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MICROBIOS FOTOTROFOS EN LA ZONA DE TRANSICION DEIL PACIFICO
MEXICANO, BUSQUEDA DE DIFERENCIAS ESPECTRALES, CRUCERO FU/0205.

Resumen aprobado por:

Dr. Helmut Maske Rubach

El grupo numéricamente dominante en la columna de agua es el compuesto por microbios
fotétrofos de tamafio pequefio que va de 0.5— 2 um también conocido como picoplancton, y
del cual se reconoce a las cianobacterias como componente principal. El rasgo mas
caracteristico entre la mayoria de las cianobacterias es su antena captadora de luz, el
ficobilisoma. En la mayorfa de las cianobacterias, el complejo antena asociado con el
fotosistema II consisten en un grupo de polipéptidos solubles de agua conocido como
ficobiliproteinas que se unen covalentemente con cromoéforos 6 pigmentos con caracteristicas
espectrales especificas que hacen mas eficiente la captacion de luz y la transferencia de energia
hasta el fotosistema II. Los avances recientes en el estudio de varios grupos de cianobacterias
son consistentes con la hipétesis de que las diferencias en las caracteristicas fotosintéticas
permiten aprovechar diferentes nichos, permitiendo la utilizacion eficiente de la luz disponible
y contribuyendo a la biodiversidad de microorganismos fototréficos (ecotipos) en los
ecosistemas acuaticos. Con la finalidad de contestar a la pregunta ¢Existen diferencias
significativas entre el caracter espectral de las poblaciones de cianobacterias en escala vertical y
horizontal? se llevé a cabo un crucero en febrero/marzo del 2005 en la zona de transicién del
Pacifico mexicano (Cabo San lucas, Isla Socorro, P.Vallarta, Cabo San Lucas) para documentar
en una regién oceanografica oligotrofica, la relacion entre la hidrografia y la biologia
superficial, tanto en actividad fisiolégica como en abundancia, Se tomaron datos con
resolucion horizontal mediana (10-20km) con un perfilador (CTD, fluorescencia de clorofila y
esparcimiento de particulas) y muestras de agua para (a) pigmentos apolares para medir
Clorofila a fluorométricamente y pigmentos accesorios para medir en HPLC (b) pigmentos
polares, ficobiliproteinas, (c) conteo microscopico de cianobacterias, (d) caracter espectral. Se
encontr6 la presencia de cianobacterias, proclorofitas y picoeucariotas en un orden de
magnitud de 10’ células por ml. Sin embargo, la distribucién vertical de los pigmentos
marcadores (Zeaxantina, Divinil chl a) no corresponden con la distribucién vertical de las
abundancias relativas. Aproximadamente el 80% de la clorofila total medida pertenecia a la
fraccién que corresponde al picoplancton menor a 3um. Al analizar el caracter espectral de las
celulas de cianobacterias se encontré que la mayoria de las células analizadas fluorescen al



excitarlas a 488nm lo cual nos indico la presencia del croméforo ficorubilina (PUB), mientras
que al excitar a 545 nm para poder detectar el cromoéforo ficoeritrobilina (PEB) no se
detectaron células. Los resultados del analisis del caracter espectral nos sugieren la presencia de
dos poblaciones, sin embargo, estos resultados deben ser verificados con espectros de
absorcion de muestras de ficobiliproteinas.

Palabras claves: cianobacterias, ficobiliproteinas, cardcter espectral, Pacifico mexicano.



PHOTOTROPHIC MICROBES IN THE MEXICAN PACIF TRANSITION ZONE,
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Abstract approved by:
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ABSTRACT

It is now widely recognized that photosynthetic picoplankton (0.5 to 2um) dominate
productivity in stratified euphotic layers, especially in oligotrophic oceans, and that
cyanobacteria constitute the main component. The distinctive characteristic of a major part of
cianobacteria Synechococcus sp., is its light harvesting antenna, the phycobilisome containing
phycobiliproteins as their light harvesting pigments. There are 3 classes of water-soluble
biliprotein: phycoerythrin (PE), phycocyanin (PC) and (APC), and there are two distinct PE
chromophores with specific spectral-response characteristics Phycoerythrobilin (PEB) and
phycourobilin (PUB). The distribution of PE pigments types are directly related to
chromophore spectral absorption. Recent studies of several groups of cyanobacteria suggest
that the differences in the photosynthetic characteristics allow cyanobacteria to take advantage
of different spectral niches, allowing the efficient use of the available light in the water column
and contributing to the biodiversity of phototrophic life (ecotypes) in the aquatic ecosystems.
In order to answer the question: Are there significant differences between the spectral
character of cyanobacteria populations in the vertical and horizontal scale?; vertical profiles
were sampled at several stations during the FU/0502 cruise (February/March 2005) in the
transition zone of the Mexican Pacific (Cabo San lucas, Socorro Island, Puerto Vallarta, Cabos
San Lucas). We aimed to document in an oligotrophic region, the relation between the
hydrography and superficial biology, as much in physiological activity as in abundance, data
with horizontal resolution were taken (10-20km). Water was sampled with a rosette equipped
with Niskin bottles and a SeaBird CTD. Samples were filtered for Chlorophyll a measured by
fluorometriy and accessory pigments measured with HPLC. Water samples were taken for,
phycobiliproteins, autofluorescent microscopy picoplankton count, and spectral characteristics
of autofluorescence. Cyanobacteria, Prochlorococcus and picoeukaryotes were found at
approximately 10° cells ml”, nevertheless, the vertical distribution of the marking pigments
(Zeaxantina, Divinil chl a) do not correspond with the vertical distribution of the relative
picoplankton abundances. Roughly 80% of the measured total chlorophyll belonged to the size
fraction that corresponds to the picoplankton smaller than 3um. The PUB chromophore was
found in the majority of the samples. When exciting the autofluorescence at 545 nm no PEB



chromophore containing cells were detected. Further spectral analysis of the autofluorescence
suggests the presence of at least two populations of marine cyanobacteria, but these results
have to be verified by absorption measurements of phycobiliproteins.

Key words: cyanobacteria, phycobliproteins, spectral characteristics, transition one
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1. INTRODUCCION

El fitoplancton marino esta compuesto de organismos procariontes y eucariontes que se
distribuyen desde la parte superior de la columna de agua, hasta el limite de penetraciéon de la
luz. La estructura y abundancia de estas comunidades fitoplanctonicas esta limitada
principalmente por factores como la luz, los nutrientes inorganicos (e.g. nitrégeno, fésforo,

silice y hierro) y el pastoreo (Partensky e# al., 1990).

El grupo numéricamente dominante en la columna de agua es el picoplancton, organismos
que tienen un tamafo que va de 0.5— 2 um aproximadamente y del cual se reconoce a las
cianobacterias como el componente principal. El éxito ecoldgico del picoplancton se atribuye
al incremento en la eficiencia para captar la luz, la eficiencia para absorber nutrientes debido a

su tamafio pequefo, su composicion pigmentaria y a su baja tasa de hundimiento (Platt y Li,

1986; Glover, 1991).

Dentro de las cianobacterias unicelulares cocales se pueden reconocer dos importantes
géneros Synechococens 'y Prochlorococcus.  Ambos grupos presentan division mitética o fision
binaria (Glover, 1985), y son fotétrofos oxigénicos, ya que obtienen su energfa a través de la
fotosintesis utilizando dos fotosistemas, el agua como donador de electrones y oxigeno
molecular como producto de desecho. Las células de Synechococcus tienen un diametro que va

tipicamente de 1.0 — 1.4 um (Wyman ez a/, 1985; Waterbury, 1986), mientras que el de

Prochlorococens es de 0.5 - 1 pm (Moore y Chisholm, 1999).



Dentro de estos dos grupos existen diferencias entre su distribucién espacial. Por un lado
Synechococcns predomina en aguas cercanas a la plataforma o zonas costeras, mientras que
Prochlorococens domina las aguas oceanicas entre los 40°N y 30°S (Bertilson ez al, 2003).
Synechococcns es mas cosmopolita ya que ocupa una gran variedad de ambientes y sus células son
mas grandes, con alto contenido de carbono (Heldal, 2003) por lo que su contribucién relativa

a la produccion primaria es significativa.

El océano abierto cerca de la superficie (~30 m) esta iluminado con irradiancias de longitudes
de onda azules y verdes, mientras que en las aguas profundas y oligotréficas domina la luz azul
(Kirk, 1994). En zonas costeras, las longitudes de onda verde son las que generalmente
predominan. La habilidad de absorber y utilizar eficientemente una longitud de onda especifica
en una region o profundidad en particular es lo que provee a los organismos fotosintéticos una
ventaja competitiva en el ambiente. Prochlorococcus es muy eficiente captando longitudes de onda
azules por las caracteristicas de sus pigmentos principales divinil clorofila a (Chla2) y divinil
clorofila b (Chlb2). Ademas, su pequefio tamano (~0.6 pm ) permite una absorcion eficiente
de luz con poco efecto de paquete, lo que le da una gran capacidad de tener una tasa
fotosintética mayor por unidad de biomasa. Por otro lado, Syrechococcus no absorbe tan bien en
el azul como Prochlorococcus, pero esta equipada con ficobiliproteinas, pigmentos que absorben
en la regién verde del espectro (~500-550 nm), las longitudes de onda que predominan en
aguas costeras. En aguas superficiales, la luz verde penetra de forma similar a la azul, y esto

puede contribuir a la habilidad de Syrechococcus de proliferar en estas profundidades (Morel ez al,

1993).



Dentro de las diferencias mas importantes entre los géneros Prochlorococcus y — Synechococcus,
resaltan las antenas captadoras de luz y el tipo de pigmentos accesorios que utilizan para
absorber la luz y realizar la fotosintesis. El rasgo mas caracteristico entre la mayoria de las
cianobacterias es su antena captadora de luz, el ficobilisoma, mientras que en las proclorofitas
los complejos captadores de luz estan compuestos de los pigmentos chla2 y chlab2. El
ficobilisoma es un complejo supramolecular captador de luz que funciona como antena
principal del fotosistema II. Las antenas captadoras de luz incrementan la absorcion efectiva y
la seccion transversal de los centros de reaccion. En la mayorifa de las cianobacterias, el
complejo antena asociado con el fotosistema II consiste en un grupo de polipéptidos solubles
en agua, ficobiliproteinas, que se unen en forma covalente con cromoforos (pigmentos). En
cianobacterias del género Synechococcus existen tres grupos de ficobiliproteinas ubicadas en la
superficie externa de la membrana intracitoplasmatica (Gantt ez al., 1979), la ficoeritrina (PE),
la ficocianina (PC) y la aloficocianina (APC). Los ficobilisomas de Synechococcus marino,
contienen los cromoéforos ficoeritrobilina (PEB) y ficorubilina (PUB), los cuales tienen su
absorcién maxima en la region azul-verde del espectro visible (Six ez al., 2004). Por otro lado,
Prochlorococens posee un complejo antena diferente a la mayorfa de las cianobacterias, el cual
esta conformado por proteinas y pigmentos captadores de luz embebidos en la membrana
intracitoplasmatica (Ting ez al, 2002); los pigmentos principales que distinguen a este genero
incluye Chla2 (in vivo A,_,,=443-450 nm), y Chlb2 (in vivo A =468 nm) (Goericke vy
Repeta, 1993). Este grupo de pigmentos es unico entre los organismos fotosintéticos. Otros

pigmentos adicionales incluyen a la zeaxantina y a-caroteno.



