ID\
i\

[zTACALA

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA
DE MEXICO

FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES IZTACALA

Caracterizacion de la actividad fotoquimica de
Chlorella vulgaris (Chlorophyceae) expuesta a
Cdz2+

T E S I S

QUE PARA OBTENER EL TITULO DE:

BIOLOGA
P R E S E N T A:

NORMA ROCIO CORIA CORIA

DIRECTOR DE TESIS:
Dr. HUGO VIRGILIO PERALES VELA

TLALNEPANTLA, ESTADO DE MEXICO, 2014



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



Agradecimientos

En contraste al orden de aparicion, este apartado fue el ltimo en escribirse, quiero agradecer
a todas las personas que han estado en mi vida, que finalmente me han llevado a este momento.
La escritura de esta tesis representa un ciclo en mi vida personal, lleno de momentos
complicados, pero sobre todo de muchos aprendizajes. Por lo cual la culminacion de este
trabajo la agradezco y dedico principalmente a mi persona. Sin embargo esto no hubiera sido
posible sin la presencia de todos aquellos que me han apoyado, asesorado y acompafiado
durante esta etapa.

A mi asesor: Dr. Hugo Perales Vela, gracias por su confianza, por todo su apoyo, por
permitirme realizar este trabajo, y sobre todo por su inmensa paciencia. Mi mas sincera
admiracion y respeto no s6lo como profesor sino también como persona.

A la Dra. Martha Ofelia Salcedo Alvarez, por su invaluable apoyo y amable disposicion
durante mi estancia en el laboratorio.

Al Dr. Manuel Mandujano Pifia, gracias por sus ensefianzas desde el inicio de la carrera, por
su apoyo Yy por darse el tiempo para escucharme y aconsejarme.

A mis sinodales: M. en C. Guadalupe Oliva, Dr., Dr. Gerardo Ortiz. Gracias por sus revisiones
y por lo aprendido en clases.

Al laboratorio de Bioguimica de la Unidad de Morfologia y Funcion, de la FES lztacala, donde
se realiz0 este trabajo.

A mis compafieros de Laboratorio: Erick, Moisés, Félix, Paco, Paquito, Amed, Rogelio y
Maribel, fue un placer conocerlos y trabajar junto a ustedes, las tardes eran muy amenas a su
lado.

Los amigos son las personas que elegimos en nuestra vida y que permanecen en ella por
conviccion. Fany, a pesar de la distancia y el tiempo sé que siempre estas conmigo, gracias por
tantos afios de amistad. Silvana, Sandy y Moni, sin duda su amistad y todos los recuerdos es de
lo més valioso que me llevo de estos afios, las quiero. Thalia, nunca pensé en conocer a una
persona que me entendiera tan bien a pesar de ser tan diferentes, eres increible, nada de esto
hubiera sido lo mismo sin tu compafia. Mario, tu presencia ha sido invaluable en mi vida
durante los Gltimos meses. Gracias por escucharme, por tu apoyo, por tus consejos, por las
risas y por confiar en mi.

A mis grandes amores, mis sobrinos: Xavi, Liz, David, Dany, Ricky, Camila, Valentina, Mateo.
Y a todas las personas que conforman mi hermosa y gran familia. Son una bendicion.

A mis hermanas: Marisol, Paty y Ana, jamas voy a olvidar todo lo que han hecho por mi, todo
lo que me han apoyado para que yo pudiera terminar la carrera pero sobre todo su apoyo en el
aspecto personal. Las amo y las admiro.

A mi hermano: Jorge, siempre te he admirado por todo tu esfuerzo, creci a tu lado y cada vez
me siento mas orgullosa de la persona que eres. Gracias por tu gran apoyo.

A mi mami, no tengo palabras que describan todo lo que eres para mi, eres la mujer mas
valiente, gracias por todo lo que has hecho por mi y mis hermanos. Gracias por tu infinito
apoyo, por todo lo que has trabajado, por tus desvelos, porque jamas me falté nada. Esto es
solo por ti y para ti, te amo.

A la memoria de mi padre



INDICE

Pagina

Resumen 8
I. Introduccidén 10
Il. Antecedentes 11
1. Metales pesados 11

1.1 Fuente de emisién y contaminacion 12
1.2 Toxicidad de los metales pesados 13

2. Cadmio 13

2.1 Caracteristicas generales 13
2.2 Fuentes de contaminacién 14
2.3 Produccion de cadmio en México 15
2.4 Concentracidn de cadmio en ambientes acuaticos de México 15
2.5 Normatividad Mexicana 16
2.6 Toxicidad en humanos 16

3. El cadmio en organismos fotosintéticos 18

3.1 Funcién 18
3.2 Toxicidad 18
3.2.1 Estrés oxidativo 18
3.2.2 Daifios en el aparato fotosintético 20

4. Mecanismos de tolerancia en algas a metales pesados 21

4.1 Componentes extracelulares 21
4.2 Exclusion de iones metalicos 22
4.3 Mecanismos de desintoxicacion intracelulares 23

5. Biologia de las algas 23

5.1 Definicién y Clasificacidn 23
5.2 Chlorella Beijerinck 1890. 24

lll. Objetivos 25
IV. Metodologia 26
1. Organismo 26

2. Medio de cultivo 26

3. Protocolo experimental 27

4. Variables de respuesta 27

a. Crecimiento 27

b. Pigmentos fotosintéticos 27

c. Actividad fotosintética por oximetria 28

d. Actividad fotosintética por emisién de fluorescencia 28
5. Analisis estadistico 30

V. Resultados y discusion 31
a. Crecimiento 31

b. Contenido de clorofila y carotenoides totales 35



> @

Actividad fotosintética: Liberacion de oxigeno transporte electrdnico y
disipacion térmica de energia de excitacion.

Andlisis de la fluorescencia polifasica de la clorofila a del fotosistema
I

Funcién del complejo liberador de oxigeno (CLO)

Estructura y funcién de los centros de reaccién del fotosistema |l
Actividad y eficiencia cudntica del fotosistema Il

Actividad y eficiencia cudntica del transporte electrénico en los
acarreadores intermedios (QB->PQ->Citb6/f >PC) y los acarreadores
del lado aceptor del fotosistema | (A0 >A1->FX >FA/FB-> Fd FNR).
indice de rendimiento total.

Acumulacion celular de cadmio.
VI. Conclusiones

VII Bibliografia

VIl Apéndice

44

50

58
62

64
66
69
71
82



INDICE DE FIGURAS Y TABLAS

Pagina

Tabla 1. Principales fuentes de emisidn de los metales de mayor 13
preocupacion en México

Tabla 2. Produccién volumétrica y valor mensual de cadmio 15

Tabla 3 Parametros cinéticos de la prueba OJIP. 29

Fig. 1. Efecto de las concentraciones de cadmio sobre el crecimiento 32
de C. vulgaris

Fig. 2. Efecto de las concentraciones de cadmio sobre la velocidad 33
de crecimiento de C. vulgaris.

Fig. 3. Efecto de las concentraciones de cadmio sobre el tiempo de 34
duplicacién celular de C. vulgaris.

Fig. 4. Efecto del cadmio sobre el contenido especifico de clorofila 36
total

Fig. 5. Efecto del cadmio sobre el contenido especifico de 37
carotenoides totales.

Fig. 6. Efecto de las concentraciones del cadmio sobre la liberacién 39
fotosintética de oxigeno de C. vulgaris.

Fig. 7 Efecto de las concentraciones del cadmio sobre la maxima 40
eficiencia fotoquimica del PSll en la luz, en C. vulgaris

Fig. 8 Efecto de las concentraciones del cadmio sobre el transporte 42
electrénico aparente en C. vulgaris

Fig. 9 Efecto de las concentraciones del cadmio sobre el 44
decaimiento No-fotoquimico NPQ en C. vulgaris.

Fig. 10 Curva de induccidn de fluorescencia de la clorofila a y su 46
correspondencia con la cadena transportadora de electrones

Fig. 11 Modelo simplificado del flujo de energia a través del 47
fotosistema I, segun la prueba de OJIP.

Fig. 12 Efecto de las concentraciones de cadmio sobre la 48
fluorescencia variable relativa en C. vulgaris.

Fig. 13 Efecto de las concentraciones del cadmio sobre la 49
fluorescencia variable relativa (Vt) en C. vulgaris.

Fig. 14 Efecto del Cd?* sobre el cambio (A) de la fluorescencia 49
variable relativa (Vt experimental-Vt testigo) de C. vulgaris

Fig. 15 Efecto del Cd** sobre la fraccién activa de complejos 51
liberadores de oxigeno

Fig. 16 Efecto de las concentraciones del cadmio sobre los centros 53

de reaccidn activos en la reduccion de QA por cada complejo
antena del Fotosistema Il en C. vulgaris.

Fig. 17 Efecto de las concentraciones del cadmio sobre flujo de 54
excitacién absorbido por centro de reacciéon del Fotosistema
Il en C. vulgaris.

Fig. 18 Efecto del cadmio sobre el flujo de excitacién atrapado por 55
centro de reaccidon que conduce a la reduccién de QA en C.
vulgaris

Fig.19 Efecto del cadmio sobre el flujo electrdnico por centro de 56

reaccion en C. vulgaris.



Fig.
Fig.

Fig.

Fig.

Fig.

Fig.

Fig.

Fig.

20

21

22

23

24

25

26

27

Efecto del cadmio sobre la disipacion térmica por centro de
reaccién en C. vulgaris.

Efecto del cadmio sobre el rendimiento cuantico maximo
para la fotoquimica primaria en C. vulgaris

Efecto de las concentraciones del cadmio sobre la eficiencia
con la que un electrén se mueve después de QA, en C.
vulgaris.

Efecto de las concentraciones del cadmio sobre el
rendimiento cuantico del transporte electrénico, en C.
vulgaris.

Efecto del cadmio sobre la probabilidad con la que un
electron proveniente de los acarreadores intermedios reduce
los acarreadores del lado aceptor del PSI, en C. vulgaris
Efecto de las concentraciones del cadmio sobre el
rendimiento cuantico para la reduccién de los Ultimos
aceptores del PSI, en C. vulgaris.

Efecto del cadmio sobre el indice de rendimiento total en C.
vulgaris.

Relacién entre la acumulacién celular de Cadmio y la
concentracion inicial del metal en el medio de cultivo.

57

59

60

61

63

64

65

67



LISTA DE ABREVIATURAS

CLO — Complejo liberador de oxigeno

EDTA — Acido etildiaminotetraacético

LHCII — Complejo cosechador de luz del fotosistema Il
NPQ — Decaimiento no fotoquimico

PSI — Fotosistema |

PSII — Fotosistema Il

PC- Plastocianina

RC — Centros de reaccion

ROS- Especies reactivas de oxigeno



RESUMEN

El cadmio (Cd) es un metal altamente téxico con amplia presencia en suelo y agua,
éste puede acumularse en los organismos, transferirse de un nivel tréfico al siguiente y
multiplicar su concentracion a lo largo de las cadenas trdéficas, produciendo una
variedad de efectos adversos tanto en el humano como en diferentes organismos. Las
microalgas se han utilizado ampliamente en la evaluacion de riesgo ecoldgico para
evaluar los impactos de metales pesados y otros contaminantes en los sistemas
acudticos. El objetivo de este trabajo fue caracterizar fisiolégicamente a la microalga
Chlorella vulgaris durante su exposicion a Cd?*, las variables consideradas fueron;
crecimiento, contenido especifico de pigmentos fotosintéticos, tasas de liberacion
oxigeno, y actividad fotoquimica. El experimento se realizd segun el protocolo 121
para prueba de productos quimicos de la OECD. Las células fueron expuestas a las
siguientes concentraciones de Cd?*: O (testigo), 0.15, 0.3, 0.6, 0.9 y 1.2 uM durante 72
h. a fotoperiodo y temperatura constantes, cultivadas en el medio mineral Bourrely-
Setlik libre de EDTA. El crecimiento se cuantificé por cambios de absorbancia a 750 nm
y biomasa seca por filtracién. El transporte electrénico fotosintético se cuantifico por
medio de la emisién de fluorescencia de la clorofila a del fotosistema 1, y la liberacién
fotosintética de oxigeno utilizando un oximetro acoplado a una fuente de luz actinica

de luz blanca de 250 umoles/m2/s™.

La concentracién efectiva media para inhibir el 50% de crecimiento (CEso) se calculd en
0.65uM de Cd2. La clorofila total disminuye 77% en la concentracion mas elevada. Se
presentd un aumento en el contenido de carotenoides en células de C. vulgaris

expuestas a concentraciones de 0.6, 0.9y 1.2 uM.

La actividad fotosintética medida como liberacion de oxigeno, y la eficiencia
fotoquimica primaria a la luz (Fv/Fm) disminuyd en relacion al grupo control en las
concentraciones de 0.9 y 1.2 uM. Asi mismo el transporte electrénico aparente (ETR)
disminuyo a medida que aumentd la concentracion del metal en el medio. El nimero

de centros de reaccion presentd una tendencia a disminuir (RC/ABS), sin embargo hay



una mayor absorcidon por centro de reaccién (ABS/RC). Los rendimientos cuanticos
para la fotoquimica primaria (®Po), para el transporte electrénico (Eo) y para la
reduccion de los ultimos aceptores del PSI (DRo), disminuyen al aumentar la
concentracion de Cadmio en el medio. Por lo cual el indice de rendimiento total (Pl

total), decrece de manera significativa en todos los casos respecto al grupo control.

Las bajas concentraciones de Cadmio utilizadas en el presente estudio, no poseen un
sitio especifico de inhibicion en el metabolismo fotosintético de Chlorella vulgaris, sin
embargo la acumulacién de dafio en distintos sitios, produce una reduccién en la
proceso fotosintético total. Por lo cual el Cadmio a bajas concentraciones, podria tener

efectos nocivos sobre las poblaciones de microalgas en los sistemas naturales.

Palabras clave; Chlorella vulgaris; Cadmio; Fluorescencia



I INTRODUCCION

El agua es uno de los recursos naturales que forma parte del desarrollo de cualquier
pais; es el compuesto quimico mas abundante del planeta y resulta indispensable para
el desarrollo de la vida. Sin embargo, su disponibilidad es paulatinamente menor
debido a su contaminacién por diversos medios, lo cual representa un desequilibrio

ambiental, econdmico y social (Esponda, 2001).

En México se generan alrededor de 14.11 km3/afio de aguas residuales, de las cuales,
s6lo un total de 4.93 km3/afio son tratadas (CONAGUA, 2013). Estas aguas pueden
provenir de fuentes diferentes: aguas residuales domésticas, agricolas, pecuarias, e
industriales. Las aguas residuales no tratadas son vertidas directamente o
indirectamente al medio acuatico, contaminando rios, arroyos, presas y lagos asi como

la mayor parte de los acuiferos (Seghezzo et al., 1998).

La contaminacion de aguas superficiales o subterrdaneas con metales pesados es un
serio problema ambiental que surge como consecuencia de una descarga
indiscriminada de efluentes industriales, agricolas y/o domésticos en ecosistemas
acuaticos (Pradhan y Rai, 2000). La contaminacién de estos nichos ecolégicos, impacta
directamente a los organismos productores primarios que son la puerta de entrada de
los metales pesados a la cadena alimentaria en la cual el hombre estd incluido (Rai et

al,, 1981).

De los metales pesados: el cadmio (Cd) es un metal altamente téxico con amplia
presencia en suelo y agua, debido a erupciones volcanicas y actividades
antropogénicas (Salazar y Reyes, 2000). La contaminacion por este metal ha
aumentado a causa de actividades industriales tales como mineria, fundicion de
metales, enchapado eléctrico, uso y purificaciéon de Cd (Palus et al., 2003; Waisberg et

al., 2003). Como todos los metales pesados, el Cd puede acumularse en los
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organismos, transferirse de un nivel tréfico al siguiente y multiplicar su concentracién

a lo largo de las cadenas tréficas (De Acevedo, 2003).

En los ultimos afios, las microalgas se han utilizado ampliamente en la evaluacién de
riesgo ecoldgico para evaluar los impactos de metales pesados y otros contaminantes
en los sistemas acudticos, esto se debe a su amplia presencia en la naturaleza, su
asimilacién con crecimiento continuo, su sensibilidad hacia los metales y a su
importancia como productores primarios y base de la cadena alimentaria acuatica.
Por lo cual, el objetivo de este trabajo fue caracterizar el efecto del Cadmio sobre la

actividad fotosintética del alga verde Chlorella vulgaris.

Il. ANTECEDENTES

1. Metales pesados

El término "metal pesado" se aplica a un grupo de metales con una densidad mayor o
igual a 5 g/cm® y numero atémico superior a 20. Tales metales se asocian con
problemas bioldgicos de toxicidad y contaminacién de los ecosistemas (Jjemba, 2004).
Debido a su persistencia en el medio y la toxicidad para los organismos vivos, los
metales pesados se encuentran entre los contaminantes mas peligrosos. Los metales
pesados son componentes naturales de la litésfera de la Tierra y la hidrdsfera,
encontrandose en suelos, sedimentos y aguas, e incluso en los organismos vivos. Sin
embargo, la amplia gama de aplicaciones e intensivo uso de metales pesados en los
procesos industriales han causado un aumento dramatico en su concentracién en el

medio ambiente en relacidon con su concentracion normal (Hart et al., 1991).

