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Resumen

Se llevé a cabo un estudio de las propiedades elésticas del biopolimero secretado por dia-
tomeas Nitszchia spp. Este biopolimero, conformado por nanofibras adhesivas, es liberado
a través de una hendidura presente en la pared celular de silice (fristula) que presentan las
diatomeas, y es utilizado para la adherencia y desplazamiento sobre superficies. El trabajo
de esta Tesis inici6 con el crecimiento celular, seguido de evaluaciones de motilidad de las
diatomeas (por medio de microscopia dptica) y de una caracterizacion morfolégica de la frus-
tula (utilizando microscopia electrénica de barrido -MEB- de alta resolucion). Asimismo, se
estudié en detalle la interaccion del biopolimero con particulas micrométricas de pléstico,
por medio de microscopia 6ptica, videomicroscopia y MEB en diferentes modos de opera-
cion. Una vez confirmada la interaccién biopolimero-microparticulas se procedi6 a analizar
las propiedades elésticas de las nanofibras por medio de un sistema de micromanipulacion
por laser conocido como pinzas Opticas, el cual permite aplicar y ejercer fuerzas del orden
de piconewtons asi como medir desplazamientos subnanométricos. Se analizaron curvas de
fuerza-extension para 56 nanofibras diferentes, obteniendo pardmetros eldsticos tales como
la longitud de contorno (Lc) y la longitud de persistencia (Lp). Concluimos que las fibras tie-
nen un modulo eléstico similar al del pléstico o al de moléculas de ADN. El estudio de este
biopolimero a través de nuestro sistema resulta novedoso, ya que nos permitié manipular las
fibras sin desplegar las proteinas que las conforman, ofreciendo una ventaja respecto a estu-
dios previos realizados con microscopia de fuerza atémica (AFM). Este trabajo es relevante
para las dreas tanto de biomateriales como de la biologia celular de las diatomeas.

Palabras clave: diatomeas, nanofibras adhesivas, pinzas Opticas, biomateriales.

XIX



Abstract

We conducted a study on the elastic properties of a biopolymer secreted by diatoms Nitsz-
chia spp. This biopolymer, formed by adhesive nanofibers, is released through a slit present
in the silica-made cell wall (frustule) of diatoms, and is used during diatom adhesion and
movement on surfaces. The work of this thesis began with the growing of cells, followed by
evaluations of diatoms motility (using light microscopy) and a morphological characteriza-
tion of the frustules (using high-resolution scanning electron microscopy -SEM-). We also
studied in detail the interaction of the biopolymer with micron-sized plastic particles using
optical microscopy, videomicroscopy and SEM in different modes of operation. Once the
interaction biopolymer-microparticles was confirmed, we proceeded to analyzed the elastic
properties of the nanofibers by means of a laser-based micromanipulation system known as
optical tweezers, which allows the application of forces on the order of piconewtons as well
as the measurement of subnanometric displacements. We analyzed force-extension curves
for 36 different nanofibers, obtaining elastic parameters such as the contour length (L.c) and
the persistence length (Lp). We conclude that the fibers have an elastic modulus similar to
plastic or DNA molecules. The study of this biopolymer using our system is novel because
it allowed us to manipulate the fibers without unfolding the proteins that constitute them -an
advantage over previous studies based on atomic force microscopy (AFM). This work is re-
levant both for the area of biomaterials as well as for the cell biology of diatoms.

Keywords: diatoms, adhesive nanofibers, optical tweezers, biomaterials.
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Capitulo 1

Introduccion

A lo largo de la historia de la humanidad multiples descubrimientos y desarrollos tec-
noldgicos han marcado su entorno. El siglo XX probablemente se ha caracterizado por los
grandes avances cientificos y tecnolégicos que se dieron con un crecimiento exponencial,
prueba de ello entre muchos otros miles son la television, teléfonos celulares, hasta las gran-
des supercomputadoras, teorias como la relatividad, etc. A lo largo del siglo XX el empuje
de la ciencia llevo a la creacion de multiples desarrollos tecnoldgicos, la mayoria, si no es
que todos, tienen como sus principales bases tedricas la fisica, la quimica y la matematica;
sin embargo, muchos de estos desarrollos han podido tener estos grandes avances gracias y
en gran medida al notable desarrollo de los materiales. Como ejemplo de ello no podemos
dejar de recordar la notable y rapida transformacién que ha sufrido la electrénica, desde los
bulbos de finales de los afos 50°s hasta ahora con el advenimiento de los microchips.

Dada esta pequeia introduccién, de los desarrollos generales o més visibles, paso con los
desarrollos que no son tan evidentes como lo pueden ser los Microscopios Electrénicos de
Transmision (TEM) o los Microscopios Electronicos de Barrido (MEB), etc. Herramientas
desarrolladas en el siglo pasado y que se han convertido en caballitos de batalla en diversas
(si no es que todas) las ciencias. En este &mbito no s6lo la fisica se ha podido ver beneficia-
da gracias a estos desarrollos, ya que a la par se han podido ir haciendo adaptaciones para
areas como la biologia, la nanotecnologia, materiales, por mencionar solo algunas. Hago este
énfasis debido a que una de estas herramientas poco conocida, pero con un potencial muy
amplio, es el caso de las Pinzas Opticas. Herramienta capaz de atrapar y manipular objetos
microscopicos a través de un laser. Desarrolladas a mediados de los afios 80°s y pensadas en
un inicio solo para el atrapamiento o manipulacion de dtomos, es actualmente una poderosa
herramienta para la micro- y nanotecnologia. De principios 100 % fisicos, se ha convertido
en una herramienta indispensable para estudios tan diversos como pueden ser: los estudios de
motores moleculares, el estudio de 4&tomos, asi como de propiedades eldsticas de polimeros,
como es el caso del ADN.

Actualmente el IPICYT cuenta con un sistema Pinzas Opticas, que ha sido desarrolla-
do practicamente a la par de este trabajo [48, 49], probablemente el tinico sistema de estas
caracteristicas y para fines biofisicos presente en el pais. Con la capacidad de atrapar y ma-
nipular objetos bioldgicos, sin que estos sufran dafio, somos capaces de tener una resolucion



subnanometrica al medir desplazamientos, asi como de aplicar y percibir fuerzas de algunas
cuantas docenas de pN (10712 N).

Pero, ;para qué tener un sistema que nos permite manipular sélo una cosa a la vez? En
el caso de la biologia, este tipo de sistemas permite el estudio individual de las moléculas de
interés, ya que por lo general los estudios se llevan a cabo en masa, es decir con un nimero
muy elevado de moléculas, lo que genera efectos de cooperatividad, sélo por dar un ejemplo.
Pero en el caso particular de nuestro trabajo la pregunta seria ;por qué utilizar este tipo de
sistemas y no un microscopio de fuerza atomica?. La respuesta es relativamente sencilla y es
precisamente por el interés que ese tiene de hacer mediciones de moléculas individuales, asi
como el rango de fuerzas que se pueden aplicar con este sistema.

1.1. Motivacion

Actualmente existe una gran ndmero de estudios de Microscopia de Fuerza Atdmica
(AFM), los cuales revelan datos tan interesantes (como mostrar que la capacidad de adhe-
rencia de una diatomea es similar a una cinta scotch [19], asi como morfologia); sin embargo,
los estudios por medio de pinzas Opticas son practicamente nulos. Otro punto a favor de el
estudio por medio de un sistema de pinzas opticas, es que la fuerza que es posible aplicar
con este tipo de sistemas es mucho menor con respecto a un microscopio AFM, y con niveles
de ruido en las senales mucho menores. Es decir, hablamos de que con un sistema de Pinzas
Opticas es posible ejercer fuerzas de algunos pN, mientras con el AFM se ejercen fuerzas
de algunos cientos de pN, por este motivo es que creemos que el estudio del biopolimero de
las diatomeas a través de un sistema con la capacidad de manipulacién de objetos individua-
les como las pinzas dpticas, aunado a el rango de fuerzas que puede ejercer, hacen de ésta,
una herramienta que permitird estudiar las propiedades eldsticas del biopolimero, con una
mejor perspectiva de estudiar fibras individuales, asi como ejercer fuerzas que sean capaces
de estirar las fibras del biopolimero, esto sin desdoblar las proteinas constituyentes de las
nanofibras, como sucede con los estudios de AFM actuales.

Pero ;ctal ha sido la motivacién de este trabajo?. Actualmente las diatomeas (algas mi-
croscopicas) han llamado la atencién gracias a su caracteristica pared celular externa con
inclusiones de silicio, asi como a su papel fundamental en la produccion de biomasa. Sin
embargo, existe otro factor que ha despertado el interés en éstas y es la produccién de un
biopolimero que les permite adherirse a un sustrato. Este biopolimero es el centro de aten-
cion cuando se habla de Marine Biofouling, ya que representa perdidas millonarias en el drea
maritima. El Marine Biofouling es caracterizado por la colonizacién de superficies que se en-
cuentran sumergidas en agua. Estas colonias compuestas por diversos tipos de organismos
pueden llegar a descomponer con una mayor velocidad las estructuras sumergidas, asi como
menguar la capacidad de deslizamiento de un barco debido a una gruesa capa de biofouling;
esto representan perdidas econdmicas debido a que la friccion de la superficie aumenta, a la
par que aumenta el consumo de combustibles [22].



Pero como todo, esto tiene un lado positivo de la moneda, ya que el estudio de este tipo
de biopolimeros podria ayudar en un futuro al desarrollo de adhesivos suaves, asi como al
desarrollo de adhesivos sumergibles en agua.

1.2. Objetivos

De una manera muy concreta y directa explicaré los objetivos del presente trabajo.

1. Obtenciodn de un cultivo celular funcional de la diatomea Nitzschia spp. Con un cultivo
funcional, nos referimos a un cultivo lo mas axénico posible y con las condiciones
necesarias para que las diatomeas presenten un buen desplazamiento (necesario para
la generacidn del biopolimero).

2. Caracterizacion de la interaccién del biopolimero de la diatomea con las esferas mi-
crométricas, asf como la interaccién del rafe ! y las esferas 2 por medio de microscopia
Optica, videomicrocopia y microscopia electronica de barrido.

3. Aprendizaje de la técnica de micromanipulacion conocida como pinzas opticas.

4. Caracterizacion de las propiedades elasticas del biopolimero, esto por medio de la
obtencidn de curvas fuerza-extension, a las cuales se les hace un ajuste que permi-
te conocer pardmetros como son la Longitud de contorno, Longitud de persistencia,
pardmetros que en el capitulo de Andlisis, resultados y conclusiones se detallardn.

El segundo y tercer capitulos de este trabajo nos permiten conocer acerca del microor-
ganizmo a estudiar, es decir las diatomeas, asi como del sistema con el que vamos ha llevar
a cabo las mediciones, pinzas opticas. En el cuarto capitulo se presenta todo el desarrollo
experimental, protocolos, asi como la explicacion de como es que se llevaron a cabo las me-
diciones. Por dltimo, el quinto capitulo nos proporciona de manera concisa el modelo con el
cual se obtiene los pardmetros de nuestro interés, asi como los resultados experimentales y
las conclusiones.

'Hendidura colocada en el centro de la diatomea por donde la diatomeas es capaz de exudar el mucilago.
ZEstas esferas sirven como manijas para la caracterizacion del mucilago por medio de las Pinzas Opticas.



Capitulo 2

Diatomeas

2.1. Introduccion

Las diatomeas o Bacillariophyceae, pertenecen al Reino Protista'. Son microalgas foto-
sintéticas y eucariontes presentes en practicamente todo nuestro entorno, forman parte del
fitoplancton marino, asi como cuencas de agua continentales, tambien se pueden encontrar
en suelos con alta humedad. Las hay plancténicas, es decir flotando libremente, y benténicas,
sujetas al sustrato, en tierra con condiciones de mucha humedad. Algunas especies son capa-
ces de adaptarse a entornos extremos de temperatura (termofilas) y a altas concentraciones
salinas. Las diatomeas son las responsables de entre el 20 — 25 % de la produccién primaria
del planeta [1], es decir, la produccién de moléculas orgénicas a partir de diéxido de carbono.

Una caracteristicas muy importante y fascinante es su pared celular exterior, rigida, de-
nominada fristula, que se encuentra formada mayoritariamente de silicio amorfo (SiO,).
Actualmente la frastula de las diatomeas es objeto de estudio en ciencias como la biotecno-
logia y las nanociencias debido a sus particulares caracteristicas, como son su conformacién
(S10y) y por otro lado, los patrones ornamentales tan complejos que presentan, patrones que
se encuentran en escalas micro y nanométricos, con un grado de regularidad muy alto [2].
Esta dltima caracteristica es de interés en el disefio de cristales foténicos? [3].

Se cree que las diatomeas se originaron mediante endosimbiosis secundaria, es decir, una
célula eucariota no fotosintética adquirié un cloroplasto al fagocitar y mantener como endo-
simbionte a una célula eucariota fotosintética, probablemente una alga roja [7]. Actualmente
se calcula debe haber més de 100,000 especies distintas de diatomeas, siendo las eucariotas
mads abundantes en el medio acuético, asi como las fotosintetizadoras acudticas mds impor-
tantes [1].

Los primeros registros de diatomeas observadas datan de aproximadamente 1700 — 1710,

IReino que incluye a todos aquellos organismos eucariontes que no pueden clasificarse dentro de alguno de
los otros tres reinos eucaridticos: Fungi (hongos), Animalia (animales) o Plantae (plantas).

*Material estructurado de forma que su funcién dieléctrica varfe periédicamente en el espacio; Por lo general
son nanoestructuras Opticas periddicas que estdn disefiadas para afectar el movimiento de los fotones de un
modo similar al que la periodicidad de un cristal semiconductor afecta al movimiento de los electrones.



cuando por medio de los primeros microscopios se podian observar lo que denominaban “rai-
ces y maleza acudtica”, definiéndolas en aquel momento como plantas. Hacia finales del siglo
XVIII surgen lo que se puede considerar como las primeras clasificaciones, sin embargo son
clasificadas como animales. No es sino hasta mediados del siglo X/X que Ehrenberg > las
clasifica como algas [2].

Ya sea por su caracteristica frdstula con sus extrafias y caprichosas formas (Figura 2.1),
o para su clasificacion, las diatomeas han sido recurrentemente estudiadas a lo largo de la
historia.

Figura 2.1: Diatomeas de Haeckel. Dibujos de diferentes tipos de diatomeas, algunas se muestran
en arreglos de colonias y otras de manera individual. Realizados por Ernst Haeckel > presentes en
“Kunstformen der Natur” (Obras de arte de la Naturaleza) entre 1899 y 1919 [8].

En la actualidad, las diatomeas son empleadas para un sinfin de aplicaciones, por ejem-

3Christian Gottfried Ehrenberg (1795 — 1876); Naturalista, zo6logo, botdnico, anatomista, gedlogo, y mi-
croscopista aleman; autoridad en la descripcion y taxonomia en zoologia y en la clasificacion cientifica de los
vegetales.



plo: los restos de diatomeas sirven para estudiar factores medioambientales pasados; son
indicadores naturales de cambios en el pH atribuidos a lluvia 4cida. Su uso se ha venido
desarrollando en la industria gracias a su fina estructura y su caracteristica fristula de sili-
cio amorfo inerte, encontrandose presentes en la industria del maquillaje y la farmacéutica.
La tierra de diatomeas (fristulas sin materia organica) son un pesticida natural. Hasta hace
apenas un par de décadas, se ha potencializado el interés cientifico en las diatomeas, ya sea
por sus posibles aplicaciones en el campo de la farmacéutica, por el impacto que generan
en un cuerpo de agua, o por su caracteristica fristula con sus patrones asociados, entre otras
muchas [1, 2, 4, 5, 6].

2.2. Principales caracteristicas

Las diatomeas se clasifican de manera general de acuerdo a la forma de la fristula, pue-
den ser diatomeas céntricas o pennadas (o pennales), como se muestra en la Figura 2.2. En
general, las diatomeas suelen ser microscopicas, aunque las hay de hasta 2 milimetros de
longitud; las podemos encontrar de manera individual o agrupadas en colonias formando
largas cintas, estrellas, abanicos, etc. .., o unidas a algtin otro tipo de algas o fitoplancton.

Se suelen presentar tanto en las capas superficiales del agua como en los sedimentos de
aguas poco profundas. Debido a su pesada pared celular, suelen hundirse con facilidad, aun-
que algunas especies regulan su flotabilidad gracias a los lipidos intracelulares.

Figura 2.2: Diatomeas de Haeckel. De lado izquierdo se muestra un dibujo de una diatomea penna-
da, con el rafe (hendidura central) y sus patrones ornamentales; del lado derecho se muestra el dibujo
de una diatomea céntrica, diferencidndose por su forma circular, patrones ornamentales de simetria
radial y la ausencia de rafe. Dibujos de Ernst Haeckel, presentes en “Kunstformen der Natur” [9].



Diatomeas céntricas

Presentan una clara simetria radial, ordenada en relacién a uno o varios puntos centra-
les en la valva (parte superficial de la fristula), de manera que encontramos diatomeas con
frastulas circulares, triangulares (Figura 2.2) o poligonales. Al contrario de las diatomeas
pennales, las diatomeas centrales nunca presentan rafe, y por consecuencia son diatomeas
inmoviles por lo general. Algunas presentan espinas y apéndices externos, que les permiten
mantenerse en flotacion.

Diatomeas pennales

Las diatomeas pennales se dividen en dos grupos: diatomeas pennales sin rafe o pseudo-
rafe y con rafe. La estructura de la fristula es de forma lineal u oval. Presentan una simetria
bilateral y alargada, organizada de acuerdo a una linea central. Por lo general cuentan con
dos cloroplastos*. Presentan una fisura a lo largo del eje longitudinal, denominada rafe o
pseudorafe, la cual estd directamente relacionada con la capacidad de adherencia y despla-
zamiento sobre diversos sustratos que presentan las diatomeas.

Aqui es de suma importancia mencionar que dada la naturaleza del trabajo de tesis a
desarrollar, las diatomeas a las que nos enfocamos son diatomeas que presentan la capacidad
de desplazarse, por lo tanto son diatomeas pennadas que presentan rafe.