1.1. Caracteristicas espectrales de las ficobiliproteinas.

Las ficobiliproteinas que se encuentran organizadas en los ficobilisomas de las cianobacterias

tienen caracteristicas espectrales que les permite absorber la luz eficientemente. El ntcleo de

aloficocianina absotbe a A, ~650 nm, mientras que las estructuras tubulares compuestas de

ficocianina absorben A, ~620 nm y las compuestas por ficoeritrina absorben a A, ~565 nm
(Grossman e al., 1993; Ting et al, 2002). La mayoria de Synechococcus marinos contienen
ficoeritrina como principal pigmento captador de luz (Waterbury e al, 1979). Las
caracteristicas de fluorescencia naranja/amarillo de la ficoeritrina se ha utilizado para distinguir
a las poblaciones de Symechococcus utilizando citometria de flujo y microscopia de
epifluorescencia (Li y Wood, 1988; Campbell y Vaulot, 1993). Las cepas de Synechococcus marino
tienen dos tipos de ficoeritrinas presentes en el ficobilisoma PE(I) y PE(II) (Ong y Glazer,
1988). La principal ficoeritrina en Synechocecus marino es la forma PE (II), que contiene mayor
proporcién del croméforo PUB que la forma PE (I). La banda de absorciéon de PUB se centra
alrededor de los 490 nm, lo que complementa muy bien las longitudes de luz de maxima
transmitancia en agua de mar, especificamente a las de longitudes de onda en la regién azul-
verde, por lo que la ficoeritrina rica en PUB es tipica de las cepas marinas de Synechococens (Ong
y Glazer, 1988). La mayoria de las formas oceanicas de Synechococcus produce una alta

concentraciéon de ficoeritrina asociada al cromoéforo que absorbe luz azul (PUB,
A v~ 495nm), mas que cuando estd asociada al croméforo que absorbe luz verde (PEB,

Ao ~550nm)  (Palenik, 2001) ver Anexo 1. La habilidad de absorber y utilizar

eficientemente longitudes especificas presentes en regiones y profundidades particulares en el



océano proveen a estos organismos una ventaja competitiva en los ambientes. Estas

caracteristicas espectrales fueron las que se utilizaron como base para este trabajo.

1.2 Variacién ecotipica

Las variaciones en el medio generan distintos nichos en donde los organismos se pueden
reproducir y crecer, mediante la aclimatacién o adaptaciéon a este medio. Dentro de estos
nichos se ha podido demostrar que existen particiones que les permite a los organismos ocupar
nichos ecoldgicos en la columna de agua, como es el caso de Prochlorococcus, en donde esta
particion se refleja en organismos de superficie, “adaptados a alta luz” y organismos de fondo
“adaptados a baja luz” (Moore e al., 1998). Otra evidencia es la que se observa en diferentes
“cepas” de Symechococens de agua dulce que también presentan distinta tolerancia a la luz, con
ecotipos adaptados a baja y alta luz (Postius ¢f a/, 1999). El género Synechococcus esta formado de
numerosos grupos diferenciados genéticamente, de los cuales el mejor caracterizado es el clado
movil. Los miembros de este clado tienen una forma de movilidad diferente (Toledo, 1999).
Otro clado diferenciado genéticamente consiste en cepas en las cuales no domina el croméforo
PUB (Rocap e# al., 2003). Este ecotipo es dominante en células presentes en aguas costeras,
mientras que los clados en los que domina el crom6foro PUB  estan presentes en aguas

oceanicas (Wood e al., 1998).

Palenik (2001) observé que diferentes cepas de Synmechococcus son capaces de tener adaptacion
cromitica, incrementando la proporcién de los croméforos PUB/PEB cuando ctrecen bajo luz
azul. Estos resultados sugieren que la existencia de una distinta composiciéon pigmentaria en

cepas de Synechococcns son el resultado de una aclimatacién a diferentes nichos de irradiancia



espectral. Los estudios fisiologicos y geondémicos sugieren que la seleccion natural promueve la
diferenciaciéon entre los microorganismos fototréficos, particularmente con respecto a sus
caracteristicas fotosintéticas. Las diferencias entre los ecotipos de un género puede ser
importante para determinar la distribucion relativa de las cianobacterias en la columna de agua
y a lo largo de los océanos. Stomp e7 a/. (2004) analizaron la competencia por la luz entre dos
cianobacterias muy relacionadas al grupo de Synmechococcus y aisladas del Mar Baltico. Una de las
dos cianobacterias contiene el pigmento ficoeritrina, mientras que otra contiene ficocianina.
A partir de experimentos competitivos se demostré la coexistencia de las dos cianobacterias.
En un tercer experimento con una tercera cianobacteria capaz de adaptar su composicion
pigmentaria, el autor demuestra que las células de esta cianobacteria persisten en invertir en el
pigmento que absorbe el color que no es absorbido por sus competidores. Estos resultados
demostraron la variedad adaptativa en la composicién pigmentaria de estos microorganismos
fototroficos, la cual les permite la utilizacién de la luz favoreciendo asi la coexistencia de las

especies (Stomp ez al., 2004).

1.3 Zona de estudio

La entrada al Golfo de California (GC), se localiza en el Pacifico central mexicano, en la zona
de convergencia del Giro del Pacifico Norte donde la Corriente de California se separa del
continente para formar parte de la Corriente Nor-Ecuatorial. Abarca aproximadamente de 19°
a 24° N y de 104° a 112° W (Fig. 3). La entrada del Golfo de California tiene una profundidad
promedio de 2,500 m llegando hasta los 4,000 m. Por esto, las masas de agua pueden
intercambiarse libremente entre el Golfo de California y el Océano Pacifico conducidos por

factores como los vientos regionales. Hsta es una regién de transicion caracterizada por la



interaccion de masas de agua de muy distintos origenes y se localiza en el extremo norte de la
region oceanografica del Pacifico Tropical Oriental. (Lopez-Bojorquez, 1996). Durante el
periodo de muestreo, febrero-marzo 2005, esta region se caracterizé por la presencia de aguas
de origenes diversos, en donde convergen Agua Tropical Superficial (ATS), Agua del Golfo de
California (AGC) y Agua de la Corriente de California (ACC). Por otro lado, se encontré
debajo de la superficie la sefial del Agua Subtropical (ASS), Agua Intermedia del Pacifico
(AIP) y Agua Profunda del Pacifico (APP) (Jaimes-Hernandez, 2006). La convergencia de
masas de agua de diferentes origenes, hace de esta regiéon una zona de transicion entre aguas
frias, ricas en nutrientes, provenientes de otras corrientes o de aguas profundas exportadas
hacia superficie producidas por procesos de mezcla, surgencias costeras y las aguas calidas del

océano abierto.

La diversidad del fitoplancton se atribuye cominmente a una variedad de factores, incluyendo
la utilizacién diferencial de nutrientes a la depredacion, la heterogeneidad en espacio y tiempo,
y al complejo dinamismo del ambiente. Los avances recientes en el estudio de varios grupos de
cianobacterias son consistentes con la hipétesis de que las diferencias en las caracteristicas
fotosintéticas les permiten aprovechar diferentes nichos, y con ello utilizar eficientemente la
luz disponible contribuyendo a la biodiversidad de microorganismos fototréficos (ecotipos) en
los ecosistemas acuaticos. En base a lo anterior la intencién del presente trabajo fue evaluar
diferencias en las caracteristicas espectrales de ficobiliproteinas de cianobacterias con el fin de
encontrar diferentes poblaciones o ecotipos adaptados a un nicho en una regién oceanica de

transicion que presenta diferencias en su hidrografia.



Con la finalidad de contestar a la pregunta ¢Existen diferencias significativas entre el caracter

espectral de las poblaciones de cianobacterias en escala vertical y horizontal? se plantearon los

siguientes objetivos particulares:

1.

Documentar la distribuciéon de la abundancia de cianobacterias y comparar con la

concentracion de ficobiliproteinas.

Comparar la abundancia de las cianobacterias con zeaxantina, pigmento indicador de
cianobacterias, chla2, pigmento indicador de Prochlorococcus 'y la biomasa de todo el

fitoplancton determinado por chlal y chla2 en la zona de estudio.

Identificaciéon de cambios en el caracter espectral de células de cianobacterias mediante

el analisis digital de imagenes.

Comparar la distribucion regional de los parametros relacionados con el picoplancton

con las condiciones hidrograficas regionales.



2. METODOLOGIA

Se llevé a cabo un crucero abordo del buque oceanografico Francisco de Ulloa del 22 de
febrero al 13 de marzo de 2005 (FU/0205) en el cual se realizé un muestreo de un total de 48
estaciones con el fin de obtener informacién oceanografica tanto fisica como bioldgica de la
zona de estudio. El muestreo se llevo acabo siguiendo tres transectos: desde Cabo San Lucas a
Isla Socorro, de Isla Socorro a Cabo Corrientes y de Cabo Corrientes a Cabo San Lucas

(Figura 1).

23.5

22

22.5

19.5

-1 -110 -109 -108 -167 -106 -105
Longitud (W)

Figura 1 Ubicacién geografica de las estaciones de muestreo para los datos hidrograficos del
crucero FU/0205 La linea negra en el transecto de los Cabos hacia Isla Socorro representa la
estacion a partir de la cual se muestreo para los datos de este trabajo.
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2.1 Trabajo de campo

Durante el crucero (FU0502-155) que se llevo acabo en los meses de febrero-marzo de 2005,
tipicamente se muestrearon 4 estaciones al dfa (6:00, 12:00, 18:00, 24:00 hrs) y cada estacién a
6 profundidades (1, 25, max clorofila, 75, 100 m). En los muestreos se midieron una serie de
variables fisicas y biologicas, las cuales fueron: mediciones de conductividad, temperatura y
presiéon mediante un CTD (Seabird, Inc), abundancia de picoplancton y concentraciéon de
pigmentos. Se colect6 agua en botellas Niskin de 5 litros (General Oceanics) para obtener datos
sobre abundancia celular de picoplancton, caracter espectral, concentracién de pigmentos
polares y apolares, y composiciéon pigmentaria. Adicionalmente se tomaron lances del CTD

aproximadamente cada 20 km.

2.1.1. Abundancia del picoplancton fototropico y caracter espectral

Las muestras utilizadas para la cuantificacion del picoplancton fototréfico y el caracter
espectral se obtuvieron filtrando ~7 ml de agua de mar en un sistema de filtracién por vacio.
El agua se filtro a través de filtros de policarbonato negro (0.2 um de tamano de poro). El
filtro se monto6 en un portaobjetos que contenia una gota de glicerol con el fin de detectar con

mayor intensidad la autofluorescencia naranja proveniente de las ficobiliproteinas de

cianobacterias del genero Synechococens (Wyman, 1992).

