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RESUMEN

Las cianobacterias marinas cocales se contaron en dos estaciones, en la
Corriente de California y la Cuenca Delfin en el norte del Golfo de Baja California.
El conteo de las células se realiz6 por microscopia epifluorescente, utilizando la
autofluorescencia de las ficobiliproteinas, que producen una fluorescencia
caracteristica naranja. La concentracién de células en ambas estaciones fue
similar, entre 108 -10® células I'". La abundancia de cianobacterias no mostré un
patron definido de comportamiento con respecto a las variables ambientales como
luz, temperatura y nutrientes. Caracteristicamente, la maxima abundancia se
encontré alrededor del maximo subsuperficial de clorofila. Usando un cultivo de
Synechococcus DC-2 como modelo de cianobacterias cocales oceanicas, es
posible calcular la contribucion de las cianobacterias a la concentraciéon de
clorofila in situ a partir de la abundancia célular y la clorofila por célula de
Synechococcus, y de la concentracion de clorofila in situ. La contribucion de las
cianobacterias a la concentracién de la clorofila in situ fue < 20% en el 50% de las
muestras. Las cianobacterias oceanicas muestran un caracteristico pico de
absorcion a 550 nm, a la misma longitud de onda se observa un pequefio pico en
los datos de absorcion de particulas oceanicas. Este pico de absorcion se puede
explicar con base en la contribucion de las cianobacterias a la biomasa

fotoplanctonica y partiendo de las propiedades Opticas de Synechococcus DC-2.



ABSTRACT

Marine coccoidal cyanobacteria were counted at two stations, the California
Current and the Cuenca Delfin in the northern Gulf of California. Cells were
counted by epifluorescence  microscopy, using autofluorescence of
phycobiliproteins, showing a typical orange fluorescence. The cell concentrations
at both stations were similar between 10° -10°celii’. The cyanobacteria
abundance did not show a clear pattern with other environmental variables such as
light, temperature or nutrients. Characteristically the maximum cell concentrations
were found around the chlorophyll subsurface maximum. Cultures of
Synechococcus DC-2 were used as a model of oceanic coccal cyanobacteria.
From the chlorophyll concentration per cell of Synechococcus, and from the in
situ cyanobacteria concentration and chlorophyll concentration at the two stations
the contribution of cyanobacteria to the /n situ chlorophyll concentration can be
calculated to be, in 50% of the samples less than 20%. Cyanobacteria show a
characteristic absorption peak at 550 nm, at the same wavelength only a small
absorption shoulder is found in oceanic particle absorption data. This absorption
peak can be explained by the natural cyanobacteria concentration using the optical

properties of Synechococcus DC-2 as a basis for the estimate.



Abudancia de cianobacterias en la Corriente de California y Cuenca Delfin

Y

absorcién de luz estimada por Synechococcus DC-2 WH7803 como modelo

1. INTRODUCCION

Los organismos pequefios de las comunidades microbioldgicas; como el
picoplancton (células de <2 uQ), tienen un importante papel en la cadena tréfica
de los océanos (Azam et al., 1983). Dentro del picoplancton autétrofo se
encuentran las cianobacterias, proclorofitas y eucarioticas fotosintéticas, cuya
contribucion es significativa, tanto a la biomasa microbiana, como a la biomasa del
carbono fitoplancténico, en regiones oceanicas y neriticas de los margenes
templados y tropicales, encontrandose distribuidas en aguas con una gran
diversidad de regimenes de luz, temperatura y nutrientes (Waterbury et al., 1979;
Glover, 1985; Li et al.,, 1993; Burkill et al., 1993; Joint et al., 1993). Por sus
caracteristicas espectrales de absorcion de luz, las cianobacterias son de interés
para metodologia de los sensores remotos; pues el pico de absorcion de las
ficobiliproteinas, pigmentos tipicos en éste grupo corresponde a la longitud de
onda (550 nm) de la banda espectral utilizada como referencia por los sensores
remotos; CZCS, OCTS y Sea WIFS.

Las cianobacterias pertenecen a uno de los grandes subgrupos de las bacterias
Gram-negativas. Poseen una organizacion celular tipica procarittica; y cuentan
con un aparato de fotosintesis como las eucaridticas; que posee clorofila @ y un
segundo fotosistema (PSIl), con produccién de oxigeno; sin embargo, la

distribucion de sus pigmentos en los ficobilisomas es muy especial. Entre los



espacios intratilacoidales se encuentran los ficobilisomas. Los ficobilisomas
aparecen ordenados sobre la superficie de la membrana fotosintética, aspecto
gue las diferencia tanto de otras bacterias fotosinteticas como de las eucaridticas,
los ficobilisomas contienen a las ficobiliproteinas; que constituyen los pigmentos
dominantes de las cianobacterias cocales oceanicas (Carr y Wyman, 1986).
Parece ser que la eficiencia de transferencia de los fotones absorbidos por las
ficobiliproteina ficoeritrina (PE) hacia los centros de reaccion fotosintética es alta,
aproximadamente entre 90 a 99% (Yeh et al., 1986).

Por su estructura morfologica, las cianobacterias se han separado en dos grupos
gue son: bastones o0 cocos, unicelulares y filamentosas y filamentosas con
heterocitos (estructura especializada para la fijacion de nitrogeno). Las
cianobacterias poseen una gruesa pared celular compuesta por cuatro capas
diferentes, constituida principalmente por péptido glicanos; glucopéptidos,
mucopéptidos y celulosa con pectina, y capas mucilaginosas que constituyen mas
del 50% del peso seco (Raymont, 1979). Estos grupos se clasifican a su vez en
subgrupos dependiendo del tipo de divisidn nuclear que se presenta: fision binaria,
fisibn multiple o ambas, en uno o mas planos. Dentro de los cocos unicelulares, se
ubica a la familia de las Chorococoideas que incluye a los géneros
Synechococcus y Synechocystis, ambos presentan division por fisién binaria
transversa en un plano, lo que las diferencia de otros géneros del subgrupo
(Glover, 1985). Las células de Synechococcus spp tienen un tamafio de diametro

que va de <1.0-2.0 um (Yeh et al., 1986; Wyman et al., 1985).

El crecimiento de las cianobacterias parece estar influenciado por las condiciones
de luz, temperatura y nutrientes, pues su velocidad de crecimiento muestra
considerable variacion entre las especies de cultivos naturales y comiunmente
entre individuos de la misma especie (Wyman, 1985; Smith, 1986; Vernet et al.,
1990).



Parece existir una significativa correlacién entre la velocidad de crecimiento y la
relacion superficie de la célula a volumen (S/V) en organismos pequefos, altos
valores de S/V, muestran menor tiempo de generacién. Las familias con alta razén
S/V tienen alto potencial de velocidad en la toma de nutrientes (Gibson y Smith,
1982 en Carr y Wyman, 1986). En la Tabla A del apéndice se presentan algunos
valores de la velocidad especifica de crecimiento reportadas para
Synechococcus, dichos valores son mas bajos de lo que podria esperarse, dado
su pequefio tamaifio. Pero poco se conoce de su dinamica en los océanos ya que
los estudios se han enfocado a determinaciones de abundancia y composicién de

sus pigmentos.

1.1. Abundancia y distribucion de las cianobacterias.

El registro de fésiles ha indicado la presencia de cianobacterias desde el
precambrico. Sin embargo, la informacion existente respecto a la abundancia de
cianobacterias cocales en el mar es relativamente reciente debido a la carencia de
métodos para su conteo, pero el descubrimiento de la microscopia epifluorescente
fue posible su identificacion y reciente conteo (Booth,1987). Por sus
caracteristicas fisiolégicas, se encuentran distribuidas en una amplia variedad de
ecosistemas limnologicos y marinos. La halotolerancia y adaptacion a ambientes
de bajas concentraciones de nutrientes que tienen muchas familias favorece su
abundancia en los océanos, (Stainer y Cohen-Bazire, 1977 y Rippka et al., 1979
en Glover, 1985). Las cianobacterias han mostrado alta eficiencia fotosintética en
la regién azul-verde del espectro visible, razén por la cual se ha considerado
tienen cierta ventaja competitiva en las partes bajas de la zona eufética, donde
so6lo se dispone de baja irradiancia con un maximo espectral en la region verde
alrededor de los 550 nm, lkeya et al (1994).



En el Mar de Arabia y Costas de Pert, se ha reportado que Synechococcus
muestra una distribucion homogénea en masas de agua no estratificadas
verticalmente, en tanto, que en la columna de agua estratificada, la maxima
abundancia se presento generalmente en los primeros 20 m y ocasionalmente se
encuentran algunas células a los 400 m. El orden de abundancia en la zona
eufética fue del orden de entre 107 a 10° células I' (Waterbury et al., 1979).

Por otra parte, en la Bahia de Iwanai -Hokkaido- Miyazono et al.(1992), reportan
una abundancia de células de cianobacterias de entre 1.4x10° a 1.9x10° células I
' misma que tiende a el incremento después de el afloramiento de diatomeas,
mostrando fluctuaciones fuertemente marcadas durante junio y agosto. La capa
de maxima densidad cambia de 0-20 m de profundidad para el periodo abril-junio
y de 20-50 m en agosto-octubre. Las cianobacterias fueron la especie mas
abundante del picoplancton, encontrandose hasta en un 73-99% del total de la
densidad de células durante todo el afo. Asi, en aguas oligotréficas de la regién
Noroeste del Océano Indico Burkill et al. (1993), reportan abundancias de
cianobacterias de 10" a 10® células I'' con un contenido de carbono superior a los
50 ug C I'' que corresponde a mas del 40% del carbono organico particulado
(COP). Esto indica que Synechococcus puede constituir un importante recurso

tréfico en areas oligotréficas.

Para las aguas del Pacifico Mexicano y Golfo de California no existen datos
reportados de la abundancia de cianobacterias cocales, los estudios al respecto
mas cercanos a la regién se han realizado en la Costa Sur de California (Vernet et
al., 1990), la densidad de células de Synechococcus que reportan es de entre
14y 1.16x10° células I'', con maximas abundancias cerca de la superficie entre
los 3-13 m y una estratificacion vertical de la abundancia a principios de primavera
y finales de otofio, para el invierno, la concentracén de células es baja, al igual

que la estratificacion vertical 2 a 10 veces menor.



1.2. Pigmentos fotosinteticos.

Los pigmentos presentes en las cianobacterias son: clorofila, carotenoides y
ficobiliproteinas. Dentro de las clorofilas Gnicamente se encuentra presente la
unidad de clorofila a, y de los carotenoides contienen a el beta caroteno y
xantofilas, principalmente la zeaxantina, hasta en un 77% del total de los
carotenos (Guillar et al, 1985 en Glover, 1985). La clorofila a, es el unico
pigmento que realiza el proceso de fotosintesis, no obstante, las ficobiliproteinas
constituyen su principal antena captadora de luz para la fotosintesis; estas revelan
un amplio intervalo de absorcién de luz en el espectro, de aqui la coloracién en
dichos organismos, lo que constituye una de las caracteristicas mas
sobresalientes de las cianobacterias (Gantt,1979; Yeh et al., 1986; Wyman,1985;
Vernet et al., 1990; lkeya et al.,1991).

