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RESUMEN

Los antibidticos son compuestos usados en la medicina humana y animal, por su capacidad de eliminar o inhibir
el crecimiento de los organismos que son sensibles a estos. Una vez administrados por via oral o inyectados,
muchos de estos antibidticos pueden ser eliminados en las excretas y orina, por lo que son vertidos a las aguas
residuales y llegan a los ecosistemas acuaticos con o sin modificacion de su estructura original y algunos de
estos son resistentes a la degradacion fisicoquimica y biologica por lo que permanecen por largo tiempo. Los
macrdlidos, son una de las familias de antibidticos mas consumida en la medicina humana y veterinaria, como
resultado de esto, han sido detectados en aguas superficiales y subterraneas, asi como en aguas destinadas
para el consumo humano. El mecanismo de accién de los macrolidos consiste en bloquear la sintesis de
proteinas en los ribosomas bacterianos 70S, por lo que se considera que pueden actuar sobre los ribosomas
70S de cloroplastos y mitocondrias, afectando el crecimiento del fitoplancton en los ambientes acuaticos.
Debido a esto, actualmente son considerados como contaminantes emergentes. En esta investigacion se
caracterizo el efecto del macrélido azitromicina en el crecimiento y metabolismo celular del alga verde
Tetradesmus incrassatulus. Para ello, el alga se cultivo en lote en el medio mineral PCG utilizando células en
fase exponencial, las cuales se mantuvieron en aireacion, a temperatura e iluminacion constantes. Las células
fueron expuestas a diferentes concentraciones de azitromicina: 0 (testigo), 40, 80, 120, 160, 200 pg.L-" durante
72 h. Se determind el crecimiento, el contenido de clorofilas y carotenoides, la actividad fotosintética y
respiratoria por oximetria y la actividad fotoquimica por la emisién de fluorescencia de la clorofila a del
fotosistema Il (PSIl). Los resultados muestran una disminucion del crecimiento (g.L") y la velocidad de
crecimiento relativo (), asi como un aumento en el tiempo de duplicacién (td). Se encontré que conforme
aumenta la concentracion del antibiético, la actividad fotosintética y respiratoria disminuyen, sin embargo, el
contenido especifico de clorofila y carotenoides totales por biomasa aumenta, quizas como un mecanismo de
compensacion ante la reduccion metabdlica provocada por el antibiético. El anélisis de la cinética polifasica de
la fluorescencia de la clorofila a del fotosistema 1, indica que la exposicion a azitromicina provoca una inhibicidn
del complejo liberador de oxigeno, afectando asi el transporte de electrones del lado donador del fotosistema
I1. Por otro lado, la reduccion del transporte en el fotosistema Il, esta asociado a un aumento en el transporte
del fotosistema |, particularmente en su lado aceptor, lo cual se manifiesta en un incremento en la fase I-P de
la cinética, probablemente debido a un incremento en el flujo ciclico en el fotosistema I. Esto demuestra que
bajas concentraciones de azitromicina son capaces de reducir el crecimiento y la actividad metabdlica de T.
incrassatulus aun cuando es expuesta por un periodo de tiempo corto. La introduccidn de antibiéticos como la
azitromicina en el medio acuatico podria afectar el crecimiento de los productores primarios y por tanto la
dinamica de todo el ecosistema. Por lo anterior, es importante |a realizar investigaciones que permitan generar
conocimiento sobre los efectos negativos de estos compuestos en el ambiente y asi enfatizar sobre la
importancia de incluirlos dentro del marco regulatorio, asi como de implementar estrategias para la correcta
disposicion de estas sustancias.



1. INTRODUCCION

1.1. Contaminantes emergentes y su presencia en el medio
acuatico.

Alrededor del mundo, el avance cientifico y tecnolégico ha propiciado el
descubrimiento de nuevas sustancias que son incluidas en el mercado, muchas de
estas sustancias tienen como fin satisfacer las necesidades basicas de la sociedad,
por lo que son utilizados de manera constante por el ser humano y, como resultado
de esto, son vertidas al ambiente de manera constante, teniendo el potencial de

acarrear un impacto ecolégico o de provocar dafios en la salud.

Muchas de estas sustancias han sido consideradas como contaminantes
emergentes, puesto que el conocimiento de su presencia en el ambiente es reciente
y, por lo tanto, no suelen estar sometidos a una normatividad que regule su manejo
y tratamiento (Castro-Pastrana et al., 2015). En su mayoria se trata de compuestos
nuevos, aunque también se puede tratar de compuestos cuyo uso data de mas
tiempo, pero su presencia e impacto en el ambiente y en la salud se desconocian
hasta ahora, ya que existen ciertas limitaciones analiticas que no permiten el
monitoreo de todas las especies quimicas presentes en el medio (Sauvé y

Desrosiers, 2014, citado por Flores, 2019).

Otra caracteristica que tienen estos compuestos en comun es que a pesar de sus
altas tasas de transformacion/remocion, su introduccidn constante hacia el
ambiente provoca que actuen como agentes persistentes (Barreto, 2017). Una vez
en el ambiente, estos pueden estar presentes en forma de compuestos parentales,
metabolitos o productos de degradacién, siendo en el medio acuatico en donde se
han detectado las concentraciones mas altas, aunque también pueden estar

presentes en sedimentos o sélidos suspendidos (Wilkinson et al., 2017).



Dentro de la lista de contaminantes emergentes se incluyen una amplia gama de
productos de uso doméstico e industrial, entre los cuales se encuentran los
pesticidas, herbicidas, aditivos industriales, nanomateriales, plastificantes,
surfactantes, asi como productos farmacéuticos (incluyendo hormonas) y productos
de cuidado personal (Rubio et al., 2013; Mandaric et al., 2016). Actualmente la red
NORMAN, un proyecto financiado por la Uniéon Europea, se encarga de identificar
la presencia de contaminantes emergentes y sus impactos en el ambiente y ha
clasificado al menos 700 compuestos como contaminantes emergentes en Europa
(Brack et al., 2012, citado por Flores, 2019).

1.2. Los Productos Farmacéuticos y de Cuidado Personal
(PFCPs) como contaminantes emergentes.

Dentro de los Productos Farmacéuticos y de Cuidado Personal (PFCPs) se
encuentran compuestos de diferente clase quimica, los cuales se utilizan
principalmente con el fin de mejorar la calidad de vida de los seres vivos, ya sea
tratando enfermedades (Productos Farmacéuticos), o atendiendo las necesidades
de cuidado personal e higiene de los seres vivos (Productos de Cuidado Personal)
(Boxall et al., 2012).

Los productos farmacéuticos son compuestos biolégicamente activos esenciales
para la prevencion y el tratamiento de enfermedades, asi como la proteccion de la
salud publica, dentro de esta clasificacion se incluyen también los medicamentos de
uso veterinario (Anekwe et al., 2017). El desarrollo de los productos farmacéuticos
ha cambiado la manera en la que son abordados los problemas de salud,
permitiendo controlar enfermedades que hasta entonces habian sido las causas

principales de morbilidad y mortandad en el mundo (Aminov, 2010).

El desarrollo de la industria farmacéutica ha modificado las condiciones de vida,
transformando los entornos sociales y econémicos. Sin embargo, la facilidad con la

que se puede acceder a este tipo de compuestos, sumado a la cantidad de
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productos nuevos que son agregados a la ya larga lista de diferentes farmacos en
el mercado también ha significado la contaminacién del ambiente, por lo que han

sido reconocidos como contaminantes emergentes importantes.

En 2012, el consumo global del sector farmacéutico fue de 1,043 millones de pesos
siendo China (25.9%), Estados Unidos (18.2%), Jap6n (10.1%), Francia (4.7%) y
Bélgica (4.2%) los principales consumidores, mientras que América Latina registro
un porcentaje de 4.7% (secretaria de Economia de México, 2013). Actualmente se
sabe que existen mas de 4000 ingredientes farmacéuticos activos que son
consumidos en el mundo; sin embargo, con la expansion de la poblacion y los
cambios demograficos, asi como el aumento del poder adquisitivo de los paises
emergentes, se espera que incremente la demanda de atencion sanitaria y con ello

el uso de los productos farmacéuticos (Bernot et al., 2016).

Los productos farmacéuticos son ingeridos o aplicados via topica, no obstante,
solamente alrededor de un 10-90% es utilizado por el organismo, el resto es liberado
ya sea como el compuesto original o en forma de metabolitos via orina o por las

heces fecales, llegando directamente a las aguas residuales (Hirsch et al., 1999).

Existen otras vias de liberacion de productos farmacéuticos al ambiente, por
ejemplo, la aplicacion de biosélidos o estiércol como fertilizantes para el suelo y la
liberacion accidental en los sitios de manufacturacion de estas sustancias. La
industria acuicola también representa una fuente importante de contaminacion ya
gue la disposicion de estos contaminantes en el agua ocurre directamente cuando
los farmacos son aplicados en el agua o indirectamente cuando son suministrados
a través del alimento de las especies acuaticas las cuales los metabolizan y los

liberan en sus excretas. (Boxall et al., 2012; Wilkinson et al., 2017).

Las plantas de tratamiento de aguas residuales tienen como proposito manejar los
desechos que generamos como sociedad. Durante el proceso de tratamiento del

agua residual, los compuestos organicos son degradados y removidos en las
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primeras etapas, donde los flujos residuales son tratados con microorganismos, que
actuan degradando los contaminantes y convirtiéndolos en biomasa, posteriormente
esta biomasa (o lodo secundario) es sedimentada y separada del agua (Daughton
y Ternes, 1999).

Sin embargo, en el caso de los residuos farmacéuticos, la mayoria de estos resisten
la degradacidén microbiana, incluso, las concentraciones de algunos pueden ser mas
bajas que los limites inferiores para alcanzar la afinidad de las enzimas con el
sustrato. En 1998, Ternes reporta que, para la mayoria de los farmacos polares, las
tasas de eliminacién en las plantas de tratamiento de aguas residuales son del 60
al 90%. Como resultado de esto, muchos compuestos farmacéuticos han sido
detectados en los sistemas acuaticos en concentraciones que van desde ngL-"

hasta mg-L-' (Daughton y Ternes, 1999).

El primer reporte de la existencia de productos farmacéuticos en el ambiente se
llevé a cabo en Kansas City, USA en 1976, donde fue detectada la presencia de
acido clofibrico en concentraciones de 0.8 a 2 uglL?' (Garrison et al.,, 1976),
Posteriormente, un estudio realizado en el rio Lee, el cual suministra agua potable
en el Norte de Londres, encontré la presencia de 25 tipos de farmacos en

concentraciones arriba de 1 pg'L? (Richardson y Bowron 1985).

1.3. Toxicidad en el ambiente de los productos farmacéuticos: El
caso de los antibidticos.

La presencia de estos compuestos en el ambiente es preocupante ya que existe
muy poca informacion sobre qué ocurre con estos compuestos una vez que llegan
al ambiente. En ese sentido, los productos farmacéuticos son compuestos
biol6gicamente activos que actlan en pequefias dosis sobre ciertos mecanismos
enzimaticos, vias metabdlicas o de sefalizacion celular en organismos particulares
(denominados organismos objetivo) (Wilkinson et al., 2017). No obstante, muchos

de estos mecanismos celulares han sido conservados por otros organismos a traves



de la evolucion por lo que estos se vuelven un blanco no objetivo sobre el cual puede

actuar el farmaco cuando este se encuentra en el ambiente (Anekwe et al., 2017).

En plantas como Phaseolus vulgaris L (Frijol comun), Glycine max (Soya), Medicago
sativa (Alfalfa) y Zea mays (Maiz) se encontré que su crecimiento y desarrollo se
vio afectado por la presencia de antibiéticos en el suelo (Jjemba 2002). De la misma
manera, el crecimiento de avena, arroz y pepino se ve afectado por la presencia de

antibiéticos como sulfametoxazol, sulfametazina trimetoprima (Liu et al., 2009).

Por otro lado, Robinson et al., 2004 reportan que, la exposicion a antibioticos de la
familia de las Fluoroquinolonas tuvo un efecto en la mortalidad de diferentes
organismos acudticos, siendo que para Daphnia magna y Pimephales promelas no
se observé un efecto significativo en concentraciones por debajo de los 10 mgL?
para ninguno de los antibidticos, lo cual contrasta con lo reportado por Microcystis
aeruginosa y Lemna minor, ambos organismos fotosintéticos, cuyas EC50s fueron

de 7.9 21960 pugL?y 53 a 2470 ugL* respectivamente.

1.4. Macrolidos

Una de las familias mas importantes de antibiéticos orales es la de los macrdlidos;
en su estructura se caracterizan por presentar un anillo de lactona macrociclico de
12, 14 0 16 atomos al que se une uno o varios azucares neutros o basicos mediante
enlaces glucosidicos (Figura 1). De manera general, los macrolidos son activos
contra microorganismos Gram positivos como (Clostridium perfringens,
Propionibacterium acnes-, Corybacterium diphteriae, Bacillus anthracis, Listeria,
Rhodococcus equii, Lactobacillus, Leuconostoc y Pediococcus) algunos Gram
negativos (Moraxella spp. Bordetella pertussis, Campylobacter jejuni, Gardnerella
vaginalis) y algunos protozoos son moderadamente sensibles (Toxoplasma gondii,

Cryptosporidium y Plasmodium).



Los macrdlidos cumplen con su actividad antimicrobiana uniéndose de manera

reversible a la subunidad 50s del ribosoma procarionte (Figura 1), especificamente

en el tunel de salida del péptido naciente, cerca del centro catalitico del ribosoma

(ARNr peptidil transferasa), lo que impide que continue la elongacion y provoca la

liberacion prematura del peptidil-tRNA (Dinos et al., 2001).

A

Eritromicina
(ERY)

Telitromicina
(TEL)

alkyl-aryl

exit
tunnel

Solitromicina
(SOL)

alkyl-aryl

Figura 1. Sitio de unién de los macrélidos en el canal de salida de la subunidad
grande del ribosoma 50S bacteriano (Tomado de Svletlov et al., 2017). La
Eritromicina interactua principalmente con la base A2058 del rRNA 23S mediante

puentes de hidrogeno.
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El primer macrdélido descubierto se obtuvo a partir de la cepa de Streotomyces
erythre y se le denomindé eritromicina A (Figura 2), a partir de este surgieron otros
macrolidos como la claritromicina, fluritromicina, diritromicina y azitromicina (Flores,
2019).

