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1. INTRODUCCION

Ademés de los pigmentos primarios transductores
de energia (moléculas de clorofila a especializadas, |
P,,,) de los centros de reaccién de los fotosistemas, los
organismos fotosintéticos poseen otros pigmentos,
conocidos como secundarios o antena que tienen la
funci6n de captar la energia luminosa y transferiria a los
pigmentos transductores que llevan a cabo la fotoquimica
de la fotosfntesis. De hecho, la mayoria de las moléculas de
clorofila y las de los restantes pigmentos fotosintéticos no
toman parte de forma directa en los procesos fotoqui-
micos, actuando en consecuencia como moléculas antena
(asf llamadas por el hecho de estar «sintonizadas» para
absorber luz de unas determinadas longitudes de onda).

La mayor parte de los pigmentos que participan en
los procesos fotosintéticos de absorcién de luz y transfe-
rencia de energia son pigmentos antena o fotorreceptores.
Normalmente, la principal misién de estos pigmentos es la
de absorber cuantos de luz en las zonas donde 1a absorcién
por la clorofila a es baja (regiones del verde y amarillo del
espectro visible) y transferir esta energfa a la clorofila a.
Existe un estrecho acoplamiento tanto funcional como
estructural entre los pigmentos antena y la clorofila a de los
centros de reaccién. De esta forma se definen los llamados
fotosistemas (fotosistema I, o PS 1, y fotosistema II o PS
II), conjuntos de pigmentos que constituyen las unidades
funcionales en el proceso de captacién de la luz y su
posterior utilizacién en los procesos fotoquimicos de la
fotosintesis (Figura 1).

Tipos de pigmentos antena.

Los pigmentos antena m4s importantes son:
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tipos de clorofilas actfian como
pigmentos accesorios de gran valor
taxonémico (Tabla I). Todas las
clorofilas presentan dos bandas de
absorcién en la zona visible del
espectro: una, la lamada banda de
Soret, en el azul violeta (1 abs.m4x. a
435440 nm en la cl @, y a450-460 nm
enlacl b), y otra en el rojo lejano (1
abs.méx. a 660-680nmenlaclg, ya
650 nm en la cl b).
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sorcién en la zona verde y anaranjada
del espectro, mayoritaria en la luz
solar que alcanza la superficie te-
trestre. En contraposicién a las
clorofilas -que son hidrofébicas y se
encuentran asociadas a protefnas in-
trinsecas de membrana-, las
ficobilinas se unen covalentemente a
proteinas exirinsecas y son solubles
en agua. La union de estos pigmentos
o croméforos (ficoeritrobilina,
ficocianobilina y  alofico-
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Figura l

Distribucidn de los pigmentos antena entre los dos fotosistemas I y 11 y flujo
de energia hacia los centros de reaccin. En todos los casos, la transferencia
de energia ocurre en direccicn a los pigmentos que absorben a longitudes de
onda mds largas y que se encuentran en menor proporcion. Los diferentes
tipos de cl a asociadas a proteinas de membrana se caracterizan por sus
picos de absorcion en el rojo que se presentan como subindices.

- Las clorofilas (cl), el grupo més relevante tanto cua-
litativa como cuantitativamente. Son tetrapirroles cfcli-
cos (porfirinas) que presentan un tomo de magnesio
quelado por los nitrGgenos pirrélicos. Los distintos tipos
de clorofilas difieren por la naturaleza de los sustituyentes
del niicleo tetrapirr6lico. Asi, la ¢l a, presente en todos los
organismos fotosintéticos oxigénicos, la ¢l b, de plantas y
algas cloroficeas, y la el d, de las algas rodoficeas, poseen
una larga cadena de fitol, que por su naturaleza hidrofébica
permite su anclaje en las membranas tilacoidales, en tanto
que la ¢l ¢ de las algas pardas carece de este sustituyente.
La asociacién de las clorofilas con distintas proteinas
intrinsecas de membranas puede alterar ligeramente sus
méximos de absorcidn (véase Figura 1). Lacl aactia como

tefnas: ficoeritrinas, con maximos
de absorcién en la zona de 540-570
nm (verde); ficocianinas, con maxi-
mos de absorci6n alrededor de 630
nm (anaranjado); y aloficocianinas,
con méximos de absorcién entre 640-
650 nm (rojo-anaranjado). En todos
los casos las ficobilinas se presentan
asociadas al PS Il como pigmentos
accesorios (Fig. 1B). Se encuentran
en diversos grupos de algas:
cianobacterias (C-ficobiliproteinas), rodoficeas (R-
ficobiliprotefnas) y criptoficeas (véase Tabla I).

- Los carotencides son pigmentos isoprenoides
poliénicos muy hidrofébicos, muchos de ellos de color
amarillo anaranjado, que se asocian in vivo a las mem-
branas. Se encuentran ampliamente distribuidos entre los
organismos fotosintéticos los cuales son los Gnicos que los
pueden sintetizar de novo. Atendiendo a su estructura qui-
mica existen dos grandes grupos: los carotenos, hidro-
carburos poliénicos que absorben principalmente Inz azul
y de los cuales el B-caroteno (I abs.m4x. a 453 y 481 nm)
¢s el més comiin; y las xantofilas, derivados hidroxilados
de los carotenos, que absorben luz verde-azulada, como la
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TABLA L
Distribucién de pigmentos fotoactivos en organismos fotosintéticos
PLANTAS ALGAS EUCARIOTICAS PROCARIOTAS
Plantas Bacterias
superiores |Cloroffceas |Feoffceas Rodoffceas |[Pirroficeas |Crisoffceas [Cianoficeas |fotosintéti-
Briofitas Euglenoff- cas
Pteridofitas {ceds
CLOROFILAS
bacterioclorofila a . . - . - - - +
bacterioclorofila b . - - B - - - +
clorofila a + + + . + + + + -
clorofila & + + . e . - - -
clorofila ¢ . . + - + + . N
clorofila d - . - + - - - -
FICOBILINAS
ficoeritrobilina - - + - (+)* -
ficoeritrocianina - + - + -
aloficocianobilina . . . + -
CAROTENOIDES® .
B-caroteno + + + + - + +
fucoxantina - . . + s + - -
peridina - . - + - - -

(2) S6lo en algunas especics.
(b) Presentes en casi todos los organismos fotosintéticos.

fucoxantina (1 abs.méx. a 450-480 nm y 510 nm) caracte-
ristica de algas pardas (feoficeas) y diatomeas (véase
Tabla I). Aunque parece bien establecida la funcién de los
pigmentos carotenoides mayoritarios como pigmentos
antena (el B-caroteno se asocia con ¢l PS 1y las xauatofilas
con ¢! PS 1I), se ha postulado también un papel fotoprotector
para los diferentes tipos de pigmentos carotenoides mino-
ritarios (muchos de ellos de gran valor taxon6mico) por su
capacidad de absorber muy eficientemente la radiacién
ultravioleta.

2. OBJETIVOS

La distribucién de los diferentes pigmentos
fotosintéticos tiene un gran valor taxonSmico, en particular
para la clasificacién de las distintas clases de algas (Tabla
I). Todas las plantas superiores contienen cloriflas ay by
carotenoides, principalmente f-caroteno, lutefna,
neoxantina y violoxantina. Las briofitas, helechos y algas
verdes (cloroficeas), tanto unicelulares como talofitas,
presentan una composicién de pigmentos similar. En estos
organismos la clorofila b y los carotenoides actfian como
pigmentos antena, mientras que en las algas pardas
(feoficeas) es el carotenoide fucoxantina el que realiza ests
funcién. Las ficobiliproteinas ficocianina, ficoeritrina y
aloficocianina actiian como pigmentos accesorios tanto en
algas rojas (rodoficeas) como en las cianobacterias (algas
verde-azules), siendo éstas iltimas los tinicos procariotas
de vida libre capaces de realizar fotosintesis oxigénica. En
las algas rojas, el pigmento predominante es la R-
ficoeritrina, mientras que en las cianobacterias es la C-
ficocianina (Fig. 1B y Tabla I), aunque en éstos dltimos
organismos no siempre es as{ (véase Tabla I).

Cada pigmento accesorio posee una banda de ab-
sorcién caracteristica en la zona visible del espectro. En
particular, aquellos que, como las ficobilinas, tienen su
pico de absorcién en la zona del espectro en la que la luz
solar es més rica (verde-amarillo) confieren una clara
ventaja al organismo que los posee al tener un alio rendi-
miento de captacién de la energia luminosa complemen-
tando a las clorofilas (que absorben en el rojo y el azul).