2.2.1. Morfologia de la diatomea

Las diatomeas, como cualquier célula eucariota, presentan nicleo y mitocondria. Estdn
formadas por una pared celular denominada fristula, compuesta fundamentalmente de pec-
tina> con SiO, soluble. Requieren de nutrientes como la cobalamina (vitamina B12) y/o
tiamina (vitamina B1). Son células fotosinteticas, tienen clorofila, cloroplastos, pigmentos
accesorios (como [-caroteno), sustancias de reserva como gotas lipidicas e hidratos de car-
bono que les sirven como reservas nutritivas y también para flotar en el agua; entre otros
(Figura 2.3).

= El ndcleo normalmente estd situado cerca del centro de la diatomea, generalmente es
esférico o lenticular (forma parecida a la semilla de la lenteja).

= [as mitocondrias se encargan de proveer la energia para la actividad celular, esto por
medio de la sintesis del “adenosin trifosfato” (ATP)°.

= FEl citoplasma es un plasma incoloro que se encuentra en la parte interna de la pared
celular y la fristula. Este alberga los orgdnulos celulares y contribuye al movimiento
de estos.

4Organulos celulares eucariéticos ocupados de la fotosintesis, propios de las plantas y algas

SMezcla de polimeros 4cidos y neutros muy ramificados. Determinan la porosidad de la pared, y por tanto
la disponibilidad de enzimas. Las pectinas también proporcionan superficies cargadas que regulan el pH y el
balance i6nico.

®Nucleétido fundamental en la obtencién de energia celular, se produce durante la fotosintesis y la respira-
cion celular; es consumido por numerosos procesos quimicos, generando una respuesta mecanica.



= El estroma es un armazén o entramado de un 6rgano, esto es su matriz extracelular.
Dentro de este se encuentran el ADN plastidial y los ribosomas plastidiales; se realizan
procesos de la fotosintesis.

El estroma es homologo al citoplasma de las cianobacterias, de las que derivan evolu-
tivamente los plastos

= El espacio periplasmético es el compartimento que rodea al citoplasma, de gran im-
portancia en la alimentacion que se da por diferencias de composicién quimica, con-
centracion osmética y carga eléctrica.

» Los cloroplastos son los encargados de la fotosintesis.

= Las gotas de aceite son azicar y almidén en forma globular. Situados en el citoplasma,
varian en forma y tamafio; En algunos casos regulan la flotabilidad de las diatomeas.

Cabe mencionar que el plasmido se encuentra separado del citoplasma por cuatro mem-
branas, como se muestra en la Figura 2.3, esto como resultado de su evolucion [1].
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Figura 2.3: Morfologia de las diatomeas. En esta figura se sefialan las principales parte de las
diatomeas; a) Mitocondria; b) Nicleo; c) Pared de silicio o fristula; d) Estroma; e) Espacio intra-
membranal; f) Compartimento periplastidal; g) Cloroplasto. Imagen modificada de [1].

Los cloroplastos pueden ser de colores amarillo-verdoso o marrén oscuro. Son los en-
cargados de la fotosintesis, estdn envueltos en una doble membrana concéntrica donde se
localizan los pigmentos accesorios’ y la clorofila. Los cloroplastos pueden acomodarse de
diversas maneras dentro de la célula, de acuerdo a las diferentes simetrias que presentan las
diatomeas, como se muestra en la figura 2.4. La clasificacién de los cloroplasto es:

"Son capaces de absorber energia luminosa y pasarla a la clorofila. Estos pigmentos permiten a las algas
vivir en una mayor variedad de lugares.



1. Discoidales (Coscinodiscus): Presentes en diatomeas circulares, tienen una configura-
cién redonda.

2. Estrellados (Striatella): Son plastidos ligeramente alargados.

3. Formando dos estructuras aplanadas axilares periféricas (Pinnularia): Plastidos con
una configuracion elongada presentes en las orillas de diatomeas alargadas.

4. Forma de H (Gomphonema): Son dos plastidos ubicados en las orillas de las diato-
meas, forman una H al estar unidos por el centro.

a) b)

Figura 2.4: Cloroplastos. En esta figura se muestran los 4 ejemplos representativos de diatomeas y
los diferentes arreglos de los cloroplastos. Los cloroplastos son notorios a través de la pared celular
gracias a su coloracién verdosa o café. a) Coscinodiscus, b) Striatella, c) Pinnularia, d) Gomphonema.
Arreglo de micrografias tomadas de [34].

2.2.2. Pared celular: Frastula

Como se menciona en la seccion 2.1, una de las particularidades mas llamativas e impor-
tantes de las diatomeas es su pared celular exterior, o fristula. Elaborada principalmente en
base a silicio amorfo (Si0,), celulosa, y pectinas; Llega a constituir hasta ~ 95 % del peso
total de la célula.
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La frdstula concede a las diatomeas una mayor resistencia tanto a la accion de los dcidos
y bases fuertes como al ataque enzimédtico de otros microorganismos, esto gracias a que el
silice es inerte.

La frastula puede presentar simetria bilateral o radial; consiste de dos vistas, una vista
interna de naturaleza orgédnica y una vista externa de naturaleza silicica. Esta formada por
dos mitades desiguales que encajan una en la otra cual caja de Petri, recibiendo el nombre
de “semitecas”. La semiteca superior se denomina “epiteca” y la inferior, “hipoteca”, la cual
encaja por dentro de la epiteca (2.5)

Hipoteca Epiteca
AN N,
I I 1
Epipleura
7\
| |
Hipovalva Epivalva
Hipopleura
=
l |
it
Cingulo

Figura 2.5: Frastula. Vista pleural de una diatomea céntrica, muy probablemente en fase de repro-
duccién sexual debido a que las valvas no se encuentran planas. En esta figura se muestra de manera
clara la estructura valvar de las diatomeas.

Las semitecas constan de dos regiones delimitadas: una regién plana denominada valva,
especificamente epivalva e hipovalva; Y una seccidn lateral o bordes denominados pleuras,
existiendo una epipleura y una hipopleura, como se muestra en la Figura 2.5.

Al observar una diatomea por la epivalva o hipovalva obtendremos una vista valvar. Al
observarlas por el plano de la pleura obtendremos una vista pleural de la diatomea, como se
puede observar en las Figuras 2.5y 2.6

Las bandas de cintura son una serie de tiras superpuestas de siliceo que rodean a las célu-
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las para formar los lados; proporcionan superposicion entre las dos semitecas conformando
lo que se conoce como cingulo, que se encuentra dividido en epicingulo e hipocingulo.

Rafe

Cingulo {

10 micras

Figura 2.6: Frastula Vista valvar de la diatomea pennada Sellaphora. A lo largo de su linea media
se encuentra el rafe. Desde este punto las lineas de los poros o estrias se extienden mis o menos
perpendicular. Las estrias estdn separadas por costillas estrechas de silice [13].

Estructura valvar

Las frustulas presentan patrones ornamentales elaborados por poros o areolas y estrias;
normalmente estas ornamentaciones presentes en las valvas solo son claramente definidas a
través del microscopio electrénico debido a su tamafio nanométrico, como se puede observar
en la Figura 2.7.

Probablemente el papel principal de estos arreglo de poros, generalmente alineados en
filas, es la comunicacidn con el exterior. Por este medio las diatomeas interactiian con el
entorno que les rodea, siendo capaces de absorber nutrientes, respirar y expulsar lo que no
les es de utilidad.

Por otro lado, la clasificacién de las diatomeas, como ya sabemos, se ha defindo tradicio-
nalmente considerando los finos patrones ornamentales que presentan las frustulas, y aunque
en algunos casos es posible hacer algunas vagas observaciones de estos mediante un micros-
copio 6ptico, una identificacién de géneros o especies necesitan la ayuda de la microscopia
de TEM MEB y en algunos casos, AFM. Mediante estas técnicas es posible conocer a detalle
los patrones ornamentales de la diatomea, como se muestra en la Figura 2.8, asi como las
distancias y tamafios involucrados. Actualmente este tipo de andlisis de la fristula es muy
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Figura 2.7: Patrones ornamentales. Vista valvar de una diatomea Nifzchia sp. donde se muestra
el arreglo de poros caracteristico de este tipo de diatomeas, asi como su caracteristico tamafio nano-
métrico y la separacion entre éstos. Micrografia tomada en el LINAN-IPICYT con microscopia de
barrido (Philips FEI XL-30 SFEG).

socorrido debido a el creciente interés de la nanotecnologia en la fabricacién de nuevos ma-
teriales nanoestructurados, ligeros, con una alta resistencia, etc. Una informacién mas amplia
puede encontrarse en las referencias [30, 33]).

En la Figura 2.8 se pueden observar diversos patrones ornamentales.

El rafe

Es una elongada fisura presente en la valva (Figuras 2.6, 2.9), probablemente es el resul-
tado de la evolucién de algunas diatomeas y por ende, su capacidad de adhesion. Pudo haber
surgido esta necesidad al encontrarse en un entorno acuoso con fuertes corrientes, corriendo
el riesgo de dispersarse y no poder sobrevivir. Otro posible escenario es la competencia por
lugares que presenten una buena cantidad de luz solar para poder llevar a cabo la fotosintesis.

El rafe es un 6rgano que puede ser recto, ondulado o sigmoideo, a través del cual el
movimiento ondulatorio del plasma en el interior de la célula se transmite al exterior [2].
Reacciona sobre un sustrato y desliza a la diatomea, es decir su funcion principal es la ad-
hesion y deslizamiento de la célula sobre un sustrato, aunque en esto profundizaremos en la
Seccién 2.3.

Generalmente el rafe presenta un espaciamiento en el centro y en los dos extremos, de-
nominados nddulo central y nédulos terminales (Figura 2.9). Algunas especies poseen un
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Figura 2.8: Caracterizacion de la fristula. Imagenes SEM de fristulas de tres especies de diato-
meas marinas céntricas (Coscinodiscus sp. (A-f, i, j, I, m, o), T. eccentrica (g, k, n ) y una especie
no identificada (h). a) Friistula (lado externo de la diatomea); b) Estructuras de la areola (superficie
interna de la diatomea); ¢) Superficie “cribrum” (segunda capa porosa); d) Poros (superficie interna);
e) Superficia “cribrum” con mayor detalle (capa porosa central); f) Estructuras de la areola (superficie
interna); g) Capa externa porosa; h) Especie no identificados; i) Superficie “cribellum” (capa exter-
na); j) Frastula su conjunto (parte interna de diatomeas); k) Frustula (parte interna de la diatomea); 1)
Superficie “cribrum” (etapa avanzadas de formacién); m) Bandas de cintura; n) Capa interna porosa;
o) Estructuras de areolas en la etapa inicial de formacion. [33].
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Figura 2.9: Rafe. La imagen muestra tres tipos diferentes de diatomeas penadas y rafideas. Los tres
tipos de diatomeas presentan un rafe, ndédulos centrales y nddulos terminales. NT= Nédulo terminal;
NC= Nédulo central; R= Rafe. Micrografias tomadas de [35]

pseudorafe que es una drea solida de silicio, es decir sin hendidura, sin poros que corre a lo
largo de la diatomea.

Cuando el rafe se encuentra en ambas valvas, las diatomeas se denominan birrafidas. Las
diatomeas monorrafideas son aquellas que solo presentan un rafe. Otra caracteristica del rafe
es que aunque corre de lado a lado de la diatomea, no necesariamente tiene que estar ubica-
do en el centro de la valva; en algunos casos se encuentra en el margen de la misma (rafe
subcentral).

2.2.3. Reproduccion

La reproduccion de las diatomeas (y por ende, el crecimiento en la densidad de un cultivo
celular) es dependiente directamente de la presencia de silice y la existencia de nutrientes.
Las diatomeas presentan dos tipos de reproduccién, la “asexual” que se lleva a cabo por
medio de biparticion de las células o division celular, y la reproduccion “sexual”, llevada a
cabo por la combinacién de gametos. Ambos procesos se muestra en la Figura 2.10.

Por otro lado, la division celular de las diatomeas implica la formacién de las valvas
por medio de un complejo proceso de deposicion de silice, es decir, las valvas solo pueden
formarse por medio de la division celular y para ello se necesita de un complicado sistema
de deposicion de silicio (adn sin entender por completo), llevado a cabo por medio de una
vesicula especializada conocida como “vesicula de deposicion de silice”, (SDV). Es por
este motivo que en esta seccion se explica a grandes rasgos el proceso de la reproduccion,
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Reproduccién asexual

Disminucion de
tamafio

Epiteca

Hipoteca

Auxospora
Reproduccion sexual

Fertilizacion

Figura 2.10: Reproduccién celular. En esta imagen se muestra el ciclo de reproduccién de las dia-
tomeas, donde a partir de una célula madre se generan dos células hijas, las cuales disminuyen en
tamafio hasta el punto en el que es necesaria la reproduccién sexual, esto por medio de gametos,
generando una auxospora. La reproduccién sexual genera una diatomea de dimension estandar [12].

la deposicién del silicio y la formacion de las valvas de manera ligada, pues son procesos
dependientes entre si.

Reproduccion asexual

En la reproduccion asexual una célula madre se divide en un plano paralelo a las valvas,
dando paso a dos células hijas idénticas. La diatomea sufre un reacomodo intracelular que
lleva a la duplicacién de los componentes celulares. Una vez duplicados los componentes, la
epiteca se separa de la hipoteca, manteniendo en cada una contenido citoplasmatico que les
permite generar células hijas.

Por medio de la vesicula SDV se comienza la formacién de la valva faltante, siendo éstas
siempre las hipovalvas, ya que ambas valvas madres tendran el papel de epivalvas. En este
punto es interesante mencionar que las diatomeas solo crecen en una direccidén, ya que la
mayor parte de los elementos son adicionados a la seccion cingular de la hipoteca.

Una vez formadas las valvas faltantes la diatomea se termina de separar, permitiendo el
crecimiento unidireccional de la célula por medio de las bandas de cintura, como se puede
observar en la Figura 2.11.

Debido a la diferencia de tamafio de las valvas, siempre obtendremos una diatomea con
el tamaiio de la célula madre y la segunda diatomea con un menor tamaio, lo que nos lleva
a una reduccion progresiva del tamafio de los individuos como se muestra en la Figura 2.10;
es en este punto donde interviene la reproduccién sexual.
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Figura 2.11: Reproduccién asexual. Al centro de la imagen se muestra la estructura de las diato-
meas y al rededor el ciclo celular. El area gris representa el protoplasma, la linea verde representa la
membrana plasmdtica. Las células dispuestas circularmente muestran las diferentes etapas del ciclo
celular: (1) Poco antes de la division celular, la pared celular contiene el nimero maximo de bandas
de cintura; (2) inmediatamente después de la citocinesis, nuevo biosilice (rojo) se forma en cada cé-
lula hija dentro de la vesicula SDV (amarillo); (3) la vesicula SDVs se expande debido al depésito de
silice; (4) en la etapa final del desarrollo de la vesicula SDV, cada SDV contiene una valva completa-
mente desarrollada; (5) las valvas recién formadas son depositadas en la superficie de cada uno de los
protoplastos por medio de exocitosis; (6) las células hijas se separan por completo; (7, 8) la expansién
de los protoplastos en la interfase requieren de la sintesis de silice nuevo (rojo), siendo depositado en
las bandas de cintura (amarillo); cada banda de cintura se sintetiza en una SDV por separado, siendo
afladida después de la exocitosis a la valva (hipovalva) recién formada; (9) después de la sintesis de
la banda de cintura final (banda pleural) se detiene la expansion celular y la replicacién del ADN, es
iniciada nuevamente [10].



Un punto interesante de mencionar es que el patréon de la fristula, es decir, las estrias y
areolas (poros), no sufren modificaciones a través de las generaciones [10, 11].

Reproduccion sexual

La reproduccion sexual es de suma importancia, ya que resuelve el problema de la dis-
minucién de tamaiio (generado con la reproduccion asexual) a lo largo de las generaciones,
este tipo de reproduccion restablece el tamafio original de las diatomeas y contribuye a la
variabilidad genética, esto ya que permite la recombinacién genética de los individuos.

Durante este proceso se producen divisiones meidticas®, durante las cuales los gametos
se despojan de sus paredes celulares y tras fusionarse forman una auxospora o cigoto. Este
aumenta de tamafio en un tiempo relativamente corto (horas o dias), restableciendo el tamafio
caracteristico de las valvas y mostrando los patrones representativos de cada especie [10, 11].

En la Figura 2.12 se muestra una serie de micrografias de dos diatomeas en proceso de
intercambio de gametos para la reproduccion sexual.

Figura 2.12: Reproducciéon sexual. Dos células intercambian gametos por medio de una pequefia
hendidura, con el fin de que ocurra la fertilizacién. Los gametos masculinos y femeninos entran en
contacto (1 y 2), fusionandose; (3) El contenido del gameto masculino se traslada al gameto feme-
nino (diatomea de la izquierda). Ya formada la auxospora, ésta crecerd hasta restablecer el tamaifio
caracteristico de esta diatomea. Imagen modificada de [18].

Deposicion de silicio

El silice es el elemento mas abundante en la Tierra después del oxigeno, siendo para
las diatomeas una necesidad absoluta para la division celular. Se sabe que normalmente el
numero de células es proporcional a la cantidad de diéxido de silicio existente, siempre y
cuando los demads nutrientes no sean limitantes.

8Tipo de divisién celular que origina cuatro niicleos haploides, es decir, una copia de la informacién genética
a partir de un nicleo diploide, doble copia completa de la informacién genética.
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El proceso de deposicién de silice atin no se conoce con mucho detalle, sin embargo es
conocido que el 4cido silicico, presente en el medio, no mantiene una concentracion cons-
tante durante el ciclo celular, ya que durante la formacién de valvas y bandas de cintura,
éste es absorbido muy rdpidamente. Se sabe que en ausencia de silicio se inhiben procesos
celulares tales como la division celular y sintesis de ADN. Otro dato interesante es que la
mitocondria se encuentra intimamente ligada con la deposicidon de silicio, sin embargo existe
un interesante debate al respecto, ya que no se conoce a fondo el mecanismo de deposito de
silicio.