Desde un punto de vista bioldgico, los metales pesados se pueden clasificar de acuerdo
a su funcion fisioldgica, su impacto medioambiental y su toxicidad. Algunos de esos
elementos como Fe, Cu, Ni, Co y Zn, son etiquetados como esenciales, ya que son
requeridos por la mayoria de los organismos vivos, en concentraciones minimas, para
su crecimiento y funcionamiento regular. De hecho, son parte de estructuras
bioldgicas tales como membranas celulares y grupos prostéticos de enzimas, que

juegan un papel crucial en los procesos metabdlicos. Sin embargo, los niveles excesivos
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de estos metales son toxicos para los organismos. Por otro lado, los metales como As,
Cd, Pb y Hg no juegan ningun papel bioquimico conocido, por lo que no son esenciales,
se sabe que estos metales causan dafios biolégicos graves, algunos incluso a

concentraciones muy bajas (Kaplan, 2004).

2. Fuente de emisidn y contaminacion

Los metales pesados se encuentran en forma natural en la corteza terrestre. Estos se
pueden convertir en contaminantes si su distribucion en el ambiente se altera
mediante actividades humanas. En general esto puede ocurrir durante la extraccién
minera, el refinamiento de productos mineros o por la liberacién al ambiente de
efluentes industriales y emisiones vehiculares. Ademas, la inadecuada disposicion de
residuos metalicos también ha ocasionado la contaminacion del suelo, agua superficial
y subterrdnea y de ambientes acudticos. Tanto las fuentes naturales como
antropogénicas pueden contribuir importantemente a la emisién de elementos
metadlicos a la atmdsfera. Cabe sefialar que al comparar las emisiones globales, la
emision de elementos como selenio, mercurio y manganeso se realizan en su mayoria
por fuentes naturales; sin embargo, en el plano regional las fuentes antropogénicas
pueden contribuir de manera importante y estos metales se convierten en
contaminantes en la escala local. La tabla 1 muestra las principales fuentes de emisién

de los metales de mayor preocupaciéon en México (INECC, 2013).
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METAL Fuentes de emision

Mercurio Actividades mineras de extraccidn de oro, plata y cobre.

Fundicidn primaria y secundaria de metales.

Produccidon de carbdn y coque.

Combustién de combustéleo y carbdn en la generacion de electricidad.
Industria de cloro-sosa.

Incineracion de residuos peligrosos y biolégico infecciosos.

Plomo Fundicién primaria y secundaria de metales.
Loza vidriada

Produccidn de pinturas

Elaboracion de latas soldadas con plomo
Industria electrénica y de cdmputo

Uso de gasolina con plomo

Cadmio Baterias Recargables de Niquel/Cadmio (Ni/Cd):
Fertilizantes

Pigmentos y Estabilizadores en Plastico y PVC

Pigmentos en Pinturas

Galvanizacién

Catalizadores y Conservadores en la Industria del Plastico
Elaboraciéon de Pinturas

Aleaciones

Tabla 1. Principales fuentes de emisidon de los metales de mayor preocupaciéon en
México (INECC, 2013).

1.2 Toxicidad de los metales pesados

Los iones metalicos toxicos con propiedades similares a los iones esenciales (por
ejemplo, carga y tamano), pueden competir con los iones esenciales por los sitios de
unidon a moléculas biolégicas, lo que resulta en alteraciones en la estructura y la
funcién. Ademas la exposicién a metales tdxicos causa un aumento en la generacién
directa o indirecta de especies reactivas de oxigeno (ROS) en diferentes

compartimientos celulares (Koedrith et al., 2013).

2. Cadmio

2.1 Caracteristicas generales
El cadmio es un metal pesado, miembro del grupo IIB de la tabla periédica de los
elementos, estd presente en los suelos, sedimentos, aire y agua. Es un elemento

metalico, de color blanco brillante, ductil, maleable y resistente a la corrosién. Su
13




densidad es de 8.642 g/cm? (Stoeppler, 1991). Su peso molecular es de 112.4, su punto
de ebullicidn es de 767°C y su punto de fusidon es de 321°C. A temperatura ambiente y
en seco es estable, pero se oxida lentamente en presencia de humedad ambiental. Las
sales que se forman son tdxicas. Los acidos fuertes (clorhidrico y sulfurico) lo disuelven
desprendiendo hidrégeno. Con el acido nitrico diluido se desprenden dxidos de
nitrégeno. El cadmio y algunos de sus compuestos actian como catalizadores en
muchas reacciones de descomposicidon en las que se pueden desprender humos de

oxidos de cadmio, altamente tdxicos (SIAFA, 2013).

El Cd fue aislado por primera vez y se identific6 como una impureza en carbonatos de
Zinc. Se presenta como metal divalente de color blanco azulado que es suave y
maleable. Puede existir en el estado de oxidacidn 1%, pero en ambientes naturales, se
encuentra casi exclusivamente en un estado 2*. A diferencia de la mayoria de los
metales, el uso del cadmio comenzé hace relativamente poco tiempo con su aplicacién
a gran escala desde 1940. Se encuentra ampliamente distribuido en la corteza
terrestre en una concentracién promedio de 0.1 mg/kg; sin embargo en las rocas

sedimentarias las concentraciones suelen ser mas elevadas (Stoeppler, 1991).

2.2 Fuentes de contaminacion

Las fuentes naturales de cadmio a la atmdsfera son: la actividad volcédnica, los
incendios forestales y el transporte por el viento de particulas del suelo, de las cuales
la actividad volcanica es la mayor fuente natural de Cd a la atmdsfera, con un aporte
de 100-500 ton/afio (WHO, 1992). Las fuentes antropogénicas aportan al ambiente
7300 ton/afio de Cd a nivel mundial, y la principal ruta de entrada al ambiente son las
emisiones atmosféricas derivadas de la actividad minera, y de la refinacién y fundicion
de minerales, el uso de combustibles fésiles y las escorrentias de zonas agricolas

(Martelli et al., 2006).

Hasta afios recientes, el uso principal de este metal era el recubrimiento de objetos
metalicos para protegerlos de la corrosién, mientras que en la actualidad se estima

que mas del 80-85% de la produccidn mundial es usado para la fabricacion de baterias
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recargables de niquel-cadmio. Otras aplicaciones incluyen pigmentos, recubrimientos y
electroplateado, estabilizadores para plasticos y aleaciones no ferrosas en la industria
aerondutica y automotriz, entre otras (Landis y Yu, 1999). Las principales fuentes de Cd
para los suelos agricolas son los fertilizantes de fosfato (McLaughlin y Singh, 1999), ya
gue la materia prima para su produccién son rocas fosfdricas, principalmente apatita,

que contiene Cd en cantidades que varian entre 8 y 500 mg/kg (Laegreid et al., 1999).

2.3 Produccion de cadmio en México

La mineria es una actividad econdmica primaria que se refiere a la exploracion,
explotacidén y aprovechamiento de minerales. Nuestro pais, en la actualidad, ocupa
el segundo lugar a nivel mundial en la produccién de plata, bismuto y fluorita; destaca
en la produccidn de arsénico, plomo, cadmio, antimonio, zinc, barita, grafito y yeso,
entre otros. México ocupa el 6to. Lugar en produccidon de cadmio a nivel mundial, con

una produccion mensual promedio de 135 toneladas en 2012 (SE, 2013).

PERIODO | CADMIO PROMEDIO CADMIO PROMEDIO
VOLUMEN TONS. VALOR MMS$
2004 135 $1.84
2005 136 $5.00
2006 117 $3.82
2007 134 $10.89
2008 129 $8.25
2009 126 $4.83
2010 122 $5.96
2011 124 $4.26
2012 135 $3.65
2013 135 $3.10

Tabla 2. Promedio volumen y valor mensual de cadmio (SE, 2013).

2.4 Concentracion de cadmio en ambientes acuaticos de México

A pesar de la problematica ambiental y los riesgos a la salud que representa la
presencia de cadmio en los sistemas acudticos, los estudios sobre sus concentraciones

en ambientes naturales son escasos en nuestro pais.
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Se determind la concentracion (mg/L?) de distintos metales en tres diferentes
ambientes en el sistema acuatico de la laguna de Términos, de marzo de 1994 a Enero

de 1995, donde se obtuvo un rango de entre 0.001-0.59 (Vazquez, et al., 1999a).

La concentracién de Cd en aguas de la laguna costera Pom-Astata en el golfo de
México tuvo una media de 0.0293 mg/L! en el periodo de Septiembre de 1996 a Mayo
de 1997 (Vazquez, et al., 1999b).

Justin, et al. (2001), determinaron el intervalo de la concentracion de Cd en sitios
seleccionados del Valle del Mezquital en un periodo de 6 meses, con un nivel minimo

de 0.011 y un maximo de 0.106 mg/L ! en agua de riego.

Se evaluaron los niveles de cadmio en agua a lo largo del ecosistema estuarino Rio
Tigre-Laguna San Andrés (Golfo de México) de septiembre a diciembre de 2009. La

concentracién de Cd promedio en agua fue de 0.45 mg/ L' (Vazquez-Sauceda, 2012).

2.5 Normatividad Mexicana

La Norma Oficial Mexicana NOM-001-ECOL-1996 establece los limites mdximos
permisibles de contaminantes en las descargas de aguas residuales en aguas y bienes
nacionales, que en el caso de cadmio estos limites van de 0.1 mg/L* cuando se destina

a uso publico hasta 0.4 mg/L* cuando se trata de uso en riego agricola.

2.6 Toxicidad en humanos

Los seres humanos y los animales respiran particulas que contienen cadmio e ingieren
complejos de cadmio en los alimentos y bebidas. El tabaquismo es la principal via de
absorcién, mientras que el contacto con la piel no estd muy extendido debido a la
diluciéon natural del cadmio. EI Cadmio en alimentos estd mds concentrado en
mariscos, visceras, granos y semillas. Algunos cultivos, como el arroz, la soja, o el trigo,

son mas propensos que otros a acumular cadmio a partir de suelos contaminados.
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Los casos de ingestion aguda accidental de cadmio son raros. Los sintomas pueden
incluir nduseas, vomitos, ahogo, dolor de cabeza e irritacion pulmonar después de la

inhalacion.

La fabricacion de compuestos de cadmio en el siglo XX, trajo como resultado una
exposicién ocupacional, en donde los trabajadores fumadores que sufrieron exposicién
por inhalacion fueron mas propensos a sufrir de cdncer de pulmdn. Otros tipos de
canceres que se han relacionado con la exposicion al cadmio incluyen los de la
prostata, rifidn, vejiga, pancreas, y de mama (Maret y Moulis, 2013). El papel de
cadmio como un co-carcindégeno, se apoya en datos bioquimicos. Los mecanismos
basicos implicados en la carcinogénesis del cadmio incluyen: la regulacién génica, el
estrés oxidativo, la interrupcidon de las cadherinas, la inhibiciéon de la reparacién del

ADN vy la interferencia con la apoptosis (Waisberg, 2003).

Se ha observado que los seres humanos y animales con una alta exposiciéon a cadmio
sufren de enfermedades renales. Se demostré que las ratas que recibieron 5 ppm de
cadmio en el agua potable a partir del momento del destete hasta la muerte
desarrollaron hipertensidén arterial cronica. La enfermedad arterial periférica se ha
asociado con una alta carga de cadmio. Ademas, algunos indicios epidemioldgicos de
exposicién al cadmio, lo colocan como un factor de riesgo para la diabetes tipo Il y

complicaciones de la diabetes, en particular, la nefropatia.

Un aumento en el riesgo de la osteoporosis se correlaciona con la carga de cadmio en
diferentes poblaciones, especialmente para las mujeres post-menopausicas. La
exposicién a cadmio disminuye la densidad mineral dsea y por lo tanto aumenta el
riesgo de fracturas. Estos efectos sobre los huesos estan relacionados con un mal
funcionamiento del rindn y una pobre reabsorcion de calcio en la nefrona. Las
consecuencias de la exposicion al cadmio en el esqueleto humano fueron
particularmente evidentes para los japoneses que vivieron a lo largo de la cuenca del
rio Jinzu en el siglo XX. El agua y el arroz contaminados con cadmio como resultado de

las actividades de extraccién de zinc, afectaron a la poblaciéon local con la enfermedad
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Itai-Itai, una forma particularmente aguda y dolorosa de osteomalacia (Maret y Moulis,

2013).

3. El cadmio en organismos fotosintéticos

3.1 Funcion

El cadmio no tiene funcidn en la mayoria de los organismos, sin embargo, se descubrid
una anhidrasa carbdnica que contienen cadmio la cual se expresa en la diatomea
marina Thalassiosira weissflogii, esto sucede cuando existe una limitacién de zinc en el
medio. En el océano, el zinc se encuentra a menudo en concentraciones tan bajas que
puede limitar el crecimiento del fitoplancton, como diatomeas, por lo que una
anhidrasa carbdnica con un ion metdlico diferente podria ser benéfico en estos

ambientes (Lane et al., 2005).

3.2 Toxicidad

En organismos fotosintéticos, el Cd?* es facilmente absorbido y afecta a varias
actividades metabdlicas en diferentes compartimentos celulares. Estos efectos
incluyen la inhibicién de la fotosintesis, la inhibicidn del crecimiento, inhibicién de la
sintesis de la clorofila, asi como disminucién de la absorcién de agua y nutrientes. Las
concentraciones de Cd?* en la que se ejerce un 50% en la inhibicién de crecimiento
(CEso) son dependientes del organismo, asi como de condiciones fisioldgicas (Faller et

al., 2005).

3.2.1 Estrés oxidativo

La toxicidad por metales pesados se debe en parte al estrés oxidativo producido por
las especies reactivas de oxigeno (ROS) generadas a través de diferentes mecanismos
dependiendo del metal de que se trate (Stohs y Bagchi, 1995). Los cationes metalicos
Cd?* y Pb?* no experimentan cambios redox y por lo tanto, a diferencia del Fe?* o Cu?*,
no actuan directamente en la generacién de ROS. Sin embargo, pueden actuar como
pro-oxidantes a través de la reduccion del contenido de glutation (GSH), necesario
para la sintesis de fitoquelatinas, al disminuir su disponibilidad para la defensa

antioxidante (Pinto et al., 2003). El estrés oxidativo producido por el cadmio se
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manifiesta por dafios oxidativos a membranas, tales como peroxidacion lipidica
(Sandalio et al., 2001), y también se han descrito dafios oxidativos a proteinas por
formacién de grupos carbonilo (Romero-Puertas et al., 2002). Las actividades de las
enzimas antioxidantes superdxido dismutasa (SOD), glutatién reductasa (GR),
ascorbato peroxidasa (APX), peroxidasas (POD) y la catalasa (CAT), encargadas de la
defensa celular frente a las ROS, experimentan reducciones o incremento de su
actividad en funcién de la concentracion de cadmio incluida en el medio de
crecimiento, la duraciéon del tratamiento, el tipo de tejido y la especie de que se trate

(Benavides et al., 2005).

Se ha demostrado la produccion de ROS en distintos compartimentos celulares
(membrana plasmatica, mitocondrias y peroxisomas) siendo la NADPH oxidasa una de
las principales fuentes de ROS (Olmos et al., 2003; Romero-Puertas et al., 2004;
Garnier et al., 2006). En los Ultimos afos se ha prestado atencion especial al estudio de
la regulacién de la produccion de ROS y la sintesis de antioxidantes, asi como la
implicacion de hormonas como el 4cido jasmodnico y el etileno. En base a los resultados
obtenidos por distintos autores (Romero-Puertas et al., 2004, 2007; Olmos et al., 2003,
entre otros), el Cd podria inducir la NADPH oxidasa de membrana y las ROS que se
formarian (02.- y H20;) podrian intervenir en la lignificacién de la pared celular que
actia como barrera de entrada del metal (Sanita di Topi y Gabbrielli, 1999). Las ROS
pueden ser eliminadas por los sistemas antioxidantes pero cuando la intensidad vy
duracion del tratamiento superan la barrera antioxidante, se produce un exceso de
ROS que se traduce en dafios oxidativos a membranas y proteinas. Los dafos a
membranas van acompanados de un incremento en la sintesis de etileno y jasmdnico
(JA), que junto con el H,0; van a regular la expresidon de un gran numero de proteinas

de defensa (HSPs, quitinasa o antioxidantes, entre otras) (Rodriguez-Serrano, 2008).
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3.2.2 Daiios en el aparato fotosintético

El aparato fotosintético, tanto en la fotoquimica primaria como en la fijaciéon de
carbono, es uno de los sitios mas importantes que sufren inhibicion por parte de
muchos metales pesados como el cadmio. Esto ha sido observado en varios estudios
utilizando concentraciones extremadamente altas de Cd** (4.5 a 18 mM) que
inespecificamente inhiben todas las partes del metabolismo, sin embargo estas
concentraciones en el medio natural no se presentan inclusive en los ambientes mas

contaminados (Andresen y Kiipper, 2013).

Aravind y Prasad (2004) observaron que en la macrophyta Ceratophyllum demersum L.,
la clorofila a, b y carotenoides fueron severamente reducidos en las plantas tratadas
con Cd. Lo cual atribuyeron a que el cadmio puede inhibir la biosintesis de clorofila, al
afectar la actividad de la acido &6-aminolevulinico deshidratasa (ALAD) y la
protoclorofila reductasa, por su interferencia con los sitios sulfhidrilo, lo cual conduce
a la menor produccion del acido 6-aminolevulinico (ALA), el primer precursor comun

para todos los tetrapirroles.