La concentracion y composicion celular de las ficobiliproteinas en las
cianobacterias depende de los factores de desarrollo como la luz (Wyman et al.,
1985) y nutrientes (Smith, 1986; Vernet et al., 1990). Las ficobiliproteinas
pertenecen a un grupo especifico de cromoproteinas, cuyos cromoéforos
representan un alto sistema conjugado de uno o mas pigmentos tetrapirrélicos no
ciclicos, no poseen un metal como la clorofila y se encuentran unidos
covalentemente a la cadena peptidica (Fig.1). Su espectro de absorcién depende
en gran medida de las cadenas peptidicas nativas y de los sitios de unién
covalente de los croméforos con la apoproteina (Chapman, 1973; Gantt, 1979;
Swanson y Glazer, 1990). Al parecer las ficobiliproteinas absorben luz en la region
donde la clorofila y las xantofilas presentan muy baja absorcion, (Chapman, 1973;
Gantt, 1979).
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Figura 1.Estructura de los cromoéforos aislados (a) ficocianobilina,
(b) ficoeritrobilina (Glover, 1985).

Las ficobiliproteinas que se han identificado en cianobacterias, son de tres tipos
principalmente: C-ficoeritrina (C-PE), C-ficocianina (C-PC) y aloficocianina (alo-
PC) (Chapman, 1973; Swanson y Glazer 1990; Kremer, 198é). Glover, 1985 ha
clasificado dos tipos espectrales de ficoeritrina principalmente en Synechococcus
(Tabla B del apéndice). Estas contienen un croméforo de ficoeritrobilina que
presenta un maximo de absorcién a 550 nm en la proteina nativa (Fig.2a,b) y
alrededor de 558 nm en condiciones de desnaturalizacién (Fig.2cd). Este
constituye el tipo | de croméforo, tipico en Synechococcus marino. El tipo il de
ficoeritrina presenta un segundo pico a 500 nm (Kursar et al., 1981 en Glover,
1985)
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Figura 2. Propiedades espectrales de la ficoeritrina en Synechococcus marina en DC-2 los pigmentos de tipo
il. croméforo de ficourobila (PUB, a y b) y en WH7805 los pigmentos de tipo |, croméforo ficoeritrobilina (PEB,
cy d). (—-) espectro de absorcion y (---) espectro de fluorescencia, tomado de (Glover , 1985).

1.3 Propiedades de absorcion de luz por las células.

La energia luminosa que penetra hacia las profundidades en un cuerpo de agua,
se reduce cuantitativamente en forma exponencial, debido a las propiedades de
absorcion y esparcimiento del agua y del material disuelto y suspendido en la
misma, dichas propiedades del medio acuatico para la luz a una longitud de onda
dada, han sido denominadas como propiedades opticas inherentes y se

especifican en términos de coeficiente de absorcion y coeficiente de

esparcimiento (Kirk, 1983).



En aguas oceanicas donde la absorcion se debe principalmente al agua misma, la
luz azul penetra mas hacia las profundidades, en tanto que la luz roja se absorbe
muy rapidamente en los primeros 4-5 m de profundidad, para las aguas
productivas y de surgencias la luz azul se atenta mas fuertemente que la luz
verde por la alta concentraciéon de pigmentos fotosintéticos, Kirk (1983). Pero, el
espectro de irradiancia que penetra hacia la parte mas profunda de la zona
eufética es la regidn verde, donde las ficobiliproteinas tienen su maxima

absorcién.

El coeficiente de absorcidén a(L) de una suspension celular se determina a partir
de la absorbancia como funcién de la densidad 6ptica (DO) y el espesor de la

capa suspendida (1):
a=2303DO0O/I. (1.1)

Donde 2.303 se obtiene de convertir Log.1o a Log... La mediciéon de la densidad
optica de las particulas de fitoplancton concentradas en un filtro (DOs (1)), ha sido
aplicado aproximadamente desde hace treinta afos (Yentsch, 1962 en Mitchell,
1990).

DOt (1) = - Log1o (Ts(A)/ T(A)) (1.2)
Se ha encontrado que la magnitud de DO (A) es mayor de lo que puede
esperarse, pues la trayectoria geométrica dada por la relacién entre el volumen

filtrado (V) y el area del filtro (Ac), es menor que la trayectoria dptica.

B= 1o/ (1.3)



Donde /, y Iy son la trayectoria optica y geométrica, respectivamente. El valor de /g

para particulas concentradas esta dado por la relacion del volumen filtrado entre el
area efectiva del filtro.

Iy = Vi! Ay (1.4)

A= Pr (1.5)

Donde r es el radio del area efectiva de filtracién en el filtro que contiene las

particulas; partiendo de la ecuacion (1.1), puede calcularse:
a (A) = 2.3 DO (lg B)" (1.6)

Generalmente no se observa una relacion lineal entre B y DO, lo que ha sugerido
una relacion empirica de forma cuadrética simple entre la densidad optica de la
muestra en suspensién DOs y DOy, para la estimacién cuantitativa de a (A) a
partir de las mediciones de DO. En donde la magnitud de DOs (A) se estima

directamente de:
DOs = a DO; + b[DO (1.7)

El coeficiente de absorcién a(\), es una variable ampliamente utilizada en los
modelos de produccién primaria, que generalmente se expresa en funcion de la
concentracion del pigmento y se denomina como coeficiente especifico de

absorcion [a* (1)}, y esta dado por:
a*pm=aC’ (1.8)

C=mg Chlam®

El hecho de que la clorofila a se ha empleado para normalizar la absorcion, es en

base a la importancia de la misma en la fotosintesis y la facilidad de su medicion.




El espectro de absorcién in vivo es determinado por el tamafio y forma de los
cloroplastos, tipo y composicién de los pigmentos tamafio y forma de las células o
colonias, en el caso de las cianobacterias, estas no poseen cloroplastos. Cuando
los pigmentos que absorben la luz se encuentran concentrados dentro de la célula
u organelos la absorcién por unidad de pigmento se reduce en comparacion con la
misma cantidad de pigmento disuelto en la solucion; efecto conocido como, efecto
de paquete ¢ efecto de autosombreado, lo que origina una reduccién en la
eficiencia de la absorciéon de la luz especificamente en regiones del espectro
donde se presentan maximos de absorcion (Kirk, 1983). En algas unicelulares, la
magnitud del efecto de paquete depende del tamafio de la célula y el contenido de
pigmentos celulares ésto es, en células mas pequefias y células con bajas
concentraciones de pigmentos el efecto de paquete es menor. Los cambios en la
magnitud del efecto de paquete producen variaciones en el coeficiente especifico
de absorcion para la clorofila (a*). Un valor bajo de a*, indica un efecto de paquete
grande y un alto valor indica un efecto de paquete pequefio (Geider y Osborne,
1992). Comunmente se considera que en las cianobacterias por su pequefio
tamarnio el coeficiente de absorcion es grande y el efecto de paquete es pequenio,
la tabla C del apéndice muestra algunos valores reportados para el coeficiente

especifico de absorcion en cianobacterias.

10



2. JUSTIFICACION y OBJETIVOS.

JUSTIFICACION

Los estudios de productividad de los océanos, generalmente se realizan mediante
determinaciones de clorofila como un parametro de estimaciéon de la biomasa del
fitoplancton e indirecta estimacion de productividad fotosintética; sin embargo, la
contribucién y composicion de los pigmentos caracteristicos de algunos grupos
especiales del fitoplancton, no precisamente la clorofila; sino otros, como las
ficobiliproteinas en cianobacterias; pueden proporcionar gran informacion de la
trofodinamica del ecosistema. Las cianobacterias han sido reconocidas como un
importante grupo del picoplancton marino, pues las ficobiliproteinas, su principal
antena captadora de luz para los procesos fotosintéticos les confieren
caracteristicas muy especiales (Waterbury et al., 1979; Glover, 1985; Kana y
Gilbert, 1986; lturriaga y Marra, 1988; Moore et al., 1995). No obstante; su estudio
requiere de métodos diferentes a los convencionales; la estimacion de biomasa de
cianobacterias se efectia mediante la microscopia epifluorescente. Por otra parte;
para la extraccion y cuantificacion de sus pigmentos, su pequefio tamafrio dificulta
el rompimiento de la pared celular; presentado algunas implicaciones aun no
resueltas satisfactoriamente.

Asimismo, las ficobiliproteinas de las cianobacterias cocales oceanicas presentan

un maximo de absorcion a 550 nm; mismo que corresponde a la longitud de onda

que se utiliza como banda espectral de referencia para el calculo de la



concentracién de clorofila en el mar, a partir de los sensores remotos de luz
visible, puesto que otros grupos del fitoplancton no tienen significativa absorcion
a ésta longitud de onda. La absorcién de luz por las cianobacterias a ésta
longitud de onda posiblemente representa un fuente de error potencialmente en

las estimaciones de clorofila por dichos sensores.

OBJETIVOS

- Estimar la contibucion de las cianobacterias a la biomasa de fitoplancton y

absorcion in vivo del mismo.

- Evaluar la biomasa de cianobacterias y su distribucién dentro de la zona

eufética, en dos localidades con diferentes condiciones oceanograficas.

HIPOTESIS

La absorcion in vivo por cianobacterias tiene efecto en las determinaciones de

clorofila total de fitoplancton estimada por los sensores remotos.
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3.0 MATERIALES y METODOS

Area de estudio.

Los sitios contemplados para el presente trabajo se localizan en la Corriente de
California aproximadamente entre los 31°,50'.05 N y 116°,63' 0 (frente a
Ensenada, México); durante el periodo de mayo de 1993 a enero de 1994 y en la
Cuenca Delfin entre los 30°,13'05 Ny 114°,14° W (Norte del Golfo de California,
México) de julio de 1993 a diciembre de 1994, Fig.3.

3.1 Muestreos de Campo.

Drante los muestreos se hicieron mediciones de temperatura y salinidad en la
columna de agua empleando un CTD (SEABIRD), y la fluorescencia de clorofila in
situ, natural e inducida, se registré6 con un sensor de fluorescencia natural
(PNF300, Biospherical, San Diego) y un fluorimetro insitu (SEATECH)
respectivamente; la irradiancia (PAR) se efectu6 con el radibmetro el cual se
encuentra integrado al PNF300.

Las muestras en la columna de agua se colectaron con botellas Niskin con una
capacidad de 5 |, a las profundidades de 100, 33, 10, 3.3 y 1% de la irradiancia
superficial (Es), estimadas de la lectura del disco de Secchi y la ecuaciéon 3.1 (ldso
y Gilbert, 1974), éstas son aproximadas a las obtenidas a partir de los datos
proporcionados por el radiometro del PNF, que fueron las utlizadas para el

analisis de los datos.

E;=Ese kz (3.1)

k= 1.7/25_[) (3_2)
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Figura 3. Sitios de muestreo. Corriente de California, profundidad media 500 m.
Cuenca Delfln profundidad media 200m.

El conteo de cianobacterias se realizd por microscopia epifluorescente; el método
se basa en la autofluorescencia producida por los pigmentos fotosintéticos, cuya
exitacion fue de 515<580 y emision a 528<580 nm, lo que hace posible la
distincion de pequefos autotrofos de los heter6trofos, (Waterbury et al.,, 1979).
Las células con clorofila pero sin fkobiliproteinas fluoresen de color rojo, en tanto
que las células con clorofila y ficobiliproteinas fluoresen de color naranja, lo que

hace posible distinguir a las cianobacterias de otras especies de fitoplancton.