Anillo macrociclico
. de lactona

Figura 2 Estructura de la eritromicina.

En particular, eritromicina, claritromicina y azitromicina son los macrélidos mas
prescritos: la eritromicina es utilizada en pacientes alérgicos a la penicilina, ya que
su espectro antimicrobiano es similar. La claritromicina es utilizada en infecciones
respiratorias y de la piel, asi como en el tratamiento contra Helicobactor pylori
mientras que la azitromicina es mas potente que la eritromicina contra ciertas

especies de bacterias, principalmente Gram negativas (Salimi et al., 2015).



1.5. Azitromicina

La azitromicina (AZM) es un antibidtico de amplio espectro antibacteriano,
sintetizado en 1980 como un derivado semisintético de la eritromicina (Kobrehel et
al., 1982; Retsema et al., 1987;) cuya estructura solo difiere en la incorporacion de
un radical metilo con un atomo de nitrégeno en el carbono 9 del anillo de lactona
(Figura 3), el resultado de esta sustitucién es una estructura de 15 atomos de

carbono conocida como azalido (Parnham et al., 2014).

Eritromicina Azitromicina

Figura 3. Modificaciones en la estructura quimica de azitromicina con respecto a

eritromicina.

La azitromicina es un antibiético bacteriostatico, aunque también puede actuar
como bactericida en concentraciones elevadas, comparte el mismo mecanismo de
accion que otros macrolidos, inhibiendo la sintesis de proteinas uniéndose al canal
de salida del polipéptido, cerca del Centro Peptidil Transferasa (PTC) en el RNA
ribosomal 23S de la subunidad ribosomal 50S. Sin embargo, las modificaciones
estructurales con respecto a la eritromicina (Figura 3) incrementan su basicidad,
permitiendo que la penetracién de la membrana sea mas rapida y por tanto sea mas
efectiva la acumulacion del farmaco en la bacteria, mejorando asi su actividad

contra bacterias Gram Negativas (Dinos et al., 2001).



Es indicada para tratar enfermedades respiratorias, urogenitales, dérmicas y otras
infecciones bacterianas, por lo que actualmente es considerado el antibiético de
amplio espectro mas consumido en Norte América (Parnham et al., 2014) asi como
uno de los antibioticos mas prescritos en Estados Unidos junto con el ciprofloxacino
y sulfametoxazol (Bhandari et al., 2008) siendo que su produccién es de 1500

toneladas anualmente en todo el mundo (Martens y Demain, 2017).

También es considerado como un contaminante emergente de importancia para la
Agencia de Proteccion Ambiental de los Estados Unidos (Vermillion y Tjeerdema,
2017). Una vez que se metaboliza en el cuerpo, alrededor del 85% es excretado en
su forma bioactiva (Singer et al., 2014), por lo cual su presencia en cuerpos de agua
ha sido detectable. Comber et al, (2018) cuantifican la concentracion de
ingredientes farmacéuticos activos en los efluentes e influentes de 40 Plantas de
Tratamiento de Aguas Residuales en el Reino Unido, en este estudio, azitromicina
resultd ser uno de los antibidticos con menor eficiencia de remocion durante el
proceso de tratamiento, ademas de que la concentracién calculada en los efluentes
del 80% de las Plantas de Tratamiento resulté ser mas alta que la establecida en el

marco regulatorio.

Existe poca informacién sobre la presencia de este compuesto como contaminante
alrededor del mundo. En Barcelona, Espanfa, el andlisis de aguas subterraneas
demostrd la presencia de azitromicina y otros 72 farmacos, encontrado que los
antibiéticos fueron los compuestos encontrados con mayor frecuencia y dentro de
estos, la concentracion de azitromicina fue de las mas altas (1ug'L™") (Lopez-Serna
et al., 2013). Otro estudio realizado demuestra la presencia de antibidticos en
muestras de agua de un sistema canales internos en la rocas en Suiza entre los
cuales se encontré azitromicina cuya concentracion estaba en el orden de ng-L™’
(Morasch et al., 2010).

Estimaciones sobre la vida media de la azitromicina se han realizado utilizando

mezclas de biosolidos de aguas residuales con suelo calculando un aproximado de
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entre 71 a 951 dias (Gottschall et al., 2012). Mientras que, de acuerdo con Vermillion
y Tjeerdema (2017), la vida media de azitromicina utilizando un ambiente aerdbico
simulado fue de 82.52 + 56.54 dias. Por otro lado, Gravicova et al., 2014 examinaron
la bioacumulacion de 17 compuestos farmacéuticos en 2 organismos bentonicos,
Hydropsyche sp. y Erpobdella octoculata colectados en el rio Zivny en la Republica
Checa, reportando que azitromicina fue el compuesto encontrado en mayor
concentracion (85-40 ng-g-1 de peso seco) en las muestras de tejido homogenizado

de Hydropsyche sp.

2. ANTECEDENTES
2.1 Efecto toxico de los antibidticos en las microalgas.

Las algas y las cianobacterias son parte vital en la cadena trofica de los sistemas
acuaticos, por lo que modificaciones en su poblacion pueden resultar en un
desbalance en el ecosistema. En este sentido, es importante evaluar el impacto que
los antibidticos presentes en el medio pueden tener sobre las poblaciones de estos
organismos. Muchos estudios se han realizado con ese propdsito, encontrado que
precisamente las algas y cianobacterias son organismos altamente sensibles
(Valitalo et al., 2017).

De acuerdo con la bibliografia, las microalgas y cianobacterias son sensibles a
antibidticos como quinolonas, sulfonamidas, macroélidos, penicilinas y tetraciclinas,
Robinson et al. (2005) probaron el efecto de 5 antibidticos de la familia de las
fluoroquinolonas en la mortalidad de 5 organismos acuaticos: Pseudokirchneriella
Subcapitata (microalga), Microcystis aeruginosa (cianobacteria), Lemna minor
(Lenteja de agua), Daphnia magna (pulga de agua) y Pimephales promelas (Carpita
cabezona), encontrando que para Daphnia magna y Pimephales promelas no se
observé un efecto significativo en concentraciones por debajo de los 10 mgL™" para

ninguno de los antibidticos, lo cual contrasta con lo reportado para Microcystis
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aeruginosa y Lemna minor, ambos organismos fotosintéticos, cuyas EC50s fueron

de 7.9 a 1960 ugL'y 53 a 2470 ugL™' respectivamente.

De la misma manera, Halling-Sorensen (2000) estudio el efecto de 9 antibioticos,
entre ellos algunos inhibidores de la sintesis de proteinas como: Espiramicina y
Tilosina (macrdlidos), Clortetraciclina y Tetraciclina (tetraciclinas) y Estreptomicina
(aminoglucdsido), en el crecimiento y el contenido de clorofila de Microcystis
aeruginosa y Selenastrum capricornutum. De ellas, los valores de ECso para la
mayoria de los antibidticos fueron de 2 a 3 veces mas pequefios para la

cianobacteria en comparacién a la especie de microalga S. capricornutum.

Las mitocondrias y los cloroplastos son estructuras intracelulares que han
evolucionado a partir de un procarionte aerdbico y un procarionte fotosintético
respectivamente, los cuales formaron una relacion simbiotica con un organismo
eucarionte. Aunque estos organelos han experimentado modificaciones, ambos
mantienen su material genético y su maquinaria de transcripcion y traduccion, los
cuales aun poseen las caracteristicas procariontes. En ese sentido, el origen de
estos organelos y las caracteristicas procariontes, que han sido conservadas a lo
largo de la evolucion, convierte a los organismos fotosintéticos objetivos potenciales
de ciertos antibidticos, como los inhibidores de la sintesis de proteinas (Valitalo et
al., 2017).

Se ha demostrado que los inhibidores de la sintesis de proteinas interfieren en las
vias metabdlicas que ocurren en los cloroplastos de las microalgas (Liu et al., 2011),
tal como lo reportado para Pseudokirchneriella subcapitata, en la que se probaron
varios tipos de antibiéticos, encontrando que la eritromicina era altamente téxica
para esta especie, con una ECs0 de 0.35 mg-L™". Al igual que la claritromicina y su
metabolito14-hidroxi(R)-claritromicina, los cuales afectan el crecimiento de
Desmodesmus subspicatus con valores de EC10 de 23-28 mg-L™' (Baumann et al.,
2015).
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De igual manera, Liu et al., 2011 encontraron que la eritromicina tiene mayor efecto
téxico sobre el aparato fotosintético que ciprofloxacino y sulfametoxazol en
Selenastrum capricornutum mencionando que el efecto puede ocurrir en la
traduccién de genes en los cloroplastos, afectando la sintesis de ciertas proteinas
presentes en las membranas tilacoidales como el centro de reaccion del
Fotosistema Il (PSIl) y el complejo del citocromo bsf (Cit bef).

2.2 Lafluorescenciade laclorofilaa como herramienta para
medir el efecto de contaminantes sobre |la fotosintesis.

Durante la fotosintesis, la luz absorbida por los pigmentos fotosintéticos de los
complejos antena es transferida hacia las clorofilas del nucleo de los centros de
reaccion de los fotosistemas | y Il (PSI y PSIl), en donde es utilizada para llevar a
cabo el trabajo quimico. Cuando la energia de los pigmentos en los complejos
antena es transferida a las clorofilas de los centros de reaccion de PSII, un electrén
de estas moléculas pasa de un estado basal a un estado de mayor energia,
quedando asi las moléculas de clorofila en estado excitado, con tendencia a perder
su electron antes de regresar a su estado basal. La molécula de clorofila excitada
cede su electron a un aceptor intermediario, la feofitina (Pheo), de esta manera, la
clorofila queda en un estado oxidado (Chlo* a) y la feofitina en un estado reducido
(Pheo’), a esto se le conoce como separacion de cargas y es el evento fotoquimico

primario (Maxwell y Johnson, 2000).

A intensidades bajas de irradiacién, del total de la energia absorbida por los
complejos antena, alrededor de un 70% es utilizada para llevar a cabo trabajo
fotoquimico util, otra pequena parte de la energia es disipada como calor (25%) y
otra aun mas pequefa es reemitida como energia luminosa de menor energia
llamada fluorescencia (5%). Estos 3 procesos ocurren simultaneamente, por lo que
la energia se reparte entre estos al mismo tiempo, de manera que, si la eficiencia
de un proceso aumentara, la eficiencia en los otros dos disminuira (Gonzalez-
Moreno et al., 2008; Maxwell y Johnson, 2000).
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Si la separacion de cargas no ocurre, las moléculas de clorofila liberan el exceso de
energia como calor (95-97%) y como fluorescencia (2.5-5.0%). La emisiéon de
fluorescencia a temperatura ambiente es un evento exclusivo de la clorofila a y
ocurre en mayor parte por PSIl (a temperatura ambiente, PSI contribuye en un
porcentaje muy bajo al total de la fluorescencia por lo que no es considerado en los
modelos de la fotoquimica primaria). La emision de fluorescencia de la clorofila a
cambia constantemente en funcion de factores ambientales como, la intensidad de
irradiacion, la temperatura, niveles hidricos, la salinidad, deficiencias nutricionales
o presencia de contaminantes ya que estos pueden afectar la funcion del PSII
principalmente. De esta manera, el analisis de la emision de fluorescencia por la
clorofila a, puede ser utilizado para obtener informacion acerca de la respuesta de

los organismos fotosintéticos a eventos de estrés (Gonzalez-Moreno et al., 2008).

El analisis de la emision de fluorescencia de la clorofila a es una técnica no invasiva
y altamente sensible que se puede realizar en un periodo corto de tiempo (Acosta,
2016). El cambio en la emisién de la fluorescencia en el tiempo ha sido denominado
efecto de Kautsky, el cual consiste en una fase rapida de incremento de la
fluorescencia (dura menos de un segundo) y una fase lenta de decaimiento. La fase
de incremento rapida ocurre cuando una muestra adaptada a la oscuridad es
expuesta a un pulso de luz de saturante de manera continua, en este momento, la
fluorescencia aumenta rapidamente desde el minimo (O) al maximo (P) nivel.
Seguido de esto ocurre la fase de decaimiento lenta, donde la fluorescencia
disminuye hasta alcanzar el estado T (Maxwell y Johnson, 2000; Gonzalez-
Moreno et al., 2008).

La fase de incremento rapida ocurre en alrededor de 100 ms y al graficarla en tiempo
logaritmico pueden observarse 4 fases o inflexiones denominadas OJIP, las cuales
han sido explicadas en términos del transporte electronico (Strasser y Strasser,
1995) y estan relacionadas con el estado redox del primer aceptor, Qa, y de los
acarreadores de electrones en PSIl y PSI. La primera fase, denominada O, ocurre

a los 50us y corresponde a la fluorescencia minima (Fo) en la que todos los centros

14



de reaccidn se encuentran abiertos, ya que el primer aceptor se encuentra en estado
oxidado. La fase (J) se presenta a los 2 ms y ocurre por la reduccion del primer
aceptor de electrones Qa. La fase | ocurre a los 20 ms y esta relacionada con la
reduccion parcial de Qay Qg. La fase P se presenta cuando la fluorescencia alcanza
su punto maximo, se denomina Fwm, y cuando el pulso de luz es saturante, se
considera que se alcanza en un tiempo cuando todos los acarreadores de la cadena
transportadora de electrones fotosintética se encuentran reducidos. Adicionalmente
entre las inflexiones O y J puede presentarse una inflexidn denominada K, la cual
esta relacionada con la actividad del complejo liberador de oxigeno (CLO), en el
fotosistema |l. Esta fase se encuentra “cubierta” por la fase de O-J, y se observa
bajo condiciones de estrés que afecten el fotosistema Il (Tsimilli-Michael y Strasser,
2008).

Seguida de la fase rapida de aumento de la fluorescencia, ocurre la fase de
decaimiento, el decaimiento de la fluorescencia de la clorofila a en PSII se relaciona
con la actividad fotoquimica (decaimiento fotoquimico) y ocurre principalmente por
la reoxidacion de Qa" y, por tanto, la apertura de los centros de reaccidn que
disminuyen su emisién de fluorescencia. Sin embargo, otros eventos no
fotoquimicos pueden también estar relacionados con el decaimiento de la
fluorescencia (decaimiento no fotoquimico). De esta manera, para evaluar la
actividad fotoquimica de PSII es necesario distinguir la participacion de los procesos
fotoquimicos y no fotoquimicos en el decaimiento de la fluorescencia (Strasser y

Strasser, 1995; Maxwell y Johnson, 2000; Gonzalez-Moreno et al., 2008).