También se sabe que la cantidad de silicio y sus variaciones en el agua es determinante
para la existencia de unas u otras especies de diatomeas, pues la capacidad para utilizar la
silice disuelta en el agua varia de una especie a otra.

El proceso de deposicion de silicio aparentemente mds viable es en el que el silicio solu-
ble entra a la célula, siendo transportado hasta la SDV donde es polimerizado produciendo
depositos de silicio amorfo hidratado, SiO>nH>O. Se cree que esta polimerizacion pudiera
suceder por tres posibles causas:

1. Cambios en el pH o en la concentracion del Si(OH ).

2. Uniones a sitios especificos en la membrana del SDV por enlaces de hidrégeno o
interacciones idnicas.

3. Condensacion de grupos hidréxilos.

Es conocido que la vesicula SDV se adapta en apariencia y estructura al componente de
la frastula que esté formando, y que crece a medida que el silicio es polimerizado. Gene-
ralmente comienza a formar la valva desde el centro hacia el exterior de la célula para mas
tarde expulsarla; sin embargo este proceso no es muy claro atn [2].

2.3. Adhesion y Motilidad

Antes de entrar de lleno en esta seccidn les presentare algunos conceptos que estaremos
utilizando frecuentemente:

= Substancias poliméricas extracelulares (EPS): Polimeros biolégicos secretados por di-
versos organismos. Son utilizados para el anclamiento sobre diversas superficies, asi
como proteccion. En el caso de las diatomeas se sabe que estdn formados por agrega-
dos de nanofibras adhesivas (NFA).

= Nanofibras adhesivas (NFA): Fibras que permiten la adhesién de las diatomeas a di-
versos sustratos. Conformados principalmente por glicoproteinas.

= Mucilago: Agregado de nanofibras exudado por las diatomea rafideas; tiene la capaci-
dad de adherirse a la superficie por la cual se haya deslizado la diatomea.
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Se sabe que por medio del rafe las diatomeas pennadas son capaces de expulsar biopo-
limero mucilaginoso conocido como substancias poliméricas extracelulares (EPS) o nanofi-
bras adhesivas (NFA) (Figura 2.13). Estas nanofibras les permiten adherirse y deslizarse a
través de un sustrato [14, 15].

Es conocido que las NFA estdn formadas de glicoproteinas [15, 16], pero su estructura
fina es desconocida hasta ahora. Se han estudiado algunas de sus propiedades mecdnicas
mediante experimentos de microscopia de AFM [15, 16, 19, 20], y se han llevado a cabo
estudios sobre la composicion del mucilago y el proceso de expulsion.

3 um

Figura 2.13: Fibras poliméricas extracelulares. Imagen SEM de una célula fija e invertida (Pinnu-
laria viridis). Los filamentos del mucilago adhesivo sobresalen del rafe, siendo estos los que tienen la
capacidad de adherirse a una superficie. Se sabe que las nanofibras tienen de 50 a 100 nm de didmetro.
[21].

2.3.1. Adhesion

(Por que las diatomeas se adhieren a los sustratos, de que les sirve estar adheridas y que
consecuencias tienen este tipo de colonias cuando se adhieren a estructuras artificiales?. Es-
tas son algunas de las preguntas que se pueden hacer respecto a la adherencias de diversos
organismos, en particular el caso de las diatomeas que es de nuestro interés.

Se sabe que la capacidad de adhesion a un sustrato puede proveer una estrategia para la
supervivencia, crecimiento, una buena localizacién para la fotosintesis, obtencion de nutrien-
tes y luz solar. Sin embargo en el caso de estructuras artificiales sumergidas en agua, como
pueden ser barcos, puentes, postes, etc...estos mucilagos implican la adhesion de diversos
organismos, lo cual representa una pérdida econémica muy alta.

Para 2002 se calculaba que la marina de EEUU gastaba =~ $1 billén de dolares por afio
en gastos de mantenimiento a barcos, debido a que los EPS se adhieren a los cascos de los
barcos provocando el engrosamiento de las paredes y por lo tanto una mayor resistencia al
desplazamiento, lo cual se traduce en un mayor gasto de combustible. A esto hay que afiadir
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los gastos que implica sacar el barco para poder despintar, limpiar y volver a pintar [22].

Lo anterior es una de las muchas justificaciones que existen para el estudio de estos bio-
polimeros, ya sea por el interes propio de la biologia, o por las posibles aplicaciones que
puedan tener.

Pero ;como se da esta adhesion?. Las diatomeas pennadas con rafe tienden, gracias a
los EPS, a estabilizarse y reorientarse en cuanto tienen contacto con un sustrato, es decir se
adhieren a este. Algunas de estas diatomeas utilizan estas interacciones formadas por las na-
nofibras y el sustrato para generar un “deslizamiento”. Estas diatomeas tendran las ventajas
de poder ubicarse segin las necesidades, ya sea en busca de nutrientes o para poder recibir
mayor cantidad de luz.

Algunos otros tipos de diatomeas se adhieren al sustrato con la finalidad de formar co-
lonias, aunque por lo general este tipo de diatomeas no se deslizan debido al arreglo de la
colonia. Aqui es importante mencionar que algunos tipos de diatomeas forman sus colonias
gracias a un tipo de mucilago que pueden segregar (para algunas especies) en los bordes de
las diatomeas y con ello son capaces de adherirse entre ellas [23], tal como se puede observar
en la Figura 2.14.

Figura 2.14: Mucilago. Micrografias de un microscopio dptico de barrido confocal. Las dos imége-
nes de la izquierda son de transmision; la imagen de la derecha es de fluorescencia. Diatomeas vivas
Thalassiosira undulatum. Las muestras fueron sometidas a un tefiido con Concanavalin A-FITC?; con
el objetivo de observar el mucilago. Las dos imagenes de la derecha son ampliaciones del recuadro
presente en la primera imagen y los circulos rojos limitan el drea del mucilago presente. Barras de
escala = 50 micras. Imagen tomada de [16].

2.3.2. Motilidad

Actualmente se sabe que la motilidad de las diatomeas depende directamente de la adhe-
sién que presentan a un sustrato, esto por medio de la secrecion de las nanofibras (mucilago o
EPS) a través del rafe. Una caracteristica del deslizamiento de las diatomeas es su desplaza-
miento suave, como deslizandose, con periodos cortos de tiempo e intercalando movimientos
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de reversa y descansos.

Se han encontrado velocidades que oscilan entre 0,2 — 25 um/s. La trayectoria seguida
por la diatomea parece ir ligada a la forma del rafe, es decir si el rafe es curvo, la trayectoria
tiende a ser curva. Se sabe que las condiciones de luz influyen en la intensidad del movi-
miento, es decir si la cantidad de luz que incide en la diatomea es minima, la diatomea se va
a deslizar menos que si la intensidad de luz incidente en la diatomea es mayor.

2.3.3. Modelo de adhesion y desplazamiento de las diatomeas

La mayoria de las teorias desarrolladas sobre la adhesion y la motilidad nos hablan acer-
ca de la relacién que se da entre el rafe y el sustrato, esto gracias a las nanofibras exudadas
a través del rafe. También se incorpora la participacion de los filamentos de actina (pertene-
cientes al citoesqueleto de la célula) unidos a la membrana plasmaética a través de proteinas
transmembranales. En esta seccion se explicara el modelo més aceptado de adhesién de las
diatomeas (para mayor detalle consulte la cita [29]).

La teoria del complejo de adhesion (AC) muy probablemente sea la mas aceptada; ésta
sugiere que la fuerza necesaria para el deslizamiento de las diatomeas es generada por la
interaccion de filamentos de actina y estructuras transmembranales. Estas estructuras trans-
membranales tienen la capacidad de deslizarse libremente por el rafe, pero son capaces de
fijarse al sustrato en su terminacion exterior. Este modelo postula que la estructura trans-
membranal incluye la participaciéon de ATPasa y proteinas.

La estructura transmembranal estd conectada a los EPS, el cual tiene la capacidad de
adherirse al sustrato. Por lo tanto, mientras las estructuras transmembranales se deslizan a
través del rafe por medio de uniones débiles con los filamentos de actina, del otro lado, éstas
se encuentran atadas al sustrato, provocando que la célula se deslice (en la Figura 2.13, se
puede observar las fibras de EPS que provienen del rafe). Se cree que la débil unién entre
las estructuras transmembranales y los filamentos de actina, es lo que permite que las EPS
se “despeguen” de la diatomea, quedando adheridas al sustrato.

En este modelo se sugiere un complejo de adhesion (AC), el cual es un conjunto de mo-
léculas conectoras que parten de los filamentos de actina, asociados a motores moleculares
intracelulares. Por medio de proteinas asociadas a la actina, las cuales se encuentran a su
vez asociadas con otras proteinas transmembranales el mucilago es secretado y anclado al
sustrato, como se puede observar en la Figura 2.15. Se sabe que la miosina '° se encuentra
involucrada en la generacion de la fuerza necesaria para el deslizamiento.

Una de las caracteristicas de la motilidad de las diatomeas es que mientras ellas van des-
lizdndose, los EPS van siendo secretados desde el rafe, a la vez que los componentes del AC
son ensamblados continuamente en la parte frontal de la célula (en relacién al deslizamien-
to). De esta manera mientras la célula se desliza, los componentes del AC permanecen fijos

10Motor molecular asociado con las contracciones musculares.
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Figura 2.15: Complejo de adhesion. Se muestra un diagrama esquemaético de una diatomea pennada
detallando los componentes del complejo de adhesion. Se puede observar la existencia de una drea
entre el sustrato y la diatomea que es recubierta por el mucilago y como a través del rafe (lineas
punteadas), es exudado. También se observan las proteinas transmembranales capaces de recorrer el
rafe y las proteinas asociadas a los filamentos de actinas. Imagen modificada de [23].

en la membrana plasmaética. Cuando los componentes del AC llegan a la seccion posterior del
rafe son secretados o soltados por la célula, lo que genera un rastro de EPS sobre el sustrato
[24, 25, 29].

2.4. Analisis del mucilago por diversas técnicas

Existen una amplia variedad de estudios relacionados con las diatomeas, sus patrones
ornamentales y el comportamiento del mucilago, su estructura interna, etc; ya sea microsco-
pia de fluorescencia, microscopia de Barrido (SEM), microscopia de transmisién (TEM) o
microscopia de fuerza atémica (AFM), esta serie de estudios como muchos otros han hecho
de la microscopia su principal herramienta, jugando un papel primordial, asi como la bioqui-
mica.

En esta seccion mostraré de manera breve algunos de los estudios més relevantes referen-
tes al mucilago de las diatomeas, ya sea para conocer sus propiedades mecdnicas, su origen
0 su composicion.

2.4.1. Mucilago

Existen diversos estudios sobre la composicién y comportamiento de las nanofibras que
componen el mucilago, lo cierto es que son complejos de estudiar, ya que tienen una amplia
gama de componentes; a esto se le tiene que sumar el hecho de que varian de acuerdo a el
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tipo de diatomea, los nutrientes presentes en el medio, asi como el origen anatomico y la
funcién que desarrollan.

Se sabe que el mucilago, tienen una conformacién dominante de glicoproteinas y car-
bohidratos [17, 23, 26]. Algunos otros estudios han permitido conocer la importancia de las
proteinas en la adhesion, esto gracias a la accion de las proteasas (enzimas que se encargan
de romper los enlaces peptidicos de las proteinas) [23].

Otra serie de estudios elaborados por medio de TEM han ayudado a revelar parte de la
estructura celular interna de las diatomeas, asi como algunas estructuras asociadas al rafe y
por consecuencia al complejo de adhesién. Por medio de esta técnica se han logrado localizar
el plasmalema, manojos de microfibras cerca del rafe, asi como mucilago en los alrededores
de las valvas y el rafe, entre otros. En esta drea podemos mencionar articulos como [24, 26].

15 16

gAY

17 , 18

cn

Figura 2.16: Micrografias de transmision. Micrografias que muestran arreglos de microfilamentos.
15) Desde el nédulo central y poros los manojos estdn separado; 16) los manojos se encuentran
unidos; 17) en el nédulo central existen dos grupos diferentes de manojos unidos a el plasmalema;
18) los manojos se encuentran muy fragmentados. En la imagen 15) se puede observar la presencia
de glicoproteinas y atados desde la membrana hasta la valva (flechas). r = rafe; cn = nédulo central; f
= nanofilamentos. Barras de escala = 0.2 um. Imagen tomada de [24].

A modo de ejemplo se muestran una serie de micrografias (Figura 2.16) de la referencia
[24]. En estas imédgenes se pueden hacer algunas observaciones como que el plasmalema se
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introduce en el rafe, se encuentra unido a las valvas y se torna irregular cerca del rafe, (ima-
gen 15y 16). Se puede observar que el arreglo de las microfibras varia de célula a célula. En
esta referencia se hacen una serie de observaciones acerca del rafe, plasmalema, vesiculas
internas, entre otros. [24].

En algunos estudios como el de la referencia [27], se unen al mucilago fluoréforos conju-
gados con lectinas (proteinas que se unen a aztcares de manera especifica; Su papel principal
es el reconocimiento), las cuales son capaces de unirse de manera especifica a las glicopro-
teinas que conforman el mucilago. Por medio de este estudio es posible ubicar el rastro que
ha dejado la diatomea tras deslizarse sobre un sustrato (ver Figura 2.17) y a su vez corroborar
la naturaleza glicoprotéica del mucilago asociado con el rastro.

Figura 2.17: Rastros fluorescentes. Diatomeas (Amphora coffeaeformis y Navicula sp) fluorescen en
verde gracias a que las glicoproteinas del mucilago se encuentran teflido con concanavalina A-FITC.
Los cloroplastos presentan autofluorescencia en color rojo. (a) Por medio de flechas se ubican los
rastros de polimeros, son usados para determinar la motilidad. Hay dos lineas paralelas de polimero,
ya que la Amphora coffeaeformis presenta dos rafes [27].

En la Figura 2.18, a) se puede observar la union entre dos diatomeas gracias al mucila-
go; se pudo confirmar que el mucilago estd conformado por una multiplicidad de fibras con
largos de hasta 30 um; estos son capaces de entrelazarse pudiéndose unir las fibras de dos o
mads diatomeas (Figura 2.18, a)). Es posible observar diatomeas unidas al sustrato por ambos
lados de la frustula, gracias al mucilago de aproximadamente 10 um, asi como mucilago en
los alrededores de las valvas (Figura 2.18, b,e). Se puede observar largas hebras de ~ 40 um
de largo por 1-2 um de ancho y una base unida al sustrato de aproximadamente 10-15 ym
(Figura 2.18, c, f)). Es posible apreciar largos rastros curvos de mucilago y fibras de sujecion
al sustrato (Figura 2.18, d)). Es comiin ubicar la producciéon de mucilago en la zona del n6-
dulo central, las terminaciones del rafe y las uniones de las diatomeas (Figura 2.18, g)) [21].
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Figura 2.18: Nanofibras adhesivas. Diatomeas Pinnularia viridis (b, c, d) y Craspedostauros aus-
tralis (a, e, f, g) fijadas quimicamente. a) Union de 2 diatomeas formadas por numerosas fibras en-
trelazadas; b) Conexidn al sustrato por ambos lados de la diatomea; c, f) Largas cuerda mucilaginosa
que se extiende desde la superficie de la valva hasta el sustrato, terminando en una amplia zona del
sustrato; d) Uniones al sustrato, junto con patrones curvos del deslizamiento de la diatomea (puntas
de flecha); e) Mucilago formado por miiltiples filamentos unidos al sustrato; g) Mucilago concentrado
en el nédulo central de la diatomea [21].
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Una serie de estudios que se han desarrollado con gran importancia, son los realizados
por medio de drogas inhibidoras del citoesqueleto, esto con el objetivo de conocer el grado
de participacion de la actina, miosina y los microtibulos en la secreciéon de el mucilago y
por ende el desplazamiento de las diatomeas. Este tipo de trabajos permitié establecer la
relevancia en el sistema de adhesion y motilidad de los filamentos de actina y la miosina,
asf como la nula participacion de los microtibulos. La latrunculina, es una droga que inhi-
be a los filamentos de actina; Una vez que la latrunculina se encuentra en el medio con las
diatomeas se puede observar que el deslizamiento de las diatomeas es cesado por completo.
Pocos minutos después de que la latrunculina es retirada del medio, las diatomeas son ca-
paces de volver a desplazarse, de esta manera se pudo demostrar que la actina se encuentra
intimamente involucrada en el sistema de motilidad [28].

Por otro lado, la microscopia de AFM ha permitido realizar una serie de estudios topo-
graficos del drea del mucilago, asi como andlisis de las propiedades eldsticas, de las cuales
hablaré en la seccion 2.4.2. En la Figura 2.19 se puede observar el mucilago secretado por la
unién de dos diatomeas (imagen superior). Los agregados de mucilago tienen alrededor de
10-20 nm de altura y un ancho de ~ 1 um, con una separacién similar entre cada secrecion
(imagen inferior).

Figura 2.19: Mucilago. Adhesivos en la regién de contacto entre dos células Eunotia sudetica; (b)
se gira hacia la derecha en 90 ° con respecto a la imagen superior. [33].

2.4.2. AFM: Propiedades elasticas del mucilago.

La microscopia de fuerza dtomica es una técnica llevada a cabo por medio de un instru-
mento mecano-6ptico, capaz de registrar la topografia de las muestras de interés. Otro modo
de operacién que presenta esta técnica, a diferencia de las microcopias comunes, es la capa-
cidad de generar y detectar fuerzas del orden de los cientos de pico Newtons, esto le confiere
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la capacidad de hacer mediciones de fuerzas intramoleculares o modificar la superficie de las
muestras. Para llevar estudios de AFM no es necesario aplicar recubrimientos a la muestra
de interés, a diferencia de técnicas como SEM y TEM, lo cual representa una ventaja, ya que
es posible trabajar con muestras en condiciones de humedad, asi como muestras bioldgicas
en estado nativo, es decir permite hacer mediciones in situ.