Muestras de 30 a 60 ml fueron filtradas en filtros de membrana inorganicos
Anodics (Whatman) de 25 mm de diametro y poro de 0.2 um a presion diferencial
de 0.2 atm, con adiciobn de glutaraldehido a una concentracion final de 1%
(Booth,1987). Se contaron entre 20 y 30 campos 6 200 a 300 células a fin de
disminuir el porcentaje de error (Venrick, 1978). El error promedio del conteo fue

& 8%, estimado a partir de la desviacion estandar.

3.2 Cultivos de cianobacterias.

Las células de Synechococcus-DC2 WH-7803 obtenidas del laboratorio de B.
Brahamsha (Scripps Institute of Oceanography. La Jolla, CA), crecieron en medio
enriquecido SN, (Waterbury et al., 1979). El medio se prepar6 con 75% de agua
de mar y 25% de agua destilada. Primeramente, la esterilizacion se efectué por
filtracion a presion manual, empleando filtros de membrana de nitrato de celulosa
(47mm de didmetro y poro de 0.2 um), posteriormente se opté por la esterilizacion
en autoclave. Se probd la adicion de vitaminas y las condiciones de luz y
temperatura para su crecimiento. Iniciado el crecimiento; los cultivos fueron
transferidos a matraces balén de 6 |, en los cuales no fue posible el crecimiento,
por lo que nuevamente fueron transferidos a un matraz Fernbach de 2 |. y botellas
de policarbonato de 1l, manteniéndose en dichos recipientes hasta el final de los
experimentos.

Con la finalidad de facilitar el control del crecimiento en los cultivos; se efectuaron
conjuntamente al conteo de las células en el microscopio de epifluorescencia,
algunas mediciones espectofotométricas de la densidad o6ptica (DO) de los
cultivos a 550 y 610 nm, en un espectrofotdmetro (Bausch & Lomb Spectronic
1001).

15



3.3 Medicién de pigmentos.

Para la extraccion de los pigmentos se probd el método de Rapid Pressure Drop
(RPD) para el rompimiento de la pared celular de Synechococus y la liberacién
de los mismos. El fundamento del método consiste en la aplicacion de una alta
presion que al bajar bruscamente, produce un cambio presion ambiental en el
interior de la célula, lo que provoca su explosion. La presion aplicada a la muestra
fue de 14,000 Kp (78.9 atm)y la maxima presion interna del rompimiento de la

célula calculada a partir de la ecuacion 3.1, de aproximadamente 12.2 atm.

donde:

P, = presion interna de rompimiento de la célula

P, = presion aplicada

K= constante de solubilidad del N; en agua, [mol(l atm)'1]=0.00068

(vg / Vi )= volumen de la vacuola gaseosa por el volumen del protoplasma, 0.1

En la extraccion de pigmentos lipofilicos; se probé una mezcla de solventes
compuesta por sulfoxido de dimetilo (CH3),S -DMSO- en forma pura (100%) y
acetona al (90%). La mezcla se prepardé con una composicion de 40% y 60% de
cada uno de los solventes respectivamente. La eficiencia de extraccion del
solvente se determind comparando la extraccion con la técnica rutinaria que utiliza
acetona al 90% (Strickland y Parsons, 1972), con un periodo de extracciéon de 2,

12 y 24 horas.
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3.4 Mediciones de absorcién in vivo en Synechococcus DC-2 WH7803.

En las mediciones de absorcidon espectral in vivo, se emplearon muestras de
cultivos en fase de crecimiento exponencial, desarrollados a diferentes
condiciones de luz y temperatura:

1) Incubacién en luz blanca continua (lampara de tungsteno de 20 watt), 2-10 y
20-47 umol gquanta m?s™, medida con radiémetro (LI-COR, Inc), y a temperatura
de 20-23°C.

2) En laboratorio bajo un periodo de luz-obscuridad no controlado, con luz natural

reducida de entre 17-44 umol quanta m?2s™ y temperatura al rededor de los 23° C.

Muestras de 20 ml se filtraron en filtros de fibra de vidrio Whatman GF/F de 25
mm de diametro. El filtro con la muestra se mont6é en un portafiltros de PVC, y se
coloco frente al detector de absorcion de luz de un espectrofotbmetro (Bausch &
Lomb Spectronic 1001, de un solo haz), empleando como blanco un filtro humedo
con medio de cultivo. Las muestras se midieron a 23 longitudes de onda de 380
nm - 720 nm. De la densidad 6ptica de las muestras del blanco se resto la DO a
720 nm, posteriormente se restd la DO del blanco a las muestras. El coeficiente

de absorcién a(h) por Synechococcus se calculd a partir de la ecuacién 1.6:
a(A) = 2.303 A/ v [c; DO + c,D08] (3.2)
En acuerdo a, Cleveland et al. (1993):

¢1= 0.378
c2=0.523
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El coeficiente especifico de absorcion a* (h) en unidades de [m2 célula-], se
determiné a partir de la absorcion a (A) y la concentracién de células en la
muestra. Para calcular a* (A) en [m2 (mg Chl a)'1], es necesario conocer la
concentracion de Chl a (Geider y Osborne, 1992), cuya extraccién se realizd

empleando la mezcla de acetona y DMSO.
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4.0 RESULTADOS
4.1 Muestreos de campo.

Corriente de California .

En la tabla D del apéndice se encuentran concentrados los parametros
hidrograficos y biolégicos puntuales del muestreo; la profundidad y su
correspondiente porcentaje de penetracion de luz, temperatura, salinidad,
nutrientes, clorofila @ y abundancia de cianobacterias. La profundidad de la zona
eufotica (1% Es), fue de entre 20-25 m para mayo-julio, posteriormente se
incrementé de 40 a 72 m de agosto a enero (Fig.4a). La temperatura superficial
registrada fluctu6 generalmente entre 16-19° C, pero en julio se registré la mas
alta temperatura de 21 ° C, la temperatura decrece gradualmente hacia el 1% Es a
1 1-13° C. Parece presentarse una débil termoclina hacia los 10 m de mayo a
octubre, y posteriormente entre 20-30 m en noviembre y enero (Fig.4b). La
salinidad en la zona eufética, fue alrededor de 33%, para todos los meses
contemplados.

Asimismo, se observa que los nutrientes fueron bajos; no se presentd un patron
definido. En mayo se registro el perfil de mayor concentracion de nitratos con un
maximo de 21.21 m moles m™ pero en julio, la concentracion decrece, pues el
maximo fue de 2.57 m moles m> posteriormente de agosto a enero se
incrementan nuevamente con maximos entre 5-9 m moles m”. Los silicatos
muestran perfiles de alta concentracion de mayo a octubre, entre 36-45 m moles
m> en agosto, noviembre y enero las concentraciones fueron menores, entre 6-9
m moles m”. La maxima concentracion de nitratos y silicatos ocurre a la misma
profundidad, en tanto que para los fosfatos, la méxima concentracion se presento
aun mas abajo; comunmente las altas concentraciones tienden hacia el 1% Es

(Fig. 5a, tabla D del apéndice).
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Las cianobacterias registraron perfiles con mayor abundancia de células durante
mayo, julio, agosto y septiembre, el orden de abundancia fue de 10® células i el
cual decrece posteriormente a 10%-107 células I para los meses de octubre,
noviembre y enero con maximos abajo del 16% de Es. Los picos caracteristicos

de méxima abundancia de cianobacterias se presentaron a profundidades opticas,
por abajo del 25 % de Es (Fig 6a).

0 0 TR+ -
(@ i (b)
. .
10 . 104 M: e
. : R
= 20 ;
£ — '
E I .
T E 20 . .
o 30 '§
:°] -
c T 30% @ ¢
b= 40 g
2 < .
[+ 4 : o
50 o 40 .
a
60 50 §+ -
70
e e 60 Loy - +—=
© ©
T} 3 % % T : 3 3 i &
2 0 o o
o) S 3 ] @ s ¢ ¢ & & ®©
< ~ - - -
) . < -1
Cianobacterias [células | 1] Cianobacteria [célulasil ]

Figura 6. Perfiles verticales de cianobacterias; (a) Corriente de Califirnia, (b)Cuenca Delfin.
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Cuenca Delfin.

Para ésta localidad igualmente los datos puntuales del muestreo se encuentran
concentrados en la tabla E del apéndice. La profundidad de la zona eufética se
present6 entre los 30-40m aproximadamente, excepto en septiembre que alcanzé
hasta los 60 m, no se observa generalmente una tendencia en su comportamiento
durante los meses de muestreo . La temperatura revela poca variacion vertical
(Fig.4c,d), en el verano flucttio entre 26-30° C en la superficie a 24° C hacia el 1%
de Es, pero en noviembre y diciembre la temperatura desciende de 24° C a19° C

respectivamente. Los valores de salinidad fueron aproximadamente entre 35%q.

Los nutrientes, nitratos y silicatos no revelan una tendencia en su comportamiento,
el perfil de mayor concentracion se observa en diciembre y el de menor
concentracion en noviembre, los valores de concentracion muestran una
distribucién vertical homogenea. Las altas concentraciones de nutrientes
generalmente tienden hacia el 1% de Es (Fig. 5¢c). La clorofila aqui se observa
qgue, los perfiles de mayor concentracidbn se presentaron en noviembre vy
diciembre, con maximos subsuperficiales de entre 1.51 mg m™ Chl ay 173 m>
Chl a mg respectivamente. Durante julio, agosto y septiembre, los valores de
concentracion de los maximos subsuperficiales estuvieron entre 0.53-1.25 mg m*
Chl a. Generalmente los maximos subsuperficiales se presentan a profundidades

menores al 10% de Es, excepto en diciembre que ocurre a 19% de Es (Fig.5d).

Las cianobacterias registraron su perfil de mayor abundancia en noviembre con un
orden 1x10% células I, en tanto gue para el verano el orden registrado fue de
1x10' células I'". Las cianobacterias al igual que la temperatura, nutrientes y
clorofila; tienden hacia una distribucion vertical homogénea, con maximos
subsuperficiales muy pequefios que se encuentran entre 3-10% de Es, excepto

para septiembre que se presenta en la superficie (Fig.6b).
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La relacion entre la abundancia de cianobacterias y los parametros ambientales
(Es, temperatura y nutrientes) no muestran un patron de comportamiento. Pues no
se observa una alta abundancia bajo determinadas condiciones, tampoco se
presenta una relacion entre la abundancia de cianobacterias con la clorofila y
produccion primaria esta Ultima proporcionada por Mendoza, E. (1994), Fig.
7cdef. Asimismo no se observa un posible comportamiento entre relacion de

cianobacterias clorofila con respecto a la luz, temperatura, nutrientes (Fig. 8a,b,c).
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4.2 Experimentos con cultivos.

4.2.1 Cultivo de Synechococcus-DC2 WH7803

Los experimentos con cultivos de Synechococcus-DC2 (WH7803), presentaron
algunos problemas al inicio para lograr la adaptacion y crecimiento de las células.
Cuando el medio de cultivo se esterilizd por filtracion a presion diferencial, no se
observo crecimiento de células. Posiblemente se deba a la presencia de
microorganismos tales como virus, que de alguna manera atraviesan el filtro. Asi
mismo, el desarrollo de los células fue inhibido cuando se empleo un matraz balén
para cultivos con capacidad de 6 I; probablemente éste se encontraba
contaminado, (no se recomienda adquirir material de segundo uso). Cuando el
medio de cultivo se esterilizd en autoclave y sembré en matraz Fernbach y

botellas de policarbonato, se observo el crecimiento de células.

