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Resumen

El crecimiento, produccibn de pigmentos y de proteinas en la cianobacteria
Synechocystis minuscula fue evaluado en relacion a la irradiancia (78, 156 y 238 umol
guanta m2 s'1) y a la salinidad (0, 15, 35, 70 y 100%o0) en cultivos discontinuos. Todos
los experimentos por triplicado se realizaron a una concentracion de nutrientes
equivalente a 8 mM NaNO, y mantenidos en aireacion constante a 28 + 2°C, iluminacién
unilateral y fotoperiodo 12:12h. Los cultivos a 238 umol quanta nt2 s-1 alcanzaron la
mayor densidad celular y tasa de crecimiento con 271,94 + 20,44 %106 cel mL1l y 0,67 =
0,01 d! con diferencia significativa (P<0,05). Entre 78 y 156 umol quanta m2 s-1 el
crecimiento no varié (P<0,05) en fase estacionaria. Sin embargo, a 78 umol quanta m=2 s-
1 se produjo el valor mas elevado de clorofila a, de 60,08 =+ 6,38 fg cell (P>0,05);
aunque, el de carotenoides no varié con la irradiancia (P<0,05). Asimismo, presentd un
rango de crecimiento entre 0 y 35%o.0, pero con un 6ptimo a 15%o e inhibiciéon entre 70 y
100%o0. El contenido de clorofila a fue superior entre 15 y 35%.o, con 53,67 + 6,89 y
52,67 = 4,45 fg cel! respectivamente. La produccion de biomasa de S. minuscula es
estimulada a bajas salinidades hasta 15%o y a 238 umol quanta m=2 s-1. Mientras que la
de clorofila se optimiza entre 78 y 156 umol quanta m-2s-1, Estos resultados sugieren que
el crecimiento de esta cianobacteria halotolerante es modulado por la salinidad e

irradiancia.
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How salinity and irradiance modify the growth of Synechocystis minusculia

cyanobacteria in discontinuous cropping
Abstract

Growth, pigmentation and protein production in cyanobacterium Synechocystis

minuscula were tested in relation to irradiance (78, 156 and 238 pumol quanta m~2 s-1) and
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salinity (0, 15, 35, 70 and 100%o0) in batch cultures. All test were in triplicate and were
carried out to a nutrient concentration equivalent to 8 mM NaNO3 and maintained in
constant aeration, 28 *x 2°C, unilateral illumination and photoperiod 12:12h. Cultures at
238 umol quanta mr2 s-1 reached the highest cell density and growth rate of 271.94 +
20.44 x10% cell mL-1y 0.67 = 0.01 d-1 with significant difference (P<0.05). There were no
differences between 78 y 156 pmol quanta m-2 s1 on growth (P<0.05) during the
stationary phase. However, maximum values of chlorophyll a were reached at 78 pmol
guanta nt2 s with 60.08 =+ 6.38 fg cel’l (P>0.05); though, there was no change in
carotenoid content as a function of irradiance (P<0.05). Also, the cyanobacterium shown a
range of growth between O y 35%e0, but with optimal growth at 15%. and inhibition
between 70 and 100%o.. Chlorophyll a content was higher at 15 and 35%o0 with 53.67 +
6.89 and 52.67 * 4.45 fg cell respectively. Biomass production of S. minuscula is
enhanced at low salinities (maximum 15%o.) and to 238 umol quanta m2 s-1. Chlorophyll
content was optimized between 78 and 156 pmol quanta mr2 s-1. These results suggest
that the growth of this halotolerant cyanobacterium is modulated for salinity and

irradiance.
Key words: Cyanobacteria, growth, irradiance, salinity, Synechocystis.
Recibido: 21-03-2003 . Aceptado: 29-04-2003
Introduccion

Las cianobacterias son microorganismos fotosintéticos con una gran variabilidad
morfolégica y estructural, debido a que han desarrollado estrategias ecofisiolégicas de
adaptacion a diferentes condiciones ambientales de temperatura, humedad, salinidad,
irradiacion solar y pH (Houmar, 1994; Mann, 1994; Whitton y Potts, 2000). De igual
manera, estas caracteristicas implican su amplia versatilidad metabdlica; por lo cual le
confieren interés en biotecnologia como productoras de metabolitos de interés comercial

(Guerrero, 1992; Otero et al.,1997; Fabregas et al., 1998).

