I. Actividad y eficiencia cuantica del transporte electrénico en los
acarreadores intermedios (Qg>PQ->Cityss>PC) y los acarreadores del lado
aceptor del fotosistema | (A¢p2>A12>Fx2>Fa/Fs2>Fd>FNR-).

Con base a los resultados experimentales que se muestran en la fase I-J del
analisis de fluorescencia en la prueba O-K-J-I-P, se ha propuesto una expresion
que permite visualizar un flujo de energia especifico de transferencia de electrones
desde la plastoquinona (PQ) hasta el PSI, [RE1/RC=(TRo/RC)*(1-V|)=(Mo/V;)*(1-V))
(Stirbet y Govindjee, 2011).
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Figura 30: Flujo especifico de transferencia para el transporte de electrones en los
acarreadores intermedios y los acarreadores finales del lado aceptor del fotosistema Il
(TR,RC)*(1-V,) medidos en C. vulgaris expuesta a claritromicina durante 72 horas. (n=8)
(Letras diferentes indican diferencias significativas segun la prueba de Tukey p<0.05).

De lo anterior, observamos que cuando aumenta la concentracion de
claritromicina hay una mayor transferencia de electrones de Qg hacia el lado
aceptor del PSI por parte de los acarreadores intermedios (Qg—>PQ-> Citpg>PC)

para reducir los aceptores finales del fotosistema I. El flujo especifico de
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transferencia de electrones desde Qg hasta el lado aceptor del PSI aumento
54.44% en la concentraciéon méas alta de claritromicina (3 mg.L™) con respeto al
control (Fig. 30).

Por otro lado, en la figura 31 se muestra que cuando aumenta la
concentracion de claritromicina hay una mayor eficiencia con la que un electrén de
Qs es transferido al lado aceptor del PSI por parte de los acarreadores intermedios
(Qs>PQ~>Cityes>PC) para reducir los aceptores finales del fotosistema | [0Rq =
(2-V)/(1-V;) ] teniéndose una estimulacion significativa (p<0.05) del 91.50% en la
maxima concentracién probada (3 mg.L™) con respecto al control. Este resultado
corrobora la hipétesis de que la claritromicina activa el flujo ciclico de electrones,
efecto que promueve la estimulacibn en la reduccion de los aceptores de

electrones del PSI.
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Figura 31: Probabilidad con la que un electron proveniente de los acarreadores
intermedios se mueva para reducir los acarreadores finales del lado aceptor del
fotosistema Il (6Ry) medidos en C. vulgaris expuesta a claritromicina durante 72 horas.
(n=8) (Letras diferentes indican diferencias significativas segun la prueba de Tukey
p<0.05).
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En la figura 31 se observa la eficiencia cuantica para la reduccién de los
altimos aceptores del PSI (®Ro), es el resultado del producto de la eficiencia
cuantica maxima para la fotoquimica primaria (®Po), la probabilidad de que un
electron se mueva mas alla de Qa (WEO0) y la probabilidad de que un electrén
proveniente de los acarreadores intermedios reduzca los acarreadores del lado
aceptor de PSI (6R0).

Aun cuando los valores de dRo se incrementan significativamente (Fig. 31), la
eficiencia con la que la luz es atrapada disminuye y la probabilidad de que un
electron se mueva mas alla de Qa aumenta significativamente (Figs. 27 y 28); por
lo cual, el resultado en ®Ro es descendente en los primeros tratamientos, y
aumenta en la concentracion 3.0 mg.L-1; sin embargo, no existen diferencias
significativas entre esta concentracion y el control. Esto significa que a bajas
concentraciones de claritromicina provoca un menor rendimiento para reducir los
ultimos aceptores del PSI; no obstante, conforme aumenta la concentracion del
macrélido tiende a restaurarse el transporte electronico de los acarreadores

intermedios hacia los aceptores finales del PSI.
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Figura 32: Eficiencia cuantica para el transporte de electrénico en los acarreadores
intermedios y los acarreadores finales del lado aceptor del fotosistema Il (6R,) medidos en
C. vulgaris expuesta a claritromicina. (n=8) (Letras diferentes indican diferencias
significativas segun la prueba de Tukey p<0.05).

GOmez en 2012 demostré que la estreptomicina provoca un mayor flujo de
electrones por parte de los acarreadores intermedios para reducir los aceptores
finales del PSI. Este resultado corrobora que antibiéticos inhibidores de sintesis de
proteinas provocan un aumento entre las fases I-P, el cual se relaciona con el
aumento en la reduccion del PSI, activando el mecanismo de drenado de los

electrones atascados en la parte donadora del PSIlI hacia el PSI.

Existen mecanismos en condiciones de sobre excitacion y reduccion del PSII,
gue podrian ser utilizados para reducir esta presion del sistema, el cual consiste
en aumentar el flujo de electrones a nivel del PSI de modo que los electrones
acumulados en PSII son rapidamente drenados hacia el PSI (Takahashi et al.,
2009).
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Nuestros resultados indican que a causa de una reduccidbn en la
cooperatividad entre los centros de reaccion del PSII, asi como el nimero centros
activos de los mismos, la energia de excitacion fue canalizada a los centros de
reaccion activos por lo cual se encontr6 mayor absorcion y atrapamiento de
energia de excitacion por centro de reaccion, esto pudiera causar dafio de los
centros de reaccion. Los cuales al no poder canalizar dicha energia al centro de
reaccion, fungen como disipadores de calor aumentando la energia liberada por

rutas no fotoquimicas (NPQ).

