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RESUMEN. Los ficobilisomas difieren en cuanto a su composicién polipeptidica en relacién
con el organismo que los presenta, lo que los hace herramientas moleculares adecuadas para la
caracterizacién bioquimica de cianobacterias.

En este trabajo se analizé la ‘composicién molecular y espectrofotométrica de los
ficobilisomas de ocho cianobacterias procedentes de dos sitios. La caracterizacion morfol6gica de
las cepas aisladas permiti6 identificarlas en varios géneros.

El anélisis de los datos electroforéticos muestra que la similitud entre las ocho cianobacterias
estudiadas no es mayor a un 80%. S6lo se pudo establecer relacién entre cepas de la misma
procedencia, pero no entre géneros determinados morfologicamente, por lo que esta caracterizacion
molecular resulté adecuada para eliminar el manejo de cepas iguales pertenecientes al mismo
género, permitiendo considerarlas (tentativamente) como cepas de diferentes especies.

INTRODUCCION

Las cianobacterias, igual que las algas rojas, presentan estructuras fotosintéticas
caracteristicas, que se agrupan en forma regular en las membranas tilacoidales y estan
relacionadas con la captaciéon y transferencia de energia al fotosistema II: los
ficobilisomas, arreglos supramoleculares de proteinas asociadas, o no, a un croméforo,
que es un pigmento lineal formado por cuatro tetrapirroles. Pequefias variaciones en la
estructura de dicho croméforo hacen que sus méximos de absorcién se localicen en tres
regiones préximas al espectro visible: 560 nm (ficoeritrina), 620 nm (ficocianina) y hasta
650 nm (aloficocianina) (Glazer, 1988).

En cianobacterias, las ficobiliproteinas constituyen cerca del 80% del contenido
proteico total, su peso molecular oscila entre 7 y 10 KDa, y estan asociadas con 300-800
croméforos.

*Becario COFAA-IPN.
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Como es de esperarse, el nimero y composicion de polipéptidos origina que el
arreglo interno de los ficobilisomas sea complejo, y se pueden encontrar tanto
polipéptidos (con un peso molecular de 70-120 KDa) no asociados a cromoéforos, asi
como polipéptidos asociados cuyo peso molecular varia de 25-35 KDa (Glazer, 1981).

Por otra parte, desde la década de los afios setenta los microbi6logos encontraron
que la identificaciéon de especies de cianobacterias mediante el empleo de las
caracteristicas morfolégicas utilizadas por los fic6logos, es muy subjetiva debido a la
gran variacién que sufre la mayorfa de estos organismos al modificarse las condiciones
ambientales, por ese motivo se empezaron a aplicar criterios de taxonomia
microbiolégica (Rippka, et al., 1979 y Stanier, et al., 1981).

Por todo lo anterior, y considerando que los diferentes géneros, especies y cepas de
cianobacterias difieren en la composicion polipéptidica de las ficobiliproteinas, se
considera que éstas pueden ser idoneas como caracteres de identificacién filogenética
(Apt, 1995).

En este trabajo se caracterizaron, espectrofotométrica y electroforéticamente, los
ficobilisomas aislados de ocho cepas de cianobacterias de origenes diversos,
pertenecientes a cinco géneros. Posteriormente se realizé el andlisis fenético de los datos
obtenidos, el cual agrupé a las cianobacterias estudiadas segiin el nimero y tipo de
polipéptidos de sus ficobilisomas, los grupos resultantes formaron a su vez dos conjuntos,
que se diferencian por su lugar de procedencia y sus propiedades de adaptacién a
diferentes condiciones de iluminaci6n.

MATERIAL Y METODOS

Se cultivaron ocho cepas de cianobacterias, propiedad del cepario del Laboratorio de
Fisiologfa Vegetal,; cuyos géneros y procedencia se indican en la tabla I.