Aungue el proceso de transferencia de energia tiene
una alta eficiencia, una pequefia parte de la energia absorbida
(1-2%) se reemite in vivo como fluorescencia a 685 nm
(Fg5)» emitida principalmente por la clorofila a gy, del PS II
(Fig. 1A). Aquellos organismos fotosintéticos con
ficobilinas como pigmentos antena presentan, ademds,
fluorescencia a 660 nm producida por la aloficocianina,
dltimo componente ficobilinico de 1a cadena de transfe-
rencia de energfa radiante (Fig. 1B). De esta forma, un
especiro de excitacion de la fluorescencia de la clorofila
registrado a una longitud de onda de emisi6n de 685 nm
puede dar informacién sobre los pigmentos accesorios que
transfieren energia a los centros de reaccién. Como vere-
mos posieriormente, el anilisis de los espectros de
fluorescencia de suspensiones de microalgas y la compa-
racién con sus correspondientes espectros de absorcién
constituye un método sencillo y no destructivo para iden-
tificar los pigmentos fotosintéticos secundarios de estos
organismos.

3. METODOLOGIA EXPERIMENTAL

3.1. ORGANISMOS EMPLEADOS

Se han empleado las siguientes microalgas, cuya
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diferente dotacién de pigmentos accesorios se indica entre
paréntesis:

Algas procarifticas

Anacystis nidulans estirpe R2 (reclasificada
Synechococcus sp. R2), cianobacteria wnicelular
(carotenoides, C-ficocianina, aloficocianina y clorofila a)

Anabaena sp. PCC 7119, cianobacteria filamentosa
fijadora de dinitrégeno (carotenoides, ficoeritrocianina,
C-ficocianina, aloficocianina y clorofila @)

Calothix sp. PCC 7601, cianobacteria filamentosa
(carotenoides, C-ficocianina, C-ficoeritrina, aloficocianina
y clorofila a)

Algas eucaridticas

Porphyridium purpureum SAG 1380-1a, alga rodoficea
(carotenoides, R-ficoeritrina y R-ficocianina, y clorofila
a)

Chlamydomonas reinhardtii 6145c, alga cloroficea
(carotenoides, b-caroteno y lutefna, y clorofilas a y b)

3.2. DETERMINACIONES ANALITICAS
3.2.1.Determinacién de clorofila

{A) Con acetona (modificado de Arnon, 1949).
Este método, de gran utilidad con tejidos fotosintéticos de
plantas, no es aconsejable en el caso de microalgas con una
gruesa pared celular (por ejemplo, las cianobacterias).

Procedimiento.

1. Centrifugar un volumen determinado de medio de
cultivo (10000 g, 10 min).

2. El sedimento de microalgas se resuspende en igual
volumen de una mezcla acetona/agua (80:20, v/v) pre-
viamente calentada a 60°C.

3. Incubaci6én a 60°C durante 5 min en la oscuridad.

4. Centrifugacién en las mismas condiciones que en ¢l
apartado 1 y determinacién de su absorbancia a 652 nm,
considerando el coeficiente de absorcién delacla aesa
longitud de onda como 34,5 mg ml” cm™ (ATENCION,
la clorofila solubilizada es fotosensible por lo que es
absolutamente necesario protegerla de 1a luz). El resultado
viene expresado en mg de cl @ por m! de medio de cultivo.

(B) Con metanol (modificado de McKimney, 1941).
De uso general en microalgas, resulta muy aconsejable por
su fiabilidad y sencillez.

Procedimiento.

1. Centrifugar como en el caso anterior 1 ml de medio
de cultivo (usar tubos Eppendorf).

2. Resuspender el sedimento en 1 mi de metanol
absoluto y agitar vigorosamente con la ayuda de un Vortex
durante 1-2 min. Centrifugar nuevamente.

3. Recoger cuidadosamente ¢l sobrenadante de color
verde, colocarlo en una cubeta de espectrofometria y
medir su absorbancia a 665 nm (ATENCION, la clorofila
solubilizada es fotosensible por lo que es absolutamente
necesario protegerla de 1a Iuz).

4. Lalectura de A multiplicada por 13,43 nos daré
directamente la concentracién de ¢l a en el medio de cul-
tivo en mg/ml.

3.3. ESPECTROS DE ABSORCION
3.3.1. Procedimiento

Se toman muestras directamente de los cultivos
liquidos y se diluyen, bien con medio de cultivo fresco o
con un tampén adecuado (p.e. tarapén fosfato 50 mM, pH
7.0), hasta conseguir una concentracién de clorofila de 2-
4 mg/ml. Un ml de las suspensiones celulares asi obtenidas
se coloca en la cubeta de un espectrofométro (véase Apdo.
4.4.1) previamente calibrado. Entonces se procede, de
acuerdo con las instrucciones del aparato, para la obtencién
de los espectros de absorcion entre 350 y 740 nm. Para
evitar una rdpida sedimentacién o agregacion, se puede
afiadir sacarosa o metilcelulosa (10-20%, p/v) a las sus-
pensiones celulares. La pequefia absorcién aparente a 740
nm se consider6 debida a dispersion por la turbidez de la
muestra y se le asigné un valor de cero.

3.4. ESPECTROS DE EXCITACION Y EMISION
DE FLUORESCENCIA

3.4.1. Procedimiento

Suspensiones celulares conteniendo 5 mg de clo-
rofila por mi se colocaron en cubetas de vidrio para
fluorimetria (3 ml) y se utilizaron para obtener los espec-
tros de excitacién y de emision de fluorescencia in vivo
mediante un espectrofotofluorimetro (véase Apdo. 4.4.2).
Los espectros se realizaron a temperatura ambiente. Es
importante que las suspensiones sean homogéneas, de-
biéndose utilizar un homogeneizador Poter en caso nece-
sario. Para evitar sedimentacién de las muestras durante la
realizacién de los espectros, resulta conveniente, sobre
todo si las determinaciones se realizan durante un pericdo
de tiempo prolongado, el empleo de un
espectrofotofluorimetro dotado de un sistema de agita-
ci6n. En caso de no disponer de este sistema se puede
afiadir metilcelulosa al 10% (p/v).

La avsencia de cambios espectrales debidos a
reabsorcién por la muestra fue comprobada por compara-
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ci6én de los espectros de fluorescencia a diferen-
tes concentraciones de cl a. No se hicieron co-
rrecciones para la sensibilidad espectral del
fotomultiplicador.

34.1.1. Espectros de excitacién
Intérvalo de longitudes de onda de excita-
ci6n empleados: 400-660 nm. Anchura media de
banda, 5-10 nm.

Longitud de onda de emisién: 685 nm

(fija). Anchura media de banda, 2,5-5,0 nm.
Intensidad luminosa del haz, 3-5 W m2

3.4.1.2. Espectros de emisién
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Intervalo de longitudes de onda de emi-
sién: 600-780 nm. Anchura media de banda, 5-10
nm.

Longimd de onda de excitacién: 445 6
580 nm (fija). Anchura media de banda, 2,5-5,0
nm. Intensidad luminosa del haz, 3-5 W m?2,

4. RESULTADOS Y DISCUSION

FLUORESCENCIA A 685 nm (un. relat.)

4.1. Espectros de emisién y excitaciéon de
cianobacterias

Cuando suspensiones celulares de la
cianobacteria filamentosa Anabaena sp. PCC
7119 se iluminan a temperatura ambiente con
una luz de longitud de onda apropiada, presentan
una emisién de fluorescencia en una amplia zona
del especiro visible (entre 620 y 800 nm, aproxi-
madamente). La Figura 2A muestra los espectros
de absorcién y de emisién de fluorescencia entre
600 y 790 nra de una suspensién de células de
dicha cianobacteria excitadas con luz anaranjada (590 nm,
5 W m?), absorbida principalmente por la C-ficocianina,
o con luz azul (440 nm, 3 W m?), absorbida por la cl a.
Cuando la iluminacién se realiza con luz de 590 nm,
absorbida principalmente por las ficobilinas, el espectro
presenta un méximo de emisién a 660 nm y un hombro a
685 nm, atribuibles a la emisi6én de fluorescencia de la
aloficocianina (F) y la cl a del PS II (F,), respectiva-
mente. En contraste, si la excitacién se hace con luz de 440
nm, Vinicamente absorbida por la cl a (banda Soret), el
rendimiento de la fluorescencia es sensiblemente menor,
en parte debido a la menor intensidad de la luz de excita-
ci6n, pero también a la menor eficiencia dela cl a para captar
directamente la energia luminosa. Fl espectro de emisi6n
presenta en este caso un solo pico a 685 nm, atribuible a la
cladel PSTL |

(A) Especiros de absorcitn (
una suspension de células de la cianobacteria filamentosa Anabaena
sp. PCC 7119. Las células se excitaron con luz monocromdtica de 590

500 600 700
LONGITUD DE ONDA (nm)
Figura 2

) y de emisién de fluorescencia de

(B) Espectros de absorcién (=====) y de excitacién o accién de la
Jluorescencia de la cl 8 a 685 N (wmuwssw) de una suspension de

células de Anabaena sp. PCC 7119.