Esta presion sobre el transporte electrénico pudiera producirse por un
incremento en la formacién de ROS asi como de las enzimas responsables de
degradarlas (reaccion de Mehler). Para balancear la energia en el aparato
fotosintético, se encontré un incremento en la reduccién de los ultimos aceptores
del PSI, posiblemente por un aumento en el flujo ciclico o un aumento del flujo

electrénico hacia rutas alternativas.

Okada et al. (1991), demostraron que el cloranfenicol (antibiético inhibidor
de sintesis de proteinas) afecta directamente el transporte fotosintético de
electrones en hojas de Oryza sativa (arroz) adaptadas a la oscuridad; sin
embargo, no se obtuvo evidencia que indiqgue que el cloranfenicol inhiba la
transferencia de electrones del PSIl hacia el PSI, ya que los experimentos
indicaron que este antibiotico mejora el transporte de electrones a través del PSly
aumenta la tasa de consumo de oxigeno conforme aumenta la concentracion del
antibiotico, evidenciando que el cloranfenicol en este caso estimula la recepcion

de electrones.

J. Indice de rendimiento total.

El indice de rendimiento total, es un factor multiparamétrico, el cual nos
permite evaluar de manera conjunta la actividad total de la cadena transportadora
de electrones fotosintética. Este indice estda formado de cuatro expresiones
independientes que constituyen las fuerzas impulsoras de la fotosintesis: (1) el
transporte de electrones después de Qa [Wo/(1-Wo)], (2) la concentracion de
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centros de reaccion activos por clorofila [RC/ABS], (3) el maximo rendimiento
cuantico para la fotoquimica primaria (pPo/(1-¢P0), y (4) la probabilidad de reducir
los aceptores finales del PSI (PRo/1-®Ro) (Liu et al., 2011a; Gémez, 2012).

Los cambios de los diferentes componentes de Plqa (RC/ABS), [Wo/(1-Wo)],
y (pPo/(1-¢Po) indicaron que C. vulgaris es sensible a los cambios en las
propiedades de la antena, la eficiencia de atrapamiento y transporte electrénico
después de Qa asi como en la reduccion de los aceptores finales del PSI, al final

de la cadena transportadora de electrones frente a la exposicion a claritromicina.

El indice de rendimiento total disminuyé significativamente (p<0.05) conforme
aumentd la concentracion de claritromicina decreciendo 92.37% en el Ultimo

tratamiento probado (3 mg.L™) con respecto del control (Fig. 33).
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Figura 33: Indice de Rendimiento (Plrora) medidos en C. vulgaris expuesta a
claritromicina durante 72 horas. (n=8) (Letras diferentes indican diferencias significativas
segun la prueba de Tukey p<0.05).

92



En estudios previos, se ha demostrado que la eritromicina (0.3 mg.L™)
desciende considerablemente tres de los componentes del indice de Rendimiento
[(RC/ABS), [Wo/(1-Wo)], vy (ePo/(1-¢pP0)] en especies de Selenastrum
capricornutum sugiriendo que el macrolido causa efectos adversos en los centros
de reaccion del PSII, particularmente en el transporte de electrones mas alla de

Qa, afectando finalmente el Plrora. (Liu et al, 2011a).

GoOmez en 2012, demostré que la estreptomicina inhibe significativamente el
indice de rendimiento afectando principalmente al rendimiento cuantico para la
fotoquimica primaria (pPo0), sin embargo los otros componentes también fueron

inhibidos a causa del antibio6tico.
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VIIl. Conclusiones

El crecimiento celular, la concentracion volumétrica de pigmentos
fotosintéticos y la actividad fotosintética de Chlorella vulgaris pueden ser inhibidos
por los mecanismos de accion de la claritromicina, debido a que este macrélido
tiene la habilidad de inhibir proteinas del cloroplasto a nivel 50s ribosomal; a pesar
que gran parte del ensamblaje proteinico es realizado por genes nucleares, la
participacion de genes cloroplasticos es esencial para la estructuracion y
funcionamiento de los complejos proteinicos, los cuales son necesarios para llevar
a cabo la fotosintesis. Por lo que la actividad inhibitoria de la claritromicina
repercute principalmente en la actividad cloroplastica y no en la expresion genética

nuclear.

La presente investigacion demostro que la claritromicina tiene la capacidad
para inhibir la tasa de crecimiento celular, inhibir la cantidad volumétrica de
pigmentos fotosintéticos y alterar diferentes fases del metabolismo fotosintético de
Chlorella vulgaris. Muchos de los procesos fisiolégicos relacionados con la
fotosintesis: la fotoquimica primaria, el transporte electrénico y la liberacion de

oxigeno pueden ser inhibidos por la exposicidn a claritromicina.

Los resultados en la prueba O-K-J-I-P muestran que al aumentar la
concentracion de claritromicina sobre el medio de cultivo, el tamafio efectivo de la
antena por centro de reacciéon (ABS/RC) aumentd, lo que probablemente provoca
un incremento gradual en la probabilidad de que un exciton atrapado mueva un
electron en la cadena de transporte de electrones (ETo/RC), Sin embargo, el
namero de centros de reaccion activos disminuye, por lo cual se provoca una

disminucién en el rendimiento cuantico para el transporte de electrones (¢Eo).