Monteiro et al. (2009) utilizando altas concentraciones de Cd, encontraron variaciones
inducidas por Cd en la eficiencia fotosintética (Fv/Fm) y el contenido de pigmentos en
plantas de lechuga (Lactuca sativa L.). Asi mismo cuatro lineas de trigo (Triticum
aestivum L.) con diferente tolerancia hacia el Cd fueron sometidas a 50 uM de CdCl,.
En donde se observé daio en el fotosistema Il (PSII), ya que la eficiencia mdxima de la
fotoquimica del PSII (Fv/Fm) y el potencial de eficiencia de la fotoquimica del PSII
adaptada a la oscuridad (Fv/Fo) disminuyd, mientras que la fluorescencia inicial (Fo)

aumenté en todas las lineas en virtud al estrés por exposicion a Cd (Ci et al., 2009).

Perreault et al. (2011) trabajaron con el alga verde Chlamydomonas reinhardltii, estos
autores utilizaron concentraciones ambientalmente realistas (0.15-4.62 pM) de Cd?*,
determinando diferentes efectos negativos sobre el aparato fotosintético de C.

reinhardtii, se encontrd que el Cd induce efectos inhibitorios sobre el sistema
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disociador de agua y en el fotosistema |, asi mismo disminuye la capacidad de

transporte electrénico en ambos fotosistemas.

Dias et al. (2013) reportaron que la exposicién de lechuga a 1 uM de Cd afecto el
crecimiento de la planta (biomasa seca), pero, no indujo dafos graves en el aparato
fotosintético. Sin embargo, el aumento de las concentraciones de este metal a 10 y 50
UM promovié una fuerte reduccion de la eficiencia fotoquimica mdaxima del PSIl y un
deterioro de la tasa neta de asimilacién de CO,. Se ha observado en algunos estudios
que los efectos de los metales pesados en la fotosintesis se pueden deber
principalmente a la inhibicién de las enzimas del ciclo de Calvin, localizadas en el
estroma del cloroplasto, provocando una disminucién en la asimilacién de CO;

(Sheoran et al., 1999).

4. Mecanismos de tolerancia en algas a metales pesados

Los mecanismos de las microalgas para tolerar altas concentraciones de metales
téxicos, se pueden dividir en tres grandes categorias. El primero; comprende
mecanismos que secuestran los metales en los componentes extracelulares que
reducen la biodisponibilidad de los metales, la entrada en la célula y la concentracion
intracelular. El segundo aumenta el flujo de salida de metales desde la célula. El
tercero incluye varios tipos de desintoxicacién intracelular, los cuales incluyen el
secuestro de cuerpos de polifosfato, fitoquelatinas y metalotioneinas, o la unién a
guelantes fuertes. La desintoxicacidon también puede implicar la oxidacién o reduccién
de metales de transicién para producir estados menos téxicos o menos solubles (Gaur

y Rai, 2001).

4.1 Componentes extracelulares

La unién de los iones metalicos en componentes extracelulares y paredes celulares, es
uno de los principales mecanismos de tolerancia a metales en algas y otros
microorganismos. La pared celular de las algas tienen muchos grupos funcionales ,
tales como, hidroxilo (OH), fosforilo (PO30;), amino (NH>), carboxilo (COOH), sulfhidrilo

(SH), etc, que confieren una carga negativa a la superficie celular . Puesto que los iones

21


http://link.springer.com.pbidi.unam.mx:8080/search?facet-author=%22J.+P.+Gaur%22
http://link.springer.com.pbidi.unam.mx:8080/search?facet-author=%22L.+C.+Rai%22

metalicos en el agua se encuentran generalmente como cationes, estos son adsorbidos
por la superficie celular (Crist et al., 1981). Estos grupos funcionales se encuentran
asociados con varios componentes de la pared celular, por ejemplo, peptidoglicano,
acidos teicurdnicos, acido teicoico, polisacaridos y proteinas. Entre los diferentes
constituyentes de la pared celular, los polisacdridos y las proteinas tienen la mayor

parte de los sitios de uniéon de metal (Mehta y Gaur, 2005).

Algunos estudios han demostrado que la unién de metales con materiales organicos
excretados son ambientalmente mas significativos que la unidn del metal sobre Ia
superficie de células algales (Gonzalez-Davila et al., 1995; Muller y Kester, 1991). Los
materiales excretados por las algas consisten en una amplia variedad de compuestos,
incluyendo carbohidratos, proteinas, y lipidos. La actividad de los microorganismos vy el
metabolismo, y la asociacion de metales con sus productos de excrecidn son
importantes, ya que pueden promover la solubilizacién de iones, afectando su
especiacion. Esto puede hacer que los iones metdlicos se encuentren mads o menos
disponibles para la biota. Sin embargo, esta capacidad varia en funcién del organismo
que produce los materiales orgdnicos y con la fase de crecimiento (Tonietto et al.,

2014).

4.2 Exclusion de iones metalicos

El flujo de salida de metal se considera como un mecanismo activo que requiere gasto
de energia. Sin embargo, Jin et al., (1996) sugirieron que el flujo de salida de Niquel en
algunas cepas de Scenedesmus acutus ocurre por difusion pasiva en la oscuridad
después de que se transfirieron a medio libre de Niquel. Verma y Singh (1991)
mostraron la presencia de un sistema de eflujo de Cu, dependiente de energia en un
mutante de Nostoc caclcicola resistente a Cu. Un mecanismo de expulsidon activa
también ha sido sugerido para la tolerancia de Cyanidum caldarium al aluminio

(Yoshimura et al., 199).

De Filippis (1978) presentd evidencia de que Chlorella sp. tiene un sistema enzimatico

general para la reduccién de compuestos de mercurio (cloruro de mercurio y fenil
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acetato de mercurio) al mercurio metalico (Hg®), que se volatiliza y pierde de la célula

rapidamente. Este sistema utiliza NADPH o en menor medida NADH.

4.3 Mecanismos de desintoxicacion intracelulares

Las algas, plantas y algunos hongos, sintetizan una familia de péptidos de unién a
metal que contienen grupos sulfhidrilo (SH), llamadas fitoquelatinas, las cuales son
unidades peptidicas repetidas de los aminodcidos Glutdmico-Cisteina(n-2-9)-Glicina.
Altas concentraciones de Cd, Cu, Zn, Ag, Au, Co, Ni y Bi, pueden inducir la sintesis de
fitoquelatinas (Robinson et al., 1993). Basandose en los datos disponibles sobre la
posible participacion de fitoquelatinas en la desintoxicacion de metales, la secuencia
de eventos se puede resumir en tres pasos: 1) la sintesis inducida de la enzima
fitoquelatin sintasa, consiguiente a la acumulacién intracelular de los metales pesados,
resulta en la produccidn de fitoquelatinas, 2) una concentracién decrecente de iones
metalicos no unidos en el citosol mediante el secuestro/quelacion por fitoquelatinas, y
3) la toxicidad reducida de metales reducido debido a la menor concentracion de
metales no unidos. Este proceso, en cierto modo, ofrece tolerancia a la célula porque
este paso protege muchos atributos funcionales de la célula de la actividad de los iones
metalicos. Vogeli-Lange y Wagner (1990) asigna una tarea adicional para la quelacién
de metal en el citosol, en el que las fitoquelatinas podrian funcionar como un

transportador de metales desde el citoplasma hacia una vacuola (Gaur y Rai, 2001).

5. Biologia de las algas

5.1 Definicidn y Clasificacion

El término algas se refiere a un conjunto grande y diverso de organismos que
contienen clorofila y llevan a cabo fotosintesis oxigénica (Davis et al., 2003). De
acuerdo con esta definicidn, las plantas podrian ser consideradas como una divisién de
algas. Sin embargo, las algas a diferencia de las plantas no poseen raices, tallos, hojas,
ni tejidos vasculares bien definidos. A pesar de que muchas algas podrian confundirse
morfoldgicamente con plantas y algunas de ellas muestran especializacion vy

diferenciaciéon de células vegetativas, no forman embriones y carecen de células
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estériles que los cubran. El desarrollo parenquimatoso esta presente sélo en algunos

grupos y tienen ciclos de vida tanto monogenéticos como digenéticos.

La profunda diversidad de tamafio va desde 0.2-2.0 mm de didmetro hasta las
laminarias gigantes con hojas de hasta 60 m de longitud. La ecologia y habitats
colonizados, estructura celular, los niveles de organizacion y morfologia, pigmentos
para la fotosintesis, reserva y polisacaridos estructurales, y el tipo de historia de vida
refleja la variedad de origenes evolutivos de este conjunto heterogéneo de
organismos, incluyendo especies tanto procariotas y eucariotas (Barsanti y Gualtieri,

2006).

Un esquema provisional de clasificacion de las algas se basa en la obra de Van Den
Hoek et al. (1995) en donde los miembros procariotas de este conjunto se agrupan en
dos divisiones: Cyanophyta y Prochlorophyta, mientras que los miembros eucariotas se
agrupan en nueve divisiones: Glaucophyta, Rhodophyta, Heterokontophyta,
Haptophyta, Cryptophyta, Dinophyta, Euglenophyta, Chlorarachniophyta v
Chlorophyta (Barsanti y Gualtieri, 2006).

5.2 Chlorella Beijerinck 1890.

Descripcion: Células solitarias o agregados en grupos pequeinos. Las células son
generalmente esféricas raramente elipsoidales, ovales u ovadas. Poseen paredes
celulares lisas. Nucleo Unico y excéntrico; cloroplasto Unico y parietal; pirenoide Unico
y cubierta envolvente de almidén. La reproduccion es asexual por autosporas, de 2 a 8

por célula. Especie tipo: Chlorella vulgaris Beijerinck 1890.
Se encuentra en todos los habitats acuosos; es esencialmente cosmopolita en habitats

de agua dulce y marinos. Se han identificado alrededor de 100 especies en este

género.
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JUSTIFICACION

Las actividades antropogénicas han provocado un aumento en las concentraciones de
cadmio en los sistemas acuaticos, este incremento podria repercutir en los organismos
fotosintéticos modificando aspectos poblacionales y fisioldgicos. Si bien el efecto
téxico del Cadmio en estos organismos se ha comprobado por varios estudios, no se
han establecido con certeza los sitios de inhibicidn y las concentraciones minimas, en
las cuales este metal podria modificar aspectos fisiolégicos importantes, como la
actividad fotosintética, y por ende afectar a las poblaciones algales en ambientes

naturales.

lll.  OBIJETIVO GENERAL

Caracterizar la actividad fotoquimica de Chlorella vulgaris durante la exposicién a Cd?*.

Objetivos particulares

e Analizar el crecimiento poblacional de Chlorella vulgaris creciendo en presencia
de Cd?*.

e Determinar el contenido de pigmentos fotosintéticos de Chlorella vulgaris
creciendo en presencia de cadmio.

e Caracterizar la actividad fotosintética, por liberacién de oxigeno en Chlorella
vulgaris creciendo en presencia de Cd?*.

e Caracterizar la actividad fotoquimica por emisién de fluorescencia de la

clorofila a del PSIl en Chlorella vulgaris creciendo en presencia de Cd?*.
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IV. METODOLOGIA

1. Organismo

Se utilizdé 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 Bioingeneria del Centro de Investigaciéon y de

Estudios Avanzados del IPN.
2. Medio de cultivo

El mantenimiento de los organismos (cultivos semilla), asi como los tratamientos
experimentales fueron cultivados en una combinacién de los medios minerales

Bourrely-Setlik libre de EDTA (Borowitzka y Borowitzka, 1988; Kupper et al., 2002).

Las células se mantuvieron en un régimen de cultivo en lote en las siguientes
condiciones de crecimiento: temperatura (20-25°C), iluminacion (200 pumoles-m2s?),
fotoperiodo (14/10 luz/oscuridad), y flujo de aire 200 mlem™. 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 400 ml. Para
todos los experimentos se utilizaron indculos sincronizados en la mitad de la fase

exponencial, aproximadamente células de 72 h de cultivo.

3. Protocolo experimental

El efecto del Cd?* en el metabolismo de C. vulgaris se estudié de acuerdo a los
lineamientos de la guia 201 de la Organizacion para la Cooperacidn y el Desarrollo
Econdmico (OECD) para la prueba de sustancias quimicas en algas y cianobacterias
(OECD, 2004). Las unidades experimentales se inocularon a 0.1 de absorbancia a 750

nm., aproximadamente 10 mgeL? de peso seco.

En las condiciones de cultivo antes mencionadas, las células fueron expuestas a las
siguientes concentraciones de Cd?*: 0 (testigo), 0.15, 0.3, 0.6, 0.9 y 1.2 pM. Los cultivos
se expusieron al metal por 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.
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4. Variables de respuesta
a. Crecimiento
El crecimiento se determind a través del peso seco. Se tomaron alicuotas de volumen

conocido de cada muestra experimental (n=3) y se filtraron en vacio por membranas
de nitrocelulosa de 5.0 pm de didmetro 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 el horno a 70°C por 48 h, para después

determinar el PS de la biomasa.

La tasa de crecimiento relativo (u) se determiné segun la siguiente férmula: p=(In X2- In
X1)/ 72. Donde X2 es el peso a las 72 horas y X1 es el peso al tiempo 0. La tasa de

duplicacioén celular (td) se calculd segun la siguiente férmula: td = In2/.

b. Pigmentos fotosintéticos

El contenido especifico de pigmentos fotosintéticos se cuantific6 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 elimind y a la pastilla de cada tubo se
resuspendié con 2 ml de metanol al 100%. La mezcla metandlica se incubd en bafio
maria por 10 minutos a 60-C. Transcurrido este tiempo, la muestra se centrifugd a
3,500 rpm por 10 min a temperatura ambiente. El sobrenadante de cada tubo se aford
a 5 ml con metanol al 100%, para después leer su absorbancia a 666, 653 y 470 nm de
longitud de onda. La concentracién de clorofila a, b y carotenoides totales se

determind segun las siguientes formulas reportadas por Wellburn (1994):

Clorofila a (ug/ml) = (15.65 X ABSess) - (7.34 X ABSes3)
Clorofila b (ug/ml) = (27.05 XABSes3) - (11.21 XABSsss)

Carotenoides totales (ug/ml) = [(1000* ABSa70)-(2.86 X Clorofila a)-(129.2 X Clorofila
b)]/221.
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c. Actividad fotosintética por oximetria.

Transcurrido el tiempo de exposicién a Cadmio, se tomaron por triplicado de cada lote
experimental, alicuotas de 10 ml o su equivalente en densidad dptica. Las muestras se
centrifugaron a 3,000 rpm por 1 min. El sobrenadante se elimind y la pastilla se
resuspendid en 1 ml de medio de cultivo. La tasa fotosintética se midié 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
liberacién de oxigeno (fotosintesis) se realizé iluminando la muestra con luz blanca

actinica (400-700nm) y un flujo fotdnico de 400 pumoles-m2-s2,

d. Actividad fotosintética por emisién de fluorescencia.

La emisidn polifasica de la fluorescencia de la clorofila a en el fotosistema Il en
muestras acondicionadas a la oscuridad por 20 minutos, se midié utilizando un
fluorometro portatil marca HANDY-PEA (Hansatech, UK), acoplado a la cdmara para
fase liquida HPEA/LPA (Hansatech, UK). Se tomaron muestras de 2 ml de cada
tratamiento (n=8) y fueron incubadas a la oscuridad por 20 min a temperatura
ambiente (25°C), para después ser irradiadas con una luz roja (660 nm) saturante
(3000 umoles-m2s?). La emisién de fluorescencia fue registrada por un detector con
filtro de corte para emisidon a 685 nm. Los valores de la fluorescencia minima, Fo a los
50 ps, la fluorescencia mdxima, Fm a los 200 ms y la fluorescencia variable (Fv= Fm-Fo)
fueron registrados automaticamente por el equipo. La interpretacion de los datos se
realizé con el programa Handy-PEA desarrollado por la misma Compafiia (Hansatech,
U.K.) y el programa Biolizer-HP3, disefiado en el Laboratorio de Bioenergética de la
Universidad de Ginebra, Suiza. Los pardmetros medidos (tabla 3) y la interpretacion de
los mismos se realizaron segun el analisis de la prueba de OJIP (van Heerden et al.,

2004).
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Parametros Técnicos

Fluorescencia a 50 ps Fo

Fluorescencia maxima Fw

Fluorescencia variable Fv = Fu-Fo
Pendiente desde el ongen de Ia Mo = 4~ [(F300us-Fo)/(Fu-Fo)]
fluorescencia

Fluorescencia variable a 2 ms Vj = (F2ms-Fo)/(Fu-Fo)
Fluorescencia variable a 30 ms Vi = (F30ms-FM{Fm-Fg)

Flujos especificos expresados por centros de reaccion (RC)

Absorcion por RC ABS/RC =(MaVI[1-FolFu)
Atrapamiento a tiempo 0 por RC TRo/RC = MoV] = (ABS/RC) ¢Po
Disipacion a tiempo 0 por RC Dlo/RC =(ABS/RC) — (TRo/RC)
Transporte electronico a tiempo 0 por RC | ETo/RC =(TRo/RChpo

Productos (o

relaciones de flujo)

Producto cuantico maxmo de la pPo = TRo/ABS = (Fy-Fo)Fu =FviFy
fotoquimica primaria

Producto  cuantico  maxmo  de pDo

disminucion de excitacion no fotoquimica = DIo/ABS = 1-gPo = FolFy
Producto cuantico maximo para que un o

exciton atrapado mueva un electrdn = ETo/TRo = 1-V]
después de QA

Producto cuantico maxmo para el pEo = pPo- Yo =
transporte de electrones en PSI (TRo/ABS){ETo/TRo) =

ETo/ABS = (1-FolFw)(1-Vj)

Rendimientos cuanticos y eficiencias

Flujo especifico de transferencia de

(TRG/RC)+(1-

electrones  en los  acarreadores
intermedios y los acarreadores finales
del lado aceptor del PSI

electrones de Qg hasta el lado aceptor Vi) =MV =(1-V))
del P3I

Eficiencia con la que un eleciron de los 5Ro

transportadores de electrones entre = (1) I1-\)
sistemas se mueve para reducir el lado

aceptor del P35l

Eficiencia cuantica para el fransporte de &Ry

[1-(Fo/FM)JwEo-8Ro]

Indices vitales

Indice de rendimiento en base a la Plags =[RC/ABS][ pPol(1- gPo)][ Woll-
absorbancia Wol
Indice de rendimiento total Phora = Plags 6Ro [1-6Ro

Tabla 3. Pardmetros cinéticos de la prueba de OJIP (van Hereden et al., 2004).

