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Resumen. Se evaluo el efecto de la concentracion de NaNO; (0,4, 8 y
12 mM) sobre el crecimiento y composicion bioquimica de la ciano-
bacteria marina Synechococcus sp., aislada de un medio ambiente hi-
persalino, en cultivos discontinuos. La mayor densidad celular se al-
canzo6 a 12 mM NaNO; con 501,56 + 33,74 x 10° cel mL™!; y a esta
misma concentracion se obtuvieron los maximos contenidos de cloro-
fila a, B-caroteno, zeaxantina, lipidos y proteinas con 22,73 + 2,99;
1,93 £ 0,06; 2,08 + 0,06; 172,72 3,09 fg cel 'y 1,27+ 0,02 pg cel ',
respectivamente. El incremento del contenido de carbohidratos y de la
produccion de exopolisacaridos se observo a4 mM con 1,80 + 0,02 pg
cel 'y 184,61 +4.,45 ng mL ', respectivamente. Los valores maximos
de masa seca se alcanzaron a4 y 8mM NaNO; con 3,80+0,37y 3,66 +
0,31 pg cel ™, sin diferencias significativas (p > 0,05). Se revelé que
Synechococcus sp. muestra un alto potencial para la produccion de
biomasa enriquecida con pigmentos, proteinas y lipidos a altas con-
centraciones de NaNO;, mientras que el contenido de carbohidratos y
la produccion de exopolisacaridos se increment6 en cultivos limitados
de este nutriente.

Palabras clave: Cianobacteria, exopolisacaridos, nitrato de sodio,
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GROWTH AND BIOCHEMICAL COMPOSITION
OF Synechococcus sp. MODULATED BY SODIUM
NITRATE

Abstract. We assessed the effect of NaNOj; concentrations (0, 4, 8 y
12 mM) on growth and biochemical composition of the marine
cyanobacterium Synechococcus sp. isolated from a hypersaline envi-
ronment, in batch cultures. Highest cell density was reached at 12 mM
NaNOj; with 501.56 + 33.74 x 10° cell mL’l, as well as maximum con-
centrations of chlorophyll ¢ (22.73 + 2.99), B-carotene (1.93 £ 0.06),
zeaxanthin (2.08 £ 0.06), lipid (172.72 + 3.09 fg cell") and protein
(1.27 + 0.02 pg cell’) content. An increase in carbohydrate content
and exopolysaccharide production was observed at 4 mM, with 1.80 +
0.02 pg cell ' and 184.61 +4.45 g mL " respectively. Dry weight was
highest at 4 and 8 mM NaNOs (3.80 + 0.37 and 3.66 = 0.31 pg cel ™),
but with no statistical differences (p > 0.05). Synechococcus sp. shows
a high potential to produce biomass enriched with pigments, proteins
and lipids at high NaNOj; concentrations, whereas carbohydrate con-
tent and EPS production are enhanced in nitrate-limited cultures.

Key words: Cyanobacterium, exopolysaccharides, pigments, pro-
teins, sodium nitrate, Synechococcus.

INTRODUCCION

Las cianobacterias son microorganismos procariotas capaces
de sintetizar clorofila a, ficobiliproteinas y carotenoides a fin de rea-
lizar fotosintesis oxigénica o anoxigénica bajo determinadas condi-
ciones ambientales. Su versatilidad metabdlica esté relacionada con
su grado de adaptacion a condiciones ambientales extremas de tem-
peratura, pH, salinidad y limitacion de nutrientes (Whitton y Potts
2000).

Las cianobacterias, al igual que muchas especies de microalgas,
se han propuesto como una alternativa para muchas aplicaciones
biotecnologicas. También se ha comprobado su uso potencial para
transformar la energia luminosa en formas renovables de productos
de gran utilidad en industrias como la alimentaria y la farmacéutica
(Tandeau de Marsac y Houmar 1993).
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En las ultimas décadas ha surgido un nuevo campo de explota-
cidn de las cianobacterias, debido al crecimiento del interés indus-
trial hacia los polisacéaridos de origen microbiano. Esto ha dado ini-
cio a una intensa busqueda de cepas capaces de producir exopolisa-
caridos (De Philippis y Vicenzini 1998).

El crecimiento de las cianobacterias en ambientes acudticos
esta controlado por una variedad de factores, y para su cultivo, se re-
quieren condiciones adecuadas de nutrientes, temperatura, pH e in-
tensidad luminosa (Whitton y Potts 2000). El conocimiento de sus
caracteristicas fisiologicas y bioquimicas, a través de la determina-
cion de parametros como salinidad, iluminacion, pH, nutrientes, en-
tre otros, permite conocer su potencial biotecnologico e interpretar el
crecimiento de estos microorganismos en su ambiente natural.