Estos cambios resultan en un aumento en el flujo de energia disipada por
cada centro de reaccion (DIo/RC), una disminucién en la maxima eficiencia
cuantica para la fotoquimica primaria (¢PO0), en el indice de rendimiento en base a

la absorcién (Plags), lo cual definitivamente conlleva a una reduccion de la
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fotosintesis global total, cuyos afectaciones finalmente resultan en el deterioro de
toda la fotosintesis total (Plrotal).

Estas respuestas fisioldgicas indican que bajas concentraciones de la
claritromicina puede provocar efectos nocivos, lo cual podria plantear grandes
riesgos potenciales de impacto sobre las poblaciones de microalgas en el
ambiente, con la consecuencia de reducir los servicios ambientales, modificar la
dindmica de los ambientes y finalmente alterar el equilibrio ecolégico
principalmente en ecosistemas acuaticos. Tales efectos negativos sobre los
organismos fotosintéticos, son la razon por lo cual existe la urgente necesidad de
regular la forma indiscriminada en que los productos farmacéuticos son
descargados a los cuerpos de agua, asi como elaborar planes de manejo integral

para la correcta eliminacion de los mismos.
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X. Apéndice

Andlisis de varianza de un factor y Tukey (p=0.05) (Datos analizados previamente

con prueba de distribucion normal y homogeneidad de varianzas de Bartlet)

Figura 3. Peso seco
Sistema SAS
Procedimiento ANOVA

Variable dependiente: Peso Seco

Suma de Cuadrado de
Fuente DF cuadrados la media F-Valor Pr > F
Modelo 5 9792.454649 1958.490930 736.67 <.0001
Error 12 31.902973 2.658581
Total correcto 17 9824.357622
R-cuadrado Coef Var Raiz MSE y Media
0.996753 1.940660 1.630516 84.01862

Cuadrado de
Fuente DF Anova SS la media F-Valor Pr > F

Tratamiento 5 9792.454649 1958.490930 736.67 <.0001

Prueba del rango estudentizado de Tukey (HSD) para Peso Seco

Alfa 0.05
Error de grados de libertad 12
Error de cuadrado medio 2.658581
Valor critico del rango estudentizado 4.75015
Diferencia significativa minima 4.4717

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes.

Tukey Agrupamiento Media N cla
A 121.365 3 1
B 103.118 3 2
C 87.498 3 3
D 75.056 3 4
E 66.071 3 5
F 51.003 3 6
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Figura 4. Velocidad de crecimiento (p)

Variable dependiente: velocidad de

Fuente

Modelo

Error

Total correcto

R-cuadrado

0.996753

Fuente

cla

Sistema SAS

Procedimiento ANOVA

crecimiento
Suma de Cuadrado de
DF cuadrados la media F-valor Pr > F
5 1.88897659 0.37779532 736.67 <.0001
12 0.00615412 0.00051284
17 1.89513071
Coef Var Raiz MSE y Media
2.164905 0.022646 1.046053
Cuadrado de
DF Anova SS la media F-Valor Pr > F
5 1.88897659 0.37779532 736.67 <.0001

Prueba del rango estudentizado de Tukey (HSD) para velocidad de crecimiento

NOTA: Este test controla el indice de error experimentwise de tipo I, pero normalmente
tiene un indice de error de tipo II mas elevado que REGWQ.

Alfa
Error de g
Error de c

rados de libertad
uadrado medio

0.05
12
0.000513

Valor critico del rango estudentizado 4.75015
Diferencia significativa minima

0.0621

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes.

Tukey Agrupamiento

A

Media

1.56476

1.31133

1.09437

0.92158

0.79678

0.58750

N

Tratamiento
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Figura 5. Tiempo de duplicacion (td)

Sistema SAS
Procedimiento ANOVA

Variable dependiente: Tiempo de duplicacién celular

Suma de Cuadrado de
Fuente DF cuadrados la media F-Valor Pr > F
Modelo 5 1.06972380 0.21394476 238.80 <.0001
Error 12 0.01075106 0.00089592
Total correcto 17 1.08047487
R-cuadrado Coef Var Raiz MSE y Media
0.990050 4.072097 0.029932 0.735050

Cuadrado de
Fuente DF Anova SS la media F-Valor Pr > F

cla 5 1.06972380 0.21394476 238.80 <.0001

Prueba del rango estudentizado de Tukey (HSD) para y

NOTA: Este test controla el indice de error experimentwise de tipo I, pero normalmente
tiene unindice de error de tipo II mas elevado que REGWQ.

Alfa 0.05
Error de grados de libertad 12
Error de cuadrado medio 0.000896
Valor critico del rango estudentizado 4.75015
Diferencia significativa minima 0.0821

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes.

