Crecimiento y produccion de metabolitos de la cianobacteria marina
Synechococcus sp. (Chroococcales) en funcion de la irradiancia
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Abstract: Growth and metabolite production of the marine cyanobacterium Synechococcus sp.
(Chroococcales) in function to irradiance. Changes in salinity, temperature and irradiance during wet and dry
seasons have induced metabolic versatility in cyanobacteria from saline environments. Cyanobacteria from these
environments have biotechnological potential for the production of metabolites with pharmaceutical and indus-
trial interest. We studied the growth, dry mass and metabolite production of the cyanobacterium Synechococcus
sp. MOF-03 in function of irradiance (78, 156 and 234 umol q m2 s™"). All batch cultures were maintained by
triplicate in constant aeration, 12:12 h photoperiod, 30 £2°C and 35%.. Maximum values of protein, carbohy-
drates and lipids, of 530.19 £11.16, 408.94 +4.27 and 56.20 +1.17 pug ml’!, respectively, were achieved at 78
umol ¢ m? ™!, Pigments, analyzed by HPLC, showed maximum values at 78 pmol q m? s™! for chlorophyll a
with 7.72 £0.16 pg ml!, and at 234 pmol g m2 s”! for B-carotene and zeaxanthin with 0.70 £0.01 and 0.67 £0.05
ug ml!. Chlorophyll a:B-carotene ratio decreased from 17.15 to 6.91 at 78 and 234 umol q m™ s°'; whereas
[-carotene:zeaxanthin ratio showed no changes between 78 and 156 pmol q m s}, around 1.21, and decreased
at 234 umol ¢ m? 57!, to 1.04. Also, this cyanobacterium produced the greatest cell density and dry mass at
156 umol g m? 5!, with 406.13 £21.74 x10° cell mI! and 1.49 £0.11 mg ml"!, respectively. Exopolysaccharide
production was stable between 156 y 234 umol g m?2 s™!, around 110 pg ml™'. This Synechococcus strain shows a
great potential for the production of enriched biomass with high commercial value metabolites. Rev. Biol. Trop.
56 (2): 421-429. Epub 2008 June 30.

Keywords: Cyanobacteria, biochemical composition, irradiance, Synechococcus.

Las cianobacterias constituyen un diverso
grupo de organismos procariotas fotosintéticos
que tienen la capacidad de realizar fotosintesis
oxigénica, mediante un mecanismo muy simi-
lar al usado por plantas superiores (Garbisu
et al. 1999). Ademads, poseen una gran varie-
dad morfologica, estructural y fisiologica para
adaptarse a una amplia gama de pardmetros
ambientales (Whitton y Potts 2000, Mundt et
al. 2001).

Debido a que las cianobacterias son orga-
nismos autotrofos, la fuente luminosa es critica
dentro de los factores abidticos que regulan su
crecimiento (Becker 1994, Betancourt 1997), y

es de gran importancia tomarla en cuenta para
el cultivo de cianobacterias a ser utilizadas para
la produccion de compuestos de valor comer-
cial. Recientemente la fotosintesis de este
grupo de microorganismos ha sido considerada
como una via efectiva para reducir la emision
de dioxido de carbono, un importante gas
invernadero, a la atmdsfera (Yun y Park 1997).
En general, la mayoria de los sistemas de culti-
vo masivo son limitados por la luz (Yun y Park
2001). Por lo tanto, comprender la dependencia
de la luz en la actividad metaboélica de microal-
gas y cianobacterias es de gran importancia
para la produccion de estos microorganismos
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y de los compuestos de importancia econdmica
que éstos producen durante su crecimiento
(Jeon et al. 2005)

Las microalgas y cianobacterias han sido
ampliamente estudiadas por varios propdsitos,
tales como la produccion de biomasa como una
fuente de compuestos quimicos de gran valor
economico (Ventosa y Nieto 1995) ademas de
muchos otros usos. Existe un interés creciente
por el desarrollo de técnicas eficientes del culti-
vo de microalgas y cianobacterias, debido a que
se confirman como una fuente de sustancias de
uso industrial y farmacologico de gran valor
economico; tales como clorofila, carotenoides,
ficobiliproteinas, proteinas, exopolisacaridos
y otros metabolitos bioldgicamente activos
(Paniagua-Michel y Sasson 1995, De Philippis
y Vicenzini 1998, Hejazi y Wijffles 2004,
Garcia-Gonzalez ef al. 2005, Dayananda ef al.
2007). Se han realizados estudios que com-
prueban el aumento de la produccion de pig-
mentos, proteinas y lipidos a bajas irradiancias
(Gordillo et al. 1998). Mientras que la produc-
cion de carotenoides y exopolisacaridos mejora
notablemente a altas irradiancias (Riicker et al.
1995, Pirog et al. 2002).