Perales-Vela et al.(2016) utilizan la fluorescencia de la clorofila a para evaluar el
estado del transporte electronico durante la fotosintesis en células de Chlorella
vulgaris expuestas a estreptomicina en concentraciones de 0, 0.3, 0.6, 0.9, 1.2, 1.5,
1.8, 2.4 mgL™", encontrando que la presencia de este compuesto en el medio
disminuye el rendimiento cuantico potencial para llevar a cabo la fotoquimica
primaria en células adaptadas a la oscuridad (®PPSIl), el rendimiento cuantico

operacional en células adaptadas a la luz (®PPSllop) la probabilidad de que un
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electron sea transportado después de Qa(wo) y el rendimiento cuantico
para el transporte electrénico ( ®PEo). De igual manera, encuentran que altas
concentraciones del antibidtico, inducen una diminucion en la disipacion de energia

mediante procesos no fotoquimicos.

Por otro lado, Deng et al. (2014) evaluan el efecto de eritromicina en la actividad
fotoquimica de PSI y PSII en la cianobacteria Microcystis aeruginosa, encontrando
que la presencia del antibiotico en el medio (10 mgL™") provoca una disminucion del
55% en el producto cuantico para llevar a cabo la fotoquimica del PSII (PPSllop) el
cual va acompanado por un aumento (18%) en la fraccién de energia que se disipa
como calor o como fluorescencia (NPQ). De igual manera, el producto cuantico
efectivo de PSI (®PSI) disminuye en presencia del compuesto, sin embargo, esta
disminucién esta asociada a que el transporte de electrones del lado donador de

PSI se encuentra limitado.

2.3 Problemaéatica en México.

El uso racional de los medicamentos ha sido promovido por la Organizacién Mundial
de la Salud (OMS) desde la década de los ochenta. Sin embargo, es hasta los 2000
que se empiezan a crear politicas y estrategias para prevenir el uso irracional de
medicamentos. En 2006, la Asamblea mundial de la Salud (2006) recomienda a los
paises miembros a invertir recursos para abordar esta problematica (Dreser et al.,
2008)

Los antimicrobianos se encuentran entre los productos farmaceéuticos que mas se
venden y mas se consumen en México, principalmente los que estan relacionados
con el tratamiento de infecciones respiratorias agudas (IRAS) e infecciones
gastrointestinales/diarreicas agudas (EDAS). Actualmente, la venta de
medicamentos se encuentra regulada en la ley general de la Salud la cual sehala
necesaria la prescripcion médica en la venta de medicamentos del grupo |V, entre

los cuales se encuentran los antibiéticos (Dreser et al., 2008).
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Sin embargo, la autoatencién y automedicacion son formas comunes de tratar los
problemas de salud en la poblacibn mexicana lo que lleva muchas veces a la
eliminacion incorrecta de los productos farmacéuticos no consumidos (Jauregui-
Medina, 2015). EI manejo ambiental de los residuos generados por la industria
farmacéutica se encuentra previsto en la Legislacion Mexicana. En el Reglamento
de la ley General del Equilibrio Ecolégico y Proteccion al Ambiente en Materia de
Residuos Peligrosos y la Ley General para la prevencion y Gestion Integral de los
Residuos, sefialan que los residuos provenientes de la industria farmacéutica deben

tener un manejo ambientalmente responsable por parte de los fabricantes.

Al mismo tiempo, los procesos de saneamiento de las aguas residuales en México
no responden a las necesidades de la poblacion, ya que solamente el 5% de las
plantas de tratamiento existentes operan de manera satisfactoria, siendo que la
mayoria de las plantas de tratamiento no eliminan ni disminuyen la concentracion
de muchos compuestos toxicos. Ademas de que se calcula que alrededor del 47%

del agua residual en México no recibe ningun tratamiento (Robledo et al., 2017).

Como resultado de esto, se ha registrado la presencia de productos farmacéuticos
en diferentes cuerpos de agua en la Republica Mexicana. Gibson et al. (2007), por
ejemplo, detectan la presencia de ibuprofeno, naproxeno y diclofenaco como
contaminantes persistentes en aguas tratadas que eran reusadas para la irrigaciéon
en el Valle de Tula. Mientras que Siemens et al. (2008) registran la presencia de 11
productos farmacéuticos dentro de los cuales destacan naproxeno, ibuprofeno y
diclofenaco en el Valle de Mezquital. También se ha encontrado la presencia de
acido salicilico, diclofenaco, naproxeno, ibuprofeno, ketoprofeno y gemfibrozil en
aguas superficiales y subterraneas de la Ciudad de México (Félix-Cafiedo et al.,
2013). Un estudio mas reciente realizado en aguas residuales de un hospital en la
ciudad de Toluca, México reporto la presencia de farmacos como glibenclamida y

metformina (Antidiabéticos), penicilina G y penicilina V (betalactdmicos) diclofenaco,
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ibuprofeno y naproxeno (antiinflamatorios no esteroidales) en concentraciones de
ug.L' (Pérez-Alvarez et al., 2018).

No obstante, solo la Uniébn Europea ha reconocido a los macrélidos como
contaminantes emergentes. En México, por el contrario, la situacion es muy
diferente pues ninguna de las Normas Oficiales Mexicanas (NOM) en materia
ambiental reconocen a los antibiéticos como contaminantes en las descargas de
aguas residuales en aguas nacionales (NOM-001-SEMARNAT-2021), en las
descargas de aguas residuales en los sistemas de alcantarillado (NOM-002-
SEMARNAT-1996) y en las aguas residuales destinadas a reuso (NOM-003-
SEMARNAT-1997).

Sin embargo, aln es poca la informacién con la que se cuenta en México sobre la
presencia de estos contaminantes en el ambiente lo cual dificulta el establecimiento
de un marco regulatorio que vigile especificamente los riesgos ambientales de los
farmacos, o que incluya estudios de monitoreo ambiental como un requerimiento

para el registro de nuevos compuestos.

2.4 Biologia General: Familia Scenedesmaceae

La familia Scenedesmaceae es un grupo de cloroficeas ampliamente distribuido a
nivel mundial, y se reporta en diferentes ambientes en las aguas continentales
mexicanas (Ortega, 1984). Es uno de los grupos de algas de agua dulce mas
comunes; sin embargo, las morfologias extremadamente diversas que se
encuentran dentro de las especies dificultan la identificacién. Pueden existir como
unicélulas; también se encuentran con frecuencia en cenobios de cuatro u ocho,
incluyen patrones lineales, costulatoides, irregulares, alternos o dactilococos. La
formacion del cenobio depende de varios factores. En ciertas circunstancias, a
razén de las condiciones de deficiencia de nitrégeno, pueden formar zooides, los
cuales pueden fusionarse y llevar a cabo fusibn gamética (Edwar, 1989).
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Se han encontrado una mayor proporcion de organismos unicelulares a altas
intensidades de luz y altas temperaturas. Por el contrario, la formacién de cenobios
grandes con células de mayor tamafio ha sido observada como una estrategia para
evitar el pastoreo por el zooplancton (Lirling, 2003) El crecimiento y la divisién
exitosos de las algas se basan en un equilibrio entre mantener la flotabilidad en la
zona eufética (que contiene luz y condiciones nutricionales ideales) y evitar el
pastoreo de depredadores. Las colonias mas grandes tienen una menor proporciéon
de superficie a volumen, lo que limita la absorcién de nutrientes y la recoleccion de
luz, y la gran masa promueve el hundimiento. Sin embargo, en presencia de
herbivoros, como Daphnia, que amenazan con consumir algas unicelulares, las
colonias mas grandes brindan una seguridad significativa. Esta amenaza puede ser
tan importante que las células se fusionaran en estas colonias de 8 células incluso
en condiciones de crecimiento muy limitadas para reducir la vulnerabilidad al
pastoreo o en condiciones de agotamiento de nutrientes (Trainor, 1998; Flores,
1999).

La familia Scenedesmaceae ha sido usada en investigaciones de fisiologia de
plantas (Van Den Hoek, 1995), en estudios de genética y en el analisis de las

respuestas de sus células a substancias quimicas (Flores, 1999).

3. JUSTIFICACION

El uso de productos farmacéuticos, asi como la introduccién al mercado de nuevos
farmacos es una practica creciente y constante que surge de la necesidad de
mejorar la calidad de vida de la sociedad. Esta demanda ha supuesto la introduccién
constante y poco controlada de estas sustancias al ambiente durante muchos afios,
sin considerar el riesgo que estas especies quimicas suponen para los organismos

gue habitan los ecosistemas acuaticos.

En México, la situacién no es diferente, ya que dentro del marco que regula la
disposicion de contaminantes (NOM-001-SEMARNAT-2021), no se considera la
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evaluacion de los farmacos. Debido a esto, es importante la realizaciéon de

investigaciones que permitan generar conocimiento sobre los efectos negativos de

estos compuestos en el ambiente y asi enfatizar sobre la importancia de incluirlos

dentro del marco regulatorio, asi como de implementar estrategias para la correcta

disposicion de estas sustancias.

4. HIPOTESIS

La exposicion a azitromicina afectard la sintesis de proteinas cloroplasticas de

Tetradesmus incrassatulus, reduciendo el proceso fotosintético, lo cual se vera

reflejado en la disminucién del crecimiento.

5. OBJETIVOS

5.1.

a)

d)

Objetivo general

Caracterizar la respuesta fisiologica de Tetradesmus incrassatulus

creciendo en presencia de azitromicina.

Objetivos particulares

Evaluar diferencialmente el crecimiento de Tetradesmus incrassatulus
expuesta a diferentes concentraciones de azitromicina.

Analizar comparativamente el contenido especifico de pigmentos
fotosintéticos de Tetradesmus incrassatulus expuesta a diferentes
concentraciones de azitromicina.

Determinar comparativamente la actividad fotosintética y respiratoria por
liberacion y consumo de oxigeno de Tetradesmus incrassatulus expuesta
a azitromicina.

Determinar la actividad fotosintética por emision de fluorescencia de

Tetradesmus incrassatulus expuesta a azitromicina
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1 Organismo

Se utilizé el alga verde Tetradesmus incrassatulus (Phylum Chlorophyta, Orden
Sphaeropleales, Familia Scenedesmaceae) donada por el Laboratorio de
Biotecnologia de Microalgas del Departamento de Biotecnologia y Bioingenieria del

Centro de Estudios Avanzados del Instituto Politécnico Nacional.

El género Tetradesmus incrassatulus fue descrito Tsarenko (2001). Este nombre se
considera actualmente como sinénimo de Tetradesmus incrassatulus (Bohlin)

Wynne (2016). La clasificacion del organismo utilizado en esta investigacion es la
siguiente:

Tetradesmus incrassatulus (Hegewald) Tsarenko, 2001

Dominio Eukaryota
Reino Plantae
Subreino Viridiplantae

Infrarreino  Chlorophyta infrarreino

Filo Chlorophyta
Subfilo Chlorophytina
Clase Chlorophyceae
Orden Sphaeropleales
Familia Scenedesmaceae
Género Tetradesmus
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6.2 Medio de cultivo

Los cultivos semilla y los tratamientos experimentales fueron cultivados
autotréficamente en el medio de cultivo PCG. Los experimentos se realizaron
utilizando cultivos axénicos de la microalga Tetradesmus incrassatulus. Las células
se crecieron en cultivos discontinuos en lote utilizando el medio mineral PCG, que
contenia por litro: 250 mg de NaNOs3; 30 mg de Ca(NO3).4H20; 40 mg de K2HPOg4;
30 mg de MgCls.7H20; 4,98 mg de FeS04.7H20, 25 mg de NaCl; 0,309 mg de
HsBOs; 0,118 mg de MnS04,4H20; 0,143,7 mg de ZnS04,7H20, 0,0204 mg;
Na2Mo04.2H20; 0.156 mg CuSO04.5H20, 0.1404 mg Co(NOs)2.6H20, pH 6.5
(Perales-Vela et al., 2016), bajo las siguientes condiciones de: temperatura (20-
25°C), iluminacién (200 pmoles'm s'), fotoperiodo (12/12 luz/oscuridad) y flujo de

aire (200 ml'm™).

6.3 Protocolo experimental

La evaluacion del efecto de azitromicina (Macrozit, Laboratorios Liomont S.A. de
C.V ®) en el metabolismo de T. incrassatulus se realiz6 de acuerdo con los
lineamientos de la guia 201 de la Organizacion para la Cooperacién y el Desarrollo
Econdémico (OECD) para la prueba de sustancias quimicas en algas y
cianobacterias (OECD, 2004). Para esto se consideré como unidad experimental a
botellas de vidrio cuadradas de 500 ml (Schott-Duran ®) inoculadas con células de
T. incrassatulus (sincronizadas en la mitad de la fase exponencial, con 72 h de
cultivo aproximadamente) ajustadas a un volumen total de 250 ml con Medio PCG
(Perales-Vela et al., 2007), todas las unidades experimentales estaban ajustadas a

0.1 unidades de absorbancia a 750nm.