En la region noroccidental de Venezuela se han descrito diver-
sos trabajos sobre crecimiento de cianobacterias autoctonas en fun-
cion de varios parametros de cultivo, entre ellos salinidad, intensi-
dad luminosa y concentracion de nutrientes en Pseudanabaena ga-
leata, Limnothrix sp. (Mora et al. 2002), Synechocystis minuscula
(Jonte et al. 2003) y Synechococcus sp. (Rosales et al. 2005).

El objetivo del presente trabajo es evaluar el crecimiento y la
composicion bioquimica de una cepa halotolerante de Synechococ-
cus, a diferentes concentraciones de nitrato de sodio.

MATERIALES Y METODOS

La cianobacteria marina Synechococcus sp. se aislo del pozo de
agua Salina Rica (10°47° Ny 71° 38 O), ubicado al norte de la ciu-
dad de Maracaibo, Venezuela. Esta cepa estd constituida por células
solitarias en forma de bacilos, en pares o formando tricomas de hasta
diez células y con un tamaio celular de 3,57 = 0,12 um de largo y
1,47 £ 0,09 um de ancho. Es de habitat planctdnico, de color verde
azulado en cultivos liquidos y con capacidad halotolerante, crecien-
do hasta 10% de salinidad (Rosales ef al. 2005).
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La cianobacteria se cultivo en frascos de 350 mL con un volu-
men de 150 mL de agua de mar a 3,5% estéril y enriquecida con me-
dio de cultivo ALGAL (Fébregas et al. 1984). Durante el bioensayo,
por triplicado, se probaron cuatro concentraciones de nitrato de so-
dio (NaNO3): 0, 4, 8 y 12 mM. Es importante acotar que, el aumento
del resto de los componentes del medio fue proporcional al incre-
mento de la concentracion de nitrato de sodio; mientras que el trata-
miento sin nitrogeno sélo incluyo6 los oligoelementos y el fosfato del
mismo medio de cultivo comercial.

Antes del inicio de cada experimento, el indculo con una densi-
dad celular de 15 x 10° cel mL™! y procedente de un cultivo en fase
exponencial, se sometio a centrifugacion y lavado con agua de mar
estéril, con la finalidad de descartar el medio de cultivo remanente.
Los cultivos se mantuvieron a 28 = 2°C, con aireacion constante de 5
mL s, fotoperiodo luz/oscuridad 12:12 h e intensidad luminosa 156
umol quanta m2 s~!, proporcionada por lamparas fluorescentes en

posicion lateral a los cultivos.

La densidad celular se determiné por recuento en microscopio,
cada tres dias, hasta alcanzar fase estacionaria, usando un hematoci-
tometro Neiibauer. Los analisis de biomasa se realizaron durante la
fase estacionaria, y los calculos de la velocidad de crecimiento (n) y
tiempo de duplicacion (Td) se llevaron a cabo en fase exponencial,
utilizando las ecuaciones propuestas por Lobban et al. (1988).

La biomasa se cosecho por centrifugacion a 14 x 10° g por 15
min, y luego de congelada y almacenada —20°C, se usé para todos los
analisis bioquimicos, excepto para el contenido de pigmentos y masa
seca, donde se utilizo biomasa fresca. La masa seca se determind me-
diante un sistema de filtracién Millipore®, con filtros de fibra de vi-
drio de 0,45 pm de poro y de acuerdo al método de Utting (1985).

El contenido de proteinas se estimdé por el método de
Lowry-Folin (Lowry et al. 1951). Los pigmentos se analizaron por
cromatografia liquida de alta resoluciéon (HPLC), obtenidos por ex-
traccion metandlica y con las condiciones de corrida descritas por
Vidussi et al. (1996). Para ello se utilizd6 una columna Agilent
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Hypersil MOS (4,6 x 100 mm, 5 um de tamafo de particula), con es-
tandares para la calibracion y cuantificacion de los pigmentos.

Los carbohidratos y exopolisacaridos (EPS) se midieron por el
método de fenol-acido sulftrico (Kochert 1978). Para la cuantifica-
cion de EPS se utilizo el sobrenadante de los cultivos en fase estacio-
naria. El contenido de lipidos se determind por el método de carboni-
zacion simple (Marsh y Weisntein 1966).

Los analisis estadisticos se llevaron a cabo con el programa
SPSS 10,0 para Windows, utilizando un andlisis de varianza
(ANOVA) y la prueba de Sheffé para examinar las diferencias en la
densidad celular y la composicion bioquimica entre los diferentes
tratamientos.