Es necesario el estudio de cianobacterias
aisladas de ambientes hipersalinos y some-
tidos a cambios drasticos de las condiciones
ambientales en zonas tropicales, debido a que
diversas cepas pueden inducir la produccion
de metabolitos de interés econdémico cuando
son expuestas a condiciones extremas de sali-
nidad, temperatura, irradiancia y deficiencia de
nutrientes (Ben-Amozt y Avron 1983).

En este sentido, se ha evaluado el creci-
miento y la composicién bioquimica de una
cepa de Synechococcus aislada de un pozo de
agua hipersalino, a diferentes irradiancias en
condiciones de laboratorio, bajo la modalidad
de cultivos discontinuos.

MATERIALES Y METODOS

La cianobacteria Synechococcus sp.
(Komarek y Anagnostidis 1999) fue aislada
del pozo de agua hipersalino Salina Rica
(10°47°N y 71°38°0), al norte de la ciudad de
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Maracaibo, Venezuela. Este cuerpo de agua
es hipersalino, poco profundo y es utiliza-
do para la cosecha de sal en la época seca.
Esta cepa de Synechococcus se presenta como
células solitarias ovales o cilindricas, de 3.57
+ 0.12 pm de longitud y 1.47 + 0.09 um de
ancho, o formando tricomas de 2 a 4 (y hasta
10) células (Rosales et al. 2005). La cepa
se mantiene en la coleccion permanente del
Laboratorio de Microorganismos Fotosintéticos
del Departamento de Biologia, Facultad
Experimental de Ciencias, Universidad del
Zulia bajo el codigo Synechococcus MOF-03.

Los cultivos por triplicado fueron manteni-
dos en frascos de 350 ml con 150 ml de medio
de cultivo, compuesto por agua de mar estéril
(salinidad 35%o) enriquecida con nutrientes
(Fabregas et al. 1984) a una concentracion de 8
mM de NaNOj, con una relacion N:P de 20:1.
Los frascos fueron inoculados con 15 x10° cel
ml!, mantenidos a 27 +2°C con un fotoperiodo
luz-oscuridad de 12/12 h. y aireacion constante
de 5 ml s!. Se probaron tres diferentes irradian-
cias, 78, 156 y 234 umol quanta m? s!, mante-
nidos en cultivos discontinuos hasta alcanzar la
fase estacionaria.

La densidad celular fue determinada por
recuento en microscopio cada tres dias hasta
alcanzar fase estacionaria, usando una hemato-
citometro Neiibauer. La biomasa fue cosechada
por centrifugacion a 14 x10° g por 15 min. Para
los analisis bioquimicos se utiliz6 biomasa con-
gelada a -20 °C, excepto para el contenido de
pigmentos y peso seco, para los cuales se uso
biomasa fresca.

Los pigmentos fueron medidos por HPLC
utilizando el método descrito por Vidussi et al.
(1996). Su us6 una columna Agilent Hypersil
MOS (4.6 x 100 mm, 5 um de tamafo de par-
ticula), con estandares para la identificacion
y cuantificacion de clorofila a, f-caroteno y
zeaxantina.

Los carbohidratos fueron medidos por
el método de fenol-acido sulftrico (Kochert
1978) y los exopolisacaridos (EPS) cuantifi-
cados por precipitacion del sobrenadante con
metanol (1:1) (Shah ez al. 2000). El conteni-
do de lipidos fue determinado por el método
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de carbonizacion simple (Marsh y Weinstein
1966); mientras que el de proteinas fue deter-
minado por el método de Lowry et al. (1951)
modificado por Herbert et al. (1983). La masa
seca fue determinada usando un sistema de fil-
tracion Millipore® con filtros de fibra de vidrio
de 0.45 pm mediante el método descrito por
Utting (1985).

Los analisis estadisticos se llevaron a cabo
con el programa SPSS 10.0 para Windows,
utilizando un andlisis de varianza de una via
(ANOVA). Cuando se determinaron diferencias
significativas entre los tratamientos, se aplico
la prueba Scheffé (o = 0.05) de comparaciones
multiples entre medias (Sokal y Rohlf 1995).

RESULTADOS

El crecimiento de Synechococcus sp. mos-
tr6é ser una funcioén parabolica en cuanto a la
irradiancia; con maximos a 156 umol q m2 s7!
con 406.13 +21.74 x10° cel ml"! y con diferen-
cia significativa (p<0.05). La masa seca mostro
la misma tendencia observada con la densidad
celular, con un maximo a 156 pmol qm?2s! de
1.49 £0.11 mg ml! (Figura 1).