Bajo las condiciones de cultivo mencionadas anteriormente, las células fueron

expuestas a las siguientes concentraciones de azitromicina: 0 (testigo), 40, 80, 120,
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160, 200 pg.L™" durante 72 h segun lo indicado en el protocolo de la OECD (1984),

para después determinar las siguientes variables de respuesta:

6.4 Variables de respuesta
6.4.1. Crecimiento

El crecimiento se determind por peso seco, se tomaron alicuotas de 50 ml de cada
muestra experimental (n=3) y se filtraron por vacio en membranas de nitrocelulosa
de 5.0um de diametro de poro (Millipore ®). Previamente, las membranas se
llevaron a peso constante manteniéndolas a 70°C por 24 h. Una vez filtradas las
muestras se secaron en horno a 70°C por 48 h, para después determinar el peso
seco utilizando una balanza analitica. Se determiné la tasa de crecimiento relativo
(u) y el tiempo de duplicacién celular (td) de acuerdo con las siguientes férmulas
(Organizacién Internacional de Normalizacién [ISO], 2012)

_ Inpesofinal — Inpesoinicial

~ tiempoinicial — tiempofinal

_In2

G

6.4.2. Cuantificacion de pigmentos fotosintéticos: clorofilas y carotenoides

td

El contenido especifico de pigmentos fotosintéticos por biomasa seca se cuantificd
tomando muestras de 2 ml por cada tratamiento (n=4), las cuales se centrifugaron
a 3,500 rpm por 5 min a temperatura ambiente. Las pastillas obtenidas fueron
resuspendidas cada una en 3 ml de metanol al 100% y posteriormente fueron
agitadas vigorosamente durante 1 min con ayuda de un vortex. La muestra se
incubd a 60°C por 10 min y después se centrifugd nuevamente a 3500 rpm por 5
min. Se recuperod el sobrenadante de cada muestra y se ajusté el volumen de cada
una a 3 ml con metanol al 100% para después obtener las absorbancias (666, 653
y 470nm de longitud de onda) con ayuda de un espectrofotometro UV/VIS marca
Perkin Elmer, modelo Lambda25. La concentraciéon de clorofila a (Chlo a), clorofila
b (Chlo b) y carotenoides totales (Cars) se determind segun las siguientes formulas
reportadas por Wellburn (1994).
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Clorofila a(ug/ml) = (15.65 * ABS¢e) — (7.34 * ABSgs3)

Clorofila b(ug/ml) = (27.05 * ABSgs3) — (11.21 * ABSes)

(1000 * ABS,7) — (2.86 = [Clorofila a]) — (129.2  [Clorofila b])
221

Cars(ug/ml) =

6.4.3. Determinacion de la actividad fotosintética y respiratoria por
oximetria

Para determinar la actividad fotosintética y respiratoria por oximetria se tomaron
cuatro muestras de cada tratamiento, lo equivalente a una absorbancia de 0.6
(750nm). Las muestras se centrifugaron durante un minuto a 3000 rpm vy la pastilla
obtenida fue suspendida en 1 ml de medio de cultivo fresco PCG, saturado de

oxigeno y a una temperatura de 30°C (Perales- Vela et al., 2007).

La tasa de liberacion y consumo de oxigeno de cada muestra se determino
utilizando un oximetro (Oxygraph, Hansatech ®, U.K.) manteniendo la temperatura
de la camara a 30°C con ayuda en un bafio de agua circulante. Para determinar la
tasa de liberacion de oxigeno fotosintético, se ilumind la muestra con una luz roja
(600nm), y un flujo foténico de 230umoles-m2-s™' durante 1 minuto. Posteriormente
se apago la luz y se registro la velocidad de consumo de oxigeno respiratorio por 1

minuto.

Se obtuvieron los valores de las velocidades de consumo y liberacion de oxigeno
de cada registro y se graficaron en relacion con el contenido de clorofila total en el
volumen de muestra tomado. De esta manera la tasa fotosintética y respiratoria se
expresaron como los nanomoles de O2 por mg de clorofila total liberados o

consumidos por minuto (nmoles O2/mg Chl total-min) (Perales-Vela et al., 2016).
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6.4.4. Determinacién de la actividad fotosintética por emisién de
fluorescencia

Cinéticarapida de la fluorescencia: Prueba OJIP

Para medir la actividad fotosintética por emision polifasica de fluorescencia de la
clorofila a en el Fotosistema Il (PSIl), se tomaron 15 muestras de 2 ml de cada
tratamiento (n=15) ajustadas a 0.6 unidades de absorbancia (750nm) las cuales

fueron acondicionadas a la oscuridad durante 15 min a temperatura ambiente.

Se utilizé un fluorémetro portatil marca HANDY-PEA (Hansatech, UK), acoplado a
la camara para fase liquida HPEA/LPA (Hansatech, UK) con el cual se irradié cada
muestra acoplada a la oscuridad con una luz roja saturante (A 600 nm,
3000umoles.m2.s1). Un detector con filtro de corte para emision a 685 nm presente
en el fluorémetro permitio registrar la fluorescencia emitida a 750nm por la clorofila
a del centro de reaccion de PSIl de manera que los valores de: Fluorescencia
minima (Fo=50us), Fluorescencia maxima (Fm=200us) y, Fluorescencia Variable
(Fv= Fm-Fo) fueron registrados directamente del equipo.

Para interpretar los datos y obtener otros parametros se utilizé el programa Handy-
PEA desarrollado por la misma compafiia (Hansatech, UK) y Bolizer-HP3 el cual fue
disefiado en el Laboratorio de Bioenergética de la Universidad de Ginebra. Suiza.
La interpretacién de los datos se realizé segun el analisis OJIP (Van Heerden et al,,
2003) (Tabla 1).

25



Tabla 1. Parametros cinéticos de la emision polifasica de fluorescencia de la
clorofila a del fotosistema Il (Prueba OJIP) (Van Herenden et al., 2004)

PARAMETROS PARA EL ANALISIS DE LA FASE RAPIDA DE LA FLUORESCENCIA

Senales registradas durante la fase rapida de la fluorescencia

Fo Fluorescencia minima (50ps)
Fk Fluorescencia en la inflexion K (300ps)
FJ Fluorescencia en la inflexion J (2ms)
Fi Fluorescencia en la inflexion | (20ms)
Fm Fluorescencia maxima

Fv=Fu-Fo Fluorescencia variable

VJ=(FJ'F0)/(F|\/|' Fo)

Fluorescencia variable a los 2ms

Mo = (Fk-Fo)/(Fum-Fo)

Pendiente desde el origen de la fluorescencia

Flujos especificos expresados por ce

ntro de reaccion RC

ABS/RC=(Mo/V,)/(1-Fo/Fn)

Absorcién por RC

TRo/RC= Mo/V,= (ABS/RC) ¢P,

Atrapamiento al tiempo 0 por RC

Dio/RC= (ABS/RC)-(TRo/RC)

Disipacioén al tiempo 0 por RC

ETo/RC= (TRo/RC) yo

Transporte electrénico al tiempo 0 por RC

Eficiencias cuaticas

@Po= TRO/ABS= (Fu-Fo)/Fu

Producto cuantico maximo potencial para llevar a

cabo la fotoquimica primaria

@Do= DIo/ABS= 1- @po= Fo-Fum

Producto cuantico maximo de disminucion de

excitacién no fotoquimica (Relajacion térmica)

Wo= ETo/TR0=1-V]

Eficiencia con la que un excitdon atrapado puede

mover un electrén después de Qa

PE0= Pro. Yo=(TRO/ABS)(ETo/TR0)=
ETo/ABS=(1-Fo/Fu)(1-V.)

Producto cuantico maximo para el transporte de

electrones en PSII

Indices vitales

Plas

indice de rendimiento para la conservacion de energia

para la reduccién de los acarreadores electronicos
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6.4.5. Andlisis de la fase lenta (Decaimiento) de la fluorescencia: Método de
pulsos de amplitud modulada (PAM)

Para determinar la eficiencia cuantica para llevar a cabo el transporte de electrones,
asi como el decaimiento no fotoquimico, se utilizaron tapetes celulares, los cuales
se obtuvieron filtrando un volumen de células a través de membranas de
nitrocelulosa (5um de poro), las cuales tenian la misma densidad 6ptica de 0.6.
Cada tapete celular se coloco en una pinza en la cual se ajusto la fibra optica. Las
muestras se mantuvieron a la oscuridad durante 5 min a temperatura antes de la

determinacion de la actividad fotosintética.

Las determinaciones se realizaron en un equipo de fluorescencia (FMS-
Fluorescence Monitoring System, Hansatech, U.K.). Para inducir la fluorescencia se
aplico primeramente un pulso de luz modulada (0.1 ymol de fotones.m?.s?) con el
fin de obtener la fluorescencia minima (Fo), posteriormente se aplicé un pulso de luz
saturante (10,000 ymol de fotones.m?.s?) por 0.7 seg, para inducir la fluorescencia
maxima (Fwm), se permitio la relajacidn por 5 minutos después del pulso saturante y
en seguida se encendi6 a luz actinica (215 ymoles-m=2-s-') por 240s, para después
tomar el valor de la fluorescencia en el estado estacionario (Fs), se aplico
nuevamente un pulso de luz saturante para obtener el valor de la fluorescencia
maxima en células adaptadas a la luz (Fwv’), posteriormente se apagé la luz actinica
y se encendio la luz infrarroja para asi obtener el valor de fluorescencia minima en

muestras adaptadas a la luz (Fo).

En la tabla 2 se describen las férmulas utilizadas por Maxwell y Johnson (2000) para
calcular los parametros para el analisis del decaimiento de la fluorescencia. Una vez
obtenidos los valores de Fo, Fm, Fs, Fw y Fo se calcul6 el rendimiento cuantico
operacional de PSIl (®PSIl) asi como la tasa de transporte electronico aparente

(ETR) y el decaimiento no fotoquimico (QNP).
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Tabla 2. Parametros para el andlisis del decaimiento de la fluorescencia (Maxwell y
Johnson 2000)

PARAMETROS PARA EL ANALISIS DEL DECAIMIENTO DE LA FLUORESCENCIA

Senales registradas durante la fase de decaimiento

Fo Fluorescencia minima en muestras adaptadas a la
oscuridad

Fum Fluorescencia maxima en muestras adaptadas a la
oscuridad

Fs Fluorescencia en el estado estacionario

Fum Fluorescencia maxima en muestras adaptadas a la
luz(20ms)

Fo Fluorescencia minima en muestras adaptadas a la luz

Parametros calculados

OPSllop=Fm-Fs/Fn’ Rendimiento cuantico operacional de PSIl en

muestras adaptadas a la luz

ETR= (OPSII) (PAR) Tasa de transporte electronico aparente

gNP= (Fu-Fw')/(Fm-Fo) Decaimiento no fotoquimico

6.4.6. Analisis estadistico

Las diferencias entre los tratamientos fueron procesadas utilizando un Analisis de
Varianza (ANOVA), de un factor, asi como la prueba de Tukey utilizando el paquete
estadistico SAS (SAS program, USA, ver. 9).
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7. RESULTADOS

7.1. Crecimiento

La presencia de azitromicina en el medio de cultivo afecta significativamente
(p<0.05) el crecimiento de T. incrassatulus, lo cual se ve reflejado en la reduccion
de la biomasa a las 72 horas de haber aplicado el tratamiento y ocurre conforme
aumenta la concentracion del antibiético en el medio de cultivo. En la concentracion
mas elevada de azitromicina (200upg.L-1) la biomasa disminuye un 66.3%

comparada con el control sin antibiético (Figura 4).
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Figura 4. Efecto de diferentes concentraciones de azitromicina en el
crecimiento de T. incrassatulus expresado en peso seco 72 h después
de la aplicacion del compuesto (Las letras diferentes indican
diferencias significativas de acuerdo con la prueba de Tukey p<0.05).
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El mismo patrén se observa en la tasa de crecimiento calculada por dia (), la cual
disminuye significativamente (p<0.05) conforme aumenta la concentracién del
compuesto, siendo que la concentracion mas alta provoca que se reduzca un 44%
en comparacion al control. Por otro lado, la tasa de crecimiento obtenida para las
concentraciones mas bajas (40ug.L") y (80ug.L") no difieren significativamente con

respecto al control (Figura 5).
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Figura 5. Efecto de diferentes concentraciones de azitromicina en la
tasa de crecimiento (u) de T. incrassatulus expuesta al compuesto
durante 72 h (Las letras diferentes indican diferencias significativas
de acuerdo con la prueba de Tukey p<0.05.

El tiempo de duplicacién se refiere al tiempo (expresado en horas) que requieren
las células para dividirse y duplicar el tamafio de su poblacion, de tal manera que
un aumento en el tiempo de duplicacion significaria un retraso en el crecimiento
poblacional. En este estudio se encontré que el tiempo de duplicacion aumenta
significativamente (p<0.05) conforme aumenta la concentracion de azitromicina en
el medio. Bajo la concentracion mas alta del antibidtico probada (200ug.L™") el

tiempo de duplicacién es de 37.5h, mientras que para el control el tiempo de
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duplicacién es de 20.8h, lo cual significa que la poblacion tarda 16.7h mas en
duplicar su tamano, en términos porcentuales se podria decir que la poblacion tarda

un 80.3% mas, en duplicar el numero de células (Figura 6).
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Figura 6. Efecto de diferentes concentraciones de azitromicina en el
tiempo de duplicacion (h) de T. incrassatulus expuesta al compuesto
durante 72 h (Las letras diferentes indican diferencias significativas
de acuerdo con la prueba de Tukey p<0.05).

7.2. Pigmentos fotosintéticos

El contenido volumétrico clorofilas y carotenoides de T. incrassatulus disminuye
significativamente (p<0.05) al incrementar la dosis de azitromicina. Siendo que, la
concentracion mas alta del antibidtico provoca una disminucion, del 65.6% y del
33% con respecto al control en el contenido por volumen de clorofilas totales y
carotenoides respectivamente (Tabla 3).
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Tabla 3. Efecto de la concentracién de azitromicina sobre el contenido volumétrico
de clorofilas totales y carotenoides de T. incrassatulus después de 72 h de
exposicion al compuesto. (Las letras diferentes indican diferencias significativas de
acuerdo con la prueba de Tukey p<0.05).

Azitromicina Clorofilas totales Carotenoides
(gL (mgL™) (mgL™)

0 20.06 + 0.56 a 1.40 £ 0.057 a
40 16.61+1.93 a 1.15+0.155 ab
80 9.933+0.68 b 0.93 + 0.060 bc
120 6.770 + 0.50 bc 0.61+0.038 cd
160 5.879 +0.18 bc 0.51+0.005 d
200 6.908 + 0.46 ¢ 0.50 + 0.029 d

Sin embargo, al relacionar el contenido de los pigmentos con la biomasa celular
obtenida (g) se obtuvo que el contenido de clorofilas totales y carotenoides por
gramo de peso seco es mas alto conforme la concentracion del antibidtico en el
medio aumenta. En la concentracion de azitromicina mas elevada ocurre un
aumento del 51.8% y del 59.5% en el contenido de clorofilas totales y carotenoides

por peso seco (Tabla 4).

Tabla 4. Efecto de la concentracion de azitromicina sobre el contenido de clorofilas
totales y carotenoides por gramo de peso seco en T. incrassatulus después de 72
h de exposicion al compuesto. (Las letras diferentes indican diferencias

significativas de acuerdo con la prueba de Tukey p<0.05).