Tukey Agrupamiento Media N cla
A 1.18170 3 6
B 0.87123 3 5
C 0.75233 3 4
D 0.63340 3 3
E 0.52863 3 2
F 0.44300 3 1
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Figura 6. Porcentaje de inhibicion CE50

Sistema SAS
Procedimiento ANOVA

Variable dependiente: CES50

Suma de Cuadrado de
Fuente DF cuadrados la media F-Valor Pr > F
Modelo 5 6648.147679 1329.629536 736.68 <.0001
Error 12 21.658854 1.804904
Total correcto 17 6669.806533
R-cuadrado Coef Var Raiz MSE y Media
0.996753 1.940649 1.343467 69.22775

Cuadrado de
Fuente DF Anova SS la media F-Valor Pr > F

cla 5 6648.147679 1329.629536 736.68 <.0001

Prueba del rango estudentizado de Tukey (HSD) para y

NOTA: Este test controla el indice de error experimentwise de tipo I, pero normalmente
tiene un indice de error de tipo II mas elevado que REGWQ.

Alfa 0.05
Error de grados de libertad 12
Error de cuadrado medio 1.804904
Valor critico del rango estudentizado 4.75015
Diferencia significativa minima 3.6845

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes.

Tukey Agrupamiento Media N cla
A 100.000 3 1
B 84.965 3 2
C 72.094 3 3
D 61.843 3 4
E 54.440 3 5
F 42.024 3 6
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Figura 7. Pigmentos fotosintéticos

Sistema SAS

Procedimiento ANOVA

Variable dependiente: clorofila total

Suma de Cuadrado de
Fuente DF cuadrados la media F-valor
Modelo 5 4.91466294 0.98293259 125.18
Error 12 0.09422954 0.00785246
Total correcto 17 5.00889249
R-cuadrado Coef Var Raiz MSE y Media
0.981188 3.151319 0.088614 2.811969
Cuadrado de
Fuente DF Anova SS la media F-Valor
cla 5 4.91466294 0.98293259 125.18

Prueba del rango estudentizado de Tukey (HSD) para y

Pr > F

<.0001

Pr > F

<.0001

NOTA: Este test controla el indice de error experimentwise de tipo I, pero normalmente
tiene un indice de error de tipo II mas elevado que REGWQ.

Alfa

Error de grados de libertad

Error de cuadrado medio
Valor critico del rango estudentizado 4.75015

Diferencia significativa minima

Medias con la misma letra no

Tukey Agrupamiento

A 3.
B 2
B

C B 2

C

C D 2
D
D 2
E 1

0.05
12
0.007852

0.243

son significativamente diferentes.

Media

73846

.95671

.90108

.70607

.58789

.98160

cla
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Variable dependiente: Carotenoides totales

Suma de Cuadrado de
Fuente DF cuadrados la media F-Valor Pr > F
Modelo 5 0.07149027 0.01429805 35.54 <.0001
Error 12 0.00482819 0.00040235
Total correcto 17 0.07631846
R-cuadrado Coef Var Raiz MSE y Media
0.936736 3.544035 0.020059 0.565983

Cuadrado de
Fuente DF Anova SS la media F-Valor Pr > F

cla 5 0.07149027 0.01429805 35.54 <.0001
Prueba del rango estudentizado de Tukey (HSD) para y

NOTA: Este test controla el indice de error experimentwise de tipo I, pero normalmente
tiene un indice de error de tipo II mas elevado que REGWQ.

Alfa 0.05
Error de grados de libertad 12
Error de cuadrado medio 0.000402
Valor critico del rango estudentizado 4.75015
Diferencia significativa minima 0.055

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes.

Tukey Agrupamiento Media N cla

A 0.64303 3 1
A

B A 0.60980 3 3

B

B 0.57137 3 4

B

B 0.56763 3 2

B

B 0.56433 3 5
C 0.43973 3 6
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Figura 8. pmoles 02 mg™.chl.h*

Fotosintesis

Variable dependiente: Fotosintesis

Fuente

Modelo

Error

Total correcto

R-cuadrado

0.988712

Fuente

cla

Sistema SAS
Procedimiento ANOVA

Suma de Cuadrado de
DF cuadrados la media F-Valor
5 1.2130955E12 242619104961 210.22
12 13849430213 1154119184.4
17 1.226945E12
Coef Var Raiz MSE y Media
5.355648 33972.33 634327.2
Cuadrado de
DF Anova SS la media F-Valor
5 1.2130955E12 242619104961 210.22

Prueba del rango estudentizado de Tukey (HSD) para y

Pr > F

<.0001

Pr > F

<.0001

NOTA: Este test controla el indice de error experimentwise de tipo I, pero normalmente
tiene un indice de error de tipo II mas elevado que REGWQ.

Alfa

Error de grados de libertad
Error de cuadrado medio

Valor critico del rango estudentizado

Diferencia significativa minima

0.05

1.1541E9
4.75015
93169

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes.

Tukey Agrupamiento

A

Media N
1018835 3
792046 3
682922 3
665323 3
455696 3
191142 3

cla
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Respiracion
Sistema SAS
Procedimiento ANOVA

Variable dependiente: Respiracién

Suma de Cuadrado de
Fuente DF cuadrados la media F-Valor Pr > F
Modelo 5 811485737864 162297147573 16.28 <.0001
Error 12 119655506861 9971292238.4
Total correcto 17 931141244725
R-cuadrado Coef Var Raiz MSE y Media
0.871496 16.10858 99856.36 619895.5

Cuadrado de
Fuente DF Anova SS la media F-Valor Pr > F

cla 5 811485737864 162297147573 16.28 <.0001
Prueba del rango estudentizado de Tukey (HSD) para y

NOTA: Este test controla el indice de error experimentwise de tipo I, pero normalmente
tiene un indice de error de tipo II mas elevado que REGWQ.