En condiciones de laboratorio es de suma importancia evaluar el perfil bioquimico y
crecimiento de cianobacterias en relacién a la irradiancia, salinidad y nutrientes; dada las
condiciones en algunos casos extremas de estos factores en nuestros ambientes
tropicales. Asi por ejemplo, los organismos halotolerantes podrian ser utilizados para su
cultivo en masa en medios marinos y/o aridos, con gran radiacién solar que puedan ser

utilizables para acuicultura (Ben-Amotz y Avron, 1983).

El efecto de factores ambientales en cianobacterias se ha reportado en Plectonema
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boryanum UTEX 485, en la cual se encontré que tanto la temperatura como la irradiancia
influyeron en el contenido de acidos grasos insaturados; aunque, el crecimiento sélo fue
modulado por la temperatura (MiNkiewicz et al., 2000). Por otra parte, en Pseudanabaena
galeata a bajas intensidades luminosas de hasta 60 pmol quanta m-2 s-1 se incrementé la
produccién de biomasa (Romo, 1994) y, en Synechococcus 6311 aislada de agua dulce
adaptada posteriormente a salinidades hasta de 23%o0, se logré un aumento en la sintesis
de ficocianina y de proteinas (Blumwald y Tel-Or, 1984). Mientras que la produccién de
hepatotoxina en Oscillatoria agardhii fue estimulada en cultivos mantenidos a 25°C,

elevada concentracion de nitrato y baja intensidad luminosa (Sivonen, 1990).

En este sentido, se ha estudiado el crecimiento, produccién de pigmentos y de proteinas
de una cepa de Synechocystis minuscula aislada de una laguna de estabilizaciéon, en

relacion a la irradiancia y salinidad en condiciones de laboratorio.
Materiales y m étodos
Organismo

Se utilizé la cianobacteria Synechocystis minuscula aislada del complejo de lagunas de
estabilizacion del Centro de Investigacién del Agua (CIA) de La Universidad del Zulia, al
norte de la ciudad de Maracaibo, estado Zulia, Venezuela. Dicha cepa es mantenida en la
coleccion de microalgas del Departamento de Biologia de la Facultad Experimental de

Ciencias de La Universidad del Zulia.

Esta cianobacteria ha sido identificada de acuerdo a la clave taxondmica de Komarek y
Anagnostidis (1999) y se caracteriza por ser unicelular, aisladas o en parejas, con células

globulares verde-azulada y con una talla promedio de 2,15 *= 0,13 pm de diametro.
Condiciones de cultivo

Se utiliz6 agua potable y/o agua de mar estéril enriquecida con nutrientes inorganicos
ALGAL (Fabregas et al., 1984) a una concentracion equivalente a 8 mM de NaNOa. Todos

los experimentos se realizaron por triplicado, a un volumen de 200 mL en frascos de vidrio
autoclavables y mantenidos en aireacién constante a 28 =+ 2°C, iluminacion unilateral a

una intensidad luminosa de 156 pumol quanta m-2s1 y fotoperiodo 12:12h.
Ensayos

Influencia de la irradiancia. El crecimiento de la cianobacteria fue evaluado a 78, 156
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y 238 pmol quanta m=2 s1; y la irradiancia determinada mediante un luximetro Lutron
Lx-101. Este experimento se realizé con agua potable no destilada estéril. En este ensayo
se realizd un analisis de regresion lineal para determinar posible correspondencia entre los
valores de absorbancia y los de recuento celular durante la fase estacionaria de la

cianobacteria.

Influencia de la salinidad. El crecimiento fue evaluado a 0, 15, 35, 70 y 100 %eo. Para
ajustar las diferentes salinidades requeridas, se utilizé agua de mar estéril ajustandola con
agua destilada o NaCl a las salinidades evaluadas y medidas con un refractobmetro portatil

modelo S2J-S. El cultivo a 0 %o se realizé con agua potable no destilada estéril.