4.2.2. Conteo de células por turbidez

Comunmente el control del crecimiento de células de Synechococcus se efectla
mediante el conteo de las mismas por microscopia epifluorescente. No obstante,
el método requiere de tiempo y esfuerzo; no asi, las mediciones de turbidez del
cultivo en el espectrofotbmetro, de aqui que se realizaron éstas mediciones en los
cultivos, a 500, 610 y 720 nm, con el fin de establecer una posible correlacion
entre la concentracion de células en un cultivo y su DO. Con el incremento del
namero de células el valor de la DO es mayor, pero al llegar la fase estacionaria el
cultivo, el DO continua aumentando y finalmente cuando llega a la fase de
decaimiento comienza a descender el DO. La correlacion entre la abundancia de
células y DO, fue significativamente alta cuando se considera unicamente la fase
de crecimiento exponencial, pero cuando se considera el cultivo hasta su fase final
la correlacién es menor (Fig.9a,b, tabla F del apéndice). Lo que no permite con
exactitud predecir en que momento termina la fase exponencial, probablemente la

gran cantidad de detritos que se producen durante la fase estacionaria, originan el
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incremento en el valor de DO. Por tal motivo no se empleé este método para el

monitoreo del crecimiento de las células en los cultivos, porque la presencia de

detritos pude interferir en las mediciones de absorcion in vivo de las células.

D.0. 500, 610 [nm]

0.0e+0

2.0e+10 ¢
3.0e+10 |
4.0e+10
6.0e+10 }

Synechococcus [cdlulas 1]

7.0e+10

D.0. 500, 610 [nm]

1.0 — —————r —
)
(b)
.
0.8 ¢ ]
0
. o84 o
o
0.6 4 °
t ]
® 7 Paom
0.4" L fe) 4
3
! b [¢)
02} o
2 1 I
T o®
! o
Y il
o o [ o o o o
o -« - - - - bl -
P 5 & & & & 3
S & @ @ o 9 © @9
(=] - o~ (2] < ['+] © M~

Synechococcus [células l'1]

Figura 9. Células de Synechococcus DC-2 en desarrollo y D.O (a) Fase exponencial (b) Fase completa

® 500nm 0 610nm

27



4.2.3 Velocidad especifica de crecimiento.

La velocidad especifica de crecimiento (umax) alcanzada durante el desarrollo de
los cultivos fue de 0.08d"-0.18d™ (Tabla 1, fig.10a,b). Los bajos valores de la
velocidad especifica de crecimiento a (19-21umol quanta m?s’ y 20 =C),
corresponden al periodo de adaptacion de las células. Las células que se
mantuvieron bajo un ciclo de luz-obscuridad (17-44 pmol guanta m2 s'1y23°C), la
velocidad especifica de crecimiento fue mas alta; pero cuando las células se
desarrollaron en condiciones de poca irradiancia (2-10 pmol quanta m2 s"y
20°C); la velocidad especifica de crecimiento fue muy baja, presentandose la

inhibicién de crecimiento en uno de los cultivos bajo estas condiciones.

Tabla . Velocidad especifica de crecimiento de Synechococcus WH7803

Tasa de crecimiento T. generacion Temperatura Es
[ [dia™] [dias] [°C] [umolquanta m?s™]
0.0034 0.0808 8.576 20 19-21
0.004 0.0948 7.309 20 19-21
0.0054 0.1297 5.3441 20 19-21
0.007 0.1836 3.775 23 20-47
0.0045 0.108 6.398 20 20-47
0.0056 0.1335 5.194 20 20-47
0.0062 0.1497 4.629 23 17-44
0.0042 0.101 6.8613 23 17-44
0.0027 0.0644 10.771 20 2-10
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Figura 10.Velocidad especifica de crecimiento Synechococcus DC-2 WH7803
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4.3 Comparacion de los métodos de extraccion de pigmentos (Clorofila).

A fin de facilitar y mejorar la eficiencia de extraccion de los pigmentos en
cianobacterias, se realizaron pruebas para el rompimiento de la pared celular en
Synechococcus, mediante la aplicacion de RPD por espacio de 15 minutos.
Igualmente se probd la extraccibn de clorofila con una mezcla de solventes
(DMSO y acetona) y DMSO al 100%, efectuandose la comparaciéon con el método
convencional que emplea acetona a un 90%. Considerando que los experimentos
se realizaron con muestras de células cosechadas de cultivos de diferente edad
de crecimiento y diferente densidad de células, los valores de concentracion de
clorofila se estandarizaron a clorofila por célula, para las diferentes pruebas

realizadas (Tabla F del apéndice).
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La concentracion de clorofila fue notablemente mas alta cuando la extraccion se
hace con la mezcla de solventes 9.9-12.98 [fg Chl a (célula)-] que con acetona al
90% 4.6-6.0 [fg Chl a (célula)-), y mucho mas baja cuando se emplea acetona al
100% 2.7-3.9 [fg Chl a (célula)™]. El DMSO puro se congela cuando se somete a
baja temperatura y obscuridad durante la extraccién; ademas se obtienen bajos
valores de concentracion. La acetona al 100% también mostré bajas
concentraciones. Respecto al tiempo de extraccion la concentracion fue menor
cuando se realiza por un periodo de 2 horas con ambos solventes, pero a las 12 y
24 horas no se presentaron notables diferencias. La figura 11, muestra los
espectros tipicos de la extraccion con la mezcla de solventes, y acetona a 90%,
para un periodo de extraccion 12 y 24 horas respectivamente.

El uso del RPD en el primer experimento, presentd un porcentaje de rompimiento
de las células relativamente bajo (28%), sin embargo, los resultados no muestran
diferencia en su aplicacion pues so6lo en algunos casos resultd favorable.
Posiblemente la fuente de nitrégeno empleada no tenia la suficiente presion que
provocase la explosion, por lo que se incremento la presion del tanque, de 8,000

kpascal a 14,000 Kpascal, lo cual tampoco mejor6 la extraccion.
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4.4 Mediciones de Absorcion in vivo.

4.4.1 Coeficiente especifico de absorcién in vivo [m2 (célula)-]y [m? (mg Chl a)’]

Los espectros de absorcion in vivo para células en desarrollo de Synechococcus
DC-2 (Fig. 12a), muestran €l esperado incremento de la absorcion con el
incremento del nimero de células; para apreciar posibles cambios en la
composicion de los pigmentos durante el desarrollo de las células, los espectros
se normalizan a 675 nm que es donde se presenta la absorcion de clorofila a.
Solo se observan, algunas diferencias en la regiébn azul, misma donde se
presentan dos picos adicionales al de la zeaxantina de 440 nm, éstos son, a 500 y
540-550 nm y corresponden a las ficobiliproteinas. La poca diferencia entre los
espectros normalizados (Fig.12b, tabla G del apéndice) indica que la composicion

de los pigmentos no cambia fuertemente durante el desarrollo del cultivo.
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Figura 12. Coeficiente de absorcién de Synechococcus DC-2WH7803.(a) Cultivo en desarrollo
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Los espectros de absorcion especifica in vivo para las células Synechococcus
WH7803 que se desarrollan en diferentes condiciones de luz y temperatura,
calculados a partir de la ecuacion 3.2 y la abundancia de células (Fig.13a),
muestran que la absorcion especifica dada en [m2 (célula)-] es mas alta cuando
las células crecen en bajas condiciones de luz 2-10 umol quanta m2 s, en tanto
que cuando crecen en luz natural y bajo un ciclo luz-obscuridad 17-44 pumol
guanta mZs™ fue menor. En tanto gue los espectros de absorcion especifica in
Vivo por pigmento [mz(mgChIa)")] muestran picos mas altos (Fig. 13c) las células
desarrolladas en luz natural (17-44 umol quanta m? s”); sin embargo, bajo estas
mismas condiciones la concentracion de clorofila por célula fue mas baja. La
Tabla Il muestra algunos valores del coeficiente especifico de absorcion a
diferentes condiciones de luz, para los pricipales picos de absorcién observados.
Asimismo se observa que ademas de la alta absorcion que se presenta a 440 y
675 nm, existe una fuerte absorcion en la region azul que es 500 y 550 nm, lo cual
se aprecia mejor cuando se normalizan a 675 nm (Figs.13by 13d ). Por el poco
cambio observado y diferentes patrones de los coeficientes especificos de
absorcion con relacion a la irradiancia, puede decirse que los valores promedio de

éstos pueden usarse como valores tipicos de Synechococcus en el mar.
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Tabla Il. Coeficiente especifico de absorcién en Synechococcus DC-2 WH7803.

Es Células  Clorofila 440 500 550 675 675
[umol quanta a* a* a" a* a* 4401675 5501675
m*s’] feel m¥  {fgicel)’] [m* (cel)"] {m* (cel] [m* (cel)’] (m (cel)"]  [m’(mgChla)
1

20-47 6.98710" 9.3 1617107 1.207107° 1.28*10™ 8.01*10™ 0.009 2.0086 1.596
9.70*10™ 899 16710 1227107 1.34*10™ 8.23*10™ 0.009 2.0274  1.629

1.26"10™ 85 190*10™ 1.44710"" 1.62*10°™ 9.02*10°™ 0.012 2.1013 1.796

2-10 2.92*10"  12.8 22810 1.70*10™ 1.85*10™ 1.15%10°" 0.009 1.9927  1.617
3.33*10" 112 22710 1.6871~"" 1.86*107° 1.13*10° 0.01 2.0067  1.648

3.83*10" 10 2.04*107° 1.56*10 1.77°10™ 1.13*10™ 0.01 1.8053 1.566

17-44 1.01710" 6.4  1.20*10™ 8.92*10™ 9.37710-14 5.95*10™ 0.009 2.0193 1.575
1.73*10™ 59 121410 8.82*10 9.10*10™ 5.86*10™ 0.011 2.0637 1.552

2.87*10™ 4.5  1.05*10™ 8.17*107* 8.66*107* 7.92*10™ 0.015 1.3281 1.094

19-21 2.44"10" 2447107 1.83*10™ 1.92*10™ 1.3410™ 1.8269  1.439
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5.0 DISCUSION
5.1. Distribucion regional y estacional de cianobacterias

51.1. Corriente de California

En ésta localidad se observa una variabilidad en pequefia escala de los factores
hidrogréaficos contemplados, y como consecuencia, pequefias pero significativas
variaciones en las caracteristicas biolégicas de la zona. La profundidad del 1% de
Es se incrementd de julio a enero de 20 a 72 m. Las temperaturas mas altas en la
columna de agua se registraron durante los meses de verano y principios de
invierno; asimismo, los altos valores de concentracion de nutrientes (nitratos y
silicatos) y clorofila se presentaron en mayo, julio y agosto.

Las cianobacterias muestran sus perfiles con alta densidad de células a finales de
primavera y principios de verano, ésto es de mayo a agosto, cuando la
temperatura en la columna de agua se incrementa y la profundidad del 1% de Es
es menor. Durante el otofio e invierno, cuando la temperatura en la columna de
agua desciende, la densidad de células decrece; parece ser que la temperatura
del agua es uno de los factores mas determinantes de la abundancia de las
cianobacterias segun lo sefialan (Glover et al., 1988; Iturriaga y Marra, 1988;
Neuer 1992). No obstante, las cianobacterias muestran baja tendencia de
correlacion con la temperatura al igual que con la luz ?=0.49 (Figs. 8a,b).