El andlisis de la disipacion de la energia y el transporte electrénico se realizé utilizando

un equipo de fluorescencia FMS (Fluorescence Monitoring System, Hansatech, U.K). La

eficiencia cuantica operacional del fotosistema Il (PPSll), se registré por la técnica de
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pulsos modulados (PAM por sus siglas en inglés). El valor de FO a temperatura
ambiente, se obtuvo irradiando la muestra con una luz modulada de baja intensidad
(0.1 pmoles'm?s1), después de 60 s se sobrepuso un pulso saturante de luz blanca de
10,000 umoles'm?s* por 0.8 s, para cerrar todos los centros de reaccidn y obtener el
valor maximo de fluorescencia FM. La fluorescencia estacionaria FS, se obtuvo
utilizando una luz actinica de 900 umoles'm2s, El valor de fluorescencia maxima en
estado estacionario FM se obtuvo sobreponiendo un pulso de luz blanca saturante de
10,000 umoles'm2st por 0.8 s. La fluorescencia minima FO” en estado estacionario se
obtuvo apagando la luz roja e irradiando con luz infrarroja de 750 nm a baja
intensidad, 5 pmoless'm™?s. En base a la cinética y valores de fluorescencia puntuales
se obtuvieron los siguientes valores: El rendimiento mdximo para la fotoquimica
primaria (FV/FM) vy la eficiencia cuantica operacional del PSIl (®PSll= FM'-FS/FM")
(Maxwell y Johnson, 2000).

El decaimiento fotoquimico (NPQ) se determind incubando las muestras en la
oscuridad por 20 minutos. El valor de FO a temperatura ambiente, se obtuvo
irradiando la muestra con una luz modulada de baja intensidad (0.1 pmolesm?s7), y
después de 10 s se sobrepuso un pulso saturante de luz blanca de 10,000 umoles'-m2s!
por 0.8 s, para cerrar todos los centros de reaccion y obtener el valor maximo de
fluorescencia FM en oscuridad. Inmediatamente después del pulso saturante se
irradiaron las muestras con una luz actinica blanca no saturante a 200 umoles'm?s?,
por cinco minutos hasta alcanzar un estado estacionario y entonces sobreponer un
pulso saturante de luz blanca de 10,000 pmoles'm%s! por 0.8 s y obtener el valor de
FM’. La eficiencia cudntica para la disipacion no fotoquimica (NPQ) se calculd

utilizando la férmula reportada por (Maxwell y Johnson, 2000).

NPQ = Fm-Fm’/Fm’

5. Analisis estadisticos
Las variables de respuesta se analizaron mediante un Analisis de varianza (ANOVA) de
un solo factor, con al menos una diferencia significativa estadisticamente (Prueba de

Tukey), para lo cual se utilizé el paquete estadistico SAS®.
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V. RESULTADOS Y DISCUSION

A. Crecimiento
Los resultados de crecimiento medido por peso seco muestran que la adiciéon de Cd**
afecta significativamente (p<0.05) el crecimiento de C. vulgaris, disminuyendo
progresivamente hasta un 75.79% en la maxima concentraciéon (1.2uM). La
concentracion efectiva media para inhibir el 50% de crecimiento (CEso) se calculd en
0.65uM de Cd?* después de 72h (Fig. 1). Kaplan et al. (1995) reportaron que la
inhibicion del 50% de crecimiento en Chlorella sp. se da a una concentracion de 3uM
de Cd?*, Qian y colaboradores en 2009 calcularon el valor CEso de Cd en 4.68 pM para
C. vulgaris, estos resultados indican que el efecto del Cd?* sobre el crecimiento pueden
variar dependiendo del tiempo de exposicién al metal, de la especie utilizada, de la
composicion del medio de cultivo, entre otros factores. En el presente estudio se
utilizé un medio libre de EDTA, este aspecto es importante ya que se ha demostrado
que la presencia de EDTA posee una correlacion negativa con la adsorciéon y la
inhibicidn del crecimiento de algas por metales pesados (Ma et al., 2003), a lo cual se
le atribuye principalmente que la CEso sea menor que en otros estudios con el mismo

metal, tiempo de exposicion y especie utilizada.

Una cantidad excesiva de Cd en medio de cultivo conduce a una grave inhibicién del
crecimiento celular en microalgas (Huang et al., 2009). En varios estudios el cadmio ha
demostrado perturbar la nutricién en organismos fotosintéticos, al presentar una
correlacidn negativa en la captacién de cationes esenciales, tales como Fe?*, Cu?*, Zn?*,
Mn?* y Ca?*, ya que el Cd?* podria impedir su transporte al utilizar sus respectivos
transportadores de membrana (Daud et al.,2009). La adquisiciéon de nutrientes
esenciales en cantidades requeridas es importante para el crecimiento dptimo de los

organismos, ya que son componentes estructurales o funcionales de las células.
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Figura 1. Efecto de las concentraciones de cadmio sobre el crecimiento de C. vulgaris
traducido en peso seco al término del tratamiento (72 hrs.) n=3. (Letras diferentes
indican diferencias significativas segun la prueba de Tukey p<0.05).

Se ha observado una disminucidn en la fijacion de CO; por parte de la enzima Rubisco
en organismos expuestos a Cadmio, los iones interfieren con su activacién, reducen su
actividad y causan dafio en su estructura mediante la sustitucién de iones Mg?*, que
son cofactores importantes de las reacciones de carboxilacion (Pietrini et al., 2003).
Una disminucidn en la asimilacién de CO; podria ser el resultado de la influencia del Cd
sobre las actividades de las enzimas del ciclo fotosintético de la reduccion de carbono.
Estudios anteriores han demostrado que los efectos de los metales pesados en la
fotosintesis se debieron principalmente a la inhibicidn de las enzimas del ciclo de
Calvin, localizadas en el estroma del cloroplasto (Sheoran et al., 1990). Sin embargo,
Ying et al. (2010) observaron que las enzimas analizadas en Picris divaricata (Rubisco
Fructosa-1-6,bifosfatasa y la Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa) eran tolerantes
al Cd, aumentado o no modificando significativamente su actividad. Adicionalmente, el

contenido de la Rubisco aumentd en los tratamientos con bajos niveles Cd. Estos
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resultados podrian ser diferentes debido a las diferentes especies, la dosis de cadmio

aplicado y el tiempo de tratamiento.

En la figura 2 se muestra la disminucién de la tasa de crecimiento relativo de manera
gradual hasta llegar a un 42.1% respecto al grupo testigo en la concentracién mas

elevada (1.2uM).
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Figura 2. Efecto de las concentraciones cadmio sobre la velocidad de crecimiento (u)
de C. vulgaris. n=3. (Letras diferentes indican diferencias significativas segun la prueba
de Tukey p<0.05).

En dosis altas de Cd, varios parametros celulares (fotosintesis, acumulacién de
nutrientes, estrés oxidativo y genotoxicidad) se ven afectados negativamente, lo cual
en su conjunto contribuye a la reduccidon de la biomasa (Azevedo et al., 2005), sin
embargo esta reducciéon en el peso seco puede deberse principalmente a la
genotoxicidad inducida y la divisién celular retardada (Monteiro et al., 2012). La figura

3 indica que el tiempo en el cual el cultivo tarda en duplicarse aumenta a medida que
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se incrementa la concentracion del metal en el medio, el tiempo de duplicacion de la

poblacidn, se retrasé 28.5 h en las células expuestas a 1.2 uM.
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Figura 3. Efecto de las concentraciones de cadmio sobre el tiempo de duplicacion
celular (horas) de C. vulgaris. n=3. (Letras diferentes indican diferencias significativas
segun la prueba de Tukey p<0.05).

La reduccién en el crecimiento podria ser una consecuencia de la interferencia del Cd
con un numero de procesos metabdlicos asociados con el desarrollo normal,
especialmente: (1) la sintesis de proteinas (2) las actividades de algunas enzimas
importantes por la unién a grupos amino o carboxilo libres; y (3) diversos procesos
fotosintéticos tales como la biosintesis de la clorofila, actividad fotosintética, o de

transporte de electrones (Ouzounidou et al., 1997).
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B. Contenido de clorofila y carotenoides totales

El tratamiento con Cd?** disminuyd el contenido de clorofila total especifica al
aumentar la concentracion del metal en el medio, hasta un 77% en la concentracion
mas elevada (Fig. 4). Estos resultados concuerdan con otros estudios en donde el Cd ha
demostrado inhibir la sintesis de clorofila en cianobacterias y microalgas (Neelam y
Rai, 2003; Zhou et al., 2006). La disminucion en el contenido de clorofila también se ha
observado en la cebada (Vassilev et al., 2002.), tomate (Ammar et al., 2008; Lépez-

Millan et al., 2009) y maiz (Ekmekci et al., 2008) expuestos a Cd.

Un mecanismo propuesto es la accidon directa del Cd sobre las enzimas de la ruta de
biosintesis de clorofila (Aravind y Prasad, 2004). Se ha observado que el Cd interfiere
con la biosintesis de la clorofila mediante la inhibicién en la formacion del acido &-
aminolevulinico (ALA), asi como la inhibicidn de la protoclorofila reductasa (Li, 2012), la
enzima clave de fototransformacién de la protoclorofila a clorofilida (Stobart et al.,
1985). En contraste, Padmaja et al. (1990) han demostrado que el cadmio interactua
principalmente con la biosintesis de la clorofila antes de la formaciéon de la
protoclorofila mediante la inhibicion de ALA deshidratasa. Dado que esta enzima
requiere grupos tiol libres en su sitio de unién para la actividad enzimdtica (Nandi y
Shemin, 1968), se asumid que la inhibiciédn se debié a la unién del cadmio con los

grupos -SH en el sitio activo de la enzima (Padmaja et al., 1990).

Otro mecanismo propuesto, implica la sustituciéon in vivo de los iones Mg?* en la
molécula de Chl por iones de metales pesados; es decir, la formacién de una molécula
de clorofila sustituida con un metal pesado [Hms]-Chl (Kiipper et al., 1996). En Elodea
canadensis se encontrd una relacion entre la capacidad de un ion de metal pesado
para formar una molécula [Hms]-Chl y su toxicidad para las plantas, los iones que se
observaron sustituyen al Mg fueron; Hg, Cu, Cd, Ni, Zn y Pb (Kiipper et al., 1996).
Ademas, estudios anteriores demostraron la formacién in vivo de [Hms]-Chls en
cianobacterias (Kowalewska et al., 1992) y algas unicelulares (Gross et al., 1970; De

Filippis, 1979).
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El cadmio parece influir en otros procesos metabdlicos que conducen a una alteracion
en el ensamble correcto de los complejos pigmento-proteina de los fotosistemas
(Horvath et al., 1996). La molécula [Cd]-Chl tiene una menor tendencia a unirse a
ligandos axiales que [Mg]-Chl. Estos ligandos son necesarios para la unién de la
clorofila a proteinas, que es necesario para el plegamiento correcto del LHCII, la
formacién de [Cd]-Chl dard lugar a la posterior desnaturalizacién del LHCIl (Andresem y
Kipper, 2013). Igualmente se ha observado que el Cd provoca la inhibicién de la
sintesis del acido trans-A3-hexadecanoico (Krupa, 1987) necesario para la
oligomerizacion del LHCII (Trémoliéres et al., 1981). Tanto la sustitucién por el Cd en la
molécula de clorofila como la alteraciéon en el montaje de los complejos pigmento-
proteina, podrian provocar una posterior degradacidon de la clorofila en los sistemas

(Kipper et al., 1998).
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Figura 4. Efecto del cadmio en el contenido de clorofila total por Peso seco en
C.vulgaris n=3. (Letras diferentes indican diferencias significativas segun la prueba de
Tukey p<0.05).
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El aumento significativo (p<0.05) en el contenido de carotenoides (Fig. 5) en células de

C. vulgaris expuestas a concentraciones de 0.6, 0.9 y 1.2 uM de Cd?* puede deberse a

un intento de proteger el aparato fotosintético contra los dafios fotooxidativos por

radicales libres de oxigeno (Choudhury y Behera, 2001). Los carotenoides actian como

pigmentos captadores de luz, y pueden proteger a la clorofila y la destruccidon de

membranas, apagando o llevando a un estado basal a las clorofilas en estado triplete

(3Chl*) y el oxigeno en estado de singlete (*02*) (Young, 1991).

2,5 1

2,0 1

1,5 -

1,0 1

0,5 -

Carotenoides totales (mg.g™PS)

0,0

a
+ a
?
ab J_
T
T
bc
¢ . i
L 7 |1
L
0,00 0,15 0,30 0,60 0,90 1,20
Cd* uM

Figura 5. Efecto del cadmio en el contenido de carotenoides totales por Peso seco en
C.vulgaris n=3. (Letras diferentes indican diferencias significativas segun la prueba de
Tukey p<0.05).

37



C. Actividad fotosintética: Liberacion de oxigeno, transporte electrdnico

y disipacion térmica de energia de excitacion.

La actividad fotosintética medida como liberacidon de oxigeno, se muestra en la fig. 6
en donde la liberacién de oxigeno del grupo testigo es de (82.97+3.52 umoles 0,.mg™*
Chl.h'Y), con diferencias significativas (p<0.05) en las concentraciones de 0.9 y 1.2 uM,

al disminuir en un 46.7 y 58% respectivamente.

Wang et al., (2013) observaron que en concentraciones de 1 uM o inferiores, el cadmio
no presenta ningun efecto sobre la evolucién de oxigeno, la respiracién y la actividad
del PSI, de Chlorella pyrenoidosa. Sin embargo diversos estudios han reportado una
disminucion en la liberacion de oxigeno en algas y cianobacterias sometidas a
tratamientos con Cadmio (Stobart et al., 1985; Ata et al., 1991; Schafer et al., 1994;
Okamoto et al., 1996). Estudios en cloroplastos aislados indicaron que la inhibicién de
la fotosintesis por Cd?* se realiza en el lado donador del PSII, es decir, alrededor del
complejo liberador de oxigeno CLO (Vrettos et al., 2001). Durante el ensamble de PSll a
su estado funcional, este centro catalitico es la ultima unidad introducida. Este ultimo
paso se llama foto-activacion, porque aparte de los cofactores Mn?*y Ca?*, también es
necesaria la luz. La foto-activacién es un proceso muy frecuente, debido al alto

recambio de la proteina D1, donde se encuentra el centro catalitico del PSII.

Sigfridsson et al., (2004) establecieron al menos tres sitos que parecen ser afectados
por el Cd en el proceso fotosintético. Uno de los sitios, es el cluster de Mn4OsCa, la
sustitucion de Cd?* por Ca en este sitio da como resultado la inhibicion de la liberacidn
de oxigeno. Faller y colaboradores (2005) sugieren que el Cd?* inhibe la fotoactivacion
en concentraciones bajas (LM) por su unién a un sitio esencial de Ca?*, ya que durante
el montaje existe una menor selectividad del sitio de unién a metal para el metal
nativo durante el montaje y/o plegado de proteinas y por lo tanto la proteina es
ocupada por otros iones mas facilmente. Estos iones no nativos pueden dar lugar a una
pérdida de actividad de la proteina, lo que podria tener efectos tdxicos. Estas

observaciones tanto en estudios in vitro como in vivo, apoyan la idea de que en
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entornos contaminados con cadmio, uno los principales efectos adversos de este

metal es la fotoinhibicién del PSII (Pagliano et al., 2006).
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Figura 6. Efecto de las concentraciones de cadmio sobre la liberacion fotosintética de

oxigeno de C. vulgaris. n=3. (Letras diferentes indican diferencias significativas segun la
prueba de Tukey p<0.05).