La Figura 2B muestra, superpuesto al espectro de
absorci6n, el espectro de excitacién, o de accién, de la
fluorescencia de la cl @ a 685 nm cuando una suspensién de
células de Anabaena sp. PCC 7119 es excitada con luz de
longitudes de onda entre 480 y 680 nm. El especiro
presenta dos picos, a 622 y 652 nm, y un hombro a 590 nm,
los cuales se pueden asignar a los maximos de absorci6n de
los tres pigmentos accesorios ficobilfnicos presentes en
esta cianobacteria: a) ficoeritrocianina (méximo de absor-
cién a 575-585 nm); b) C-ficocianina (méximo de absor-
¢ién a 620-625 nm), que es el mayoritario en Anabaena sp.
PCC 7119; y ) aloficocianina (m4ximo a 650 nm). Por
tanto, en contraste con los espectros de absorcién, que
refleja solo el(los) pigmentos antena mayoritario(s), y de
emisién (que da informacién tinicamente sobre aquellos
que fluorescencen in vivo), todas las ficobilinas que
componen el sistema de pigmentos accesorios captadores
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400 500 - 600 700
LONGITUD DE ONDA (nm)
Figura 3

FLUORESCENCIA A 685 nm (un. relat.}

Especiros de absorcitn (we) y de excitacidn de Ia fluorescencia

de g ol 0.6 685 1 (meesau) de una suspension de células de ln

cianobacteria unicelular Synechococcus sp. R2.

de energia radiante presentan picos definidos y carac-
teristicos en el espectro de excitacién de 1a fluores-
cenciade lacl adel FS 1.

La Figura 3 muestra el espectro de absorcién
y el de excitacion de la fluorescencia de la ¢l a a 685
nm de una suspensién de la cianobacteria unicelular
Synechococcus sp. R2. Hl vinico pico en el espectro de
excitacién de la cl a, observado a 625 nm, coincide
con ¢l méximo de absorcién de la C-ficocianina,
pigmento accesorio mayoritario en esta cianobacteria
(véase Figura 3). Este resultado indica que en las
células de Synechococcus sp. R2 conteniendo una
dotacién normal de pigmentos accesorios no es la
clorofila sino la C-ficocianina el pigmento accesorio
que absorbe de forma mis eficiente la energia radiante
que es transferida a los centros de reaccién.

En condiciones de limitacién de nitrégeno en

400 500 600 700
LONGITUD DE ONDA (nm)

Figura 4

Espectros de absorcitn (««=ss) ¥ de excitacién de Ia
) de una suspensitn de

Jluorescencia de la claa 685 nm (

¢l medio las cianobacterias destruyen la mayor parte
de sus ficobiliprotefnas, aunqgue la viabilidad celular
y ¢l contenido en cl @ permanecen relativamente
inalterados (clorosis de nitrégeno). La Figura 4
muestra ¢l espectro de excitaci6n de la fluorescencia
delacl ade células de Synechococcus sp. R2 culti-
vadas en «hambre» de nitrégeno, las cuales, como
indica su espectro de absorci6én -también mostrado
en la Figura 4- han perdido la mayor parte de sus
ficobiliproteinas (ausencia del pico de absorcién en
la zona 620-630 nm). El espectro de excitacién
difiere claramente del de las células con wna compo-
sicién de pigmentos normal (compérese con la Figura
3). El hombro a 630 nm en ¢l espectro de absorcién
se puede atribuir a ficobiliprotefnas residuales, pro-
bablemente aloficocianina, como sugiere también el
pico a 640 nm del espectro de excitacién. En estas
cflulas, por tanto, 1a aloficocianina y, probablemen-
te también la cl g, es el pigmento colector de luz. Sin
embargo, la intensidad de Ia fluorescencia decae

FLUORESCENCIA A 685 nm (un. relat.)

400

500 §00 700
LONGITUD DE ONDA (nm)

Figura 5

Espectros de absorcion (v .=-s) y de excitacién de la

Jluorescencia de lg ¢l 8 6 685 1M (wwenw) de una suspensién de
células de la cianobacteria filamentosa Calothrix sp. PCC 7601,

FLUORESCENCIA A 685 nm (un. relat.)

células de la cianobacteria Synechococcus sp. R2 deficientes en
nitrégeno que han perdido la mayor parte de sus

Jicobiliprotetnas.

sensiblemente en comparaci6n con las células nor-
males, lo que indica una menor eficiencia de capta-
cién de luz en las células deficientes en nitr6geno
debida posiblemente a la pérdida de 1a mayorfa de los
pigmentos antena,

Calothrix sp. POC 7601 es una cianobacteria
que contiene C-ficoeritrina y C-ficocianina como
pigmentos accesorios mayoritarios. La Figura 5
muestra los espectros de absorcién y de excitacién de
fluorescencia de la cl a de una suspensién de células
de Calothrix sp. Ambos espectros muestran en la
zona del verde-amarillo dos picos solapados a 560-
570 y 620-630 nm, correspondientes a la C-ficoeri-
trina y la C-ficocianina, respectivamente. La presen-
cia de estos picos en el espectro de fluorescencia
indica que, en contraste con Synechococcus sp., en
este caso ambas cromoproteinas participan activa-
mente en la captacién de la energfa radiante.
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FLUORESCENCIA A 685 nm (un. relat.)

LONGITUD DE ONDA (nm)
Figura 6

rojas hay un desplazamiento hacia longitudes de
onda més cortas) y presenta un hombro a 650 nm,
caracterfisticas ambas debidas a la presencia de ¢l
b. Los dos méximos a 436 y 653 nm en el espectro
de excitacion de la fluorescencia de lacl a indican
que, efectivamente, la cl b es un pigmento que
participa activamente en la captaci6n de energia
radiante en este organismo, aunque el pico ob-
servado a 483 nm sugiere que también los
carotenoides estarfan implicados en este proceso.
Todos estos méximos estdn ausentes en los es-
pectros de excitacién de la fluorescencia de la cl
a de aquellos organismos que usan ficobilinas
como pigmentos accesorios (compdrese la Figura
7 con las Figuras 5 y 6).

5. MATERIAL

5.1. Espectrofotémetro (Figura 8A)

Para los espectros de absorci6n de suspen-
siones celulares se ha usado un PHILIPS Pye

Espectros de abSOrCitn (wmmmm) y de excitacién de la fluorescencia  {picam SP8-150 con registrador incorporado

de o cl 8.0 685 RN (wm =) de una suspensisn de células del alga

roja Porphyridium purpureun.

4.2. Espectros de excitacién de algas eucariGticas

Porphyridium purpureum es un alga roja que con-
tiene R-ficoeritrina como pigmento accesorio mayorita-
rio. La Figura 6 muestra las espectros de absorcién y de
excitacién de fluorescencia de la cl a de una suspension de
células de P. purpureum. La R-ficoeritrina se diferencia de
la C-ficocianina de cianobacterias por presentar un pico y
un hombro, en lugar de un pico bien definido, en la zona del
verde-amarillo del espectro; a esta cromoprotefna se debe
la absorbancia observada en la zona de 530-570 nm,
mientras que el pico a 626 nm indica la presencia de
pequeiias cantidades de R-ficocianina. Sin embargo,
el tinico méximo bien definido en el espectro de
excitacién a 545 nm indica claramente que en
Porphyridium la R-ficoeritrina es el pigmento acce-
sorio m4s importante, en contraste con la ciano-
bacteria Calothrix sp. donde ambas ficobilinas pre-
sentan similares eficiencias de transferencia de ener-
gia a la ¢l a. (compérense las Figuras Sy 6).