Con respecto a los nutrientes las cianobacterias no revelan una posible relacion,
probablemente se deba a los bajos valores de nutrientes registrados (Figs. 8c,d).
Igualmente con la clorofila las cianobacterias no muestran relacion (Fig. 8e),
aunque el perfil de alta concentracién de clorofila que se presenta en julio ocurre
concomitante con el perfil de mayor densidad de células y los picos de maxima
abundancia cercanos al maximo subsuperficial de clorofila (Tabla D del apéndice),
por lo que la profundidad de los maximos subsuperficiales de clorofila y

cianobacterias (Z,) muestran una tendencia de correlacién (r2=0.71). Dichos
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maximos subsuperficiales covarian con la profundidad del 1% de Es y se presenta
comunmente a irradiancias menores al 12 % de Es. Se ha mencionodo ya que la
abundancia de cianobacterias registrada en el Océano Indico durante un periodo
de septiembre octubre fue del orden similar al registrado en la Corriente California
1 08 células "' (Burkill et al., 1993). Asimismo, Miyazono et al. (1992), sefialan que
en la Bahia de Iwanai -Hokkaido, Japon- la densidad de células de cianobacterias
tiende a incrementarse después del afloramiento de diatomeas en primavera, con
marcadas fluctuaciones en junio y agosto, cuando los nutrientes son escasos y la
temperatura del agua se incrementa, mostrando un comportamiento con respecto
a la temperatura (r2=0.56) aproximado también al encontrado para la Corriente de
California (Fig. 7b) En forma general se puede apreciar que la distribuciéon vertical
de cianobacterias en la zona eufética fue diferente; mostrando sus picos
caracteristicos de maxima abundancia alrededor de la débil termoclina y muy
cercanos a los maximos subsuperficiales de clorofila. Posiblemente en la
Corriente de California, las grandes concentraciones de nutrientes encontradas en
este periodo indican la presencia de diatomeas en la regidon, pues las altas
concentraciones de silicatos se relacionan directamente con estos organismos
(Fig.7¢), pues se observa una ligera tendencia de correlacion entre las
profundidades de los maximos de cianobacterias con las profundidades de los
mas altos valoresde nitratos y silicatos (Zmax) de #=0.77 y = 0.53 para cada uno
de estos respectivamente. La abundancia de cianobacterias durante los meses de
muestreo para la localidad fue significativamente diferente, segin muestra la
prueba de rango Kruscal-Wallis aplicada a los datos de abundancia (H=25.071
con n=40, g.1=6 y p=.003).
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5.1.2. Cuenca Delfin.

Las caracteristicas hidrogréficas de la localidad durante el estudio muestran una
variacion temporal, y escasa variacion vertical y una mezcla de masas de agua
superficial en noviembre y diciembre (Fig. 4cd). El orden de abundancia de
cianobacterias fue menor para los meses de verano cuando la temperatura en la
columna de agua es alta, pero se incrementa a finales de verano y principios de
invierno, cuando la temperatura en la columna de agua desciende (Figs. 4d y 6b).
Sin embargo, no se encuentra una correlacion de las cianobacterias con la luz y la
temperatura (Fig 7c¢d). Se observa que el perfii de mayor concentracion de
nutrientes se presenta junto con el perfil de alta concentracion de clorofila, justo
cuando la temperatura en la columna de agua es baja (Fig. ¢, d), pero el perfil de
maxima abundancia de cianobacterias se presenta en noviembre, el cual coincide
con uno de los perfiles de alta concentracion de clorofila. No existe relacion de las
cianobacterias con los nutrientes y la clorofila (Fig.7¢, d, e). Aln cuando los picos
de maxima abundancia de células se localizan alrededor de los maximos
subsuperficiales de clorofila, las profundidades de los maximos subsuperficiales
(Zmax) tampoco muestran correlacion, dichos maximos cominmente se localizan a
bajas irrradiancias. Posiblemente el comportamiento de las cianobacterias con los
parametros hidrogréaficos y biolégicos sea por el efecto de mezcla vertical que se
observa. No obstante, la prueba de rango de Kruskall Wallis muestra diferencia en
la abundancia de cianobacterias durante los meses de muestreo (H=16.65 con
n=25, g.l.=4 y p=0.0023).
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5.2. Importancia relativa de las cianobacterias.

En forma general en ambas localidades fue posible observar la variabilidad
temporal de los pardmetros quimicos y bioldgicos; con un débil gradiente vertical
en la Corriente de California con mezcla de masas de agua subsuperficial en la
Cuenca Delfin. Sin embargo, en ambas localidades las células de cianobacterias
se presentan en el mismo orden de abundancia, pues no existen diferencias
significativas en la abundancia en ambas localidades (H=I con n=2y p=0.015), lo
gue lleva a pensar que el orden de abundancia de las cianobacterias es el mismo
en estas y las fluctuaciones estacionales son de acuerdo a las caracteristicas
hidrogréficas de la region.

Partiendo de los datos de biomasa de cianobacterias y con un valor promedio de
clorofila por célula obtenido de los cultivos {320 fg Chl @ (célula)-], se estimé la
posible contribucion de la clorofila de cianobacterias a la clorofila total de
fitoplancton. Los resultados muestran un amplio intervalo de aportacion en ambas
regiones (Tablas D y E), con porcentajes ligeramente mas altos para Corriente de
California (2-87%), aqui se observa también una contribucién un poco mayor de la
clorofila de cianobacterias a la clorofila de fitoplancton cuando la concentracion de
clorofila de fitoplancton es baja. En la Cuenca Delfin se observa una menor
contribucién (4.565 9%). Quizas por los pocos datos con que se cuentan la
tendencia de correlacién de las cianobacterias con la clorofila fue baja en ambas
localidades; sin embargo, los picos de maxima abundancia de cianobacterias son
relativos al maximo subsuperficial de clorofila en acuerdo a lo sefalado por Burkill
et el. (1993), Vernet et al . (1990) y Veldish et al .(1993) quienes mencionan
también que junto con el caracteristico maximo subsuperficial de clorofila, ocurre
una alta abundancia de cianobacterias en la parte media superior de dicho
maximo, lo que indica su importante contribucién a la clorofila, como se observa
en Corriente de California y Cuenca Delfin, lo que sugiere que la biomasa del

picoplancton fototréfico puede ser Util para caracterizar una masa de agua. La

39



contribucion de la clorofila de cianobacterias a la clorofila de fitoplancton parece
ser mas alta para la Corriente de California, donde las nutrientes son mas escasos
y excepcionalmente se ve favorecida la concentracién de los mismos justo cuando
se presenta una alta densidad de cianobacterias (Vernet et al., 1990), sefialan a la
(PE) como indicador de la abundancia de Synechococcus spp, pues se observa
una correlacion positiva con la concentracion de nitrato. Smith, (1986) sugiere que
la relacion entre los nutrientes: nitratos, fosfatos y la luz interactian determinando
la biomasa de las algas verde-azules, a lo que propone un comportamiento lineal

multiple entre éstos factores.
5.3. Cultivo de Synechococcus DC-2 WH7803

5.3.1 Adaptacion y crecimiento

Como se ha mencionado la adaptaciéon y crecimiento de las células
Synechococcus WH7803 presentd dificultades durante su desarrollo. La
velocidad especifica de crecimiento alcanzada es ligeramente mayor cuando las
células se desarrollan bajo un régimen en luz natural y un periodo de luz-
obscuridad, en tanto que bajo luz blanca continua de mayor intensidad, la tasa de
crecimiento fue ligeramente menor y mucho mas pequefia cuando crecen con
éste mismo tipo de luz pero limitada, pues en ocaciones se presento la inhibicion
del crecimiento. En relacion a la temperatura la tasa especifica de crecimiento fue
poco mas alta a 23=C que a 20*C (Tabla |, Fig. 1 1a,b).

La temperatura y la irradiancia son parametros que determinan el crecimiento del
fitoplancton, en Synechococcus WH8103 la maxima velocidad especifica de
crecimiento que se reporta a temperaturas de 15-22= C e irradiancia de 93-142
(umol quanta m%s™”) es de (0.2-0.80 d’) y a temperatura 6ptima de 24=*C con luz
azul, bajo un ciclo luz-obscuridad (de > 80 pmol quanta mZs™) es de 1.0 d™h,
estas ultimas condiciones se han considerado como similares a las naturales en

las profundidades bajas de la zona eufética (Moore et al., 1995). Para la especie
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WH8103 Stramsky et al. (1995), reportan tasas de crecimiento de (0.018-0.008 y
0.021-0.01d'1), en células desarrolladas bajo un ciclo de luz-obscuridad (luz
natural 1.7-4.77 umol.quanta m'zs"). Para Synechococcus WH7803 Kanay
Gilbert, (1987) reportan una alta velocidad especifica de crecimiento(.4 d™'),
cuando las células crecen bajo luz blanca continua de (200 a 2000 pmol quanta m’
2s'1) y en condiciones de saturacion de nutrientes. Por otra parte se ha sefialado
igualmente que el crecimiento de células de Synechococcus DC-2 se ve limitado
por las bajas concentraciones de Mg 10" ™M y mas aun por el Fe y Cu (Waterbury
y Stainer 1984 en Glover, 1985).

En nuestros experimentos Synechococcus WH7803, no puede decirse con
presion que factor fue el determinante para su crecimiento, puesto que ambos
parametros luz y temperatura varian al mismo tiempo y posiblemente no fuerén los
optimos para el desarrolo de la especie, lo que explica la velocidad especifica de
crecimiento encontrada; sin embargo, éstas se encuentran dentro de los valores
reportados, pues la velocidad especifica de crecimiento in situ e in vitro reportada
para las cianobacterias en el campo y laboratorio es relativamente baja en
comparacion con la alcanzada por otras especies de fitoplancton (Tabla A del

apéndice).
5.3.2. Medicion de pigmento

Por su pequefio tamafio y composicion de la pared celular, la extraccion de los
pigmentos en cianobacterias se presentan algunas dificultades en el rompimiento
de la pared celular, para la liberacion de los pigmentos. En la extraccion de
pigmentos hidrofilicos (ficobiliproteinas), la extraccion comunmente se realiza con
la aplicacion de ultrasonido en bafio de hielo, y un posterior tratamiento enzimatico
con lisosimas (Steward y Farmer, 1984; Vernet et al.,, 1990). Ademas de las
implicaciones del método, éste no ha sido completamente eficiente. EI método

mecénico empleado en nuestros experimentos Rapid Pressure Drop, en la
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extraccion de ficobiliproteinas no tuvd éxito. En la extraccion de pigmentos
lipofilicos, s6lo en algunos casos se han obtenido resultados favorables, por lo
gue aun hacen falta pruebas contundentes que demuestren su eficiencia.

Para la extraccion de pigmentos lipoficlicos el uso de la mezcla de acetona y
DMSO, mostré resultados favorables en comparacion con el uso de acetona al
90% del método convencional. EI metanol caliente también se ha empleado en la
extraccion de clorofila e igualmente la mezcla de metanol y acetato de amonio
(Joint et al., 1993). La eficiencia en la concentracion del extracto obtenido a partir
mezcla de acetona y DMSO, fue entre 3545% mas arriba que la concentracion
del extracto con acetona al 90%. Para las estimaciones de clorofila en muestras
de fitoplancton puede ser de gran importancia, ya que se ha registrado que de la
fraccion del picoplancton, las cianobacterias cocales contribuyen hasta en un 78-
93% a la clorofila total de fitoplancton (Jochem y Zeitzschel, 1993). Si la
contribucién de las cianobacterias a la biomasa fitoplancténica es significativa, la
baja eficiencia de extraccion de pigmentos por el método convencional podria

tener como consecuencia una subestimacion de la clorofila total de fitoplancton.

