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RESUMEN

En este estudio se expuso el alga Chlorella vulgaris a un antibiético de amplio uso, la
estreptomicina. Las células se expusieron durante 72 h a las siguientes concentraciones de
sulfato de estreptomicina (Sigma ®): 0 (testigo), 0.3, 0.6, 1.2, 1.8 y 2.4 mgeL’. Se
mantuvieron bajo condiciones constantes de temperatura, iluminacién, fotoperiodo y flujo
de aire. Encontramos una disminucion de 40% del crecimiento poblacional por peso seco y
un aumento del tamafio celular hasta 322 % respecto del testigo, segun incrementaba la
dosis de antibidtico. A la vez, se determiné que la tasa de crecimiento poblacional
disminuyd 24% y en concordancia, el tiempo de duplicacion se extendié 32%.

Se registraron modificaciones que principalmente alteraron al cloroplasto; las granas de los
tilacoides se desagregaron, aunque el pirenoide se conservo. Sin embargo, las estructuras
superficiales de la pared celular también sufrieron un alargamiento y los granulos de
almidon desaparecieron con la maxima concentracion de estreptomicina. La cantidad de
clorofila total volumétrica y por biomasa, se redujo 60 y 56 % respectivamente; asimismo,
la cantidad de carotenoides totales volumétrica y por biomasa, se redujo 58 y 29 %
respectivamente. La produccion de oxigeno fotosintético disminuyé 64% y la respiracion
resulté hasta 67 % menor que en el control. La tasa de transporte electronico (ETR),
disminuyé ante el incremento del antibidtico. La pendiente inicial de la fotosintesis, la
capacidad fotosintética maxima (Pméax), también decrecid porcentualmente.

Se observo un menor rendimiento cudntico maximo (o) de hasta 39 %, si aumentaba la
concentracion de estreptomicina. Se registrd mayor relajamiento no fotoquimico (NPQ) en
forma de calor, 98% para la dosis més alta. Los rendimientos cuanticos maximos para la
fotoquimica primaria en el PSII, indicaron que la relacion con que los electrones absorbidos
fueron transportados y los atrapados también lo fueron, decrecié si era mayor la dosis. Las
fallas de los centros de reaccion, se relacionaron con la pérdida de la cantidad de proteina
D1 del PSII, que presento hasta 66% de disminucion.



Introduccion
Diversidad de contaminantes en las aguas

El avance cientifico y tecnoldgico, ha propiciado el surgimiento de un universo de
compuestos quimicos toxicos potenciales que repercuten en diversos aspectos. Los
productos quimicos presentes en el agua, abarcan un amplio espectro de compuestos
antropogeénicos sintetizados o indirectamente producidos por las actividades humanas.
Estos contaminantes se han dispersado ampliamente en el ambiente y estan emergiendo en
las aguas superficiales y subterrdneas; como resultado de emisiones industriales, la
ineficiente disposicion de residuos sélidos, los derrames accidentales y las actividades de
consumo (Becerril, 2009).

Hasta este afio, mas de 92 millones de sustancias organicas e inorganicas han sido
indexadas en “The American Chemical Society”, en su registro CAS. Solamente 312, 000
de estos compuestos esta regulado a nivel mundial (CAS, 2015).

Para tener una idea del nimero de entidades quimicas organicas distintas, que se podria
hipotéticamente sintetizar e incluir, si se considera el calculo propuesto por Bohacek et al.
en 1996, estaria sobre 10%° estructuras distintas, que son posibles con un total de
simplemente 30 atomos de carbono, nitrégeno, oxigeno o azufre, esto sin considerar el
espectro posible si incluimos a los halogenos y el fosforo. Claramente se observa que no
hay limites para los diversos tipos de productos quimicos organicos (Becerril, 2009).

Los farmacos

Los compuestos disefiados para producir efectos biolégicos especificos en la practica
médica pueden entrar en el sistema de aguas negras por la excrecion o residuos y
metabolitos en la orina y de la disposicion intencional. Esto es considerado como préactica
aceptable debido a la dilucién dentro del sistema de alcantarillado. Se ha visto que del 30-
90 % de antibioticos administrados a la gente y animales es excretado en formas activas en
la orina (Thornton, et al. 2001).

Los productos farmacéuticos, son moléculas disefiadas para producir un efecto terapéutico
sobre el organismo. Por lo general, son activos en concentraciones muy bajas, pueden pasar
por membranas bioldgicas y persistir en el organismo mucho tiempo (Bottoni, et al., 2010).
Estos microagentes contaminadores ambientales, han llamado cada vez mas la atencién en
los ultimos afios; debido al conocimiento creciente de su impacto sobre cuerpos de agua
(Halling-Sorensen et al. 1998).

Los estudios de evaluacion de riesgo para las especies acuaticas estan en curso, ya que se
ha probado un riesgo de exposicion mas alto que para el ser humano. Algunas sustancias
estan presentes en el agua a un nivel de riesgo que puede ser significante para la biota
(Christensen 1998; Stuer-Lauridsen et al. 2000 y Jones et al., 2002).
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Toxicidad de los farmacos en los organismos

Existe evidencia que muchos de estos productos son persistentes en el ambiente y pueden
llegar a las aguas superficiales y subterraneas, produciendo impactos en los organismos
acuaticos no destinatarios, en muchas formas que incluye la mortalidad, errores en la muda
o0 eclosiéon, deformidades anatomicas, cambios subletales en el crecimiento de las plantas,
cambios en la proporcion sexual poblacional de organismos superiores, modificaciones en
los ciclos biogeoquimicos, etc. Muchas de estas sustancias son encontradas en
concentraciones de ng/L? y ng/Lt en desagiies domésticos, en aguas superficiales y en el
subsuelo (Bila y Dezotti, 2003).

Fuentes de emision y contaminacion

La fuente primaria de liberacion de productos farmacéuticos, en el entorno acuético, esta
representada por aguas domésticas y la disposicion de aguas residuales de hospitales;
debido al empleo extendido de medicinas para el tratamiento de enfermedades humanas. La
mayor parte de productos farmacéuticos, son solo parcialmente transformados o
conservados en el cuerpo y ellos son excretados por la orina como metabolitos; sobre todo
activos de los compuestos, que pueden permanecer inalterados o ser conjugados a
moléculas polares (Reddersen, et al., 2002).

Tipos de farmacos utilizados

Entre los farmacos mas prescritos en la medicina humana, destacan los analgésicos,
antiinflamatorios como el ibuprofeno y el diclofenaco, los antiepilépticos como la
carbamazepina, antibidticos como la amoxicilina y el sulfametoxazol, y los B-bloqueantes
como el metoprolol (Hernando et al., 2006). FArmacos con diferentes estructuras, funciones
y actividades se han detectado en el medio ambiente acuético, ya sea directamente 0 sus
metabolitos. Incluyen analgésicos, antiinflamatorios, antibidticos, antiepilépticos, f-
bloqueantes, reguladores de lipidos, hormonas, anestésicos, antihipertensivos,
antiulcerosos, antilipémicos, cardiovasculares, antidepresivos, anticonceptivos orales,
esteroides, tranquilizantes, entre otros. (Hernando et al., 2006; Bila y Dezotti, 2003).

Persistencia y problematica de los farmacos en el ambiente acuatico

Las concentraciones a las que se han encontrado farmacos en aguas superficiales, como
consecuencia de una eliminacion incompleta en las plantas de depuracion de aguas o0 en
aguas subterraneas, se sitian normalmente en el rango de ng/L o ug/L que pueden inducir
efectos toxicos (Hernando et al., 2006). El uso desenfrenado de medicamentos debido a su
aporte continuo y persistencia, inclusive sus productos de degradacion ocasionan muchos
efectos no deseados en el ambiente acuatico (Bila y Dezotti, 2003).

Aunque los farmacos puedan ser degradados en el entorno por proceso bidtico y abidtico

(Andreozzi et al., 2002), se ha postulado que los productos farmacéuticos podrian actuar
como compuestos persistentes. Debido a su infusién continua en medios acuaticos o via
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efluentes de plantas de tratamiento de aguas residuales, pueden representar una exposicion
multigeneracional para los organismos residentes (Daughton y Ternes, 1999).

Estreptomicina
Descripcion

Desde el descubrimiento de la estreptomicina (un aminoglucdsido ciclitol obtenido por
fermentacion), la produccion y aplicacion clinica de este antibiotico ha tenido un gran
alcance. Streptomyces griseus el organismo productor de estreptomicina, la primera vez que
fue aislada fue en septiembre de 1943. Este antibidtico probo ser un tipo de quinona, con
una formula molecular aproximada de Ca1HssNsO11. La estreptomicina es activa contra un
gran ndmero de bacterias gram positivas, con menor grado sobre organismos gram
negativos, tiene relativa actividad contra bacterias anaerdbicas, hongos, protozoos y virus.
La actividad de la estreptomicina, contra organismos sensibles, se ve influenciada por la
presencia de ciertos compuestos quimicos; como la glucosa, que reduce su actividad
apreciablemente la hidroxilamina, tioglicolato y cisteina la inactivan ampliamente
(Waksman, 1952).

Actividad biologica

El mecanismo de accion de la estreptomicina se debe a la inhibicidn de la sintesis proteica,
los aminoglucosidos se unen a un lugar proximo al sitio catalitico del centro de
decodificacion, y originan un cambio de conformacion de éste en virtud del cual aumenta
su afinidad por moléculas de ARNt, cuyos anticodones no son las parejas apropiadas de los
codones del ARNm. El resultado es una traduccion errénea que posibilita la incorporacion
de aminoéacidos equivocados. El efecto final es analogo, el lugar de unién de la
estreptomicina difiere del ocupado por los aminoglucdsidos que contienen el aminociclitol
2-desoxiestreptamina (gentamicina, tobramicina, netilmicina, amicacina). Este hecho
explica la ausencia de resistencia cruzada entre estreptomicina y amicacina en organismos
como Mycobacterium tuberculosis, cuyo mecanismo de resistencia se debe a mutaciones
que afectan los lugares especificos de union al ribosoma (Martinez y Sanchez, 2007).

Usos

La estreptomicina fue el primer agente antituberculoso con el que se contd. Actualmente
sigue formando parte de los esquemas antituberculosos, si bien se emplea como farmaco de
segunda linea; ha sido desplazada por medicamentos que se administran por via oral.
También se emplea, en combinacién con penicilina G, en el tratamiento de la endocarditis
bacteriana (Rodriguez-Alvarez, 2002). Usualmente es empleada como fungicida, alguicida,
en tratamiento veterinario; también es utilizada para controlar bacterias y hongos en frutas,
vegetales, hojas, cultivos ornamentales. Su uso agricola primario como pesticida es en
cultivos de manzana, pera, plantas ornamentales, tomate, pimiento y papa (McManus,
1999).
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Sulfato de E

estreptomicina 0 - 3H,50,

CnHzNa0y; - 3H,; 50, ~HO

- 42
Figura 1. Formula quimica del sulfato de estreptomicina. Fuente: Answers ™.
Produccion mundial de productos farmacéuticos

De acuerdo al Instituto Mundial de Salud (IMS), en México durante 2010, el mercado
farmaceéutico crecié un 2% en dolares, alcanzando los 12, 076 millones y represento el
18.5% del mercado farmacéutico latinoamericano. En 2012, la venta global de antibidticos
fue de 38.8 billones de dolares, colocandose en el lugar nimero 7 de ventas, las cifras de
los afios anteriores estan en la tabla 1 (IMS México, 2013).

Total de
billones de
dolares del | $503 | $565 | $611 | $658 | $729 | $800 | $833 | $881 | $956
mercado
mundial

Tabla 1. Mercado farmacéutico global total de 2003-2011. Fuente: Instituto
Mundial de Salud (IMS, 2012).

Regulacion de farmacos en México

Al revisar la legislacion mexicana, en el caso particular de la NOM-052-SEMARNAT-
2005, que establece las caracteristicas, procedimiento de identificacion, clasificacion y los
listados de los residuos peligrosos; donde no se considera a los medicamentos, lo cual
representa una limitacion para la regulacion de la contaminacion acuatica que ocasionan y
sus impactos en el ambiente. Por este motivo el uso de los bioensayos son extremadamente
importantes para determinar los efectos de los farmacos (Park y Choi, 2008). Por medio de
estos estudios se establecen los criterios de calidad para la proteccion de la vida acuatica,
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los que posteriormente, se usan para determinar los estandares de calidad ambiental para
cada agente quimico (Burton y Nordstrom, 2004).

Chlorella vulgaris

El género es un ensamble heterogéneo de especies, con base en los datos bioquimicos y
moleculares, consiste de s6lo cinco verdaderas especies de Chlorella: Chlorella vulgaris
BEIJERINK, C. lobophora ANDREYEVA, C. sorokiniana SHIHIRA y KRAUSS, C.
heliozoae PROSCHOLD y DARIENKO y C. variabilis SHIHIRA y KRAUSS (Bock et al.,
2011). La especie tipo C. vulgaris ha sido considerada como la tipica Chlorella: pequefia,
verde y mas o menos esférica. Chlorella es uno de los mas famosos géneros microalgales
en el mundo. Aungue los miembros de este género sufren de una escasez de caracteristicas
morfoldgicas, mas de 100 especies de Chlorella han sido nombradas desde la descripcion
de la especie tipo Chlorella vulgaris BEIJERINK en 1890. Este taxa ha sido descrito en
habitats dulceacuicolas, marinos y edaficos o como endosimbiontes.