Actualmente existe una amplia gama de literatura sobre estudios de las propiedades elds-
ticas del mucilago de las diatomeas por medio de AFM. Estos representan los antecedentes
tedricos de nuestro trabajo. Entre algunos de los trabajos que podemos mencionar, existen
un par de estudios comparativos entre la fuerza necesaria para romper el mucilago o los EPS
provenientes del rafe que son < 60 pN, y los provenientes de otros sitios de la frustula, los
cuales son de < 13 pN. Esto muestra que el mucilago del rafe presenta una mayor resistencia
y fuerza, caracteristicas ideales para la funcién de adhesion y motilidad [36].

Una configuracion socorrida al momento de llevar a acabo mediciones por medio de
AFM es adherir con epoxi una diatomea a la punta del cantilever del AFM (Figura 2.20), una
vez hecho esto, la diatomea es colocada por medio del cantilever sobre la superficie del sus-
trato. Transcurridos unos minutos la diatomea es capaz de generar mucilago que se adhiere
al sustrato, en ese momento se comienza a levantar el cantilever, generando una fuerza que
estira las fibras adheridas al sustrato hasta llegar a la longitud total de estas. Si se continua
ejerciendo fuerza se comenzara a generar una elongacion extra de la fibra, la cual dependerd
de las propiedades eldsticas propias de las fibras que conforman el mucilago 2.21.

Figura 2.20: Cantilever con diatomea. Micrografia SEM de una diatomea pegada con epoxi a la
punta de un cantilever de AFM [36].

En este mismo trabajo se comparo la capacidad de adhesion del mucilago de las dia-
tomeas en un sustrato de mica y sobre un sustrato recubierto de Intersleek (recubrimiento
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Figura 2.21: Medicion de longitudes. En esta imagen es posible observar la configuracién del can-
tilever respecto a la diatomea asentada en el sustrato (izq.). Transcurrido un periodo de tiempo “t” la
diatomea generara mucilago que le permitird adherirse al sustrato, una vez que esto sucede el canti-
lever es alejado del sustrato una distancia “d”, la cual corresponderd a la longitud de la fibra “L’” més
una longitud extra debido las propiedades eldsticas de las fibras [36].

anti incrustante). Se encontré que las fuerzas de adhesion celular es comparable entre ambos
sustratos, y que los EPS tienen propiedades hidrofébicas e hidrofilicas.

Otros tipos de estudios muestran que las EPS segregadas a través del rafe presentan un
alto grado de elasticidad y un comportamiento caracteristico de las proteinas modulares, esto
se sabe gracias a que es posible graficar la fuerza ejercida a la fibra vs la extension de la fi-
bra, generando patrones conocidos como “dientes de sierra”, caracteristicos de las proteinas
globulares.

Este tipo de mediciones se realizan tras un censado por medio del cantilever. Este sen-
sado se puede llevar a cabo sobre la frustula, los alrededores de las diatomeas o el rastro
mucilaginoso que ha dejado la diatomea al deslizarse sobre el sustrato. Tras el sensado se
espera que las nanofibras adhesivas interacciones de manero no especifica con el cantilever
del AFM, generdandose una atadura; una ves unidas las fibras al cantilever este es alejado
de la superficie, generando una gréafica de fuerza extensién que presenta este caracteristico
patrén de dientes de sierra [16, 15, 21, 37], (Figura 2.22).

Aunque las mediciones de las propiedades eldsticas de las nanofibras se llevan a cabo por
medio de AFM de manera usual, es necesario hacer notar que este tipo de estudios también
tienen sus desventajas, claro que esto depende del tipo de estudio que se pretende realizar.

Uno de los inconvenientes que hemos notado en este tipo de estudios es que la fuerza
ejercida por el AFM es del orden de los cientos de pN, lo que genera el desdoblamiento
de las proteinas conformacionales de las nanofibras de nuestro interés; esto provoca que no
se puedan medir las proteinas en su estado nativo y ya que a nosotros nos interesa estudiar
el comportamiento eldstico de estas nanofibras en su estado nativo, hacerlo mediante esta
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Figura 2.22: Desdoblamiento de proteinas modulares. En esta Figura se puede observar una gra-
fica fuerza vs. extension, resultado del estiramiento de proteinas globulares estiradas por medio de un
cantilever de AFM. El dibujo vertical muestra las fases de estiramiento de las proteinas y su fase en
la gréfica. 1)EI cantilever esta unido a una proteina y es posible aplicar poca fuerza para obtener una
extension grande. 2)EI cantilever ha extendido en su totalidad la fibra por lo que es necesario ejercer
una mayor fuerza para obtener una extension corta. 3) Debido a la fuerza ejercida por el cantilever
del AFM a la fibra se logra desdoblar una de las proteinas que componen la fibra. En este punto la
fibra gana una extension proporcional al tamafio de la proteina desdoblada por lo que existe una cai-
da abrupta de la fuerza. 4) Nuevamente se llega a la extension total de la fibra, por lo que al seguir
aplicando fuerza una proteina se desdoblara generando una mayor extension de la fibra y una caida
abrupta de la fuerza. El numero de picos en la grifica representa el numero de proteinas globulares
que componian la fibra [37].
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técnica seria muy poco viable. Por otro lado otra desventaja que se observan en este tipo de
estudios es el ruido generado, ya que es del orden de decenas de pN.

En base a lo anterior y debido al tipo de mediciones que nos interesan, es necesaria una
técnica que presente la capacidad de trabajar con el menor numero de fibras asociadas y de
ser posible fibras individuales, asi como una técnica que genere muy poco ruido (no mas
de 5 pN) y que tenga la capacidad de ejercer fuerzas menores a los 60-50 pN para evitar el
desdoblamiento de las proteinas.

Para terminar esta seccidon, me gustaria hacer un poco de énfasis en que las propiedades

de las diatomeas y por ende las nanofibras adhesivas presentan un alto grado de variacion,
esto debido a las caracteristicas propias de la diatomea, el medio y condiciones de cultivo.
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Capitulo 3

Pinzas Opticas

3.1. Introduccion

Las pinzas 6pticas son desarrolladas en los laboratorios Bell, como una herramienta ca-
paz de atrapar particulas dieléctricas por medio de luz [38]. Este tipo de sistemas es desarro-
llado hace aproximadamente 30 afios, en 1984 por el fisico Arthur Ashkin cuando descubre
que al hacer incidir un haz de luz coherente altamente enfocado sobre una particula dieléc-
trica, esta puede ser atrapada permitiendo su desplazamiento a voluntad en las 3 direcciones.
Aunque inicialmente se desarrollo como una herramienta capaz de atrapar dtomos, a finales
de los afios 80°s y principios de los 90°s se demostraria su gran utilidad en los sistemas bio-
16gicos, convirtiéndose en una asidua herramienta en la caracterizacion de motores molecu-
lares, permitiendo observar la fuerza ejercida y/o generada asi como la dindmica de motores
moleculares de manera individual.

Algunas otras aplicaciones que se le han dado son en el estudio del citoesqueleto, pro-
piedades de los biopolimeros, entre ellos el ADN, la motilidad celular, y en el campo de la
fisica, el atrapamiento de d&tomos.

3.2. (Qué es una pinza optica?

Las pinzas Opticas son una técnica de micromanipulacion, que permite medir fuerzas,
aplicar tension y manipular objetos de una muestra. Son capaces de atrapar objetos dieléctri-
cos que oscilan entre los 50 nm aproximadamente y algunas micras, por lo general pueden
ejercer y medir fuerzas de entre 0,1 y 100 pN, tienen la capacidad de medir desplazamientos
sub nanométricos y permiten tener una resoluciéon temporal por debajo de los milisegundos
[39, 40].

El sistema bésico de las pinzas Opticas, ejemplificado en la Figura 3.1, consiste en un 14-
ser que es altamente enfocado por un objetivo con una apertura numérica alta, generando un
gradiente en la intensidad de la luz que es capaz de atrapar pequeiias particulas, usualmente
esferas micrométricas, dispersas en una solucion acuosa.
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Laser

ubreobje

Figura 3.1: Esquema basico de un sistema de pinzas épticas El ldser es dirigido a la apertura
trasera de un objetivo con apertura numérica alta, generando un gradiente en la intensidad de la luz
alrededor del punto focal, permitiendo asi el atrapamiento de una particula del orden de micras.

En general existen multiples configuraciones para el atrapamiento de particulas con un
sistema de pinzas Opticas, como se muestra en la Figura 3.2. En algunos casos es necesaria la
intervencion de un segundo ldser y, en otras configuraciones, basta con dividir y desacoplar
el haz del laser. En algunas construcciones es necesario un sustrato donde son dispuestas las
moléculas de interés y en algunas otras, las moléculas de interés permanecen todo el tiem-
po en el medio, sin necesidad de estar sobre el sustrato. Esta diversidad de configuraciones
depende de la construccion del sistema de interés, es decir el tipo de molécula, sus caracte-
risticas y qué es lo que se requiere medir.

Pero, ; Cudles son las ventajas que se presentan al trabajar con este tipo de dispositivos?

La principal ventaja de estas construcciones es que permiten trabajar con moléculas indi-
viduales, es decir, no se tiene problemas de resultados promedio presentes en experimentos
en bulto a la ves que se tiene un mayor acceso a estados intermedios. Al contrario de otras
técnicas, las pinzas Opticas son capaces de detectar desplazamientos tan pequefios que nos
permiten determinar el tamafio de los pasos de algunas moléculas biolégicas, como pueden
ser las miosinas! [41, 42] o se puede conocer que tan flexible es una cadena de ADN [43], lo
que las hace una herramienta muy eficiente y versatil en la biologia, en la fisica de particulas
y en la ciencia de biomateriales.

"Motor molecular implicado en la contraccién muscular.
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Figura 3.2: Configuraciones de una pinza éptica La imagen muestra una cadena doble de ADN
unida por un lado a una esfera, que se encuentra atrapada por un laser. a) Geometria simple, 1a molécu-
la de ADN se encuentra atada al sustrato y atada a la esfera por el otro lado; se genera un estiramiento
lateral. b) Por medio de una micropipeta se sujeta una esfera que tira del ADN y que por el otro extre-
mo tiene atada otra esfera sujeta por una pinza. c) Un fluido es generado, propiciando que el ADN se
extienda mientras se encuentra unido a una esfera atrapada. d) Dos esferas atrapadas por 2 haces in-
dependientes se encuentran unidas por el ADN. Sistema de mancuernas. e) Igual que la configuracién
a) solo que con un estiramiento vertical del ADN. f) Doble geometria de mancuernas, lo que permite
una precisa manipulacion y medicién de 2 moléculas de ADN para el estudio de proteinas (moradas),
estas unen a las moléculas de ADN. Modificado de la referencia [50]
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3.3. Principios basicos de una pinza 6ptica

Al hacer incidir un haz de luz altamente enfocado sobre una particula, se ejercen dos ti-
pos de fuerzas. La primera es la presion de radiacion o fuerza de dispersion, la cual genera
un empuje sobre la particula en la direccidén de propagacién del haz, siendo proporcional a
la intensidad del haz, y la segunda es la fuerza de gradiente, que se encarga de atraer a la
particula al drea de mayor intensidad del gradiente, como se muestra en la Figura 3.3.

Laser

gradiente

F dispersion

Lente

Figura 3.3: Fuerzas de dispersion y gradiente ejercidas a la particula. Los rayos que componen
el haz del l4ser generan un empuje en la particula, es decir una fuerza de dispersién que desplaza a la
particula en direccién del haz, por otro lado el gradiente resultante, al enfocar el laser contrarresta el
empuje que sufre la particula debido a la fuerza de dispersion, restituyéndola al foco.

Esta combinacién de fuerzas permite atrapar microparticulas en 3D. Ahora bien, para que
el sistema de pinzas dpticas funcione adecuadamente es necesario que la fuerza de gradiente
sea mayor a la fuerza de dispersion, esto con el objetivo de lograr que la esfera quede confi-
nada por el laser. Lo anterior se obtiene por medio de una méxima intensidad en el gradiente
lograndose a través de un objetivo de inmersion de aceite con apertura numérica alta, comun-
mente N.A. > 1,2, propiciando que cada vez que la particula sufra algiin desplazamiento, sea
restituida a la posicion de equilibrio, el foco, por la fuerza de gradiente.

Para poder describir adecuadamente el papel que juegan estas fuerzas, es necesario ana-
lizarlas en base al tamafio de la esfera con respecto a la laongitude de onda del laser (A), por
lo que a continuacién hablaremos del Régimen de rayos como aquel en el que la particula es
grande comparado con A, lo que permite usar Optica de rayos, y el Régimen de Rayleigh, en
el que la esfera es mas pequefia que A y se puede moldear como un dipolo que responde al
campo eléctrico de la luz.
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3.3.1. Régimen de rayos

En este régimen pensaremos en particulas esféricas con un radio r >> A, que acttian co-
mo lentes que dispersan el haz del 14ser. Pensaremos en el haz del laser como un conjunto de
rayos. Bajo estas circunstancias, la dispersién de Mie 2 se cumple, y las fuerzas pueden ser
calculadas a partir de conceptos sencillos de dptica, como veremos a continuacion.

Recordemos que un fotdn tiene una energia (E) y un momento lineal (p) iguales a

E=hv (3.1
h
P=x (3.2)

por lo que el impulso transferido de un haz de luz con una potencia P genera una fuerza
dada como

FonP (3.3)
C

siendo ¢ la velocidad de la luz en el vacio y n el indice de refraccion del medio. Ba-
jo este enfoque tendremos un haz con un momento lineal por cada fotén que lo compone,
por lo tanto la refraccién que sufre el haz después de atravesar una particula dieléctrica vie-
ne de un cambio en el momento del fotén y una fuerza de reaccion sobre la particula [46, 47].

Considerando que los indices de refraccion entre la esfera y el medio de la muestra sue-
len ser muy parecidos, el haz del laser atravesando por el centro de la esfera no sufre cambio
de direccién, como se muestra en la Figura 3.4; sin embargo si pensamos en el haz del l4ser
atravesando por una orilla de la esfera tendremos una desviacion interna (Figura 3.5).

Los rayos de luz llevan un cierto momento que al pasar a través de la esfera dieléctrica
sufren una desviacion debido a la refracciéon. Como consecuencia y por conservacion del
momento, el cambio de momento de los rayos desviados es igual y opuesta al cambio de
momento en la esfera. Este cambio de momento produce una fuerza resultante, sin embargo
al estar la esfera cerca de un gradiente en la intensidad de la luz, los rayos que pasan a través
de la esfera generan un desequilibrio en la fuerza, que tiende a empujar a la esfera hacia la
regién mds brillante de la luz (Figura 3.5).

3.3.2. Régimen de Rayleigh

Para abordar este régimen pensaremos en particulas muy pequefias en comparacion de A
y en el ldser como un haz de fotones, por lo que la esfera se comporta como un dipolo que
interactia con el campo eléctromagnetico inhomogeneo del haz y experimenta una fuerza en
direccion del gradiente.

2Conforme aumenta el tamano de la particula, la dispersién hacia delante también aumenta. Describe la
interaccién de una onda plana con un dieléctrico esférico.
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(a) Cambio de momento (b) Optica de rayos

Figura 3.4: Cambio de momento y éptica de rayos. El diagrama de rayos a) muestra el cambio
de momento p, o el momento resultante de un fotén que sigue la trayectoria de la figura derecha,
transmitiendo un impulso —p, a la esfera y generando el desplazamiento de esta hacia el centro del
haz. b) Cuando la esfera esta lateralmente centrada sobre el haz, los rayos que atraviesan la esfera
generan un equilibrio de fuerzas, resultando en una fuerza neta que apunta en la direccién de la
cintura del haz.

Pensemos en esferas de radio r, y una fuerza de dispersion debida a la absorcién de la luz
por el dipolo, dada como [45]

Io 128755 /m?—1\°
0 128mr (m )nm (3.4)

Faisp =57 212

donde Iy es la intensidad del laser, n,, es el indice de refraccion del medio en el que se en-
cuentra inmersa la esfera, c es la velocidad de la luz en el vacio, m = n, /np es el indice de
refraccion relativo (relacion entre el indice de refraccion de la particula y el indice de refrac-
cion del medio.), y A es la longitud de onda del laser.

La fuerza de dispersion es perpendicular al frente de onda de la luz incidente, y es propor-
cional a la intensidad por lo que la particula es empujada en la direccion de propagacion. La
fuerza de gradiente surge de la interaccién del dipolo inducido con el campo inhomogeneo
que es igual a

27T

Fdisp = %VIO (3.5)
donde
2
2.3 m- — 1
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Figura 3.5: Desplazamiento de la esfera del centro del haz. El haz de luz con un gradiente en la
intensidad, atraviesa una esfera dieléctrica, donde los rayos sufren una refraccion. El rayo de mayor
intensidad (rojo) transmite mayor fuerza que el rayo de menor intensidad (naranja), propiciando que
la esfera empuje el haz de luz hacia la izquierda, mientras la luz empuja a la esfera con direccién
contraria, es decir hacia el centro del haz; la suma de la totalidad de los rayos del haz generan una
fuerza neta que ubica a la esfera en el centro del haz[44]

es la polarizabilidad de la esfera. La fuerza del gradiente es proporcional al gradiente de
intensidad. Mientras que la fuerza de dispersion actia en direccion del haz, la fuerza de gra-
diente actda hacia el punto de enfoque (cuando m > 1), por lo que el punto de atrapamiento
de la esfera se encuentra justo debajo del foco [45, 46].

3.4. Las pinzas como un resorte

Actualmente un sistema de pinzas 6pticas puede ser tan complejo como uno desee, esto
debido al tipo de sistemas de alineacidn, deteccién y manipulacion con los que se cuenta
recientemente; sin embargo la fisica bdsica involucrada en el atrapamiento de las particulas
puede ser tan sencilla como la conservacion de momento (explicada en la seccién anterior)
y la analogia con un resorte, como veremos a continuacion.

La mayoria de las trampas Opticas son operadas con un haz laser de perfil Gaussiano.
Para desplazamientos pequeiios (< 200 nm) se encuentra que la fuerza aplicada a la particu-
la es lineal y con respecto a su desplazamiento desde el centro de la trampa. esto solo si el
desplazamiento es pequefio. De tal forma que una pinza 6ptica puede ser comparada con un
resorte simple, que sigue la ley de Hooke como se ejemplifica en la Figura 3.6.