2.1.2. Determinacion de pigmentos apolares

Las muestras para la determinacion de la concentracion de clorofila se obtuvieron filtrando por
presion aproximadamente 1.5 litros de agua en filtros de microfibra de vidrio GFF (Whatman).

La fraccién de tamafo se obtuvo filtrando muestras de agua en filtros de vidrio GFF (total) y

para la fracciéon de tamano > 3 um, se filtré agua por filtros de policarbonato con un tamafno
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de poro de 3 um. Los filtros doblados y envueltos en papel de aluminio se guardaron en

nitrégeno liquido hasta su posterior analisis.

2.1.3. Perfiles de fluorescencia in situy esparcimiento de luz por particulas.

Para estimar la concentracién de clorofila a iz sitv fluorescencia, se hicieron lances con un
instrumento de caida de 0.5 m s” con una frecuencia 2 Hz y un CTD Sea-Bird-SEACAT al
cudl estaban acoplados un fluorémetro ECOAFLx (Enviromental Characterization Optics) de
Wetlabs y un sensor de dispersiéon de luz por particulas LSS de WetlLabs (Light Scattering

Sensor).

2.2 Laboratotio

a. Captura de imdgenes

El conteo y el caracter espectral de las células se llevo a cabo mediante el analisis digital de
imagenes el cual consistié en capturar imagenes para detectar la autofluorescencia de
picoplancton fotoautotréfico y asi cuantificarlos. Para la captura digital de imagenes
fluorescentes se programé una subrutina de captura mediante un microscopio confocal
Axiovertl00 (Carl Zeiss, Inc. New Cork, N.Y.). Las condiciones para la captura de las
imagenes de fluorescencia fueron: filtro de excitacion de 488 y 543 nm, filtros de banda de
emisién 552-584 nm, 627-659 nm, 659-713 nm vy lente objetivo Plan-Neoflur 100x/1.3 oil
(Carl Zeiss, Inc. New Cork, N.Y.). La subrutina permitié capturar una imagen digital de 2048 x
2048 pixeles en tres planos focales tomados cada 1 pm de profundidad (4%). Las condiciones
de captura fueron: tiempo de exposicion de 1.15 minutos por imagen, y una profundidad de

color de 36 bits/canal rojo, verde y azul (RGB por sus siglas en inglés). Al final de la captura
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se obtuvo de cada campo tres imagenes a diferentes niveles focales. Cada una de ellas contenia
seis imagenes con excitacion y emision especifica. Al final de la captura de cada campo en cada
filtro se obtuvo una imagen compuesta de 18 imagenes individuales (Fig. 2). Adicionalmente,
el programa almacend las imagenes capturadas en formato TIF y en un archivo para su

posterior analisis. Cada imagen tenfa un 4rea de 8100 um*y cada filtro un 4rea efectiva de 1.77
x 10° um® con una resolucién éptica de alrededor de 0.2 um o 4 pixeles. La resolucién

numérica de la imagen fue de 0.05 um/pixel. Para detectar a los organismos se establecieron
colores falsos para cada banda espectral. Por lo que la sefial en el rojo y en el verde tendrian un

color falso igual (rojo y verde) respectivamente y el canal azul un color falso naranja.

Filtro con muestra y
Diferentes campos

De cada campo
3 imdgenes a diferentes
nivales de enfoque
@ (dz=1pum)
A

De cado nivel de enfoque
6 imdgenes de ex./em especifico

——

B [ Exom | | Emisién jm| |

= .
o [ [ [P

Figura 2 Procedimiento general de captura de imagenes digitales. A. Representa el filtro de
policarbonato negro y los diferentes campos analizados. B. Representa los tres niveles de
enfoque (dz) tomadas en cada campo. C. Representa a las 6 imdgenes de excitacion /emision
especifica para cada nivel de enfoque y D. Representa la imagen compuesta de 18 imagenes
individuales de cada campo.
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b. Andlisis de Imagenes fluorescentes

El analisis de imagenes se llevé a cabo mediante el desarrollo de rutinas en el programa
Image] (http://rsb.info.nih.gov/ij/index.html), en el cual se aplicé una subrutina para unir en
una sola imagen los tres niveles dz uniendo en una sola imagen los diferentes canales, para
obtener por canal de excitaciéon tres canales de emisién y una imagen compuesta por las

imagenes de los tres canales.

c. Reconocimiento de células en las imdgenes digitales.

Se reconocieron a las diferentes células de acuerdo a sus caracteristicas espectrales, de acuerdo
a la excitacion y emision registrada con respecto a sus pigmentos. Como se mencioné en la
introduccion los distintos grupos del fitoplancton tienen huellas espectrales que permiten
reconocerlos. Dichas huellas o sefiales espectrales se encuentran resumidas en el anexo 1 y son
las que se utilizaron para reconocer y detectar a los organismos del picoplancton de interés en
las imagenes digitales. Por lo tanto las células que aparecfan cuando se excitaba a 488 nm y las
células emitian entre los 552-584 nm, 627-659 nm y 659-713 nm se les consideraba
cianobacterias que contenfan el croméforo ficorubilina (PUB). Cuando se excitaba a 488 nm y
aparecian células con emision entre los 627-659 nm y entre los 659-713 nm se les consideraba
también cianobacterias, mientras que cuando se excitaba tanto a 488 nm como a 543 nm y las
células dnicamente emitian entre los 659-713 nm se les consideraba proclorofitas si eran de
tamafio pequefio, y si eran de tamafio grande picoeucariotas (Tabla I). Por otro lado si se
excitaba a 543 nm y emitian entre 552-584 nm, 627-659 y 659-713 nm se les considerd

cianobacterias que contenian el croméforo ficoeritrobilina PEB al igual que si emitian entre los
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627-659 nm y entre 659-713 nm. Estas longitudes de onda se establecieron a partir de la

informacioén de la literatura (ver Anexo 1).

Una vez que se tenfan las imagenes y que se reconocieron las células, se analizaron las
imagenes para obtener tres diferentes tipos de datos:

a. Abundancia de células por imagen

b. Ausencia y presencia de las células reconocidas como cianobacterias ($Synechococens) en

los diferentes canales espectrales.

2.2.1 Determinacion de la abundancia celular de picoplancton fototréfico.

El anilisis de imagenes para el conteo de picoplancton se llevo acabo con una subrutina del
Image] (“‘count plugin”) la cual permitia contar manualmente las células dependiendo de los tipos
de células que existian en la imagen. Estos tipos de células fueron especificados al programa
con anterioridad como se muestra en la Tabla I. Una vez cuantificadas se obtuvieron las

células por mililitro siguiendo la férmula 1.

Abundancia(cel ml™) L A (1)

n x A xvf

ce/ = células contadas en un imagen
Af= area efectiva del filtro,

Ai =el area de la imagen

n;= numero de imagenes tomadas

vf = volumen filtrado
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Tabla I. Sistema de clasificacion para identificar picoplancton en las imagenes digitales.

Tipo de Color Falso Organismo Caracteristicas
células utilizado. consideradas.
1 Verde Cianobacterias Sefial en el 552-584 nm,
Amarillo 627-659 nm, 659-713 nm

Tamafio pequefio < 2 um

Prochlorococcus.

2 Rojo Proclorofitas Sefal en 659-713 nm

Tamano pequefio <1 pm

3 Rojo Células grandes  Sefial en 659-713 nm
Picoeucariotas Tamafio <3 um >1 um
4 Verde Células dobles Células de cianobacterias en
Amarillo division

2.2.2. Caracter espectral

El caracter espectral de cada célula de cianobacteria detectada se determindé mediante la
elaboraciéon de un programa en MATLAB®, el cual consistia en detectar las particulas mediante
pixeles con una sefial arriba de un limite inferior de intensidad seleccionada (>50), se
seleccionaba la particula de interés y se registré los valores de RGB para cada particula

seleccionada en cada imagen. Los detalles del programa se pueden consultar en el anexo 2.

2.2.3 Determinacion de la composiciéon pigmentaria

Las muestras ya filtradas para pigmentos se analizaron por Cromatografia Liquida de alto

rendimiento (HPLC) en el Centro de Hidro-optica y sensores remotos (CHORS, ingl) de la
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Universidad Estatal de San Diego (SDSU) utilizando el método descrito por (Trees e al,
2000). El método utilizado fue el propuesto por Van Heukelem 1994 el cual permite separar el

chla2 (caracteristico de Proclorofitas) de la chla.

2.2.4 Determinacion de la concentracion de clorofila a

Una vez en el laboratorio el andlisis se realizé mediante la extracciéon en 90% de acetona
(Sigma-Aldrich) y tratamiento por ultrasonido. La concentracién de clorofila se estimé

mediante analisis fluorométrico, siguiendo el método de Welschmeyer (1994).

Datos auxiliares e informacion adicional
El presente trabajo se llevd a cabo en conjunto con otros participantes del crucero, Dr.
Armando Trasvina-CICESE y M.C. Aline Jaimes-Hernandez CICESE-CIBNOR, M.C.

Alejandrina Jiménez-UABC. Las figuras de secciones se hicieron utilizando el programa Ocean

Data View (http://odv.awi-bremerhaven.de/home.html). Arriba de la distribucion del

parametro principal se presentan las isolineas del ot del agua calculado a partir de los datos del

CTD por el programa ODV.
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3. RESULTADOS

En la secciéon de densidad se observaron tres zonas con caracteristicas diferentes (Fig. 3). La
primera zona (Z1) abarca de los 100 a los 450 km de la seccion. En la parte media de esta zona
se ubica Isla Socorro (IS) aproximadamente a los 250 km. Esta zona esta caracterizada por una
corriente de chorro cercana a Cabo San Lucas (Jaimes-Hernandez, 20006), una corriente que se
puede ver en la secciéon como una disminucién en la concentracion de oxigeno (Fig. 4) y la
intrusion de aguas frias. Jaimes-Hernandez (2006) encuentra que en esta regiéon hay una
confluencia de aguas de la Corriente de California y aguas de transicion superficial. En Z1, la
relacion de los isolineas de oxigeno y densidad es diferente de todo el resto del crucero. La
segunda zona (Z2) abarca de los 500 a 900 km en la secciéon. A los 750 km de la seccién se
puede ubicar la region de Cabo Corrientes (CC). El minimo de oxigeno se ubica a los 50 m y
cerca de la CC se observa un minimo a los 75 m aproximadamente. La Z2 se caracteriza con
concentraciones altas de oxigeno a los 75 metros. En esta region Jaimes-Hernandez (2000)
encuentra un giro calido anticiclénico y agua de transicién, el cual produce condiciones
oligotréficas. Ademas observa la presencia de una pared fria. Esta region tiene un
comportamiento distinto a las otras zonas debido a la cercania con la zona costera de Bahia
Banderas. La tercera zona (Z£3) abarca de los 1000 a los 1500 km de la seccién y se caracteriza
por un aumento en la concentracion de oxigeno, el cual se alinea con la temperatura hacia la
superficie (Fig. 5). Esta zona se ubica cerca de las costas de Cabo San Lucas. La corriente de
chorro que se dirige hacia el interior del golfo se puede observar una subida en la
concentracion de oxigeno. Por otro lado, el giro calido provoca una depresion de la capa de

mezcla mas profunda con condiciones oligotroficas.
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En la seccién de oxigeno se observé que las isolineas van siguiendo las lineas de ot en toda la
seccion, aparte de Z1 donde la alta concentraciéon de oxigeno se ubica a mayor profundidad.