El cultivo se realizé en matraces Erlenmeyer de 1,000 ml con medio mineral BG-11
(Castenholz, 1988), con 50 6 100% de la fuente de nitr6geno (NaNOs); con irradiacién
continua proporcionada por lamparas de luz de dia, aireacién del medio y a una
temperatura de 37°C. La biomasa se cosechd cuando los cultivos se encontraban en la
fase exponencial de su curva de crecimiento, a los ocho dias.

Aislamiento y caracterizacién de ficobilisomas

Los ficobilisomas se aislaron segiin el método de Mortera (1994) y se obtuvieron los
espectros de absorcion de las muestras en un espectrofotémetro Shimadzu de UV-Vis, en
el intervalo de 400 a 700 nm. Para determinar el indice molar ficocianina/aloficocianina
(FC/AF) en los ficobilisomas, se aplicaron los coeficientes de absorcién molar de Bryant
et al. (1979) a las lecturas de absorbancia de 560, 620 y 650 nm.

La caracterizacion electroforética de los ficobilisomas se realizé6 en geles de
poliacrilamida-SDS segiin el método de Hames (1987), y los polipéptidos separados
fueron tefiidos con azul de Coomassie G-250.

Anadlisis fenético

Para establecer las relaciones entre las cepas bajo estudio, se utilizé el programa
MULTIVAR (Sénchez-Colén et al, 1980). A los datos espectrofotométricos y
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electroforéticos se aplicaron los coeficientes de distancia euclidiana y el general de
similitud de Gower, este ultimo es un coeficiente util para el manejo de datos
cuantitativos, binarios y multiestado, de similitud flexible y especial para la informacién
mezclada de caracteres (Dunn, et al., 1982; Gower, 1971; Kohlmann, 1994, Rodriguez,
1998). Una vez obtenidos los valores de similitud y de distancia entre los ficobilisomas
de las ocho cianobacterias, se construyeron los fenogramas respectivos utilizando el
método de agrupamiento UPGMA (Unweighted Pair Group Method Arithmetic
Averages) del programa arriba mencionado, y se establecio la veracidad y confianza de
los fenogramas a través de la aplicacion del coeficiente cofenético de correlacion
producto-momento de Pearson (Sneath et al., 1973).

TABLA 1. Géneros y procedencia de las cepas estudiadas.

CEPA GENERO PROCEDENCIA
FV9 Pleurocapsa spp. ruinas arqueolégicas de Palenque, Chiapas

3 73 .

FV 8 Gloeocapsa spp.
FV 3 Myxosarcina spp.
C23 Fischerella spp. arrozal de Zacatepec, Morelos
C24 Fischerella spp. “o

C29 Nostoc spp. «
C 32 Fischerella spp. “o
C33 Fischerella spp. oo«

“« “«

RESULTADOS Y DISCUSION

Se obtuvieron los espectros de absorcién de las ocho cepas, con picos de absorcién
maxima en las regiones comprendidas entre 620 y 630 nm, a excepcién de la cepa C-29
que tuvo un pico de absorcién a los 612 nm, segiin se muestra en la tabla II.

TABLA II. Picos de absorcién maxima de los ficobilisomas.

CEPA LONGITUD DE ONDA As (méaxima)
(nm)
FV9 625.2 1.51
FV 8 626.0 2.09
FV3 625.6 1.28
C23 624.4 1.95
C24 629.4 2.30
C29 612.0 2.38
C32 630.8 1.59
C33 631.2 1.91
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Las lecturas de As a 560, 620 y 650 nm, y los indices FC/AF (uM), de cada cepa, se
anotan en la tabla III.

TABLA III. Determinacion de la concentracidn de pigmentos en el ficobilisoma (micromoles).