La Figura 2 muestra el desarrollo de la
poblacion durante todo el ensayo, con fases
estacionarias cortas de entre seis y nueve dias;
las cuales son caracteristicas de esta cepa de
cianobacteria. Ademas también se observo la
disminucion de la poblacién en los cultivos
expuestos a 234 pmol q m? s’ antes que la
del resto de los cultivos, evidenciando el efec-
to inhibitorio de esta alta irradiancia sobre la
cianobacteria.

Los cambios en la composicion de pig-
mentos liposolubles de Synechococcus fueron
monitoreados por HPLC, obteniendo los cro-
matogramas con el perfil de dichos pigmentos
(Figura 3). La produccion de clorofila a fue
mayor a la menor irradiancia de 78 umol q
m2 s con 7.72 £0.16 pug ml!. Por otro lado,
el (-caroteno y la zeaxantina alcanzaron su
maxima produccion a la mayor irradiancia de
234 pmol q m? 57! de 0.70 +£0.01 y 0.67 +0.05
ug ml!, respectivamente. Por su parte, la rela-
cion clorofila a/ B-caroteno disminuyé con el
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Fig. 2. Curva de crecimiento de Synechococcus sp. en rel-
acion a la irradiancia (umol g m2 s°!).

aumento de la irradiancia de 17.15 hasta 6.91 a
78 y 234 umol g m™ 57!, respectivamente y con
diferencias significativas (p<0.05). Mientras
que la relacion O-caroteno/ zeaxantina se man-
tuvo estable a irradiancias bajas e intermedias
con cerca de 1.21, disminuyendo a la mayor
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Fig. 3. Cromatograma de HPLC mostrando el perfil de pigmentos de Synechococcus sp.

clorofila a y (c¢) B-caroteno.

irradiancia de 234 pmol q m? s’ hasta 1.04
(Cuadro 1).

La produccion de proteinas y lipidos mos-
tré la misma tendencia observada con la clo-
rofila, disminuyendo con la irradiancia con
maximos a 78 umol q m? s! de 530.19 =11.16
y 56.20 =1.17 pg ml™! (Figura 4), representando
una diferencia de dos y siete veces respecti-
vamente con respecto a la mayor irradiancia,
todos con diferencia significativa (p<0.05).

La produccion de carbohidratos y EPS
mostraron tendencias distintas. Por un lado la
de carbohidratos alcanzé los maximos valores
a la menor irradiancia de 78 pmol ¢ m s™! con
408.94 +4.27 ug ml! (Figura 5). Por su parte,
la produccion EPS parece estar en funcion de
la intensidad luminosa, estabilizdndose a irra-
diancias entre 156 y 234 umol q m? s’!, con
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Fig. 4. Produccion de proteinas y lipidos de Synechococcus
sp. en relacion a la irradiancia.

CUADRO 1
Produccién de clorofila a, B-caroteno y zeaxantina (ug ml™') y proporcion clorofila a: B-caroteno y p-caroteno:
zeaxantina de Synechococcus sp. en relacion a la irradiancia (umol g m? s™).

4
Clorofila a 7.72 £0.16
{-caroteno 0.45 +0.03
Zeaxantina 0.37 +0.03
Clo a/B-car 17.15
B-car /Zeaxan 1.21
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8 12
7.36 £0.09 4.84 +0.18
0.55 =0.02 0.70 =0.01
0.45 =0.03 0.67 =0.05

13.38 6.91
1.22 1.04
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Fig. 5. Produccion de carbohidratos y exopolisacaridos
(ug ml") de Synechococcus sp. en relacién a la irradiancia
(umol g m2 s,

valores de 109.33 £3.79 y 113.78 £6.63 png
ml!, respectivamente y sin diferencias signifi-
cativas (p>0.05); siendo estos valores el doble
con respecto a los alcanzados a la mas baja
irradiancia (Figura 5).

DISCUSION

La cianobacteria Synechococcus sp. mues-
tra una preferencia a crecer a bajas e interme-
dias irradiancias. Este comportamiento ha sido
descrito en poblaciones fitoplanctonicas, inclu-
yendo a cepas de Synechococcus, las cuales se
situan en la base de la zona eufdtica (Mastala
et al. 1996). Se han realizado diversos trabajos
sobre la influencia de la iluminacion en ciano-
bacterias y muchas de ellas se caracterizan por
crecer de manera optima a irradiancias bajas
¢ intermedias, como por ejemplo Spirulina
platensis (Baldia et al. 1991), Pseudanabaena
galeata (Romo 1994), Anabaena PCC7120
(Loreto et al. 2003) y Anabaena variabilis
(Yoon et al. 2007). Dentro de esta lista se inclu-
yen también otras cepas de Synechococcus sp.,
consideradas de forma general como extrema-
damente tolerante a altas irradiancias (Beljanin
y Trenkensu 1977).