RESULTADOS

Synechococcus sp. demostré dependencia del nitrogeno para su
crecimiento, debido a que en su ausencia exhibid una disminucion
significativa de la poblacion inicial (Fig. 1) (p < 0,05). Cuando la
cianobacteria se expuso a un medio sin nitrogeno, se mantuvo sin
cambios en la densidad celular durante los primeros 6 dias de culti-
vo. A partir del noveno dia de cultivo, se observo la pérdida de la co-
loracién o clorosis en los cultivos y pérdida de la pigmentacion ca-
racteristica. Sin embargo, cuando dichos cultivos fueron resuspendi-
dos en medio con nutrientes, a una concentracion equivalente a
4 mM NaNO3 y a baja iluminacion, se produjo crecimiento y regene-
racion del color verdeazulado en un periodo de 10 dias.

En los cultivos con nitrégeno, en contraste, se produjo un incre-
mento de la densidad celular proporcional a la concentracion de nu-
trientes. Asi, los maximos valores de densidad celular se obtuvieron
a 12 mM NaNOs, con 501,56 % 53,74 x 10° cel mL ", 1a cual duplicé
a la obtenida a4 mM NaNOj3 y con diferencia significativa (p <0,05)
(Figura 1). La velocidad de crecimiento fue mayor en los cultivos
iniciados a 12 mM NaNOj3, con 0,62 div dia~!, mientras que el tiem-
po de duplicacion fue similar en todas las concentraciones de nu-
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FIGURA 1. Crecimiento de Synechococcus sp. a diferentes concentracio-
nes de nitrato de sodio.

trientes, con valores de 1,12; 1,21 y 1,28 dias™! para4,8y 12 mM
NaNOj3, respectivamente.

Por su parte, los méximos valores de masa seca se alcanzaron a
4y 8 mM NaNOj3 con 3,80 + 0,37 y 3,66 + 0,31 pg cel™! respectiva-
mente y sin diferencias estadisticas entre ambos valores (p > 0,05)
(Fig. 2).

La composicion de pigmentos liposolubles de Synechococcus
sp., mostrd un aumento proporcional a la concentracion de nutrien-

tes. Los méximos valores para clorofila a, B-caroteno y zeaxantina se
obtuvieron a 12 mM NaNOs (Tabla 1). La relacion clorofila a/p-ca-
roteno se incrementd a 8 mM NaNOj3, en relacion con el resto de los
cultivos. Sin embargo, la relacion B-caroteno/zeaxantina disminuy6

2,5 veces entre la menor y la mayor concentracion de nutrientes (Ta-
bla 1).
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FIGURA 2. Densidad celular y masa seca de Synechococcus sp. a dife-
rentes concentraciones de nitrato de sodio.

TABLA 1. Contenido de clorofila a, -caroteno y zeaxantina y rela-
cion clorofila a: B-caroteno y B-caroteno: zeaxantina de
Synechococcus sp. a diferentes concentraciones de nitra-

to de sodio.
4 mM 8§ mM 12 mM
Clorofila a 14,07 + 2,09 18,45 + 3,08 22,73 +£2,99
B-caroteno 1,11 +£0,05 1,29 + 0,05 1,93 +£0,06
Zeaxantina 0,91 + 0,05 1,36 £ 0,06 2,08 £ 0,06
Clo a/B-car 12,67 14,30 11,77
B-car/Zeaxan 1,21 0,94 0,48

Todos los valores en fg cel ™.

De igual forma, los contenidos maximos de proteinas y lipidos
se obtuvieron a 12 mM NaNOs, con 1,27 + 0,02 pg cel ' y 172,72 +
3,09 fg cel™!, respectivamente y con diferencias significativas (p <
0,05) (Fig. 3).
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FIGURA 3. Contenido de proteinas y lipidos de Synechococcus sp. a dife-
rentes concentraciones de nitrato de sodio.

Por otro lado, el contenido de carbohidratos y la produccion de
exopolisacaridos (EPS) fue mayor a la menor concentracion de nu-
trientes de 4 mM NaNOs, con valores de 1,80 + 0,02 pg cel™! y
184,61 + 4,45 pg mL™!, respectivamente y con diferencias significa-
tivas (p < 0,05) (Fig. 4).

DISCUSION

El incremento de la densidad celular de Synechococcus sp. con
la concentracion de nitrato (Fig. 1) se ha descrito para otras cepas de
esta cianobacteria, en las cuales se demostrd una correlacion positiva
entre el crecimiento y el aumento de nutrientes en el medio de culti-
vo, ademas del efecto positivo sobre la velocidad de crecimiento (Hu
et al. 2000). De igual manera, en cultivos de Oscillatoria agardhii'y
de O. redekei se ha reportado un incremento del crecimiento hasta 10
mM NaNOj3 (Foy 1993).