Esta caracteristica de las pinzas Opticas nos permite tener una herramienta que funciona
como un transductor, lo que significa que en el momento que la esfera sea desplazada del

39



Figura 3.6: Resorte simple. La esfera que fue desplazada una distancia x con respecto al centro del
haz, es restituida con una fuerza andloga a la ley de Hooke, es decir, la fuerza aplicada sobre la esfera
depende linealmente del desplazamiento desde el centro de la trampa, como sucede con una esfera
que estd atada a un resorte. Imagen tomada de Wikipedia

punto de equilibrio con respecto al centro del haz, seremos capaces de conocer la distancia
que la esfera se desplazo y la fuerza con la que lo hizo. De forma que si la esfera es despla-
zada fuera del punto de equilibrio tendremos una fuerza de restitucion aplicada a la esfera,
dada como

F = —KyapX (3.7)

donde x es la constante de rigidez de la trampa y x es el desplazamiento de la esfera con
respecto al punto de equilibrio, es decir el centro del haz, estando linealmente relacionadas.

Gracias a esta analogia es posible caracterizar un sistema de pinzas Opticas, para des-
plazamientos pequeiios, y saber, por ejemplo, qué fuerza ejerce un motor molecular, cudnto
se desplaza a cada paso 6 qué tanta fuerza es capaz de ejercer; sin embargo, es necesario
caracterizar experimentalmente la trampa para poder conocer los valores de la rigidez, ;.

3.5. Rigidez en las pinzas opticas

Como mencionamos en la seccion anterior, la rigidez de una trampa se puede caracterizar
gracias a la analogia con el resorte simple; al igual que éste, la trampa puede ejercer mayor
o menor fuerza al atrapar una esfera, es decir ser mas o menos rigida. Sin embargo, en el
caso de las pinzas dpticas tenemos que tomar en cuenta que la esfera se encuentra inmersa
en un medio acuoso capaz de proporcionarle una energia térmica debido al choque de las
moléculas de los alrededores (agua, sales, entre otros), generando un movimiento Browniano
de la particula. Este movimiento serd mayor si se encuentra inmersa en el medio pero sin
estar confinada, y en el momento que la particula es confinada por medio del laser, este
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movimiento disminuye como consecuencia del atrapamiento (Figura 3.7)
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Figura 3.7: Movimiento Browniano de una esfera. El movimiento Browniano de una esfera libre
(linea verde) y de una esfera atrapada por un sistema de pinzas épticas (linea azul), son la consecuen-
cia de los movimientos al azar de las moléculas en agua. La amplitud de movimiento de la esfera es
una medida directa de la rigidez de la trampa. Modificada de la referencia [47]

Existen diversas formas de conocer la rigidez de un sistema de pinzas Opticas, todos de
manera experimental y relacionando K., con el movimiento Browniano. En este trabajo
mencionaré tres de los métodos mas usuales para conocer K;,4p: 1) Método de el Espectro de
potencias, 2) El método de arrastre de Stokes y 3) El método de Equiparticion de la energia.
Para una revision mas detallada se puede consultar la referencia [45].

3.5.1. Equiparticion de la energia

El teorema de equiparticion de la energia relaciona la temperatura de un sistema con la
energia presente en las particulas de la muestra. En equilibrio térmico, la energia asociada a
cada grado de libertad que contribuye con un termino cuadratico, a la energia total es igual a
1/2KpT.

Estableciendo que la energia térmica dada como

T
E— % (3.8)
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donde kp es la constante de Boltzmann y 7 es la temperatura absoluta del sistema.

Para una sistema de pinzas Opticas el teorema de equiparticion de la energia se cumple
cuando la esfera se encuentra en equilibrio térmico con sus alrededores, y entonces le energia
potencial es

(3.9)

donde <x2> es la varianza de la posicion de la esfera con respecto a la posicion de equilibrio,
igualando las ecuaciones 3.8 y 3.9 tendremos [46]

K<x2> B ﬂ

3.10
5 > (3.10)
y por lo tanto la rigidez de la trampa esta dada como
T
= Bl (3.11)

3.5.2. Stokes

La resistencia que ofrece un medio viscoso para el deslizamiento de una esfera en él, esta
dado por la ley de Stokes como

Friccion = 6TMV (3.12)

donde r es el radio de la esfera, 1 es la viscosidad del fluido y v es es la velocidad del
fluido, siendo valida en el movimiento de esferas pequefias que son desplazadas a bajas ve-
locidades.

Para esta método de calibracion es necesario tener un flujo sobre la particula, (general-
mente se lleva acabo por medio del movimiento de la platina donde se encuentra montada la
muestra 6 por medio de sofisticadas caimaras donde se puede regular la entrada de medio y
por lo tanto generar un flujo). Para una velocidad de flujo dada, la fuerza de friccién que se
genera sobre la particula sera equilibrada por (-kx), la fuerza con la que el sistema mantiene
atrapada a la esfera:

Kx = 6rmon (3.13)

(1 2)

en donde “x” es la nueva posicion de equilibrio. Por lo tanto, podremos conocer K en
funcién de la velocidad del fluido y de la posicion de la esfera, como

= MY _ v (3.14)

X X

42



3.5.3. Espectro de potencias

Este método presenta varias ventajas con respecto a los 2 anteriores, La primera es que
es el unico que no necesita una calibracion de la posicién, y la segunda es que sirve como
una herramienta para observar errores de alineacion y como detector de fuentes externas de
ruido ya que genera picos adicionales en el espectro de potencias.

Para una particula sujeta a un resorte en presencia de movimiento Browniano, el espectro
de potencias de la posicion esta dado como:

4KBTB
2
2 b
K <1 + f())

donde G«(f) esta en unidades de nm?/Hz, Kp es la constante de Boltzmann, 7' la tempera-
tura absoluta, B3 es el coeficiente de resistencia hidrodindmica y fj es la frecuencia de corte.
La frecuencia de corte es

Gx(f) = (3.15)

K

Jo

Las fluctuaciones térmicas que sufre la particula atrapada dan origen a la ecuacién 3.15.
A este espectro de potencias se le hace un ajuste con una funcién Lorentziana y dado que
conocemos los parametros de 3 es posible que se calcule ¥ a través de la frecuencia de corte.
Esto solo es valido para esferas atrapadas a una altura 2 >> r de la superficie, de otra forma
es necesario hacer una serie de correcciones [45].

3.6. Nuestro sistema de pinzas opticas

Durante las secciones pasadas de este capitulo discutimos las bases fisicas para un siste-
ma general de pinzas Opticas, qué es, como funciona, etc. .. por lo que las bases tedricas para
la construccion de un sistema ya estdn asentada. En lo que resta del capitulo presentaré un
esquema muy general de como se encuentra disefiado y montado el sistema en el Labora-
torio de Pinzas Opticas del IPICYT. Cabe mencionar que este sistema fue construido hace
no mas de un afio por mis dos compafieras de laboratorio como trabajo de tesis de maestria
[48], [49] y es el equipo en el que yo realice mis mediciones.

Nuestro sistema de pinzas Opticas presenta una configuracion de geometria simple. Como
se muestra en la Figura 3.8, consiste basicamente de un un ldser infrarrojo, un microscopio
invertido, el sistema de deteccion de la posicidn, un sistema de iluminacién, un sistema de
adquisicién de video, y un complejo sistema de automatizacién. En las secciones subsecuen-
tes les presentaré las caracteristicas mas relevantes de nuestro sistema.
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Figura 3.8: Esquema basico del sistema de pinzas épticas. Esta imagen es el esquema simplificado
del dispositivo de pinzas Gpticas montado en el Laboratorio de Pinzas Opticas del IPICYT. Consiste
en un ldser IR (A = 1064) cuya trayectoria esta trazada en color rojo; un juego de lentes encargados
de alinear y colimar el haz del l14ser; un par de espejos dicroicos, que permiten pasar la luz de ilumi-
nacién mientras refleja la luz del laser; un objetivo capaz de generar el gradiente para el atrapamiento
de las particulas; una platina piezoeléctrica donde es colocada la muestra, permitiéndonos generar
desplazamientos; un condensador, el cual recolecta la informacion en el plano de la muestra; un FDP
encargado de capturar la informacion que lleva el ldser y enviarla a la computadora; un led azul en-
cargado de la iluminacién de la muestra y cuya trayectoria se representa en azul. Esta trayectoria
azul también nos permite ubicar a el microscopio invertido que conforma la pinza; y por dltimo, una
cdmara CCD que nos permite tener una imagen del plano de la muestra.
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3.6.1. Laser infrarrojo y su trayectoria

En el laboratorio se cuenta con un laser infrarrojo marca IPG-Photonics, modelo YLR-
10-1064-LP de Nd:YAG con una A de 1064 nm y una potencia de salida de 10 W. Cabe
mencionar que este tipo de l4ser es seleccionado debido a que no genera dafio a los sistemas
bioldgicos, gracias a que todos los seres vivos presentan una ventana de no absorcién debido
a la cantidad de agua por la que estamos compuestos, propiciando que la muestra biolégica
no sufra dafo por calentamiento [51].

El laser se encuentra acoplado a una fibra dptica, la cual es colocada sobre una mesa
optica de flujo laminar (Newport, modelo 1-2000), a partir de este punto el laser es direc-
cionado por un camino 6ptico que lo guia a la muestra donde se genera el atrapamiento Yy,
mas tarde al sistema de deteccion (fotodetector de posicion, FDP). En cuanto el l4ser sale
de la fibra 6ptica es dividido en 2 haces, direccionando uno de ellos a un disipador donde
se desecha aproximadamente un 95 % de su potencia. El otro haz llega a un deflector acusto
optico (DAO)? (IntraAction, modelo DTD-274HD6M), con el que somos capaces de generar
una pinza movil (no implementada hasta el momento) y modificar la intensidad del haz de la
pinza.

Tras salir del DAO el haz sigue por un arreglo de lentes, que forman un telescopio, el cual
nos permite alinear el laser, colimarlo y generar el tamafio correcto del haz para que pueda
entrar por la abertura trasera del objetivo, esto sin perdida de potencia ni calentamiento del
objetivo. Mds adelante el haz llega por un espejo dicroico (ED1) 3 que refleja el haz del laser
direcciondndolo al objetivo, donde se llena la apertura trasera y se coloca el plano focal ade-
cuadamente. Con esto se puede generar la pinza dptica en el plano adecuado, es decir entre
el cubre objetos y el portaobjetos.

En este punto solo tenemos un haz perfectamente alineado y colimado para poder generar
la trampa, un haz con la potencia justa para el atrapamiento, que a su vez no genere un
sobrecalentamiento de los componentes Opticos del microscopio invertido.

3.6.2. Microscopio invertido

El corazén de nuestro sistema de pinzas Opticas estd conformado por el microscopio
invertido, el cual se encarga primordialmente de generar el atrapamiento en el plano de la
muestra, nos permite tener una manipulaciéon nanométrica de la muestra gracias a la platina
con la que cuenta (mas adelante se detallard), y por ultimo, nos permite formar una imagen
del plano de la muestra.

El microscopio invertido construido, cuenta con un objetivo OLYMPUS 100X, de in-
mersion en aceite, con una apertura numérica de 1,25 y corregido a infinito, el cual es el

Dispositivo capaz de deflectar el haz del ldser, por medio de una variacién de la frecuencia genera un
cambio en el d4ngulo de salida.

3Espejo que es capaz de dejar pasar una cierta longitud de onda y reflejar otra A, en nuestro caso deja pasar
la luz azul y refleja la luz del infrarrojo
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encargado de la tarea mds importante del sistema, enfocar el haz de l4ser en el plano de
la muestra, de manera que se genere el gradiente en la intensidad encarga del atrapamien-
to en 3D de las particulas. Enseguida este haz es colectado por un condensador Carl Zeiss,
Plan-apo, de apertura numérica 1,4 para ser enviado al FDP por medio de un segundo espe-
jo dicroico (ED2). La muestra estd montada en una platina piezoelectrica (Mad City Labs,
LP100), la cual mas adelante detallare.

El sistema de iluminacién e imagen

El microscopio invertido, como cualquier otro microscopio, cuenta con un sistema de ilu-
minacion, el cual se encuentra acoplado a el camino 6ptico del laser por medio del ED1 a lo
largo del microscopio, para mas tarde ser desacoplado por medio del ED2, como se muestra
en la Figura 3.9.

LED ‘u

Espejo dicroico 2

Condensador

Platina Piezo-
eléctrica

Plano de la
: muestra

o) LB
Objetivo
Joystick
Trayectoria del
laser Espejo dicroico 1

Céamara CCD

Figura 3.9: Esquema del microscopio. En esta imagen se observa tinicamente las partes que consti-
tuyen el microscopio invertido de la pinza. De la parte superior hacia abajo, iniciamos con un rayo de
luz de un LED azul, que sigue la trayectoria marcada con una flecha azul; atraviesa un espejo dicroico
encargado de desacoplar la trayectoria del ldser; entra por la abertura trasera del condensador, llegan-
do al plano de la muestra, atraviesa la platina piezoelectrica; entra al objetivo y sale a otro espejo
dicroico encargado de acoplar la trayectoria del l4ser, al camino 6ptico del sistema de iluminacién del
microscopio. Por ultimo la sefial es colectada por una caimara CCD, que se encuentra conectada a una
computadora.
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Este sistema de iluminacién formado por un led azul, se encuentra instalado en la parte
superior del microscopio. La luz del LED atraviesa por el ED2 llegando a la apertura trasera
del condensador, atraviesa la muestra y es colectado por el objetivo quien lo manda al ED1
para finalmente llegar a la cdmara CCD. La cdmara de video CCD genera una imagen del
plano de la muestra permitiéndonos tener una imagen de video en la computadora principal.

Desplazamiento de la muestra: Platina piezoeléctrica y Joystick

Se cuenta con una platina piezoeléctrica, Mad City Labs LP100, capaz de realizar des-
plazamientos con una resolucioén sub-nanométrica y en un rango de los 100 um, esto para los
3 ejes (x,y,z). Esta platina es una de las partes fundamentales de nuestro sistema ya que nos
permite obtener un muy alto grado de precision para llevar a cabo desplazamientos finos de
la muestra respecto de la trampa.

La platina piezoeléctrica se encuentra montada sobre una platina secundaria que cuenta
con tornillos micrométricos; con esta platina se llevan a cabo los desplazamientos burdos.
Por otro lado se cuenta con un sistema de desplazamiento rdpido gracias a un joystick (Lo-
gitech, Attack 3), acoplado a la platina por lo que se convierte en una palanca de mando.

La platina aparte de permitirnos desplazamientos finos también nos proporciona una ex-
traordinaria herramienta al momento de hacer las calibraciones del sistema. Esta platina se
encuentra totalmente automatizada y conectada a la computadora principal; por medio de un
conjunto de rutinas de LabView ¢ se pueden generar diversos desplazamientos de la platina
controlando la velocidad, generar patrones de desplazamientos, etc. ... Por otro lado, esta
platina y su automatizacion, juegan un papel fundamental en la calibracién del sistema tanto
para conocer la rigidez de la trampa como para conocer los desplazamientos de la esfera,
como se verd en las dos ultimas secciones del capitulo.

3.6.3. Fotodetector de posicion

El fotodetector de posicién por cuadrantes (FDP) (Pacific Silicon Sensor, modelo DL.100-
7PCBAZ2) es un dispositivo electrénico capaz de transformar la potencia dptica que detecta a
una corriente eléctrica de salida, generando tres sefiales de voltaje; una que es proporcional
a la intensidad y dos que son proporcionales a la posicion del centro de masa del haz.

El FDP es el encargado de medir los desplazamientos de la esfera, esto, por medio de las
deflecciones del haz producidas por la esfera al encontrarse fuera de su posicion de equilibrio
(x0,Y0,20)- Un FDP de cuadrantes tiene la caracteristica, como su nombre lo indica, de tener
una deteccion por medio de cuadrantes, donde nosotros seremos capaces de detectar cual-
quier desplazamiento del laser gracias a la cantidad de luz colectada por cada uno de estos.
La lectura del voltaje que nos proporciona depende directamente de la proporcion del haz
que sea detectado en cada cuadrante; de esta forma si la esfera se encuentra en la posicion

®Entorno de programacién grafico.
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de equilibrio los cuadrantes recibirdn igual cantidad de luz y el voltaje serd V, = 0,V), =0
y V, = 0. Si la esfera se ha desplazado en x, como se muestra en la Figura 3.10, existirdn 2
cuadrantes (verticales) que detectaran mayor cantidad de luz que los otros 2, generando un
voltaje V, # 0; si la esfera se desplaza en y tendremos 2 cuadrantes horizontales, detectando
mayor cantidad de luz y por lo tanto V, # 0.

a) b)

Laser

<_

Figura 3.10: Fotodetector. En la figura se esquematiza como es que el FDP detecta los desplaza-
mientos de la esfera para los ejes X y Y, recordemos que el FDP detecta el centro de masa del haz
incidente. a) Si la esfera es desplazada de su posicién de equilibrio, generard un desplazamiento del
haz incidente en el FDP; si la esfera es desplazada hacia la izquierda, el FDP captara mayor cantidad
de luz en los dos cuadrantes de la derecha. b) Si la esfera se encuentra en la posicién de equilibrio
(x0,¥0), el haz no sufre deflecciones, por lo que, todos los cuadrantes del FDP recibiran la misma
cantidad de luz. c) Si la esfera es desplazada hacia la derecha, el FDP captard mayor cantidad de luz
en los dos cuadrantes de la izquierda. Esto es andlogo para el eje Y, solo tomando en cuenta que los
cuadrantes se dividirdn horizontalmente.