Taxonomia

Clasificacion taxonomica (NCBI, 2012).

Division Eukaryota

Reino Plantae

Filo Chlorophyta
Clase Trebouxiophyceae
Orden Chlorellales
Familia Chlorellaceae
Género Chlorella

Caracteristicas morfologicas

C. vulgaris es una microalga unicelular, de forma esférica, presentan una pared celular lisa
y con un cloroplasto que presenta forma de copa. Su reproduccion se da mediante la
formacion de autosporas (Fanés, 2008) y forman grupos irregulares o colonias. Esta especie
se encuentra en diferentes biotopos, incluso en simbiosis con ciliados, esponjas, hidras y
otros organismos (Aguirre et al., 2003). Son células esféricas de tres a siete um. de
didmetro, pared celular delgada, cloroplasto asimétrico en forma de copa o en banda,
ocupando la mitad a tres cuartos de la periferia celular con un pirenoide usualmente situado
en la parte central (Khaybullina et al., 2010).

Las células de C. vulgaris presentan una pared celular celulosica rigida. La glucosamina es
una caracteristica comun de este taxa como componente dominante de la pared celular y la
presencia de un doble pirenoide bisegmentando la matriz del cloroplasto (Huss et al.,
1999). La pared celular de C. vulgaris consiste en una delgada capa electrodensa de 17 a 20
nm que se sintetiza en la superficie externa de la membrana plasmatica en la fase temprana
de crecimiento celular (Yamamoto et al., 2005). El taxdn estd ampliamente distribuido en
suelos, cortezas de arboles, superficies de rocas humedas y habitats subaéreos, esta alga es
considerada como cosmopolita (Andreyeva, 1998) y se encuentra principalmente en
cuerpos dulceacuicolas (Barhoumi y Dewez, 2013).
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Antecedentes

Se ha encontrado que el sulfato de estreptomicina evita el crecimiento de Scenedesmus
obliquus, Anabaena cylindrica, Ankistrodesmus sp., C. vulgaris,  Selenastrum
capricornutum y Chlamydomonas reinhardtii a concentraciones de 0.09 a 0.86 mg/LEl
crecimiento de algas en las concentraciones subletales se retrasd (Harrass, et al. 1985). Con
una concentracion de 20.08 mg L ! de estreptomicina se inhibi6 80% del crecimiento
poblacional de C. vulgaris y la concentracion de clorofila disminuye de 47 a 54%; y los
niveles de transcripcion de las proteinas del cloroplasto psaB, psbA y rbcL decrecieron
14.5%, 32.2% y 9.3% respectivamente (Qian, et al.2010).

Existe un estudio donde la mezcla de penicilina, estreptomicina, kanamicina y tetraciclina
(50, 50, 30, 5 pg.mL* respectivamente), disminuye el crecimiento 1x10* UFC.mL™ del
dinoflagelado Alexandrium minutum (Maas et al., 2007). La neomicina, un aminoglucosido
obtenido por fermentacién como la estreptomicina, mostro efecto tdxico sobre Daphnia
magna, Moina macrocopa y Oryzias latipes (Park y Choi, 2008). Otro farmaco probado
sobre C. vulgaris, la carbamazepina, impidio su proliferacion reduciéndola desde un 60-
80% del valor del control, la reduccion fue mayor mientras el tiempo transcurria (Jos et al.,
2003). El levofloxacino y el norfloxacino sobre Pseudokirchneriella subcapitata,
provocaron una inhibicién del 30% de su crecimiento aproximadamente dependiendo del
incremento en la dosis (Gonzéalez-Pleiter et al., 2013).

En el estudio de Andrieu et al.,, en 2015, Chlorella sp. resultd6 mas sensible al
ciprofloxacino (ECso=23 400 nug/L™) que al enrofloxacino (ECsp=111 000 ng/L™). Halling-
Sorensen et al., en 2000 encontraron la ECsp para Microcystis expuesta a ciprofloxacino fue
0.005 mg/L' y 112 mg/L? con trimetoprima. La EPA en 1992, declar6 que la
estreptomicina es toxica para las algas.

Cultivos de algas con crecimiento méas rapido acumularon estreptomicina con mayor
velocidad y ain mas en las concentraciones mas altas del antibidtico (Kviderova y Henley,
2005). En otro estudio, se reporto la reduccion de la cantidad de Chlamydomonas con dosis
de estreptomicina menores a 20 ppm, los autores sefialaron que existe mayor absorcion del
antibidtico si el tiempo de exposicién era mayor (Swartzman et al., en 1989). En 1985,
Monroy y Schwartzbach, demostraron que la estreptomicina inhibié la acumulacion de
proteinas reguladas por su transcripcion, de la sintesis de clorofila y los inducidos por los
productos de la fijacion fotosintética en Euglena gracilis; pero ninguna dependiente de los
productos de transcripcién citoplasmica.
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Justificacién

El alto potencial en la proliferacion continua de farmacos y productos de uso personal,
medicamentos veterinarios, y de otros productos quimicos antropogénicos, plantea desafios
substanciales. Se sabe muy poco sobre el destino de estos compuestos en el ambiente y el
impacto potencial a largo plazo (Thornton, et al. 2001).

Como hasta ahora, el modo de accidn de los productos farmacéuticos es poco entendido, no
se pueden hacer declaraciones generales sobre efectos potenciales ambientales causados por
estas sustancias. Por lo que, el objeto de este estudio, es apoyar en la creacion de una base
desconocimiento més amplia para la evaluacién de la importancia ecotoxicoldgica de la
estreptomicina por su efecto en la fisiologia de C. vulgaris.

Objetivo general

Caracterizacion morfofisiologica de Chlorella vulgaris creciendo en presencia de
estreptomicina.

Objetivos especificos

e Analizar el cambio en el crecimiento poblacional (p y tiempo de duplicacion) de
Chlorella vulgaris causado por la exposicion a estreptomicina.

e Caracterizar el efecto en la actividad metabolica de Chlorella vulgaris causado por
la exposicion a estreptomicina.

e Evaluar el efecto en el consumo de nitrégeno (NOsz) y fosfatos (PO4) de Chlorella
vulgaris causado por la exposicion a estreptomicina y caracterizar la actividad
respiratoria.

e Determinar el cambio morfoldgico y ultraestructural en Chlorella vulgaris causado
por la exposicion a estreptomicina.
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Material y métodos
1. Organismo

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

2. Medio de cultivo

El mantenimiento de los organismos (cultivos semilla), asi como los tratamientos
experimentales se realiz6 en una combinacion de los medios minerales Bourrely-Setlik
libre de EDTA (Borowitzka y Borowitzka, 1988; Kupper et al., 2002).

Las células se mantuvieron en un régimen de cultivo en lote en las siguientes condiciones
de crecimiento: temperatura (20-25°C), iluminacién (200 pmolesem?s™?), fotoperiodo
(14/10h luz/oscuridad), y flujo de aire 200 mlem™. Se utilizaron como unidades
experimentales de cultivo, botellas cuadradas de vidrio de 500 ml (Schott-Duran ®) con
una trayectoria de luz de 7.5 cm y un volumen de trabajo de 250 ml. Para todos los
experimentos se utilizaron indculos sincronizados en la mitad de la fase exponencial,
aproximadamente células de 72 h de cultivo.

3. Protocolo experimental

El efecto de la estreptomicina en el metabolismo se estudio de acuerdo a los lineamientos
de la guia 201 de la Organizacién para la Cooperacion y el Desarrollo Econémico (OCDE)
para la prueba de sustancias quimicas en algas y cianobacterias (OECD, 2011).

Las unidades experimentales se inocularon con 4 « 10° célulaseL™, aproximadamente 5
mgeL™ de peso seco o 0.050 a 0.055 de absorbancia a 750 nm. En las condiciones de
cultivo antes mencionadas las células fueron expuestas a las siguientes concentraciones de
sulfato de estreptomicina (Sigma ®): 0 (testigo), 0.3, 0.6, 1.2, 1.8 y 2.4 mgeL™. Los
cultivos se expusieron al producto farmacéutico por 72 h de acuerdo al protocolo de la
OECD, para después determinar el peso seco (PS), el contenido de pigmentos fotosintéticos
y la actividad metabolica.

4. Variables experimentales de respuesta.
a. Crecimiento

El crecimiento se determind a través del peso seco (PS). Se tomaron alicuotas de 50 ml de
cada muestra experimental (n=3) y se filtraron por vacio en membranas de nitrocelulosa de
5.0 um de diametro de poro (Millipore ®). Previamente, las membranas se llevaron a peso
constante manteniéndolas a 70°C por 24 h. Una vez filtradas las muestras, se secaron en
horno a 70°C por 48 h, para después determinar el PS de la biomasa seca en una balanza
analitica.

17



b. Pigmentos fotosintéticos

El contenido especifico de pigmentos fotosintéticos por biomasa seca se cuantificd
tomando 2 ml de cultivo de cada tratamiento (n=3). Las muestras se centrifugaron a 3,500
rpm por 10 min. a temperatura ambiente. El sobrenadante se elimind y a la pastilla de cada
tubo se resuspendio con 2 ml de metanol al 100%. La mezcla metandlica se incubo en bafio
Maria por 10 minutos a 60°C. Transcurrido este tiempo, la muestra se centrifugé a 3,500
rpm por 10 min a temperatura ambiente. El sobrenadante de cada tubo se afor6 a 5 ml con
metanol al 100%, para después leer su absorbancia a 666, 653 y 470 nm de longitud de
onda. La concentracion de clorofila a, b y carotenoides totales se determind segln las
siguientes formulas propuestas por Wellburn (1994):

Clorofila a (ug/ml) = (15.65 X ABSees) - (7.34 X ABSes3)

Clorofila b (ug/ml) = (27.05 XABSes3) - (11.21 XABSess)

Carotenoides totales (ng/ml) = [(1000* ABSa470)-(2.86 X Clorofila a)-(129.2 X Clorofila
b)]/221

¢. Consumo de nitratos

El consumo de nitratos se determind tomando 2 ml de cultivo de cada tratamiento (n=3) al
final del experimento. Las muestras se filtraron al vacio en membranas de nitrocelulosa de
8.0 um de poro (Millipore ®). La concentracion de nitrato residual en el medio de cultivo
se cuantifico del filtrado libre de células por el método de brucina-acido sulfamico (APHA,
AWWA, WPCF. 1992). Cada muestra se compard con una curva patrén previamente
realizada. Primero se diluyeron los 2 ml filtrados a una proporcién 1:40 y se tomaron 3 ml
de la dilucidn a la cual se le afiadid 0.6 ml de sol. de NaCl al 30%, 0.15 ml de reactivo de
Brucina-acido sulfamico y finalmente 3 ml de sol. de acido sulfurico 1:1.25. Se incubaron a
95°C en bafio maria 20 min. se enfriaron a temperatura ambiente y se tomé lectura de
absorbancia en el espectrofotometro a 410 nm.

d. Consumo de fosfatos

El consumo de fosfatos se determind tomando 2 ml de cultivo de cada tratamiento (n=3),
cada 24 h. Las muestras se filtraron al vacio en membranas de nitrocelulosa de 8.0 um de
poro (Millipore ®). La concentracion residual de fosfatos en el medio de cultivo se
cuantifico del filtrado libre de células por el método de Taussky y Shorr, modificado por
Gonzélez y Pefialoza (2000). Cada muestra se compard con una curva patron previamente
realizada. Primero se diluyeron los 2 ml filtrados a una proporcion 1:40 y se tom6 1 ml de
la dilucion a la cual se le afiadieron 1 ml de &cido tricloroacético (TCA) 0.5 N y 1ml de
reactivo de color. Se tomo lectura de absorbancia en el espectrofotometro a 660 nm.
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e. Actividad fotosintética y respiratoria por oximetria.

Transcurrido el tiempo de exposicion a la estreptomicina, se tomaron por triplicado de cada
lote experimental, lo equivalente en volumen a 50ug/ml de clorofila total,
aproximadamente 15 ml. Las muestras se centrifugaron a 3,000 rpm por 1min. El
sobrenadante se elimind y la pastilla se resuspendié en 1 ml de una solucion de KoHPO4
100 mM pH 7.0. La tasa fotosintética se midié como liberacion de oxigeno y la respiratoria
como consumo de oxigeno. Las mediciones se realizaron en un oximetro (Oxygraph,
Hansatech ®, U.K.) a 30°C por medio de un bafio de agua circulante. La tasa de liberacion
de oxigeno (fotosintesis) se obtuvo iluminando la muestra con luz blanca actinica (400-
700nm) y un flujo fotonico de 400 pmoles'm2-s. Inmediatamente después de apagada la
luz, se registré la velocidad de consumo de oxigeno (respiracion) durante dos minutos.

f. Actividad fotosintética por emision de fluorescencia.

La emision polifasica de la fluorescencia de la clorofila a en el fotosistema Il en muestras
acondicionadas a la oscuridad, se midié utilizando un fluorémetro portétil marca HANDY -
PEA (Hansatech, UK), acoplado a la camara para fase liquida HPEA/LPA (Hansatech,
UK). Se tomaron muestras de 2 ml de cada tratamiento (n=5) y fueron incubadas a la
oscuridad por 20 min. a temperatura ambiente (25°C), para después ser irradiadas con una
luz roja (660 nm) saturante (3000 pmoles-m™2s?). La emision de fluorescencia fue
registrada por un detector con filtro de corte para emision a 685 nm.