Una disminucién en la relacién Fv/Fm indica una pérdida de la eficiencia del PSII que
estd generalmente relacionada con la fotoinhibicidn, regulacion de la energia de
excitacidon o a una modificacién en la estructura y funcién del centro de reaccion del
fotosistema Il (Pagliano et al., 2006). La eficiencia fotoquimica primaria del fotosistema
Il a la luz (Fv/Fm) o lo que es equivalente al nimero de centros de reaccién abiertos,
no disminuye a concentraciones bajas, sin embargo disminuye de manera significativa
(p<0.05) en las concentraciones de 0.9 y 1.2 uM respecto al grupo testigo. El Fv/Fm es
la eficiencia cudntica maxima del PSll, en el que la luz absorbida se utiliza para la
reduccion de la aceptor primario (Qa) y se utiliza generalmente como un indicador

preciso de la eficacia fotosintética (Rod et al., 2012). En plantas de lechuga expuestas a

39



bajas concentraciones de Cd (1 uM) no se presentaron efectos negativos sobre la
Fv/Fm (Dias et al., 2012). Sin embargo, la exposicién de plantas de lechuga a 10 y 50
UM, trajo como resultado una reduccién de Fv/Fm. Esto respuesta es tipica de las

plantas estresadas e indica una menor eficiencia en la captacién de luz (Dias et al.,

2013).
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Figura 7. Efecto de las concentraciones de cadmio sobre la maxima eficiencia
fotoquimica del PSll en la luz, en C. vulgaris. n=3. (Letras diferentes indican diferencias
significativas segun la prueba de Tukey p<0.05).

La eficiencia cuantica operacional (®PSIl), mide la proporcién de energia absorbida
gue es usada para impulsar el proceso fotoquimico en una condicién luminica dada. De
este modo, es una medida de la eficiencia del transporte electrénico lineal. Este
parametro proporciona una imagen mas exacta del funcionamiento del transporte
electrénico, ya que refleja la capacidad fotosintética del sistema para mantener
abiertos los centros de reaccién en la luz. La disminucién de ®OPSII, indica que el metal
produce un incremento en el cierre de los centros de reaccién, y por lo tanto una

disminucion en el transporte electrénico fotosintético, lo cual afecta directamente la
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asimilacion de CO,. Se ha observado que bajo condiciones de laboratorio hay una
relacién lineal entre la eficiencia cudntica operacional (OPSIl) y la eficiencia en la
fijacion de carbono, aunque puede haber variaciones debido a cambios en Ia

fotorrespiracion o el flujo pseudociclico (Maxwell y Johnson, 2000).

La eficiencia cudntica operacional (®PSII), se usa para calcular la tasa de transporte
electrénico (ETR) a determinada condicién luminica. El transporte electrénico tiende a
disminuir a medida que aumenta la concentracion del metal en el medio, con
diferencias significativas (p<0.05) en las concentraciones de 0.6, 0.9 y 1.2 uM respecto
al grupo control (Fig. 8). Wu y colaboradores (2014) midieron la tasa de transporte
electrénico (ETR), fotofosforilacion y la actividad de la Ca**-ATPasa, encontrando que
concentraciones de 100 uM de cadmio disminuyen significativamente el valor de ETR
en plantulas de arroz. Igualmente en comparacion con el control, el estrés por cadmio
provoca una seria inhibicion en la fotofosforilacion, y la actividad de Ca%*-ATPasa,
disminuyendo en 28.02 y 62.3%, respectivamente, lo cual conduce a una disminucién
en la reduccién del CO,, estos resultados concuerdan con los obtenidos en el presente
estudio en donde el tratamiento con Cadmio provoca una inhibicién en el crecimiento

medido por biomasa seca.

41



60 -

o 1 a
‘E 50 -|' .
o
©
g |
L ]
g J <_a|_b
~° ~—~
£ 3 30 i b
o T b
Q| —‘7
Q T
'g 20 - J J T
Q
(72}
&
= 10
O L] L] L] L] L] L]
0,00 0,15 0,30 0,60 0,90 1,20
Cd %" pM

Figura 8. Efecto de las concentraciones de cadmio sobre el transporte electrénico
aparente en C. vulgaris. n=3. (Letras diferentes indican diferencias significativas segun
la prueba de Tukey p<0.05).

Los organismos fotosintéticos poseen procesos fotoprotectores, para reducir al
minimo condiciones de estrés, procesos especialmente vinculados a la disipacién del
exceso de energia absorbida que no estd siendo utilizada para el proceso fotoquimico.
El decaimiento No-fotoquimico (NPQ) es uno de los mas importantes mecanismos para
la regulacion rapida de la fotosintesis en plantas superiores y algas (Szabo et al., 2005;
Demmig-Adams y Adams 2006; Lavaud, 2007). NPQ, es la suma de diferentes
mecanismos que contribuyen a la disipacién total de calor. Este término refleja la
influencia de procesos no fotoquimicos en la emisién de fluorescencia de la clorofila
durante la transiciéon de una muestra del estado adaptado a la oscuridad al estado
adaptado a la luz, como cambios en el gradiente de pH transtilacoidal, inactivacion de
centros de reaccion (fotoinhibicién) y cambios conformacionales dentro de los
complejos de pigmentos en la membrana tilacoide, desconexién de complejos

cosechadores de luz méviles del PSIl y formacidn de zeaxantina. En este estudio NPQ
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aumenta (Figura 9) al agregar cadmio al medio, observandose diferencias significativas
en al menos en un par de medias (p< 0.05). Este aumento en NPQ estd relacionado con
la disminucion de la eficiencia fotoquimica primaria a la luz (Fv/Fm), ya que cuando la
energia de excitacidn disponible excede la capacidad fotoquimica, puede ser disipada

en forma de calor antes de que llegue el centro de reaccidn PSII.

La acumulacidn de energia de excitaciéon que no puede ser eficientemente canalizada
hacia la ruta fotoquimica provoca la rdpida destrucciéon de una de las subunidades
proteicas del PS I, la proteina D1. En ese momento se interrumpe el transporte
electronico y disminuye la eficiencia del PS Il. Cuando la tasa de destrucciéon de D1
supera la de sintesis y reparaciéon se acumulan fotosistemas inactivos, incrementa la
carga energética del sistema que no puede ser transferida y los diferentes
componentes moleculares del entorno pueden resultar irreversiblemente dafiados.
Durante el proceso fotoquimico el transporte de electrones en los transportadores de
la membrana tilacoidal conlleva el bombeo de protones desde el estroma cloroplastico

al lumen tilacoidal donde se acumulan.

Esta acumulacion implica una disminucién del pH en el interior del lumen hecho que
dispara la activacion de la enzima violaxantin deepoxidasa, localizada en la cara interna
de los sacos tilacoidales. Esta enzima es la encargada de transformar el diepdxido
violaxantina en zeaxantina deepoxidada a través del intermediario monoepoxidado
anteraxantina. En cada paso la violaxantina pierde uno de los dos grupos epoxi que
posee en cada uno sus anillos. Esto implica un alargamiento del sistema de dobles
enlaces conjugados pasando de 9 en violaxantina a 10 en anteraxantina y 11 en
zeaxantina, esta es capaz de recibir la energia directamente de la clorofila excitada
disipandola posteriormente en forma de calor, sin emisidn de radiacién (Manrique,

2013).
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Figura 9. Decaimiento No-Fotoquimico NPQ en células de Chlorella vulgaris sometidas
a tratamiento con cadmio n=3. (Letras diferentes indican diferencias significativas
segln la prueba de Tukey p<0.05).

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

El evento inicial en la fotosintesis oxigénica, es la absorcidn de la luz por los complejos
antena. La energia de excitacién se transfiere de manera eficiente y rapidamente
dentro de la antena, hasta que llega a los centros de reaccién, donde la fotoquimica
primaria se lleva a cabo. La parte de la energia de excitacion que no se utiliza en la
proceso fotoquimico, se disipa ya sea en forma de calor, o se remite en forma de
fluorescencia, esta ultima siendo del 2-10 %. Dado que estos tres procesos, es decir, la
fotoquimica, la disipacién de calor, y la fluorescencia, no son independientes, sino que
estan en competencia unos con otros, el rendimiento de fluorescencia contiene

informacién sobre la eficiencia de los otros dos procesos (Stirbet et al., 2014).
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La curva de Kautsky, también conocida como la curva de la induccién de fluorescencia,
refleja los cambios en el estado redox del centro de reaccidn del fotosistema Il (RCII),
los cuales coinciden con los procesos primarios de la fotosintesis tras la iluminacién de
un alga o de una hoja adaptada a la oscuridad. Este patrén fue descrito por primera
vez por Kautsky y Hirsch en 1931. La curva de induccion de fluorescencia es un
fendmeno complejo que se puede dividir en dos fases principales: una fase rdpida
(hasta 1 segundo) seguida de una fase lenta (varios minutos). La fase rapida recibe el
nombre curva polifasica, por las inflexiones formadas, existiendo al menos 4,
denominadas O, J, I y P, por lo cual la curva se le conoce como “curva OJIP” (figura 10),
aunque otras inflexiones pueden aparecer bajo ciertas condiciones experimentales

(Stirbet et al., 2014).

La primera inflexidn de la curva de la induccién de fluorescencia, denominada “0”, por
ser el origen, representa un valor minimo de la fluorescencia y es la fluorescencia
emitida desde moléculas excitadas de Clorofila a en el complejo antena, antes que los
excitones hallan migrado al centro de reaccidn. Esta primera inflexion se desarrolla
entre los 10 a 50 us después de encendida la luz. La inflexion J, se desarrolla a los 2 ms
y esta relacionada con la reduccidn parcial de la Qa, La inflexion I, aparece alrededor de
los 20 ms después de la iluminacién y estd relacionada con la reduccién parcial de Qa y
Qs. El Rendimiento de fluorescencia continda aumentando hasta que alcanza el punto
de fluorescencia maxima (P) en este momento todos los centros de reaccion estan
reducidos. P es el punto de fluorescencia maxima debido a que el flujo de electrones
desde PQ a través del complejo b/f es el paso mas lento de la cadena. El rapido
aumento O-J en la fluorescencia representa la fase fotoquimica, esta fase es conocida
como “fase luminosa” ya que es modificada con la intensidad luminica. El aumento
restante en rendimiento de fluorescencia desde J a su pico (P) representa la fase

térmica, ya que se ve afectado por la temperatura (Lazar, 2006).
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Figura 10. Curva de induccidon de fluorescencia de clorofila a (fases rapida) y su
correspondencia con las reacciones de la cadena transportadora de electrones.

El modelo del flujo de energia a través del fotosistema Il, segun la prueba de OJIP
permite el calculo de los siguientes flujos:

(1) Flujo absorbido  (ABS)

(2) Flujo atrapado (TR)

(3) Flujo utilizado para el transporte electrénico en los acarreadores intermedios de la
cadena (ET)

(4) Flujo disipado como calor (DlI)

(5) Flujo utilizado para la reduccion de los aceptores finales del lado aceptor del

fotosistema PSI (RE)
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Figura 11. Modelo simplificado del flujo de energia a través del fotosistema I, seguin la
prueba de OJIP (Tsimilli-Michael y Strasser, 2008).

La prueba OJIP considera cada una de las inflexiones de la curva, los valores extremos
(Fo y Fm), asi como la pendiente inicial de la emision de la fluorescencia de la clorofila
a en PSIl (MO). Utilizando estos valores se pueden calcular los parametros descritos en

la tabla 1 (van Heerden et al., 2003).

Como se puede observar en la figura 12, los valores de fluorescencia a tiempo o (Fo) y
la fluorescencia maxima (Fm) tienden a disminuir a medida que aumenta la
concentraciéon del metal en el medio, lo cual indica que el cadmio provoca una

reduccion en el nimero de centros de reaccion abiertos.
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Figura 12. Efecto del cadmio sobre la fluorescencia variable en C. vulgaris n=8.

La figura 13 muestra los valores de fluorescencia graficados como fluorescencia
relativa en tiempo logaritmico [Vt=(Ft-Fo)/(Fm- Fo)]. El calculo de la fluorescencia
variable relativa (Vt) permite visualizar de manera dindmica la reduccién de Qa en el
tiempo de Fo a Fm. Los cambios en la cinética de OJIP se observan con mas detalle
cuando se grafica el cambio (A) dado entre el testigo y las muestras experimentales

(Fig 14).
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Figura 13. Efecto de las concentraciones del cadmio sobre la fluorescencia variable
relativa (Vt) expresada en tiempo logaritmico en C. vulgaris. n=8.
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Figura 14. Efecto del Cd?* sobre la fluorescencia variable relativa (Vt experimental-Vt
testigo) de C. vulgaris n=8.
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Las curvas AVt (Fig 14), se construyeron restando los valores de la cinética de
fluorescencia normalizada de los tratamientos (Vt) el valor de Vt del grupo testigo.
Inflexiones hacia arriba indican inhibiciones en el transporte electrénico e inflexiones

hacia abajo indican estimulaciones.

Como se puede observar en la figura 14, aparece una inflexion alrededor de los 0.3 ms,
esta inflexion (K) se encuentra relacionada con una inactivaciéon en el CLO. Segun
Stirbet et al. (2014), este incremento momentdneo de la fluorescencia se desarrolla
cuando Qa recibe un electrén desde la Feo’, mientras que P680* es reducido por Yz. Sin
embargo, cuando el CLO se encuentra inactivo, aun cuando Qa sigue reduciéndose,
P680* no se puede reducir, y por lo tanto Yz* sigue siendo oxidado, existiendo una
recombinacion rdpida de carga entre Qa y P680*, lo cual provoca la aparicién de esta

inflexion.

Una segunda inhibicidn se presenta entre las fases J e | (Fig. 14), lo cual indica una
inhibicién en el transporte electrénico entre los aceptores Qa y Qg. Por otro lado, se
observa una disminucion de entre la fase | a P, lo cual indica una estimulacion en la
reduccion de la plastoquinona o el flujo de electrones del lado donado del PSI, quizds
debido a una estimulacidn del flujo ciclico. Una vez alcanzado el valor maximo (Fm), se
puede observar un aumento al final de la fase P, lo cual nos podria indicar una
inhibicidn en el acarreo electrdnico en el lado aceptor del fotosistema |. El efecto del

cadmio en cada fase serd analizado de manera detallada a continuacion.

E. Funcion del complejo liberador de oxigeno (CLO)

La estimacion de la cantidad de los complejos liberadores de oxigeno activos a partir
de los datos obtenidos por emisién de fluorescencia del PSlI, se realizé considerando
los valores de la fluorescencia variable en la fase K [VK= (F300uS-Fo)/(FM-Fo)] (Liu et
al., 2011). Usando esta informacién se puede calcular la fraccién activa de complejos

liberadores de oxigeno después del tratamiento segun la siguiente férmula:
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Figura 15. Fraccion activa de complejos liberadores de oxigeno después del
tratamiento con cadmio respecto al grupo testigo n=8. (Letras diferentes indican
diferencias significativas segun la prueba de Tukey p<0.05).

Los datos obtenidos muestran que existe una disminucién en la fraccion de CLO activos
en todos los tratamientos, respecto al grupo testigo (p<0.05). Las mediciones de
liberacion de oxigeno y de emisién de fluorescencia polifasica de la clorofila a del
fotosistema Il, indican que el Cd podria tener efectos negativos en el funcionamiento

del complejo liberador de oxigeno.

En diversos estudios se ha observado que existen alteraciones tanto estructurales
como funcionales en la actividad fotosintética de diversos organismos (Bartlett et al.,
2008; Wan et al., 2011). Andosch y colaboradores (2012) observaron que este efecto
adverso se ve reducido por la adicidn de Ca al medio de cultivo antes de la exposicién a
Cd, esto indica que el Cd en este sentido ataca principalmente la homeostasis del Ca en

Micrasterias probablemente desplazando al Ca desde el nucleo catalitico del CLO.

Por otro lado se ha establecido cambios en el contenido de la proteina D1 en diversas

condiciones de estrés. Franco y colaboradores (1999) observaron que bajo tratamiento
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prolongado con cadmio, el recambio de la proteina D1 se inhibié en gran medida. Al
ser la proteina D1 el principal componente del complejo supramolecular PSII, la

inhibicién en su recambio afectaria el funcionamiento del CLO.

F. Estructura y funcion de los centros de reaccion del fotosistema Il

El Fotosistema Il es un complejo proteico de multiples subunidades embebido en la
membrana tilacoidal, se encuentra constituido por un complejo central dimérico, cada
mondmero se compone de un centro de reacciéon y unidades proteicas asociadas a

pigmentos que conforman el complejo cosechador de luz.

En este estudio el nUmero de centros de reaccion activos (RC/ABS) tiende a disminuir
cuando aumenta la concentracién de cadmio en el medio de cultivo, hasta un 32.4% en
la concentracién mds elevada, presentando diferencias significativas (p<0.05) en
relacion al grupo testigo (Fig. 16), por lo cual la captacién de energia que es utilizada
para la fotoquimica primaria disminuye. Esta reduccidon en el numero de centros de
reaccidon activos podria deberse a un dafio estructural sobre el fotosistema Il. El
cadmio genera indirectamente un estrés oxidativo, ocasionando un desequilibrio entre
la generacién y remocion de especies reactivas de oxigeno, las cuales son capaces de
danar membranas y proteinas. En este caso se ha observado que la presencia de
radicales libres en su entorno conducen a la destruccién de las proteinas del centro de

reaccion del PSIl (Jegerschold et al., 1990 ).
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Figura 16. Efecto de las concentraciones de cadmio sobre los centros de reaccidn
activos en la reduccion de QA por cada complejo antena del Fotosistema Il en C.
vulgaris. n=8. (Letras diferentes indican diferencias significativas segun la prueba de
Tukey p<0.05).