La mixima concentracién de oxigeno encontrada esta dentro del intervalo de 3.52 4 ml 1", En
71 la oxiclina se ubica por debajo de los 75 m (2 ml ml ') y coincide con la ot 25.5 y 26. En
7.2 la oxiclina sube y se ubica en los 40 m (2-3 ml ml 1) coincidiendo con el ot de 24. En Z3
la oxiclina esta a los 60 m alineandose con la ot de 24.5. En este trabajo se utilizé la
concentracion de oxigeno para tener una idea de la profundidad de la nutriclina, suponiendo
una relacién inversa ente el oxigeno y la concentracion de nutrientes en donde una nutriclina

somera facilita mas el transporte de nutrientes hacia la superficie.

Z1 z2 Z3

10

Depth [m]

8

150

0 Is 500 cc 1000
Distance [km]

Figura 3 Seccién (profundidad vs distancia) de la distribucion de los valores de ot. Las lineas
de contorno representan la distribucién de la densidad hidrografica en toda la seccidon. Los
circulos blancos representan diferentes regiones en el transecto con caracteristicas
hidrograficas diferentes. Z1. Z2. Z3. Las lineas verticales amarillas separan los diferentes
transectos con rumbos distintos (ver Fig. 1) y significan IS = Isla Socorro, CC: Cabo
Corrientes.
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Figura 4 Seccién (profundidad vs distancia) de la concentracion de oxigeno (ml 1™). El sensor
de oxigeno no estaba calibrado recientemente y hay que considerar los valores como nimeros
relativos. Las lineas de contorno representan la distribucion de la densidad hidrografica en toda

la seccién. En Fig.3 se explican las lineas amarillas.

Depth [m]

Distance [km]

Figura 5 Seccién (profundidad vs distancia) de la temperatura (°C). Las lineas de contorno
representan la distribucion de la ot hidrografica en toda la seccién, ver Fig.3 para las lineas

amarillas.



20

El maximo de la fluorescencia (Fig. 6) sigue a la isolinea de 24 ot y esta delimitada hacia abajo
por la de 25.5. La senal de fluorescencia en Z1 es menos intensa que en Z2 y Z3. Esta senal
va aumentando conforme se acerca a la pared fria y rica en nutrientes en Z2. En Z3 aumenta
conforme se acerca a la costa de los Cabos. Los valores de fluorescencia fluctuaron entre 0.2 y
0.8 mV. La distribucién de la sefial maxima de fluorescencia en la vertical se ubico en el
intervalo de 40 a 75 m. En Z1 se observa un maximo por debajo de los 40 m el cual
corresponde al maximo profundo de clorofilas o DCM (‘deep chlorophyll maximum’). Los
valores que se registran en esta zona fueron <0.3 mV. La profundidad del DCM sigue la forma
de la termoclina. En Z2 se observan valores mas altos en la fluorescencia de la DCM que van
de 0.3-04 mV. La sefial de fluorescencia del DCM sigue la base de la termoclina.
Aparentemente hay un transporte de aguas frias, ricas en nutrientes que coinciden con el
incremento de la sefial del DCM en la regiéon de Cabo Corrientes. La senal de fluorescencia
aumente conforme nos acercamos a la costa de Cabo San Lucas. En la seccién de
esparcimiento de particulas (Fig. 7) se puede observar que en la mayor parte de la secciéon los
maximos siguen la sefial de fluorescencia. Se observa tipicamente el maximo de esparcimiento
por particulas en la misma profundidad del maximo de clorofila, y los maximos de ambas
seflales son proporcionales. Solo cerca a Cabo Corriente se encuentran dos maximos en

diferentes profundidades.
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Figura 6 Secciéon (profundidad vs distancia) de la distribucion de la fluorescencia 7z situ del
Minioptics convertida a concentracién de clorofila a (mg m”).

in situ Density(z,T,s) [kg/m’] Esparcimiento de luz por particulas (mV)

Depth [m]

100
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Figura 7. Seccién (profundidad vs distancia) de la dispersion de particulas (backscattering)
tomadas del sensor del Minioptics.
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La caracterizacioén superficial de la convergencia de agua con diferente temperatura superficial,
durante el periodo del crucero se puede observar en la figura 8. Al sur de la region se puede
notar la presencia de agua calida consistente con la presencia de Agua Tropical superficial, cuya
influencia en superficie abarca desde la Isla Socorro hasta la costa de Jalisco. En la zona sur de
Cabo Corrientes se puede observar la presencia de agua menos calida a lo largo de la costa.
Hacia la region de los Cabos se observa una lengua menos calida que entra hacia el interior del
golfo de California. En el centro de la region, se observaron masa de agua con rasgos de
temperatura intermedios y que son producto de transicion por mezcla (Jaimes-Hernandez,

2006).
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Figura 8. Temperatura Superficial del Mar (TSM). Marzo 2005. Imagen compuesta para todo el
mes. Fuente MODISAQUA (Jaimes-Hernandez, 2000).
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3.1 Caracteristicas Biologicas de la zona de estudio.

3.1.1 Distribucién y abundancia de los grupos del picoplancton.

El analisis digital de las imagenes de epifluorescencia mostré que los valores maximos de
abundancia de cianobacterias estaban alrededor de 30,000 células ml" en superficie (0-30 m) en
la Z1 (Fig. 9A), cerca de la ot de 23.5, mientras que los minimos (<2000 células ml’l) se
encuentran por debajo de los 60 metros. LLa abundancia en profundidad fue constante a lo
largo del trayecto. La distribucion de las proclorofitas se observa en la figura 9B. Los maximos
en la concentraciéon de proclorofitas se encuentran entre los ot de 24 y 25. En Z1 se observa
un primer maximo aproximadamente a los 75 m de profundidad y un segundo maximo que se
ubica alrededor de los 50 m en Z2. De igual manera en Z3 se pueden observar dos maximos.

El primero se ubica cerca de ot 24.5 por arriba de los 50 m, mientras que el segundo se ubica

por debajo de los 50 m entre la ot de 24.5 y 25. En toda la secciéon los minimos se distribuyen
a lo largo de la superficie con una concentracion <5000 células ml'. Ia profundidad del
maximo de proclorofitas coincide con la profundidad del limite inferior de cianobacterias. Con
respecto a las picoeucariotas encontradas (Fig. 9C), los maximos se distribuyen en la seccién
aproximadamente con un valor de 15,000 células ml" y estos maximos se encuentran cerca del
ot de 24.5. Valores arriba de las 5000 células ml" se pueden observar en la seccién cerca a la
Isla Socorro (Z1) y en Cabo Corrientes (Z2). Cerca de la entrada al Golfo de California (Z3)
se observé un maximo dentro de los limites ot de 24 y 25, que sigue la linea de ot 24.5, y que
se extiende hasta las zonas costeras cerca de los Cabos. En general, se observo que las

concentraciones minimas se ubicaron en la superficie y por debajo de los 75 m, y que los
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maximos se distribuyeron en la mayoria de la secciéon entre los 40 y 75 m. La distribucién de
los valores maximos coincide con la distribucién de los valores maximos de proclorofitas y con

los valores minimos de cianobactetrias.

Los maximos de células dobles detectadas durante el analisis digital de las imagenes muestran
un maximo en la regién cercana a Z2 (Fig. 10). El maximo es de >4000 células ml’. Este
maximo se ubica en 6t 23.5 y se pueden observar valores de 2000 células mI" a 50 m cercana a
Z1 y Z3. Este maximo coincide con el de la abundancia de cianobacterias, por lo que se
sugiere que Symechococeus se esta dividiendo en superficie. En la figura 11 se graficé la razén
entre las células dobles encontradas y las células totales de cianobacterias detectadas, lo cual
nos dice cuanto del total de cianobacterias observadas estaban en division. Se puede observar
una razon baja en toda la seccién de la superficie hasta aproximadamente 25 m. En Z1 la razén
es mayor a los 50 m y en la Z3 cerca a Cabos San Lucas a los 100 m. La razén entre células

dobles y células totales de cianobacterias fueron de 0.3 a 0.5 en ambos maximos.
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Figura. 6 Seccién (profundidad vs distancia) de la abundancia de A. cianobacterias (Synechococcus
sp), B. Proclorofitas y C. Picoeucariotas. Las lineas de contorno representan la distribucion de

la ot en toda la seccidn.
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Figura 7. Secciéon (profundidad vs distancia) de la abundancia de células dobles de
cianobacterias. Las lineas de contorno representan la distribucion de ot en toda la seccién.
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Figura 8. Seccién (profundidad vs distancia) de la razén entre la abundancia de células dobles
de cianobacterias y las células de cianobacterias totales. Las lineas de contorno representan la

distribucién de ot hidrografica en toda la seccion.
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3.1.2. Composicién pigmentaria