CEPA [ ALOFICOCIANINA | FICOCIANINA | FICOERITRINA | INDICE FC/AF
FV9 13.03 11.5 3.00 0.88
FV 38 31.27 33.8 9.47 1.08
FV3 77.80 7.1 ~ 1431 0.09
C23 29.75 23.6 7.29 0.79
C24 47.86 38.0 12.68 0.79
C29 58.76 454 14.67 0.77
C32 15.97 13.6 4.12 0.85
C33 30.35 24.3 7.79 0.80

La caracterizaci6én polipeptidica de los ficobilisomas de las ocho cepas, realizada en
geles de poliacrilamida-bisacrilamida-SDS, mostré un nimero de polipéptidos minimo de
nueve y méaximo de 15, del total de las cepas estudiadas, el polipéptido mas comun sélo
alcanz6 una frecuencia del 62.5%. Los polipéptidos mas comunes entre las cepas y sus
movilidades electroforéticas se muestran en las tablas IV y V.

TABLA IV. Numero de polipéptidos resueltos de los ficobilisomas, por cepas.

CEPA | No. de polipéptidos Movilidad (cm/volt)

C33 13 1.2,1.55,1.85,2.25,2.4,2.7,2.9,3.05,3.2,(3.3-3.4),3.6,3.85.
FV 3 12 1.7,1.85,2.0,2.1,2.35,2.5,3.7,3.9,4.1, 4.3,4.5,4.7.

C32 14 1.2,1.5,1.7,1.8,2.1,2.3,2.4,2.55,2.65, 2.75,2.8,2.95,3.6,3.9.
FV 8 11 1.7,1.9,2.1,2.4,2.55,3.3,3.85,4.0,4.3, 4.5,4.8.

FV9 15 1.7,1.9,2.0,2.2,2.45,2.55,2.6,3.7,3.8, 3.9,4.0,4.2,4.3,4.6,4.9.
C23 9 1.7,1.9,2.4,2.55,2.65,2.8,4.0,4.7,4.9

C24 13 1.2,1.45,1.75,2.0,2.1,2.25,2.8,3.1, 3.2,3.45,3.85,4.0,4.2.
C29 9 1.2,1.5,1.6,1.8,2.0.2.2,2.4,4.1,4.3.

TABLA V. Matriz de polipéptidos comunes entre las cepas.

C33 FV3 C32 FV 38 FV9 C23 C24
FV3 1
C32 3 3
FV 8 3 4 4
FV 9 0 5 3 5
C23 1 2 5 5 4
C24 4 2 3 3 3 2
C29 2 3 4 2 3 1 2
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En las tablas VI y VII se anotan, respectivamente, las matrices de distancia y
disimilitud obtenidas del analisis de la relacion entre las cepas estudiadas, y en las figuras
1 y 2 se muestran los fenogramas obtenidos. Los valores de correlacién cofenética fueron
de: 0.96 y 0.85, respectivamente.

TABLA VI. Matriz de distancias (distancia euclidiana) de las caracteristicas espectroscépicas entre
las cepas.

FV9 FV8 FV3 Cc23 C24 C29 C32 C33

FV9 0
FV 8 1.67 0
FV3 1.03 225 0
C23 1.32 2.26 1.97 0
C24 452 3.80 438 5.04 0
C29 13.39 14.15 13.88 12.47 17.41 0
C32 5.63 5.15 529 6.45 2.05 18.92 0
C33 6.08 545 5.80 6.80 1.95 19.25 0.86 0
C 29
15.6 V'
2.0 c23
165 FV3
5.36 (10
L Fvo
C 24
2.0 C33
08— cao
: % é : | |
25 20 15 10 5 0

DISTANCIA

FIG. 1. Fenograma de distancias de las ocho cepas. Datos espectrofotométricos.
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TABLA VII. Matriz de disimilitud (Gower) de las movilidades electroforéticas de los polipéptidos,
entre las cepas.