Por el contrario, el flujo de excitén absorbido por centro de reaccion (ABS/RC) tiende a
aumentar, con diferencias significativas (p<0.05) en las concentraciones de 0.6, 0.9 y
1.2 uM, respecto al grupo testigo, al aumentar 48.88% en la ultima concentracién (Fig.
17). El flujo de excitacién atrapado por centro de reaccidon que conduce a la reduccién
del aceptor primario (Qa) del PSIl (TRo/RC), aumenta un 8.78% (p<0.05) en la
concentraciéon de 1.2uM comparado con al grupo control (Figura 18). Sin embargo,
como se puede observar en la figura, el flujo electronico por centro de reaccién
después de Qa (ETo/RC), no varia en los grupos experimentales respecto al testigo

(p<0.05) (Fig. 19).
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Figura 17. Efecto de las concentraciones de cadmio sobre flujo de excitacién absorbido
por centro de reaccion del Fotosistema Il en C. vulgaris. n=8. (Letras diferentes indican
diferencias significativas segun la prueba de Tukey p<0.05).

Estos flujos de energia estdn relacionados entre si y dependen de propiedades
estructurales y de la actividad fotosintética de la muestra. El pardametro ABS/RC, es
considerado como una medida del tamafo aparente del Complejo cosechador de luz
del PSII (LCHII) o bien indica el nUmero de centros de reaccién activos. Al existir una
disminucion en el nimero de centros de reaccidn activos pero un aumento en la
absorcién por centro de reaccién, se deduce que la energia absorbida se distribuye
entre los centros de reaccion que permanecen activos, sin embargo como veremos
mas adelante esta energia no estd siendo utilizada para impulsar el proceso

fotoquimico.

El flujo de exciton atrapado (TRo/RC), representa la fraccién del flujo de fotones
absorbidos utilizada para la separacién de la carga primaria del PSll y la estabilizacién
de los RCs como P680*QA". Por lo tanto, el nimero de electrones transferidos a la Qa,

es igual al nimero de excitones atrapados por el RC (Stirbet y Govindjee , 2011).

ETo/RC, es una medida indirecta de la reoxidacidén de la Qa via transporte electrénico

en un centro de reaccion activo, ya que involucra por un lado, la capacidad del centro
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de reaccion para atrapar energia y utilizarla para reducir a la Qa y por otro el otro, la

capacidad del centro de reaccidon de mover los electrones mas alla de Qa.
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Figura 18. Efecto de las concentraciones de cadmio sobre el flujo de excitacidn
atrapado por centro de reaccién que conduce a la reduccién de QA en C. vulgaris. n=8.
(Letras diferentes indican diferencias significativas segun la prueba de Tukey p<0.05).

En este caso el atrapamiento por centro de reaccion (TRo/RC) si bien aumenta, no lo
hace de una manera proporcional al aumento de la absorcién por centro de reaccién
(ABS/RC) lo mismo sucede con el transporte electrénico después de Qa (ETo/RC), esto
indica que hay una fraccién de energia absorbida que no esta siendo utilizada para la
reduccion de la Qa y por lo tanto tampoco para la reduccién de la Qg, por lo cual esta
energia estaria siendo disipada en forma de calor, como se puede observar en la figura
20, en donde la disipacidon térmica por centro de reaccion (Dlo/RC), aumenta de
manera significativa (p<0.05) a partir de la concentracion de 0.6uM al compararse con
el grupo control. Esto se corrobora con una disminucién inversa de (ABS/RC), respecto
al rendimiento cuantico de la fotoquimica primaria (Fig. 21) y una disminucién

significativa en el rendimiento cuantico para el transporte electrénico (Fig. 22).
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Figura 19. Efecto de las concentraciones del cadmio sobre el flujo electrénico por
centro de reaccién en C. vulgaris. n=8. (Letras diferentes indican diferencias
significativas segun la prueba de Tukey p<0.05).

Wang y colaboradores (2014) sometieron a tratamiento con cadmio a plantulas de
Oryza sativa L., lo que provocd una disminucién del nimero de centros de reaccién
PSII activos, y un aumento del tamafio medio de la antena por cada centro de reaccion
activo (ABS/RC). Asi mismo la disipacién de la energia no fotoquimica por centro de
reaccion (Dlo/RC) aumentd en un 290% en plantulas sometidas a tratamiento de 100
MM de cadmio respecto al grupo control. Por otro lado, el transporte de electrones por

cada centro de reaccion (ETo/RC) disminuyd en un 36 %.
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Figura 20. Efecto de las concentraciones del cadmio sobre la disipacién térmica por
centro de reaccién en C. vulgaris. n=8. (Letras diferentes indican diferencias
significativas segun la prueba de Tukey p<0.05).

La mayoria de las condiciones ambientales estresantes limitan la habilidad de los
organismos fotosintéticos para utilizar la energia luminosa absorbida produciéndose
sobreexcitacion de los fotosistemas, consecuentemente el dafio fotooxidativo,
especialmente al fotosistema |Il, sin embargo los organismos fotosintéticos han
desarrollado estrategias para evitar o disminuir los efecto de la absorcidén excesiva de
luz. Entre los mecanismos implicados en la proteccion de PSII, se cree que la disipacidn
de energia absorbida en forma de calor es una de las mas relevantes. Sin embargo los
mecanismos que provocan el decaimiento No-fotoquimico, son diversos y se pueden
facilitar por la acidificacion del lumen de los tilacoides y la deepoxidacién de
carotenoides xantéfilos. Ademads a partir de cambios conformacionales en el aparato
fotosintético, componentes de los complejos PSIl se asocian con los PSI, traspasando
energia a estos Ultimos, los que son capaces de des-excitar pigmentos
espontaneamente. Esto denota la existencia de PSIl funcionales con distintas

conformaciones moleculares, es decir heterogéneos (Gonzalez et al., 2001).
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En la naturaleza, el PSIl es heterogéneo en términos de la antena y el lado donador. La
heterogeneidad de la antena incluye el tamafo de la antena y la variacién en la
conectividad de las moléculas del complejo antena. Basado en el tamano de la antena,
los centros de reaccidn del PSIl se han clasificado como alfa (a), beta (B), y gamma (y)
(Melis y Homann, 1976). Se diferencian entre si en la duracién de vida y el nimero de
clorofilas asociadas. La heterogeneidad del lado donador esta vinculada con la

capacidad de transferir un electrén desde la Qa.

El interés en la heterogeneidad del fotosistema Il aumentd cuando se observd que
puede cambiar bajo diferentes condiciones ambientales. En base a estudios recientes,
se sabe que hay cambios en la heterogeneidad del fotosistema Il en virtud de las altas
temperaturas (Mathur et al., 2011), alta salinidad (Mehta et al., 2010a), pH (Tongra et
al., 2011), y algunos contaminantes (Singh y Jajoo, 2013). Hay cambios en el nimero
de centros de reaccidn activos, interconversion de los centros alfa activos en centros
beta y gamma inactivos, y también se presenta un aumento en el numero de centros
que no son capaces de reducir a la Qg en diversas condiciones de estrés (Kalaji et al.,

2014).

G. Actividad y eficiencia cuantica del fotosistema Il

En el presente trabajo se observd una reduccion significativa (p<0.05) en el
rendimiento cuantico maximo para la fotoquimica primaria en PSIl (DPo=TRo/ABS) en
concentraciones de 0.3 uM y superiores. Analizando nuestros resultados podemos
atribuir esta disminucion a que los valores de fluorescencia a tiempo (Fo) y la
fluorescencia maxima (Fm) tienden a disminuir a medida que aumenta la
concentracion del metal en el medio, lo cual indica que el cadmio provoca una
reduccion en el nimero de centros de reaccion abiertos. Una disminucién de Fo puede
ser atribuido a una menor disipacidon de energia en el complejo antena, previo a la
separacion de cargas, ya que como se observd la absorcidn por centro de reaccién
tiende a aumentar, sin embargo esta energia que no fue disipada, posteriormente
tampoco sera atrapada por el centro de reaccidn para la reduccion de la Qa (TRo/RC),
por lo cual estos centros de reaccidén serian considerados como “RCs silenciosos”,

término propuesto por Strasser y Tsimilli-Michael (1998) para los centros de reaccidn
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inactivos, que no reducen a la Qa, ni contribuyen a la fluorescencia variable. Su
rendimiento de fluorescencia se mantiene baja, igual a la de los RC abiertos. Este tipo
de inactivacion es reversible, y desaparece tras eliminar el estrés, que habia provocado

la transformacion.
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Figura 21. Efecto de las concentraciones del cadmio sobre el rendimiento cudntico
maximo para la fotoquimica primaria en C. vulgaris. n=8. (Letras diferentes indican
diferencias significativas segun la prueba de Tukey p<0.05).

Estos resultados pueden atribuirse a la inestabilidad del complejo central del PSIl en las
membranas tilacoides. La influencia del cadmio en la estructura y composicion de
dominios PSII en las membranas tilacoides se ha presentado en varios informes (Ling y
Hong, 2009;. Janik et al., 2013). Wang y colaboradores (2014) investigaron la alteracién
en la presencia de D1, D2, Lhcbl y Lhcb2 por andlisis inmunoblot, la proteina D1
presentd una disminucién notable en su recambio. Sin embargo, D2, Lhcbl y Lhcb2,
eran menos afectadas bajo la misma condicidn. Por lo tanto, los resultados implican
gue la proteina D1 en el centro de reaccién PS Il era el blanco principal del cadmio en
plantulas de arroz. En dicho estudio se realizaron observaciones ultraestructurales, las

cuales revelaron que el Cd afecta de manera negativa la ultraestructura de los
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cloroplastos y tilacoides. Cuando esto sucede, el proceso fotosintético se bloquea
inevitablemente. Estos cambios son similares a la desorganizacién de las membranas
tilacoides observadas en plantas de tomate (Gratao et al., 2009) y algodén (Daud et al.,
2013). La estructura de los tilacoides esta relacionada con la absorcion de la energia de
la luz. Por lo tanto los resultados del presente estudio, pueden ser también causados

por la modificacidn en el apilamiento tilacoide.

Por otro lado, la probabilidad de que un electron se mueva mas alla de la Qa (Wo),
disminuye de manera significativa (p<0.05) en la concentraciones mds elevada un
13.11% en relacion al grupo control (Fig. 22). El rendimiento cuantico para el
transporte electronico (Eo= ETo/ABS), es el producto entre el rendimiento cuantico
maximo para la fotoquimica primaria (DPo) y la probabilidad que un electréon atrapado
en el centro de reaccion se mueva mas alld de Qa- (Wo), una disminucién en ambos
parametros conlleva a una disminucién (35.7%) en el rendimiento cudntico para el
transporte electrénico de manera significativa (p<0.05) en la concentracién de 1.2 uM

de Cadmio comparado con el grupo testigo.
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Figura 22. Efecto de las concentraciones del cadmio sobre la eficiencia con la que un
electron se mueve después de QA, en C. vulgaris. n=8. (Letras diferentes indican
diferencias significativas segun la prueba de Tukey p<0.05).
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Los resultados indican que el efecto del cadmio se presenta tanto en el lado donador
como aceptor del PSIl, un sitio candidato que podria ser afectado en el lado aceptor
del PSII, es el complejo quinona-hierro (Qa-Fe-Qs). Ya que como muestran nuestros
resultados y estudios anteriores (Utsching et al., 1998), el Cd?* inhibe la transferencia
de electrones entre la Qa y Qs. El mecanismo mas probable de inhibicion es a través de
cambios en los estados de protonacién de los residuos de histidina alrededor de la Qg
(Adelroth et al., 2001; Paddock et al., 2003). Sigfridsson y colaboradores (2004)
presentaron una propuesta, derivada de la unidn del Cd?* a dos residuos de histidina
en la subunidad H. Estos histidinas constituyen el punto de entrada para los protones
que participan en la protonacién de la Qg reducida. En relaciéon a este aspecto, D1-
His252 podria estar en contacto con D1-Ser264, que esta conectado directamente a
Qs. Esto sugiere que D1-His252 participa en la via de la protonacién de Qg. Si esto es
cierto, D1-His252 podria ser el sitio donde el Cd?** se une, y que esto afecte la
transferencia de electrones entre los aceptores de quinona y provoque interacciones

magnéticas de baja afinidad entre la Qa y el Fe?*
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Figura 23. Efecto de las concentraciones de cadmio sobre el rendimiento cuantico del
transporte electrénico, en C. vulgaris. n=8. (Letras diferentes indican diferencias
significativas segun la prueba de Tukey p<0.05).
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H. Actividad y eficiencia cuantica del transporte electrénico en los
acarreadores intermedios (QB->PQ->Cith6/f - PC) y los acarreadores del
lado aceptor del fotosistema | (A0 >A1->FX -FA/FB-> Fd FNR).

El PSI es un complejo proteico localizado en la membrana tilacoide que media el flujo
electronico entre el PSIl y NADP*. La energia de excitacidon del complejo antena del PSI
se transfiere al centro P700, por su parte P700 dona electrones al aceptor primario AO.
La separacidon de carga y la estabilizacién se da a través del aceptor secundario Al, y
finalmente se da el flujo electrénico hacia los centros de hierro-azufre (FX, FA, y FB), lo
que provoca la reduccién de la ferredoxina (Fd). El cation P700* formado después de la
separacion de cargas se vuelve a reducir por la plastocianina (PC). A su vez, la PC

oxidada recibe electrones del Cyt be/f (Belatik et al., 2013).

La mayoria de los estudios revela que el PSIl es un sitio altamente sensible al efecto
perjudicial del cadmio y que su funcionamiento se inhibe a un grado mucho mayor que
el funcionamiento del PSI. Sin embargo, en este caso tanto el PSI como el PSII se vieron
afectados. Ya que como podemos observar en la Figura 24, a medida que aumenta la
concentracion del metal, disminuye la probabilidad de que los acarreadores
intermedios (QB —>PQ ->Citb6/f -PC) reduzcan a los aceptores finales del PSI
[6RO = (1-VI1)/(1-VJ)] presentandose diferencias significativas entre los tratamientos (P<

0.05) y el grupo testigo.

Como se ha mencionado anteriormente, los metales pesados pueden competir con
metales esenciales por los sitios de unién a metal en proteinas. Muchos de estos sitios
se encuentran relacionados con la inhibicion de la cadena fotosintética de
transferencia de electrones (Kiipper et al., 2004). Belatik y colaboradores (2013)
examinaron la interaccion entre el Pb y fracciones submembranales del PSI de
espinaca. El andlisis espectroscopico mostrd que el Pb?* se une polipéptidos del PSI a
través de atomos de oxigeno y nitrégeno. En concentraciones de 0.2 mM, la
interaccion de Pb se limita a la pérdida de hojas-R antiparalelas. Sin embargo, a
concentraciones de 0.5 mM se presenta una fuerte perturbacién en el PSI con una

pérdida significativa en la estructura de la a—hélice. Igualmente se observé un blogueo
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en la transferencia de electrones entre la PC y P700, lo cual podria ser explicado por la
union de Pb?* a la Plastocianina, la cual es un polipéptido que contiene un ién de Cu.
Cationes como el Pb 2*, Hg?* y Cd?*, son conocidos por competir en dianas moleculares
especificas con otros cationes divalentes esenciales. Por lo cual es plausible que el
cadmio pueda perturbar el sitio de unién de Cu en la Plastocianina. Una alteracidn de
este tipo sin duda podria alterar la actividad de transporte de electrones entre los

Fotosistemas | y Il.

Otro mecanismo alterno o complementario podria deberse a la deficiencia de Hierro
provocada por cadmio en organulos celulares reportado por varios estudios anteriores
y que posiblemente sea la principal causa de dafio en el PSI (Siedlecka y Baszynski
1993; Timperio et al., 2007). La deficiencia prolongada de hierro da lugar a la
generacién de especies reactivas de oxigeno en los tilacoides que destruyen
principalmente los centros de hierro-azufre (FX, FA y FB) desestabilizando el PSl y por

ende provocando la inhibicién en el transporte electréonico (Parmar et al., 2013).

298~ a

3ok 061 =

§5= b

>5 0% T ¢

232 05 T

:U)w J_ ¢ c

~o.9_§ T d T

ST o i J_

oos 04 T

Le T

Q)CT)Q

:-n—a(U

S_E_g 0,3 -

O ©

S8 02

RO

SES

58 & 01 -

© n

20 =

°y 8

Ao ®© 0,0 T T T T T T
0,00 0,15 0,30 0,60 0,90 1,20

Cd* uM

Figura 24. Efecto de las concentraciones de cadmio sobre la probabilidad con la que un
electrén proveniente de los acarreadores intermedios reduce los acarreadores del lado
aceptor del PSI, en C. vulgaris. n=8. (Letras diferentes indican diferencias significativas
seguln la prueba de Tukey p<0.05).
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El rendimiento cuantico para la reduccién de los ultimos aceptores del PSI (DRo), es el
resultado del producto de la eficiencia cuantica maxima para la fotoquimica primaria
(OPo), la probabilidad de que un electron se mueva mas alld de Qa- (DEo0) y la
probabilidad de que un electrén proveniente de los acarreadores intermedios reduzca
los acarreadores del lado aceptor de PSI (85Ro). En el presente estudio todos estos
pardmetros tienden a disminuir por lo cual como se puede observar en la figura 25 a
medida que aumentd la concentracién de cadmio, la eficiencia con la que se redujeron
los ultimos aceptores del lado reductor del PSI disminuye de manera significativa (P<

0.05) al agregar cadmio al medio.
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Figura 25. Efecto de las concentraciones de cadmio sobre el rendimiento cuantico para
la reduccién de los ultimos aceptores del PSI, en C. vulgaris. n=8. (Letras diferentes
indican diferencias significativas segun la prueba de Tukey p<0.05).