5.4. Mediciones de absorcién in vivo en células de Synechococcus DC-2

5.4.1 Coeficiente especifico de absorcion in vivo

Como se ha mencionado el espectro especifico de absorcion del fitoplancton [@*ph
(h)] varia comunmente entre las especies y dentro de la misma especie,
dependiendo de sus condiciones de desarrollo (Stramsky et al., 1995; Babin et al.,
1993). En este estudio se encontr6 que Synechococcus 7803 presenta una alta
absorcion de luz de bajas longitudes de onda -regidon azul-; los espectros de
absorcion especifica in vivo, muestran dos picos altos en la regiéon azul, ademas
del correspondiente a 440 nm para la zeaxantina la cual se encuentra hasta en un
77% del total de los pigmentos en las células de Synechococcus 7803 (Guillard

en Glover, 1985). Dichos picos se presentan a 500 y 550 nm (Fig. 12),y
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corresponden a las ficobiliproteinas sefaladas por Glover (1985) como del tipo |
para el croméforo PUB que se presenta a 500 nm vy tipo Il para el croméforo PEE3
a 558 nm, en Synechococcus 8103 Moor (1995) los identifica a 494 nm y 544 nm

respectivamente.

La absorcién especifica en [mzcélula"] fue mayor para las células que se
desarrollaron en bajas condiciones de luz (2-10 umol quanta m’zs’1), lo que
muestra que a bajas irradiancias la concentracion de pigmentos por célula es
mayor y por consecuencia el coeficiente especifico de absorcion dado en
[m20é|ula'1] sea mas alto (Fig. 13a). La razén de la absorcién especifica [440/675 y
550/675), fue ligeramente mayor en condiciones de poca luz, lo cual se observa
cuando se normaliza a 675 nm (Figs.13b), y quizas esto se deba a que el efecto
de paquete afecta mas al pico de absorcién en la regién azul que en la region roja.
Los cambios en los espectros se presentan en la region de absorcion de los
carotenos Yy ficobiliproteinas. Posiblemente ocurra un incremento en la sintesis de
los pigmentos auxiliares; como lo han indicado (Gantt, 1979; Wyman, 1987, lkeya,
1990; Moor et al., 1995) quienes sefialan que las ficobiliproteinas absorben
eficientemente la luz a bajas irradiancias. Wyman (1987) encuentra que en esta
especie la concentracién de ficoeritrina se incrementa a bajas irradiancias. No
obstante, no fue posible realizar la extraccion de ficobiliproteinas en estos
experimentos, pero la concentracion de clorofila por célula encontrada fue
relativamente mayor para las células que crecen en condiciones de baja
irradiancia. Los estudios con cianobacterias enfatizan su importancia en funcion
de las propiedades espectrales que les confieren las ficobiliproteinas (PE) a bajas
irradiancias, por lo cual se piensa que se distribuyen abundantemente hacia las
partes bajas de la zona eufética y que el crecimiento en la naturaleza puede ser
inhibido por las altas irradiancias (lturriaga y Mitchell, 1986), lo cual no se observé

en estos experimentos.
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La absorcion especifica por pigmento [m? (mg Chla)'], fue ligeramente mayor
(0.01 1-0.015 [mz(mg Chl a) I"] en células que crecen en luz natural, bajo un ciclo
de luz-obscuridad (17-44 umol quanta m'zs'1), aqui sucede lo contrario que en la
absorcion especifica por célula (Fig.13c), probablemente se presente el efecto de
paquete, pues a baja irradiancia (2-10 pumol quanta m'zs’1), la concentracion de
clorofila por célula fue mayor, pues cuando la concentracion de pigmento dentro
de la célula es alta es posible que se presente el autosombreado en la absorcion
de la luz. Poco se conoce de las caracteristicas de absorcion de las células de
cianobacterias, pero el valor promedio del coeficiente especifico aqui encontrado
esta dentro de los valores promedio reportados (Tabla C del apéndice). 0.019
mz(mg Chl a)'1 (Stramski et al., 1995) y 0.023 mz(mg Chl a)", (Moore et al., 995).
Los espectros de absorcion revelan que los cambios en la composicion de
pigmentos ocurren Unicamente en las bajas longitudes de onda, para las

diferentes condiciones de desarrollo (Figs. 13ay 13c).
5.5. Contribucién a la absorcion in vivo por cianobacterias.

Haciendo la consideracion de que la mayor parte de los foténes absorbidos por los
pigmentos de fitoplancton se utilizan para la fotosintesis, es interesante comparar
la contribucién de las cianobacterias a la absorcion in vivo de particulas, utilizando
un valor promedio de la absorcion especifica in vivo de Synechococcus DC-2 de
los experimentos con cultivos a 550 nm [1 .10 x107 m?célula "y a 675 nm
[7.03x10'14 m? (célula)-1, y con los datos de abundancia de cianobacterias de la
Corriente de California y Cuenca Delfin y aplicando la ecuacion 1.8 (8*ph= aC'1),
se determind la posible absorcion de luz por dichas células en luz blanca, bajo las
condiciones del régimen de luz oceanica (luz verde azul), la contribucion de las
cianobacterias va aumentar por la relativamente alta absorcion de las mismas en
esta parte espectral (Tabla D y E del apéndice). En ambas localidades de

muestreo se observa que la absorcion de luz es ligeramente mayor a 550 nm que
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de las cianobacterias va aumentar por la relativamente alta absorcion de las
mismas en esta parte espectral (Tabla D y E del apéndice). En ambas localidades
de muestreo se observa que la absorcién de luz es ligeramente mayor a 550 nm
gue a 675. Asi mismo, dentro de la columna de agua la maxima absorcion de luz;
se presenta con la maxima abundancia de células; sin embargo, se observa una
mayor absorcion hacia la parte superior de dicho maximo que ocasionalmente se
encuentra en la superficie. En forma general la absorcibn fue mayor en la

Corriente de California.

Empleando el mismo dato del coeficiente especifico de absorcién y la absorcion in
vivo por fitoplancton a 550 nm de una localidad de la Cuenca Delfin, se determin6
la posible abundancia de células de cianobacterias, correspondiente a dicha
absorcion (Tabla E); ésta se encontré dentro del orden de abundancia registrado
en la localidad durante los muestreos. Por otra parte, con un espectro de
absorcion especifica in vivo de los cultivos y un espectro de absorcion in vivo por
fitoplancton (Cervantes et al1996), de una muestra de la Cuenca Delfin, se
determin6é la contribucion del fitoplancton a la absorcion in vivo (Fig. 15),
encontrandose asi que el porcentaje de contribucién a la absorciéon in vivo de

fitoplancton es relativamente baja entre 500 - 550 nm (40%).
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Figura 14. Contribucién de las cianobacterias a la absorcion in vivo de fitoplancton total.

—— Fitoplancton total ~ Fitoplancton menos cianobacterias o Cianobacterias
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6.0 CONCLUSIONES

El régimen de abundancia y distribycién de las cianobacterias en ambas regiones
fue similar en orden e igualmente las concentraciones corresponden a las
reportadas en otros otros estudios. La contibucidon de las cianobacterias a la
concentracion de clorofila insitu fue < 20% en el 50% de las muestras No se
observa un patron definido de su comportamiento con respecto a los parametros
de luz, temperatura y nutrientes. Los experimentos de laboratorio con
Synechococcus DC-2 WH7803, muestran la poca eficiencia de extraccion de los
pigmentos lipofilicos con el método estandar que emplea acetona al 90%. La
extraccion con la mezcla de DMSO y acetona aumenta la clorofila extraida en un
alto porcentaje.

La comparacion de los espectros de absorcion de particulas con las muestras de
campo y de los cultivos, muestra que la contribucion de las cianobacterias en
general es baja, por lo que no puede considerarse como significativo el error
generado por el pico de absorcion a 500 nm en la interpretacion de la reflectancia

superficial.
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APENDICE

Tabla A. Velocidad especifica de crecimiento de Synechococcus.

Temperatura Es Velocidad de Condiciones Referencia
[°C) crecimiento
22.5 Natural: [(hra.)™") WH8103 Stramski et al., 1995
[mol quanta m?s™  0.018-0.021 in vivo
1.7-4.77 0.008-0.012
0.03-0.04
15-22 [mol quanta m*“s™] [(dia)] WH8103 Moore et al., 1995
90 1 in vivo
[(dia)"] in vivo Burkill et al., 1993
0.5-1
[mol quanta m*s™] [(dia)") in vivo Neuer, S. 1992
13 0.46
13 0.55
8 0.32
0.1-0.75 in situ Vernet el al., 1990
Prof [m] [(dia) ] in situ lturriaga et al., 1988
0 0.778
8 1.176
26 0.836
75 0.789
10 0.688
51 0.951
75 0.981
3 0.545
20 0.663
35 1.213
50 0.908
75 0.571
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Tabla B. Caracteristicas de absorcion y fluorescencia de Synechococcus marino con ficoeritrina.

(in vitro)

Colonia Familia Absorcién Fluorescen Habitat Aislamiento

original cia
WH 7805 a 557 569 Atlantico Norte Brand L.E. (1978)
WH 8009 a 557 570 Atiantico Norte Waterbury J.B. (1980)
WH 8010 a 558 570 Atlantico Norte Waterbury J.B.(1980)
WH 8109 a 560 570 Atlantico Norte Valois F.W. (1980)

SYN-48  WH 6501 b 556 567 Atlantico Tropical Waterbury J.B. (1965)
WH 7802 b 545 > 500 560 - 564 Atlantico Norte Guillard R.R. (1965)

DC-2 WH 7803 b 545 > 500 560 - 564 Atlantico Norte Brand L.E. (1978)

WH 7806 b 545 > 500 560 - 564 Atlantico Norte Brand L.E. (1978)
WH 8001b 545 > 500 560 - 564 Golfo de México Brand L.E. (1980)
WH 8002b 545 > 500 560 - 564 Golfo de México Brand L.E. (1980)
WH 8003b 545 > 500 560 - 564 Golfo de México Brand L.E. (1980)
WH 8004b 545 > 500 560 - 564 Golfo de México Brand L.E. (1980)
WH 8005b 545 > 500 560 - 564 Golfo de México Brand L.E. (1980)
WH 8012b 545 > 500 560 - 564 Atlantico Norte Brand L.E. (1980)
WH 8014b 545 > 500 560 - 564 Atlantico Norte Brand L.E. (1980)
WH 8005b 545 > 500 560 - 564 Atlantico Norte Waterbury J.B. (1981)

a .-Ficoeritrina con el cromoforo ficoeritrobilin Tipo |
b.- Ficoeritrina con el croméforo ficourobilina Tipo I
Glover (1985)
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Tabla C. Coeficiente especifico de absorcion (a* m’g)pigmento en solucién
amortiguadora de fosfato in vitro