Azitromicina Clorofilas totales Carotenoides
(gL™) (mg-g™) (mg-g™)

0 51.70+£289 b 3.61+£0.294 c
40 66.46 + 13.39 ba 4.63 +1.519 bc
80 68.98+9.5 ba 6.48 £ 0.838 a
120 76.94 £+ 11.46 a 7.00+£0.875 a
160 72.00+7.52 ba 6.56 £ 0.132 a
200 78.50+£9.22 a 5.76 + 0.824 ba
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7.3. Actividad fotosintética y respiratoria

La tasa fotosintética disminuye conforme aumenta la concentracién de azitromicina,
siendo que, bajo la concentracion mas alta de antibidtico probada, la tasa de
liberacién de oxigeno disminuye significativamente (p<0.05) un 79.3% con respecto
al tratamiento control. Sin embargo, los tratamientos 80ug-L-!, 120 ug-L™!, 160 ug-L-

1y 200 pgL! no presentaron diferencias significativas entre si (Figura 7).

Por otro lado, la tasa respiratoria decrece conforme la concentracion del antibidtico
en el medio es mayor, siendo que la concentracidn mas alta provoca una disminucion
en la respiracion del 66.29% en contraste con el tratamiento control. De igual manera,
no se presentaron diferencias significativas en el consumo de oxigeno bajo las
siguientes concentraciones de azitromicina probadas: 80ug-L™", 120 ugL", 160 ugL-
'y 200 pg-L-! (Figura 8).
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Figura 7. Efecto de diferentes concentraciones de azitromicina en la
tasa de liberacion de oxigeno (fotosintesis) en células de T.
incrassatulus expuestas al compuesto durante 72 h (Las letras
diferentes indican diferencias significativas de acuerdo con la prueba
de Tukey p<0.05).
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Figura 8. Efecto de diferentes concentraciones de azitromicina en la
tasa de consumo de oxigeno (respiracion) en células de T
incrassatulus expuestas al compuesto durante 72 h (Las letras

diferentes indican diferencias significativas de acuerdo con la prueba
de Tukey p<0.05).

7.4. Transporte electréonico y decaimiento no fotoquimico

Como ya se menciono anteriormente, una forma de monitorear la actividad
fotosintética es mediante el analisis de la fluorescencia de la clorofila a. De esta
manera, al irradiar las muestras a una intensidad luminica constante de luz blanca
(215 pmoles'm?s') se obtuvieron los valores del producto cuantico maximo
operacional para el fotosistema Il (PPSllop). De acuerdo con este analisis se

encontré que este parametro disminuye en presencia de azitromicina (Figura 9).
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Figura 9. Efecto de diferentes concentraciones de azitromicina en el
producto cuantico maximo operacional para la fotoquimica primaria
(®PSllop) de T. incrassatulus creciendo en presencia del compuesto
durante 72 h (Las letras diferentes indican diferencias significativas
de acuerdo con la prueba de Tukey p<0.05).

Producto cuantico maximo operacional

Al multiplicar el valor de ®PSllop por la densidad de flujo fotdnico (DFF), se obtiene
la tasa aparente del transporte electrénico (ETR) (Figura 10) la cual disminuye
significativamente (p<0.05) en presencia de azitromicina. En la maxima
concentracion probada del antibiético, la reduccién en la tasa de transporte fue

90.1% con respecto al control sin el antibiético (p<0.05).
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Figura 10. Efecto de diferentes concentraciones de azitromicina en
el transporte electréonico aparente (ETRap) de T. incrassatulus
creciendo en presencia del compuesto durante 72 h(Las letras
diferentes indican diferencias significativas de acuerdo con la prueba
de Tukey p<0.05).

Tasa de transporte electronico aparente (ETRap)
umoles de electrones.m'z.s'1lumoles de fotones.m*.s”

o

El decaimiento no fotoquimico (qNP), representa la liberacion de la energia de
excitacion en forma de calor, en este trabajo se encontré que (QNP) aumenta en las
células bajo la exposicion a azitromicina (Figura 11). La maxima disipacion de
energia en forma de calor se alcanza cuando la concentracién de azitromicina en el
medio de cultivo fue de 160 ug-L-!, siendo esta 53% superior a tratamiento control
sin antibidtico (p<0.05), sin embargo, a 200 ug.L”’, la disipacion solo fue del 39%

superior.
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Figura 11. Efecto de diferentes concentraciones de azitromicina en
la disipacién no fotoquimica (qNP) de T. incrassatulus creciendo en
presencia del compuesto durante 72 h (Las letras diferentes indican
diferencias significativas de acuerdo con la prueba de Tukey p<0.05)

7.5. Analisis de la cinética y los parametros de la emision

polifasica de la fluorescencia.

El analisis de fluorescencia por pulsos modulados (PAM) permite obtener
informacion acerca del transporte electronico y de los procesos fotoquimicos y no
fotoquimicos que influyen en el relajamiento del aparato fotosintético. Por otro lado,
mediante la prueba OJIP podemos obtener informacion acerca de los eventos de
absorcion, atrapamiento y transporte de la energia durante la actividad fotoquimica.
Como se menciond anteriormente, la prueba OJIP se realiza con muestras
adaptadas a la oscuridad, las cuales son irradiadas con un pulso de luz saturante,

que permita el llenado de la cadena.
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La figura 12 muestra la cinética de emision de fluorescencia de la clorofila en PSII
en células de T. incrassatulus, la cinética mostré un aumento en el valor de la
fluorescencia minima (Fo) en respuesta al aumento en la concentracion de
azitromicina. El valor de Fo incrementa en mayor proporcién que el valor de
fluorescencia méxima (Fwm) conforme la dosis de antibiético aumenta. Debido a esto,
el valor de fluorescencia variable (Fv), el cual se calcula como la diferencia entre Fm

y Fo (Fv= Fu-Fo), decrece conforme aumenta la concentracion del compuesto.
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Figura 12. Cinética de fluorescencia variable (U.R) de T.
incrassatulus después de 72 h de exposicion a diferentes
concentraciones de AZM (LHCII: Complejo cosechador de luz del
fotosistema I, CLO: Complejo liberador de oxigeno, Qa: Quinona A,
Qs: Quinona B, PSI-Fd: Fotosistema I-Ferredoxina)

Con el objetivo de visualizar el efecto de azitromicina en cada una de las fases de

la curva de induccion de la fluorescencia: O-J. J-l y I-P, los valores de fluorescencia

fueron expresados como fluorescencia variable relativa (Vt) (Figura 13) en cualquier

tiempo (Ft) de acuerdo con la siguiente formula Vt=(Ft/Fo) /(Fm-Fo). Esta expresion
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hace referencia a la fraccion de Qa que se encuentra en estado reducido (Qa-) en
un momento dado, de manera que permite observar la acumulacién de Qa™ en el
tiempo y, por lo tanto, el aumento en el numero de centros de reaccion cerrados en
una muestra fotosintética cuando es expuesta a la luz (Srivastava et al., 1997).
Ademas de las inflexiones que le dan nombre a la prueba (O, J. | y P), la exposicion
al antibiético induce la aparicion de una inflexién entre la fase O y J, la cual se
conoce como fase K (Figura 13) Seguido de la fase K, la cinética muestra una
disminucién en la emision de fluorescencia entre las siguientes dos fases (J e l).en

los tratamientos con azitromicina.
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Figura 13. Efecto de diferentes concentraciones de AZM en la
fluorescencia variable relativa (Vt) de T. incrassatulus después de 72
h de exposicion al antibiético (Las letras diferentes indican diferencias
significativas de acuerdo con la prueba de Tukey p<0.05).

39



o
[\

—_— : : : : : : ]
> 0O K J 1 P Fases
) 50 ps : 300 ps © 2ms : 20ms  :100-500 ms :
p 014 o RBSL Ll gls s ems L ams TS
2 73
® 5 Azitromicina
o £ 0.0 - :
o - —o— Opg.L"”
o £ : : . | —®— 40pg.L”
.g E .01 : : j ., G . i —o— 80 pg.L"
g s : : : : —O— 120 pg.L"
S ;0 : : b ] —0— 160 pg.L”
g T 024 o SO ............. .............. ........... —— 200 pg.L"
oS : : : i ‘ )i
0 < : : : s : ]
g 034 O IR R LI RMETITTNIS > TR
E LHCII —> CLO— QA —3> Qp—> PSI-Fd | Transporte e

0.4 ; ; ; ; ; ; !

0.001 0.01 0.1 1 10 100 1000 10000

Tiempo (ms)
Figura 14. Efecto de diferentes concentraciones de AZM en la
fluorescencia variable relativa (AVt) de T. incrassatulus después de
72 h de exposicion al antibidtico (Las letras diferentes indican
diferencias significativas de acuerdo con la prueba de Tukey p<0.05).

7.6. Parametros de la prueba OJIP.

Los resultados durante la fase rapida de la emision de la fluorescencia fueron
analizados cuantitativamente mediante la prueba OJIP, la cual establece una serie
de parametros que definen cada flujo de energia que sucede desde la absorcion de
luz en PSII hasta el transporte electrénico. Estos flujos de energia fueron definidos
como: Flujo absorbido (ABS), flujo de atrapamiento (TR), flujo de transporte
electronico (ET) y flujo de disipacion de la energia (DI1) y pueden ser expresados por

centro de reaccion (RC) (Tsimilli-Michael y Strasser 2008).
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En esta investigacion se encontré que el producto cuantico maximo potencial para
llevar a cabo la fotoquimica primaria (¢Po) disminuye significativamente (p<0.05) en
presencia de azitromicina en el medio, siendo que bajo la concentracion mas alta
se obtuvo una reduccion en este parametro del 85.97% con respecto al control
(Figura 15).
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fotoquimica primaria en PSII (¢Po)
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Figura 15. Efecto de diferentes concentraciones de AZM en el

Producto cuantico maximo potencial para la fotoquimica en PSII

(®Po) de T. incrassatulus después de 72 h de exposicion al antibidtico

(Las letras diferentes indican diferencias significativas de acuerdo
con la prueba de Tukey p<0.05).

En cuanto a la eficiencia con la que un exciton puede mover un electrén después
de Qa (Wo) no se encontr6 una disminucion considerable al aumentar la
concentracion de azitromicina, no se encontraron diferencias significativas entre los
tratamientos 80, 120, 160 y 200 pgL™" (Figura 16).
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Figura 16. Efecto de diferentes concentraciones de AZM en la
Eficiencia para que un fotdén atrapado mueva un electron mas alla de
Qa (Wo) en T incrassatulus después de 72 h de exposicion al
antibidtico (Las letras diferentes indican diferencias significativas de
acuerdo con la prueba de Tukey (p<0.05).

Por otro lado, la concentracion de azitromicina provoca una disminucion significativa
(p<0.05) en el producto cuantico para el transporte electronico (PEo) siendo que
bajo la concentracién mas alta se observo una reduccion del 85% en este parametro
(Figura 17)

42



0.6

0.5 -

H o

0.4 1

Mo

0.2 1

electronico de QB a Citb/f (pE0)

0.1 - e

Producto cuantico para el transporte

0.0

0 40 80 120 160 200
Azitromicina (ng.L™")

Figura 17. Efecto de diferentes concentraciones de AZM en el

Producto cuantico para el transporte electronico desde Qs hasta el

complejo cit bef (PE0) en T. incrassatulus después de 72 h de

exposicion al antibiético (Las letras diferentes indican diferencias

significativas de acuerdo con la prueba de Tukey (p<0.05).

El producto cuantico para la reduccion de los aceptores finales en PSI (®Etotal) el
cual es considerado como el transporte electronico hasta el final de la cadena
fotosintética, también se vio afectado significativamente (p<0.05) en respuesta al
aumento en la dosis de azitromicina, bajo la maxima concentracién se obtuvo una

disminucion del 74.13% en comparacién con el control. (Figura 18).

Por otro lado, la probabilidad de que ocurra el transporte electronico desde los
acarreadores intermedios hasta los acarreadores del lado aceptor de PSI (6Ro)
(Figura 19) aumenta significativamente conforme aumenta la concentracion del

compuesto (p<0.05).
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Figura 18. Efecto de diferentes concentraciones de AZM en el
Producto cuantico maximo para la reduccion de los aceptores
terminales de PSI (®Etotal) en T. incrassatulus después de 72 h de
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Figura 19. Efecto de diferentes concentraciones de AZM en la
reduccion de los aceptores terminales de PSI (8Ro) en T
incrassatulus después de 72 h de exposicidén al antibiotico (Las
letras diferentes indican diferencias significativas de acuerdo con la
prueba de Tukey (p<0.05).
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8. DISCUSION

Diferentes especies de algas tienen diferentes grados de sensibilidad a los
antibioticos. En este estudio se encontrd que la exposicion a azitromicina promueve

la disminucion del crecimiento en Tetradesmus incrassatulus, siendo la ECs0 de
152.2 pg.L'. Esto corresponde a lo observado anteriormente en organismos

fotosintéticos expuestos a otros macrolidos, tal es el caso de Liu et al. (2011a),
quienes reportan que una concentracion de eritromicina de 0.06 mg-L-! inhibe el
crecimiento de Selenastrum capricornutum en un 65.9%, otros antibiéticos como el
ciprofloxacino y sulfametoxazol obtuvieron el mismo efecto inhibitorio en dosis mas
altas de 1.5 y 2.0 mg-L"! respectivamente. De manera similar, Isidori et al. (2005)
reportaron que la ECso de crecimiento en Pseudokirchneriella subcapitata fue de 20
ug.L! para eritromicina y 2 ug.L' para claritromicina, mientras que para otros
antibidticos la ECso fue de 170 pg.L™' para oxitetraciclina y 520 upg.L"' para

sulfametoxazol.

El efecto de azitromicina ha sido evaluado anteriormente en Chlorella vulgaris,
reportando que la presencia de este antibiotico en el medio (5 mg-L") provoca una
disminucion crecimiento de 53% (Barcenas, 2019), esta concentracion es alrededor
de 30 veces mayor que la ECso encontrada para T. incrassatulus. Estudios
realizados con cloranfenicol, un inhibidor de la sintesis de proteinas citoplasmatica,
reportan que en pruebas de toxicidad aguda y crénica el efecto toxico de
cloranfenicol es mayor en Scenedesmus obliquus que en Chlorella pyrenoidosa
(Zhang et al., 2013). De acuerdo con esto, es necesario evaluar el efecto de otros
contaminantes, entre ellos antibidticos, en T. incrassatulus y compararlo con otras
especies de microalgas y determinar si existen diferencias en la sensibilidad entre

diferentes organismos.