Para el caso de los desplazamientos en Z, lo que tendremos es la deteccion del voltaje

como la suma de los 4 cuadrantes. Antes de que el haz incida en el FD, se coloca un dia-
fragma que es acomodado de forma tal que el haz del l4ser solo ilumina el borde. Por medio
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de este diafragma se limita la cantidad de luz del haz que pasa al FDP. Asi, cuando la esfera
se desplaza en z, la distancia que recorre el haz desde la esfera hasta el FDP se modifica,
es decir converge o diverge propiciando una mayor o menor cantidad de luz retenida por
el diafragma y por lo tanto tendremos un V, # 0. Cabe sefialar que para tener una correcta
lectura de la posicion es necesario, previamente a las mediciones, alinear el haz del ldser con
respecto al centro del FDP.

Estas senales detectadas por el FDP son enviadas a la computadora donde son analizadas
y transformadas en desplazamientos gracias a las calibraciones, que se detallan a continua-
cion.

3.7. Calibracion

Como mencioné en la seccién 3.4, las pinzas dpticas se comportan andlogas a un resorte,
gracias a esto tenemos una respuesta proporcional del FDP, para pequeios desplazamientos
de la esfera cercanos a la posicion de equilibrio (xg, yo, zo). Es decir, basta con multiplicar los
voltajes que arroja el FDP con un numero a determinar para poder tener el desplazamiento
de la esfera.

En las dos secciones restantes describiré como se determina este coeficiente de transfor-
macion para el desplazamiento, y también como obtenemos K. En este punto hago notar que
las calibraciones se llevaron a cabo para esferas de poliestireno con un didmetro de ~ 1.26
um y diluidas en un medio conocido como Woods-Hole, el que les detallaré en la seccién
4.1.2.

3.7.1. Desplazamiento de la esfera: conversion V vs. nm

El objetivo de esta seccidon es describir como se lleva a cabo la calibracion del FDP, es
decir, determinar el factor de conversién que relacione voltajes que registra el PSD con des-
plazamiento de la esfera en nm.

Esto se logra gracias a la automatizacion que presenta el sistema, por medio de las rutinas
desarrolladas con LabView. Con estas rutinas somos capaces entre otras muchas cosas de lle-
var una esfera a la ubicacion del laser, por medio del joystick y/o la platina, desplazarnos en
el eje z o generar desplazamientos periodicos por un tiempo o numero de corridas determi-
nado, etc .... Recordemos que la pinza dptica se encuentra fija y lo que siempre deslizamos
es la platina.

Lo primero que hacemos es determinar en que punto en el eje z se genera la trampa, es
decir el punto de equilibrio zg. Recordemos que gracias a las fuerzas de dispersion el punto
de equilibrio en z esta levemente desplazado respecto al centro del ldser. Para determinar
este punto de equilibrio es necesario atrapar una esfera en solucién, por medio de la rutina
scanStageLookForStuckBead_ST M .vi la platina da pasos en z graficando en tiempo real la
respuesta del FDP. La platina se desplaza en z hasta que el cubre objeto choca con la esfera,
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generando un empuje. En este punto se genera una traza caracteristica del choque con la su-
perficie. Cominmente la esfera se adhiere al cubreobjeto por lo que a partir de ahora la esfera
se desliza junto a la platina y cuando esta, la platina, regresa a su origen se lleva consigo a la
esfera. A partir de este momento tendremos una traza caracteristica de una esfera adherida
al cubre objeto, (Figura 3.11), generando una superposicion de las trazas, por lo que es muy
evidente el punto de choque, a partir del cual las trazas coinciden. Este punto de choque es
el punto de equilibrio para z, en nuestro caso es 0,7856 v.

45+
@ 4.0 - Esfera suelta
Ie) \
=
% 3.5 Punto de choque
: S
@)
L 304
[}
° . :
= Esfera adherida
'S 254 T
0p]
2.0

T T T T T T T
43.5 44.0 44.5 45.0 45.5 46.0 46.5

Desplazamiento en z de la platina (nm)

Figura 3.11: Grafica de voltaje vs. posicién en z En trazo rojo se muestra el desplazamiento de la
esfera en solucién atrapada por la pinza. La primer parte no muestra cambio en el voltaje debido a que
la esfera se encuentra en su posiciéon de equilibrio (xg,y9,20). A partir del punto de choque la esfera
se encuentra adherida al cubre objeto. En trazo azul se muestra el cambio de voltaje en el FDP debido
al desplazamiento de la esfera adherida al cubre objeto; a partir del punto de choque se observa como
se superponen las graficas.

El siguiente paso es conocer la calibracion para x y y. Para lograr conocerla es necesario
centrar con respecto a la mancha del laser una esfera adherida al vidrio. En este paso quisiera
recordar que cada vez que se realizan desplazamientos bruscos de la platina se genera una
deriva, por lo que es importante dejar reposar un poco (/= 3 minutos) la muestra después de
cada desplazamiento brusco.

Con ayuda del joystick ubicamos una esfera pegada en la mancha del haz y por medio
de la rutina CenterStuckBead3D_85%FIT _MX BGM .vi, se centra la esfera en el laser, co-
rroborando que la esfera se encuentre bien adherida al vidrio. Una vez centrada la esfera,
se corre el programa CenterStuckBead2DMX _Poly7.vi, el cual generar un barrido completo
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de la esfera, como se muestra en la Figura 3.12, la platina se mueve desplazando la esfera
por el laser, esto lo hace tanto en x como en y, obteniendo gréificas que nos dicen en qué
momento la esfera entra al regimen del ldser y en que momento vuelve a salir. Cabe sefalar
que nosotros somos capaces de decirle a la rutina cuantos pasos se requieren y de que tamafio.

Automdticamente la rutina ajustard la posicidn de la esfera respecto al laser, la derivada
de una funcién Gaussiana y una recta en la seccidn lineal de la curva de calibracién, donde la
pendiente de esta recta nos dard la calibracion de Volts a nm. Como se muestra en la Figura
3.12, la senal de salida es una grafica de posicion de la platina contra el voltaje detectado por
el FDP. El procedimiento es andlogo para x y y.

Figura 3.12: Barrido del laser para xy y A) Imagen del barrido en x y y. La esfera es deslizada
a través del laser, mientras la computadora registra la sefial y automatiza el proceso, ajustando una
derivada de la Gaussiana. B) Gréfica correspondiente al barrido en x, en azul se puede observar la
sefal del FDP, andlogo para el eje y; el ajuste Gaussiano se muestra en linea roja. Con una linea en
negro se puede observar el centro con pendiente a/’. Imagen tomada de la referencia [48]
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Se tomaron los datos de 14 esferas, en 4 zonas diferentes de la muestra. Se saco un pro-
medio y la desviacién estandard para conocer el valor de calibracién para x y y.

| Calibracién |
| X[ 585,73+£5,90° nm/V |
Y | 6247412 nm/V |

Cuadro 3.1: Calibracion del FDP. Coeficientes de transformacién de Vy, V, para el desplazamiento
de la platina en nm.

3.7.2. Rigidez de la trampa

Como vimos en la seccién 3.5 existen 3 formas comunes de calibrar la rigidez de las
pinzas Opticas: Equiparticion de la energia, Stokes y Espectro de potencias. Para el caso de
nuestro sistema se tienen implementadas algunas rutinas de LabView capaces de proporcio-
narnos la rigidez de la trampa a partir de de estos 3 métodos.

Lo primero que necesitamos hacer es atrapar una esfera libre, esto con el objetivo de
poder encontrar la superficie del cubre objeto. Esto se lleva a cabo por medio de la rutina
Sur faceHeight_modificado.vi el cual realiza un barrido en z; cuando el cubre objeto choca
con la esfera se genera el cambio en la sefial mostrado en la Figura 3.12. Aqui cabe mencio-
nar que a diferencia con la calibracion del desplazamiento, nos interesa que la esfera todo
el tiempo se encuentre atrapada por el ldser, regresando a su posicion de equilibrio zo cada
vez que llega al punto de choque. La rutina nos pedird que ubicamos en su gréfica cual es el
punto de choque, propiciando que la platina sea colocada en la superficie del cubreobjeto.

Recordemos que hasta este punto la esfera sigue atrapada por el laser. Una vez localizada
la superficie se corre otra rutina de LabView PowerSpectraMXmayo_2011.vi ordenandole
que lleve a la esfera a una distancia de 500 nm con respecto de la superficie, donde este
programa es capaz de proporcionarnos los valores de x por los métodos de Equiparticion de
la energia y Espectro de potencias de manera practicamente automadtica. Aqui es importante
sefialar que existe una rutina Global_ParameterWrite.vi, en donde se colocan los resultados
de las calibraciones anteriores es decir el factor de conversion en x,y,z y por medio de este
programa obtienen los datos necesarios para las calibraciones las demas rutinas.

Ahora solo nos queda hacer la calibracién con el método de Stokes para lo cual se tiene
la rutina XY ZStokesDragMx fast_modificado_promedios.vi con la que somos capaces de
simular un flujo sobre la esfera para poder obtener la K, y k. Es usual que para esta calibra-
cion se pierdan las esferas al momento de generar el flujo. Por medio de este método no se
ha obtenido x;.

Para llevar a cabo esta calibracion se tomaron =~ 10 esferas de poliestireno con un didme-
tro aproximado de 1.26 um, en tres zonas diferentes de la muestra. Las esferas se encontraban
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en dilucién con medio Woods Hole.

En la siguiente tabla muestro los resultados promedio de los tres métodos implementados
en nuestro sistema de pinzas Opticas, asi como el promedio de estos.

] ‘ kvarianza pN/nm ‘ kpowerspectra pN/nm ‘ Stokes pN/nm ‘ Promedios pN/nm ‘

X | 0.056 £ 0.0017 0.071 £ 0.0044 0.061 £0.0048 | 0.063 + 0.0014
Y | 0.060 £ 0.0034 0.087 £ 0.011 0.071 £ 0.0061 | 0.070 £ 0.0034
Z | 0.0011 £ 0.0005 0.0087 £ 0.0041 _— 0.0038 £ 0.002

Cuadro 3.2: Calibracién para la rigidez de nuestro sistema de pinzas 6pticas.
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Capitulo 4

Metodologia experimental

4.1. Seleccion y cultivo de diatomeas

4.1.1. Condiciones de un cultivo

Las diatomeas, como ya lo he mencionado en el Capitulo 2, son capaces de crecer practi-
camente en cualquier ambiente hiimedo que presente los nutrientes necesarios para su desa-
rrollo; es por este motivo que son algas relativamente faciles de cultivar, sin embargo también
es muy facil que el medio donde se encuentran se contamine de bacterias y cianobacterias,
esto debido a la cantidad de nutrientes que presenta.

Para poder tener cultivos lo suficientemente estables hay que tomar en cuenta 5 factores
de suma importancia:

= pH: por lo regular cercano a 7.

Temperatura: Entre los 18°C y los 25°C.

Fotoperiodo: Dependiente del tipo de diatomea, pero de manera general son 16 h luz:8
h oscuridad.

Medio: Dependiente del tipo de diatomea; existen algunos relativamente generales.

Ambiente estéril: Esto es dependiente del tipo de estudios y del grado de pureza que
se requiere para el cultivo.

Para poder trabajar con las diatomeas, ya sea de agua salada o agua dulce (como es nues-
tro caso), se debe seleccionar el medio de cultivo idéneo para la especie de diatomea, esto
dependerd del origen de estas. Es muy probable (y seguramente lo mas recomendable), que
si se han comprado las diatomeas en algin cepario de microalgas, se procure mantener los
cultivos bajo las mismas condiciones, (pH, temperatura, nutrientes, fotoperiodo, etc...) ya
que las diatomeas se encontrardn muy bien adaptadas a estas condiciones. Existen un par de
medios que practicamente funcionan para cualquier especie de agua dulce, como lo pueden
ser el medio “Diatom Medium” (DM) y el “Woods Hole” (WC) [55], en general estos son
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los medios mas ricos en nutrientes.

Los cultivos con los que he trabajado se mantienen en un ambiente controlado a ~ 25°C,
con fotoperiodos de 12 horas de luz y 12 horas obscuridad, en un principio y con fotope-
riodos de 16 horas luz, 8 horas obscuridad al final de los ensayos. Se les proporciona una
oxigenacion permanente y una agitacion moderada, ambos por medio de una manguera de
pecera conectada a una bomba de aire para pecera, la cual pasa a través de los tapones de
los frascos de cultivo por medio de una perforacion realizada al centro de éste; en algunos
casos se les coloco tapones de algodon, previamente esterilizados y en otras ocasiones se les
colocé una tapa provisional de aluminio.

4.1.2. Medio Woods Hole

El medio en el que se han crecido las diatomeas con las que he trabajado es el medio
Woods Hole (WC) [55].

La preparacion de este medio requiere de 9 stocks, los cuales son elaborados con agua
desionizada. Los 5 primeros stocks son los macronutrientes (Cuadro 4.1), los cuales pro-
porcionan los nutrientes que suministran la mayor parte de la energia metabdlica; el stock
6 esta compuesto de varios elementos trazas o micronutrientes (Cuadro 4.2), los cuales son
sustancias que se necesitan en muy pequeiias dosis, pero son indispensables para diferentes
procesos bioquimicos y metabdlicos de las algas. El stock 7 consta solo de 2 compuestos
(Cuadro ??), los cuales proporcionan un bajo aporte de nutrientes; el stock 8 son las vita-
minas (Cuadro ??) nutrientes esenciales para el funcionamiento fisiolégico, funcionan como
catalizadoras de todos los procesos fisioldgicos; por ultimo se tienen los silicatos como stock
9 (Cuadro 4.5), fundamentales para la formacién de la frastula.

Para la realizacion del medio es necesario contar con los 9 stocks ya elaborados, de esta
manera resulta ser muy sencilla la preparaciéon del medio. Para obtener un volumen final de
11 de medio se toma 1 ml de los stocks 1 al 6.

]Stock\ Compuesto ‘ Marca ‘ g/l ‘

1.- CaCl,-2H,0 Fermont 36.76
2.- | MgS04-7H,0 | Hight purity | 36.97

3.- NaHCOs3 Sigma 12.60
4.- K>oHPO4 J. T. Baker | 8.71
5.- NaNOj Fermont 85.01

Cuadro 4.1: Macronutrientes

Se le adicionan 500 mg/l de amortiguador HEPES (Promega) y se ajusta el pH a 7 con
HCI1 6 NaOH. Se procede a esterilizar en una autoclave a 120 °C por 20 minutos.
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’ Compuesto ‘ Marca ‘ g/l ‘

MnCl,-4H,0 Fermont 0.18
ZnS0O4-7H,0 J. T. Baker 0.022
(NH4)6Mo070,4-4H,>0 | Desconocida | 0.0046
CaCl,-6H,0 Fermont 0.012

CuSOy4-5H,0 Desconocida 0.01

H3BO; CTR Scientific | 0.06

Cuadro 4.2: Stock 6, Micronutrientes

Una vez que el medio se encuentra frio se le agrega 1 ml de los stocks restantes, 7 al 9.
Previamente todos han sido esterilizados por filtracién y elaborados con agua desionizada.

Para el stock 7 es necesario disolver el Na, EDTA en agua desionizada y después afiadir
el FeCl3-6H20.

’ Compuesto ‘ Marca ‘ g/l ‘
Na, EDTA Promega 4.36 g/1
FeCl3-6H,0 | Desconocida | 3.15 g/l

Cuadro 4.3: Stock 7

Vitamina ‘ Marca ‘ g/l ‘

Biotina Sigma | 0.0005 g/1
Cianocobalamina (B12) | Sigma | 0.0005 g/l
Tiamina-HCI (B1) Sigma | 0.1 g/l

Cuadro 4.4: Stock 8, Vitaminas

El procedimiento para la preparacion de los stock debe ser bajo condiciones de esterili-
dad, asi como su manipulacién para la realizacion de los medios. Debemos tomar en cuenta
que si los stocks se llegan a contaminar, el medio que se prepare con estos seguramente esta-
rd contaminado, lo que puede generar problemas con el cultivo. En este caso sera preferible
desecharlo y volverlo a elaborar.

Tanto los stocks como el medio preparado debe ser resguardado bajo refrigeracion (4°C),
para evitar el crecimiento de bacterias y su degradacion. Es importante tomar en cuenta que
cuando sea necesario rellenar los cultivos de las diatomeas con el medio refrigerado, este se
debe dejar atemperar. Si el medio frio es vertido al cultivo que se encuentra a mayor tempe-
ratura se podria provocar un choque térmico de las diatomeas.
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’ Compuesto ‘ Marca ‘ g/l ‘
| NaSiO3-9H,0 | Aldrich | 28.40g/1 |

Cuadro 4.5: Stock 9, Silicatos.

Aqui es importante mencionar que aunque el protocolo original menciona que el medio
se puede llevar a cabo con agua destilada, se ha decidido realizar el medio de cultivo con
agua desionizada. Esto debido a que pudimos observar que el tipo de agua utilizada en el
medio puede interferir de manera negativa en el comportamiento del ensayo. Cabe mencionar
que esto se debe al tipo de estudio que se desea realizar. El usar agua desionizada evita
que las microparticulas presentes en nuestros experimentos se adhieran a la superficie del
cubreobjetos.

4.1.3. Cultivo funcional

Lo primero que se procedi6 a hacer fue localizar un cultivo que fuera ttil para nuestros
propositos, es decir un cultivo con una buena densidad celular, y que presentara diatomeas
con motilidad. Esta seleccion se realizé por medio de observacion en un microscopio éptico
(LEICA DME) a magnificaciones de 10X, 40X y 100X, (este tltimo es un objetivo de in-
mersion en aceite). Esto se llevo a cabo en el laboratorio de Geomicrobiologia del Instituto
de Metalurgia (IM) de la UASLP, a cargo de la Dra. Viridiana Garcia Meza.

El laboratorio de Geomicrobiologia cuenta con una amplia variedad de diatomeas, tan-
to marinas como dulceacuicolas, esto nos permitié realizar una exhaustiva observacion de
las diatomeas, tanto de densidades de los cultivos, como de la capacidad de motilidad que
presentaban. A partir de esto fue posible seleccionar un cultivo idéneo para nuestro trabajo,
el cual presentaba varios tipos de diatomeas, predominando el tipo Nitszchia spp. Estas son
diatomeas pennadas, rafideas y, por lo tanto presentan un alto grado de motilidad.