El alga verde Chlamydomonas reinhardtii
posee una composicién de pigmentos fotosintéticos
similar a la de plantas superiores, conteniendo ¢l by
carotenoides como pigmentos accesorios mayorita-
rios. La Figura 7 muestra los espectros de absorcién
y de excitacién de la fluorescencia de la ¢l a de una
suspensién de células de C. reinhardtii. En contraste

equipado con un compartimento de muesiras
turbias. Cualquier otro espectrofotémetro dotado
de monocromador de rejilla es adecuado. El
compartimento de muestras turbias no es estrictamente
necesario, aunque su uso reduce sensiblemente la
absorbancia basal debida a la turbidez de 1a muestra, en
especial en la zona del azul-violeta.

5.2. Espectrofotofluorimetros (Figura 8B)

Es esencial que estén dotados de tubos
fotomultiplicadores de alta respuesta en el rojo (S-20,
1>650 nm) ya que la respuesta de los fotomultiplicadores
«estandar» (54 6 S5) es demasiado baja a estas longitudes
de onda (Figura 9). Cualquier aparato capaz de aceptar

FLUORESCENCIA A 685 nm (un. relat.)

LONGITUD DE ONDA (nm)

Figura 7

Espectros de abSOrcion (mmmmw) y de excitacitn de la

con los espectros descritos anteriormente, el picode  fluorescencia de la ¢l 8 @ 685 R (w we =) de una suspensién

las clorofilas en €l rojo estd sifuado en este caso a 670
nm {en comparacién con las cianobacterias y algas

de células del alga verde Chlamydomonas reinhardtii.
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Fuente de

1z Monocromador Muestra Detector

{Fotomultiplicador}

COMPONENTES ESENCIALES DE UN
ESPECTROFOTOMETRO UV-VIS

B Muesira
P

Fuente de

uz Y (
Monocromador de excitacién
o filtro

Monocromador de emision
ofiltro

COMPONENTES ESENCIALES DE UN
ESPECTROFOTOFLUORIMETRO I

Datector
(Fotomuitiplicador)

estos fotomultiplicadores es apropiado. En estos experi-
mentos se han usado los siguientes:

-AMINCO-BOWMAN modelo 4-8202B, dotado de
un tubo fotomultiplicador R446S (respuesta S20), acopla-
do a un registrador VARIAN F-130.

-PERKIN-ELMER LS-5, dotado de un tubo
fotomultiplicador 5212-4966 de alta respuesta en el rojo,
acoplado a una estacién procesadora de datos 3600 Data
Station.

5.3. Otro material
Cubetas de vidrio 6 pléstico (1 ml) para
espectrofotometria.

Cubetas de vidrio (3 ml) para fluorimetria

Homogeneizador Poter.
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Obtencién de muestras para
determinaciones

Determinacion de peso seco

Determinaciéon de ppteinas,
ficobiliproteinas, carbohidratos y
carotenoides

Determinacion de clorofila

Determinacion de lipidos y acidos
nucléicos

Analisis elemental

1.- INTRODUCCION.

Las microalgas son organismos fotosintéticos que con-
tienen clorofila a y otros pigmentos, siendo capaces de
llevar a cabo una eficiente conversién de la energfa solar
en energia quimica, empleando el agua como donador
terminal de electrones.

Estos microorganismos poseen excelentes cualidades
para su eventual empleo en la alimentacién animal e
incluso humana. Ademds de carecer de tejidos y 6rganos
no aprovechables, las microalgas poseen un alto contenido
en protefnas, con valores superiores al 50% del peso seco.
Hl interés alimentario de la biomasa de microalgas reside
no sélo en su riqueza proteica sino también en el contenido
en lipidos esenciales, vitaminas y minerales, siendo la
concentracién de dcidos nucleicos (5-10%) de las mis
bajas encontradas en microorganismos.

Muchas estirpes de microalgas producen como resul-
tado de su metabolismo diferentes compuestos de aplica-
cién industrial, que acumulan como parte de su biomasa o,
en algunos casos, liberan al medio externo. Entre estos
compuestos destacan los lipidos, polisac4ridos y pigmentos,
tales como carotenoides y ficobiliprotefnas (4).

La biomasa de las diferentes microalgas es rica en
lipidos de diversa naturaleza y aplicaci6n, cuyos niveles
suelen aumentar considerablemente en condiciones de
deficiencia de nitrégeno. Muchos de los 4cidos grasos de
las algas pertenecen al grupo de los insaturados, encon-
trandose dentro de ellos diversos 4cidos grasos esenciales.

Ademds de la clorofila, principal pigmento fotosintético
absorbente de luz, las microalgas contienen uno o més
pigmentos accesorios, que incluyen a los carotenoides y a
las ficobilinas, y que, al igual que la clorofila, pueden
funcionar como receptores de la energia luminosa.

Los carotenoides son pigmentos liposolubles com-
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puestos de unidades isoprenoides, con dobles enlaces
conjugados. Existen dos clases principales de pigmentos
carotenoides: los carotenos, que son hidrocarburos
isoprenoides y no contienen oxigeno; y las xantofilas,
derivados oxigenados de los carotenos.

‘ En contraste con los carotenocides, que se encuentran

presentes en todos los grupos de algas y plantas superiores,
e incluso en células no fotosintéticas, las ficobiliproteinas
son pigmentos antena que se encuentran exclusivamente
en algunos grupos de algas: Cianoficeas (algas verde-
azuladas), Rodoficeas (algas rojas) y Criptoficeas. Las
ficobiliprotefnas pueden dividirse en dos grupos principales,
atendiendo a sus caracteristicas espectrales: Ficoeritrinas
(de color rojo) y Ficocianinas (de color azul). En las algas
rojas y verde-azuladas se encuentra presente otro tipo de
ficobiliprotefnas, la Aloficocianina. Las caracteristicas
espectrales de las ficobiliprotefnas surgen de la presencia
de grupos prostéticos tetrapirrélicos de cadena abierta,
unidos covalentemente a las apoproteinas.

A continuacién se exponen una serie de métodos para
la determinacién de protefnas, carbohidratos, lipidos, 4cidos
nucleicos y pigmentos (ficobiliproteinas, clorofila y
carotenoides) en microalgas, asf como para la determinacion
de la composicién elemental de la biomasa de dichos
microorganismos.

2.- OBTENCION DE MUESTRAS PARA
DETERMINACIONES

a) Muestras para determinacién de proteinas,

ficobiliproteinas, carbohidratos y carotenoides.- Se toman
volimenes de cada cultivo conteniendo aproximadamente

unos 50 mg de clorofila. Se centrifugan las células y se
lavan una vez con agua destilada. Las muestras pueden
guardarse congeladas hasta su utilizaci6n.

b) Muestras para determinacién de clorofila.- Se to-
man 2 ml de cada cultivo y se recogen las células por

centrifugacién.

¢) Muestras para determinacién de lipidos y 4cidos
nucléicos.- Se toman volfimenes de cada cultivo conte-

niendo aproximadamente unos 150 mg de clorofila. Se
centrifugan las células y se lavan una vez con agua destilada.
Las muestras pueden guardarse congeladas hasta su utili-
zacién.

d) Muestras para anélisis elemental.- Se toman 20-25
ml de cada cultivo. Se centrifugan las células, se lavan dos
veces con agua destilada, y se secan a 80°C durante 48 h
como minimo.

3.- DETERMINACION DE PESO SECO.

Se recortan filtros (Whatman GF/C) del didmetro del
equipo de filtracién que se va a utilizar y se pesan en una
balanza de precision. Se filiran 50 ml del cultivo a través
de un filtro previamente tarado y se lavan las células
adheridas al filtro con 50-100 mi de agua destilada. Los
filtros conteniendo las células se secan a 80°C durante 24
h como minimo.

Una vez transcusrido ese tiempo se sacan los filtros de
ia estufa y se dejan 30-60 minutos a temperatura ambiente,
antes de pesarse. El peso seco de las células se determina
por diferencia.

4.- DETERMINACION DE PROTEINAS,
FICOBILIPROTEINAS, CARBOHIDRATOS Y
CAROTENOIDES.

A) SONICACION DE LAS MUESTRAS - Se afiade
agua destilada a las muestras correspondientes €n la pro-
porcién de 1 ml de agua por cada & mg de clorofila. Se sonica
la suspensi6n a 75 W durante 60 segundos.