Analisis de biomasa. El crecimiento fue seguido cada tres dias hasta fase estacionaria
y determinado mediante turbidez a una densidad 6ptica de 750nm y por recuento celular
usando una camara de NelUbauer. La tasa de crecimiento (1) se determind en fase

exponencial (Lobban et al., 1988).

La determinacién de pigmentos fue realizada con la biomasa fresca cosechada por
centrifugacién; mientras que la de proteinas (Herbert et al., 1971) fue realizada con
biomasa previamente congelada. Los pigmentos fueron extraidos en metanol al 99% y
determinados espectrofotométricamente utilizando las ecuaciones propuestas para

clorofila a (Marker et al., 1980) y carotenoides totales (Strikland y Parsons, 1972).

Analisis estadistico. Los valores de densidad celular, pigmentos y proteinas en fase
estacionaria fueron comparados mediante analisis de varianza de una via (StaMost for
Windows versién 3,0). Se realizé la prueba de rangos multiples de Scheffé a un nivel de

significancia del 95%.
Resultados y discusion
Influencia de la irradiancia

Los cultivos con una intensidad luminosa de 238 pmol quanta nt2 s-1, alcanzaron la
mayor densidad celular y tasa de crecimiento con 271,94 + 20,44 x 10%cel mL1y 0,67 =
0,01 d-1 con diferencia significativa (P<0,05). En cambio, entre 78 y 156 pmol quanta m-2
s 1 el crecimiento no varié (P<0,05) en fase estacionaria; aun cuando a 156 pumol quanta
m-2 s1 |a tasa de crecimiento fue mayor (FIG. la)Estos resultados coinciden con el
crecimiento 6ptimo de Synechocystis salina logrado también a 238 pmol quanta m2 s-1

(Avila y Morales, 2002).
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Es necesario destacar que, la manera como incide la intensidad luminosa sobre el
crecimiento de las cianobacterias varia de un ggnero a otro e incluso entre especies. De
tal forma, que cada cepa tiene un rango de crecimiento Optimo en funcién de la
irradiancia. Por ejemplo, Nordin y Stein (1980), han encontrado en condiciones de
laboratorio que de 16 cepas de Nodularia aisladas en lagos canadienses presentaron un
patron de respuesta diferente en cuanto a intensidades luminosas entre 5 y 117 pmol
guanta m-2 s-1. Asi mismo, en una cepa de Anabaena el crecimiento aument6 a partir de 7
pumol quanta nr2 s1 para luego estabilizarse en 90 pmol quanta m2 s1 (Martin Trillo,
1995).
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En cambio, cianobacterias filamentosas de habitat preferiblemente benténicos como
Anabaena sp. PCC7120 y Oscillatoria agardhii presentan un 6ptimo crecimiento a bajas o
moderadas intensidades luminosas de 78, 12-95 pumol quanta m?2 s 1 respectivamente

(Baldia et al., 1991; Sivonen, 1990).

file://C:\SciEL O\seria\mc\v3nl1\body\art 02.htm 11/01/2006



Multi-3(1)-completa Fagina 6 de 13

El analisis de regresion lineal realizado con los valores obtenidos de recuento celular
(FIG. 1a) y de turbidez (FIG. 1b) indicaron una correlacion positiva (r = 0,9990); lo cual
significa que durante la fase exponencial los valores de absorbancia pueden extrapolarse

con el correspondiente valor de densidad celular expresado en x10% cel mL1l. Por

ejemplo, un indculo de la cianobacteria en fase exponencial con una absorbancia (DO750)

de 0,08 corresponde a una densidad celular de 20,0 %106 cel mL-l. En cultivos de

Synechococcus sp. SH-94-5 también se encontré correlacién positiva entre DO750 Yy

densidad celular en fase exponencial (Miller et al., 2002).

Cabe destacar que la densidad o6ptica a 750nm, ha sido ampliamente utilizada para el
monitoreo del crecimiento de las cianobacterias ya que en esta longitud de onda no hay
posible interferencia de los pigmentos fotosintéticos en la absorbancia (Reddy et al.,
1996).