El efecto de azitromicina como inhibidor de la sintesis de proteinas en T
incrassatulus puede estar relacionado con la inhibicidn de procesos celulares que
ocurren en el cloroplasto y que estan involucrados en el metabolismo fotosintético,

lo cual disminuye el rendimiento de la fotosintesis y en consecuencia el crecimiento
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celular. Anteriormente se ha reportado que la exposicion a estreptomicina provoca
una disminucion de la fijacién de COz2 lo cual repercute en el crecimiento en C.

pyrenoidosa (Tomisek et al.,1957).

En ese sentido, la enzima Ribulosa-1.5-bisfosfato carboxilasa (RuBisCO) cataliza el
primer paso de la asimilacién de carbono inorganico en forma de COz, la sintesis de
las subunidades proteicas que constituyen esta enzima es llevada a cabo en el
cloroplasto y el nucleo, de tal manera puede verse afectada por la presencia de
inhibidores de la sintesis de proteinas. De acuerdo con esto, Freyssinet et al. (1957),
mencionan que estreptomicina puede tener un efecto inhibitorio en la acumulacion
y la actividad de la enzima Ribulosa-1.5-bisfosfato carboxilasa (RuBisCO) en células
de Euglena gracilis, afectando asi la fijacién de COz2 y el crecimiento. mientras que
Liu et al. (2011b) concluyeron que la exposicion a eritromicina disminuye la sintesis

de ocho de las subunidades que constituyen a la enzima RuBisCO.

Por otro lado, las clorofilas juegan un papel importante en las células vegetales, ya
que participan en la conversidn de energia solar en energia quimica, siendo
moléculas clave para llevar a cabo las reacciones fotosintéticas (Wang et al., 2019)
por lo cual ha sido importante el estudio del efecto de diversos contaminantes sobre
estos pigmentos. La biosintesis de clorofilas es un proceso en el que participan 16
enzimas las cuales son codificadas por mas de 20 genes nucleares, por lo que un
macrolido como la azitromicina no deberia tener un efecto en la inhibicién de la
traducciéon de estos genes y por tanto el contenido de clorofilas no se deberia ver
afectado por la presencia de estos farmacos. Sin embargo, se ha reportado que la
expresion de los genes nucleares relacionados con la biosintesis de clorofilas puede
verse afectada en una serie de vias de sefalizacion, cuando la expresion del
genoma del cloroplasto es inhibida por efecto de la lincomicina (Koussevitzky et al.,
2007).

En este estudio se encontré que, en T. incrassatulus, la presencia de azitromicina

provoca un aumento en la cantidad de clorofila en relacién con la biomasa, lo cual
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contrasta con estudios anteriores. Wan et al. (2015), por ejemplo, evalua el efecto
de eritromicina en el metabolismo de Microcystis flos-aquae, encontrando que la
presencia de este antibiotico en el medio provoca una disminucion en el contenido
de clorofilas. Eritromicina también induce un efecto negativo en el contenido de
clorofilas ay b en S. capricornutum, en respuesta a concentraciones de eritromicina

en el orden de ug/L en el medio (Liu et al., 2011).

Sin embargo, estudios concuerdan con lo encontrado en este estudio. En células de
C. vulgaris se ha reportado una disminucion en el contenido de clorofila (mg-g™")
cuando estas son expuestas a diferentes concentraciones de claritromicina (Flores,
2019). ). Es probable que cuando estos organismos son expuestos a contaminantes
como claritromicina y azitromicina, de los cuales se ha reportado que tienen altas
tasas de acumulacion de diferentes tipos celulares (Aubakirova et al., 2017) el
tamano de las células se vea aumentado y probablemente también el contenido de

clorofilas en cada célula sea mayor cuando se expone al farmaco.

En relacion con esto, Machado y Soares (2019) mencionan que en P. subcapitata
un aumento en el tamano de las células ocurre con la adicion de eritromicina al
medio. Resultados similares han sido reportados en C. vulgaris, donde las células
presentaron un aumento en su tamafo en funcién del incremento en la dosis de
estreptomicina (Jiménez, 2015). Sin embargo, esta hipdtesis debe ser probada en
futuras investigaciones donde se cuantifique el numero de células y ademas se

evalué si hay un efecto de azitromicina en el tamafo celular de T. incrassatulus.

Al igual que las clorofilas, los carotenoides tienen un papel importante como
pigmentos accesorios en los complejos antena de PSIl y PSI los cuales le permiten
al organismo ampliar el rango de longitudes de onda en las que pueden absorber la
energia electromagnética (Latowski et al., 2014) Ademas de eso, los carotenoides
intervienen en los mecanismos que protegen del dafio oxidativo a los componentes

de la cadena fotosintética, ya que participan en la relajacion de atomos de oxigeno
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en estado energético singulete y atrapan especies reactivas de oxigeno como los

radicales peroxilo (Carranco et al., 2011).

En este estudio se encontrd que el contenido de carotenoides aumenta en respuesta
a la presencia de azitromicina bajo las concentraciones de 40, 80 y 120 ugL™,
siendo el contenido de carotenoides un 93% mas alto en esta ultima con respecto
al control. Por otra parte, en los tratamientos con las dosis mas altas de azitromicina
(160 y 200 pg-L™") ocurre una ligera disminucién en la sintesis de estos pigmentos.
Esto concuerda con lo reportado para S. capricornutum donde un aumento en la
concentracion de carotenoides ocurre en presencia de eritromicina, el cual puede
estar relacionado a un aumento en la actividad antioxidante de las células en

respuesta a una acumulacion de radicales libres (Liu et al., 2011a).

Anteriormente se habia reportado un aumento en el contenido de carotenoides en
Raphidocelis subcapitata cuando esta es expuesta a dosis bajas de claritromicina,
lo cual permite a las células incrementar su resistencia a los efectos del antibiético
(Peng et al., 2021). Por otro lado, Wan et al. (2015), reportan que la presencia de
eritromicina en el medio induce un estrés oxidativo severo en M: flos-aquae, el cual
se ve reflejado en el aumento de la actividad de las enzimas catalasa y superdxido

dismutasa.

Los resultados obtenidos en la medicion de la tasa fotosintética por oximetria
coinciden con lo reportado por Liu et al. (2011a) quienes demuestran que la tasa
fotosintética neta de S. capricornutum es inhibida en presencia de eritromicina,
siendo el efecto mucho mayor que el reportado para ciprofloxacino y sulfametoxazol

en la misma investigacion.

La disminucion en la tasa fotosintética en esta investigacion no se relaciona con un
cambio en el contenido de pigmentos fotosintéticos por biomasa seca, sin embargo,
pudiera estar relacionada a la sintesis de proteinas que sucede dentro del

cloroplasto, entre ellas algunas de estas proteinas pudieran participar en el proceso
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fotosintético las cuales podrian estar siendo afectadas por la exposicion a
macrolidos. De acuerdo con Wollman et al. (1999) en eucariotas fotosintéticos,
como lo son las algas verdes, al menos 14 de los genes que se codifican en el
genoma del cloroplasto dan origen a proteinas involucradas en la fotosintesis. Para
Acutodesmus obliquus, por ejemplo, el genoma de cloroplasto contiene los genes
que codifican a las proteinas que participan en la fotosintesis como las proteinas
D1, D2 y CP47 del centro de reacciéon en PSII, asi como de la subunidad grande de
la enzima RuBP (De Cambiaire et al., 2006).

Anteriormente ha sido reportado que la exposicidn a estreptomicina provoca una
disminuciéon en el contenido de los transcritos de los genes que codifican para
proteinas fotosintéticas como el gen psaA que codifica a la proteina D1, esto para
la microalga C. vulgaris y la cianobacteria Microcystis aeruginosa (Quian et al.,
2010). Posteriormente, Perales-Vela et al. (2016) reportaron que en C. vulgaris
estreptomicina tiene un efecto inhibitorio en la sintesis de la proteina D1 lo cual
puede afectar de manera directa la estructura y funcionalidad de PSII, también
mencionan que esta respuesta puede ser similar para otras proteinas sintetizadas

en el cloroplasto.

Al igual que los cloroplastos, las mitocondrias son organelos que contienen su
propio material genético y su propia maquinaria de sintesis de proteinas los cuales
son de tipo bacteriano. Estas caracteristicas pueden convertir a las mitocondrias en
organelos no objetivo de antibidticos como la azitromicina lo cual resulta importante
si se considera que el genoma mitocondrial contiene la informacion para la sintesis
subunidades proteicas de los complejos enzimaticos que participan en la respiracion
y la fosforilacién oxidativa. En ese sentido, Salimi et al. (2016) reportan que
antibidticos como azitromicina, claritromicina y eritromicina disminuyen la actividad
del complejo Il (succinato deshidrogenasa) de la cadena respiratoria y aumentan la

produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS) en cardiomiocitos.
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En estudios en microalgas se ha reportado que eritromicina induce un incremento
en la potencial transmembrana en mitocondrias de Pseudokirchneriella subcapitata
lo cual sugiere una disfuncién mitocondrial y ha sido relacionado con la inhibicion
del Complejo | en la cadena de transporte y cambios en la reduccion de ATP
(Machado y Soares 2019). En C. vulgaris la determinacion del consumo de O2 ha
demostrado que este disminuye alrededor de 33% en células expuestas a
azitromicina en una concentracion de 5 mg-L-! (Barcenas, 2019) y un 44.6% cuando

es expuesta a claritromicina en una dosis de 1.8 mg-L"'(Flores, 2019).

El genoma mitocondrial de A. obliiquus contiene la informacion genética que codifica
a 13 proteinas del Complejo I, lll, IV y V de la cadena transportadora de electrones
(Starkenburg et al., 2017). De manera que se infiere que la sintesis de estas
subunidades proteicas en las mitocondrias de T. incrassatulus esta siendo inhibida
por la adicidbn de azitromicina, lo cual afecta la actividad de los complejos

respiratorios y finalmente repercute a la disminucion en la tasa respiratoria.

La determinacion del producto cuantico operacional para PSIl (PSlI®) y la tasa de
transporte electronico (ETRap) nos permiten evaluar la capacidad de este
fotosistema para atrapar la energia luminica a través del complejo antena (LHCII) y
transportarla hasta el centro de reaccidn en células acopladas a la luz., asi como la
eficiencia en PSIl para mantener los centros de reacciéon abiertos cuando estan
expuestos a la luz, el incremento en los centros de reaccion cerrados esta
relacionado con una disminucion en el transporte electrénico. La presencia en
azitromicina provoca una disminucion en la capacidad que tiene el PSIl para atrapar

la energia luminica y llevar a cabo el transporte electrénico

La disminucién en el transporte electronico esta directamente relacionada con el
aumento en el decaimiento no fotoquimico (QNP), el cual representa la liberacion de
la energia de excitacion en forma de calor, cuando esta energia no puede ser
utilizada para realizar transporte electronico. Es decir que, conforme aumenta la

concentracion del antibiotico una menor cantidad de energia es utilizada para llevar
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a cabo el trabajo fotoquimico, mientras que una mayor proporcién de esta es
liberada del sistema en forma de calor (Figura 10 y 11). Esta reduccion pudiese
indicar que los sistemas de disipacion no fotoquimica también son afectados por el

tratamiento con el antibiético.

Investigaciones anteriores mencionaron que C. vulgaris presenta una disminucion
en la tasa de transporte electrénico ETR en presencia de estreptomicina la cual esta
acompafiada de un aumento en la disipacion de energia no fotoquimica (NPQ), sin
embargo, bajo concentraciones mas altas del antibidtico el decaimiento no
fotoquimico disminuye casi al nivel del tratamiento control indicando que los
procesos de disipacion de energia no fotoquimicos también se ven afectados por la
exposicion a estreptomicina (Perales-Vela et al., 2016). También para C. vulgaris se
encontré que, en pruebas con azitromicina, las concentraciones mas bajas
probadas provocaron un aumento en la relajacién no fotoquimica, sin embargo,
conforme aumenta la concentracion del antibidtico el efecto sobre NPQ disminuye
(Barcenas, 2019).

Los parametros cinéticos de la emision polifasica de fluorescencia de la clorofila a
del fotosistema Il, cuando las células son expuestas a la luz después de un periodo
de oscuridad, nos permite visualizar el efecto del antibiético en el llenado de la
cadena transportadora de electrones fotosintética a través de la prueba OJIP
(Strasser y Strasser, 1995). Los resultados muestran que conforme aumento la
concentracion de antibiético en el cultivo, también aumentdé el valor de la
fluorescencia minima (Fo), lo cual puede ser explicado como una disminucion en la
transferencia de energia desde los complejos antena hacia los centros de reaccion,
que puede ser consecuencia de cambios en la estructura de los complejos antena
y de los centros de reaccién ocasionados por la presencia del antibiético (Tsimilli-
Michael y Strasser2008). El analisis de la cinética de fluorescencia mediante la
prueba OJIP mostraron que el efecto de azitromicina en la actividad fotosintética
esta relacionado principalmente con una disminucion en el lado donador de PSII,

que comprende la obtencion de electrones a partir de la ruptura de moléculas de
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agua en el complejo liberador de oxigeno (CLO), asi como el acarreo de estos
electrones de la clorofila P680 hasta Qa (CLO->P680->Feo->Qa). Perales-Vela et
al. (2016) mencionan que, en su investigacion, la reduccion en (¢Po= Fv/Fm) esta
relacionada con la disminucién en la transferencia de energia entre el complejo
antena y el centro de reaccion de PSII, asi como con la inactivacion de los centros

de reaccion de PSII provocado por la disminucién en el contenido de la proteina D1.