El cultivo seleccionado proviene de una recoleccion de diatomeas llevada a cabo por
Yadiralia Covarrubias Rubio, alumna de Maestria de la Dra. Viridiana Garcia Meza. Esta
recoleccion se realiz6 en la parte lateral de la torre de enfriamiento 2 de la central termoeléc-
trica de Villa de Reyes, San Luis Potosi. La temperatura de colecta fue de 24 °C, por lo que
cuenta con diatomeas meséfilas!. Son diatomeas benténicas, que se desarrollan en los sedi-
mentos de las torres de enfriamiento y se caracterizan por ser polisaprobias?, oligohalobias?.

En este cultivo se encuentra una amplia diversidad de diatomeas, y algunos tipos de bac-
terias, por lo cual, una vez seleccionado el cultivo, se llevé a cabo una serie de diluciones
seriadas en pozos de cultivos o multiplatos estériles de 24 pozos (Multiple Well Plates, Cos-
tar 3524), esto con la finalidad de conseguir un cultivo lo mas puro posible, libre de bacterias

I Temperatura 6ptima de crecimiento comprendida entre 20°C y 45°C. La temperatura minima se encuentra
en el rango de 15°C a 20°C y la temperatura maxima en torno a 45°C.

2Se desarrollan sobre organismos muertos o sustancias organicas en descomposicién

3Organismo que vive en aguas salobres, es decir con baja concentracién de sales
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como de diversidad de diatomeas.

En la charola de cultivo se colocé 3 ml de muestra en el primer pozo (a cada pozo le cabe
un volumen de ~ 3.4 ml); en el segundo pozo se colocd 0.5 ml de muestra del primer pozo
y se completo con 2.5 ml de medio. Una vez realizado esto, en el segundo pozo, se agita con
precaucion y se tomé 0.5 ml de muestra que es transferido al siguiente pozo, este se completa
con 2.5 ml de medio y se agita con precaucion; se vuelve a tomar 0.5 ml de muestra y es
colocado en el siguiente pozo y asi sucesivamente.

Para este trabajo en particular, se llevd a cabo diluciones en un pozo si y uno no (como
se muestra en la Figura 4.1) con el objetivo de prevenir la mezcla entre ellos en el momento
de la manipulacion, ya fuera traslado o relleno de los pozos. Se comenzé con 6 diluciones.

Figura 4.1: Pozos de cultivo. Plato de pozos de cultivo en el que se puede observar las diluciones
marcadas como dir, 1:10, 1:100, 1:1000, 1:10000, 1:100000; Es claro como las diluciones “dir y
1:10” presentan una tonalidad café claro, transparentosa, esto debido al mayor numero de muestra
bioldgica, en comparacion con los pozos que tienen una mayor dilucién. También se puede observar
que se encuentra marcada con el nombre del cultivo original diatomeas lavadas 1:1000.

Transcurridas de 2 a 3 semanas y tras una observacion periddica, se determiné cudl de
las diluciones realizadas era la mas conveniente para el trabajo, por lo que se selecciond y
trasplant6 a un frasco de cultivo de 250 ml con tapon de rosca, al cual se le ha hecho una
perforacion de ~ 5 mm en el centro para poder suministrar la oxigenacion y el burbujeo al
cultivo a través de una manguera de pecera. La primera semana de realizado el trasplante el
frasco de cultivo, permanece hasta los 100 ml, transcurrida esta semana es rellenado hasta
los 200 ml; aproximadamente 1 semana mds tarde se tiene un cultivo con el cual es posible
trabajar (Figura 4.2)

Aqui es importante mencionar que idealmente es necesario hacer resiembras del cultivo

cada 3 o 4 semanas, con la finalidad de tener siempre a disposicién cultivos con baja con-
taminacion bacteriana, alta densidad celular y en fase exponencial de crecimiento. También
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Figura 4.2: Cultives. Imagen de 2 cultivos de diatomeas, ambos de agua dulce, con oxigenacién y
burbujeo. Ambos presentan el caracteristico color marrén, pardo, lo que nos habla de un cultivo sano.

es recomendable tener siempre un duplicado del cultivo, como una medida precautoria ante
cualquier incidente.

Analisis de un cultivo funcional

En esta seccidon comentaré brevemente una serie de sencillas pruebas y andlisis que se
llevaron a cabo para conocer el comportamiento del cultivo bajo ciertas condiciones.

Una vez seleccionado y en vias de crecimiento, se llevé a cabo un pequefio andlisis de
el comportamiento del cultivo en funcién del material del recipiente de traslado, asi como
otros 2 parametros. Esto fue necesario debido a que el laboratorio de Geomicrobiologia no
se encuentra dentro de las instalaciones del IPICYT, por lo tanto era necesario comprobar el
buen funcionamiento de las diatomeas después de un tiempo de traslado y de preparacién de
las muestras (= 1 hr), para asi encontrar las condiciones ideales para este fin, asi como deter-
minar el tiempo promedio con el que contamos una vez que las diatomeas han sido retiradas
del frasco de cultivo.

Para este estudio se tomaron en cuenta 3 parametros:

= Material del vial para el traslado (vidrio o pléstico).
= Si se trasladaria cerrado o abierto.

m Si era necesario trasladarlo en un ambiente oscuro o no.
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Los viales utilizados fueron viales para micro centrifuga de polipropileno con tapa de 1.5
ml y viales de vidrio claro con tapa de rosca marca KIMAX de 4 ml. Los viales de plasti-
co tienen un fondo en forma cénica mientras los viales de vidrio presentan un fondo plano.
En ambos casos se trasladaron muestras bajo las siguientes condiciones: vial de vidrio re-
cubierto de aluminio tapado y destapado, vial de vidrio sin recubrir abierto y tapado, estas
condiciones se repitieron para los viales de pléstico. En general se colocaron 1 ml de muestra
en los viales de plastico, mientras en los viales de vidrio se coloco ~ 2 ml.

Figura 4.3: Viales. Viales utilizados para el traslado de las diatomeas. Del lado izquierdo se muestra
un vial eppendorf de 1.5 ml y del lado derecho un vial de vidrio de 4 ml.

Después de ser trasladados bajo las condiciones mencionadas se procedio a hacer prepa-
raciones tal como son necesarias para el montaje experimental; es decir colocar muestra en
un canal elaborado con cinta doble cara, que es adherida a un portaobjetos y después tapa-
da con el cubreobjetos (Figura 4.4). Una vez colocada la muestra en el canal es necesario
sellarlo para evitar la perdida de muestra, esto se realiza normalmente con esmalte de uas,
sin embargo se descubrid que las diatomeas se degrada rdpidamente, por lo que se optd por
sellar los canales con parafina; en algunos casos se colocé esmalte sobre la parafina con el
objetivo de asegurar que los canales se encontraban perfectamente sellados.

Después de realizar este ejercicio por aproximadamente 6 ocasiones, se llegé a la conclu-
sién de que las diatomeas presentan un comportamiento similar con ambos materiales. Sin
embargo, debido a la forma conica del vial de pléstico, las diatomeas tienden a agruparse
con mayor facilidad en estos, lo cual repercute al momento de montar la muestra en el canal,
pues dificulta la motilidad sobre el cubre objetos, probablemente debido a la secrecién de
mucilago que se genera al estar aglutinadas.

Por otro lado pareciera (no resulté del todo claro) que el hecho de tenerlos cerrados dis-

minuye el tiempo de vida de las diatomeas o al menos la viabilidad para los estudios, ya que
decae notablemente el porcentaje de diatomeas que se deslizan transcurrido un cierto tiempo.
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Figura 4.4: Canal. En esta imagen se puede observa el arreglo del canal donde es colocada la muestra.
Donde la adherencia de la cinta doble cara resulta un factor de suma importancia, tanto para que los
vidrios no se despeguen, como por el grosor que presenta.

Supongo que esto se debe a la cantidad limitada de oxigeno en la muestra, por lo cual resul-
tan mads factibles los viales de vidrio debido a su mayor capacidad volumétrica. Por dltimo
se observo que es completamente indiferente si el traslado se realiza en un ambiente oscuro
o no. Dadas estas observaciones se decidi6 trasladar las muestras en viales de vidrio abiertos.

Otra observacion que se realizé fue una estadistica de las diatomeas que presentan mo-
tilidad dentro de los canales, esto por medio de conteos de el total de las diatomeas vs. las
diatomeas deslizdndose; con lo que se puede saber que aproximadamente el 25 % de las dia-
tomeas exhiben una buena motilidad.

4.2. Analisis de la interaccion rafe-esfera, mucilago-esfera

Como ya lo he comentado en el Capitulo 3, las Pinzas Opticas es una técnica de mi-
cromanipulacion que se ayuda de esferas que son atadas a la molécula de interés, es decir,
las esferas cumplen la funcion de “anclaje de manipulacion” debido a que por lo general la
molécula de interés es de un tamafio menor al que es posible manipular. En nuestro caso,
estas esferas deberian anclarse a las nanofibras adhesivas que exudan las diatomeas, para
ello es necesario conocer si se genera esta interaccion y, en su caso, en qué grado y bajo qué
condiciones.

Una vez obtenido un cultivo funcional (lo que lleva en promedio 5 semanas a partir
de pozos y 3 a partir de resiembra directa), es decir, un cultivo cuyas diatomeas presentan
motilidad y una alta densidad celular, se comenzé con una serie de pruebas por medio de
microscopia Optica, videomicrocopia y microscopia electronica de barrido (SEM), cuyos
objetivos son:

= Conocer la morfologia* de las diatomeas, especificamente la ubicacién del rafe.

“Disciplina encargada del estudio de la estructura de un organismo o sistema.
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» Conocer la interaccion esfera-rafe.

= Conocer la interaccién esfera-mucilago.

4.2.1. Materiales y equipo

Para poder llevar a cabo las mediciones fue necesario elaborar una serie de experimentos
preliminares, los cuales consistieron en incubar diluciones de esferas-diatomeas, cuyo obje-
tivo era verificar que las esferas se adhieran de manera especifica al rafe de las diatomeas y
al mucilago. Estos se llevaron a cabo con varios tipos de esferas de poliestireno:

= 0.53 um de didmetro, recubiertas de grupos carboxilos.
= 1.26 um de didmetro, recubiertas de estreptavidinas.

s 1.87 um de didmetro, recubiertas de estreptavidina.

Es necesario mencionar que este tipo de esferas de poliestireno se encuentran a la venta,
tanto recubiertas con grupos o marcadores especificos como sin recubrir. En el laboratorio
de pinzas Opticas del IPICyT contamos con una amplia variedad de stocks, los cuales varian
tanto en el didmetro de la esfera como en los recubrimientos que presentan, esto debido a la
naturaleza de los estudios que se llevan a cabo en el laboratorio.

A partir de observaciones realizadas en los primeros experimentos, se decidid que las
esferas con las que se realizaran los experimentos serian las esferas de 1.26 um, esto debido
a que el tamafio que presentan son ideales para las caracteristicas técnicas propias de las
pinzas y el montaje experimental.

Se realizaron observaciones de las muestras en los SEM:

= UHRSEM FEI Philips XL30 SFEG
= ESEM FEI QUANTA 200

ambos pertenecientes al LINAN (Laboratorio Nacional de Investigaciéon en Nanocien-
cias y Nanotecnologia), laboratorio dependiente del IPICYT. Se utilizaron pines estandar
para SEM, con un didmetro de 12.7 mm, de aluminio, con el borde acanalado.

El microscopio XL30 cuenta con el modo de alta resolucion mientras el microscopio
QUANTA 200 es un equipo que permite 3 modos de trabajo, a alto vacio, bajo vacio y mo-
do ambiental, lo que lo hace una estacién de trabajo muy verséitil; a esto debemos sumarle
que se cuenta con aditamentos especializados, como lo son la platina de enfriamiento de las
muestras (-5° C a 60° C, rangos de precision de lectura de 0,1 °C), que permite diminuir la
temperatura de la muestra ajustando pardmetros como la presion y la humedad, lo que per-
mite trabajar con muestras vivas, teniendo un mayor margen de tiempo para su manipulacion.

SProteina tetramérica, se caracteriza por su elevada afinidad a la biotina.
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La videomicroscopia se llevé a cabo con una camara SONY HANDYCAM HDD mo-
delo DCR-SR200 NTSC, la cual es montada sobre el microscopio 6ptico LEICA DME del
laboratorio de Geomicrobiologia (IM-UASLP).

Por otro lado se utilizé un baifio ultrasénico Branson BRANSONIC 2510 MT (BR2510MT)
con temporizador mecénico (Frecuencia: 47 kHz, Capacidad: 2.8 1), para la separacion de las
esferas, ya que estas se encuentran en altas concentraciones y aglutinadas.

Los portaobjetos utilizados para las muestras son prelavados de la marca VWR de 3x1 in,
con un grosor aproximado de 1.2 mm. Los cubreobjetos son de la marca Corning de 22x40
mm. La cinta de doble cara es marca Scotch® (Transparente, sin recubrimiento.)

4.2.2. Microscopia y videomicroscopia

En la primera parte de este estudio se intento realizar por medio de SEM (Quanta) una
serie de micrografias (Figura 4.5,4.6) con diatomeas vivas, esto gracias al modo ambien-
tal en el que puede trabajar el equipo; sin embargo la resolucién resulto ser pobre, ya que
bajo este tipo de condiciones (es decir una muestra no metdlica, sin recubrimiento, con ma-
teria organica y en modo ambiental) la muestra se carga eléctricamente de forma muy rapida.

Figura 4.5: Vista general. En esta imagen se puede observar la homogeneidad del cultivo, asi como
la densidad de éste. Observadas en SEM (QUANTA) modo ambiental.

64



Se puede observar una vista general del cultivo en la Figura 4.5 y en la Figura 4.6 un
acercamiento a una diatomea. Estas imdgenes nos proporcionan los tamafios aproximados
que presentan nuestras diatomeas.

Figura 4.6: Acercamiento. Micrografia que muestra las dimensiones promedio de las diatomeas de
nuestro interés; ~ 30 um, las mas grandes. Observadas en SEM (QUANTA) modo ambiental.

Dadas las dificultades técnicas anteriores, se opto por trabajar con diatomeas lavadas, es
decir diatomeas a las que se les ha quitado todo el material orgdnico. Esto con la finalidad
de conocer la morfologia con mayor detalle. Las muestras fueron montadas sobre un pin de
microscopia electrénica y recubiertas por hilo de carbono. Esto nos dio un panorama general
de la conformacion de la frustula, los patrones ornamentales, ubicacion del rafe y tamafio de
las diatomeas (Figura 5.1, asi como la Figura 2.7).

La segunda parte de este estudio se llevo a cabo por medio de videomicroscopia. Esto se
realizé con diatomeas que se encontraban en condiciones 6ptimas de cultivo y a las cuales
se les agregaron esferas (recubiertas de estreptavidina y de 1.26 um de diametro); por medio
de estas observaciones se pudo conocer la interaccion de las esferas con el rafe y el mucilago.

El protocolo utilizado para las muestras de videomicroscopia fue:

1. Se toman 50 ul de medio y se le agregan 0.5 ul de esferas.

2. Se sonica por 20 minutos. Esto con la finalidad de evitar aglomeraciones de esferas.
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3. Transcurrido este tiempo se agregan 200 ul de cultivo con diatomeas, se deja en reposo
10 min.

4. Se coloca la muestra en el canal (Figura 4.4) y se sella con parafina y/o esmalte.

Tras haber realizado el protocolo, la muestra es colocada en el microscopio ya con la
Handycam adaptada, lo que nos permitié obtener un gran nimero de videos y de esta mane-
ra corroborar las interacciones de la esfera (Resultados descritos en el capitulo 5).

Una vez que se llevo acabo la videomicroscopia se procedié a tomar imagenes de mi-
croscopia electrénica de barrido, por medio de los equipos QUANTA y XL30 del LINAN.
Lo primero que se realiz6 fue colocar muestra fresca en el equipo QUANTA, trabajando con
el modo de operacidon ambiental.

Una vez terminadas las observaciones de las diatomeas en el microscopio QUANTA, és-
tas mismas muestras fueron observadas en el microscopio de alta resolucién XL30, para lo
cual fue necesario recubrirlas con oro. Las imdgenes adquiridas con este equipo resultan ser
de mejor calidad, aunque nuestras muestras en particular se observan un poco sucias debido
a la materia orgénica presente.

El dltimo estudio de microscopia que se realiz6 fue por medio de la platina Peltier para
enfriamiento, aditamento de el microscopio de barrido QUANTA. En este caso solo es nece-
sario agregar una gota del medio de cultivo con las diatomeas y las esferas, sobre el pin de la
platina Peltier.

4.3. Sistema de pinzas opticas: Preparando el ensayo

Una vez concluidos los ensayos anteriores, sera necesario montar el ensayo en nuestro
sistema de pinzas Opticas. Aqui es importante recordar que el sistema cuenta con una serie
de caracteristicas relevantes al momento de montar la muestra. Entre estas destaca el hecho
de que el equipo consta de un microscopio invertido, por lo que la muestra debe ser montada
con el cubreobjeto hacia abajo. Una platina piezoelectrica que nos proporciona un rango li-
mitado de movilidad y un objetivo de inmersion en aceite, por lo que es necesario colocarle
una cantidad suficiente de aceite de inmersién', tanto a el objetivo como al plano de la mues-
tra donde hard contacto con el condensador.

Lo primero que se debe llevar a cabo al montar la muestra es: Realizar la calibracion
correspondiente tal como se ha descrito en la seccién 3.7.1, es decir conocer el factor de
conversion entre el voltaje que detecta el fotodetector y el desplazamiento de la esfera, esto
se llevo a cabo para 14 esferas, ubicadas en diferentes dreas de la muestra.

ITiene aproximadamente el mismo indice de refraccién que el vidrio, lo que elimina casi por completo la
desviacién de los rayos de luz, aumentando considerablemente la eficacia de los objetivos de los microscopios.
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Lo segundo que se debe llevar a cabo es la calibracion de la rigidez de la trampa, como se
plantea en la seccién 3.7.2. En nuestro caso se tomaron en cuenta 8 mediciones por medio de

€6, 9% e Y 66 %,

los métodos de varianza y espectro de potencias para “x”, “y”, y “z”; 5 de estas mediciones

[ [l

fueron complementadas por mediciones a través del métodos de Stokes para “x” y “y”.