La concentraciéon de monovinil clorofila total encontrados en la secciéon (Fig. 12 A) se ubican
en Z1 por debajo de los 50 m entre la lineas ot de los 24.5 y 25 con concentraciones de 0.5
mg m”. Conforme avanza la seccién la sefial disminuye cerca de Isla Socorro y aumenta cerca
de la zona de Cabo Corrientes en superficie (Z2). Las concentraciones maximas fueron de 2 a
3 mg m”. Esta sefial permaneci6 alta en Z3 por ser la zona més costera cerca de las costas de
Cabo San Lucas. Los maximos en Z3 estan limitados por la ot 24 y la de 24.5. En general, por
debajo de los 60 metros las concentraciones tienden al valor minimo de aguas profundas en
casi toda la seccion, excepto en la Z1 donde se ubicé por debajo de los 100 m. El maximo que
se ubica en superficie en Z2 coincide con la sefial de zeaxantina y la abundancia de
cianobacterias en superficie. En la zona cercana a cabo Corrientes y a la entrada de Golfo se
puede observar una concentracién de entre 0.75 y 1 mg m™ y una concentracién méxima de
1.75 mg m” cercana a la zona de Los Cabos. Esta concentracién maxima se ubica por debajo
de los 25 m y coincide con una alta concentraciéon de zeaxantina encontrada en esta zona de
entre 0.06 y 0.08 mg m” (Fig. 12B). Los maximos en la concentracién de zeaxantina coinciden
con los maximos encontrados en superficie de cianobacterias. Se puede observar
concentraciones de 0.04 mg m” siguiendo la 6t de 24 y 24.5 en toda la seccién. Esta sefial
posiblemente sea resultado de la presencia de proclorofitas que también contienen zeaxantina.
La razoén zeaxantina/clorofila es mayor en supetficie y va de 0.25 a 0.3 (Fig. 14). La
concentracion de fucoxantina, un indicador de varios grupos de eucariotas fototroficos como
principalmente diatomeas, primnesiaficeae y crisofitas, se observa en la figura 12C con las
maximas concentraciones de 0.1 2 0.4 mg m”. En Z2 la concentracién méaxima se ubica entre

los 25 y 30 m y coincide con el maximo de fluorescencia encontrado en esta zona. Con
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respecto a la distribuciéon de los pigmentos marcadores de proclorofitas, se obtuvo que los
maximos en la concentracion de chla2 y chlb2 (Fig. 13 A y 13 B) se ubicaron por debajo de los
40 m, en Z1 y en Z3. La sefial de chla2 disminuye conforme nos acercamos a Z2 y vuelve a
aumentar en Z3 lo cual coincide con la sefial de proclorofitas encontrada en esta zona. El
maximo de chlb2 en Z3 se ubica por debajo del maximo ubicado de chla2 (por debajo 60 m).
La concentraciéon de chlb2 esta limitada por la ot de 24.5 y la de 25.5. Al igual que la chla2 los
maximos de chlb2 coinciden en Z3, zona en la cual se encontraron los miximos en la
concentracion de proclorofitas. LLos maximos de chlb2 estan en un intervalo de 0.1-0.2  mg
m”. Las razones entre chlb2 y chla2 (Fig. 13C) en Z1 fueron menores a 1, mientras en Z2 fue
de 3 a 4, y en Z3 de 2-3, con maximos por debajo de los 50 metros. La razoén
zeaxantina:clorofila total a puede indicar la importancia de los cianobacterias en relacién a
fitoplancton total (Fig. 14). Esta razén mostré un maximo en Z1 y Z3 en superficie entre los
10 y 40 m lo cual coincide con los maximos encontrados en la concentraciéon de zeaxantina.
Mientras que en Z2 cerca de Cabo Corrientes se encontré una razéon de 0.1-0.15 que coincide

con el maximo de chlal y fucoxantina.
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Figura 9. Seccién (profundidad vs distancia) de la concentraciéon de A. monovinil clorofila a,
B. zeaxantina y C. fucoxantina. Las isolineas representan la distribuciéon de ot en toda la

seccidon.
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Figura 10. Seccién (profundidad vs distancia) de la concentraciéon de A. divinal clorofila a B.
divinal clorofila b y C. la razén entre divinal clorofila b/ divinal clorofila a. Las isolineas

representan la distribucién de 6t en toda la seccion.
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Figura 11 Seccién (profundidad vs distancia) de las razones Zexantina:Clorofila a total. Las
isolineas representan la distribucién de ot en toda la seccion.

3.1.3. Caracter espectral de cianobacterias en muestra de microscopia.

Debido a que la luz dominante en la parte superficial del océano es de 495 y 595 nm, el
almacenamiento de la luz en estas longitudes de onda es de gran importancia para los
organismos como las cianobacterias. A partir del analisis digital de imagenes se detectaron
cianobacterias que emitian a diferentes longitudes de onda. Al excitar a 488 nm, esta sefial
emitida se registré como valores de intensidad en cada canal de emisiéon que iban de 50 a 256
niveles de intensidad. El nivel de la sefial de los pixeles representando las células en el canal
rojo (Fig. 15 A) muestran generalmente valores bajos en la capa superficial y maximos en
profundidades de 50 m o mas. Horizontalmente se encuentra una estructura de maximos
ubicada en Z2 cerca de las costas de Cabo Corrientes. El intervalo de los maximos se ubica
entre los 100-175 de 256 niveles de intensidad. En superficie se pueden observar valores entre

75y 100 de intensidad entre los 10 y 30 metros. En Z2 se observé un maximo de intensidad
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de 125-175 muy cercano a Cabo Corrientes. En esta zona se observan dos maximos uno a 50
metros y otro por debajo de los 75 m. La sefial en el canal rojo corresponde a la sefal de
fluorescencia de la clorofila a, la cual esta presente en todos los organismos que llevan a cabo
fotosintesis oxigénica. El canal verde (Fig. 15B) mostr6 un patrén muy diferente al canal rojo o
al canal naranja. Los maximos se observaron en Z2 y Z3 entre superficie y los 75m de
profundidad. En Z2 los maximos coinciden con los maximos encontrados en el canal rojo.
Las intensidades en Z1 y Z2 se encuentran en el intervalo de 175-250 de 256 niveles de
intensidad. El canal naranja (Fig. 15C) muestra un patrén similar al canal rojo y presenta 4
maximos, Z1, Z2, y 2 en Z3. El primer maximo coincide con los maximos encontrados en el
canal rojo y en el canal verde. El segundo maximo ubicado a los 50 metros y cerca de las costas
de Cabo Corrientes con un maximo dentro Z2. En Z.3 se observan dos maximos, uno ubicado
por arriba de los 50 metros y otro ubicado a 75 metros aproximadamente. Estos maximos
tienen valores de intensidad que van desde 60 hasta 80. En superficie se observan intensidades
menores a 40, que es menor a la registrada para el canal verde. Hay que resaltar que los
intervalos de intensidad varfan en los tres canales. La razén entre las intensidades de los
diferentes canales de emision se muestra en la figura 16. La razoén entre el canal verde y el canal
rojo (Fig. 16A) mostré un maximo por debajo de los 50 m en Z2, cerca de Cabo Corrientes, y
en Z3 cerca de la entrada al Golfo de California. Aqui el intervalo de las razones iba de entre 3
a 5 mientras que en superficie iba de 2 a 3. Los maximos de la razén entre el canal verde y el
canal naranja (Fig. 16) se ubican en superficie tanto en Z2 como en Z3 cerca de los 100 0 km.
En Z2 el maximo se distribuye por debajo de los 50 m mientras para la razén entre el canal
naranja y el canal rojo (Fig. 16C) se observaron maximos en Z2 cerca de Isla Socorro y a Cabo

Corrientes. El intervalo en estas zonas fue de 0.6-1. Se puede observar que la razén entre el
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canal verde y el canal naranja sugiere que cerca de la superficie hay células que contienen el
pigmento que emite en el color verde mientras que por debajo de 40 m hay células que
contienen el pigmento que emite en el naranja. La razén de los diferentes canales varfa en

unicamente dos 6rdenes de magnitud.
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Figura 12 Secciéon (profundidad vs distancia) de la sefial roja (A), verde (B) y naranja (C)
emitida por las células de las cianobacterias durante el analisis digital de imagenes. La
intensidad no refleja la abundancia pero es el promedio de la intensidad de las pixeles que
representan las células. Las lineas de contorno representan la distribucién de la densidad en

toda la seccion.
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Figura 13. Seccién (profundidad vs distancia) de la razén entre la sefial A) verde:roja, B)
verde:naranja y C) naranjaroja. Las lineas de contorno representan la distribucién de la

densidad en toda la seccién.
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4. DISCUSION

4.1. Entorno fisico y oceanografico

Para fines de este trabajo, la zona de estudio durante invierno se ha definido como una region
de transiciéon caracterizada por la interaccién de masas de agua de distintos origenes y
propiedades troficas. Se localiza en el extremo norte de la regién oceanografica del Pacifico
Tropical Oriental. El analisis de los datos hidrograficos se llevé a cabo por el grupo de
Oceanografia Fisica del Centro de Investigaciéon Cientifica y de Educacién Superior de
Ensenada (CICESE)-Unidad La Paz. Estos datos y el analisis completo de la hidrografia se
encuentran en el trabajo desarrollado por Jaimes-Hernandez (2006). La distribucion vertical de
las variables fisicas permite identificar lugares en las secciones con condiciones similares o
diferentes para compararlos con la distribucién de los organismos. Suponemos que las
variables fisicas sirven como indicadores de las condiciones ambientales. Por ejemplo, la
disponibilidad de nutrientes en los cuales los organismos se desarrollan. En el presente trabajo
se utiliz6 la densidad como referencia hidrografica basaindonos en la comparaciéon de oxigeno
disuelto con densidad y temperatura (Fig. 14), donde se encuentra claramente una mejor
relacién entre la densidad y el oxigeno. La razén de usar el oxigeno en esta comparacion es
porque suponemos que el oxigeno en estas aguas tiene relacion con la estratificacion
hidrografica y la nutriclina. En la figura 14a se observa que los datos con respecto a la densidad
tienen una menor dispersion que los datos graficados con respecto a la temperatura (Fig.14b).

La comparacién entre densidad y temperatura versus fluorescencia 7z sitn muestra datos menos
dispersos (datos no presentados). Lo anterior justifica trabajar con las isolineas de ot en las

secciones que se mostraron en los resultados.
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Figura 14. Relacién en la distribucién de oxigeno con respecto a la densidad (A) y temperatura

B).

4.2. Picoplancton en Ia columna de agua

En nuestros resultados no se obtuvo una relaciéon significativa entre la concentracién de
zeaxantina y la densidad celular encontrada de la suma de cianobacterias y proclorofitas (Fig.
15). Esto puede ser debido a que la concentracion de pigmento por célula puede estar afectada
por la intensidad de luz, el estado fisiolégico de los organismos y el estatus de nutrientes en las
aguas oceanicas. En aguas estratificadas, el proceso de aclimataciéon incrementa la
concentracion de pigmentos captadores de luz en ambientes de baja luz, lo que ocasiona que
el maximo en la distribuciéon de biomasa pigmentario sea mas profunda que la distribucién
correspondiente de la abundancia algal (Mackey ez @/, 2002). En la figura 16 podemos observar
que la concentraciéon de zeaxantina se mantiene casi constante en superficie hasta el ot de
24.25, lo cual es un patrén distinto al observado en la distribucién de la abundancia en donde

hay un maximo en superficie. La diferencia de los patrones de distribucién con profundidad
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entre la abundancia de cianobacterias y zeaxantina sugiere un proceso de fotoaclimatacioén con
mas zeaxantina por célula de cianobacteria cerca de la superficie. Se ha demostrado que la
zeaxantina es un pigmento minoritario en células que crecen en baja luz y mas abundante en
células que crecen a alta luz al contrario del patréon esperado para pigmentos fotosintéticos
(Kana et al., 1988). La dominancia de carotenoides sobre la clorofila en cianobacterias que
crecen a altas irradiancias se ha reportado por Paerl e a/. (1983) para especies de agua dulce y
que forman afloramientos. Ellos sugieren que los valores altos en la razén carotenoide:chla
tiene un doble papel en la células, uno es para mantener la capacidad para absorber luz y la otra
para proteger a la células de la foto-oxidacion. Los resultados de Kana ef o/ (1988) muestran
que una razon alta zeaxantina:chla es caracteristica de las poblaciones de superficie, lo cual

coincide con lo encontrado en nuestros resultados.
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Figura 15. Relacién entre la concentracion de cianobacterias y proclorofitas (células ml™)
contra la concentracién de zeaxantina (mg m™).