FV9 FV 8 FV3 C23 C24 C29 C32 C33
FV9 0
FV8§ 0.63 0
FV3 0.61 0.68 0
C23 0.60 0.56 0.72 0
C24 0.70 0.66 0.74 0.67 0
c29 0.72 0.71 0.71 0.70 0.66 0
C32 0.69 0.68 0.70 0.59 0.68 0.67 0
C33 0.78 0.63 0.74 0.68 0.54 0.66 0.64 0
FV 3
0.61
FV 9
| 067 c32
0.64 c23
0.56
FV 8
0.70
C 29
0.66
0.54 c 33
C 24
| 1 | L L | |
07 06 05 04 03 02 01 0
DISIMILITUD

FIG. 2. Fenograma de disimilitud de las ocho cepas. Datos espectrofotométricos y electroforéticos.
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La caracterizacién espectrofotométrica de los ficobilisomas muestra que los picos
de absorcion maxima de los croméforos pertenecientes a los polipéptidos coloridos
(ficobiliproteinas) quedan comprendidos entre las longitudes de onda de 560, 620 y 650
nm.

Durante la caracterizacién de estas muestras de ficobilisomas, se encontraron picos
de absorcién entre 625 y 630 nm, que corresponden a regiones caracteristicas de la
absorcién del croméforo ficocianina; a excepcion de 1a cepa C 29, cuyo méximo de
absorcién se presenté a los 612 nm, este valor fotométrico no se considera muy
representativo de la cepa, ya-que no se ebservé un pico bien definido, lo que pudo
deberse a contaminacion de la muestra de ficobilisomas utilizada.

En el resto de las muestras, el pico-méximo de-absorcion fue muy claro. Las fecturas
realizadas a 560, 620 y 650 nm, muestran la abundancia de pigmentos que absorben en la
region de los croméfores de ficocianina, aloficocianina y, en baja proporcién,
ficoeritrina.

Con respecto a los coeficientes de extincién micromolar, éstos indican que en las
cianobacterias estudiadas la concentracién de ficocianina fue, en la mayoria de los casos,
menor que la de aloficocianina; sin embargo, es necesario considerar que, bajo las
condiciones de trabajo, los polipéptides de uni6n se asocian especificamente con
las diferentes ficobiliproteinas y, por ello, sus propiedades espectrales pueden
modificarse; esto es, la absorcién maxima para ficocianina puede variar y dar valores de
absorcion maxima entre 610 y 615 nm.

No obstante lo anterior, se observaron espectros muy parecidos entre C23 y C 33y
entre las C 32, FV 9, C 24 y FV 8, quedando fuera la cepa FV 3, con un pico
caracteristico, lo mismo que la C 29. .

Analizando los valores de la resolucién electroforética, es posible distinguir entre
nueve y 15 polipéptidos totales, que incluyen a los polipéptidos no coloridos de los
grupos I y II, asf como los correspondientes a ficobiliproteinas y a otros polipéptidos,
posiblemente producto de contaminacién durante el proceso de extraccion.

De los polipéptidos resueltos, s6lo uno de ellos, el de movilidad igual a 1.7, se
present6 en un 75% de las cepas estudiadas (FV3, FV8, FV9, C23 y C32), mientras que
los polipéptidos restantes sélo se presentaron en un 25, 37.5 y 75% de las cepas; por ese
motivo, éste se puede identificar como uno de los polipéptidos de unién del Grupo I,
relacionado con el ensamblaje de las ficobiliprotefnas dentro del ficobilisoma.

Las cepas FV3, FV9, C24 y C29 presentan en comin a los polipéptidos de
movilidad de 2.0 6 2.1, mientras que las cianobacterias FV3, C32, FV8 y C24 tienen en
comun los polipéptidos 2.4 y 2.55. Tanto los polipéptidos de movilidad 2.0 6 2.1, como
los de 2.4 y 2.55 corresponden a los polipéptidos de unién del grupo II, no coloridos y
asociados también con el ensamblaje de las ficobiliproteinas; mientras que los que
presentan movilidades de 4.0 y 4.3 se relacionan con componentes de las
ficobiliproteinas.