La fluorescencia variable relativa (Vit=(Ft—Fo)/(Fu—Fo) se determina mediante un
ajuste de la cinética polifasica de la fluorescencia de PSII que nos permite visualizar
la fraccién de Qa-en estado reducido en un tiempo especifico y el trazo obtenido
expresa la acumulacion de Qa- durante el tiempo de medicion o lo que es
equivalente al llenado total de la cadena fotosintética. La aparicion de la fase K esta
relacionada con la inhibicién en el complejo liberador de oxigeno (OEC), dando
como resultado una disminucion en la transferencia de electrones del lado donador
de PSII. La aparicion de la fase K ha sido reportada anteriormente en Scenedesmus
obliquus sometida a temperaturas altas (44°C), la exposicion a calor causa el
desacoplamiento de OEC (por la liberacion de iones manganeso en OEC)
disminuyendo el transporte electrénico desde este hacia la feofitina y la
plastoquinona Qa (Srivastava 1997). Al igual que para C. vulgaris, donde la fase K
aparece cuando las células fueron expuestas a estreptomicina, el incremento de la
fluorescencia durante esta fase fue directamente proporcional a la concentracion
del antibiético (Perales-Vela et al., 2016), resultados similares se encontraron bajo
la exposicidén de C. vulgaris a azitromicina, ya que a medida que incrementa la
concentracion del antibidtico, incrementa también la inflexion durante esta fase
(Barcenas, 2019). Los resultados obtenidos explican la disminucion en liberacion de
O2 que se obtuvo al determinar la tasa fotosintética de T. incrassatulus expuesta a

azitromicina.

La aparicidon de la fase K puede venir acompafada de una caida en el valor de
fluorescencia, lo cual tiene que ver con un desequilibrio en el transporte electronico

donde la transferencia electronica es mayor en el lado aceptor de PSIl que en el
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lado donador, como resultado de esto Qa permanece en estado oxidado (Qa+) lo
cual conlleva a una disminucién en el nivel de fluorescencia (Srivastava 1997). De
la misma manera, la fluorescencia emitida entre las fases I-P disminuye conforme
aumenta la concentracion del antibidtico, esto es indicativo de la reduccion de la

plastoquinona (PQ) y la transferencia de electrones en PSI.

El producto cuantico maximo potencial para llevar a cabo la fotoquimica primaria
(pPo) esta relacionado con la capacidad del fotosistema de absorber la energia
luminica y transportar electrones hasta el primer aceptor estable de la cadena (Qa),
por lo que la disminucion de este valor nos indica que el numero de centros de
reaccion en estado “abierto”, es decir disponibles para recibir un electron y utilizarlo
para llevar a cabo trabajo fotoquimico, es menor cuando las células son expuestas
al antibidtico. Por otro lado, los datos obtenidos para la eficiencia con la que un
electron se mueve mas alla de Qa (o) no se ve afectada por la presencia del

antibidtico

El producto cuantico para llevar a cabo el transporte electronico desde Qs hasta el
complejo cit bef (PE0) se calcula considerando los valores de @Po, y de wo. De
acuerdo con esto, podemos decir que la disminucion en (PEo) se debe
principalmente al efecto que tuvo el antibiético en el lado donador de electrones
(pPo) mas que al efecto que tuvo en el lado aceptor (yo), en ese sentido, se puede
ver que el lado donador de PSII es mas sensible al efecto del antibiético que el lado

aceptor en PSII.

Por otro lado, el transporte de electrones desde los acarreadores intermedios hasta
los aceptores finales de PSI es estimulado en presencia de azitromicina de acuerdo
con los resultados obtenidos al determinar dRo. Ademas de que el aumento del
transporte electrénico entre las fases I-P refleja de igual manera una estimulacion
en la reduccion del pool de plastoquinonas y el transporte electronico en el lado
aceptor de PSI (Tsimilli-Michael y Strasser, 2008). Resultados similares en C.

vulgaris fueron interpretados como un posible aumento en el flujo ciclico de
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electrones en respuesta a azitromicina (Barcenas, 2019) mientras que, de acuerdo
con Aristilde et al., 2010, la exposicion a eritromicina provoca un aumento en el
producto cuantico para llevar a cabo el flujo ciclico alrededor de PSI, lo cual puede
estar relacionado con la inhibicién en el flujo lineal de electrones. El flujo ciclico es
un mecanismo que permite que se genere un gradiente de pH a través de la
membrana tilacoidal (ApH) que contribuye a la sintesis de ATP y activa los procesos
de decaimiento no fotoquimico durante condiciones de estrés (Joliot y Johnson,
2011).

CONCLUSIONES

En la presente investigacién se demostro la capacidad que posee la azitromicina
para reducir la tasa de crecimiento y aumentar el tiempo de duplicacién de
Tetradesmus incrassatulus en un tiempo de exposicion de 72 horas. La reduccion
de crecimiento esta directamente relacionada con una reduccion en el metabolismo

celular fotosintético y respiratorio.

La reducciéon en metabolismo celular no esta relacionada con el contenido de
pigmentos, los cuales contrariamente a lo reportado tienen a incrementarse en la
biomasa algal, lo cual pudiera estar relacionado a una respuesta fisioldgica a fin de

mantener la actividad metabdlica.

Los resultados de la actividad fotoquimica indican que la azitromicina afecta el lado
donador del fotosistema Il, particularmente la actividad del complejo liberador de
oxigeno, lo cual es evidente por la reduccion de la tasa de liberacion de oxigeno,
asi como la aparicion de la banda K en los patrones de la cinética de fluorescencia

de la clorofila a del PSII.

El transporte del lado donador hacia el lado aceptor del fotosistema Il no sufre

modificaciones, sin embargo, el flujo de electrones hacia los acarreadores
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intermedios y los finales del fotosistema | se incrementa significativamente hasta
casi un 30%, lo que pudiera estar relacionado con un aumento en el flujo ciclico en

el fotosistema | (PSI).

Los resultados encontrados en esta investigacion establecen que la presencia de
contaminantes emergentes como los macrolidos pueden ser disruptores del balance
ecoldégico de los sistemas acuaticos. Las algas no solo son importantes en los
ecosistemas acuaticos porque liberan oxigeno, sino por ser los productores
primarios del sistema. Los efectos negativos de los antibiéticos como la azitromicina
sobre los organismos fotosintéticos, base de las redes tréficas, son razon por la cual
existe la urgente necesidad de regular la manera en que estos y otros productos
farmacéuticos son descargados a los cuerpos de agua, asi como elaborar planes
para su correcta eliminacion. Esto es principalmente importante en paises como
México, donde ninguna de las normas que regula la disposicion de sustancias en

aguas nacionales considera a los antibioticos como contaminantes.
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9. APENDICE

Andlisis de varianza de un factor y Tukey (p=0.05) (Datos analizados
previamente con prueba de distribucion normal y homogeneidad de varianzas
de Bartlet)

7.1 Crecimiento Figura 4

Procedimiento ANOVA

Variable dependiente: Crecimiento (Peso seco g.L?)

Suma de Cuadrado ds
Fuente DF cuadrados la media F=Valor Pr > F
Modelo 5 0.08716733 0.01743347 179.09 <., 0001
Error 12 0,00116811 0,00009734
Total correcto 17 0.086833544
R=cuadrado Coef Var Ralz MSE Y Medla
0,.9896776 5.038926 0.009866 0.195000
Cuadrado de
Fuente DF Anova 58 la media F-Valor Pr > F
T 5 0.08716733 0.01743347 179.09 <.0001

Prueba del rango estudentizado de Tukey (HSD) para ¥

NOTA: Este test controla ] indice de srror experimentwise de tipo |, pero norealmente tiene un
frdice de error de tipo |1 nés elevado que

Alfa 0.05
Error de grados de 1ibertad 12
Error de cuadrado medio 0. 000097

Valor critico del rango estudentizado +4.75015
Diferencia significativa minima 0.0271

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes.

Media
0.282800
0.25%1667

Tukey Agrupamiento

0.234667
0.192000
0.113333

QUe N aIKee 2
MW N W W o =
Mo A W N

0.097333
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7.1 Tasa de Crecimiento relativo (4): Figurab

Procedimiento ANOUA

Variable dependiente: Tasa de crecimiento relativo (n h) ]
Suna da Cuadrado de
Fusnta OF cuadrados la media F-Valor Pr »F
Modelo S 0.00057425 0.0001 1485 179.04 <.0001
Error 12 0.00000770 0.00000064
Total correcto 7 0.00058195
R-cuadrado Coef Var Raiz MSE Y Media
0.986773 2.941931 0.000801 0.027224
Cuadrado de
Fuente bOF Anova 55 la media F-Valor Pr > F
T 5 0.00057425% 0.00011485 179.04 <. 0001

Prueba del rango estudentizado de Tukey (HSD) para Y

NOTA: Este test contrala el indice de error experimentwise ds tipo [, pero normalments tlisne ul
indice de error de tipo |] aés slevado gus REGHQ.

Alfa .05
Error de grados de |ibertad 12
Error de cuadrado medio 6.415E-T
Valor critico del rango estudentizado 4.75015
Diferencia significativa miniaa 0.0022

Hedias con la misma letra no son significativanente diferentes.

Tukey Agrupamiento Media N T
A 0.0333752 3 1

B = 0.0319320 3 2

: 0.0308043 3 3

C 0.0279953 3 4

D 0.0206915 3 5

g 0.0185452 3 6B
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7.1 Tiempo de duplicacién (td): Figura 6
Procedimiento ANDVA

Variable dependiente: Tiempo de duplicacién (td h*)

Suma de Cuadrado de
Fuente DF cuadrados la media F-Valor Fr > F
Modelo S 732.5453166 146.5090633 105 .64 . 00D
Errar 12 16.6428659 1.386305S
Total carrecta 17 749.1881825
A-cuadrada Coef Yar Raiz MSE T Media
0.977785 4.394897 1.177670 26.79629
Cuadrado de
Fuente DF Anova 585 la media F=Valor Pr > F
T 5 732.5453166 146.5090633 105.64 <.0001

Prueba del rango estudentizado de Tokey (HSD) para ¥

NOTA: Este test controla el indice de error exper imentwise de tipo |, pero normalmente tiene un
indice de error de tipo |l mas elevado gue REGHD.
Alfa 0,05
Error de grados de 1ibertad 12
Error de cuadrado medio 1.38B6905
Valor critico del rango estudentizado 4.75015
Diferencia significativa minima 3.2298

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes.

Tukey figrupamiento Media N
37.4917 3
33.5166 3
24.7815 3
22.5033 3

3

3

L= - - T -

oOoOn0 @

21.7142

ooooo

20.7704
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7.2 Clorofilas totales (mg-L"): Tabla 3

Procedimiento ANDVA

Variable dependiente: Clorofila total (mgL?)

Suma de Cuadrado de
Fuente UF cuadrados la media F-Valar Pr > F
Hodelo El 665 . 1174%04 133.0234991 56.93 <.90M
Error 16 7. 3469524 2.334134%
Total correcto 21 F02.4644029
H-cuadrado Coef Var Haiz RSE T Fedia
¢ 945934 13.39989%6 |.927804 19.91369

Cuadrado de
Fuente OF Anova 55 la media F=Valor Pr > F

T -] 665. 1174904 133.0234901 96 .99 £.99091
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7.2 Carotenoides totales a (mg'L"): Tabla 3

Procedimiento ANDVA

Variable dependiente: Carotenoides total (mg-L?)

Suma de Cuadrado de
Fuente DF cuadrados la media F-Yalor Pr > F
Hodelo S 2.56503629 9.51300726 29.52 <.0001
Erraor 16 9.39992392 9.02499525
Total correcto 21 2.96496021
A-cuadrada Caef Var Raiz MSE Y Hedia
9.865117 14.43880 0.158099 0.857425
Cuadrado de
Fuente OF fAnova S5 la media F-Valor Pr > F
T 5 2.56503628 0.51300726 20.52 <.0001

Procedimiento ANOVA
Prueba del rango estudentizado de Tukey [HSD) para Y

NOTrA: Este test controla el indice de error experimentwise de tipo |, pero normalmente tiene un
indice de error de tipo |l mas elevado que REGHO.

Alfa 0.05
Error de grados de |libertad 16
Error de cuvadrado medio 0.024935%
Valor critice del rango estudentizado 4.55681
Diferencia sigrificativa minima 0.3797
Media armdnica de tamaiio de celdas 3.6

HOTA: Los tamafivs de las celdas no son iguales.

Medias con la misma letra nmo son significativamente diferentes.

Tukey Rgrupamiento Media
1.4023
1.1%98
0.3340

CIEE 22D

0.6167
0.5121

D000 0 mmm
Ww b s B oW b Z
oo s oM

Q.5070
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7.2Clorofilas totales a (mg-g-'PS): Tabla 4

Procedimiento ANDVA
Variable dependiente: Clorofila total (mg'gPS)

Suma de Cuadrado de
Fuente DF cuadrados la media F-Valor Pr > F
Modelo 5 1774.511442 354 .902288 4,07 0.0141
Error 16 1393.8532398 87.115831
Total correcto 21 3168.364740
R-cuadrado Coef Var Raiz MSE Y Media
0.560072 13.56765 9.333586 68.79297

Cuadrado de
Fuente DF finova 55 la media F-\Yalor Fr > F

T 5 1774.511442 354 .902288 4.07 0.014]

t Tests (LSD) para T

NDTA: Este test contreola el indice de error compar isonwise de tipe |, no el indice de error
expeEr imentwise.

Alfa G.05
Error de grados de 1ibertad 16
Error de cuadrade medio g7.11%83
Valor critice de t 2.11991
Diferencia menos significativa i4.749
Media armonica de tamaiio de celdas 3.6

HDTA: Los tamarps de las celdas no son iguaies.

Medias con la misma letra no son significativanente diferentes.

t Agrupamiento Media M T
A 7B.SO7 2 &
2 TE.%91 4 4
2 TZ2.006 4 s
2 EB.9B1 4 3
2 BE.4B5 3 2
B 51.704 4 {
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7.2 Carotenoides totales a (mg-g'PS): Tabla 4

Variable dependiente: Caratenoides total (mggPS)

Suma de Cuadrada de
Fuente DF cuadrados la media F-Valar Pr > F
Madela 5 33. 06375662 G.612751332 9.49 0.94092
Errar 16 190.695049590 0.668443419
Tatal carrecta 21 43.75845253
A-cuadradno CoefF Yar Haiz FS5E Y Media
g.7555940 I4.24614 g.417584 5.722992

Cuadrada de
Fuente OF Ainova 55 la media F-VYalar Pr > F

T 5 33. 06375662 6.61275132 .49 Q.04992

Procedimiento ANDVA

Prueba del rango estudentizado de Tukey (HSD) para Y

#NOTA: Este test controla el indice de error experimentwize de tipo |, pero normalmente tiene un
indice de error de tipo Il mas elevado que REGHO.
Alfa 0.05
Error de gradoz de 1ibertad 16
Error de cuadrado medio 0.668443
Valor critico del rango estudentizado 4.55%681
Diferencia significativa minima 1.9635
Media arminica de tamafio de celdas 3.6

HOTA: Los tamafios de las celdas no son iguales.