Alfa 0.05
Error de grados de libertad 12
Error de cuadrado medio 9.9713E9
Valor critico del rango estudentizado 4.75015
Diferencia significativa minima 273856

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes.

Tukey Agrupamiento Media N cla

A 990727 3 6
A

B A 802059 3 5

B

B C 570862 3 3

B C

B C 529614 3 4
C
C 455921 3 1
C
C 370190 3 2
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Figura 9: Tasa fotosintética maxima (Pmax)

Sistema SAS
Procedimiento ANOVA

Variable dependiente: Pmax

Suma de Cuadrado de
Fuente DF cuadrados la media F-Valor Pr > F
Modelo 5 4886.168143 977.233629 12.77 <.0001
Error 22 1683.983336 76.544697
Total correcto 27 6570.151480
R-cuadrado Coef Var Raiz MSE y Media
0.743692 15.10559 8.748983 57.91884

Cuadrado de
Fuente DF Anova SS la media F-Valor Pr > F

cla 5 4886.168143 977.233629 12.77 <.0001
Prueba del rango estudentizado de Tukey (HSD) para y

NOTA: Este test controla el indice de error experimentwise de tipo I, pero normalmente
tiene un indice de error de tipo II mas elevado que REGWQ.

Alfa 0.05
Error de grados de libertad 22
Error de cuadrado medio 76.5447
Valor critico del rango estudentizado 4.40547
Diferencia significativa minima 17.941
Media arménica de tamaho de celdas 4.615385

NOTA: Los tamanos de las celdas no son iguales.

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes.

Tukey Agrupamiento Media N cla

A 74.703 5 2
A

B A 69.217 4 1

B A

B A 66.894 5 3

B

B C 52.643 5 4
C
C 42.269 4 6
C
C 40.916 5 5
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Figura 10. Rendimiento cuantico operacional (a)

Sistema SAS
Procedimiento ANOVA

Variable dependiente: a

Suma de Cuadrado de
Fuente DF cuadrados la media F-Valor Pr > F
Modelo 5 0.13719938 0.02743988 47.20 <.0001
Error 12 0.00697569 0.00058131
Total correcto 17 0.14417507
R-cuadrado Coef Var Raiz MSE y Media
0.951617 9.601240 0.024110 0.251117

Cuadrado de
Fuente DF Anova SS la media F-Valor Pr > F

cla 5 0.13719938 0.02743988 47.20 <.0001
Prueba del rango estudentizado de Tukey (HSD) para y

NOTA: Este test controla el indice de error experimentwise de tipo I, pero normalmente
tiene un indice de error de tipo II mas elevado que REGWQ.

Alfa 0.05
Error de grados de libertad 12
Error de cuadrado medio 0.000581
Valor critico del rango estudentizado 4.75015
Diferencia significativa minima 0.0661

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes.

Tukey Agrupamiento Media N cla

A 0.37807 3 2
A
A 0.35353 3 1
B 0.25610 3 3
B

C B 0.19343 3 5

C

C 0.17200 3 4

C

C 0.15357 3 6

116



Figura 11. Disipacion No-Fotoquimica (NPQ)

Sistema SAS
Procedimiento ANOVA

Variable dependiente: NPQ

Fuente

Modelo

Error

Total correcto

Fuente

cla

Suma de Cuadrado de
DF cuadrados la media F-valor
5 0.06741034 0.01348207 9.06
24 0.03572844 0.00148868
29 0.10313878
R-cuadrado Coef Var Raiz MSE y Media
0.653589 9.570672 0.038583 0.403143

Cuadrado de
DF Anova SS la media F-Valor

5 0.06741034 0.01348207 9.06

Prueba del rango estudentizado de Tukey (HSD) para y

Pr > F

<.0001

Pr > F

<.0001

NOTA: Este test controla el indice de error experimentwise de tipo I, pero normalmente
tiene un indice de error de tipo II mas elevado que REGWQ.

Alfa 0.05
Error de grados de libertad 24
Error de cuadrado medio 0.001489
Valor critico del rango estudentizado 4.37265
Diferencia significativa minima 0.0755

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes.

Tukey Agrupamiento Media N cla

A 0.49130 5 1
A

B A 0.41700 5 5

B

B C 0.40207 5 6

B C

B C 0.39794 5 4

B C

B C 0.37654 5 3
C
C 0.33400 5 2
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Figura 19. Fraccion de complejos liberadores de oxigeno activos (CLO)

Sistema SAS
Procedimiento ANOVA

Variable dependiente: CLO

Suma de Cuadrado de
Fuente DF cuadrados la media F-valor Pr > F
Modelo 5 0.98014853 0.19602971 86.62 <.0001
Error 42 0.09504772 0.00226304
Total correcto 47 1.07519625
R-cuadrado Coef Var Raiz MSE y Media
0.911600 6.939328 0.047571 0.685534

Cuadrado de
Fuente DF Anova SS la media F-Valor Pr > F

cla 5 0.98014853 0.19602971 86.62 <.0001

Prueba del rango estudentizado de Tukey (HSD) para y

NOTA: Este test controla el indice de error experimentwise de tipo I, pero normalmente
tiene un indice de error de tipo II mas elevado que REGWQ.