Por otra parte, la pérdida de la coloracion de los cultivos a 0
mM NaNOs, podria relacionarse con la degradacion de las ficobili-
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FIGURA 4. Contenido de carbohidratos y produccion de exopolisacaridos
de Synechococcus sp. a diferentes concentraciones de nitrato.

proteinas utilizadas como fuente de reserva de nitrogeno, y a la dis-
minucion de la sintesis de clorofila a en respuesta a la deficiencia de
nutrientes, especialmente nitrégeno (Gorl et al. 1998).

En cepas de Synechococcus se ha verificado que el ultimo paso
del proceso de clorosis, consiste en la diferenciacion en células no
pigmentadas capaces de sobrevivir prolongados periodos de limita-
cion de nutrientes, y que pueden volver a su estado normal al mejorar
las condiciones nutricionales (Gorl et al. 1998). Este efecto se obser-
vO cuando dichas células de Synechococcus se resuspendieron en
medio fresco con nutrientes equivalente a 4 mM NaNOs.

Este efecto fisioldgico demuestra la incapacidad de Synecho-
coccus sp. de exhibir crecimiento diazotrofico y por lo tanto de fijar
nitrégeno en un medio carente de este nutriente. En general, la limi-
tacion de nitrogeno produce una disminucién marcada del creci-
miento, como lo demuestran trabajos realizados con Oscillatoria
agardhii (Sivonen 1990).
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Los valores de masa seca, al contrario que los correspondientes
a la densidad celular, disminuyen al incrementarse la concentracion
de nitrato de sodio (Fig. 2). Este comportamiento es debido princi-
palmente a la menor velocidad de crecimiento y al mayor tiempo de
duplicacion que presentaron los cultivos a las menores concentracio-
nes de nutrientes. En estas condiciones, las células mantienen unas
dimensiones superiores que las correspondientes a una elevada tasa
de crecimiento y también tienden a acumular mayor cantidad de me-
tabolitos (Bermudez et al. 2004).

El incremento en la produccion de pigmentos y proteinas, pro-
porcional al incremento de la concentracion de nitrato, observado
para Synechococcus (Tabla 1, Fig. 3), también se ha descrito en
Chroococcidiopsis sp. (Billi y Grilli 1996) y Anabaena sp. PCC
7120 (Loreto et al. 2003).

La disminucién del contenido de carotenoides en Synechococcus
sp. con la limitacion de nitrogeno (Tabla 1) sugiere también reduccion
de su actividad fotosintética (Riicker et al. 1995). Se ha reportado una
disminucién del contenido relativo de carotenoides hasta un 5% en
condiciones de limitacién de nutrientes (Miller ef al. 2002).

Las elevadas densidades celulares obtenidas a altas concentra-
ciones de nutrientes (Fig. 1) producen un efecto de sombra en el cul-
tivo, y en consecuencia un aumento de los pigmentos liposolubles y
de la cantidad de membranas tilacoides con la finalidad de mejorar la
eficiencia fotosintética a bajas intensidades luminosas, lo que se tra-
duce en un aumento no so6lo de los pigmentos per se, sino también de
los lipidos con la concentracion de nutrientes (Fig. 3) (Osborne y Ra-
ven 1986).

Las condiciones Optimas para la produccion de exopolisacari-
dos por Synechococcus sp. (Fig. 4), obtenidas en esta investigacion,
no coinciden con los altos valores de crecimiento (Fig. 1). De hecho,
la liberacion de EPS tiene lugar principalmente en condiciones de li-
mitacion de nutrientes (Moreno ef al. 1998). Se han reportado resul-
tados similares para otras microalgas y cianobacterias no fijadoras
de nitroégeno, en las cuales la produccion de EPS se correlaciona de
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forma inversa con la cantidad de nitrogeno combinado presente en el
medio (De Philippis y Vicenzini 1998).

Se ha sugerido que la sintesis de EPS en microorganismos, in-
cluyendo a las cianobacterias, juega un importante papel en la pro-
teccion celular en habitats extremos y de otras condiciones de estrés
(Moreno et al. 1998). Muchos estudios se han enfocado en la capaci-
dad de algunas cianobacterias, productoras de EPS, de superar el es-
trés producido por desecacion, baja actividad de agua y limitacion de
nutrientes en desiertos o ambientes salinos (Moreno ef al. 1998).

CONCLUSIONES

El crecimiento de Synechococcus sp. se estimuld en condicio-
nes de saturacion de nutrientes, alcanzando los maximos de pigmen-
tos, proteinas y lipidos a 12 mM NaNO3. Ademas, cultivos disconti-
nuos de Synechococcus a bajas concentraciones de nitrogeno, se
pueden utilizar para la produccion de EPS.
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