B) DETERMINACION DE PROTEINAS.- Para de-
terminar la concentracién de protefnas en las muestras
sonicadas se¢ utiliza el método de Lowry et al. (11), mo-
dificado por Herbert et al. (5). El método se basa en la
formacién de un producto coloreado como consecuencia
de dos reacciones: la reaccién del biuret -de las sales de
cobre con las sustancias que presentan dos o més enlaces
peptidicos, fundamentalmente protefnas-, y la reaccién de
reduccién de los iones fosfomolibdato y fosfotungstato,
presentes en el reactivo de Folin-Ciocalteu, por los restos
de tirosina y triptéfano de las protefnas. El procedimiento
€8 Como sigue:

Preparaci6n de los reactivos.- Reactivo A: Inmediata-
mente antes de su utilizacién, se mezclan 50 ml de Na,CO,
al 5% con 2 ml de solucién de i6n ciiprico.

La solucién de i6n ciprico se prepara mezclando
iguales voltimenes de CuSO,.5H,0 al 1% y Tartrato sédico
potéasico al 2%. Esta solucién debe preparase inmediata-
mente antes de su utilizaci6n.

Reactivo B: Se diluye el reactivo Folin-Ciocalteu co-
mercial con agua destilada (1:1).

Procedimiento espectrofotoméirico.- Se colocan 0,1
ml de las muestras sonicadas en tubos de ensayo, ¥ se
afiaden 0,3 ml de agua destilada. Se adicionan entonces 0.4
ml de NaOH 1 M y, despusés de agitar, 2,0 m! del Reactivo
A a cada tubo. Tras homogeneizar por agitacién, se dejan




Sociedad Espafiola de
Fisiologfa Vegetal

Boletin n® 17 33

estar 10 minutos a temperatura ambiente. Transcurrido
este tiempo, se adicionan 0,4 ml del Reactivo B a cada tubo
y, tras homogeneizar por agitaci6n y dejar estar 30 minutos
a temperatura ambiente, se mide la Absorbancia a 750 nm
frente a un blanco con 0,4 ml de H,0 destilada tratado de
la misma forma que las muestras problema.

La cantidad de protefna (mg) en las muestras analiza-
das se calcula por referencia a una recta de calibrado
obtenida con una serie de patrones preparados de acuerdo
con ¢l siguiente protocolo y tratados de la misma forma
que las muestras problema:

B M2 @DOG O MO
H,0 0.4 0,35 0,30 0,25 0,20 0,15 0,10 0,05 — (ml)
Seroalbimina — 0,05 0,10 0,15 0,20 0,25 0,30 0,35 0,40 (ml)

(0,2 mg/ml)
(ug proteina muestra) x 10 x (Vol H,0)

(g proteina/ml cultivo) =
(Vol cultivo)
(ug proteina/ml cultivo) x 5
Protefna (% del peso seco) =,
Peso seco (mg) en 50 ml

C) DETERMINACION DE FICOBII IPROTEINAS .-
Para determinar el contenido en ficobiliproteinas de las
muestras se utiliza el método descrito por Siegelman y
Kycia (13), como sigue:

Procedimiento espectrofotométrico.- Se toman
alfcuotas de 1 mi de cada una de las muestras sonicadas y

se diluyen con 2 ml de agua destilada. Se agitan y se miden
las Absorbancias a 562, 615, 652 y 730 nm, teniendo
cuidado de agitar bien las muestras cada vez.

Célculos.- Las concentraciones de las distintas
ficobiliprotefnas en el cultivo y sus contenidos respecto al
peso seco se calculan a partir de las siguientes férmulas:

C-Ficocianina:

(Agy-A,)-047T4A -A, ) 3000x(Vol H,0)
[PC] (#g/mi cult.) = X
534 (Vol cultivo)
(p#g PC/mi cultivo) x 5
C-Ficecianina (% del peso seco) =
Peso seco (mg) en S0 ml
Aloficocianina:
(Agy-A,)-0.208(A -A, ) 3000x(Vol H,0)
[APC] (pg/ml cult.) = X
5,09 (Vol cultivo)
(ug APC/ml cultivo) x 5

Aloficocianina (% del peso seco) =

Peso seco (mg) en 50 ml

C-Ficoeritrina:

3000x(Vol H,0)

— e X(A oA, )-2,41[PC]-0,849[AFC]
(Vol cultivo)

[PE] (sg/ml cultivo) =

9,62

(¢#g PE/ml cultivo) x 5
C-Ficoeritrina (% del peso seco) =

Peso seco (mg) en 50 ml

D) DETERMINACION DE CARBOHIDRATOS.-
Para determinar la concentracién de carbohidratos en las
muestras sonicadas se utiliza el método de Dubois ¢t al. (3),
siguiendo la técnica descrita por Kochert (8). Fl método se
basa en la reaccién del grupo reductor libre de los carbo-
hidratos con el fenol en medio 4cido (4cido sulfiirico) para
producir un complejo de color anaranjado. El procedimiento
es el siguiente:

Preparacién del Reactivo del Fenol.- Se disuelven 8,1
g de fenol en agua destilada hasta un volumen to@ de 10

ml.

Procedimiento espectrofotométrico.- Se colocan 0,1
mi de las muestras sonicadas en tubos de ensayo y se

afiaden 0,9 ml de agua destilada. Se adicionan entonces 25
ml de Reactivo del Fenol a cada tubo y, después de agitar,
2,5 mi de H,SO, concentrado (98%, p/p) a cada tubo.
Después de homogenizar por agitacién, se dejan estar 30
minutos a temperatura ambiente y se mide la Absorbancia
a 485 nm frente a un blanco de 1,0 ml de agua destilada,
tratado de la misma forma que las muestras problema.

La cantidad de carbohidratos (mg) en las muestras
apalizadas se calcula por referencia a una recta de calibrado
obtenida con una serie de patrones preparados de acuerdo
con €l siguiente protocolo y tratados de la misma forma
que las muestras problema:

® O O & @ G ©

H,0 1,0 ml 980 mi 970 ml 960 ml 950 ml 940 mi 930 ml
Glucosa — 20mi 30ml 40mi 50ml 60ml 70 ml
(0,5 mg/ml)

Célculos.- La concentracion de carbohidratos en el
cultivo y su contenido respecto al peso seco se calculan a
partir de las siguientes f6rmulas:

(pg carbohidrato muestra)x10x(Vol H,0)
(pg carbohidr./ml cultivo)=

(Vol cultivo)

(ug carbohidrato/ml cultivo) x 5
Carbohidrato (% del peso seco) =

Peso seco (mg) en 50 ml

E) DETERMINACION DE CAROTENOIDES. - Para
determinar el contenido en carotenoides de las células en
el cultivo se utiliza el método de Davies (2), como sigue:

Procedimiento espectrofotométrico.- Se toman
alicuotas de 1 ml de cada una de las muestras sonicadas y
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se les afiade 4,0 ml de acetona pura a cada una. Después de
agitar fuertemente, se dejan extrayéndose 2-3 horas en
frio. Entonces, se centrifugan y se miden las Absorbancias
a 480, 663 y 645 nm en los sobrenadantes.

Célculos.- La concentracién de carotenoides en el
culiivo y su contenido respecto al peso seco se calculan a
" partir de las siguientes férmulas:

20x (Vol H,O)
(g carotenoides/ml cult )= K(A ,+0,114%A,-0,638xA )
{Vol cultivo)

(pg carotenoides/ml cultivo) x 5
Carotenoides (% del peso seco) =

Peso seco (mg) en 50 ml

5.- DETERMINACION DE CLOROFILA.

Para determinar el contenido en clorofila de las células
en ¢l cultivo se utiliza el método de Mackinney (12), como
sigue:

A) DETERMINACION EN CIANOBACTERIAS .-

Procedimiento espectrofotométrico.- Se afiade 2,0 ml
de metanol a las muestras correspondientes. Después de
agitar fuertemente, se centrifugan y se mide la Absorbancia
a 665 nm en los sobrenadantes.

Cilculos.- La concentracién de clorofila a en el ex-
tracio metanélico se calcula utilizando como coeficiente
de extinci6én a 665 nm, 74,46 mg" ml cm™. El contenido en
clorofila de las células en el cultivo y su contenido respecto
al peso seco se calculan a partir de las siguientes férmulas:

(ug clorofila a/ml cultivo) = 1343 x A

(mg clorofila a/ml cultivo) x 5
Clorofila a (% del peso seco) =

Peso seco (mg) en S0 ml

B) DETERMINACION EN MICROAILGAS

EUCARIOTICAS .-

Procedimiento espectrofotométrico.- Se afiaden 2,0 ml
de metanol caliente (70°C) a las muestras correspondientes,
se agitan fuertemente y se dejan extrayéndose unos 5
minutos. Entonces, se centrifugan y los sedimentos resul-
tantes se tratan de nuevo con 2,0 ml de metanol caliente,
centrifugdndose a continuacién. Los sobrenadantes de
ambos tratamientos se mezclan. Entonces se miden las
Absorbancias a 665 y 650 nm.