Biliproteina Absorcién Peso a Referencia
maxima molecular

C-ficocianina 618 0.724 Kursar y Alberte (1983)
C-ficocianina 615 224,000 0.770 Siegelman y Kycia (1978)
C-fkocianina 610 0.650 Steward y Farmer (1984)
R-ficocianina 615 273,000 0.660 Siegelman y Kycia (1978)
aloficocianina 650 0.603 Kursar y Alberte (1983)
aloficocianina 650 900 0.650 Siegelman y Kycia (1978)
B-ficoeritrina 565 290,000 0.820 Syegelman y Kycia (1978)
B-fficoeritrina 545 0.878 Steward y Farmer (1984)
C-ficoeritrina 565 226,000 1.250 Siegelman y Kicia (1978)
C-ficoeritrina 550 1.250 Steward y Farmer (1984)
R-ficoeritrina 565 298,000 0.810 Siegelman y Kycia (1978)
R-fkoeritrina 565 0.802 Myers et al. (1984)
Ficoeritrina 545 1.260 Steward y Farmer (1984)
Ficoeritrina 548 - .05 Ong y Glazer (1988)
Ficoeritrina 551 0.800 Alberte et al. (1984)
Ficoeritrina 492 264,000 1.05 Ong y Glazer (1988)

B, C y R- se refieren al grupo taxonémico del que se identificadas originalmente.
B- Bangiales, C- Cianobacterias, R- Rodofitas
Geider y Osborne (1992)

56



Tabla D.Parametros hidrograficos y biolégicos de la Corriente de California

Lt Lgn Prof.. Es

T S PO, Si(OH) NO2 NOa Chlaf FLN Cianobac. a*a* Chla c Contrib.
[°N] {*w] {m] (%] [°C) %o [m moles m™] [m moles m™ [m moles m™} [m moles m™] [mg m* [(células) '] [m"] [m7) [mglm‘ %
31°50 116°53 0 100.0 16.3 33.3 0.000 9.76 0.03 7.37 0.03 0.003 1.09710" 0.012 0.008 0.350 42.18
6 51.3 15.5 33.1 0.000 5.41 0.19 8.34 0.76 0.001 1.80"10° 0.020 0.013 0.576 75.74
12 24.8 13.9 33.4 -0.444 1.60 -0.04 0.15 0.92 0.001 2.27710" 0.025 0.016 0.726  78.95
15 19.3 13.4 33.4 0.046 45.83 -0.06 21.21 1.15 0.001 8.26"10" 0.009 0.006 0.264 22.98
25 6.1 11.5 33.4 0.216 37.60 -0.01 1.39 0.83 0.001 6.04"10" 0.007 0.004 0.193 23.29
31°560 116°53 0 100.0 21.5 33.5 0.767 5.13 0.00 -0.01 2.49 0.002 4.8310" 0.005 0.003 0.155 6.21
4 46.6 18.6 33.4 0.498 4.64 -0.01 0.01 1.73 0.001 7.0"10"° 0.006 0.005 0.224 12.95
8 23.9 16.0 33.4 0.809 7.46 0.02 0.39 4.19 0.001 1.38"10" 0.015 0.010 0.441 10.51
12 1.5 14.5 33.5 0.581 7.05 0.00 0.44 4.92 0.001 1.8"10" 0.020 0.013 0.575 11.70
16 5.7 13.6 33.5 0.684 37.15 0.02 2.58 3.29 0.001 1.65"10" 0.018 0.012 0.529 16.09
20 2.8 12.5 33.6 0.788 9.52 0.06 1.90 3.94 0.001 1.42°10" 0.016 0.010 0.453 11.51
31°50'05"N 116°63'07" 0 100.0 18.2 33.3 0.277 5.07 -0.02 -0.05 0.73 0.001 8.08*10° 0.009 0.006 0.259 35.42
10 30.9 16.7 33.2 0.015 3.63 -0.03 0.02 0.28 0.0005 594*10° 0.007 0.004 0.190 67.90
15 15.6 14.9 34.0 0.202 2.34 0.00 0.54 1.47 0.001 1.01*10°* 0.011 0.007 0.324 22.01
20 8.3 13.8 33.3 0.629 4.67 0.08 2.95 1.6 0.001 7.34°10"° 0.008 0.005 0.235 14.67
30 2.5 12.5 33.4 0.757 6.85 0.12 6.45 1.13 0.001 3.28"10" 0.004 0.002 0.105 9.27
40 1.0 11.8 33.4 0.794 6.21 0.00 6.48 0.39 0.0003 9.90*10° 0.001 0.001 0.032 8.12
0 100.0 19.5 33.3 0.750 2.77 -0.01 0.01 0.32 0.001 6.05"10" 0.007 0.004 0.194 60.48
10 39.5 19.1 33.3 0.125 2.47 -0.02 0.12 0.47 0.0003 7.07710" 0.008 0.005 0.226 48.11
20 18.4 17.1 33.3 0.625 3.40 -0.01 0.00 1.18 0.0004 1.02*10° 0.011 0.007 0.327 27.69
27 8.2 15.4 33.4 0.812 4.37 0.00 0.35 1 0.001 9.01710" 0.010 0.006 0.288 28.83
40 1.8 14.5 33.2 -0.375 43.10 0.07 ALTO 0.69 0.001 2.16"10 0.002 0.002 0.069 10.03
48 0.9 13.6 33.3 1.437 4.66 0.10 1.05 0.61 0.0004 9.81"10 0.001 0.001 0.031 5.15
31°50'01" 116°30'83" 0 100.0 18.5 33.2 0.657 2.26 -0.02 -0.04 0.51 2.48"10° 0.0003 0.0002 0.008 1.56
12 49.1 15.9 33.3 0.700 2.62 -0.02 -0.01 0.37 2.63810° 0.000 0.000 0.008 2.30
25 6.4 13.9 33.2 0.680 3.35 0.01 0.16 1.07 1.07810 0.001 0.001 0.034 3.21
36 3.3 13.4 33.3 -0.015 36.16 0.04 5.22 1.03 1.89°10 0.002 0.001 0.060 5.84
50 1.0 13.0 33.2 0.993 5.90 0.12 4.53 0.40 3.73*10° 0.000 0000 0.012 3.00
60 <1 12.7 33.3 1.787 8.78 0.04 8.92 3.26"10 0.0004 0.0002 0.010
31,50'07" 116°530'37" 0 100.0 16.6 33.3 0.363 2.10 0.00 0.02 0.24 0.001 5.7910 0.006 0.004 0.185 76.17
12 34.4 16.4 33.3 0.271 2.09 0.00 0.06 0.34 0.001 8.86"10 0.010 0.006 0.284 84.37
24 7.5 16.1 33.2 0.323 2.76 0.04 0.30 0.57 0.0005 4.35"10 0.005 0.003 0.139 24.37
36 2.2 14.7 33.3 0.412 4.29 0.25 2.00 0.40 0.001 1.24°10 0.001 0.001 0.040 10.00
46 0.9 13.1 33.3 0.644 6.37 0.08 5.77 0.27 0.0004 7.52°10 0.001 0.001 0.024 8.93
31°49'35"N 11 6°530'7"'W 0 100.0 16.3 33.2 0.270 1.98 0.03 -0.32 0.09 0.0002 1.31*10° 0.001 0.001 0.042 45.92
21 13.1 15.1 33.4 0.290 1.94 -0.03 -0.04 0.48 0.001 1.69°10 0.002 0.001 0.054 11.33
35 2.6 14.6 33.4 0.394 3.42 0.13 0.76 0.59 0.001 2.18"10 0.002 0.002 0.070 11.74
43 1.0 14.3 33.4 0.581 5.40 0.16 3.33 0.61 0.0004 2.51*10° 0.003 0.002 0.080 13.15
50 0.6 14.2 33.4 0.601 5.72 0.10 9.94 0.37 0.0003 8.43*10° 0.001 0.001 0.027 7.33
72 0.6 13.2 33.5 0.954 9.36 0.00 9.22 0.17 0.0001 2.64"10 0.0003 0.0002 0.008 4.97
a* a* a’
[m¥(céluias) ) {m’(célnlas)™]  [m*(mg chi a)’}
550 675 675 Chla 87

1.10'10"" 7.03*10°™ 0011 3*10°



Tabla E. Pardmetros hidrogréficos y biolégicos de la Cuenca Deilfin.

Lt Lgn Prof. Es T S PO4 Si(OH)4 NO; NO3 Chi a fit. FLN Células a*~ a~ Chlac. Cont. a a Células
fit.
'N) rw] (m] (%] [)C) % [m moles m"] [m moles m [m moles m”] [m moles m"] [(cttulas) 1 "] [m”] [m”] [mg I % (m"] [(céiutas) 1]
"1
550 675
30°12'36" 114°16'9" 0 1000 26.2 35.4 1.98 5.79 0.00 -0.09 0.53 2.14'10°  0.002 0.002 0.07  12.90 [0.006  5.45°10°
10 33.0 25.9 35.4 1.34 4.86 0.00 -0.08 0.68 7.15"10°  0.008 0.005 0.23  33.66 [0.008  7.27°10°
20 10.0 25.5 35.4 1.38 4.75 0.00 -0.04 0.92 1.89"10"  0.021 0.013  0.60  65.63 [).016  1.41°10"
5
30 3.3 24.23.2  2.24 8.96 0.22 171 1.25 1.4210"  0.016 0.010  0.45  36.29 |0.00  9.09°10°
40 1.0 22.4 35.3 241 9.72 0.32 2.31 L1 8.55'10°  0.009 0.006 0.27  24.87 [0.005  4.55%10°
30°12'96" 114°14'54" 0  100.0 30.9 35.5 0.7 4.60 0.01 0.09 0.24  0.00202  2.40"10°  0.003 0.002  0.08  32.04 [0.006  5.45°10°
8.5 58.2 29.1 35.3  0.78 4.72 -0.02 0.10 0.26  0.0002  2.84*10° 0.003 0.002 0.09  35.00 [0.008  7.27°10
17 32.9 28.0 35.3  0.70 5.09 -0.02 -0.02 0.2 0.00018  3.31*10° 0.004 0.002 0.1  48.18 [D.001  1.00°10°
26 16.9 27.6 35.3  0.72 5.54 -0.02 -0.08 0.33  0.00027  4.73*10° 0.005 0.003 0.15  45.88
34 8.5 26.6 35.2 1.12 10.45 0.48 2.96 0.48  0.00069  9.61°10"  0.011 0.007  0.31 64.04
30°13'05" 114°16'64" 0  100.0 28.3 34.6  0.43 3.79 -0.02 -0.02 0.27 4.09"10°  0.005 0.003  0.13  48.50
15 33.0 28.5 35.3  0.52 4.92 -0.02 0.04 0.28 364710°  0.004 0.003 0.12  41.62
30 10.0 28.5 35.3 1.16 24.97 0.33 1.60 0.42 2.17*10°  0.002 0.002 0.07  16.50
45 3.3 27.7 35.3 0.53 2.00°10*  0.002 0.001  0.06  12.09
60 1.0 24.2 35.3 1.46 11.78 0.11 4.27 0.36 1.7910"  0.002 0.001  0.05  15.17
30°1221" 114°30'7* 0 100 25.0 355 4.86 3.61 0.03 039 111 0.0003  1.88'10°  0.020 0.013 0.601  54.20
8 227 24.7 35.6  4.10 3.61 0.02 -0.04 1.3 0.00117 20010 0.022 0.014  0.64  49.30
15 5.7 24.6 35.5  2.47 3.72 0.02 -0.03 1.49  0.00085 222*10° 0.024 0.016 0.71  47.71
20 2.8 24.2 35.5 1.34 2.29 -0.01 -0.21 1.39  0.00075  2.12*10° 0.023 0.015 0.68  48.71
30 0.7 24.1 35.6 1.65 6.02 0.16 0.00 151 0.0006  2.68°10"  0.029 0.019  0.86  56.76
30°13'18" 114014°53" 0  100.0 19.6 35.4  3.30 11.54 1.12 5.65 1.04 0.00349  1.81"10°  0.002 0.001  0.06 5.57
9  17.9 19.3 36.0  3.07 10.62 0.92 4.49 173 0.00121  2.54*10°  0.003 0.002  0.08 4.70
18 4.7 19.2 35.4  3.15 13.89 1.17 5.69 1.67  0.00073  2.33"10°  0.003 0.002  0.07 4.47
27 1.5 19.1 35.4 3.2 13.66 1.17 6.64 1.25  0.0006  2.12*10° 0.002 0.001  0.07 5.43
36 19.1 35.4  3.14 14.67 1.18 6.57 1.2 0.00048 239*10°  0.003 0.002  0.08 6.38
a* a* a* Chia cian
[m*(cé]  [m*(cel) [m*(mg )]

1.1*10™  7.0"0™ 0.011 3.20"10" 58



Tabla F. Abundancia de células y DO.