Los valores de la fluorescencia minima, Fo a los 50 ps, la fluorescencia maxima, Fm a los
200 ms y la fluorescencia variable (Fv = Fu-Fo) fueron registrados automaticamente por el
equipo. La interpretacion de los datos se realizo con el programa Handy-PEA desarrollado
por la misma Compafiia (Hansatech, U.K.) y el programa Biolizer-HP3, disefiado en el
Laboratorio de Bioenergética de la Universidad de Ginebra, Suiza. Los parametros
medidos (tabla 2) y la interpretacion de los mismos se realizaron segln el analisis de la
prueba de OJIP (Van Heerden et al., 2004).
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Parametros Técnicos

Fluorescencia a 50 ps Fo

Fluorescencia maxima Fm

Fluorescencia variable Fv = Fm-Fo

Pendiente desde el origen de la fluorescencia Mo | =(F300us-Fo)/(Fm-Fo)
Fluorescencia variable a 2 ms Vj =(F2ms-Fo)/(Fm-Fo)
Flujos especificos expresados por centros de reaccion (RC)

Absorcién por RC ABS/RC |=(Mo/V))/(1-FolFm)
Atrapamiento a tiempo 0 por RC TRo/RC |=Mo/Vj=(ABS/RC) ¢Po
Disipacion a tiempo 0 por RC DIo/RC |=(ABS/RC) - (TRo/RC)

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

Productos o relaciones de flujo

Producto cuantico maximo de la fotoquimica ¢Po = TRo/ABS = (Fm-Fo)/Fm =
primaria

Producto cuéntico maximo de disminucion de ¢Do |=DIo/ABS = 1-¢pPo = Fo/Fwm
excitacion no fotoquimica

Producto cuantico maximo para que un Yo = ETo/TRo = 1-Vj

exciton atrapado mueva un electrén después

de Qa-

Producto cuéntico méximo para el transporte oEo |=¢Po.Yo=

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

ETo/ABS = (1-Fo/Fm)(1-Vj)

indices vitales

Indice de performancia Plass |=[RC/ABS][ ¢Po/(1- ¢Po)][ Wo/1-
Yo

Tabla 2. Parametros cinéticos de la prueba de OJIP (Van Heerden et al., 2004).

El analisis de la disipacion de la energia y el transporte electrénico se realizé por medio de
la técnica de pulso saturante utilizando un equipo de fluorescencia FMS (Fluorescence
Monitoring System, Hansatech, U.K). La eficiencia cuantica para el transporte electronico
(DPSII), se realizd determinando la emision de fluorescencia en tapetes celulares. Los
tapetes celulares se obtuvieron filtrando 15 ml o su equivalente en densidad Optica de cada
tratamiento en membranas de nitrocelulosa de 5 um. La emision de fluorescencia se realiz
colocando el tapete celular en las pinzas de hojas y manteniéndolo cerca de la fibra optica.
La hidratacion del tapete celular se mantuvo utilizando una porcion de papel filtro saturado
con agua destilada, colocado por debajo del filtro de nitrocelulosa. EIl valor de Fo a
temperatura ambiente, se obtuvo irradiando la muestra con una luz modulada de baja
intensidad (0.1 umolesem2es), y después de 10 segundos se sobrepuso un pulso saturante
de luz blanca de 10,000 umolessm2es™ por 0.8 s, para cerrar todos los centros de reaccion y
obtener el valor maximo de fluorescencia en estado estacionario Fm™ y el estacionario Fs’.
Utilizando estos valores se calcul6 la eficiencia cuantica de operacion para el fotosistema Il
(DPSII) segun la siguiente formula reportada por Maxwell y Johnson, (2000): ®PSII =
Fm’-Fs/Fm’
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El decaimiento fotoquimico (NPQ) se determind incubando las muestras en la oscuridad
por 20 minutos. El valor de Fo a temperatura ambiente, se obtuvo irradiando la muestra con
una luz modulada de baja intensidad (0.1 pmolesem™es™), y después de 10 segundos se
sobrepuso un pulso saturante de luz blanca de 10,000 umolessm2es™ por 0.8 s, para cerrar
todos los centros de reaccién y obtener el valor maximo de fluorescencia Fm en oscuridad.
Inmediatamente después del pulso saturante se irradiaron muestras con una luz actinica
blanca no saturante de 500 umolesem™2es™, por cinco minutos hasta alcanzar un estado
estacionario para después sobreponer un pulso saturante de luz blanca de 10,000 pmolesem”
2esl por 0.8 s y obtener el valor de Fyv’. La eficiencia cuantica para la disipacion no
fotoquimica (NPQ) se calcul6 utilizando la formula reportada por Maxwell y Johnson,
(2000): NPQ = Fm-Fm'/Fm

La determinacion de la tasa fotosintética maxima (Pméax) y el rendimiento cuantico para el
transporte electronico (), se determinaron variando la intensidad luminica de 0 a 900
umolesem2es™ (Liu et al., 2009) y cuantificando la tasa de transporte electronico aparente:
ETR = (®PSI)*(0.5)  (umoles fotonesem-2es™?).

g. Ultraestructura celular

Los cambios en la ultraestructura celular se determinaron por microscopia electronica de
transmision. Las muestras fueron procesadas en la unidad de microscopia electronica del de
la Facultad de Ciencias de la UNAM, segun el siguiente protocolo:

1. Las muestras se fijaron con glutaraldehido al 2.5% en bufer de fosfatos por 2 h.

2. Se centrifugaron a 4000 rpm en tubos Eppendorf de 1.5 ml, hasta formar un
paquete.

3. El paquete se lavo 3 veces cambiando el medio de fosfatos cada 15 minutos.

4. Se realizé una postfijacion con tetradxido de osmio (OsOs) al 1% en bufer de

fosfatos por 2 horas.

Las muestras se lavaron 3 veces cambiando el medio cada 15 minutos.

Las muestras lavadas se deshidrataron durante 15 min. c/u a 4°C con etanol-agua

v/v a 40, 50, 60, 70, 80, 90 y 100% de etanol.

Se realizaron 2 cambios mas con etanol al 100% de 15 min. c/u.

Se efectuaron 2 cambios con Oxido de propileno al 100% de 15 min. c/u.

La muestra se dejaron en Oxido de propileno-resina epon (1:1) por 48 h en un

desecador a temperatura ambiente.

10. Se llevé a cabo un cambio por resina epon al 100% en rotacion por 4 h.

11. Se permitid la polimerizacion de la resina durante 48 h a 60 °C.

12. Se hicieron cortes de 90 nm en un ultramicrotomo Reichert-Jung.

13. Los cortes se contrastaron con acetato de uranilo al 2% durante 30 minutos y
posteriormente con citrato de plomo al 2% durante 10 min.

14. Las muestras se observaron en un microscopio electronico de transmision JEOL
1200CXIl1 a diferentes aumentos y se obtuvieron fotografias.
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h. Cantidad relativa de proteina D1

Se colectd una cantidad igual de células de cada tratamiento (ajustado por absorbancia) por
medio de centrifugacion a 8500 rpm durante 10 minutos. La pastilla fue resuspendida en un
bafer de extraccion desnaturalizante con una base de 140 mM Tris, 105 mM TRis-HCI, 0.5
mM de &cido etilendiamintetraacético (EDTA), 2% de dodecilsulfato de litio (LDS) y 10%
de glycerol.

Las muestras fueron congeladas en nitrogeno liquido y maceradas usando morteros frios,
fueron almacenadas a -20°C para después ser sonicadas a una intensidad de 60 W durante
20 segundos (Branson Sonifer 250). Para evitar el sobrecalentamiento, las muestras fueron
enfriadas inmediatamente en nitrogeno liquido. Después de la aplicacion de tres ciclos de
enfriamiento, se descongelaron por sonicacion para tener la méxima extraccion de
proteinas. Posteriormente, se centrifugaron las muestras durante 3 minutos a 8500 g, para
quitar el material insoluble y células rotas (Brown et al., 2008).

El contenido total de clorofila, se determiné diluyendo una submuestra en acetona al 80% y
midiendo la absorbancia a 653 nm, el resultado fue multiplicado por 27.8 para obtener la
cantidad total de clorofila (mg. L™} (Hipkings y Baker, 1986). Las muestras en bufer de
extraccion desnaturalizante, fueron llevadas a una concentracion final de 50 mM en
ditiotreitol (DTT). Los extractos celulares obtenidos, fueron calentados después a 70 ° C
por 5 min. La electroforesis fue realizada en un gel de poliacrilamida 12% de separacion y
4% concentrador.

Se colocé material de cada tratamiento en cada carril de la electroforesis considerando que
correspondiera a cantidades iguales de clorofila total (35mg). Las proteinas celulares totales
separadas en la electroforesis, se electrotransfirieron a membranas de difluoruro
polivinilideno (PVDF) y se inmunodetectaron por un método quimio-luminiscente
mejorado (Biorad). El anticuerpo principal, fue anti-D1 de conejo policlonal contra un
péptido N-terminal de proteina conservada (Agrisera, Sweden). Las imagenes fueron
grabadas con un escaner blot (C-Digit. LI-COR) y analizado usando el programa Gel
Analyzer 2010.

i. Analisis estadistico
Los datos se analizaron con un ANOVA unifactorial, para verificar que las medias de los

tratamientos fueran diferentes y se aplicé una prueba de LSD o Tukey; para conocer las
diferencias significativas entre los tratamientos, con hoja de calculo y el programa SAAS.
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Resultados y discusion

Este estudio aporta al conocimiento la respuesta fisiologica de C. vulgaris expuesta a
concentraciones de estreptomicina. Se encontré una disminucién del peso seco (PS) de los
cultivos segun aumentaba la concentracion del antibidtico, la velocidad de crecimiento
tendid a ser menor y el tiempo de duplicacion se alargd a medida que se incrementaba la
concentracion de estreptomicina.

De la medicion del consumo de fosfatos y nitratos, observamos incrementos con el aumento
de las concentraciones de antibidtico. En la ultraesctructura, se identifico la pared celular,
membrana plasmatica, cloroplasto en forma de copa, membranas tilacoidales, granas,
pirenoide, granulos de almidén y nucleo; las membranas tilacoidales del cloroplasto
mostraron las mayores modificaciones. Las células en los cultivos de la concentracion 1.2
mg.L fueron de mayor tamarfio que las células control (las mas pequefias) y las células de
la concentracion 2.4 mg.L™ fueron las méas grandes de todas.

Encontramos ciertas alteraciones para la conformacion del cloroplasto, donde segun
aumentaba la concentracion del antibiotico su tamafio también lo hizo. Las granas
desaparecieron conforme la dosis del antibiotico fue aumentando, ademas, se prolongaron y
adelgazaron las estructuras exteriores que la pared celular tiene.

El pirenoide, estuvo visible en las células del control y en las células expuestas al
antibidtico, sin embargo, el almidon que circunda al pirenoide desaparece en las células
expuestas a 2.4 mg.L de estreptomicina.

I. CRECIMIENTO

El crecimiento de C. vulgaris, medido por PS, disminuy6 40% del valor del control al valor
de las células expuestas a la mayor concentracion de estreptomicina (Figura 2); lo que
permite inferir que al aumentar la concentracion se puede eliminar la poblacion.

Se encontraron diferencias significativas entre las medias de PS para los tratamientos con
las concentraciones de 0.0, 0.6, 1.2 y 2.4 mg.L. La exposicion a la estreptomicina,
representd una perturbacion a la densidad poblacional de los cultivos, dando como
resultado que los valores graficados tuvieron una pendiente negativa (Figura 2).

El peso seco disminuyo, como se observa en la figura 3, la tasa de crecimiento celular por
dia (i) también decrece significativamente, cuando comparamos el testigo y los valores del
cultivo con la dosis de antibidtico mas alta. El resto de las concentraciones tuvo una
velocidad de crecimiento celular similar, pese a que presenta una tendencia a la reduccion
con la que pierde 24% de la velocidad al tardar méas tiempo en crecer.
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Figura 2. Efecto de las concentraciones de estreptomicina sobre el
crecimiento de C. vulgaris traducido en peso seco al término del tratamiento
(72 h.), promedio de n=3 con su desviacion estandar (Letras diferentes
indican diferencias significativas segun la prueba de Tukey p<0.05).

Campa-Cordova et al., en 2006, publicaron que el nimero de células por mililitro del alga
Tetraselmis chuii, expuestas a concentraciones de florfenicol (0.75, 1.5, 3.0, 6.0, 12.0 y 24
mg/L™Y), disminuyé hasta 90% de su valor inicial en 96 h. Ante 3.6, 5.3, 8.0 12.0 y 18.0
mg/L? de oxitetraciclina, se disminuyé aproximadamente 75% del valor inicial durante el
mismo tiempo (Gongalves et al., 2007). También se ha reducido el nimero de células en los
cultivos de Isochrysis galbana 16.5% y de Chaetoceros gracilis 89%, por la exposicion a
eritromicina.