El aumento de la produccion de clorofila
a a bajas irradiancias; tal y como se obser-
vO en los cultivos de esta cianobacteria; es
un hecho bastante conocido y reportado en
otras cianobacterias como Anabaena (Martin-
Trillo 1995), Spirulina subsalsa (Tomaselli y
Margheri 1995), Plectonema boryanum UTEX
485 (Miskiewicz et al. 2000) y Anabaena
PCC7120 (Loreto et al. 2003) y se produce
basicamente por un efecto de ensombreci-
miento. Las células al encontrarse en un medio
con poca iluminacion aumentan la cantidad de
membranas tilacoides y de ficobilisomas para
captar la mayor cantidad de energia radiante
posible (Tandeau de Marsac y Houmard 1993).
Asi al aumentar la irradiancia, la cantidad de
estas estructuras necesarias serd menor, debido
a la mayor cantidad de energia radiante dispo-
nible.

El aumento del contenido de los pigmentos
accesorios como [3-caroteno y zeaxantina ha
sido observado en cianobacterias carotenogé-
nicas como Planktothrix agardhii (Ricker et
al. 1995) y Plectonema boryanum UTEX 485
(Miskiewicz et al. 2000), en las cuales se pro-
duce una induccion de la sintesis de carotenoi-
des en respuesta a elevadas irradiancias y evitar
asi la fotooxidacion (Nigoyi et al. 1997).

La relacion clorofila a/ B-caroteno, mues-
tra ese aumento de concentracion de clorofila
a hallado a bajas irradiancias siendo el valor
2.5 veces mayor que el hallado a la mayor irra-
diancia. Por su parte, la relacién p-caroteno/
zeaxantina se mantuvo estable a irradiancias
bajas e intermedias, disminuyendo ligeramente
a la mayor de las irradiancias probadas.

A pesar de esto, el aumento de los carote-
noides fue muy leve (aunque estadisticamente
significativo, p<0.05) y posiblemente, esta cia-
nobacteria activa otro proceso de aclimatacion
o de control para evitar la fotooxidacion de los
pigmentos a elevadas intensidades luminosas;
tal como se ha descrito en las cianobacte-
rias Synechococcus PCC 7002, Synechococcus
PCC 6301 y Microcystis aeruginosa; en las
cuales no hay variacién en los contenidos de
carotenoides (Tandeau de Marsac y Houmard
1993).
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En un estudio realizado por Schagerl y
Miiller (2006) con cuatro cepas de cianobacte-
rias filamentosas, hallaron que al comparar los
tratamientos de baja y alta irradiancia, las bajas
irradiancias causaron aumento del contenido
de clorofila a, observando ademas un signifi-
cante aumento de la relacion chl a/carotenoides
bajo estas mismas condiciones en Nostoc sp. y
Anabaena cilindrica. Por otro lado hallaron un
aumento de los carotenoides en Anabaena toru-
losa y Anabaenopsis elenkinii, indicando su
acumulacion celular. Esto contrasta con algu-
nos trabajos, como el de Millie et al. (1990),
donde se reporta que la abundancia relativa de
carotenoides, pero no su contenido total, varia
con la irradiancia.

Los resultados muestran que esta cepa de
Synechococcus posee oOptimos de irradiancia
distintos para el crecimiento y produccion de
pigmentos. Es decir, irradiancia a 156 umol q
m2 57! estimula su crecimiento y a 78 pumol q
m 57! favorecen la sintesis de clorofila a. Esto
demuestra que la manipulacion de los cultivos
para la produccién de biomasa enriquecida con
pigmentos debe estar en funcion de la ilumi-
nacion tomando en cuenta la calidad de luz,
irradiancia y fotoperiodo.

En otras cianobacterias y microalgas se ha
reportado cambios en el contenido proteico con
la intensidad luminosa mejorando la produccion
a irradiancias bajas e intermedias, lo cual esta
estrechamente relacionado con la capacidad de
asimilacion de nitrato inorganico (Ben-Amotz
1987, Loreto et al. 2003), debido a que este
proceso es dependiente de la fotofosforilacion
y de la irradiancia (Tischner y Lorenzen 1979).
Ademas, a parte de la clorofila y los carotenoi-
des, las ficobiliproteinas son otro grupo impor-
tante de pigmentos presentes en cianobacterias
y, en muchos casos, representan la mayor parte
de los pigmentos accesorios dentro de la célula;
constituyendo un gran fraccién del contenido
proteico total (Boussiba y Richmond 1980).