En relacion al efecto de la irradiancia sobre el contenido de pigmentos también se
encontré que la clorofila a disminuyo con la intensidad luminosa. A 78 pmol quanta m2s-1
se produjeron los valores mas elevados por volumen de cultivo y por contenido celular y
con diferencia significativa (P>0,05) con 15,42 + 0,91 ug mL-1y 60,08 + 6,38 fg cell
respectivamente. Sin embargo, no hubo cambios en el contenido de carotenoides
(P<0,05) con la intensidad luminosa (TABLA 1). Esto implica que esta cianobacteria no
presenta capacidad carotenogénica, al menos en funcion de la irradiancia, con la finalidad
de proteger a la célula de la fotooxidacién. Tal caracteristica, ha sido descrita en otras
cianobacterias como por ejemplo en Planktothrix agardhii (Ricker et al., 1995) y

Plectonema boryanum (MiNkiewicz et al., 2000).

El descenso de la relaciéon clorofila a/carotenoides con la irradiancia indicé un
decrecimiento de la clorofila en relacion a los carotenoides. Tal efecto, se apreci6é con el
cambio de la coloracién verde-azulada a verde-amarillenta de los cultivos mantenidos a la

mayor irradiancia (TABLA 1).

La disminucién del contenido de pigmentos fotosintéticos en especial de la clorofila a, al
aumentar la irradiancia parece ser una caracteristica comun en diversas cianobacterias

(Fernandez Valiente y Leganés, 1989; Martin Trillo, 1995).

Estos resultados demuestran que S. minuscula tiene un 6ptimo de intensidad luminosa
para el crecimiento y produccién de pigmentos diferente, coincidiendo con Oh y Rhee
(1991), quienes sugieren que la demanda de luz para la fotosintesis y para el crecimiento
no es la misma puesto que existen otros factores que también participan como la

respiracion y el metabolismo basal.
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En cuanto al contenido de proteinas, se registr6 un incremento progresivo con la
intensidad luminosa por volumen de cultivo. Los valores mas altos se registraron entre
156 y 238 pmol quanta m2 sl con 352,34 + 13,04 y 356,25 += 5,84 pug mL?
respectivamente, sin diferencia significativa (P<0,05). Asimismo, tampoco hubo diferencia
en cuanto al contenido celular de proteinas (TABLA 1). Estos resultados sugieren que la
irradiancia parece no influenciar en el contenido de proteinas; quizds debido a que los
cultivos fueron realizados con una concentracion de nutrientes suficiente que permita una
asimilacién eficiente de nitrégeno para la sintesis de proteinas independientemente de la
irradiancia. Sin embargo, en otras cianobacterias se ha descrito la influencia de la
intensidad luminosa sobre el contenido de proteinas (Loreto, 2002). Por otra parte, es
importante reconocer que la asimilacién de nitr6geno es dependiente de la luz, debido a
que es necesaria la participacion de ATP obtenida en la fotosintesis para el transporte

activo de nitrato (Rajasekaran et al., 1981).

Tabla 1. Produccicon de pigmentos, relacion clorofila a f carctenoides y produccian de proteinas en funcicn de la irra-

LA,

diancia (pmol quanta m?® =) de Synechocystis mins

I Clorofila & Carotenoides ChloasCar Proternas

Pl fi el g il fig il pig mil-? g ciel!
7 1542 = 091 G008 £ 538 479 =030 1909 £ 1,69 118 3875 £ 14,80 1,29 = 0,07
156 1345+ 1,08 5495 + 531 501 £ 025 2040 + 1,43 261 352,30 + 1304 136 + 0,05
238 1057 + 113 3777 458 500+ 027 1968 £ 1,70 1.92 35625 £ 584 137 =003

*I: Intensidad Lumincsa {fmol quanta m*s").  Chloa/Car: clorofila a'carotenoides.
Influencia de la salinidad

S. minuscula fue capaz de crecer entre 0 y 35%o.0, con una Optima entre 0 y 15 %o
(P<0,05), y con mayor tasa de crecimiento a 15%o (FIG. 2). No obstante, entre 70 y
100%o0 disminuy6 drasticamente la densidad celular a los tres dias de iniciado el cultivo
(FIGS. 2, 3y 4). De acuerdo a los resultados indicados, esta cepa de cianobacteria aislada

de un sistema de aguas residuales se comporta como un organismo halotolerante hasta

35%o0 (Hellebust, 1985).
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Figura4d. Crecimiento (D0 qy,) de la clancbaderia Symecfiocystis mymuasauia en funcion de la salinidad (%6a).