I. indice de rendimiento total.

El indice de rendimiento total (Pl total) es un parametro bastante sensible al estrés en
sobre la actividad fotoquimica. Pl total, es un indice multifactorial el cual a partir de

varios componentes independientes; la densidad de centros de reaccién (RC/ABS), una
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expresion relacionada a la fotoquimica primaria (OPo/(1-®Po), una expresidon
relacionada al transporte de electrones después de Qa [Wo/(1-Wo)] y la probabilidad
de reducir los aceptores finales del PSI [6Ro/(1-6Ro)]. En consecuencia, si un tipo de
estrés afecta alguno de estos componentes, el efecto se mostrard en el indice de
rendimiento, que por lo tanto tiene una sensibilidad superior a la alcanzada por

cualquiera de sus componentes aislados (Stirbet y Govindjee, 2011).
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Figura 26. Efecto de las concentraciones de cadmio sobre el indice de rendimiento
total en C. vulgaris. n=8. (Letras diferentes indican diferencias significativas segun la
prueba de Tukey p<0.05).

Xue y colaboradores (2014) sometieron a estrés por cadmio a plantas de soja,
obteniendo una disminucion en el Plags, lo cual se debe a una disminucién en el
numero de centros de reaccién activos asi como a una disminucién en el transporte de
electrones mas alld de la Qa-, lo que indica que tanto el lado donador como aceptor del
PSIl son inhibidos por Cd, en adicién a esto, en el presente estudio los resultados

indican que el efecto negativo del cadmio en la actividad fotosintética comprende
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efectos inhibitorios en ambos fotosistemas. Al comparar los resultados del grupo
testigo respecto a la concentracion mads elevada; la inhibicidn en cada parametro:
(RC/ABS), (®Po/(1-®P0)), (Wo/(1-Wo)) y (6Ro/(1-8R0)) fue de; 32.4%, 51.95%, 20.43%
y 42.95% respectivamente. Lo cual conduce a una reduccion significativa (p<0.05) del
Pl total en todos los tratamientos en relacién al grupo control, hasta un 83.9% en

1.2uM.

J. Acumulacion celular de Cd?*

En la figura 27 se muestra la acumulacién de cadmio por gramo de biomasa seca de
Chlorella vulgaris en relacidn a la concentracién de cadmio al inicio del tratamiento en
el medio de cultivo. Como podemos observar a medida que aumenta la concentracién
de cadmio en el medio hay una mayor acumulacién del metal por gramo de biomasa
seca, con diferencias significativas en al menos un par de medias (p<0.05). En la gréfica
se puede observar que en la acumulacidon de cadmio se presenté en dos fases, en
primer lugar se da de una manera lenta, hasta llegar a 0.51 (mg Cd2+/g PS), donde la
acumulacién presenta una tendencia a aumentar rapidamente, sin embargo no llega a

un punto de saturacion.

La biosorcién de metales por microalgas es considerado normalmente como un
proceso de dos etapas: (1) una eliminacion inicial rdpida (pasiva) de metales por la
célula y (2) una mucho mds lenta que se produce dentro de la célula. Durante la
extraccién pasiva, iones de metales pesados son adsorbidos en los grupos funcionales
presentes en la superficie celular mediante interacciones electrostaticas. Se trata de
procesos no metabdlicos, rdpidos, esencialmente reversibles, que se producen tanto
en las células vivas como no vivas. Incluye; la adsorcidn fisica, intercambio de iones,
adsorcién quimica, formacidon de complejos, la quelacién, y difusién a través de la
pared celular y la membrana (Mufioz et al., 2006; Sud et al., 2008). Cuando la
concentracion extracelular de iones de metales pesados es considerablemente mayor
gue su contraparte intracelular, los grupos de unidn en la superficie puede ayudar en
el transporte de los cationes a través de la membrana celular hacia el citoplasma
(Franklin et al., 2002).
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La segunda fase es esencialmente un proceso metabolismo dependiente, que implica
el transporte de iones metdlicos a través de la barrera de la membrana celular y la
posterior acumulacién dentro de la célula, con la unidn posterior a compuestos
intracelulares y/o organelos de contencion. Este proceso de absorcidn de metales es

mucho mas lento y generalmente irreversible, y se produce Unicamente en las células

vivas.
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Figura 27. Relacién entre la acumulacién celular de cadmio y la concentracién inicial
del metal en el medio de cultivo, después de 72horas. n=3 (Letras diferentes indican
diferencias significativas segun la prueba de Tukey p<0.05).

Los parametros considerados con anterioridad poseen relaciéon con la cantidad de
cadmio acumulado en las células. En primer lugar el crecimiento medido por peso seco
(Fig. 1) muestra una disminucién sin embargo no existe una acumulacién significativa
de cadmio respecto al grupo control, esto puede atribuirse a la excrecién de materiales
con grupos de unidon a metal por las células, los cuales consisten en una amplia

variedad de compuestos, incluyendo carbohidratos, proteinas, y lipidos. Este
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mecanismo afectaria el crecimiento sin embargo impide la acumulacién del metal en la
célula. En cuanto a pigmentos fotosintéticos, la cantidad de clorofila se ve afectada
drasticamente a partir de 0.185 (mg Cd*/g PS), por otro lado el contenido de
carotenoides totales (Fig. 5) aumenta de manera significativa al acumular 0.51 (mg

Cd?**/g PS).

La actividad fotosintética medida como liberaciéon de oxigeno (Fig. 6) y transporte
electrénico aparente (Fig. 8), no se ven afectados hasta que la acumulacién de cadmio
en las células rebasa 0.51 (mg Cd?*/g PS). Por otro lado, la Méaxima eficiencia
fotoquimica del PSIl en la luz (Fv/Fm), mostré mayor tolerancia al disminuir cuando la

célula acumula 1.28 (mg Cd */g PS).

Al analizar por etapas el proceso fotosintético, se observa que la estructura y eficiencia
funcional de los centros de reaccidn (Figuras 16-20) se ven modificados cuando la
cantidad de cadmio en las Células sobrepasa el 0.51 (mg Cd?*/g PS), lo mismo pasa con
la actividad y eficiencia cuantica del fotosistema I, si bien muestran una disminucidn
en los flujos electrénicos y rendimientos cudnticos cuando la célula sobrepasa 0.51 (mg
Cd?*/g PS), la eficiencia del proceso no disminuye de una manera proporcional al
aumento en la concentracion celular de Cadmio. Finalmente el indice de rendimiento
total (Pl Total), presenta una tendencia clara a disminuir, sin embargo tampoco lo hace

de manera directa al aumento del cadmio en las células.

Estos resultados indican que las células de Chlorella vulgaris son capaces de almacenar
cierta cantidad de cadmio sin que su metabolismo sea directamente modificado,
debido posiblemente a ciertos mecanismos de tolerancia que las células pueden
exhibir bajo condiciones de estrés. Sin embargo el resultado de la exposicidn vy
posterior acumulacion de cadmio, es una disminucion en el proceso fotosintético y una

reduccion en el crecimiento medido por Peso seco.
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VI CONCLUSIONES

El cadmio puede presentar diferentes mecanismos de inhibicion sobre el aparato
fotosintético, lo cual ha sido propuesto en diferentes estudios, sin embargo en muchos
de estos trabajos manejan concentraciones extremadamente altas de Cd** que pocas
veces se presentan en ambientes naturales, incluso los mds contaminados, o bien en
condiciones in vitro, por lo cual varios modos de accién atribuidos al cadmio podrian

llegar a ser ambientalmente irrelevantes.

Los resultados del presente trabajo mostraron que la adicién de cadmio al medio de
cultivo, provoca una disminucién del crecimiento de Chlorella vulgaris medido por
peso seco, y una reduccién en el contenido de clorofila total especifica.
Concentraciones de 0.6, 0.9 y 1.2 uM de Cd?* provocan un aumento en el contenido de
carotenoides totales, lo cual se explica como un intento de proteger al aparato
fotosintético contra danos fotooxidativos por radicales libres de oxigeno. Asi mismo
una vez que se adicionan al medio cantidades de 0.6 UM o superiores de Cadmio, la
tasa fotosintética medida como liberacién de oxigeno disminuye respecto al grupo

control.

El nimero de centros de reaccion presentd una tendencia a disminuir (RC/ABS), no
obstante hay una mayor absorcion por centro de reaccion (ABS/RC). Los rendimientos
cuanticos para la fotoquimica primaria (OPo), para el transporte electrénico (Eo) y
para la reduccion de los ultimos aceptores del PSI (DRo), disminuyeron al aumentar la
concentracion de cadmio en el medio. Por lo cual el indice de rendimiento total (Pl

total), decrece de manera significativa en todos los casos respecto al grupo control.

Las bajas concentraciones de cadmio utilizadas en el presente estudio, no poseen un
sitio especifico de inhibicion en la actividad fotosintética de Chlorella vulgaris, incluso
la célula es capaz de acumular cierta cantidad de metal, sin afectar significativamente
varios procesos metabdlicos relacionados con la actividad fotoquimica primaria vy el
transporte electrénico. Sin embargo la inhibicion en distintas etapas, produce una

reduccion en el proceso fotosintético total y por ende una disminucién en el
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crecimiento, incluso en la concentracion mas baja utilizada en este trabajo
(0.15uM/0.0168 mg.L-1). Si bien el efecto del cadmio sobre organismos fotosintéticos
puede modificarse por condiciones multifactoriales en ambientes naturales, de
acuerdo a las condiciones planteadas en este estudio, el cadmio a concentraciones
permisibles por la NOM-001-ECOL-1996, podria tener efectos nocivos sobre las

poblaciones de microalgas en los sistemas acuaticos.
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VIl APENDICE

Analisis de varianza de un factor y Tukey (p=0.05) Datos analizados con prueba de
distribucion normal y homogeneidad de varianzas de Bartlelt.

Figura 1. Crecimiento (Peso Seco)

Sistema SAS
Procedimiento ANOVA

Variable dependiente: Peso Seco

Sumade Cuadrado de

Fuente DF cuadrados la media F-Valor Pr>F
Modelo 5 0.05269496 0.01053899 43,98 <.0001
Error 12 0.00287574 0.00023965

Total correcto 17 0.05557070
R-cuadrado CoefVar RaizMSE vy Media

0.948251 12.77578 0.015480 0.121171

Cuadrado de
Fuente DF Anova SS la media F-Valor Pr>F
t 5 0.05269496 0.01053899 43.98 <.0001

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

Alfa 0.05
Error de grados de libertad 12
Error de cuadrado medio 0.00024
Valor critico del rango estudentizado  4.75015
Diferencia significativa minima 0.0425

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes.

Tukey Agrupamiento Media N t
A 021110 3 1

B 0.16556 3 2

B
C B 012556 3 3
C
C D 0.0988 3 4
D
E D 007333 3 5
E
E 0.05259 3 6
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Figura 2. Tasa de crecimiento relativo (l)

Sistema SAS
Procedimiento ANOVA

Variable dependiente: Tasa de crecimiento relativo ()

Suma de Cuadrado de

Fuente DF cuadrados la media F-Valor Pr>F
Modelo 5 0.00081478 0.00016296 48.57 <.0001
Error 12 0.00004026 0.00000335

Total correcto 17 0.00085504

R-cuadrado  CoefVar Raiz MSE Y Media

0.952914 7.35937 0.001832  0.024889

Cuadrado de
Fuente DF Anova SS la media F-Valor Pr>F
T 5 0.00081478 0.00016296 48.57 <.0001

Prueba del rango estudentizado de Tukey (HSD) para Tasa de crecimiento relativo

Alfa 0.05
Error de grados de libertad 12

Error de cuadrado medio 3.355E-6
Valor critico del rango estudentizado 4.75015
Diferencia significativa minima 0.005

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes.

Tukey Agrupamiento Media N T
A 0.034433 31

B A 0.030700 3 2

B

B C 0.026900 3 3
C

D C 0.023533 3 4

D

D C 0.019400 35

E 0.014367 3 6
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Figura 3. Tasa de duplicacidn celular (td)

Sistema SAS
Procedimiento ANOVA

Variable dependiente: Tasa de duplicacion celular

Sumade Cuadrado de

Fuente DF  cuadrados la media F-Valor Pr>F
Modelo 5 1661.879873 332.375975 31.88 <.0001
Error 12 125.118031  10.426503

Total correcto 17 1786.997904

R-cuadrado  CoefVar Raiz MSE Y Media

0.929984 10.57870 3.229010 30.52370

Cuadrado de
Fuente DF Anova SS lamedia F-Valor Pr>F
T 5 1661.879873 332.375975 31.88 <.0001
Sistema SAS

Procedimiento ANOVA

Prueba del rango estudentizado de Tukey (HSD) para Y

Alfa 0.05

Error de grados de libertad 12

Error de cuadrado medio 10.4265
Valor critico del rango estudentizado 4.75015
Diferencia significativa minima 8.8556

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes.

Tukey Agrupamiento Media N T
A 48.848 3 6

B 35913 3 5

B
C B 29604 3 4
C
CcC D 25809 3 3
CcC D
CcC D 22626 3 2
D
D 20342 3 1
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Figura 4. Clorofila total especifica

Sistema SAS
Procedimiento ANOVA

Variable dependiente: Clorofila total

Sumade Cuadradode

Fuente DF cuadrados la media F-Valor Pr>F
Modelo 5 183.6588203 36.7317641 220.27 <.0001
Error 12 2.0011177 0.1667598

Total correcto 17 185.6599380

R-cuadrado CoefVar RaizMSE y Media
0.989222 6.827736 0.408362 5.980933
Cuadrado de
Fuente DF Anova SS la media F-Valor Pr>F

t 5 183.6588203 36.7317641 220.27 <.0001

Prueba del rango estudentizado de Tukey (HSD) para Clorofila total

Alfa 0.05
Error de grados de libertad 12

Error de cuadrado medio 0.16676
Valor critico del rango estudentizado 4.75015
Diferencia significativa minima 1.1199

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes.

Tukey Agrupamiento Media N t
A 113743 3 1
B 9.2378 3 2
C 49597 3 3

3.9949 3 4

O O
(@)

D E 3.7141 3 5

E 26048 3 6
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Figura 5. Carotenoides totales especificos

Sistema SAS
Procedimiento ANOVA

Variable dependiente: Carotenoides totales especificos

Suma de Cuadrado de
Fuente DF cuadrados la media F-Valor Pr>F
Modelo 5 3.72723601 0.74544720 15.36 <.0001
Error 12 0.58236101 0.04853008
Total correcto 17  4.30959702
R-cuadrado CoefVar RaizMSE vy Media
0.864869 25.98249 0.220295 0.847861
Cuadrado de
Fuente DF Anova SS la media F-Valor Pr>F
t 5 3.72723601 0.74544720 15.36 <.0001
Sistema SAS
Procedimiento ANOVA
Prueba del rango estudentizado de Tukey (HSD) para 'y
Alfa 0.05
Error de grados de libertad 12

Error de cuadrado medio 0.04853
Valor critico del rango estudentizado 4.75015
Diferencia significativa minima 0.6042

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes.

Tukey Agrupamiento Media N t
A 1.4857 3 4
A
A 1.2907 3 6
A

B A 1.0675 3 5
B
B C 0.5434 3 3
C
C 03859 3 1
C
C 03139 3 2
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Figura 6. Liberacion de oxigeno

Sistema SAS
Procedimiento ANOVA

Variable dependiente: Liberacion de oxigeno

Suma de Cuadrado de

Fuente DF cuadrados la media F-Valor Pr>F
Modelo 5 8870.384766 1774.076953 20.55 <.0001
Error 12 1035.854583 86.321215

Total correcto 17 9906.239349

R-cuadrado  CoefVar Raiz MSE Y Media
0.895434 13.50053 9.290921 68.81893
Cuadrado de
Fuente DF Anova SS la media F-Valor Pr>F
T 5 8870.384766 1774.076953 20.55 <.0001

Prueba del rango estudentizado de Tukey (HSD) para Liberacion de oxigeno

Alfa 0.05
Error de grados de libertad 12

Error de cuadrado medio 86.32122
Valor critico del rango estudentizado 4.75015
Diferencia significativa minima 25.48

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes.

Tukey Agrupamiento Media N T

A 96.127 3 3
A

B A 84548 3 2

B A

B A 82967 3 1

B

B 70.242 3 4
C 44201 3 5
C

C 34828 3 6
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Figura 7. Maxima eficiencia fotoquimica del PSIl en la luz (Fv/Fm)

Sistema SAS
Procedimiento ANOVA

Variable dependiente: Fv/Fm

Suma de Cuadrado de

Fuente DF cuadrados la media F-Valor Pr>F
Modelo 5 0.06039578 0.01207916 9.73 0.0007
Error 12 0.01490333 0.00124194

Total correcto 17 0.07529911

R-cuadrado  CoefVar Raiz MSE Y Media

0.802078 5.595820 0.035241 0.629778

Cuadrado de
Fuente DF Anova SS la media F-Valor Pr>F
T 5 0.06039578 0.01207916 9.73 0.0007

Prueba del rango estudentizado de Tukey (HSD) para Fv/Fm

Alfa 0.05
Error de grados de libertad 12

Error de cuadrado medio 0.001242
Valor critico del rango estudentizado 4.75015
Diferencia significativa minima 0.0966

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes.