Lai et al., en 2009, colocaron cloranfenicol, tiamfenicol y también florfenicol en cultivos de
algas tanto marinas como dulceacuicolas (entre ellas C. wvulgaris); provocando
disminuciones en las poblaciones mayores al 75% y algunas aproximandose al 100%. Pese
a gue estos estudios se reportan por el numero de celulas y aqui empleamos el peso seco,
nuestros datos, permiten confirmar que los inhibidores de sintesis de proteinas como la
estreptomicina ocasionan disminucion en los cultivos de algas.

Cabe mencionar que Microcystis aeruginosa, reduce su poblacion ante la minima

concentracion de cefradina que inhibe la sintesis de proteina, en el caso de Scenedesmus
obliquus su poblacion resiste (Chen y Guo en 2012).
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Figura 3. Efecto de las concentraciones de estreptomicina sobre la tasa de
crecimiento (u) de C. vulgaris al término del tratamiento (72 h.), promedio
de n=3 con su desviacién estandar (Letras diferentes indican diferencias
significativas segun la prueba de Tukey p<0.05).
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Figura 4. Efecto de las concentraciones de estreptomicina sobre el tiempo de

duplicacion de C. vulgaris al término del tratamiento (72 h.), promedio de

n=3 con su desviacion estandar (Letras diferentes indican diferencias
significativas segun la prueba de Tukey p<0.05).
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El peso seco y la tasa de crecimiento relativo disminuyeron con la exposicién al antibi6tico,
el tiempo necesario para la duplicacion aumentd 32%, contrastando el valor del control con
el del tratamiento con la mayor concentracion (Figura 4). Las células no se reprodujeron tan
facilmente al estar expuestas a estreptomicina, retardaron su duplicacion y con esto la
velocidad del crecimiento poblacional.

Il. CONSUMO DE FOSFATOS Y NITRATOS

El consumo de fosfatos y nitratos aumentd conforme lo hizo la concentracion de
estreptomicina. Para fosfatos, todos los consumos resultaron con diferencias significativas,
para nitratos, sélo los cultivos con las dos concentraciones mas altas del antibidtico (1.8 y
2.4 mg.L™) se distinguieron del resto.

El consumo de fosfatos méximo en el nuestro estudio, se dio bajo el tratamiento mas
concentrado, el incremento en el consumo fue de 48% sobre el valor obtenido del testigo
(Figura 5). Ante un aumento en el consumo de nutrientes, ya sea fosfatos o nitratos se
esperaria que se emplearan en la construccion de moléculas que sirven para el crecimiento
celular y como consecuencia favorecieran el crecimiento poblacional.

No obstante, el crecimiento poblacional se redujo; lo que significa que la asimilacion de
dichos nutrientes no fue suficiente para que las células mantuvieran el crecimiento en peso
seco, tasa relativa de crecimiento y el tiempo de duplicacion celular como el cultivo
control. El aumento en el consumo de los fosfatos no implicé un crecimiento, por lo que,
para futuros estudios se recomienda investigar el papel del fosfato en la fisiologia del alga
expuesta a estreptomicina.
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Figura 5. Efecto de las concentraciones de la estreptomicina sobre el
consumo de fosfatos (mg PO4) por mg.L? de PS de C. vulgaris al término
del tratamiento (72 h), promedio de n=3 con su desviacion estandar (Letras
diferentes indican diferencias significativas segin la prueba de Tukey
p<0.05).
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Si bien el consumo de nitratos, aumentd significativamente ante las dos concentraciones
mas altas de estreptomicina; la diferencia entre el consumo del testigo con el de las algas
expuestas a 2.4 mg.L? del antibidtico es de 221% (Figura 6). A diferencia de nuestros
resultados, Swartzman et al. en 1989, encontré que el consumo de fosfatos y nitratos fue
menor para Chlamydomonas en presencia de estreptomicina que en el control.
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Figura 6. Efecto de las concentraciones de la estreptomicina sobre el consumo
de nitratos (mg NOs) por mg.L! de PS de C. vulgaris. al término del
tratamiento (72 h), promedio de n=3 con su desviacion estandar (Letras
diferentes indican diferencias significativas segun la prueba de Tukey p<0.05).

Gobmez, en 2007, encontrd que las sales minerales de C. vulgaris corresponde al 10% de su
peso y que la relacion N aminico/N total presenta un valor superior al 40%. Los fosfatos y
nitratos pudieron formar parte de la mezcla de aminoéacidos libres y péptidos de bajo peso
molecular (Huss et al., 1999).

Si bien, C. vulgaris es usada para tratamiento terciario de aguas residuales y especialmente
para compuestos de nitrégeno y fosforo (De-Bashan et al., 2002); como demostramos, hubo
un incremento en el consumo pero no se tiene la certeza de como se aprovecharon los
nutrientes.

No obstante, la falta de estudios que midan el consumo de nutrientes para caracterizar la
respuesta fisioloégica de algas bajo estrés, hace dificil la comparacién de nuestros
resultados, dejando el campo abierto para siguientes investigaciones. Por esa razon, es que
se incentiva a estudiar si los nitratos y fosfatos pudieron emplearse para hacer proteinas y
otras moléculas, que forman parte de las membranas tilacoidales y los fotosistemas.
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I1.ULTRAESTRUCTURA CELULAR

El tamafio de las células fue mayor con el aumento de la dosis del antibiotico, las células
pasaron de una forma eliptica a esférica, las estructuras externas de la pared celular se
alargaron y adelgazaron, el cloroplasto incrementd su tamafio pero conservé la forma de
copa, las membranas tilacoidales se alargaron, las granas y los granulos de almidon tienden
a desaparecer (Figuras 8, 9 y 10).

Las células testigo, como la de la figura 7 A, presentaron forma eliptica y un tamafio menor
a las células expuestas a 1.2 mg.L™ de la figura 7 B, que a su vez es de menor tamafio que
la expuesta a 2.4 mg.L* de la figura 7 C. En la tabla 3, se facilita la observacion de las
modificaciones por el antibidtico (Unicamente el control, la concentracion media y la
méaxima empleada) al comparar el promedio de las &reas calculadas en células de ciertos
tratamientos. Con el tratamiento 1.2 mg.L? las células incrementaron su area 48 % e
incrementd 322 % respecto del testigo con la concentracion 2.4 mg.L™.

Beijerink en 1890, identifico que el didmetro del género Chlorella varia entre 2 'y 10 um,
en el presente estudio, el diametro de la célula aumenté de 2 a 5 um conforme aumento el
antibiotico en el medio de cultivo. El incremento de diametro, se reflejo en un aumento en
area total por célula, la cual aumentd de la misma manera con él incremento de la
estreptomicina (Tabla 3).

Concentracion (mg.L™) | Area promedio (um?) | Desviacién estandar (xm?)
0 54774 +0.3974
1.2 8.1163 + 1.5565
2.4 23.1021 + 6.4987

Tabla 3. Efecto de las concentraciones de la estreptomicina sobre el area de
las células de C. vulgaris al término del tratamiento (72 h), promedio de n=3
con su desviacion estandar.

Las células expuestas a la concentracion maxima son celulas grandes, que no se reproducen
tan rapido como las células testigo; a diferencia de los cultivos sin estreptomicina que
tienen muchas células pequefias que se duplican més rapido. En el estudio de Ogami et al.,
en 2012, encontraron que intensidades luminicas elevadas, modifican la estructura celular
en cepas de algas y cianobacterias, tal y como se observd en nuestro estudio al perder la
forma eliptica de las células control del alga.

La RuBisCO (Ribulosa 1,5 bifosfato carboxilasa/oxigenasa), juega un papel vital para el
crecimiento del alga. En las figuras 8 A, B y C, vemos que aunque incrementd la
concentracion de estreptomicina se conservo el pirenoide (estructura que contiene la
RuBisCO). Freyssinet et al, en 1984, mencionaron que el pirenoide recibe el sustrato para
la fijacion de carbono en azucares, por lo que es posible que también se conservara la
capacidad de realizar su funcion.

28



Figura 7. Disminucion del tamafio celular y la estructura del cloroplasto de C.
vulgaris por la exposicion a estreptomicina durante 72 h. (A) Testigo. (B) 1.2 mg.L*
(C) 2.4 mg.Lt. Ndcleo (Nu); Pirenoide (Pir); Pared (Par), Cloroplasto (Clor);
Gréanulo de almidén (Grd); Membranas tilacoidales (M. tilac).
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La figura 8, muestra los cambios en la estructura de la pared celular, producto de la
exposicion a estreptomicina durante 72 h. Se puede observar, que la pared de las células
testigos es aserrada; sin embargo, en las célula expuestas a estreptomicina, estas “sierras”
se modifican alargandose y adelgazandose (Figura 7 y 8). La medida promedio de éstas
prolongaciones en las células control fue de 0.0151 pum, para 1.2 fue de 0.0508 um y en 2.4
mg/L™ de estreptomicina fue de 0.0771 um; por lo que el aumento porcentual comparando
las dos concentraciones (1.2 y 2.4 mg/L™) con el testigo hay un aumento de 336% a 510.6%
respectivamente. Se desconoce el origen de dichas estructuras, es necesario realizar una
caracterizacion quimica de la pared para indagar mas sobre los efectos de la estreptomicina.

No existen reportes del efecto de la estreptomicina sobre la constitucion de la pared celular
de C. vulgaris; sin embargo, es probable que se modifique la constitucion del pared, aun
cuando esta ha sido reportada con alta resistencia mecanica por Fawley y Fawley en 2004.
Por otro lado, Gomez en 2007, menciona que la pared posee una elevada rigidez; no
obstante, se observa que la estructura se alterd6 con el incremento de la dosis de
estreptomicina.

La rigidez de la pared celular que Gomez menciona en 2007, se ve alterada por la
exposicion a la estreptomicina, la cual provoca una expansion, como vemos en las enormes
células del cultivo de 2.4 mg/L™ del farmaco (Figura 7 C)

Otra discrepancia con la caracterizacion de la forma celular de C. vulgaris, es que en los
otros estudios reportan para el alga una forma esférica; que aunque es ligera la diferencia,
es notable que las células control son elipticas como reporté Beijerink en la primer
descripcion y conforme incrementa la concentracion del farmaco (Figura 7) se tornan
esféricas.

Es claro que para modificar la forma de la pared celular, hay que hacer moldeable su
constitucion, y segun las mediciones hechas sobre las fotografias microscéopicas que
resultaron en 0.1774, 0.1451 y 0.2096 pm (concentracion 0, 1.2 y 2.4 mg/L*
respectivamente). Encontramos una similitud en su grosor, por lo que es evidente que no
hubo adelgazamiento o engrosamiento; por el contrario, permanece segln las medidas de
150 a 200 nm reportadas por Yamamoto et al. en 2005. Ya que en apariencia, segun la
similitud en la tonalidad de la fotos, su densidad no cambio; podemos inferir que la
constitucion quimica de la misma no se modifico.

El efecto de la estreptomicina, pudo haber incrementado la permeabilidad de la membrana,
como mencionaron Magnet y Blanchard en 2005; lo que puede explicar que las células
expuestas a 2.4 mg/L* del antibidtico, tengan un volumen mayor al valor del resto de las
células de los tratamientos. Las macro-células, pudieron haber adquirido material a través
de la membrana con una discriminacion distinta a las condiciones libres de estreptomicina y
acumularse dejando un alga muy turgente.
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Figura 8. Efecto de la exposicion a estreptomicina durante 72 h en la estructura
de la pared celular de C. vulgaris. (A) Testigo. (B) 1.2 mg.L* (C) 2.4 mg.L™.
Pared (Par); Membranas tilacoidales (M. tilac); Granulo de almiddn (Gra).
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Las prolongaciones filamentosas, que comienzan en la pared celular estan compuestas
probablemente de cadenas de polisacaridos; ya que la pared celular de este grupo, a
diferencia de otros grupos y las plantas superiores, esta compuesta de polimeros de
glucosamina, como chitina y chitosan. Asi pues, ya no hay tal pared lisa como Fanes en
2008 reportd, y hace falta investigar mas acerca de la interaccién de la estreptomicina con
la glucosamina caracteristica de la pared de este taxa; segin menciona Huss et al. en 1999.

El cloroplasto, es de suma importancia, ya que es el encargado de fijar diéxido de carbono;
para producir carbohidratos a partir energia luminica a través del proceso fotosintético.
Khaybullina et al. en 2010, refieren que C. vulgaris posee un cloroplasto asimétrico en
forma de copa, que en las células de nuestras fotografias ocupan de la mitad a tres cuartos
de la periferia celular; con un pirenoide usualmente situado en la parte central (Figura 7 y
8).

Sin embargo, con la dosis més alta del antibiotico, este se alarga cubriendo la periferia en
su totalidad como vemos en las figuras (Figura 7). Esto puede asociarse a que las granas de
los tilacoides, se separan segun el incremento del farmaco y eso rompe la agregacion,
permitiendo que se estiren libremente las membranas tilacoidales (Figura 9). La formacion
de granas esta directamente asociada al correcto ensamblado del fotosistema Il, debido a
que la estreptomicina inhibe la sintesis de varias proteinas del fotosistema Il, como
consecuencia se inhibe la formacién de granas.

Dentro del cloroplasto se localiza el pirenoide, que en C. vulgaris es bisegmentado refieren
Huss et al. en 1999, se localizo en la parte central del cloroplasto, cuando fue visible. El
pirenoide, es una estructura protéica formada de la enzima fijadora de CO3, la RuBisCO.