39

1.2E-01
__ 1.O0E-01 + _
cO I
E —
S 8.0E-02 B
£
§ 6.0E-02
g
go 4.0E-02 -
2,
2.0E-02 -
0.0E+00 - T l—l_l

23.25 23775 2425 2475 2525 2575 26.25
Sigma t (OT)

B Zcaxanthin @ suma xantofilas/5 O divinil chla

Figura 16. Distribucién de la concentracién de zeaxantina, suma de xantofilas y zeaxantina y
divinil clorofila a con respecto a ot. La suma de xantofila se refiere a los pigmentos

fucoxantina, alloxantina, diadinoxantina, diatoxantina, multiplicando la escala por 0.2.

Dentro del picoplancton predominan las cianobacterias cocales del genero Synechococcus sp.
(Jonhson y Sieburth, 1979; Waterbury e al, 1979), y son estos organismos los que mas
contribuyen a la biomasa fitoplancténica en la capa mezclada superficial en latitudes bajas
(Olson et al., 1990). En aguas oligotroficas Prochlorococeus spp tipicamente tiene una distribucion
vertical diferente de Synechococens y se puede encontrar muchas veces en concentraciones
mayores que Synechococcus. Li (1998) reporta un promedio anual de concentracion de
Synechococeus de 5 x 10° células 1" hasta un maximo de 2 x 10° células I'' en la superficie y en la
zona euforica en Atlantico Norte. La concentracion de cianobacterias cocales cuantificada en el
area de estudio fue similar a las concentraciones publicadas para otras regiones oceanicas

(Tabla II). Dentro de la zona de estudio los valores de abundancia de Synechococcus y



40

Prochloroccocus muestran una complementariedad en la distribucion hasta por debajo de la zona
eufdtica, ya que cuando se incrementa un grupo disminuye el otro. En la figura 17, se puede
observar que Synechococens se distribuye por arriba de Prochlorococcus, este es un patrén que ha
sido observado previamente en otras regiones oceanicas (Partensky ez a/, 1999; Scalan y West,

2002).

Tabla II. Abundancia célular en los océanos de Synechococcus, Prochlorococcusy
Picoeucariotas, datos publicados.

Referencia Region Células ml™" Células ml™ Células ml™"

Synechococcus Prochlorococcus Picoeucariotas

Whitman (1998)  Océano Abierto 5x10°

Grob (2007) Pacifico Sur- 4x10* 25 x 10 2x10*
region Mesotrofica

Grob (2007) Costa Chilena 15x 10’

Partensky (1999)  Atlantico Norte 1a4x10°

Zwirgmaire et a/  Océano Atlantico 1x10° 1.5-5x 10"

(2007) / Mesotrofico

Olson (1990) Entrada al Golfo 1-2x 10*
de California

André (1999) Pacifico Ecuatorial 12x10° 2x10° 7x10°

Katano (2007) Region Kuroshio <3x10’ 10x 10°

Vaulot and Marie  Pacifico Ecuatorial 25x 10’ 15x 10° 5x10°

(1999)

Church (20006) Estacion Aloha 1.3x10° 1.3x10° 1x10°

Este trabajo Pacifico Tropical 3 x10° 3x10* 1.5x10°
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Figura 17. Distribuciéon de la media de las abundancias de cianobacterias, proclorofitas y

picoeucariotas con respecto a la ot.

Los mecanismos de control de la abundancia de Synechocccus no estan muy claros. Sin embargo,
éstos organismos, se encuentran tipicamente en aguas con temperaturas arriba de 10°C, y con
concentraciones de nutrientes inorganicos, especificamente de nitrégeno que tienen un papel
importante como factores limitantes (Diaz y Maske, 2000). Existen numerosos mecanismos de
control que determinan los patrones de variacion de la abundancia y producciéon del
bacterioplancton: condiciones fisicas (irradiancia superficial y temperatura), disponibilidad de
recursos nutritivos (control bottom-up) y mecanismos bidticos como la depredacion o la
infeccién viral (control fopdown) (Furhman ef al., 1980; Fuhrman y Suttle, 1993; Gasol y Duarte,
2000). Los micropredadores de cianobacterias (Prochlorococcus y Synechococcus), por ejemplo los

nanoflagelados tienen una mayor tasa de reproducciéon que estas, por lo que tiene una
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capacidad de regular eficientemente la abundancia del picoplancton (Mackey e7 a/, 2002). Con
respecto a los organismos picoeucariotas no se distinguieron grupos de eucariotas debido a la
técnica utilizada, la cual Gnicamente permitié6 detectar la presencia de picoeucariotas por la
fluorescencia roja de la clorofila a, pigmento presente en todos los organismos que llevan a
cabo la fotosintesis oxigénica. De primera vista se observé que las maximas abundancias estan
cerca de las regiones costeras de Cabo San Lucas. Se ha observado que los organismos

eucariontes de la fraccion picoplanctonica fototrépica o picoencariontes, con una abundancia un

tanto menor que otros grupos (102—104 células ml™) (Johnson y Sieburth 1982; Hall y Vincent
1990) estan ampliamente distribuidos en el océano y a lo largo de toda la columna fética
(Lopez-Garcia ef al. 2001). Partensky ez al. (1996) estudiaron la estructura vertical de las
poblaciones de picoplancton en el noreste del océano Atlantico, en un gradiente de situaciones
eutrofica a oligotréfica en distintos momentos del afio. Ellos observaron que en el sitio mas
costero, en momentos de surgencia y alta concentracion de nutrientes, las poblaciones
picofitoplanctonicas procariotas en general estaban en bajas concentraciones y la abundancia
relativa de picoeucariontes era alta. Nuestros datos sugieren que los picoeucariotas encontrados
en toda la secciéon se comportan de manera similar a la distribucién de las proclorofitas cerca
del maximo de clorofila. En los sitios mesotréficos, donde hay mayor estratificacion por
temperatura y los nutrientes son bajos, situacion tropical similar a la de nuestra area de estudio,
se puede dar la co-dominancia en niamero de Synechococcus y Prochlorococcus. En general, la
distribucién vertical de picoeucariontes esta caracterizada por un maximo muy cercano al
maximo profundo de clorofila @ (Campbell y Vaulot 1993; Campbell ¢ a/., 1998; Partensky ez

al., 19906) lo cual coincide con nuestros datos.
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En el caso de los otros grupos fitoplancténicos se observé que la distribucion de la
concentracion de la fucoxantina los maximos se encontraron en la superficie cerca de Cabo
Corrientes y en el maximo profundo de clorofila. También se observé que los maximos de
fucoxantina coinciden con los maximos encontrados para la concentraciéon de chlal lo que
sugiere que mucha de la biomasa fotosintética esta compuesta de organismos que tienen
fucoxantina, por ejemplo los diatomeas. De lo anterior y acoplando la informacién de HPLC,
es posible considerar la existencia de diferentes grupos fitoplancténicos a lo largo de la
columna de agua, los cuales se distribuyen de acuerdo a condiciones que favorezcan su
crecimiento. Este patron es evidencia del aprovechamiento diferenciado de la columna de agua
como parte del mecanismo de particion de nicho, donde las capas superiores son mejor
explotadas por las cianobacterias del genero Synechococcus y algunos géneros de organismo
eucariontes fotosintéticos, mientras que las capas profundas son mejor explatadas por otros
grupos de fitoplancton como las diatomeas y por procariotes adaptados a bajas intensidad de

luz, menor temperatura y baja concentracion de oxigeno como las proclorofitas.

Otro aspecto importante que se encontrd acerca de la distribucion de proclorofitas es que los
maximos de concentracion celular de Prochlorococeus se ubican en las zonas en donde disminuye
la concentracién de oxigeno (Fig. 18), lo cual coincide con lo descrito para este genero.
Goericke e al.  (2000) realiz6 un estudio en la regioén del Pacifico Mexicano, en donde
muestra que la distribucion vertical de la Chl-a se caracteriza por la presencia de dos maximos.
Los resultados de este trabajo no muestran éste patrén en la distribucion vertical de la Chl-a en
la region de estudio. Este patrén de dos maximos se ha observado en transectos mas cercanos

a las costas de Colima pero no para zonas cercanas a la entrada del golfo de California
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(Lopez-Sandoval, 2007). Los miembros del genero Prochlorococcus son pequefios comparados

con otras cianobacterias (0.6-0.8 um diametro), ademas no contienen Chlal en lugar de esta,

contienen Chla2, Chlb2 y a-caroteno.
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Figura 18. Distribucion del promedio de la abundancia de células de proclorofitas con respecto
a la concentracién relativa de oxigeno.

Una variedad de cepas de este género se han estudiado en detalle y se ha observado que cepas
adaptadas a baja luz, contienen una razén de Chlb2/Chla2 de 3 (Goericke ¢z al., 2000) similar
al encontrado por nosotros (3-4). Estas mismas cepas adaptadas a alta luz contienen una razén
Chlb2/Chla2 baja. Datos de campo han mostrado que las cepas de Prochlorococcns adaptadas a
baja luz y que contiene alta Chlb2 dominan en la base de la zona eufética de los océanos

subtropicales y tropicales (Goericke y Repeta, 1993; Moore ¢t al., 1998). Conforme la luz
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decrece con la profundidad, las células se adaptan a bajas irradiancias incrementando el
contenido de sus pigmentos. Las células de Prochlorococcus adaptan su razén chlb2/chla2 ya que
la clorofila b, absorbe mas eficientemente la luz azul que es la ultima en atenuarse con la
profundidad. Los resultados acerca de la concentracién de chla2 muestran dos maximos que
coinciden con las regiones en donde se encontraron células de proclorofitas. En las zonas
donde se encontraron proclorofitas por debajo de los 60 metros también se observaron las
razones maximas de chlb2 y chla2, lo cual sugiere la presencia de cepas adaptadas a baja luz.
Por otro lado, las razones menores entre estos dos pigmentos se ubican en superficie
sugiriendo la presencia de cepas adaptadas a alta luz, lo cual coincide con lo descrito por

Moore et al. (1998).