Tukey Agrupamiento Media N T

A 068733 3 1
A
B A 067000 3 4
B A
B A 065800 3 2
B A
B A 065500 3 3
B
B C 05883 3 5
C

C 052000 3 6
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Figura 8. Transporte electrénico aparente ETR

Sistema SAS
Procedimiento ANOVA

Variable dependiente: Transporte electrénico aparente

Suma de Cuadrado de

Fuente DF  cuadrados la media F-Valor Pr>F
Modelo 5 1634.555877 326.911175 10.69 0.0004
Error 12 366.900177 30.575015

Total correcto 17 2001.456054

R-cuadrado  CoefVar Raiz MSE Y Media
0.816683 18.69042 5.529468 29.58450
Cuadrado de
Fuente DF Anova SS lamedia F-Valor Pr>F
T 5 1634.555877 326.911175 10.69 0.0004

Prueba del rango estudentizado de Tukey (HSD) para Transporte electrénico aparente

Alfa 0.05
Error de grados de libertad 12

Error de cuadrado medio 30.57501
Valor critico del rango estudentizado 4.75015
Diferencia significativa minima 15.165

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes.

Tukey Agrupamiento Media N T

A 45205 3 1
A
A 38251 3 2
A
B A 30916 3 3
B
B 22820 3 4
B
B 20.647 3 6
B
B 19669 3 5
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Figura 9. Decaimiento No-Fotoquimico NPQ
Sistema SAS
Procedimiento ANOVA

Variable dependiente: Decaimiento No-Fotoquimico

Sumade Cuadrado de
Fuente DF cuadrados la media F-Valor Pr>F

Modelo

w

0.18638244 0.03727649 4,62 0.0140
Error 12 0.09689067 0.00807422

Total correcto 17 0.28327311

R-cuadrado  CoefVar Raiz MSE Y Media
0.657960 22.76133 0.089857 0.394778
Cuadrado de
Fuente DF Anova SS la media F-Valor Pr>F
T 5 0.18638244 0.03727649 4.62 0.0140

Prueba del rango estudentizado de Tukey (HSD) para Decaimiento No-fotoquimico

Alfa 0.05
Error de grados de libertad 12

Error de cuadrado medio 0.008074
Valor critico del rango estudentizado 4.75015
Diferencia significativa minima 0.2464

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes.

Tukey Agrupamiento Media N T
0.50967 3 3
0.48900 3 2
0.47033 3 4

0.34600 3 5

>>>>>>>>>

032233 3 6

[vellvelve veve R ve B ve)

0.23133 3 1
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Figura 15. Complejos liberadores de oxigeno activos
Sistema SAS
Procedimiento ANOVA

Variable dependiente: Complejos liberadores de oxigenos activos

Suma de Cuadrado de

Fuente DF cuadrados la media F-Valor Pr>F
Modelo 5 1.48654558 0.29730912 203.28 <.0001
Error 42 0.06142604 0.00146252

Total correcto 47  1.54797162

R-cuadrado  CoefVar Raiz MSE Y Media

0.960318 6.143223 0.038243 0.622523

Cuadrado de
Fuente DF Anova SS la media F-Valor Pr>F
T 5 1.48654558 0.29730912 203.28 <.0001

Prueba del rango estudentizado de Tukey (HSD) para Complejos liberadores de oxigeno activos

Alfa 0.05
Error de grados de libertad 42

Error de cuadrado medio 0.001463
Valor critico del rango estudentizado 4.22179
Diferencia significativa minima 0.0571

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes.

Tukey Agrupamiento Media N T

A 1.00000 8 1

B 060833 8 2
B
B 0.60104 8 4
B
B 055800 8 3
C 04891 8 6
C

C 047826 8 5
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Figura 16. Centros de reaccion activos RC/ABS
Sistema SAS
Procedimiento ANOVA

Variable dependiente: Centros de reaccién activos

Suma de Cuadrado de
Fuente DF cuadrados la media F-Valor Pr>F
Modelo 5 0.06448233 0.01289647 57.81 <.0001
Error 42 0.00937025 0.00022310

Total correcto 47 0.07385258

R-cuadrado  CoefVar Raiz MSE Y Media

0.873122 5.433143 0.014937 0.274916

Cuadrado de
Fuente DF Anova SS la media F-Valor Pr>F
T 5 0.06448233 0.01289647 57.81 <.0001

Prueba del rango estudentizado de Tukey (HSD) para Centros de reaccién activos

Alfa 0.05
Error de grados de libertad 42

Error de cuadrado medio 0.000223
Valor critico del rango estudentizado 4.22179
Diferencia significativa minima 0.0223

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes.

Tukey Agrupamiento Media N T

A 0318223 8 2

A
B A 0300895 8 1
B
B C 0291456 8 3
C
D C 0.270536 8 5
D
D 0.265018 8 4

E 0.203368 8 6
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Figura 17. Absorcién por centro de reaccion ABS/RC
Sistema SAS
Procedimiento ANOVA

Variable dependiente: Absorcion por centro de reaccion

Suma de Cuadrado de
Fuente DF  cuadrados la media F-Valor  Pr>F
Modelo 5 16.69065484 3.33813097 45.31 <.0001
Error 42 3.09461410 0.07368129
Total correcto 47 19.78526894
R-cuadrado  CoefVar Raiz MSE Y Media
0.843590 7.281826 0.271443 3.727677
Cuadrado de
Fuente DF Anova SS lamedia F-Valor Pr>F
T 5 16.69065484 3.33813097 45.31 <.0001

Prueba del rango estudentizado de Tukey (HSD) para la absorcidn por centro de reaccion

Alfa

Error de grados de libertad

Error de cuadrado medio

Valor critico del rango estudentizado
Diferencia significativa minima

0.05

42
0.073681
4.22179
0.4052

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes.

Tukey Agrupamiento Media
A 4.9489
3.8053

3.7068

[velos R ve v s v e

3.4378

OO0 00n

3.3240

ooU 0o

3.1433
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Figura 18. Atrapamiento por centro de reaccién (TRo/RC)
Sistema SAS
Procedimiento ANOVA

Variable dependiente: Atrapamiento por centro de reaccion

Suma de Cuadrado de
Fuentes DF cuadrados lamedia F-Valor Pr>F
Modelo 5 0.47057498 0.09411500 7.41 <.0001
Error 42 0.53359409 0.01270462
Total correcto 47 1.00416907

R-cuadrado CoefVar Raiz MSE Y Media

0.468621 5.023626 0.112715 2.243694

Cuadrado de
Fuente DF Anova SS la media F-Valor Pr>F
T 5 0.47057498 0.09411500 7.41 <.0001

Prueba del rango estudentizado de Tukey (HSD) para Atrapamiento por centro de reaccion

Alfa 0.05
Error de grados de libertad 42

Error de cuadrado medio 0.012705
Valor critico del rango estudentizado 4.22179
Diferencia significativa minima 0.1682

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes.

Tukey Agrupamiento Media N T

A 240704 8 6

A
B A 231840 8 4
B
B C 223838 8 5
B C
B C 221248 8 1
B C
B C 219419 8 3
c
C 209169 8 2
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Figura 19. Transporte electrénico por centro de reaccion (ETo/ RC)

Sistema SAS
Procedimiento ANOVA

Variable dependiente: Transporte electrénico por centro de reaccion

Sumade Cuadrado de

Fuente DF cuadrados la media F-Valor Pr>F
Modelo 5 0.03008269 0.00601654 3.68 0.0075
Error 42 0.06875108 0.00163693

Total correcto 47  0.09883377

R-cuadrado CoefVar Raiz MSE Y Media

0.304377 4.905459 0.040459 0.824775

Cuadrado de
Fuente DF Anova SS la media F-Valor Pr>F
T 5 0.03008269 0.00601654 3.68 0.0075

Prueba del rango estudentizado de Tukey (HSD) para Transporte electrénico por centro de reaccion

Alfa 0.05
Error de grados de libertad 42

Error de cuadrado medio 0.001637
Valor critico del rango estudentizado 4.22179
Diferencia significativa minima 0.0604

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes.

Tukey Agrupamiento Media N T

A 085266 8 1
A
A 085261 8 5
A
A 084304 8 4
A
A 080583 8 3
A
A 079776 8 2
A
A

0.79675 8 6
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FIGURA 20. Disipacion por centro de reaccién Dio/RC
Sistema SAS
Procedimiento ANOVA

Variable dependiente: Disipacion por centro de reaccion

Sumade Cuadrado de

Fuente DF cuadrados la media F-Valor Pr>F
Modelo 5 12.02251607 2.40450321 76.10 <.0001
Error 42 1.32704600 0.03159633

Total correcto 47 13.34956207

R-cuadrado  CoefVar Raiz MSE Y Media
0.900593 1197814 0.177754 1.483983
Cuadrado de
Fuente DF Anova SS la media F-Valor Pr>F

T 5 12.02251607 2.40450321 76.10 <.0001

Prueba del rango estudentizado de Tukey (HSD) para Disipacion por centro de reaccién

Alfa 0.05
Error de grados de libertad 42

Error de cuadrado medio 0.031596
Valor critico del rango estudentizado 4.22179
Diferencia significativa minima 0.2653

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes.

Tukey Agrupamiento Media N T

A 254186 8 6

B 1.4868 8 4
B
B 1.46845 8 5
B
C B 124358 8 3
c
C 111154 8 1
C
C 1.05161 8 2



Figura 21. Rendimiento cuantico maximo para la fotoquimica primaria ®Po
Sistema SAS
Procedimiento ANOVA
Variable dependiente: Y

Sumade Cuadrado de

Fuente DF cuadrados la media F-Valor Pr>F
Modelo 5 0.17533322 0.03506664 187.18 <.0001
Error 42 0.00786825 0.00018734

Total correcto 47  0.18320146

R-cuadrado  CoefVar Raiz MSE Y Media

0.957051 2.236385 0.013687 0.612023

Cuadrado de
Fuente DF Anova SS lamedia F-Valor Pr>F
T 5 0.17533322 0.03506664 187.18 <.0001

Prueba del rango estudentizado de Tukey (HSD) para Y

Alfa 0.05
Error de grados de libertad 42

Error de cuadrado medio 0.000187
Valor critico del rango estudentizado 4.22179
Diferencia significativa minima 0.0204

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes.

Tukey Agrupamiento Media N T
A 0.665625 8 1
A 0.665500 8 2

B 0.638525 8 3

(@]

0.610563 8 4

(@]

C 0.604063 8 5

D 048783 8 6
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Figura 22. Probabilidad que un electron atrapado en el centro de reaccidon se mueva

mas alla de Qa- Wo

Sistema SAS
Procedimiento ANOVA

Variable dependiente: Y

Suma de Cuadrado de

Fuente DF cuadrados la media F-Valor Pr>F
Modelo 5 0.01559856 0.00311971 16.05 <.0001
Error 42 0.00816290 0.00019435

Total correcto 47 0.02376146

R-cuadrado  CoefVar Raiz MSE Y Media

0.656465 3.783356 0.013941 0.368485

Cuadrado de
Fuente DF Anova SS la media F-valor Pr>F
T 5 0.01559856 0.00311971 16.05 <.0001

Prueba del rango estudentizado de Tukey (HSD) para Y

Alfa 0.05
Error de grados de libertad 42

Error de cuadrado medio 0.000194
Valor critico del rango estudentizado 4.22179
Diferencia significativa minima 0.0208

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes.

Tukey Agrupamiento Media N T
A 0385363 8 1
A
A 0.381413 8 2
A
A 0.380650 8 5
A
A 0.367100 8 3

0.364388 8 4

C 0.332000 8 6
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Figura 23. Rendimiento cudntico del transporte electrénico Eo

Sistema SAS
Procedimiento ANOVA

Variable dependiente: Y

Suma de Cuadrado de

Fuente DF  cuadrados la media F-Valor  Pr>F
Modelo 5 0.01559856 0.00311971 16.05 <.0001
Error 42 0.00816290 0.00019435
Total correcto 47  0.02376146

R-cuadrado CoefVar Raiz MSE Y Media

0.656465 3.783356 0.013941 0.368485

Cuadrado de
Fuente DF Anova SS la media  F-Valor Pr>F
T 5 0.01559856 0.00311971 16.05 <.0001

Prueba del rango estudentizado de Tukey (HSD) para Y

Alfa 0.05
Error de grados de libertad 42

Error de cuadrado medio 0.000194
Valor critico del rango estudentizado 4.22179
Diferencia significativa minima 0.0208

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes.

Tukey Agrupamiento Media N T

A 0385363 8 1
A
B A 0381413 8 2
B A
B A 0380650 8 5
B A
B A 0367100 8 3
B
B 0.364388 8 4
C 0.332000 8 6
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Figura 24. Probabilidad con la que un electron proveniente de los acarreadores
intermedios reduce los acarreadores del lado aceptor del PSI SRo.

Sistema SAS
Procedimiento ANOVA

Variable dependiente: Y

Suma de Cuadrado de

Fuente DF cuadrados la media F-Valor Pr>F
Modelo 5 0.23393766 0.04678753 38.28 <.0001
Error 42 0.05132971 0.00122214

Total correcto 47  0.28526736

R-cuadrado  CoefVar Raiz MSE Y Media

0.820065 7.286841 0.034959 0.479756

Cuadrado de
Fuente DF Anova SS la media F-Valor Pr>F
T 5 0.23393766 0.04678753 38.28 <.0001

Prueba del rango estudentizado de Tukey (HSD) para Y

Alfa 0.05
Error de grados de libertad 42

Error de cuadrado medio 0.001222
Valor critico del rango estudentizado 4.22179
Diferencia significativa minima 0.0522

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes.

Tukey Agrupamiento Media N T
A 05969 8 1

B 053290 8 2

v o)

B 048344 8 3

0.45092 8 6

OO0 0O0n

0.43373 8 4

D 03808 8 5
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Figura 25. Rendimiento cuantico para la reduccidon de los ultimos aceptores del PSI
Ro

Sistema SAS
Procedimiento ANOVA

Variable dependiente: Y

Sumade Cuadrado de
Fuente DF

cuadrados la media F-Valor Pr>F
Modelo 5 0.02404290 0.00480858 208.75 <.0001
Error 42 0.00096749 0.00002304

Total correcto 47  0.02501039

R-cuadrado  CoefVar Raiz MSE Y Media

0.961317 6.992763 0.004800 0.068636

Cuadrado de

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

T 5 0.02404290 0.00480858 208.75 <.0001

Prueba del rango estudentizado de Tukey (HSD) para Y

Alfa

0.05
Error de grados de libertad 42
Error de cuadrado medio 0.000023
Valor critico del rango estudentizado 4.22179
Diferencia significativa minima 0.0072

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes.

Tukey Agrupamiento Media N T
A 010189 8 1
B 0.090006 8 2

C 0.072417 8 3

O

0.058989 8 4

o

D 0.052901 8 5

E 0.035632 8 6

102



Figura 26. indice de rendimiento total Pl Total

Sistema SAS
Procedimiento ANOVA

Variable dependiente: Y

Suma de Cuadrado de
Fuente DF cuadrados la media F-Valor Pr>F

Modelo

(2}

133.5131535 26.7026307 203.66 <.0001
Error 42 5.5067048 0.1311120

Total correcto 47 139.0198584

R-cuadrado CoefVar Raiz MSE Y Media

0.960389  12.69221 0.362094  2.852882

Cuadrado de
Fuente DF Anova SS lamedia  F-Valor Pr>F
T 5 133.5131535 26.7026307 203.66 <.0001

Prueba del rango estudentizado de Tukey (HSD) para Y

Alfa 0.05
Error de grados de libertad 42

Error de cuadrado medio 0.131112
Valor critico del rango estudentizado 4.22179
Diferencia significativa minima 0.5405

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes.

Tukey Agrupamiento Media N T
A 55621 8 1
B 44679 8 2
C 28331 8 3
D 1.8495 8 4
D 15799 8 5

E 0.8248 8 6
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Figura 27. Acumulacion celular de Cd*

Sistema SAS
Procedimiento ANOVA

Variable dependiente: Acumulacién celular de Cd?*

Suma de Cuadrado de

Fuente DF  cuadrados la media F-Valor Pr>F
Modelo 5 14.65739931 2.93147986 3850.76 <.0001
Error 12 0.00913527 0.00076127
Total correcto 17 14.66653458

R-cuadrado CoefVar RaizMSE vy Media

0.999377 3.647612 0.027591 0.756417

Cuadrado de
Fuente DF Anova SS la media F-Valor Pr>F
t 5 14.65739931 2.93147986 3850.76 <.0001

Procedimiento ANOVA

Prueba del rango estudentizado de Tukey (HSD) paray

Alfa 0.05
Error de grados de libertad 12

Error de cuadrado medio 0.000761
Valor critico del rango estudentizado 4.75015
Diferencia significativa minima 0.0757

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes.
Tukey Agrupamiento Media N t
A 252446 3 6
B 1.28240 3 5
C 051567 3 4
D 0.18577 3 3
E 003019 3 2

E 0.00000 3 1
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