El pirenoide, normalmente como se observa en la figura 7, se rodea de una “corona” de
almidon. Esta corona, también es visible en las células expuestas a 1.2 mg.L™? del
antibidtico; sin embargo, el pirenoide en las células tratadas a la maxima concentracion (2.4
mg.L ™), no presentaron acumulacion de almidon ni granulos a lo largo del cloroplasto, que
se puede observan en los tratamientos testigo y 1.2 mg.L* (Figura8).

Como lo hemos mencionado ya, la sintesis de proteinas citoplasmatica no es afectada por
estreptomicina, ya que el antibiotico se une principalmente a ribosomas cloroplasticos y
minimamente a los citoplasmaticos (Freyssinet, 1975).

Lo anterior fue demostrado en Euglena, la cual fue incapaz de fijar CO2 en presencia de
estreptomicina; ya que aun cuando las células contienen una concentracion normal de
enzimas del Ciclo de Calvin, sintetizadas citoplasmaticamente, no pueden fijar CO», debido
a la inhibicion de las sintesis de proteinas cloroplasticas que participan en este proceso
(Horrum y Schawartzbach, 1981). En estudios con cloroplastos purificados e intactos de
Euglena, la exposicion a una concentracion de 2.0 mg/mL™, inhibe la fijacion de CO; e
inhibe la sintesis de proteinas en un 85% (Gomez-Silva y Schiff, 1985).
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Figura 9. Efecto de la exposicién a estreptomicina durante 72 h en la estructura de las
membranas tilacoidales de C. vulgaris. (A) Testigo. (B) 1.2 mg.L* (C) 2.4 mg.L™.
Pared (Par); Membranas tilacoidales (M. tilac); Granulo de almiddn (Gra).
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Los cambios estructurales y morfolégicos en la ultraestructura celular, hay que
relacionarlos a la vez con las alteraciones en el consumo y produccion de oxigeno. A pesar
de que se increment6 hasta seis veces el tamafio celular, la produccion de oxigeno y la
eficiencia electrdnica para producir la energia para la fijacion de CO- se reducen; lo cual es
intrigante, ya que la célula aumenta sustancialmente su tamafio con respecto al testigo
(tabla 3).

El crecimiento poblacional, disminuyé al contrario del celular que si incremento,
seguramente por la reducida cantidad de carbohidratos que resultan del aprovechamiento de
la energia fotonica en la fotosintesis.

Existe la duda del cdmo responden las estructuras de las células ante las concentraciones
0.3, 0.6 y 1.8 mg.L? de estreptomicina. Se sugiere contemplar fotografias que permitan
observar el abanico completo de las respuestas, para evidenciar si existen cambios
continuos o subitos entre tratamientos y si corresponden a las evidencias encontradas para
las concentraciones empleadas en este estudio.

IV.PIGMENTOS FOTOSINTETICOS

El contenido volumétrico y especifico de clorofila total (Figura 10 y 11), disminuyo por la
exposicion a la estreptomicina de manera significativa, al menos en un par de medias (p<
0.05). La reduccién en el contenido volumétrico de pigmentos, no se desarrolla de forma
lineal, posiblemente debido a una diferencia en la inhibicion de la sintesis, ensamblaje y
degradacion de los mismos. A la maxima concentracion probada (2.4 mg.L?), la
concentracion especifica de clorofila total por peso seco, se reduce en 56 % y la cantidad
volumétrica 60% con respecto al control.

May et al., en 1969, reportaron blanqueamiento celular como consecuencia de la
exposicion a estreptomicina para plantas superiores, asociado con la pérdida de clorofila.
Resultados similares fueron encontrados por Freyssinet et al. en 1984, donde la
estreptomicina provoco una disminucion de clorofila del 15.4 % en Euglena gracilis.

En el estudio realizado con Zea mays, Zhu et al. en 2011, reportaron una disminucion de
clorofilas y carotenoides al exponer la planta a cloranfenicol (inhibidor de sintesis de
proteinas); lo que indica que la sintesis de estos pigmentos en vegetales y algas depende de
la sintesis de proteinas cloroplastica y nuclear.

En el estudio de Yaronskaya et al. en 2007, encontraron que plantas de cebada reducen su
concentracion de clorofila con la exposicion a 5 g/L™ de estreptomicina. Sin embargo,
Brain et al., en 2004, expusieron la planta Lemna gibba ante 0, 10, 30, 100, 300, y 1,000 ug/L*
de estreptomicina por 7 dias y no encontraron fitotoxicidad, ni diferencias significativas en
la cantidad de pigmentos. Por lo cual, ademas de que cada especie reacciona diferente bajo
la estreptomicina, la dosis parece representar un factor determinante de la magnitud de los
danos.
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Figura 10. Efecto de las concentraciones de estreptomicina sobre el contenido
volumétrico de clorofila total (a+b) de C. vulgaris al término del tratamiento
(72 h), promedio de n=3 con su desviacion estdndar (Letras diferentes indican
diferencias significativas segun la prueba de LSD p<0.05).
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Figura 11. Efecto de las concentraciones de estreptomicina sobre el
contenido especifico de clorofila total (a+b) de C. vulgaris al término del
tratamiento (72 h), promedio de n=3 con su desviacion estandar (Letras
diferentes indican diferencias significativas segun la prueba de LSD
p<0.05).
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En el estudio de Chen y Guo en 2012, donde la tasa de incremento de clorofila a en M.
aeruginosa y S. obliquus, expuestas a cefradina (0.5, 1.0, 3.0, 5.0 y 10.0 mg/L™}), disminuye
para el primer organismo y aln mas con las tres concentraciones mayores segun paso el
tiempo.

Contrario a nuestro experimento, la cantidad de clorofila total reportada en el estudio de
Yoshida et al. en 1998, presenta una disminucion de 50 y 90 % segun la cepa de Oriza
sativa L.; al exponerse a 100 pg/mL™ de estreptomicina y 100 ng/mL™* de kanamicina, en
cuyo caso fue mayor al 90 % en las dos cepas.

El crecimiento de las algas, depende del correcto balance entre la energia electromagnética
absorbida y su conversion en energia quimica para fijacion de didxido de carbono. Los
organismos fotosintéticos como las algas, absorben la energia electromagnética y la
convierten en energia quimica a traves de los pigmentos fotosintéticos. El contenido
correcto y la localizacion precisa son fundamentales para garantizar el proceso de
reacciones fotoquimicas.

Un gran namero de las enzimas necesarias para la sintesis de clorofila, son codificadas por
genes nucleares, asi que la estreptomicina, no deberia tener efectos inhibitorios directos en
el proceso de sintesis de estas enzimas codificadas en el cloroplasto.

Sin embargo, muchos complejos proteinicos importantes para el ensamble de las clorofilas
en los complejos antena y centros de reaccion, son codificados por el cloroplasto y los
genes nucleares, y la expresion correspondiente entre dos genomas es indispensable para la
biosintesis 'y ensamble de la clorofila. Entonces, la estreptomicina, eritromicina, la
claritromicina y otros antibioticos inhibidores de sintesis de proteinas cloroplastica; podrian
interferir con la biosintesis de clorofila, a través de la inhibicion de genes del cloroplasto y
luego afectar de manera indirecta la expresion de genes nucleares (Liu et al., 2011).

Liu et al., en 2011, encontraron que el acido &-aminolevulinico, el porfobilindgeno, el
uroporfirinégeno 111, el coproporfirindgeno 11, la protoporfirina IX y la protoclorofilina;
precursores de la biosintesis de la clorofila en Selenastrum capricornutum, se redujeron
significativamente después de la exposicion a eritromicina. Esto demostrd que los
inhibidores de la sintesis de proteinas en el cloroplasto como la eritromicina, tiene la
capacidad de inhibir la biosintesis de clorofila a concentraciones muy bajas (0.06 mg.L™).

El contenido de carotenoides (mg.L™), disminuyé significativamente (p<0.05) después de
la exposicidn a estreptomicina durante 72 h. Como se puede observar en la figura 12, el
contenido volumétrico de carotenoides totales disminuyo alrededor de un 25% en la
primera concentracion probada (0.3 mg.L™). La inhibicion de carotenoides totales, fue de
58% a la maxima concentracion probada (2.4 mg.L™), con respecto al control (Figura 12).

La cantidad de carotenoides por biomasa seca, también se redujo significativamente
(p<0.05). A la méxima concentracion probada (2.4 mg.L™), se redujo 29% con respecto al
tratamiento testigo sin antibiotico (Figura 13). La diferencia entre la cantidad volumétrica y
la especifica, pudiera estar relacionada con el aumento de tamafio en el &rea de las células,
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que sucedié conforme se incrementd la concentracion del antibidtico en el medio de
cultivo.
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Figura 12. Efecto de las concentraciones de estreptomicina sobre el
contenido volumétrico de carotenoides totales de C. vulgaris al término del
tratamiento (72 h), promedio de n=3 con su desviacion estdndar (Letras
diferentes indican diferencias significativas segun la prueba de LSD
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Figura 13. Efecto de las concentraciones de estreptomicina sobre el
contenido especifico de carotenoides totales de C. vulgaris al término del
tratamiento (72 h), promedio de n=3 con su desviacion estdndar (Letras
diferentes indican diferencias significativas segun la prueba de LSD
p<0.05).
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Uno de los primeros reportes del efecto de la estreptomicina sobre los pigmentos
fotosintéticos en plantas, fue hecho por Von Euler en 1947; el cual reportd que cuando
semillas de cebada son germinadas en una solucidon con estreptomicina, no contenian
clorofila ni carotenoides. Opris et al. (2013) usé eritromicina, otro antibidtico capaz de
inhibir la sintesis protéica en los cloroplastos, y encontrd que el contenido de las xantofilas
y beta carotenos se reduce significativamente en plantas de trigo. Por otro lado, se ha
demostrado que la eritromicina tiene la capacidad de inhibir el ciclo del glutation-ascorbato
y componentes en el ciclo de las xantofilas en Pseudokirchneriella subcapitata;
particularmente sobre el estado de conversion de violaxantina a zeaxantina, este Gltimo
decrece cuando aumenta la concentracion de eritromicina (Nie et al., 2013).

Los carotenoides son esenciales en el proceso fotosintético, ya que participan como
pigmentos accesorios en las antenas ampliando el intervalo de absorcidon de la energia
electromagnética. Estos pigmentos, participan activamente en la regulacion de la energia de
excitacion en los complejos antena a traves del ciclo de la xantofilas. Las xantofilas,
modifican la eficiencia transferencia de excitones desde la antena hacia el nucleo de
reaccion, disipando la energia en exceso en forma de calor.

Los carotenoides, también participan en la relajacion “segura” de atomos de oxigeno
energizados (*O) en estado de singulete. Por otro lado, los carotenoides participan como
moléculas antioxidantes que eliminan especies reactivas de oxigeno ERO (Ye et al., 2008).
Por lo anterior, podemos entender que la reduccion del crecimiento por exposicion a
estreptomicina en C. vulgaris, esta relacionada con la reduccién de los carotenoides y la
disminucion de todas las funciones en las cuales estas moléculas participan.
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V. ACTIVIDAD FOTOSINTETICA Y RESPIRATORIA

La tasa de produccion de oxigeno fotosintético, disminuyé en todos los tratamientos, y a la
maxima concentracion probada 2.4 mg.L?, la reduccion con respecto al control fue de 64%
(Figura 14). La tasa de consumo de oxigeno por respiracion a la maxima concentracion del
antibiotico, disminuyd 67% con respecto al control (Figura 15).
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Figura 14. Efecto de las concentraciones de estreptomicina sobre la
liberacion de oxigeno fotosintético en C. vulgaris al término del tratamiento
(72 h), promedio de n=3 con su desviacion estandar (Letras diferentes
indican diferencias significativas en la prueba de Tukey p<0.05).

Encontramos similitud con la reduccién en la produccion de oxigeno fotosintético, de igual
forma Xiong en 2001, encontrd para Ankistrodesmus spiralis, Heterococcus brevicellularis,
Scenedesmus sp. y Enallax coelastroides (47, 40, 20 y 25% respectivamente); bajo
exposicion a estreptomicina.

Xiangliang et al., en 2008, reportaron una inhibicion de 80.5% en la concentracion de O
producido por Synechocystis sp.; tratada con 150 mg/L* del antibidtico amoxicilina.

La estreptomicina inhibe la sintesis de proteinas cloroplastica al unirse a los ribosomas de
tipo 70s, se puede inferir que muchas de las proteinas codificadas en el genoma del
cloroplasto estan siendo inhibidas, incluyendo la proteina D1 que disminuye su sintesis.
Esto pudiera estar afectando la estructura y funcion del fotosistema Il y el complejo
liberador de oxigeno, dando como resultado una inhibicion de la liberacion fotosintética de
oxigeno.

Por otra parte, la fotosintesis requiere de proteinas con funciones importantes, como la
psbS, en el complejo liberador de oxigeno. Existen por lo menos 14 genes de los eucariotas
fotosinteticos, que son codificados en el genoma del cloroplasto y originan proteinas
necesarias para la estructura y funcién fotosintética del cloroplasto (Wollman, et al. 1999).
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Figura 15. Efecto de las concentraciones de estreptomicina sobre el

consumo de oxigeno por la respiracién en C. vulgaris al término del
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p<0.05).