Célculos.- Las concentraciones de clorofila ay benel
extracto metanélico se calculan utilizando como coefi-
cientes de extincién a 665 nm, 74,46 y 183 mg" ml cm’,
respectivamente, y a 650 nm, 27,6 y 36,4 mg” ml cm”,
respectivamente. Los contenidos en clorofila ay b de las

células en el cultivo y su contenido respecto al peso seco
se calculan a partir de las siguientes férmulas:

Clorofila a:

(mg clorofila a/ml cultivo) =33 x A - 16,6 X A,

(mg clorofila a/ml cultivo) x 5
Clorofila a (% del peso seco) =

Peso seco (mg) en S0 ml
Clorofila b:

(mg clorofila b/ml cultivo) = 67,52 X A - 25 X A

(mg clorofila b/ml cultivo) x 5

Clorofila & (% del peso seco) =
Peso seco (mg) en 50 ml

6.- DETERMINACION DE LIPIDOS Y ACIDOS
NUCLEICOS.

A) EXTRACCION DE LIPIDOS .- Se afiade etanol
absoluto a las muestras cotrrespondientes en la proporci6n
de 1 mi de etanol por cada 10 mg de clorofila. Se agitan
bien y se separan de cada muestra dos alicuotas, de 3 ml y
de 9 ml, que se dejan estar en frio durante 2 horas como
minimo. Transcurrido ese tiempo, se centrifugan las ali-
cuotas:

Sobrenadante — Determinacién de lipidos
Alicuota de 3 ml:
Sedimento — Determinacién de ARN

Sobrenadante — Determinacién de lipidos
Alicuota de 9 mk:
Sedimento — Determinacién de ADN

Los sobrenadantes de las alicuotas provenientes de la
misma muestra se mezclan. Los sedimentos se pueden
guardar congelados hasta su utilizaci6n.

B) DETERMINACION DE LIPIDOS.- Para deter-

minar la concentracién de lipidos en las muestras prepa-
radas se utiliza el método de Zollner y Kirsch (14), siguiendo
la técnica propuesta por la firma Boehringer Mannheim
(6). El método se basa en que el calentamiento a 100°C de
los compuestos lipidicos con 4cido sulfifrico origina iones
carbonio altamente reactivos, capaces de producir con el
grupo carbonilo de 1a fosfovainillina un producto de color
rosa. El procedimiento es como sigue:

Preparacién del reactivo.- Se mezclan 494 mg de
vainillina con 50 ml de agua destilada y se afiaden 200 ml
de H,PO, al 85%. Guardar en frio.

Procedimiento espectrofotométrico.- Se colocan
alicuotas de 1,0 ml de los sobrenadantes (muestras extraidas

con etanol) en tbos de ensayo y se adicionan 3,0 ml de
H,SO, concentrado (98%, p/p) a cada tubo. Tras
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homogenizar por agitaci6n, se colocan los tubos a 100°C
durante 15 minutos. Después de la hidrélisis con H,SO, se
enfrian los tubos y se toman de cada uno 0,5 ml, se
adicionan 2,0 ml del reactivo y, tras homogenizar por
agitaci6n, se dejan estar 30 minutos a 30°C. Transcurrido
este tiempo, se mide la Absorbancia a 530 nm frente a un
blanco de 1,0 mi de etanol, tratado de la misma forma que
las muestras problema.

LLa cantidad de lipidos (ng) en las muestras analizadas
se calcula por referencia a una recta de calibrado obtenida
con una serie de patrones preparados de acuerdo con el
siguiente protocolo y tratados de la misma forma que las
muestras problema:

® O @ & @ O
Etanol 1,0ml 08ml 06ml 04mi 02m —
Solucién patrén ~ — 02ml 04 ml 0,6ml 08ml 1,0ml

La solucién patrén se prepara diluyendo 0,2 ml de la
solucién «Standard de Boehringer» (que consiste en una
mezcla de los 4cidos palmitico, estedrico y oleico) hasta 5
ml con etanol. La concentracién final de lipidos en la
solucién patrén asf obtenida es de 0,4-mg/ml.

Célculos.- La concentracién de lipidos en el cultivo y
su contenido respecto al peso seco se calculan a partir de
las siguientes férmulas:

(jsg lipidos muestra) x (Vol extr.etanélico)
(ug lipidos/ml cultivo) =

(Vol cultivo)

(ug lipidos/ml cultivo) x 5
Lipidos (% del peso seco) =

Peso seco (mg) en 50 ml

C) DETERMINACION DE ARN.- Para determinar la
concentracién de ARN en los sedimentos libres de Iipidos,
se utiliza el método de Lin y Schjeide (10), siguiendo la
técnica descrita por Kochert (9). El método se basa en la
formaci6n, a 100°C, de un compuesto de color verde, entre
¢l orcinol y el ARN hidrolizado en medio basico. El
procedimiento es como sigue:

Preparacion del reactivo.- Inmediatamente antes de su
utilizacién, se mezclan 2 ml de solucién de orcinol con 100
ml de soluci6n de i6n ciprico.

La solucién de orcinol se prepara disolviendo 12,5 g de
orcinol en etanol al 95% hasta un volumen final de 25 ml.
Guardar en frio.

La solucién de ién ciiprico se prepara disolviendo 0,15
g de CuCl,.2H,0 en 100 ml de HCl concentrado. Guardar
en frio.

Extraccién e hidrélisis de ARN.- Se afiaden 3 ml de
KOH 0,3 M a los sedimentos correspondientes (extraccién
de lipidos). Después de agitar bien, se colocan a 30°C
durante 18-24 horas.

Después de la hidrélisis con KOH, se colocan las
muestras en un bafio de hielo y se afiaden 0,15 mi de HCIO,
concentrado. Después de agitar, se centrifugan y se usan
los sobrenadantes para la determinacién de ARN.

Procedimiento espectrofotométrico.- Se colocan 0,5
ml de los sobrenadantes anteriores en tubos de ensayo y se

afiaden 0,5 ml de agua destilada. Se adiciona entonces 1,0
ml de reactivo a cada tubo y, después de homogenizar por
agitaci6n, se colocan los tubos a 100°C durante 35 minu-
tos. Transcurrido este tiempo, se enfrian los tubos con agua
¢ hielo, se adicionan 4 ml de agua destilada a cada tubo, se
agitan y se mide la Absorbancia a 665 nm frente a un
blanco de 1,0 ml de agua destilada, tratado de 1a misma
forma que las muestras problema.

La cantidad de ARN (ug) en las muestras analizadas se
calcula por referencia a una recta de calibrado obtenida con
una serie de patrones preparados de acuerdo con el siguiente
protocolo y tratados de la misma forma que las muestras
problema;

® @O > 3 @® G ®

HO 10ml 09ml 08ml 06ml O4ml 02m —
ARN — 01ml 02ml 04ml 0,6m! 08m! 1,0ml
(100 mg/ml)

Célculos.- La concentracién de ARN en el cultivo y su
contenido respecto al peso seco se calculan a partir de las
siguientes férmulas:

(#g ARN muestra) x 2,1 x (Vol extr.etandlico)

(#g ARN/ml cultivo) =
(Vol cultivo)
(g ARN/ml cultivo) x 5
ARN (% del peso seco) =
Peso seco (mg) en 50 ml

D) DETERMINACION DE ADN.- Para determinar
la concentracién de ADN en los sedimentos libres de
lipidos se utiliza el método de la difenilamida (método de
Burton (1)), siguiendo la técnica descrita por Kochert ©).
El método se basa en 1a reaccién de la difenilamina con la
2-deoxirribosa del ADN en medio 4cido (4cido perclérico)
que da lugar a la formacién de un complejo de color
violeta. El procedimiento es como sigue:

Preparacién de] reactivo.- Inmediatamente antes de su
utilizacién, se mezclan 0,1 mi de solucién de acetaldehido
con 20 ml de solucién de difenilamina.

