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Análisis de la fase rápida de la fluorescencia de microalgas Chlamydomonas Reinhardtii.
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RESUMEN
Se discuten mediciones de la primera emisión de fluorescencia de Chlamydomonas reinhardtii (entre 20 y 300 μs), a longitudes de onda de 685 y 740 nm; las cuales corresponden a los dos picos de emisión de fluorescencia de la clorofila. Para estimular la fluorescencia se utilizó radiación láser a 640nm; para pulsar el haz, se utilizó un interruptor óptico (Stanford SR540); para amplificar la señal, se utilizó un monocromador y un fotomultiplicador (Princeton); finalmente, para su visualización y análisis, la señal obtenida se envió a un osciloscopio (Tektronix  DPO3032).

Esta investigación propone una técnica alternativa y económica, para medir la fase rápida de la fluorescencia en  microalgas. Los resultados obtenidos indican que la fluorescencia a 685 nm presenta mayor intensidad respecto a la que ocurre a 740 nm, lo cual, es consistente con la literatura.

INTRODUCCIÓN
La fotosíntesis es un mecanismo bio-fotónico, mediante el cual las plantas verdes, cianobacterias y algas, utilizan una fracción de la energía solar, para producir sus propios alimentos. Este proceso es la base de la vida en la Tierra. La fotosíntesis se produce al interior del cloroplasto, que es donde se encuentran los pigmentos fotosintéticos (clorofila a, clorofila b, o carotenoides), los cuales absorben la luz y la utilizan como energía para diversas reacciones fotosintéticas. El resultado neto de la fotosíntesis es la producción de hidratos de carbono, liberando oxígeno molecular a la atmósfera. Las moléculas de Clorofila (Chl) se organizan en dos grupos de pigmentos: Fotosistema I (PSI) y Fotosistema II (PSII), ambos ubicados en las membranas del tilacoide pero separados uno del otro (García 2006). Cada fotosistema contiene dos tipos de moléculas: las denominadas “antena”, las cuales son capturadoras de luz (LHC por sus siglas en inglés) y los centros de reacción. Los fotosistemas difieren entre sí en sus proporciones de Chl a y Chl b, en las características de los centros de reacción, y en los procesos de transporte de electrones. En el PSI, al centro reactivo se le llama P700 y está formado por dos moléculas de Chl a. En el PSII el centro reactivo se llama P680, y también está formado por dos moléculas de Chl a. La nomenclatura se asocia con la longitud de onda de máxima absorción para cada PS (Gouveia-Neto 2011).

La función principal de las moléculas “antena”, es transferir la energía de excitación a los centros de reacción fotosintéticos. Una parte de la energía de la luz absorbida se disipa en forma de calor o se reemite como fluorescencia (Narayan 2012). Es decir, la molécula de Chl tiene básicamente tres opciones para disipar la energía luminosa que absorbe: (i) que se utilice para conducir las reacciones fotoquímicas (fotosíntesis), (ii) que se disipe como calor (térmica de-excitación), o (iii) que sea reemitida como luz (fluorescencia). Estos procesos se producen en “competencia”, de forma que cualquier aumento en la eficiencia de uno resultará en una disminución en el rendimiento de los otros dos. Por lo tanto, midiendo el rendimiento de la fluorescencia, podemos tener información sobre los cambios en la eficiencia de la fotoquímica y en la disipación de calor (Maxwell 2000, Krause 1984). 

A temperatura ambiente (25°C), la fluorescencia de suspensiones de membranas tilacoidales o de cloroplastos aislados, presenta dos máximos, el mayor alrededor de 685 nm y el menor aproximadamente a 740 nm (Krause 1991). La fluorescencia en torno a 685 nm se atribuye a los complejos antena del PSII y la fluorescencia alrededor de 740 nm a la antena del PSI (Gouveia-Neto 2011). A bajas concentraciones de Chl, las emisiones de fluorescencia aumentan con el incremento de la cantidad Chl. En concentraciones más altas, el aumento de la fluorescencia con el incremento de la cantidad de Chl se detecta principalmente en torno a 740 nm. Para los cultivos in vivo, a altas concentraciones, la emisión de fluorescencia a 740 nm se ve favorecida con el incremento de organismos, mientras que la  fluorescencia a 685 nm no. Esto se debe a los siguientes factores: (i) re-absorción de fotones provenientes de la fluorescencia por moléculas vecinas, (ii) la interferencia de la luz y (iii) el incremento constante de Chl, pues las nuevas moléculas absorben preferentemente la energía a 685 nm (Gouveia-Neto 2011).
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Figura 1. Evolución de la fluorescencia de un cultivo de C. Reinhardtii, a temperatura ambiente.