Alfa 0.05
Error de grados de libertad 42
Error de cuadrado medio 0.002263
Valor critico del rango estudentizado 4.22179
Diferencia significativa minima 0.071

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes.

Tukey Agrupamiento Media N cla

A 0.99846 8 1
B 0.66141 8 3
B
B 0.64821 8 2
B

C B 0.62293 8 4

C B

C B 0.61184 8 5

C

C 0.57035 8 6
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Figura 22. Centros de Reaccion Activos por Complejo Antena (RC/ABS)

Sistema SAS
Procedimiento ANOVA

Variable dependiente: RC/ABS

Suma de Cuadrado de
Fuente DF cuadrados la media F-Valor Pr > F
Modelo 5 2.86304234 0.57260847 224.63 <.0001
Error 42 0.10706188 0.00254909
Total correcto 47 2.97010422
R-cuadrado Coef Var Raiz MSE y Media
0.963953 9.251186 0.050489 0.545752

Cuadrado de
Fuente DF Anova SS la media F-Valor Pr > F

cla 5 2.86304234 0.57260847 224.63 <.0001

Prueba del rango estudentizado de Tukey (HSD) para y

NOTA: Este test controla el indice de error experimentwise de tipo I, pero normalmente
tiene un indice de error de tipo II mas elevado que REGWQ.

Alfa 0.05
Error de grados de libertad 42
Error de cuadrado medio 0.002549
Valor critico del rango estudentizado 4.22179
Diferencia significativa minima 0.0754

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes.

Tukey Agrupamiento Media N cla

A 1.03906 8 1
B 0.59460 8 2
B

B 0.54469 8 3
C 0.44614 8 4
C

C 0.37381 8 5
D 0.27621 8 6
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Figura 23. Flujo de Absorcidn de excitones por centro de Reaccion del PSI|
(ABS/RC)

Variable dependiente: ABS/RC

Suma de Cuadrado de
Fuente DF cuadrados la media F-Valor Pr > F
Modelo 5 463.0095559 92.6019112 820.92 <.0001
Error 42 4.7376915 0.1128022
Total correcto 47 467.7472474
R-cuadrado Coef Var Raiz MSE y Media
0.989871 3.935914 0.335860 8.533223

Cuadrado de
Fuente DF Anova SS la media F-Valor Pr > F

cla 5 463.0095559 92.6019112 820.92 <.0001

Prueba del rango estudentizado de Tukey (HSD) para y

NOTA: Este test controla el indice de error experimentwise de tipo I, pero normalmente
tiene un indice de error de tipo II mas elevado que REGWQ.

Alfa 0.05
Error de grados de libertad 42
Error de cuadrado medio 0.112802
Valor critico del rango estudentizado 4.22179
Diferencia significativa minima 0.5013

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes.

Tukey Agrupamiento Media N cla
A 13.3772 8 6
B 10.5407 8 5
C 9.3286 8 4
D 7.7670 8 3
E 6.7501 8 2
F 3.4359 8 1
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Figura 24. Flujo de energia atrapada por centro de reaccion del PSIl (TRo/RC)

Sistema
Procedimiento ANOVA

Variable dependiente: TR,/RC

Suma de Cuadrado de
Fuente DF cuadrados la media F-valor Pr > F
Modelo 5 4.36030712 0.87206142 259.23 <.0001
Error 42 0.14128808 0.00336400
Total correcto 47 4.50159520
R-cuadrado Coef Var Raiz MSE y Media
0.968614 2.004048 0.058000 2.894144

Cuadrado de
Fuente DF Anova SS la media F-Valor Pr > F

cla 5 4.36030712 0.87206142 259.23 <.0001

Prueba del rango estudentizado de Tukey (HSD) para y

NOTA: Este test controla el indice de error experimentwise de tipo I, pero normalmente
tiene un indice de error de tipo II mas elevado que REGWQ.

Alfa 0.05
Error de grados de libertad 42
Error de cuadrado medio 0.003364
Valor critico del rango estudentizado 4.22179
Diferencia significativa minima 0.0866

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes.

Tukey Agrupamiento Media N cla

A 3.16939 8 6
A

B A 3.09000 8 5

B

B 3.04622 8 4
C 2.93324 8 3
C
C 2.86875 8 2
D 2.25726 8 1
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Figura 25. Flujo de transporte de electrones por centro de reaccion del PSII

(ETo/RC)

Variable dependiente: ET,/RC

Fuente
Modelo
Error

Total correcto
R-cuadrado

0.976392

Fuente

cla

Sistema SAS

Procedimiento ANOVA

Suma de Cuadrado de
DF cuadrados la media F-valor Pr > F
5 4.30613093 0.86122619 347.41 <.0001
42 0.10411891 0.00247902
47 4.41024984
Coef Var Raiz MSE y Media
4.075165 0.049790 1.221785
Cuadrado de
DF Anova SS la media F-Valor Pr > F
5 4.30613093 0.86122619 347.41 <.0001

Prueba del rango estudentizado de Tukey (HSD) para y

NOTA: Este test controla el indice de error experimentwise de tipo I, pero normalmente
tiene un indice de error de tipo II mas elevado que REGWQ.

Alfa

Error de grados de libertad
Error de cuadrado medio
Valor critico del rango estudentizado 4.22179

Diferencia significativa minima

0.05
42
0.002479

0.0743

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes.