La soluci6n de acetaldehido se prepara afiadiendo 0,5
ml de acetaldehido frio a 25 ml de agua destilada fria
(NOTA: Enfriar todo: acetaldehido, agua, pipetas, reci-
pientes, etc.; el acetaldehido es muy volétil). La solucién
es estable a 4°C durante varios meses.

La solucién de difenilamina se prepara disolviendo 1,5
g de difenilamina en 100 ml de 4cido acético glacial. Se
afiade entonces 1,5 ml de H,SO, concentrado (98%, p/p).
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La soluci6n es estable a 4°C unos 3 meses.

Preparacién de las muestras - Se afiaden 3 ml de HCIO,
0,5 N a los sedimentos correspondientes (extraccién de
lipidos), descongelados previamente, se agitan y se colo-
can a 70°C durante 45 minutos. Después de enfriar, se
centrifugan y se usan los sobrenadantes para la determina-
~ ci6én de ADN.

Procedimiento espectrofotbmétrico.- Se colocan
alicuotas de 1,0 ml de los sobrenadantes anteriores en

tubos de ensayo y se adicionan 2,0 ml del reactivo a cada
tubo. Tras homogenizar por agitaci6n, se colocan los tubos
a 30°C durante 16-20 horas. Transcurrido este tiempo, se
mide la Absorbancia a 600 nm frente a un blanco de 1,0ml
de HCIO, 0,5 N, tratado de la misma forma que las muestras
problema.

La cantidad de ADN (mg) en las muestras analizadas
se calcula por referencia a una recta de calibrado obtenida
con una serie de patrones preparados de acuerdo con el
siguiente protocolo y tratados de la misma forma que las
muestras problema:

®m o @ & @ 0O
HCIO, 05N 1,0 ml 0,95 mi0,90 mi0,85 ml 0,80 ml0,75 ml
Sol. patrén ADN — 0,05 ml0,10 ml0,15 ml 0,20 ml0,25 ml

La soluci6n patrén de ADN se prepara mezclando 2,0
ml de ADN (0,4 mg/ml en NaOH 5 mM) con 2,0 ml de
HCIO, 1 N. Se agita y se coloca a 70°C durante 45 minutos.
Después de enfriar, se centrifuga y el sobrenadante cons-
tituye la solucién patrén de ADN. .

Célculos.- La concentracién de ADN en ¢l cultivo y su
contenido respecto al peso seco se calculan a partir de las
siguientes férmulas:

(g ADN muestra) x (Vol extr.etandlico)

(ug ADN/ml culiivo) =
3 x (Vol cultivo)
(ug ADN/mt cultivo) x 5
ADN (% del peso seco) =
Peso seco (mg) en 50 ml

7.- ANALISIS ELEMENTAL.

Se utiliza €l Apalizador Elemental CHN-O/S de
CARLO ERBA STRUMENTAZIONE, modelo 1106/R,
u otro equivalente, conectado a un integrador. El aparato
consta de dos columnas de cuarzo o reactores. Utilizando
una columna se determina simult4neamente €l contenido
en N, C y H de una muestra. La otra columna permite
determinar el contenido en O.

Para la determinacién de N, C y H, la técnica utilizada,
descrita en ¢} manual de instrucciones del aparato (7), se
basa en una modificacién del método clasico de Pregl y

Dumas. Las muestras, colocadas en cépsulas de estafio, se
introducen en una columna o reactor vertical de cuarzo, a
1030°C, a través del cual pasa un flujo constante de helio.
Cuando 1a muestra se introduce, el caudal de helio se
enriquece temporalmente con oxigeno puro. Esto produce
la combustién de la muestra, la cual se completa al pasar
los gases producidos a través de Cr20, (material que
contiene la columna correspondiente). En este paso, el C se
oxida a CO,,el HaH,O y el N queda como N, y una mezcla
de 6xidos de nitrégeno. A continuacién, los gases de la
combustion se hacen pasar a través de la columna de
reduccién, a 650°C, que se encuenira rellena de cobre, con
lo que se consigue eliminar el exceso de oxigeno y reducir
los 6xidos de nitrégeno a N,,. Por iiltimo, la mezcla de gases
se hace pasar a través de una columna cromatogréfica de
Porapak QS, a 100°C, con lo cual se separan los distintos
gases, que se eluyen sucesivamente (N,-CO,-H,0), y se
miden con €l detector del aparato cuya sefial es proporcional
a la concentracién del gas respectivo y que, conve-
nientemente amplificada, se registra graficamente.

Para la determinacién de O, la técnica utilizada, descri-
ta igualmente en el manual de instrucciones del aparato
(7, se basa en el método modificado de Unterzaucher. Las
muestras, colocadas en sus cdpsulas respectivas, se intro-
ducen en una columna o reactor vertical de cuarzo, a
1060°C, a través del cual pasa un flujo constante de helio.
Cuando la muestra se introduce, el oxigeno que contiene se
convierte en monéxido de carbono, conversién que se
favorece por carb6n activo niquelado (material que con-
tiene la columna correspondiente). A continuacion, la
mezcla de gases producida se hace pasar a través de una
columna cromatografica rellena de un tamiz molecular de
5 A, a100°C, con lo cual se separa el CO de los otros gases
producidos (N2, CH, y H,), y se mide con el detector del
aparato, cuya sefial es proporcional a la concentracién del
gas y que, convenientemente amplificada, se registra
graficamente. '

a) Preparacién de las cépsulas de muestras.- Antes de
su utilizaci6n, las cépsulas se lavan con cloroformo y
acetona, para eliminar posibles residuos orgénicos, y se
secan a 80-100°C.

b) Determinacién del contenidoen N, C, y H.- Una vez
secas las muestras correspondientes, se sacan de la estufa
y se dejan 30-60 minutos en un desecador, hasta que
alcancen la temperatura ambiente. A continuacién se pe-
san, en una balanza de precisi6n, alicuotas de las muestras
secas en las capsulas previamente lavadas. La cantidad
pesada ha de estar comprendida entre 500 y 1500 mg. Una
vez anotado el peso de la muestra, se cierra la cdpsula
cuidadosamente con las puntas de unas pinzas. Las cépsulas
con las muestras pesadas se colocan en el contenedor de
muestras correspondiente. Los anélisis se efectfian, al
menos por duplicado, utilizando los siguientes compues-
t0s como patrones:
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Proporci6n tebrica (%)
Patr6n N C H (¢
Acido benzoico — 6885 495 2620
Sulfanilamida 16,27 4184 4,68 18,58
Ciclohexanona-2 4-dinitro-
fenil-hidrazona 20,14 51,79 507 23,00

En cada tanda de anélisis se colocan los tres patrones,
también en una cantidad entre 500 y 1500 mg, en cépsulas
independientes, y se emplea como blanco una cipsula
vacia, que se coloca en el contenedor de muestras al final
de toda 1a tanda de anélisis.

El integrador representa los cromatogramas corres-
pondientes y suministra asimismo, identificadas por sus
tiempos de elucién, las 4reas integradas de los picos que
aparecen, correspondientes a los gases N,, CO, yH,0, que
se corresponden a su vez con los contenidos en N,Cy H
de las muestras analizadas.

¢) Determinaci6én del contenido en O.- Se procede de
la misma forma que se ha indicado antes para el caso de la
determinacién de N, C y H, excepto que las capsulas con
las muestras pesadas, con los patrones y la capsula vacia,
se colocan en ¢l contenedor de muestras correspondiente
ala columna de O. En este caso, los picos principales que
aparecen en €l cromatograma resuliante y las 4reas inte-
gradas de dichos picos, corresponden a los gases N, y CO,
siendo este tltimo el que se cotresponde a su vez con el
contenido en O de las muestras analizadas.

d) Célculos.- Los contenidos en N, C, Hy O de las
muestras analizadas se calculan por referencia a los pa-
trones. Los célculos se hacen separadamente para cada
elemento:

% tedrico x Masa patrén en mg
K

elemento

Area Patrén - Area cdpsula vacia

K, jemeud(Area muesira-Area cdpsula vacfa)
Elemento (% peso seco)=

Masa muesira en mg
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Modificacién de los Estatutos aprobada en la

ultima Asamblea General Extraordinaria,
25-9-91

Texto Antiguo

Articulo 18.- Podrdn ser Socios Ordinarios los
Cientfficos cualificados que hayan realizado y
publicado investigaciones originales y merito-
rias que no hayan sido comentadas desfavora-
blemente en publicaciones de cardcter interna-
cional. Las propuestas deberin ser hechas
por dos 0 més Socios Ordinarios, de los que
uno al menos tendri conocimiento personal
del candidato. Las propuestas serdn envia-
das al Secretario de la Sociedad, que las so-
meterd a examen de la Junta Directiva. Los
nombres de los candidatos aprobados por la
Junta Directiva se enviardn a todos los socios
con una semana de antelacién a la celebracién
de la Asamblea General. La aprobacién de
estos nombres propuestos por la Junta Direc-
tiva se hard por votacién, siendo necesario un
voto en contra por cada cinco de los emitidos
para denegar la admisi6n.