Los errores en la proteina psbS, son de alto impacto al involucrar el complejo liberador de
oxigeno. Esto limita la donacion de electrones al fotosistema y Li et al. en 2000, le
atribuyen una funcién esencial en la relajacion del fotosistema I1.

La causa de las alteraciones que encontramos, podrian centrarse en las proteinas psbB-
psbH-petB-petD que son subunidades de proteina del citocromo bf, en conjunto con genes
estructurales para el PSII (Wollman, et al. 1999).

La disminucion en la tasa del consumo de oxigeno por respiracion (Figura 15), alcanzé un
60% con la concentracion mas baja, que fue similar a la reduccion final. Esta actividad
fisioldgica, decayd con la minima dosis de estreptomicina a diferencia de la produccion de
oxigeno fotosintético que mostro una pérdida progresiva.

La importancia de comparar la produccion y el consumo de oxigeno, reside en la relacion

fotosintesis/respiracion, que determina el crecimiento de un organismo fotosintético. La
fijacién del carbono en estos organismos, depende del transporte electronico.
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VI. TRANSPORTE ELECTRONICO

La produccion fotosintética de oxigeno, es un proceso que esta directamente relacionado
con la absorcién de energia luminica y el transporte electronico en la membrana tilacoidal.

El transporte electronico, puede ser registrado in vivo, a través de la emision de
fluorescencia de la clorofila a del fotosistema Il. La velocidad de transporte electronico,
medido por la emision de fluorescencia, representa el producto fotoquimico operacional del
PSII; es decir, la energia que de manera efectiva esté siendo utilizada para llevar a cabo el
trabajo del transporte electronico (Gomez, 2012).

El transporte electronico medido por fluorescencia (ETR por sus siglas en inglés), se
relaciona con la eficiencia del PSII; cuando el flujo de electrones entre PSII y PSI esta en
equilibrio con la fijacion de CO: y el resto de los procesos celulares del alga. Por lo
anterior, cualquier evento que modifique el transporte o equilibrio de electrones en toda la
cadena transportadora de electrones [H20—> PSII=> PSI=> NADP*], modificara este
pardmetro de manera directa (Gémez, 2012).

La eficiencia cuantica operacional (®PSII), multiplicada por la densidad de flujo foténico
utilizado, da como resultado la tasa de transporte electronico (ETR); la cual proporciona
una imagen mas exacta del funcionamiento del transporte electrénico, ya que esta refleja la
capacidad fotosintética del sistema para mantener abiertos los centros de reaccion a la luz
(Gémez, 2012).

Se puede observar en la figura 16, que conforme se incrementa la densidad de flujo
fotonico, el transporte electronico se satura. Esto sucede para todos los tratamientos, pero se
puede observar que el valor del punto de saturacion del transporte electronico (Pmax); para
cada tratamiento, disminuye conforme aumentd el antibiético en el medio de cultivo
(Figura 16). Por otro lado, se puede observar que la pendiente inicial de cada curva
disminuyé de la misma manera hasta 40%, al aumentar la estreptomicina en el medio de
cultivo (Figura 17).

La disminucién de ETR, nos indica que el incremento en la concentracién del antibi6tico en
el medio de cultivo, produce un incremento en el cierre de los centros de reaccion; y por lo
tanto una disminucion en el transporte electronico fotosintético, lo cual afecta directamente
la asimilacion de COa.

La pendiente inicial de las curvas de saturacion luminica (Figura 16), corresponden a la
rendimiento cuantico maximo para el transporte electrénico, pardmetro denominado “alfa”
(o). Este valor, refleja la cantidad de fotones necesarios para impulsar el transporte
electronico. Como se puede observar en la figura 18, conforme aumento6 la concentracion
de estreptomicina en el medio de cultivo, el rendimiento cuantico maximo disminuyé 39%
a la méxima concentracion probada (2.4 mg.L™) con respecto al control sin antibidtico.
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Figura 16. Efecto de las concentraciones de estreptomicina sobre la tasa de
transporte electronico fotosintético (ETR) expresada en unidades relativas,
en C. vulgaris al término del tratamiento (72 h), promedio de n=3 con su
desviacion estandar.

La reduccion del contenido de pigmentos fotosintéticos (Figuras 11 y 13) y de la capacidad
de liberacion de oxigeno (Figura 14), producen una disminucion en la capacidad de
absorcion de luz, la transferencia de energia hacia el centro de reaccion y el aporte de
electrones provenientes de la fotélisis del agua, lo que tiene como resultado la reduccién en
la capacidad méxima de la fotosintesis (Pmax) (Figura 17) y el rendimiento cuantico
maximo (a) (Figura 18). La liberacion de la energia de excitacion fotosintética, por
cualquier via que no involucre la del proceso fotoquimico se le denomina “relajacion” o
“disipacion” No-fotoquimica (NPQ por sus siglas en inglés). El proceso de disipacién
NPQ, regula y protege el proceso fotosintético en ambientes o condiciones en las cuales la
energia absorbida excede la capacidad de su utilizacion para llevar a cabo trabajo
fotoquimico.

El decaimiento No-fotoquimico (NPQ), es uno de los mas importantes mecanismos para la
regulacién rapida de la fotosintesis en plantas superiores y algas (Demmig-Adams y Adams
2006). Los mecanismos que provocan el decaimiento No-fotoquimico, son diversos y se
pueden facilitar por la acidificacion del lumen de los tilacoides y la deepoxidacion de
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Figura 18. Efecto de las concentraciones de estreptomicina sobre el rendimiento
cuantico maximo (o) expresado en unidades relativas, en C. vulgaris al término
del tratamiento (72 h), promedio de n=3 con su desviacion estandar (Letras
diferentes indican diferencias significativas segun la prueba de Tukey p<0.05).
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carotenoides xantéfilas. Ademas, a partir de cambios conformacionales en el aparato
fotosintético, componentes de los complejos PSII se asocian con los PSI traspasando
energia a estos ultimos (Kramer, 2011).
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Figura 19. Efecto de las concentraciones de estreptomicina sobre el
relajamiento no fotoquimico (NPQ) expresado en unidades relativas, en C.
vulgaris al término del tratamiento (72 h.), promedio de n=3 con su
desviacion estandar.

NPQ, también involucra la inactivacion del fotosistema Il por destruccién de la proteina D1
del centro de reaccién del PSII. Los sistemas inactivados, se convierten en disipadores de
energia en forma de calor; cuando las condiciones luminicas son favorables, la proteina D1
es restituida, recuperandose la funcionalidad del fotosistema.

La figura 20, muestra la disipacion No fotoquimica al incrementarse la densidad de flujo
foténico. Como se puede observar, para el caso del tratamiento sin antibidtico; conforme
aumento la densidad de flujo fotonico, la disipacion térmica aumentd. Sin embargo, se
puede observar claramente que la exposicion al antibidtico, reduce la disipacion no
fotoquimica comparando con el control. La figura 20, muestra los valores de NPQ de la
grafica 19 cuando la irradiacion fue de 160 pumoles de fotones.m?.s?. Como se puede
observar, a la méaxima concentracion de antibidtico (2.4 mg.L-1), la disipacion no
fotoquimica se reduce en 98%. En la mayoria de los estudios realizados, la reduccion en la
capacidad fotoguimica esta relacionado con un aumento en la disipacion no fotoquimica
(NPQ), como se puede observar en el tratamiento control de la figura 19. Sin embargo, en
el presente estudio, la exposicion a estreptomicina en C. vulgaris, produce una disminucion
de la respuesta NPQ al incremento del flujo fotdnico.
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Figura 20. Efecto de las concentraciones de estreptomicina sobre el
relajamiento no fotoquimico (NPQ) expresado en unidades relativas, en C.
vulgaris al término del tratamiento (72 h), promedio de n=3 con su
desviacion estandar. La determinacion de NPQ se realizd exponiendo las
células a 160 pmoles de fotones.m2.s* (Letras diferentes indican diferencias
significativas segun la prueba de LSD (<0.05).

Gonzélez-Moreno et al. en 1997, reportaron que la exposicion a 150 mM de NaCl en
Euglena gracilis, inhibe completamente la disipacion térmica. Estos autores, atribuyeron
esta reduccién a una incapacidad de formar gradiente electroquimico en el lumen tilacoidal,
el cual es importante para la activacion de los mecanismos de disipacion no fotoquimica. Es
posible que el efecto de la exposicion a la estreptomicina, haya causado una disminucién
del gradiente electroquimico o en la permeabilidad de la membrana tilacoidal; por lo cual,
se deberan realizar estudios que confirmen esta hipdtesis.
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VIl. FOTOQUIMICA

Con el proposito de caracterizar el efecto de la estreptomicina en la absorcion de la energia
de excitacion por los complejos antena, y la eficiencia de la misma para promover el
transporte electronico fotosintético. Se evalud el cierre de los centros de reaccion y el
Ilenado de la poza de plastoquinonas; a través de la técnica de pulso saturante y la emision
polifasica de fluorescencia de la clorofila a en el fotosistema IlI, en muestras pre-
acondicionadas a la oscuridad. La relacion, entre la emision de fluorescencia de la clorofila
a del fotosistema Il y el proceso fotosintético, es directa. La energia luminosa, absorbida
por las moléculas de clorofila puede liberarse por tres vias: (1) Puede ser usada para
impulsar el proceso fotosintético (fotoquimico). (2) Puede ser disipada como calor. (3)
Puede ser remitida como energia luminosa (fluorescencia) de menor energia.

Estos tres procesos ocurren simultaneamente y por lo tanto “compiten” entre si, de tal
forma que el incremento en la eficiencia de uno de ellos, resultard en la disminucion de los
otros dos. La medicion de la emision de la clorofila a, provee informacion de la absorcion,
distribucion y utilizacion de la energia electromagnética para llevar a cabo el proceso
fotosintetico (Perales et al., 2007). Cuando se ilumina una muestra preacondicionada a la
oscuridad, la fluorescencia de la clorofila a se incrementa rapidamente. Este incremento, es
el reflejo del cierre (“reduccidn”) de los centros de reaccién del PSII; y por lo tanto, provee
informacién de la actividad fotoquimica del PSII, asi como del llenado (“reduccion™) de la
poza de plastoquinonas y los acarreadores finales del fotosistema I (PSI).

La cinética de la fluorescencia de la clorofila a (conocida como “cinética de Kautsky” en
honor a su descriptor), tiene una figura compuesta de cuatro inflexiones nombradas OJIP
(Figura 21):
(1) O, es el valor minimo de la fluorescencia (Fo). Aparece alrededor de los 50 ps y en
ese momento todos los centros de reaccidn estan abiertos “oxidados”.
(2) J, se desarrolla a los 2 ms (F;), y esta relacionada con la reduccion parcial de la Qa-.
(3) 1, se desarrolla a los 20 ms (Fy) y esta relacionada con la reduccion parcial de Qa- y
Qs.
(4) P, es el valor maximo de la fluorescencia (Fm). El tiempo en el que se alcanza,
depende del protocolo experimental. En este momento, todos los centros de
reaccion estan cerrados “reducidos”.

El analisis de la cinética de la fluorescencia de la clorofila a del PSII, segun la prueba OJIP
(Strasser y Strasser, 1995); se puede modelar estableciendo el destino del flujo de energia
luminosa en del PSII (Figura 22), obteniendo de esta manera los rendimientos cuanticos
maximos para cada uno de los procesos:

= oPo=(Fm-Fo)/Fwm :  Producto cuantico maximo de la fotoquimica primaria

= yo = 1-[(F;-Fo)/Fm-Fo]: Probabilidad de que un exciton atrapado mueva un electron
después de Qa

= @Eo = (¢Po).(yo): Probabilidad de que un exciton absorbido mueva un
electron después de Qa’

= oDlo = (Fwm/ Fo): Producto cuéntico méximo para la disipacion por calor
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Figura 21. Cinética de emision de fluorescencia del fotosistema Il en
muestras preacondicionadas a la oscuridad.
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Figura 22. Modelo simplificado del flujo de energia a través del fotosistema
I1, segun la prueba de OJIP (Strasser y Strasser, 1995).
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Figura 23. Efecto de las concentraciones de la estreptomicina sobre la
fluorescencia variable relativa expresada en unidades relativas, en C.
vulgaris, promedio de n=3 con su desviacion estandar.

La figura 23 muestra el efecto de la exposicion a estreptomicina en la cinética polifasica de
fluorescencia de la clorofila a del fotosistema Il. Utilizando los valores de la fluorescencia
en las inflexiones O, J, | y P, se calculd la actividad fotoquimica del fotosistema Il (Tabla
1); a partir de los parametros cuya conformacion se explica en la figura 22.

En la tabla 4, se puede apreciar que a medida que aumenta la concentracion de la
estreptomicina en el medio de cultivo, se reduce significativamente (P< 0.05) la eficiencia
cuantica con la que la luz es atrapada por los centros de reaccion y es utilizada para reducir
a Qa- (TRo/ABS = Fv/ Fm = @Po). En la concentracion mas elevada del antibiotico (2.4
mg.L™), la inhibicion fue de 66.61 % con respecto al control sin antibidtico.