Con respecto a los nutrientes es bien sabido que estos juegan un papel primordial. En muchas
regiones oceanicas donde Prochlorococcus 'y Synechococcus co-ocurren son consideradas zonas
oligotréficas, ya que contienen una baja concentraciéon y baja tasa de transporte vertical de
nutrientes esenciales como el nitrégeno, fésforo y hierro. En estas aguas las proclorofitas son
mas abundantes (Partensky ez @/, 1999). Por arriba de los 100 m en el Pacifico Norte,
Synechococens contribuye de menor forma a la biomasa procariota con respecto a Prochlorococcus el
cual en este region contribuye aproximadamente con una fraccién del 40% de la biomasa
procaridtica (Campbell e al, 1997). En el area de estudio la distribucion de oxigeno permitié
inferir en donde se encuentra la nutriclina para tener un panorama general acerca de los
nutrientes. Tanto proclorofitas como picoeucariotas se distribuyeron por debajo de los 25
metros en las regiones en donde se observaron estructuras de mesoescala que producen

condiciones oligotroficas (Jaimes-Hernandez, 2006). Estas condiciones favorecen la presencia
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de proclorofitas. Las diferencias entre los requerimientos celulares con respecto al nitrégeno
entre cianobacterias y proclorofitas pueden ser un factor determinante para su distribucién en
la columna de agua. La forma especifica del nitrégeno presente en el ambiente puede jugar un
papel importante en la distribucién diferente de los dos géneros. La mayoria de las células de
Synechococeus tiene un gran potencial utilizando el nitrato, y urea, por otro lado, los ecotipos de
Prochlorococcus con una alta razén chlb2/chla2 se encuentran generalmente en la base de la zona
eufética cerca de la nutriclina, mientras que los ecotipos con una baja razén chlb2/chla2 se
ubican en las superficie. Esta particién del nicho ha sugerido que las cepas en la base de la zona
eufética deben estar adaptadas para utilizar NO;, NO,?, o ambas, mientras que las que se
ubican en las capas superficiales estan adaptadas a utilizar NH," regenerado. Actualmente se

sabe que algunas cepas de Prochlorococcus utilizan tanto NH," como urea (Moore et al., 2002).

Otro de los grupos de células analizados fueron las células dobles observadas durante el conteo
de células de cianobacterias. Existen dos procesos que estan involucrados en el crecimiento de
cualquier poblacién, el crecimiento de biomasa celular y la divisién celular o reproduccion.
Estos procesos estan acoplados y cada uno esta regulado de forma diferente por distintos
factores ambientales (Binder y Chisholm, 1995). En este trabajo, se considerd analizar los datos
de frecuencia de células en division como indicador de la tasa de crecimiento regional. Sin
embargo, para un analisis cuantitativo falta informacion fisiolégica. Nuestros resultados no
muestran algin tipo de patrén que sugiera de que manera se estan dividiendo las células y a qué
velocidad. En general las concentraciones de células dobles encontradas se mantuvieron
relativamente constantes durante todo el crucero independientemente de la hora del dia

(Fig.19). No en todas las estaciones se observaron células dobles, pero esto no significa que no
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hubiera, si no quizas que sus periodos del ciclo celular no era lo suficientemente corta para
observar una mayor frecuencia de células dobles. Binder y Chisholm (1995) encuentran
tiempos de division de 14 a 16 horas para cepas oceanicas. Los resultados también mostraron
como primera impresion una mas alta frecuencia de células a profundidad (aprox. a 50 m), lo
cual no concuerda con lo reportado en otros trabajos en donde la tasa de divisiéon celular
decrece con la profundidad tanto antes como después de la replicacion de los cromosomas,

concluyendo que la oscuridad puede inhibir el inicio de la replicaciéon (Binder y Chisholm,

1995).
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Figura 19. Distribucién de la concentracion de células dobles durante las horas muestreadas en
el crucero.

4.3. Biisqueda de Ecotipos

El aparato captador de luz en cianobacterias estd compuesto de un conjunto de proteinas

fluorescentes o ficobiliproteinas. La ficoeritrina (PE) es la ficobiliproteina mas abundante en
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organismos marinos. Este complejo pigmento-proteina contiene dos croméforos PUB y PEB
que estan ubicados en la zona mas periférica en el ficobilisoma (Fig. 20). La PE es la bilina que
capta mas fotones. Otras ficobiliproteinas consecutivamente mas cercanas al centro de
reaccion el cual es el receptor de la energfa, son la ficocianina (PC) y la aloficocianina (APC)
(Fig.20). La energia absorbida de cualquier bilina tiende a caer energéticamente como cascada
hacia la aloficocianina, de la cual la energfa pasa al centro de reacciéon a través de la clorofila.
Cada una de las bilinas tiene cierta probabilidad de emitir fluorescencia. La fluorescencia
emitida por los pigmentos captadores de luz no es mas que la senal emitida de longitudes de

onda mas largas y de menor energfa, a las longitudes de onda absorbidas (Fig. 20).

Absorcion/excitacion

PUB 493 nm PEB 550 nm

PUB 495 nm

Emisién 659 nm 682 nm

Figura 20. Representaciéon de la estructura tubular de un ficobilisoma y las caracteristicas
espectrales de absorcién y emisién de los pigmentos y estructuras involucradas. PUB.
Ficourubilina, PEB ficoeritrubilina, PC ficocianina, APC aloficocianina. Chla Clorofila a, RC2
centro de reaccion 2 o fotosistema II. Las flechas indican que se absorben longitudes de onda
cortas y la emision longitudes de onda largas.
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Dada la gran variedad que existe en los ecosistemas oceanicos y a su complejidad, el estudio
de la fisiologfa del picoplancton fotétrofo se ha enfocado principalmente en la capacidad de
estos organismos de absorber nutrientes a concentraciones muy pequefias, y a su capacidad
de captar luz en un rango de intensidades y con cambios a diferentes frecuencias. Por ejemplo
periodos de minutos (nubes), horas (mezcla vertical), periodos diurnos y estacionales en donde
la irradiancia varfa de manera importante. Dado lo anterior, se puede esperar que estos
organismos fotoétrofos, particularmente las cianobacterias, sean capaces de responder a un
espectro amplio de cambios ambientales, y que estos cambios o condiciones actien como una
presion selectiva para la especializacion de un nicho. Durante los dltimos veinte afios y debido
al gran avance en el estudio de la genética y la fisiologia de estos organismos, ha surgido la idea
de que los nichos ecolégicos pueden estar ocupados por un genotipo particular ( West y
Scalan, 2002). En el genero Prochlorococcus, por ejemplo, se han encontrado distintos ecotipos
que comparten un mismo nicho, un ecotipo de superficie adaptado a alta luz y un ecotipo de
profundidad adaptado a baja luz (Moore ef al, 1998; West y Scalan, 1999). En cepas de
Synechococens de agua dulce también se ha observado ecotipos adaptadas a baja y alta luz (Postius

¢t al., 1998).

Debido a la amplia distribucién que presenta el género Symechococcus en aguas marinas, se
podria pensar que existe una gran cantidad de nichos ocupados por estas células lo cual se
sugiere la presencia de ecotipos de este genero que se pudieran adaptar a un nicho. Con la idea
de una adaptacion al nicho, en el presente trabajo se intenté observar diferencias en el caracter
espectral de células obtenidas en muestras oceanicas. Nuestros resultados sugieren que el

cromoéforo con mayor presencia fue el croméforo conocido como ficourubilina (PUB), ya que
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al excitar a 480 nm se obtuvo una senal de emisién en los tres canales espectrales. Esto indica
que las células analizadas representan organismos del genero Synechococcns oceanicos que
contienen el croméforo PUB. Lantoine y Neveux (1997) y Neveux ef a/. (1999), encuentran
una tendencia en la distribucién de los cromoéforos principales de células oceanicas de
Synechococens (ficorubilina o PUB) y ficoeritrobilina o PEB). Esta tendencia muestra que las
poblaciones ricas en el contenido del croméforo PEB dominan en regiones mesotréficas o
aguas costeras, y las poblaciones ricas en el contenido del croméforo PUB se detectan
unicamente en aguas oligotroficas o mas oceanicas como lo observado en este trabajo.
También Olson e a/. (1988) han asumido que un tipo de Synmechococcus marino con alto
contenido del croméforo PUB domina en habitas fuera de la costa. En algunas ocasiones se
observé la  sefial que sugeria la presencia del croméforo PEB. Esta sefial se detecté en
regiones mas costeras como cerca de la Isla Socorro y de la region de Cabo Corrientes. Sin

embargo, no se pudieron cuantificar los valores de intensidad en cada banda espectral.

A pesar de que la sefial de PEB fue practicamente nula en la mayorfa de las muestras, no
podemos aseverar su ausencia porque forma parte de la cascada para transportar la energia
hacia las centros de reaccion (Fig.20), ya que es un cromoéforo que esta presente en organismos
de este género (Palenik, 2001). La cuantificaciéon de la senal de dicho croméforo permitirfa
observar la razén entre PUB:PEB de nuestras muestras, y este era el proposito principal para
utilizar las diferentes combinaciones de excitaciéon y emisién en el microscopio confocal. Sin
embargo, no se logré tener suficiente sefial de PEB. La razén PUB:PEB ha sido reportada
como marcador de linajes en cepas aisladas de diferentes profundidades en la Corriente de

California. Una cepa estaba caracterizadaza por células con alto contenido del croméforo PUB
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y otra cepa por bajo contenido del cromoéforo PUB y en las cuales la razén PUB:PEB
incrementa con la profundidad y con la distancia a la costa (Lantoine y Neveux, 1997). Es
notorio que la informacién publicada se ha obtenido a partir de datos de citometria de flujo y
no con microscopia. Existen algunas explicaciones del porqué nuestros datos han salido
diferente: que nuestras muestras no representan aguas suficientemente mesotréficas, y/o que
la microscopia confocal no produce la misma sefnal fluorescente. Esto ultimo puede ser
resultado de la preparacion de la muestra, glicerol para muestras microscopicos y glutaldehido
para citometria de flujo, o de condiciones 6pticas como el nivel de irradiancia de excitacion.
Eventualmente se espera corroborar los datos de microscopia confocal con espectros de

absorcion de extractos de ficobiliproteinas.

A pesar de no encontrar un patréon muy claro entre las razones de los diferentes canales, en
algunas estaciones se observé la sefial de emision en 552-584 nm (verde), 627-659 nm
(naranja), 659-713 nm (rojo) al excitar a 488 nm es decir. Mientras que en otras estaciones se
observo que al excitar a los 488 nm unicamente se detectaba la sefial de emisioén en la banda de
los 627-659 nm (naranja) y en la banda de 659-713 nm (rojo). Esto sugiere que existen dos
tipos de células, una que al excitar a 488 nm emiten en los tres canales y otro tipo de célula que
emiten fuertemente en dos canales. En la figura 21 se puede observar la relaciéon entre la
intensidad del canal verde y la intensidad en el canal rojo. Estos resultados sugieren la
presencia de una poblacién que presenta una relaciéon lineal con un *=0.92 (circulos), y otra
poblacién (triangulos) que se distingue por altas intensidades en el canal verde. Al graficar la
relacion entre la intensidad encontrada para el canal naranja con respecto al canal rojo (Fig. 22),

los datos sugieren la posible presencia de una poblacién con valores de intensidad menores a
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100 (circulos) y otra poblacién que tiene valores de intensidad mayores de 100 (triangulos). La
poblacién 1 (circulos) tiene una relacién lineal con un r°=0.84. Lo anterior nos sugiere la
posible presencia de dos poblaciones de cianobacterias que comparten un mismo nicho y que
cambian la proporcion de sus pigmentos con el fin eficientizar la captacion de luz en regiones
del espectro que quizas su competidor no esté aprovechando como lo encontrado por Stomp

et al. (2004).
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Figura 21 Relacion entre las intensidades del canal verde con respecto a las intensidades del
canal rojo.
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R? = 0.8453

0 50 100 150 200 250

Intensidad canal rojo (UR)

O Poblacién 1 A Poblacién 2

Figura 22. Relacién entre las intensidades del canal naranja con respecto a las intensidades del
canal rojo.