Articulo 22.- La Sociedad establece la categorfa
de Socio Adherido para permitir el acceso a la
misma de todo aquél cuyo trabajo e interés
personal esté relacionado con el desarrollo de
la Fisiologfa Vegetal en Espafia. La solicitud
de incorporacién de un Socio Adherido deberd
ser presentada por un socio y serd resuelta di-
rectamente por la Junta Directiva. Los Adheri-
dos estardn informados de todas las actividades
de la Sociedad de la misma manera que los
Socios Ordinarios y podrdn asistir a todas las
sesiones de aquélla, pero sin el derecho de
voto. La cuota anual de Adherido serd la mitad
de la correspondiente al Socio Ordinario.

Texto Vigente

Articulo 18.- Podrdn ser Socios Ordinarios

aquellos Socios Adheridos que hayan reali-
zado y publicado investigaciones originales y
meritorias que no hayan sido comentadas des-
favorablemente en publicaciones de cardcter
internacional. Las solicitudes serdn enviadas
al Secretario de la Sociedad, que las someters
aexamen de la Junta Directiva. Los nombres de
los candidatos aprobados por la Junta Directiva
se enviardn a todos los socios con una semana
de antelaci6n a la celebracién de la Asamblea
General. La aprobacién de estos nombres
propuestos por la Junta Directiva se hard por
votacién, siendo necesario un voto en contra
por cada cinco de los emitidos para denegar la
admision.

Articulo 22.- La Sociedad establece la categorfa

de Socio Adherido para permitir el acceso a la
misma de todo aquél cuyo trabajo e interés
personal esté relacionado con el desarrollo de
la Fisiologfa Vegetal en Espafia. La solicitud
de incorporacién de un Socio Adherido deberd
ser presentada por dos socios ordinarios, de
los que uno al menos tendra conocimiento
personal del candidato y ser4 resuelta direc-
tamente por la Junta Directiva. Los Adheridos
estardn informados de todas las actividades de
la Sociedad de la misma manera que los Socios
Ordinarios y podrdn asistir a todas las sesiones
de aquélla, pero sin el derecho de voto. La
cuota anual de Adherido serd la mitad de la
correspondiente al Socio Ordinario.

Los aspectos modificados aparecen en negrita
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Boletin de Preinscripcién

X Reunién de la S.EEV.

IIT Congreso Ibérico de Fisiologia Vegetal

Nombre y Apellidos
Centro de Trabajo
Direccién
Pobiacién Cod. Postal Teléfono Telefax
Estudiante de Tercer Ciclo 0 Becario 0
(Piensa presentar comunicacién (Panel)? S{ 0 No 0

Titulo (provisional) .........coceeeceririerenienieirieneirereeins

......................................................................................

Seccién en que se incluye:

0 Agronomf{a y Silvicultura

O Desarrollo

O Expresién Genética

0 Ecofisiologfa

o Fisiologfa del Estrés

o Fisiologfa de los cultivos in vitro

0 Fotosintesis, Respiracién. y Distribucién de
Fotoasimilados

.....................................................................................

O Interaccién Planta-Microorganismos

O Metabolismo de Carbono y Oxigeno a nivel celular
0 Metabolismo de Nitrégeno

O Nutricién Mineral

© Procesos de Absorcién y Transporte a nivel celular
0 Reguladores de Crecimiento

O Senesccencia y Fisiologia post-cosecha

De no ajustarse la comunicaci6n a las secciones propuestas, definir la que a su juicio corresponderfa:

0 Colegio Mayor
0 Hotel 3 estrellas

Tipo de Alojamiento preferido:

0 Habitacién Individual
O Admitirfa Doble

0 Hotel 2 estrellas

O No precisa

Fecha limite de preinscripcién: 30 de Septiembre

0 N° de acompaifiantes

Remitira  Pedro M* Aparicio Tejo. Tel.: 948-15 15 17 Fax: 948-151161/106109
X Reunién de la S.EE.V.
I Congreso Ibérico de Fisiologia Vegetal
Dpto. Produccién Agraria
ET.S.1. Agrénomos
Universidad Piblica de Navarra
Campus de Arrosadfa
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I Simposio Hispano-Portugués de Relaciones Hidiricas en Plantas
Palma de Mallorca, Abril de 1993

Organiza: Seccién de Relaciones Hidricas
El I Simposio Hispano-Portugués de Relaciones Hfdiricas en Plantas tendr4 lugar en la Universidad
de la Islas Baleares aproximadamente durante los dfas 14 a 16 de abril de 1993.
Temas:

- Aspectos Moleculares de la Respuesta a los Déficits Hidricos

- Influencia de los Déficits Hidricos en el Metabolismo y Crecimiento Vegetal

- Déficits Hidricos y Produccién Vegetal
Conferenciantes invitados (provisional):

- J. Boyer (Universidad de Delaware, Estados Unidos)

- W.J. Davies (Universidad de Lancaster, Reino Unido)

- H.G. Jones (Institute of Horticultural Research, Wellesbourne, Reino Unido)

- E.D. Schulze (Universidad de Bayreuth, Alemania)

- E. Acevedo (ICARDA, Alepo, Siria)

- J.A. Pintor Toro (IRNAS, CSIC, Sevilla)
Con objeto de tener una primera estimacién del nimero de participantes y de la temdtica que cada
uno abordard, rogamos a los interesados que envien cumplimentado el Boletin de Preinscripcién
adjunto, antes del 1 de Noviembre de 1992. Posteriormente se enviard a los preinscritos la Segun-
da Circular.
El Comité Organizador
M. Sdnchez-Dfaz (Universidad de Navarra)
J. Pereira (Universidad Técnica de Lisboa)
H. Medrano (Universidad de las Islas Baleares)

I Simposio Hispano-Portugués de Relaciones Hidiricas en Plantas
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Remitir a: Dr. Hipé6lito Medrano
I Simposio Hispano-Portugués de Relaciones Hidiricas en Plantas
Dpto. Biologfa Ambiental (Lab. Fisiologfa Vegetal)
Facultad de Biologfa
Universidad de les Illes Balears
Ctra. Valldemosa, km. 7,5
07071 - Palma de Mallorca
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Sociedad Espafiola de Malherbologia
Congreso 1992 de la SEMh
Lleida, 1-3 de Diciembre de 1992
| Fecha lfmite para la presentacién de trabajos: 16 de Octubre de 1992
Calendario: 1° Circular: 1-5 Marzo; 2%, 15-20 Mayo; 3* 15-20 Septiembre.
INSCRIPCIONES

Podr4n realizarse enviando el Boletin de Inscripcion provisional adjunto acompafiado de cheque
nominativo a nombre de la Sociedad Espafiola de Matherbologfa.

Las cuotas de inscripcién recibidas antes del 15 de Noviembre de 1992 serdn de 5.000 ptas. para los
socios, 8.000 ptas. para los no socios, 3.000 ptas. para los estudiantes universitarios y de 25.000 ptas.
para las empresas que presenien productos 0 técnicas en la Seccién “Nuevos desarrollos en Herbicidas”.

Las cuotas de inscripcion recibidas a partir del 15 de Noviembre de 1992 serdn de 8.000 ptas. para los
socios de la SEMh, 10.000 ptas. para los no socios, 4.000 ptas. para los alumnos universitarios y 25.000
ptas. por comunicacion para empresas.

Se facilitard Diploma de Asistencia a los participantes.

Secretaria de la Reunion:

Sta. Neus Justicia Salort
ETSE Agraria Lleida
Rovira Roure, 177
25006 Lleida

Tel: (973) 2222 19
Fax: (973) 23 8264

Boletin de Inscripcion Provisional
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desea inscribirse en la Reunién 1.992 de la SEMh, para lo que adjunta cheque nominativo a favor de
la Sociedad Espafiola de Malherbologfa, por importe de v ptas., en concepto de
derechos de inscripcién, de acuerdo con lo indicado en esta circular.