Edad Células DO D.O  CoefCorr. Coef.Corr.
500 610

[hrs.] [Cell-1] [nm] [nm] r2 "2
17 3E+Q9 0.075 0.053 0.30 0.29
65 5E+09 0.096 0.063 0.88 0.86
161 5E+09 0.128 0.084

233 6E+09 0.189 0.124

330 1E+10 0.273 0.177

404 1E+10 0.273 0.169

424 1E+10 0.265 0.16

498 1E+10 0.312 0.196

522 1E+10 0.323 0.199

546 1E+10 0.367 0.231

571 8E+09 0.325 0.205

617 9E+08 0.332 0.206

665 8E+09 0.315 0.192

690 8E+09 0.36 0.227

737 5E+09 0.365 0.227

759 7E+Q09 0.307 0.193

834 6E+09

861 2E+10
0 1E+10 0.171 0.116 0.74 0.77
24 1E+10 0.175 0.115 0.87 0.88
73 1E+10 0.204 0.137

119 8E+09 0.246 0.162

168 1E+10 0.286 0.19

192 2E+10 0.325 0.221

239 2E+10 0.291 0.191

261 2E+10 0.271 0.182

336 2E+10 0.245 0.164

363 4E+10 0.468 0.31

403 4E+10 0.522 0.343

502 6E+10 0.587 0.39

671 2E+10 0.411 0.26

720 2E+10 0.462 0.293




Tabla G. Comparacion de métodos de extraccion de clorofila en Synechococcus DC-2

WH7803
Tratamiento Tiempo Voliumen Volimen Longitud  Clorofila Chl a
de
{hrs} filtrado extraccion celda [mg M-3] [fg(células})-1]
mi ml cm
Ac. 100% 12 30 10 5 222.21 3.22044
Ac. 100% 24 30 10 5 192.364 2.78788
Ac.90% 12 20 10 5 109.01 6.05622
Ac.90% 24 20 10 5 100.37 5.57589
Ac.90% 24 30 10 5 193.75 4.80797
Ac.90% 24 10 10 5 307.0824 4.63871
Ac.90% 24 10 10 5 361.18 5.45589
RPD/Ac. 100% 0 30 10 5 216.10 3.13183
RPD/Ac. 100% 12 30 10 5 275.39 3.99121
RPD/Ac. 100% 24 30 10 5 190.97867 2.76781
RPD/Ac.90% 10 10 5 376.3184 5.68457
RPD/Ac.90% 10 10 5 448.11 6.76903
RPD/Ac.90% 12 10 10 5 468.648 7.07927
RPD/Ac.80% 12 20 10 5 174.52 9.69556
RPD/Ac.90% 24 20 9 5 113.93 6.3297
RPD/AC.90% 24 30 10 5 195.11 4.82768
N/Ac+DMSO 2 30 10 5 217.68 12.0932
N/Ac+DMSO 2 30 10 5 194.92 10.8287
N/Ac+DMSO 12 30 10 5 257.17 14.2872
N/Ac+DMSO 12 30 10 5 206.92 Il .4956
N/Ac+DMSO 24 30 10 5 185.39 10.2992
N/Ac+DMSO 24 30 9 5 178.34 9.9076
RPD/Ac+DMSO 10 10 5 707.0944 10.6812
RPD/Ac+DMSO 10 10 5 734.20 I .0906
RPD/Ac+DMSO 30 10 5 195.34 10.8521
RPD/Ac+DMSO 30 10 5 206.15 Il .4527
RPD/Ac+DMSO 12 10 10 5 859.1864 12.9786
RPD/Ac+DMSO 12 30 10 5 194.16 10.7666
RPD/Ac+DMSO 12 30 10 5 185.11 10.2837
RPD/DMSO 12 10 10 5 735.5152 11.1105
RPD/Ac+DMSO 24 10 10 5 813.0216 12.2813
RPD/Ac+DMSO 24 30 10 5 201.62 11.2013
RPD/Ac+DMSO 24 30 10 5 237.32 13.1846
RPD/Ac+DMSO 24 30 10 5 187.92 10.4399
RPD/Ac+DMSO 24 30 10 5 198.19 11.0107

60



Tabal H.Coeficiente de absorcion[m™] y coeficiente especifico de absorcion [m? (célula)-], en Synechococcus DC-2 WH7803
pe

Células  1.26E+13 2E+13 3.75E+13 5.53E+13 1.72E+13
a a* Norm. a a* Norm. a a* Norm. a a* Norm. a a* Norm.

{nm) m"  Im%cél™]  [675) M"Y [m‘el) [675) [m™"  [m%el"] [675] m']  (mcél)  [675) m']  [m‘cél’]  [675]
380  1.67E+00 1.33E-13 1.30E+00 3 . 1 1E+00 1.55E-13 1.24E+00 4.50E+00 1.20E-13 1.17E+00 5.48E+00 9.91E-14 1.21E+00 3.22E+00 1.87E-13 1.32E+00
400  1.93E+00 1.53E-13 1.50E+00 3.52E+00 1.76E-13 1.41E+00 5.20E+00 1.39E-13 1.35E+00 6.30E+00 1.14E-13 1.39E+00 3.74E+00 2.18E-13 1.54E+00
420  2.54E+00 2.02E-13 1.98E+00 4.56E+00 2.28E-13 1.82E+00 6.76E+00 1.80E-13 1.75E+00 8 10E+00 1.46E-13 1.79E+00 4.91E+00 2.85E-13 2.02E+00
440  2.87E+00 2.28E-13 2.24E+00 5.07E+00 2.53E-13 2.03E+00 7.50E+00 2.00E-13 1.95E+00 8.98E+00 1.62E-13 1.99E+00 5.41 E + 00O 3.14E-13 2.22E+00
460  1.93E+00 1.53E-13 1.50E+00 3.48E+00 1.74E-13 1.39E+00 5.22E+00 1.39E-13 1.36E+00 6.30E+00 1.14E-13 1.39E+00 3.87E+00 2.25E-13 1.59E+00
480  1.77E+00 1.40E-13 1.38E+00 3.19E+00 1.60E-13 1.28E+00 4.80E+00 1.28E-13 1.24E+00 5.77E+00 1 IME-13 1.28E+00 3.51 E+00 2.04E-13 1.44E+00
500  2.09E+00 1.66E-13 1.63E+00 3.70E+00 1.85E-13 -1.48E+00 5.54E+00 1.48E-13 1.44E+00 6.65E+00 1.20E-13 1.47E+00 3.92E+00 2.28E-13 1.61 E+ 00
520 1.81E+00 143E-13 1.41 E+ 00 3.19E+00 1.60E-13 1.28E+00 4.78E+00 1.27E-13 1.24E+00 5.75E+00 1.04E-13 1.27E+00 3.20E+00 1.86E-13 1.32E+00
530  1.99E+00 1.58E-13 1.55E+00 3.45E+00 2.01 E-13 1.42E+00
540  2.29E+00 1.82E-13 1.79E+00 4.05E+00 2.03E-13 1.62E+00 6.02E+00 1.61 E-13 1.56E+00 7.17E+00 1.30E-13 1.59E+00 3.96E+00 2.30E-13 1.63E+00
550  2.27E+00 1.80E-131.77E+00 4.01 E+00 2.00E-13 1.61 E+00 5.94E+00 1.58E-13 1 .54E+00 7.12E+00 1.29E-13 1.58E+00 3.94E+00 2.29E-13 1.62E+00
550  2.27E+00 1.80E-13 1.77E+00 3.96E+00 1.98E-13 1.59E+00 5.92E+00 1.58E-13 1.53E+00 7.05E+00 1.28E-13 1.56E+00 3.92E+00 2.28E-13 1 .61 E+ 00
560  1.57E+00 1.25E-13 1.23E+00 2.83E+00 1.42E-13 1.13E+00 4.20E+00 1.12E-13 1.09E+00 4.97E+00 9.00E-14 1.10E+00 2.71E+00 1.58E-13 1 .1 1E+00
570  1.01E+00 B8.05E-14 7.92E-01 1.87E+00 9.34E-14 7.48E-01 2.76E+00 7.36E-14 7.16E-01 3.24E+00 5.87E-14 7.17E-01 1.70E+00 9.87E-14 6.98E-01
580  5.88E-01 4.67E-14 4.59E-01 1.15E+00 5.73E-14 4.50E-01 1.67E+00 4.46E-14 4.34E-01 1.98E+00 3.58E-14 4.38E-01 1 .00E+00 5.81E-14 4 . 1 1E-O1
600  3.53E-01 2.80E-14 2.76E-01 7.53E-01 3.77E-14 3.02E-01 1.02E+00 2.73E-14 266E-01 1.21E+00 2.19E-14 2.68E-01 6.11E-01 3.55E-14 2.51E-01
610 8.09E-01 4.04E-14 3.24E-01 1.14E+00 3.03E-14 2.95E-01 1.37E+00 2.47E-14 3.03E-01 7.16E-01 4.16E-14 2.94E-01
630  5.70E-01 4.53E-14 4.45E-01 1.01E+00 5.07E-14 4.06E-01 1.51E+00 4.02E-14 3.91E-01 1.80E+00 3.25E-14 3.98E-01 9.10E-01 5.29E-14 3.74E-O1
650  5.34E-01 4.24E-14 4.17E-01 9.39E-01 4.70E-14 3.76E-01 147E+00 3.93E-14 3.83E-01 1.74E+00 3.15E-14 3.86E-01 9.28E-01 540E-14 3.82E-01
675  1.28E+00 1.02E-13 1 .00E+00 2.50E+00 1.26E-13 1 .00E+00 3.85E+00 1.03E-13 1 .00E+00 4.52E+00 8.18E-14 1 .00E+00 2.43E+00 1.41E-13 1 .Q0E+00
680  1.53E+00 1.22E-13 1.20E+00 2.62E+00 1 .31 E-13 1.05E+00 4.05E+00 1.08E-13 1.05E+00 4.78E+00 8.64E-14 1.06E+00 2.53E+00 1.47E-13 1.04E+00
690 1.57E+00 7.85E-14 6.20E-01 2.46E+00 6.56E-14 6.38E-01 2.91E+00 5.26E-14 6.43E-01 1.53E+00 B8.89E-14 6.29E-01

730

61