Analizando los resultados, se observo que la reduccion del producto cuantico maximo para
la fotoquimica primaria en PSIl [pPo= Fwm-Fo/Fm], se debe a una disminucion en la
relacion Fw/Fo. La reduccion de Fw, puede ser interpretada como cambio de la estructura
del centro de reaccion en PSII; lo cual pudiera provocar un incremento del nimero de
centros de reaccion cerrados, que no participan en el transporte electrénico (Zhu et al.,
2011).

Por otro lado, la reduccion en Fm, también esta relacionado a una disminucion de la
concentracion de clorofila en los complejos antena o a una disminucion de la actividad del
complejo liberador de oxigeno (Strasser, 1997). La reduccion del valor de la fluorescencia
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méaxima Fm (inflexién P), pudo deberse a la inactivacion de los centros de reaccion del PSII

(Jiang et al., 2008).

Estreptomicina Rendimiento Eficiencia con la Rendimiento indice de
(mg.L?) cuantico maximo que un foton cuéntico parael | rendimiento para
para la atrapacIJIo I:‘IL,JEVE Itratngp_orte dIa conse;rvaci()r:
i un electrén electrénico en e energia para la
fotoqumca despues de Q - PSII reduccig()n ge los
primaria en PSi Yo A @Eo acarreadores
¢Po electrénicos
I:)IABS
0 0.614+0.011a | 0.429+0.017a | 0.264+0.014a 2.94 +0.386 a
0.3 0.556£0.017b | 0.343£0.052b | 0.190+0.028 b 142+0.331b
0.6 0.515+0.031¢c | 0.312+0.071cb | 0.161+0.041c 0.98+0.492 c
1.2 0.424+0.015d | 0.287 £0.051cd | 0.121+0.021d 0.42+0.104 d
1.8 0.319+£0.036e | 0.316 +0.037cb | 0.097£0.017d | 0.21+0.092 de
2.4 0.205+0.034f | 0.236+£0.050d | 0.051+0.022e | 0.061+£0.051e

Tabla 4. Efecto de la estreptomicina en el rendimiento cuantico maximo
para la fotoquimica primaria en PSII (¢Po), la eficiencia con la que un foton
atrapado mueve un electron después de Qa- (Wo), el rendimiento cuantico
para el transporte electronico en PSIl (pEo) y el indice de rendimiento
(Plass) en C. vulgaris al término del tratamiento (72 h), promedio de n=3
con su desviacion estdndar (Letras diferentes indican diferencias
significativas segun la prueba de Tukey p<0.05).

Gomez en 2012, demostro que la estreptomicina provoca un incremento en la fluorescencia
minima (Fo) de C. vulgaris, a medida que aumenta la concentracién; asimismo, en los
tratamientos de dosis méas baja observo una reduccion de Fm. Mientras que Liu et al.,
(2011), observaron que la eritromicina provoca un descenso en los niveles de Fm en S.
capricornotum.

Xiong en 2001, también encontré la misma tendencia de nuestros resultados pero en
Ankistrodesmus spiralis, Heterococcus brevicellularis, Scenedesmus sp. y Enallax
coelastroides, la relacion Fv/Fm tuvo una reduccion del 55, 40, 25 y 27.5%
respectivamente; bajo exposicion a estreptomicina y un incremento de luz UV-B, ademés
de que se disminuyd el parametro Fo, como sucedid en nuestro estudio.

La reduccion en la eficiencia cuantica maxima para la fotoquimica primaria (¢Po) por
efecto de la estreptomicina, ha sido reportada en hojas de trigo en condiciones de estrés
hidrico. Estos autores, sugieren que la estreptomicina pudiera inhibir la maquinaria
enzimética encargada de eliminar las ERO, lo cual provoca una destruccion de los centros
de reaccion (Zhao y Zou., 2002).

La disminucion de la capacidad de reducir a Qa, por parte del centro de reaccion del
fotosistema I, se encontré que también esta asociada a una reduccién de la capacidad de
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mover electrones desde el lado donador del PSII (ETo/TRo = 1-[(F;-Fo)/Fm-Fo] = wo). La
tabla 4, muestra que a medida que aumenta la concentracién de estreptomicina en el medio
de cultivo, hay una menor eficiencia para que un electrén se transporte después de Qa- (yo);
lo que nos indica que la re-oxidacion de Qa- se inhibe, y por lo tanto el transporte del lado
donador del PSII se bloguea conforme aumenta la concentracién del antibi6tico.

Un efecto similar, se ha observado en C. vulgaris en presencia de estreptomicina debido a
un bloqueo parcial en el transporte electronico, ya que causG un incremento en la
produccion de malondialdehido (MDA); el cual es un producto principal en la peroxidacion
lipidica, asi como mayor fuga de electrolitos a medida que aumentd la concentraciéon, lo
cual indica serios dafios en las membranas celulares (Quian et al., 2010).

La disminucion en la eficiencia cuantica, con la cual la energia absorbida (ABS) y atrapada
(TRo) por centro de reaccion reducen Qa-, asi como la disminucion de la probabilidad con
la que un electron que ha reducido a Qa- se mueva hacia el lado aceptor de PSII; conllevan
a una reduccién en la eficiencia cuantica para el transporte de electrones desde el agua
hasta los acarreadores intermedios y el lado donador del PSI (¢Eo).

En la tabla 4, se puede observar que a medida que aumenta la concentracion del antibiético
en el medio de cultivo; la energia para realizar transporte electronico (pEo), disminuyé de
forma significativa (P< 0.05). A la maxima concentracion del antibidtico (2.4 mg.L™?),
comparando con el tratamiento testigo, la reduccion fue del 80%.

El rendimiento cuéntico para el transporte electrénico (pEo = ETo/ABS), es el producto
entre el rendimiento cudntico maximo para la fotoquimica primaria (pPo), que involucra la
actividad fotoquimica y el transporte electronico del lado donador del fotosistema II; y la
probabilidad de que un electrdn atrapado en el centro de reaccidén se mueva mas alla de Qa-
(wo), que involucra la actividad fotoquimica y el transporte electronico del lado aceptor del
fotosistema II.

El andlisis de los valores @Po Yy yo, indica que la presencia de estreptomicina en el medio de
cultivo, afecta ambas actividades fotoquimicas; sin embargo, a las concentraciones mas
elevadas del antibidtico, el efecto es mayor sobre la eficiencia cuantica méxima para el PSI|

(oPo).

Lo anterior indica que el lado donador del PSII, es decir: CLO>P680->Feo—>Qa-, €s mas
sensible al efecto del antibidtico, que el lado aceptor, es decir, Qe>PQ->Citws. Esto
concuerda con la disminucién en la liberacion del oxigeno y el valor de la fluorescencia
maxima; ya que la capacidad de absorber y atrapar energia de excitacion para el transporte
electronico es afectada hasta en un 80%, comparado con el testigo.

El indice de rendimiento total, es un factor multiparametrico, el cual nos permite evaluar de
manera conjunta la actividad total de la cadena transportadora de electrones fotosintética.

Este indice estd formado de tres expresiones independientes: la concentracion de centros de
reaccion por clorofila [ABS/RC/(1-ABS/RC)], una expresion relacionada a la fotoguimica
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primaria (¢Po/(1—¢Po) y una expresion relacionada al transporte de electrones despues de
Qa- (Wo/(1-Yo).

Por dicha conformacion del indice de rendimiento, es sensible a los cambios en las
propiedades de la antena, la eficiencia de atrapamiento y transporte electronico después de
Qa- (Oukarroum et al., 2007; Yusuf et al, 2010).

Como se muestra en la tabla 4, el indice de rendimiento para la conservacion de energia
para la reduccién de los acarreadores electronicos (Plags), disminuyd conforme aument6 la
concentracion de estreptomicina en el medio de cultivo. En la concentracion mas baja (0.3
mg.L ), la conservacion de energia se reduce 50% y a la maxima concentracion probada
(2.4 mg.L™Y), el indice se reduce en 98%; lo que indica que el nimero de centros de
reaccion activos disminuyeron en mayor magnitud que el producto cuantico maximay la
eficiencia para mover electrones después de Qa-.

De igual manera, ocurrié una inhibicion en la actividad fotosintética de Pseudokirchneriella
subcapitata y Microcystis aeruginosa; expuestas a estreptomicina con una dosis letal media
(ECso) de 1.5y 0.034 mg/L™! respectivamente (Van der Grinten et al., 2010).

También en el estudio de Manisha en 2007, la estreptomicina redujo progresivamente la
fluorescencia de C. vulgaris comparando con el control y segln transcurria el tiempo fue
mayor la disminucion. Aunque en el estudio de Kviderova y Henley en 2005, se incremento
la eficiencia fotosintética entre 22 y 76 % en dos especies de algas; bajo una mezcla de
estreptomicina y ampicilina, lo cual indica que la interaccion con otro antibidtico puede
generar diferencias con respecto a nuestro experimento.

Asimismo, los valores de Plass, $Po, Yo y ¢EO0, bajaron en Synechocystis sp con el
aumento de concentracion de amoxicilina de 25 a 50 mg/L™?, en el estudio de Xiangliang et
al. en 2008; indicando una mayor cantidad de centros de reaccion cerrados y la disipacion
de energia en el fotosistema 1.

En el experimento de Xiangliang et al. en 2009, la fluorescencia en Synechocystis sp., fue
mayor al exponerse mas tiempo a levofloxacino; menor cantidad de energia absorbida Ilegd
a atraparse y menos energia atrapada logré transportarse, aunado a que la cantidad de
centros de reaccion abiertos disminuyo.
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VIIl. CANTIDAD DE PROTEINA D1

Los resultados de la cantidad relativa de proteina D1 del PSII, indicaron una disminucion
segun incrementaba la concentracion de farmaco. Si se observa la figura 24, podemos
apreciar que visualmente hay una degradacion en el tono y un grosor de la banda hasta 66%
menor, indicando que la concentracion de proteinas se hace menor.

El complejo fotosintético PSII, es especialmente propenso a dafios fotooxidativos porque la
reaccién de disociacién de agua catalizada por este complejo, inevitablemente conduce a la
formacion de especies de oxigeno reactivas que dafian el complejo. EI PSIl se dafia
constantemente y necesita ser reparado.

Un sistema de reparacion muy eficiente, la subunidad D1 esta predominantemente
degradada y el complejo PSII dafiado, se mueve de la grana a la regidn del estroma para la
reparacion (Nixon et al., 2010). Un ejemplo, es el del estudio de Thiele et al. en 1996, los
fotosistemas de Anacardium excelsum y Spinacia oleracea que con proteina D1 dafiada parecen
favorecer la disipacion de energia.

@ ™ g «» PsbA|D1proteina del PSII

0 06 12 24  Estreptomicina (mg.L')
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Densidad de la banda % (U.R.)

0 0.6 1.2 2.4

Estreptomicina (mg.L™)
Figura 24. Andlisis cuantitativo de la cantidad de proteina D1 en el alga
Chlorella vulgaris al término de la exposicion a estreptomicina por 72 h. El
contenido de la proteina en la célula por mg de clorofila total, fue
determinado por electroforesis SDS-PAGE para después realizar una
inmunoblot. El inserto representa inmunoblots usando 70ng de clorofila por
tratamiento.
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El estudio de Wijk, Nilsson y Styring en 1994, encontrd que con la existencia de una
mayor cantidad de proteina D1 en las membranas tilacoidales de Chlamydomonas
reinhardtii, se favorece la actividad fotosintética de la clorofila al estar expuesta a 400
ug/m™ de estreptomicina y 400 pug/mi™ de lincomicina; en tan solo cinco horas la actividad
fotosintética se saturo.

Grabes et al. en 2002, publicaron que ante la presencia de la estreptomicina, se degrada casi
completamente la proteina D1 en Arabidopsis thaliana; ademas refieren que su papel en la
fotosintesis es estructural.

Thiele et al., en 1997, concluyeron que la aclimatacion de hojas de Anacardium excelsum a
excesiva luz, estabiliza la proteina D1 pero en nuestro caso se disminuyo.

Los mismos autores también mencionaron, que la estabilizacion de la proteina podria ser
alcanzada con el incremento de la actividad del ciclo de las xantofilas permitiendo la
relajacion térmica de la clorofila.

En otro estudio, Clarke et al. en 1993, expusieron a Synechococcus sp. a 250 ug/L™? de
estreptomicina, y por medio de inmunodeteccidn, evidenciaron que con el aumento de la
intensidad de luz desde 50 hasta 500 umolm?s™, la proteina D1 se degrada al transcurrir el
tiempo y desaparece entre los 60 y 120 minutos (tardando mas entre mayor era la
intensidad luminica). Ademas, May, Druett y Packman, encontraron en 1969 que se reduce
la sintesis de proteinas en plantas superiores a una concentracion de 50 mg/L? de
estreptomicina.

En este sentido, Hermann en 2007, refiere que el lugar de unidn de la estreptomicina es un
sitio préximo al centro decodificante de la subunidad 16S del ribosoma por lo que se reduce
la fidelidad translacional. Tiene a lugar un mecanismo complejo que podria envolver
interferencia con la selecciéon y la correccion inicial de tARN (Carter et al. 2000); que
ocasiona problemas en la sintesis de proteinas, como la D1 del PSII.

Ogami et al., en 2012, comentan otro posible factor, porque los procesos de desensamble y
reensamble del PSII para insertar nuevamente la proteina D1, los de transcripcion y
traduccion pueden ser distintos mas alla de la especie. Ademas estos autores, apoyan la
sugerencia de Nishiyama et al., en 2012, al sefialar que las ERO de oxigeno suprimen la
nueva sintesis de proteinas, en particular la D1; asi pues es otra vertiente susceptible de
estudio.