La respuesta de las cianobacterias ante cambios de salinidad es diversa, y al igual que la

irradiancia, nutrientes y temperatura, va a depender de la interrelacién de estos

parametros, del tipo de especie y las condiciones existente en su habitat natural.
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Los cultivos mantenidos entre 15%o0 produjeron los mayores contenidos de clorofila a y
carotenoides por volumen, con 18,62 + 1,60 y 6,33 =+ 0,07 pg mL-1 respectivamente y
con diferencia significativa (P<0,05). Mientras que, el contenido celular de clorofila a fue
superior entre 15 y 35%o0, con 53,67 *+ 6,89y 52,67 =+ 4,45 fg cel-! respectivamente y sin
diferencia significativa (P<0,05). La relacion clorofila a /carotenoides mantuvo el mismo
valor de aproximadamente tres moléculas de clorofila a por una de carotenoides (TABLA
2).

Tabla 2. Produccian de pigmentos, relacion clorofila a f carctencides y produccicn de proteinas en funcidn de la salini-
dad (%a) de Spnechocystis mvnuscula,

) Clorofila @ Carotencides Chlo a'Car Protelnas

pg ml-? figcel! pmlt fq ol pgml-t g el
0 1506 1,27 48,30 + &,76 517 71,10 1858 + 342 2160 453,89 + 308 1,38 £ 0,12
14 1862 £ 1,60 5367 £689 B33 +071 2170 G610 247 305 =678 1,25 £ 008
35 16,71 £ 140 5249 + 445 515 £ 057 1732 + 280 303 Q02,20+ 791 1,27 + 0,08

Chlo afCar: clorofila alcarotena ides,

En Synechocystis sp. PCC 6803, sometida a estrés salino tampoco se modifico
sustantivamente el contenido de pigmentos. Pero, cuando era sometida a una mutacién
en el gen gcp, que codifica la resistencia a la salinidad, fue apreciable una disminucién en
el contenido de clorofila a y ficocianina, y un incremento de los carotenoides (Zuther et
al., 1998). En cambio, en la cianobacterias halotolerante Pseudanabaena galeata, un
aumento de la salinidad produjo disminuciéon de la clorofila a (Mora et al., 2002). Asi
mismo, Blumwald y Tel-Or (1982) reportaron en Nostoc muscorum, un descenso del
contenido de clorofila a y de carotenoides a salinidades superiores a 23%o0, comparado a

los cultivos mantenidos en medio no salino.

El contenido de proteinas en los cultivos fue inversamente proporcional a la salinidad,
presentandose la mayor cantidad tanto por volumen de cultivo como por célula a 0%o, con

463,89 ng mL1 y 1,38 pg cel-1 (TABLA 2).

En Synechocystis PCC6803 la sintesis de proteinas disminuy6 a concentraciones salinas
superiores a 40%o0. (Hagemann et al., 1991). En Cyanothece sp. el incremento de la
salinidad desde 29%o. hasta 117%eo reduce también la produccion de proteinas por
volumen de cultivo (De Philippis et al., 1993). Sin embargo, en cianobacterias hald6filas
como Synechococcus sp. 6311 y Aphanothece sp., el aumento de la salinidad significa un
aumento de la produccién de proteinas tanto celular como por volumen de cultivo

(Berland et al., 1989; Blumward y Tel-Or, 1984).

file://C:\SciEL O\seria\mc\v3nl1\body\art 02.htm 11/01/2006



Multi-3(1)-completa Fégina 10 de 13

En el presente trabajo se destaca que Synechocystis minuscula es capaz de crecer entre
0 y 35%o0. Mientras que, para lograr niveles 6ptimos de pigmentos y proteinas se
requieren bajas salinidades hasta 15%o0. Sin embargo, su crecimiento es estimulado y el
contenido de proteinas es estimulado a 238 pmol quanta m-2 s-1; con la condicion de que
para obtener cultivos enriquecidos con clorofila es necesario mantenerlos entre 78 y 156

pmol quanta m=2s-1,
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