Para poder observar si la distribucion de las diferencias espectrales antes mencionadas con
respecto a la estaciones de muestreo tenfa un patron regional, se graficd una seccién con los
datos de la posibles poblaciéon 1 y la posible poblacién 2 identificados en la figura 21. Ia
distribucién de las dos poblaciones en la figura 23 sugiere que la poblacion 2 se distribuye en
zonas mas costeras, cerca de Cabo Corrientes y cerca de Isla Socorro con la tendencia

superficial.

La interpretacién de la informacion de la emision espectral se complica porque la energia

captada por los pigmentos mas periféricos tiene cierta probabilidad de emision por los
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diferentes pigmentos que sirven como intermedios de transporte hacia el centro de reaccion.
Se ha encontrado que el recorrido en la transferencia de energfa en el ficobilisoma va de la
ficoeritrina a la ficocianina para llegar a la - aloficianina de la cual se transferira la energfa al
fotosistema II (Adir, 2005). Dado lo anterior se sugiere que la sefal que se encontrd a 627-659

nm pudiera ser de la aloficocianina presente en las células de las cianobacterias analizadas.

Es importante recordar que las moléculas fluorescentes (ficobiliproteinas) absorben la luz de
una determinada longitud de onda y emiten luz de una longitud de onda mas larga. Esta sefal
espectral cuantitativa tiene una limitante ya que si los ficobilisomas estan desconectados van a
fluorescer mas fuerte y que si sus pigmentos estan transfiriendo los fotones absorbidos
eficientemente hacia el fotosistema II se reducira la probabilidad de emisién de fluorescencia.
Por lo tanto, la fluorescencia tiene inherentemente mas variabilidad cuantitativa que los
espectros de absorcion. La mejor reproducibilidad de las propiedades de absorcién constituye
una mayor ventaja sobre las mediciones de fluorescencia, ya que la sefial en los espectros no

dependera del estado de conexidn sino de la composicion pigmentaria.
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Figura 23. Secciéon (profundidad vs distancia) de la distribuciéon de la posible poblacion 1 y
poblacién 2 obtenidas de la relacion entre la intensidad del canal verde y la intensidad del canal

rojo en la Fig.21. Las lineas de contorno representan la distribucién de ot en toda la seccion.

Algunos autores han utilizado el espectro de excitaciéon de la PE para evaluar la distribucién de
las distintas formas espectrales de PE en el océano (Wood ez a/., 1999). La emision de la PE in
vivo ha sido utilizada en el océano Atlantico y en el mar negro para identificar patrones en la
distribucién de las comunidades de Synechococens. En ambos ecosistemas, las comunidades se
caracterizan por la predominancia de PE con baja PUB en aguas con mayor atenuacién de
luz, particularmente en la plataforma continental al noroeste del Atlantico y comunidad en

donde la PE que contiene PUB aparece en aguas mas transparentes.

En las ultimas décadas se ha utilizado la fluorescencia de la PE para estimar la abundancia de
Synechococens (Glover et al., 1985; Wood et al, 1999). Wyman (1992) probé el uso de la

fluorescencia para muestras naturales utilizando glicerol con el fin de desacoplar la ficoeritrina
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de otros biliproteinas, y asi aumentar la fluorescencia de las cianobacterias. Sin embargo, este
método sigue siendo hasta ahora cualitativo y fue el método de deteccion utilizado en este
trabajo. Gran parte de la incertidumbre en la estimacion de la concentracién de la ficoeritrina
radica en la falta de una rutina o de un método estandar para muestras naturales. El tamafio
pequeno y la resistencia de la pared celular de Synechococcus hacen muy dificil la extraccion
eficiente de la ficoeritrina. Viskari y Colyer (2003) desarrollaron recientemente un método para
extraer ficoeritrina a partir de cepas de Synechococcus, utilizando un buffer especial que contiene
una mezcla de detergentes que facilitan el rompimiento y debilitan la pared celular,
permitiendo la solubilizacién de las proteinas sin desnaturalizarse, i.e. manteniendo las
caracteristicas espectrales. Los autores encuentran una eficiencia de extracciéon mayor del 85%
comparada con la eficiencia del 24% obtenida por el método de extraccion de Stewart y
Farmer (1984) que utilizan un amortiguador de fosfato. En base a lo anterior se esperaba
poder extraer de las muestras colectadas las ficobiliproteinas con el fin de generar espectros de
absorcion para cuantificar las ficobiliproteinas con sus diferentes cromoéforos.
Desafortunadamente las primeras pruebas del método de extraccién (datos no presentados)
mostraron que no se logré separar las ficobiliproteinas de otros pigmentos (lipofilicos). Se
encontraron algunas limitantes como el costo del método de Viskari y Colyer (2003). Por ello,
se intentara en un futuro probar y combinar diferentes métodos mas accesibles con el fin de
encontrar un método reproducible para extraer las ficobiliproteinas. A partir de la extraccion se
intentara hacer la mediciéon de los espectros de absorciéon de los extractos en una celda de
trayectoria larga de luz para deconstruir numéricamente los espectros medidos y asi identificar

diferentes clases de ficobiliproteinas y su relacion cuantitativa entre ellos.
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5. CONCLUSIONES

En la regién de transicion del Pacifico Mexicano se encontré que la distribucién de la
abundancia de picoplancton observada en una trayectoria de Los Cabos, Isla Socorro, Cabo
Corrientes, Los Cabos muestra una distribucién de cianobacterias del genero Synechococcus en la
capa superficial de la zona eufética., con concentraciones de 10’ células por ml. Ademas se
detect6 la presencia de proclorofitas y picoeucariotas principalmente en la capa inferior de la
zona eufotica. La maxima concentraciéon de clorofila se ubica sub-superficialmente por debajo
de los 25 m y coincide con los maximos de proclorofitas y picoeucariotas, mientras que la
distribucién de cianobacterias en superficie coincide con los maximos concentraciones de la
xantofila zeaxantina. Se encontré que aproximadamente el 80% de la clorofila total pertenecia
a la fracciéon <3um que corresponde al picoplancton. Se detecto la fluorescencia de células en
un microscopio confocal al excitar a 488 nm lo que sugiere la presencia del croméforo PUB en
la mayoria de las muestras. No se detecto la fluorescencia de células al excitar en 545 nm. Esto
sugiere la ausencia del croméforo PEB en las muestras de la regién. La distribucion vertical de
los pigmentos marcadores de cianobacterias y Prochlorococcus (Zeaxantina, Divinil chl a) no
corresponden con la distribucion vertical de las abundancias relativas y este sugiere cambios en
la relaciéon cuantitativa entre los grupos de picoplancton y sus pigmentos indicadores. Se
encontré un posible patrén con los resultados encontrados para el caracter espectral. Estos
resultados sugieren la presencia de dos poblaciones de Synechococcus en la region. Falta
confirmar la existencia de las dos poblaciones con otros, datos por ejemplo espectros de

ficobiliproteinas.
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ANEXOS

Anexo 1 Esquema conceptual de las caracteristicas de las ficobiliproteinas y sus
cromoforos. PCB:ficocianobilina, PEB:ficoeritrobilina, PUB:ficourobilina

Ficobiliproteina Croméforo Espectro Referencia
emision
Aloficocianina PCB 650 nm Grossman 1993
(APC)
Ficocianina PCB, PEB 620 nm Grossman 1993
(PC)
PE () ? 571-574 nm Ong y Glazer
1988, 1991
Ficoeritrina PE PEB 540-570 nm Lantoine y
(PE) ()] Neveux, 1997
PUB 495-500 nm Lantoine y
Neveux, 1997
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Anexo 2 Programa utilizado para capturar la informacion del caracter espectral de las
células de cianobacterias.

close all; clear; clc;

folder=15; % numero del folder en donde se ubicaban las imagenes .tif
subfolder = 116 % ndimero del subfolder en donde se ubicaban las imagenes .tif

permiso=['D:\Imagenes confoca\RGB\' num2str(folder) "\' num2str(subfolder) "\'];

path(path,permiso);
directorio=permiso;
list=dir([directorio "*.tif']);
[tf,cf]=size(list)

for ik=1:rf;

namfil=|list(ik).name];

figure(ik)

nombrefigl =['Color ' namfil];

set(gef,'name’,;nombrefigl,'Color','white', NumberTitle','off,'visible','on")
imshow(namifil)

n=input(‘cuantos cianobacterias ves? ")
%close
figure(ik)
nombrefig2=['B&N " namfil];
set(gef,'name’,;nombrefig2,'Color','white','NumberTitle','off,'visible','on')
im=imread (namfil);%leer la imagen
A=im(,:,1); %ocapa 1 rojo
B=im(:,:,2); %ocapa 1 verde
C=im(:,:,3); %ocapa 1 azul

for jj=1:n;

[x,y,200,x1,y1] = roipoly(A);

psx_min=floor(min(x1)); % Delimita el area de seleccién
psx_max=ceil(max(x1));

psy_min=floor(min(yl));

psy_max=ceil(max(y1));

difx=psx_max-psx_min; % Define el tamafio de la ventana seleccionada
dify=psy_max-psy_min;



for i=1:dify

for j=1:difx
New(i,j))=A(+(psy_min-1),j+(psx_min-1)); % Recorte del area
end
end

% Definir los indices originales del area recortada, para recortar todas
% las capas en esa area

[x,y]=find(New>50);

xn=x+(psy_min-1);

yn=y+(psx_min-1);

% Se evaltan las capas en esos indices
Capal = A(xn,yn);
Capa2 = B(xn,yn);
Capa3 = C(xn,yn);

% Promedios y razones entre canales
Rojo(jj)=mean(mean(Capal));
Verde(jj)=mean(mean(Capa2));
Azul(jj)=mean(mean(Capa3));

VR(jj)= Verde(j) / Rojo(jj);
AR(jj)= Azul(jj) / Rojo(j);
VA(jj)= Verde(jj) / Azul(jj)

matriz(jj,:)=[Rojo(jj) Verde(jj) Azul(jj) VR(j) AR(j) VA
end % Finaliza el ciclo para una cianobacteria
archivo_salida = [permiso 'Archivos de texto\' namfil(l:end-4) ".txt'];
save(archivo_salida,'matriz','-ascii');
end % Finaliza el ciclo de una imagen con n cianobacterias
display (LISTO');

% Programa realizado con la asesorfa de la M.C. Karen Solis y M.C. Aaron Albores
% Estudiantes del Posgrado en Electrénica y Telecomunicaciones (CICESE)