Las alteraciones en la sintesis de proteinas del cloroplasto son un factor limitante en el
proceso de reparacion de la fotosintesis; ya que este organelo, se conserva menos que la
mitocondria (Eickmeier, 1982). Ya que la fotosintesis se regula en multiples niveles en el
cloroplasto, las tasas de fotosintesis se ajustan por la modificacién de proteinas
postraduccionales (Aro y Ohad, 2003); por la reorganizacion estructural de los complejos
de proteinas de la fotosintesis (Niyogi, 1999) y por la regulacion metabdlica del ciclo de
Calvin (Paul y Pellny, 2003).
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Ademas, la regulacién de los cloroplastos al ndcleo a través de sefializacién, modula la
expresion de genes nucleares que codifican para las proteinas fotosintéticas (Leister, 2005).
Las concentraciones de metabolitos de carbono (Rolland et al., 2002), ERO de oxigeno
(Apel y Hirt, 2004) y el estado redox de las membranas tilacoidales (Pfannschmidt, 2003)
contribuyen a la sefializacién; por lo que en el futuro los estudios deben contemplar
también éstos aspectos.

Los dafos expuestos en las evidencias de este estudio, indican una posible relacion con el
efecto que tiene la estreptomicina en las bacterias; ya que los aminoglucésidos les producen
una acumulacion de proteinas erroneas, 1o que puede provocar una estructura y funcién
incorrecta dentro de las actividades celulares.

Aunque existen algunos mecanismos de resistencia a los aminoglucésidos que las bacterias
utilizan; como la mutacion del sitio objetivo de la estreptomicina en la subunidad 16S del
rARN (aunqgue es inusual) o la metilacién del nucledtido (Magnet y Blanchard en 2005), C.
vulgaris redujo su poblacion y eficiencia fotosintética al exponerse a estreptomicina.

Es preciso contemplar que se ha mencionado que la inhibicién de la sintesis de proteina
citoplasmatica, no reduce significativamente la tasa maxima de fotosintesis; en la
recuperacion fotosintética de Sellaginella lepidophylla (Eickmeier, 1982). Y debido a la
disminucion de la proteina D1 del PSII, parece ser que la fotosintesis de nuestra alga
depende mayormente de proteinas de origen cloroplastico; que fue el organelo mas dafiado
en nuestro estudio.

Si bien, los dafios por estrés en plantas y algas, se reciben principal y mayormente en el
organelo fotosintético; podrian existir afecciones en las funciones relacionadas con el
tRNA, proteinas ribosomales o complejos fotosintéticos. Un &rea de estudio interesante,
seria revisar la capacidad de recuperacion fotosintética, a pesar de todos los dafios que
provoco la estreptomicina a C. vulgaris, se exhorta a las futuras investigaciones a explorar
el potencial de esa linea. Puede ser de mucha ayuda un analisis del flujo transcripcional y
de traduccidn genética, para obtener un panorama mas completo; desde el inicio de los
errores cerca del sitio decodificante.
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CONCLUSIONES

En este estudio se obtuvo informacidén sobre la respuesta fisiologica de C. vulgaris,
expuesta a diferentes concentraciones de estreptomicina, se observé un decremento para la
poblacion que fue mayor segun incrementaba la concentracion del antibiético. El tiempo
que tardan las células para duplicarse se prolongd porque la velocidad de crecimiento
disminuyo, reduciéndose su capacidad de proliferar.

La serie de pruebas de fluorescencia nos indicaron que la liberacion de oxigeno, la
velocidad de saturacion del fotosistema y la intensidad limite para su saturacion eran
menores segun sube la concentracion del antibidtico. Por lo que la exposicion a la
estreptomicina reduce las funciones de transporte electronico y produccién de oxigeno.

A partir de la prueba de fluorescencia polifasica, se determin6 que el aparato fotosintético
no se encuentra en condiciones aptas para realizar sus funciones con la misma eficiencia
que si estuviera libre del antibidtico y que empeora si la cantidad de estreptomicina es
mayor.

Con las pruebas de fluorescencia modulada y calculando ciertos parametros, se obtuvo
informacién de que los complejos antenas, no recibieron ni atraparon los fotones con la
misma eficiencia que lo hizo el control; asimismo se transporté menor cantidad de los
fotones que se atraparon. Cuando hubo mayor cantidad de estreptomicina, empeoré mas el
transporte.

Los pigmentos, son los responsables de recibir y transmitir la energia a la cadena
transportadora. La disminucion en su concentracion, se tradujo en una disminucién de la
capacidad de los fotosistema para llevar a cabo transporte electronico.

Para mantener sus funciones vitales, el alga, debe fijar carbono a través del proceso
fotosintético; como fue menor con cada aumento de la concentracion de estreptomicina, le
impidio sobrevivir. Pero, también debe consumir ciertos nutrientes, el consumo de fosfatos
y nitratos se incrementd; como sucede ante situaciones de estrés en otros estudios. Aunque
se incrementd el consumo, no ayudé en la supervivencia de la poblacién, como demostré el
peso seco medido. La diferencia entre los valores del consumo del control y la muestra con
la concentracion mas letal, fue de dos y tres veces (para fosfatos y nitratos
respectivamente).

Se encontrd una baja produccién fotosintética y consumo respiratorio de oxigeno, la tasa de
liberacion de O fue hasta 64% menor que el control segln incrementaba la dosis del
tratamiento; y la fijacion de CO> disminuy6 su valor hasta 60% en comparacion con el
control. Lo anterior tuvo relacion con la disminucién de la cantidad de proteina D1
conforme aument6 la estreptomicina; ya que la proteina es parte de la estructura del
complejo liberador de oxigeno.

Por consiguiente, el crecimiento poblacional declind; en su lugar hubo crecimiento del
tamano celular, pérdida de la forma eliptica, de la conformacion de las granas y membranas
tilacoidales; desaparecieron los granulos de almiddon (con 2.4 mg/L™ de estreptomicina) y
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las estructuras superficiales de la pared se alargaron si aumentaba la cantidad de
estreptomicina. El dafio fue evidente en las imagenes de microscopio siendo mayor en el
cloroplasto.

La estreptomicina, es uno de tantos farmacos que existen en las aguas residuales generadas
por nuestros centros urbanos, debido al uso irracional y excesivo de productos
farmacéuticos y de cuidado personal. Su permanencia y concentracion en las aguas
residuales, que terminan en los cuerpos de agua, depende totalmente de la especie humana.

Cuidar los efectos que estas sustancias tienen sobre los ecosistemas, cuestiones de
acumulacién y magnificacion en las redes troficas; son problemas que se pueden resolver
desde el origen del uso de la sustancia; pero de no ser capaces de moderarlo se puede
recurrir al tratamiento terciario de nuestras aguas residuales, donde se pueden usar las
algas.

Nuestro estudio, aporté informacion de las concentraciones de estreptomicina que se deben
contemplar para evitar dafos en las poblaciones algales.
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APENDICE

I. Estadisticos de ANOVA 'y prueba Tukey (t de student)

1. Crecimiento poblacional

Valor critico del rango 4.3883

Tukey fAgrupamiento

A
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B A
B
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D C
D
D

2. Tasa de crecimiento relativo

Valor critico del rango 4.3726
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Valor experimental 56.89
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3. Produccién fotosintética de oxigeno

Valor critico del rango 4.4944

Tukey fAgrupamiento
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4. Consumo de oxigeno por respiracion

Valor critico del rango 4.4944

Tukey Agrupamiento
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Valor experimental 116.21

Hedia
88.510
59.248
L2.628
48.843
35.028
23.495

Valor experimental 46.45

Media
42.520
32.964
29.643
23.758
20.961
14.985



5. Concentracion de pigmentos (en azul, los valores sin diferencia significativa)

Clorofila a

Analisis de varianza de un factor

F 4,9613 Valor critico para F 2.3231

LSD 0.3 0.6 1.2 1.8 24

0.0 5.1888 11.6267 12.6646 12.0113 15.6731
0.3 3.4037 4.4129 5.5515 8.0970
0.6 3.5286 7.0903 2.5130
1.2 2.0129 -0.1613
1.8 -1.3367
Valor criticodet 1.7613

Clorofila b

F 3.2708 Valor critico para F 2.3231

LSD 0.3 0.6 1.2 1.8 24

0 -5.6767 -7.1540 -5.6263 -4.7849 -3.1913
0.3 3.1285 3.5093 4.7719 4.9307
0.6 1.6287 3.7407 0.9926
1.2 1.1399 -0.4400
1.8 -1.2262
Valor critico de t 1.7613
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Carotenoides

Analisis de varianza de un factor

F 2.5643 Valor critico para F 2.3231

LSD 0.3 0.6 1.2 1.8 2.4

0 3.1712 6.2332 10.3601 5.9122 5.4587
0.3 1.2170 3.1839 3.6566 3.5306
0.6 2.6541 3.0727 2.1519
1.2 -0.1269 0.0904
1.8 0.2905
Valor criticodet  1.7613

6. Consumo de fosfatos

Valor critico del rango 4.1508 Valor experimental 1511.7
Tukey fAgrupamiento Media
f 139.5147
B 126.3116
C 114.9610
D 104.0089
E 99.7579
F 93.5941

7. Consumo de nitratos

Valor critico del rango 4.7501 Valor experimental 52.73
Tukey Agrupamiento Media

1236.61
739.690
484 .98
441.64
386.78
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8. Fotoquimica

Fluorescencia O (a 50 us)
Analisis de varianza de un factor

F 2867.7388 Valor critico para F 2.6207

LSD 0.3 0.6 1.2 1.8 24

0 15.1047 37.5105 31.2513 39.0000 -83.6660
0.3 33.9567 28.9856 -4.0825 -92.4682
0.6 -6.8931 -25.5792 -107.2300
1.2 -19.8033 -179.7305
1.8 -142.6667
Valor criticodet  2.1318

Fluorescencia K
Analisis de varianza de un factor

F 2041.2406 Valor critico para F 2.6207

LSD 0.3 0.6 1.2 1.8 24

0 20.8085 105.2736 34.5164 32.2879 -33.4332
0.3 25.3917 35.8391 4.1903 -203.1763
0.6 -0.5505 -20.8642 -81.9559
1.2 -24.8794 -113.8786
1.8 -80.2084
Valor criticodet  2.1318
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Fluorescencia J
Analisis de varianza de un factor

F 1472.5124 Valor critico para F 2.6207

LSD 0.3 0.6 1.2 1.8 24

0 21.7804 75.6582 41.9101 43.9709 -12.9047
0.3 28.3641 38.7003 15.3755 -113.5000
0.6 5.0679 -9.6728 -62.8702
1.2 -21.8571 -111.8034
1.8 -57.8495
Valor criticodet  2.1318

Fluorescencia |
Analisis de varianza de un factor

F 1162.0959 Valor critico para F 2.6207

LSD 0.3 0.6 1.2 1.8 24

0 20.3590 51.7899 33.3634 59.6010 -7.3181
0.3 16.8935 38.5114 12.5968 -107.7775
0.6 4.7068 -4.9749 -53.9689
1.2 -11.0312 -117.3133
1.8 -62.0570
Valor criticodet  2.1318
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Fluorescencia P

Analisis de varianza de un factor

F 1566.1730 Valor critico para F 2.6207

LSD 0.3 0.6 1.2 1.8 2.4

0 18.3339 80.7667 61.6422 60.2755 -3.5942
0.3 23.0062 59.1098 24.7898 -69.3879
0.6 16.0840 -2.5580 -67.2836
1.2 -24.0333 -241.0000
1.8 -111.1399
Valor criticodet  2.1318

9. Rendimientos cuénticos
Rendimiento cuantico maximo para la fotoquimica primaria en PSII (¢pPo)

Valor critico del rango 4.3726

Tukey figrupamiento

m @ 0 @ I

F

0.

0
0
0.
0
0

Media
.625820
.537960
481780
.408540
. 288740
215120

Valor experimental 4864.05

Eficiencia con la que un electrén atrapado mueve un electrén después de Qa - (Wo)

Valor critico del rango 4.1153

lwiwlwiwly!

Tukey figrupamiento

o000 mDmmmm I

~
N

Media
.42969
. 34356
31633
.31223
.28782

- - - - -

. 23676

Valor experimental 28.96



Rendimiento cuantico para el transporte electrénico en PSII (¢pEO0)

Valor critico del rango 4.1153 Valor experimental 134.62
Tukey fAgrupamiento Media

.264372

.190917

.161683

.121994

.097444

m 922 n @ I
o o= o= o o= o=

.051900

indice de rendimiento para la conservacion de energia para la reduccion de los acarreadores
electronicos Plags
Valor critico del rango 4.1153 Valor experimental 206.32
Tukey fAgrupamiento Media
2.9432
1.4222
.9871
4277

oo N m T

.2132

mmm
o o o o

.0618

Rendimiento cuantico para la liberacion fotosintética de oxigeno (o)

Valor critico del rango 4.7501 Valor experimental 27.86
Tukey fAogrupamiento Media

G0.611
54.256
53.129
45 . 864

Lo N B e e e - e -

38.441

D00 mmmmm

31.530
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