En Spirulina y Oscillatoria spp., se ha
descrito que la incorporacion relativa de pro-
teinas a las células es inversamente proporcio-
nal al incremento de la intensidad luminosa.
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Posiblemente, a altas irradiancias se induce una
elevada tasa de asimilacion de carbono total,
de tal manera que la incorporacién de carbono
a la fraccion proteica, es menor con respecto a
la obtenida en la fraccion de polisacéaridos bajo
estas condiciones (van Rijn y Shilo 1986).

La disminucion del contenido lipidico con
el aumento de la irradiancia ha sido reportada
en otros microorganismos fotosintéticos. Tal
efecto, parece estar relacionado con el efecto
de ensombrecimiento y la consecuente dismi-
nucion de los constituyentes de las membranas
tilacoidales (Gordillo ef al. 1998). Mas espe-
cificamente, esto parece estar relacionado con
la disminucion de los galactolipidos enriqueci-
dos con acido eicosapentanoico, constituyentes
de dichas membranas. De tal manera que a
una mayor disponibilidad de luz, se necesitan
menos componentes estructurales funciona-
les para la captacion de la energia radiante
(Maseda 2002).

Las condiciones optimas para la produccion
de EPS no coinciden con las 6ptimas para el cre-
cimiento. No solo en esta cepa de Synechococcus,
sino también en otras cianobacterias como
Anabaena sp. ATCC 33047 (Moreno ef al. 1998).
La produccion mejora en condiciones extremas
de limitacién (o exceso) de nutrientes e irradian-
cia; con altos valores a altas intensidades lumini-
cas (Giroldo y Vieira 2002).

La produccion de metabolitos de interés
econémico en cultivos de la cianobacteria
marina Synechococcus sp. en cultivos esta
regulada por la irradiancia aplicada a dichos
cultivos, obteniéndose una buena produccion
de biomasa enriquecida a intensidades lumini-
cas intermedias. Para la produccion de cloro-
fila, proteinas y lipidos es aumentada a bajas
e intermedias irradiancias; mientras que la
produccion de carotenoides y exopolisacaridos
tiene mejores rendimientos a altas irradiancias.
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RESUMEN

Las cianobacterias de ambientes salinos presentan
una versatilidad metabolica inducida por los cambios de
salinidad, temperatura e irradiancia, durante los periodos de
sequia y lluvias. Por ello es importante la biisqueda en estos
ambientes de cianobacterias con potencial biotecnologico
para la produccion de metabolitos de interés farmacéutico
e industrial. Se reporta el crecimiento, masa seca y produc-
cioén de metabolitos de la cianobacteria Synechococcus sp.
MOF-03 en funcién de la irradiancia (78, 156 y 234 umol
qm? s, Los cultivos discontinuos por triplicado, fueron
mantenidos con aireacion constante, fotoperiodo 12:12
h, 30 £2°C y a 35%o. Los maximos valores de proteinas,
carbohidratos y lipidos de 530.19 +11.16, 408.94 =4.27 y
56.20 £1.17 pg ml! respectivamente, fueron obtenidos a
78 umol q m? s’ Los pigmentos, analizados por HPLC,
mostraron los maximos a 78 umol q m™ s™! para clorofila
a con 7.72 £0.16 pg ml''; y a 234 pmol q m? s para
B-caroteno y zeaxantina con 0.70 +0.01 and 0.67 +0.05
pg mll. La relacién clorofila a:B-caroteno disminuyé de
17.15 hasta 6.91 a 78 y 234 umol q m™ s’'; mientras que
la relacion p-caroteno:zeaxantina se mantuvo sin cambios
entre 78 y 156 umol g m? s°!, con cerca de 1.21 y dismi-
nuy6 a 234 pmol g m? 57! a 1.04. La cianobacteria produjo
la mayor densidad celular y masa seca a 156 pmol q m™
s!, con 406.13 £21.74 x10¢ cel mI''y 1.49 +0.11 mg ml"!
respectivamente. La producciéon de exopolisacaridos se
mantuvo alrededor de 110 pg mI"! entre 156 y 234 pmol q
m2 s, Asi, esta cepa de Synechococcus muestra un gran
potencial para la produccion de biomasa enriquecida con
metabolitos de alto valor comercial.

Palabras clave: Cianobacteria, composicion bioquimica,
irradiancia, Synechococcus.
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