Tukey Agrupamiento

A

Media

1.76633

1.41806

1.23956

1.04808

0.95835

0.90034

cla
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Figura 26: Disipacién eficaz de un centro de reaccion activo (DIy/RC)

Sistema SAS
Procedimiento ANOVA

Variable dependiente: DI,/RC

Suma de Cuadrado de
Fuente DF cuadrados la media F-Valor Pr > F
Modelo 5 385.6237087 77.1247417 935.86 <.0001
Error 42 3.4612471 0.0824106
Total correcto 47 389.0849558
R-cuadrado Coef Var Raiz MSE y Media
0.991104 5.090770 0.287073 5.639079

Cuadrado de
Fuente DF Anova SS la media F-Valor Pr > F

cla 5 385.6237087 77.1247417 935.86 <.0001

Sistema SAS
Procedimiento ANOVA

Prueba del rango estudentizado de Tukey (HSD) para y

NOTA: Este test controla el indice de error experimentwise de tipo I, pero normalmente
tiene un indice de error de tipo II mas elevado que REGWQ.

Alfa 0.05
Error de grados de libertad 42
Error de cuadrado medio 0.082411
Valor critico del rango estudentizado 4.22179
Diferencia significativa minima 0.4285

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes.

Tukey Agrupamiento Media N cla
A 10.2078 8 6
B 7.4507 8 5
C 6.2823 8 4
D 4.8338 8 3
E 3.8813 8 2
F 1.1786 8 1
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Figura 27. Maximo rendimiento cuantico para la fotoquimica primaria (¢Po)

Sistema SAS
Procedimiento ANOVA

Variable dependiente: (¢Po)

Suma de Cuadrado de
Fuente DF cuadrados la media F-Valor Pr > F
Modelo 5 0.96747263 0.19349453 174.03 <.0001
Error 42 0.04669772 0.00111185
Total correcto 47 1.01417035
R-cuadrado Coef Var Raiz MSE y Media
0.953955 8.364104 0.033344 0.398661

Cuadrado de
Fuente DF Anova SS la media F-Valor Pr > F

cla 5 0.96747263 0.19349453 174.03 <.0001

Prueba del rango estudentizado de Tukey (HSD) para y

NOTA: Este test controla el indice de error experimentwise de tipo I, pero normalmente
tiene un indice de error de tipo II mas elevado que REGWQ.

Alfa 0.05
Error de grados de libertad 42
Error de cuadrado medio 0.001112
Valor critico del rango estudentizado 4.22179
Diferencia significativa minima 0.0498

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes.

Tukey Agrupamiento Media N cla
A 0.66532 8 1
B 0.45547 8 2
C 0.41436 8 3
D 0.34585 8 4
E 0.29130 8 5
F 0.21966 8 6
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Figura 28. Probabilidad de que un electron se mueve mas alla de Qa (Wo)

Sistema SAS
Procedimiento ANOVA

Variable dependiente: Yo

Suma de Cuadrado de
Fuente DF cuadrados la media F-Valor Pr > F
Modelo 5 0.25781493 0.05156299 406.79 <.0001
Error 42 0.00532374 0.00012676
Total correcto 47 0.26313868
R-cuadrado Coef Var Raiz MSE y Media
0.979768 2.687936 0.011259 0.418856

Cuadrado de
Fuente DF Anova SS la media F-Valor Pr > F

cla 5 0.25781493 0.05156299 406.79 <.0001

Prueba del rango estudentizado de Tukey (HSD) para y

NOTA: Este test controla el indice de error experimentwise de tipo I, pero normalmente
tiene un indice de error de tipo II mas elevado que REGWQ.

Alfa 0.05
Error de grados de libertad 42
Error de cuadrado medio 0.000127
Valor critico del rango estudentizado 4.22179
Diferencia significativa minima 0.0168

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes.

Tukey Agrupamiento Media N cla

A 0.557063 8 6
B 0.458913 8 5
C 0.406900 8 4
C

C 0.398913 8 1
D 0.357288 8 3
E 0.334063 8 2
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Figura 29. Rendimiento de cuéntico para el transporte de electrones (ET)

(Eo)
Sistema SAS

Procedimiento ANOVA

Variable dependiente: (PEo

Suma de Cuadrado de
Fuente DF cuadrados la media F-Valor Pr > F
Modelo 5 0.10767293 0.02153459 700.48 <.0001
Error 42 0.00129120 0.00003074
Total correcto 47 0.10896413
R-cuadrado Coef Var Raiz MSE y Media
0.988150 3.544303 0.005545 0.156438

Cuadrado de
Fuente DF Anova SS la media F-Valor Pr > F

cla 5 0.10767293 0.02153459 700.48 <.0001

Sistema SAS
Procedimiento ANOVA

Prueba del rango estudentizado de Tukey (HSD) para y

NOTA: Este test controla el indice de error experimentwise de tipo I, pero normalmente
tiene un indice de error de tipo II mas elevado que REGWQ.

Alfa 0.05
Error de grados de libertad 42
Error de cuadrado medio 0.000031
Valor critico del rango estudentizado 4.22179
Diferencia significativa minima 0.0083

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes.