La medida simultánea de Chl fluorescencia a 685 nm (F685) y en 740 nm (F740), permite una determinación aproximada del contenido Chl, de una manera no destructiva usando el cociente: F685 / F740. La cantidad de Chl del cultivo, se puede emplear para estimar el estado fisiológico de los organismos, como va el proceso de desarrollo, el estado de salud y también para detectar enfermedades o deficiencia de nutrientes (Gouveia-Neto 2011, Hak 1990).

En los cultivos maduros de microalgas, la estructura del cloroplasto, la tasa de absorción de CO2, el metabolismo del carbono, etc., son mejores que en las células más jóvenes. Valores altos de F685 / F740, indica cultivos jóvenes o cultivos con un aparato fotosintético aún no totalmente desarrollado. Los valores bajos indican cultivos maduros con aparato fotosintético completamente desarrollados. En otras palabras, el decremento en el valor F685 / F740 es indicativo de aumento de la actividad fotosintética. 
Medido a través de la inducción de fluorescencia, F685 / F740 exhibe una relación curvilínea de la concentración de células (x), que se puede expresar con la Ecuación 1, donde c y d son constantes (HAK 1990):
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Esta técnica es aplicable a todo tipo de hojas, suspensiones de cloroplastos y extractos de acetona de los pigmentos fotosintéticos. En este trabajo, se demuestra que esta técnica también es aplicable a cultivos de microalgas.

MATERIALES Y METODOS
Las microalgas C. reinhardtii (CC-124) se adquirieron el Chlamydomonas Source Center (EE.UU.). Posteriormente se crecieron cultivos en el medio Sueoka (Sueoka 1960). Los experimentos se realizaron usando tres frascos de cultivo planos del tipo Roux 1-L. Cada uno con 0,9 L de cultivo de algas, con burbujeo continuo de aire (1 L / min), bajo condiciones controladas de temperatura (298 ± 2K). Los cultivos se iluminaron de forma continua con dos lámparas fluorescentes (Philips F20T12 / D 20W). En la figura 2, se muestra una fotografía de la microalgas con las que trabajamos.
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Figura 2. Microalgas C. reinhardtii (CC-124)

Para el análisis de la fluorescencia rápida, se implementó el siguiente experimento. Para estimular la fluorescencia se utilizó un láser a 640nm; para pulsar el haz, se utilizó un interruptor óptico (Stanford SR540); para amplificar la señal, se utilizó un monocromador y un fotomultiplicador (Princeton); finalmente, para su análisis, la señal obtenida se envió a un osciloscopio (Tektronix  DPO3032). Para el análisis de la fluorescencia se utilizaron muestras de 3 mL.

RESULTADOS
El experimento se inició con una concentración media de microalgas de 33,9 ± 0,8 mg / L. Los resultados de la relación de intensidades de la fluorescencia a 685 nm respecto a la fluorescencia a 740 nm son consistentes con lo observado para mediciones de fluorescencia en su etapa estacionaria a temperatura ambiente. En la figura 3, se observan los resultados. 
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Figura 3. Fluorescencia en función del tiempo para 685 nm y 740 nm.

En la figura 4, se observa que el cociente F685/F740 a partir de los 0.07 ms empieza a disminuir, lo que indica que probablemente es en este momento cuando inicia a madurar el sistema fotosintético.
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Figura 4. Cociente  F685/F740.

CONCLUSIONES
Al igual que en la fluorescencia en el estado estacionario, la C. reinhardtii presenta fluorescencia a 685 nm y a 740 nm. La relación de intensidades de la fluorescencia en ambas longitudes de onda, es consistente con lo observado a temperatura ambiente. A pesar de que es un tiempo muy corto de observación, el cociente F685/F740 a partir de los 0.07 ms empieza a disminuir, lo que indica que, probablemente es en este momento cuando inicia a madurar el sistema fotosintético.
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