Del analisis fenético, que asocié las caracteristicas espectroscopicas de los
ficobilisomas aislados, se obtuvieron tres grupos, dos de ellos asociados entre si y un
tercero asociado a ellos (Fig. 1).

El par de grupos lo constituyen el grupo de las cianobacterias C32, C33 y C24, del
género Fischerella y el conformado por las cepas FV9, FV3, C23 y FV8 (FV9 asociada
con FV3, ambas con C23 y las tres, en conjunto, con FV8), que integran un grupo
heterogéneo. Estos dos grupos se asocian con el constituido por la cepa C29, que queda
€Omo un grupo aparte.
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El fenograma que representa las relaciones de similitud entre sus caracteres
electroforéticos y espectrofotométricos (Fig.. 2), también muestra tres grupos: dos
asociados entre sf (el grupo constituido por las cepas FV9 y FV3 y el conformado por las
cepas FV8 y C23 asociadas con la cianobacteria C32) que se asocian, a su vez, con un
tercero, formado por las cepas C24 y C33 asociadas con C29. En este caso, las
asociaciones se dan con base en un buen numero de datos de presencia/ausencia de
polipéptidos resueltos, que conforman 27 caracteres, y sélo siete datos
espectrofotométricos.

Desde el punto de vista de la relacién fenética entre los ejemplares de Fischerella
estudiados, las cepas C24, C32 y C33 resultaron ser mas parecidas entre si, con respecto a
sus caracterfsticas espectrofotométricas, que a la C23, que se asocia con las cepas de
cianobacterias unicelulares FV9, FV8 y FV3: Pleurocapsa, Gloeocapsa 'y Myxosarcina,
mientras que la cepa C29, Nostoc, una especie filamentosa fijadora de nitr6geno, quedé6
completamente aparte.

La interpretacién mas factible de esta agrupacion es que se deba, en parte, al sitio de
origen o procedencia de las cepas, un grupo proveniene del arrozal y el otro de las ruinas
arqueolégicas, ya que en cada sitio los requerimientos de luz son diferentes.

Con respecto a los datos moleculares, se establecié una asociacion en tres grupos,
aunque parecidos sélo en un 50%, segun la siguiente relacion: el grupo conformado por
las cepas C24 y C33 asociadas con la C29, que corresponden a dos cianobacterias del
género Fischerella con Nostoc provenientes del arrozal; y el grupo FV8 y C23 con C32,
constituido por Gloeocapsa con dos Fischerella, y un tercer grupo formado por
Pleurocapsa FV9 y Myxosarcina FV3.

CONCLUSIONES

La caracterizacion, espectrofotométrica y electroforética, de los ficobilisomas de
cianobacterias permitié distinguir diferentes cepas del mismo género.

Esta metodologia permiti6 identificar especies de cianobacterias, dificiles de
diferenciar por las metodologfas tradicionales.

El anélisis electroforético aport6 datos que agrupan a las cepas en dos conjuntos que
tienen en comun el lugar de procedencia (condiciones ambientales) mas que la relacién
taxonémica entre los géneros.

Finalmente, puede concluirse que los ficobilisomas son una evidencia util en la
distincion entre cepas aisladas del mismo sitio y que pertenecen al mismo género.

SUMMARY

The many differences observed among the polypeptide composition of
phycobilisomes, make them excellent molecular tools for the biochemical
characterization of cyanobacterial strains.

In this work, we analyzed the molecular composition and spectrophotometrics of
phycobilisomes of eight cyanobacteria from two locations.

Morphological characteristics from the isolated strains, allowed us to identify
various genera.
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The analysis of electrophoretic data showed that these strains are similar no more
than 80%. We could only establish a close relationship among strains from the same
location, but not among those strains morphologically related. Therefore, the molecular
characterization was of great value, since we could identify different strains, which could
not be identified as such by means of morphological characterization.
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