Tukey Agrupamiento Media N cla

A 0.262100 8 1
B 0.142000 8 2
B

C B 0.134975 8 3

C B

C B 0.134563 8 5

C

C 0.132913 8 4

C

C 0.132075 8 6
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Figura 30. Flujo especifico de transferencia de electrones desde Qg hasta

PSI. (TRo/RC)*(1-V)

Variable dependiente: (TRo/RC)*(1-V))

Fuente

Modelo

Error

Total correcto

R-cuadrado

0.976253

Fuente

cla

Sistema SAS
Procedimiento ANOVA

Suma de Cuadrado de
DF cuadrados la media F-valor Pr > F
5 0.30569176 0.06113835 345.33 <.0001
42 0.00743592 0.00017705
47 0.31312768
Coef Var Raiz MSE y Media
2.202819 0.013306 0.604037

Cuadrado de
DF Anova SS la media F-Valor Pr > F

5 0.30569176 0.06113835 345.33 <.0001

Prueba del rango estudentizado de Tukey (HSD) para y

NOTA: Este test controla el indice de error experimentwise de tipo I, pero normalmente
tieneun indice de error de tipo II mas elevado que REGWQ.

Alfa 0.05
Error de grados de libertad 42
Error de cuadrado medio 0.000177
Valor critico del rango estudentizado 4.22179
Diferencia significativa minima 0.0199

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes.

Tukey Agrupamiento

A

Media N cla
0.709416 8 6
0.661679 8 5
0.637102 8 4
0.593076 8 3
0.563607 8 2
0.459344 8 1
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Figura 31. Probabilidad de reduccion de los acarreadores intermedios (8Ro)

Sistema SAS
Procedimiento ANOVA

Variable dependiente: SRo

Suma de Cuadrado de
Fuente DF cuadrados la media F-Valor
Modelo 5 1.98342276 0.39668455 276.82
Error 42 0.06018709 0.00143303
Total correcto 47 2.04360985
R-cuadrado Coef Var Raiz MSE y Media
0.970549 3.658890 0.037855 1.034613
Cuadrado de
Fuente DF Anova SS la media F-Valor
cla 5 1.98342276 0.39668455 276.82

Prueba del rango estudentizado de Tukey (HSD) para y

Pr > F

<.0001

Pr > F

<.0001

NOTA: Este test controla el indice de error experimentwise de tipo I, pero normalmente
tiene un indice de error de tipo II mas elevado que REGWQ.

Alfa

Error de grados de libertad

Error de cuadrado me

dio

0.05
42
0.001433

Valor critico del rango estudentizado 4.22179
Diferencia significativa minima 0.0565

Medias con la misma letra no

Tukey Agrupamiento

A 1
B 1
C 1
C

D C 0

D

D 0
E 0

son significativamente diferentes.

Media

.39306

.14868

.02050

.97385

.94415

.72744

N cla
8 6
8 5
8 4
8 3
8 2
8 1
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Figura 32. Eficiencia cuantica para el transporte de electrones hacia el lado
aceptor del PS| (®Ro).

Sistema SAS
Procedimiento ANOVA

Variable dependiente: ®Ro

Suma de Cuadrado de
Fuente DF cuadrados la media F-valor Pr > F
Modelo 5 0.02788794 0.00557759 76.06 <.0001
Error 42 0.00307994 0.00007333
Total correcto 47 0.03096787
R-cuadrado Coef Var Raiz MSE y Media
0.900544 5.520766 0.008563 0.155113

Cuadrado de
Fuente DF Anova SS la media F-Valor Pr > F

cla 5 0.02788794 0.00557759 76.06 <.0001

Prueba del rango estudentizado de Tukey (HSD) para y

NOTA: Este test controla el indice de error experimentwise de tipo I, pero normalmente
tieneun indice de error de tipo II mas elevado que REGWQ.

Alfa 0.05
Error de grados de libertad 42
Error de cuadrado medio 0.000073
Valor critico del rango estudentizado 4.22179
Diferencia significativa minima 0.0128

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes.

Tukey Agrupamiento Media N cla

A 0.190738 8 1
A

A 0.184075 8 6
B 0.154613 8 5
C 0.135663 8 4
C

C 0.134063 8 2
C

C 0.131525 8 3
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Figura 33. indice de rendimiento

Sistema SAS
Procedimiento ANOVA

Variable dependiente: PITotal

Suma de Cuadrado de
Fuente DF cuadrados la media F-Valor Pr > F
Modelo 5 2.84141132 0.56828226 449.89 <.0001
Error 42 0.05305246 0.00126315
Total correcto 47 2.89446378
R-cuadrado Coef Var Raiz MSE y Media
0.981671 21.42361 0.035541 0.165896

Cuadrado de
Fuente DF Anova SS la media F-Valor Pr > F

cla 5 2.84141132 0.56828226 449.89 <.0001

Prueba del rango estudentizado de Tukey (HSD) para PI

NOTA: Este test controla el indice de error experimentwise de tipo I, pero normalmente
tiene un indice de error de tipo II mas elevado que REGWQ.

Alfa 0.05
Error de grados de libertad 42
Error de cuadrado medio 0.001263
Valor critico del rango estudentizado 4.22179
Diferencia significativa minima 0.053

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes.

Tukey Agrupamiento Media N cla
A 0.70964 8 1
B 0.07385 8 2
B
B 0.05741 8 3
B
B 0.05410 8 6
B
B 0.05180 8 5
B
B 0.04858 8 4
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