Mediaz con la mizma letra no =on significativamente diferentes.

Tukey fAgrupamiento Media N T
A 7.0079 4 4
A
B f 6.5657 4 5
B A
B A 6.4860 4 3
B A
B f 5.7615 3 [
B
B C 4.6394 3 2
C
C 3.6157 4 1
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7.3Fotosintesis (ug O2. mg Chlo total'.min""): Figura 7

Frocedimiento ANOVA

Variable dependiente: Fotosintesis (nug 02. mg Chlo totalt.min?)

Suma de Cuvadrade de
Fuente DF cueadrados la media F-Valor Pr > F
Modelo 5 12B5B3B.79] 257167.759 489.23 £.0091
Error 50 £6336.552 526.711
Total correcto 55 1312175.3493
R=cuadrado Coef Var Rziz MSE ¥ Media
0.979929 11.B2713 22 .95962 194 .0507

Cuadrads de
Fuente DF Arova 55 la media F=Valar Pr > F

T 5 12B5B36.791 257i67.7989 4889.23 £.0001

Procedimiento ANOVA

Prueba del rango estudentizado de Tukey (HSD) para Y

#NOTA: Este test controla el indice de error experimentwise de tipo |, pero normalmente tiene un
indice de ervor de tipo || mis elevado que REGHQ.
tilFa a.40%
Error de cuadrado medic L2b.731
Valor critico del rango estudentizado 4.19040
Diferencia significativa minima 31.519
Media armonica de tamaro de celdas 3.310345%

HOTA: Loz tamarnos de las celdas no son iguales.

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes.

Tukey fAgrupamiento Media N T
A 505.58 19 l
B 218.398 9 2
E 124 .56 19 3
D C 104 .62 9 6
D C
D C 194 .85 9 4
D
D 83.¢l 9 5



7.3Respiracion (ug O2. mg Chlo total'.min'): Figura 8

Procedimiento ANDUA
Variable dependiente: Respiracion (ug 02. mg Chlo totall.min)

Suma de Cuvadrade de
Fuente DF cuadrados la media F=Valor Pr > F
Modelao 5 221309.5015 44261.9003 96.62 £.0001
Errar 50 22905.00BB 45B.1001
Tatal correcto 55 244214.5083
R=cuadrado Coef Var Raiz MSE ¥ Media
0.906209 18.56587 21.40327 115.2B29
Cuadrado de
Fuente DF finova 55 la media F-Valar Pr > F
T 5 221303.5015 44261 .9003 98 .62 <.0001

Procedimiento ANDUA
Prueba del rango estudentizado de Tukey (HSD) para Y

NOTA: Este test controla el indice de error exper inentuise de tipo |, pera narmalmente tiene un

indice de error de tipo |l nas elevado que REGUQ].
Alfa 0.05
Error de grados de libertad S0
Error de cuadrado medio 458. 1001
Valor critico del rango estudentizade 4.19040
Diferencia significativa minima 29.394
Media arménica de tamaiic de celdas 9.310345

NOTA: Los tamaiios de las celdas no son igualies.

Medias con la misma letra no son significativanente diferentes.

Tukey Agrupamiento Media N T
238.201 10 1

B 145.19) 9 2

C B1.702 10 3

E B0.Z8B9 5

E 69.521 9 4

E 66.922 5
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7.4Producto cuantico operacional (®PPSllop): Figura 9

Procedimiento ANOVA

Variable dependiente: Producto cuantico operacional (®PSliop)

Suma de Cuadrado de
Fuente DF cuadrados la media F-Valor Pr >» F
Fodelo 5 0.52807571 0.105615%14 267.11 <.0001
Erecr 18 0.90711725% 0.0003395%40
Tetal correcto 231 0.5%35%13236
H-cuwadrado Coef Var Raiz MSE ¥ Media
0.996702 3.12%893 9.0138485 0.244708

Cuadrada de
Fuente OF fAnava 53 la media F-Valar Pr > F

T 5 0.5280757 1 9.10561514 267 .11 <.9991

Procedimiento ANOVA
Prueba del rango estudentizado de Tukey (HSD) para Y

NOTA: Este test controla el indice de error experimentwise de tipo |, pero normalmente tiene un
indice de error de tipo |l mas elevado gue REGHQO.

filfa 0.05%
Error de grados de 1ibertad 18
Error de cuadrado medio 0.0003395
Valor critico del rango estudentizado 4.49442
Diferencia significativa minima 0.0447

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes.

Tukey Agrupamiento Hedia

0.52625%

0.31000
0.24075
0.20650
0.10975

L=Jl="0 = o I o B = =]
& & b A b A Z
= s B T - I

0.07500
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7.4Tasa de Transporte electronico aparente (ETRap): Figura 10

Procedimiento ANOVA

Variable dependiente: Tasa de Transporte electronico aparente (ETRap)

Suma de Cuadrado de
Fuente DF cuadrados la media F-Valor Pr >» F
Fodelo 5 0.52807571 0.105615%14 267.11 <.0001
Erecr 18 0.90711725% 0.0003395%40
Tetal correcto 231 0.5%35%13236
H-cuwadrado Coef Var Raiz MSE ¥ Media
0.996702 3.12%893 9.0138485 0.244708

Cuadrada de
Fuente OF fAnava 53 la media F-Valar Pr > F

T 5 0.5280757 1 9.10561514 267 .11 <.9991

Procedimients ANOUA
Prueba del rango estudentizado de Tukey (HSD) para Y

NOTA: Este test controla &1 indice de error exper inentwise de tipa |, pera naormalmente tiene un
indice de error de tipo |l mas elevadn que REGHQ.

fAlfa Q.05
Error de gradeos de 1ibertad 18
Error de cuadrado medio J3196.74
Valor critico del rango estudentizada 4.49442
Diferencia significativa minima 409.44

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes.

Tukey Agrupamiento Media N T
fi £1B5.8 4 6
A
A EI17TE.5 4 ]
B 1597.5 4 %
B
C B 142B.3 4 3
C B
C B 1367.3 4 2
C
C 1154.5 4 |
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7.4 Relajacion No-Fotoquimica (qNP): Figura 11

Procedimienta aNOYA

Variable dependiente: Decaimiento No Fotoquimico (qNP)

Suma de Cuadrado de
Fuente DF cuadrados la media F-Valor Pr > F
Hedelo 5 0.23775288 0.04755058 71.84 £.0001
Error 19 0.01191375 0.00066189
Total correcto 23 0.24966663
A=cuadrado Caef Var Aaiz MSE Y Media
0.952241 3.333044 0.025727 0.7714875

Cuadrada de
Fuente DF Anava 55 la media F-Valor Pr > F

T 5 0.237752418 0.04755058 rl.84 <.0001

Procedimiento ANOVA

Prueba del rango estudentizado de Tukey (HSD) para T

NOTA: Este test controla el indice de error experimentwise de tipo |, pero normalmente tiene un
indice de error de tipo |l mids elevado que REGHQO.
fAlfa 0.05
Error de grados de libertad 18
Error de cuadrado medio 0.000662
Valor critico del rango estudentizado 4.49442
Diferencia significativa minima 0.0578

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes.

Tukey Agrupamiento Media
. 85675
. 85050

[mafunus]

.F9700
. 78800

= T - T T, B

.F¥950

=T v W ol g Qe e e 3
= = = = = =
I - T T

.55950
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7.6 Producto cuantico maximo fotoquimica potencial (PPSlipot): Figura 15

Procedimiento ANOYA

Variable dependiente: Producto cuantico maximo potencial PSII (®PSlipot)

Suma de Cuadrado de
Fuente DF cuadrados la media F-Valor Pr > F
Modelo 5 3.84545252 0.76909050 1716.17 <.0001
Error 84 0.037644156 0.00044814
Total correcto a9 3.88309668
R-cuadrado Coef Var Raiz MSE T Media
0.990306 §.219645 0.021169 0.405572

Cuvadrado de
Fuente DF finova 55 la media F=-Valor Pr > F

T 5 3.84545252 0.76909050 1716.17 <.000

Prueba del rango e=studentizade de Tukey [(HSD) para ¥

NDTHA: Este test controla el indice de error exper imentwise de tipo |, pero normalmente tiene un
indice de error de tipo |1 mas elevado gue REGHO.
Alfa 0.05
Error de grados de libertad B4
Error de cuadrado medio 0.00044E
Valor critico del rango estudentizado 4.12462
Diferencia significativa minina 0.0225

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes.

Tukey Agrupamiento Hedia N T
] 0.725600 15 1
B 0.546613 15 2
C 0.440707 15 3
D 0.414307 15 4
E 0.204393 15 5
F 0.101813 15 B
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7.6 Eficiencia movimiento electrones de Qa a Qs (Wo): Figura 16

Pracedimienta ANOVA

Variable dependiente: Eficiencia de transporte entre QA y QB (W0)

Suma de Cuadrada de
Fuente OF cuadradas la media F-Valar Pr > F
Hode la g a.0149444949 d.002988494 .12 <. 0001
Errar a4 0.03526147 4.000414978
Total correcto a1 4.0%020637
A=-cuadradno Caef Var Raiz HSE ¥ Hedia
d.29766149 a.1431143 a.020489 0.651838
Cuadrado de
Frente DF finova 55 la media F-Valor Pr > F
T 5 0.01494490 0.00298898 7.12 <. 0001
Prueba del ranoo estudentizade de Tukey [(HSD) para T
NOTHA: Este test controla el indice de error experinentwise de tipe |, perc normalmente tiene un
indice de error de tipo ||l més elevado gue REGHR.
Alfa 0.05
Error de grados de 1ibertad B4
Error de cuadrado medio 0.00042

Valor critico del rango estudentizado 9.12962
Diferencia significativa minina

Medias con la misma letra no

Tukey AQrupaniento

A
f
fi

nafunfunllualuslerferfer]er)

o o o o o o
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.E¥ET4T
.B5BER20
. 648347
647013
641027
.638473

15
15
15
15
15
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7.6 Producto cuéntico paralareduccion de los aceptores intermedios (®Eo): Figura
17

Procedimiento ANDVA

Variable dependiente: Producto cuantico para la reduccion de los aceptores inte (PEtotal)

AL e LANCIUr Uy e

Fuente DF cuadrados la media F-Valor Pr > F
tadela 5 1.57159875 0.31431975 751.35 <. 0001
Errar 84 0.03514049 0.00041834
Tatal carrecta 89 1.60673923
R-cuadrado Coef Var Raiz MSE Y Hedia
0.978129 7.795147 0.020453 0.262386

Cuadrado de
Fuenke DF finova S5 la media F=-Valor Pr > F

T 5 1.57159875 0.3143197% ¥51.35 <. 0001

Procedimiento ANDUA
Prueba del rango estudentizado de Tukey (HSD) para Y

NOTA: E=te tect controla el indice de error experinentwise de tipo |, pera narmalmente tiene un
indice de error de tipo |l mas elevado que REGUD.

fAlfa

Error de gradeos de |ibertad

Error de cuadrado medio
Valor critico del rango estudentizado 4.12462
Diferencia significativa minima

Q.95
a4
g.g00418

g.0218

Medias con la misma letra no son significativanente diferentes.

Tukey Agrupamiento

m @ OO0 @ 2

Media
0.469673
0.343260
0.286000
0.265627
0.124767
0.DEBIBT
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7.6 Producto cuéntico para lareduccion de los aceptores finales en PS| (PEtotal):
Figura 18

Pracedimiento ANOVA

Variable dependiente: Producto cudntico para la reduccidn de los aceptores finales en PSI (DEtotal)

Fuente DF cuadrados la media F-Valor Pr > F
Hodela 5 0.23428677 0.04685735 512.09 <. 0001
Errar a4 0.00768614 0. 00009150
Tatal carrecta 289 0.24197292
A=-cuadrado Coef Var Raiz MSE Y Media
0.968236 6.919336 0.009566 0.138245%
Cuadrado de
Fuente DF finova 55 la media F-Valor Pr > F
T 5 0.23428677 0.04685735 512.09 <.0001

Procedinienta ANOUVA
Prueba del rango estudentizado de Tukey (HSD) para ¥

NOTA: Ecte test controla el indice de error experimentwise de tipa |, pera normalmente tiene un
indice de error de tipo |l mas elevada que REGHO.

Alfa 0.05
Error de grados de [ibertad 84
Error de cuadrado media 0.000092
Valor critico del rango estudentizada 4.12462
Diferencia significativa minima 0.0102

Medias con la misma letra no san significativamente diferentes.

Tukey Agrupamiento Media M T
A 0.197228 15 1
B 0.180463 15 2
C 0.165109 15 3
D 0. 145050 15 4
E 0. 986520 15 5
F 0.95%503% 15 B
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7.6 Eficiencia para mover electrones de los acarreadores intermedios a los finales

de PSI (8Ro): Figura 19

Pracedimienta ANOVA

Variable dependiente: Eficiencia para el transporte de electrones de aceptores finales en PSI (6Ro)

Suma de Cuadrada de
Fuente DF cuadradas la media F-Valar Pr > F
Hodeia g 1.24257757 d.24451551 769.74 <.44941
Errar a4 a.0271149494 4.999322486
Tatal carrecta a1 I.269649756
R=cuadradao Caef Yar Raiz MSE ¥ Media
a.974641 A.074915 d.017968 0.583760
Cuadrado de
Fuente DF finava 55 la media F=-Valor Pr > F
T g 1.24257757 0.24851551 769.74 <. 0001
Procedimienta ANOVA
Prueba del rango estudentizada de Tukey (HSD) para Y
NOTA: E=ste test controla el indice de error exoerimentwise de tipa |, pero normalmente tiene un
indice de error de tipa || mias elevada que REGHQ.
falfa 0.05
Error de grados de |ibertad 84
Error de cuadrado media 0.000323

Valor critico del rango estudentizado 4.12462
Diferencia significativa minima

Medias con la misma letra no san significativamente diferentes.

Tukey Agrupamiento

A
B
C
D
E
F

Media
¢. 799659
¢.641654
Q.577319
0.546074
8.5191239
a.418727
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N
15
15
15
15
15
15

[ T S - T T, I - - T |

0.0191