Para estas calibraciones se coloco una muestra que contenia: i.- 2 ul de esferas; ii.- 100
ul de medio. Esta dilucién fue sonicada por 20 minutos y luego fluida a través del canal.

Una vez realizadas las calibraciones podemos proceder a hacer las mediciones de nuestro
sistema, para ello se implementaron varios protocolos, entre ellos:

= Se colocaban las diatomeas en el canal, se dejaban reposar por 5 min y se fluian las
esferas previa sonicacion, para finalizar con el sellado del canal.

= Se colocaron las esferas (previamente sonicadas) con las diatomeas en el vial. Se dejan
reposar un par de minutos (entre 5 y 10 minutos), se fluyen por el canal; se dejan
reposar por otros 5 minutos y se sella el canal.

= Se colocan las esferas en el canal (previa sonicacion), se fluyen las diatomeas dejando
reposar la muestra por 5 minutos para proseguir con el sellado del canal.

» Se mezclan las esferas sonicadas con las diatomeas, se les da un tiempo de reposo en
el vial y tras este son fluidas a través del canal, luego el canal es lavado y sellado.

Finalmente el protocolo de preparacion de la muestra para el montaje en el sistema de
pinzas Opticas que se siguid, previa observacion de los protocolos propuestos fue:

1. Se diluye 5 ul de esferas en 5 ul de medio, por cada muestra. Normalmente se soni-
ca el doble del volumen necesario como minimo, con el fin de garantizar una buena
sonicacion.

2. Se sonica esta dilucién por ~20 min, con el objetivo de evitar aglomeraciones de las
esferas.

3. Las diatomeas son agitadas a través de un vortex mecanico por 5 minutos.
4. Se toman 10 ul de la solucién de esferas y se agregan 90 ul de diatomeas.
5. Se mezclan a través de el vortex mecénico por 2 minutos.

6. Se fluye un primer volumen de muestra (= 20 ul)a través del canal.

7. Se deja incubar la muestra entre 4 y 5 minutos.

8. Se vuelve a fluir muestra por el canal, ~ 30 ul.

9. Se deja incubar la muestra entre 4 y 5 minutos.
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El paso 8 y 9 se realiza en 3 ocasiones esto con la finalidad de acabarnos el volumen
total de la muestra (= 100 ul), propiciando una mayor poblacién de diatomeas en el
canal.

10. Se lava el canal con 40 ul de medio, con el objetivo de remover aquellas esferas y
diatomeas que no se hayan adherido a la superficie del cubreobjetos.

11. Se sella con parafina el canal de la muestra, esto con el objetivo de que no se evapore
la muestra. En algunas ocasiones se le colocaba una capa de barniz sobre la parafina
con el fin de asegurar su correcto sellado.

Es necesario agregar que cada vez que se fluia la muestra por el canal, se colocaba un
papel filtro por el lado contrario al que se introducia la muestra, esto con el objetivo de faci-
litar la introduccidn de la muestra al canal. Otro detalle importante es que se procurd que las
muestras nunca se secaran en el tiempo de reposo, por lo que continuamente era necesario
agregarle un poco de muestra al canal durante este reposo.

4.3.1. Maedicion del ensayo

Una vez que se tiene una muestra funcional en el sistema de pinzas Opticas y que ya se
han llevado a cabo las calibraciones necesarias, se puede comenzar con las mediciones del
ensayo. Para esto es necesario hacer una serie de observaciones acerca del comportamiento
de la muestra.

Primero es necesario ubicar una diatomea que se encuentre deslizdndose sobre el cu-
breobjetos, esto con la finalidad de garantizar la presencia de mucilago.

Lo segundo que se debe observar es, el comportamiento de las esferas, ya que en este
tipo de muestras se encuentran 3 posibles comportamientos de las esferas:

i.- Las esferas que se encuentran libres en solucién, es decir presentan un movimiento
Browniano, por lo que se difunden rdpidamente a través del medio. Estas esferas se
pueden manipular muy facilmente por la pinza, trasladdndolas a practicamente cual-
quier lugar de la muestra.

ii.- Las esferas que se encuentran adheridas al vidrio, por lo tanto no presentan movimien-
to alguno. Para nuestro caso la interaccién que se da entre la esfera y el cubreobjetos
es una interaccion inespecifica. Normalmente no se pueden manipular con el sistema
de pinzas Opticas.
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iii.- Las esferas que en apariencia se encuentran en solucidn, pero que no son capaces de
desplazarse mas haya de cierta distancia entorno a un punto. Estas esferas son las
esferas con las que nos interesa trabajar, ya que estas se encuentran atadas por una o
varias fibras de mucilago. (Este tipo de comportamiento se asemeja al comportamiento
de las esferas que se encuentran atadas por medios especificos a una o varias moléculas
de ADN [49, 48].)

Una vez que se ha podido localizar una diatomea con desplazamiento y ubicar una esfera
que se encuentra anclada al rastro mucilaginoso, se procede a comprobar que tan fuerte es la
adhesion, esto por medio de manipulacién de la esfera a través del joystick, a la vez que la
esfera es centrada en el haz de la pinza dptica.

Comprobado esto y habiendo asegurado que la adhesion de la esfera al rastro es con-
fiable, se procede por medio de una rutina de labview (FindSurfaceHeight_modificado.vi)
encontrar la superficie del cubreobjetos, para a partir de esto poder posicionar a la esfera a
cierta altura, con respecto a la superficie del vidrio.

Por medio de esta rutina, se puede observar el punto de transicion entre una esfera atada
a una superficie, y una esfera que es empujada por el cubreobjetos conforme la platina se
desliza. Se puede colocar a la esfera a una altura determinada (esto con respecto al vidrio).
Para nuestras mediciones, la altura fue regularmente de 50 nm. En este punto es necesario
tener cuidado ya que las esferas se pueden pegar de manera permanente al cubreobjetos.

Nuevamente se procede a centrar la esfera en el haz del laser, generando por medio de la
rutina de labview CenterStuckBead2DM Xpoly7.vi un barrido tanto en “x”, como en “y” que
nos permita cubrir la longitud total o longitud de contorno (Lc) de la o las fibras al momen-
to de estirarla. En este punto es necesario ir estimando poco a poco la longitud total de las
fibras ya que si jalamos una distancia mucho mayor, es probable que las perdamos, debido a
que sacamos a la esfera atrapada de la posicion de equilibrio. Esta misma rutina nos permite
hacer un ajuste a un polinomio de séptimo orden (en el capitulo siguiente se detallard.). Este
procedimiento se lleva a cabo un par de veces, asegurarnos de cubrir la longitud total de la
fibra. Aqui cabe recalcar que en el caso de nuestras fibras nosotros desconocemos previamen-

te su longitud, lo que nos lleva a tener mediciones de fibras entre 300 nm y 4000 nm de largo.

Una vez que se se llevaron a cabo todos los pasos anteriores, entonces se procede a guar-
dar los datos generados. Este archivo tiene los datos de la posicion de la platina, asi como los
datos del fotodetector. Estos generan una sefial como la observada en la Figura 4.7 los cuales
son analizados en el Capitulo siguiente.

En esta grafica se pueden observar los datos caracteristicos de las lecturas en “x” de una
sola esfera.

Para un mayor detalle de las rutinas de labview se puede ir a las referencias [49, 48].
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Figura 4.7: Seiial del FDP vs posicion de la platina. Traza caracteristica de la medicién de una
esfera.

4.3.2. Extras

Antes de terminar el presente capitulo, agregaré que uno de los intentos para hacer las
mediciones se llevo a cabo por medio de esferas sueltas que fueron atrapadas y llevadas a un
rastro mucilaginoso. Mediante una serie de rutinas de la platina se hacen barridos en formas
triangulares a la vez que se acerca a la esfera a la superficie del vidrio (recuadro superior
izquierda de la Figura 4.8). En cuanto la altura de separacién disminuye, se comienzan a
observar picos, los cuales muestran las uniones de una o varias fibras a la esfera, tal como se
puede observar en la Figura 4.8.

Para poder llevar a cabo este tipo de barrido se realiza el siguiente procedimiento:

1. Es atrapada una esfera que previamente se encontraba libre en solucién y colocada
justo por encima del camino que deja la diatomea al desplazarse.

2. Por medio de la computadora se le ordena a la platina piezoeléctrica realiza un barrido
triangular sobre algin punto del camino mucilaginoso (puede llevarse a cabo en la
direccién X y la direccion Y).

3. Se procede a modificar poco a poco la altura de la esfera con respecto a la superficie
del vidrio. Este procedimiento tiene la finalidad de acercar muy suavemente la esfera
a la traza mucilaginosa que deja la diatomea, permitiendo asi obtener una sefial que
variard al presentarse algun evento de adhesion entre las nanofibras y la esfera. Estos
datos son analizados posteriormente con el objetivo de discernir entre eventos reales y
los que no nos son ttiles.

Aqui es importante sefialar que este método de adquisicion de datos no fue del todo
eficiente, motivo por el cual no se procedi6 a llevara cabo las mediciones de esta manera.
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Figura 4.8: En busca del mucilago. En el recuadro de arriba se puede apreciar el barrido que se lleva
a cabo por la platina a través de la computadora. La grafica representa el desplazamiento de la platina
a través de un cierto tiempo. Los picos en ambas direcciones se deben a que el deslizamiento de la
platina es a ambas direcciones con respecto al rastro mucilaginoso. Cada pico es la adhesién de una o
varias fibras a la esfera, con un periodo de estiramiento o tensién y otro de desprendimiento. Al final
de la grafica se puede observar la adherencia total de la esfera al cubreobjetos.
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Capitulo 5

Resultados, analisis y conclusiones

5.1. Microscopia y videomicroscopia

Por medio de la microscopia SEM de alta resolucién (XL30) se pudo observar la morfo-
logia de las diatomeas trabajadas. En la Figura 5.1 es posible apreciar tres tipos de diatomeas
Nitzschias, las cuales se pueden diferenciar gracias a las terminaciones de las frustulas y al
tamafo.

Figura 5.1: Morfologia diatomea. Imagen tomada con el microscopio XL30 en alta resolucién, se
muestra la forma de las diatomeas asi como el trazo de sus patrones ornamentales, el cual consiste
en arreglos lineales de poros, en las diversas especies presentes. L.os poros tienen un didmetro apro-
ximado de 165 nm; el tamafio aproximado de estas diatomeas es de 30 um (para la segunda especie
de diatomea). Las diversas especies presentan dos rafes, ubicados por un costado de la fristula. Estos
rafes no presentan nddulo central y se encuentran en ambos lados de las diatomeas.
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La primera especie de diatomea es la mds pequefia ubicada en el centro de la imagen,
esta es de menor tamafio y los extremos de las fristulas presentan una especie de cintillo,
terminando en una pequefia punta redonda. La segunda especie de diatomea es el que se en-
cuentra exactamente a un costado de la diatomea pequefia, siendo el mas abundante de los
cultivos; estas presentan una terminacion achatada y ancha en los extremos de la frustula. La
ultima especie es la que se encuentra abajo a la derecha, la cual es una especie mas estilizada
con una terminacién puntiaguda de la frdstula y un patrén ornamental mds abierto. Existe
una cuarta especie de diatomea, la cual no se encuentra en la Figura 5.1. Esta se caracteriza
por tener una longitud mucho mayor con respecto a las diatomeas anteriores y es la especie
menos presente en el cultivo.

Videomicroscopia

La secuencia de imédgenes que se muestra en la Figura 5.2 forman parte de un video con
una duracién de 10 minutos, éste se tomo en el laboratorio de Geomicrobiologia. Las ima-
genes presentadas tienen una distancia temporal de 3 segundos.

Se puede observar como la esfera estd completamente adherida al rafe de la diatomea,
asi como el deslizamiento que ésta presenta sobre el rafe. De manera poco evidente en las
imagenes, pero muy evidente en el video, se pudieron observar pequefios brincos de la esfe-
ra, asi como cambios bruscos de direccidn tanto de la esfera como de la diatomea.

En la Figura 5.3 se muestra una secuencia de imagenes del comportamiento e interaccién
de 3 esferas que son adheridas al rafe en diferente momento. Lo que resulta interesante de
este video es la capacidad del complejo de adhesion para adherir a una tercera esfera, que es
deslizada de manera independiente a las otras 2 esferas (adheridas previamente) y en sentido
contrario a éstas, hasta llegar el momento en el que chocan y se adhieren entre ellas. A partir
de este momento se puede observar como las 3 esferas actian juntas, teniendo la capacidad
de deslizamiento sobre el rafe y evidenciando una capacidad de rotacién y cambio de posi-
cién que no es evidente cuando sélo se observa una esfera.

Por medio de estos videos se pudieron hacer varias observaciones, entre las que destacan:

= Existe una adherencia y preferencia de las esferas con el rafe, asi como desplazamiento
de las esferas sobre el rafe.

= Tanto el deslizamiento de la diatomea como el deslizamiento de la esfera sobre el rafe,
no es un movimiento regular; es decir varia la velocidad y la direccién aparentemente
sin ningun patrén, asi como que el deslizamiento entre la diatomea y la esfera no tienen
patrén aparente entre ellos.

= La adhesion al rafe no es selectiva, es decir la capacidad de adhesion de las nanofibras
es muy amplia.
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Figura 5.2: Interaccion rafe-esfera. Secuencia de imdgenes de un video tomadas cada 3 segundos.
Se puede observar el deslizamiento de la diatomea asi como el deslizamiento de la esfera sobre el
rafe. En la imagen 19 se puede observar como la diatomea pasa al costado de una basura presente en
el medio y a partir de ese cuadro esta basura se encuentra anclada a la diatomea, sin embargo esta no
se desliza, lo que nos habla de la poca selectividad de adherencia. El deslizamiento solo se presenta
en el rafe y la presencia de mucilago permite este tipo de adherencia; la basura se pierde un par de
minutos después. En los cuadros 18-20 se puede observar el bamboleo de la diatomea, lo que provoca
que visualmente la esfera se haya movido de la parte de abajo hacia arriba de la diatomea.

75



6 7 8 9 10
11 12 13 14 15
16 17 18 19 20

Figura 5.3: Interaccion de 3 esferas. Secuencia de imagenes de un video tomadas cada 2 segundos.
Iméagenes 1-5: se puede observar 2 esferas adheridas al rafe. Imagen 6: se adhiere una nueva esfera
al rafe. Imégenes 7-10: se observa el deslizamiento de la esfera nueva de manera independiente y
contraria al deslizamiento de las 2 esferas que ya se encontraban adheridas previamente. Imédgenes
11-20: se observa el comportamiento de las 3 esferas como un conjunto. Aunque poco evidente en
la secuencia, se puede observar la rotacién de las esferas sobre el rafe, asi como un giro completo y
brusco de la diatomea de la imagen 17 a la 18.
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= No es necesario que la diatomea se encuentre deslizdndose para que la esfera se deslice
sobre el rafe, esto podria sugerir complejos de motilidad completamente independien-
tes, al menos para las diatomeas que presentan doble rafe.

= Existen largos periodos de tiempo en los que las esferas no se deslizan sobre el rafe,
aun cuando las diatomeas se encuentren deslizdndose sobre la superficie.

= Se pudo observar el movimiento independiente de esferas que se encuentran adheridas
en diferente zona del rafe de la diatomea, asi como rotacion de las esferas.

SEM

Por medio de esta técnica de microscopia y el modo ambiental que presenta el QUANTA
se pudieron obtener imdgenes como la mostrada en la Figura 5.4, donde es posible obser-
var dos diatomeas con esferas adheridas al rafe, asi como unas sombras oscuras, circulares
dentro de la diatomea que probablemente pudieran ser gotas de aceites (les sirven para flotar).

(a) Micrografia rafe-esfera (b) Micrografia rafe-esfera 2

Figura 5.4: Esferas sobre el rafe. Micrografias que muestran la adherencia preferencial de las
esferas por el rafe; a) Esta imagen muestra 3 esferas adheridas al rafe y otra asentada sobre la fristula;
en esta imagen es completamente claro que el rafe de este tipo de diatomeas no se encuentra centrado.
b) Esta imagen muestra una esfera adherida al rafe de la diatomea. En ambas imdgenes se observa un
asombra circular oscura dentro la diatomea lo que probablemente pudieran ser gotas de aceites. Este
tipo de imégenes es posible gracias al modo ambiental del microscopio.

Por otro lado, gracias a la alta resolucion del XL30 hemos podido hacer observaciones
que con el otro equipo no fue posible realizar, obteniendo micrografias como las que se
muestran en las Figuras 5.5, 5.6.
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En la Figura 5.5 se puede observar una esfera completamente asentada en la frastula de
una diatomea, aqui lo realmente relevante es que se alcanza a apreciar un par de “fibras” que
se encuentran anclados desde la diatomea hasta la esfera, lo que suponemos son nanofibras.

En base a la referencia propia de la imagen, calculamos que estos fibras son de ~ 20-25 nm
de ancho.

Figura 5.5: Unién diatomea-esfera. Imagen tomada con el microscopio XL30, se puede observar,
marcadas con flechas, la presencia de anclajes que van desde la fristula de la diatomea hasta la esfera,
lo que presumiblemente son nanofibras. Tienen ~ 20-25 nm de ancho.

En la Figura 5.6 podemos apreciar 4 imdgenes; las 2 del lado derecho (b,d) son am-
pliaciones de las respectivas imagenes de la izquierda. Con estas imdgenes resulta clara la
presencia de “fibras” ya sea que funcionen como puente de unién entre las diatomeas a), b) o
de anclaje entre las esferas y la diatomea c), d). Probablemente estos anclajes sean aglome-
rados de nanofibras, ya que resultan entre 3 y 4 veces mas gruesas que las mostradas en la
Figura 5.5. Con este tipo de imdgenes nos resulta imposible afirmar si las fibras de la Figura
anterior son individuales, aunque suponemos que no debido a que referencias como la ??.

El siguiente estudio se llevo a cabo en el QUANTA con la platina Peltier de enfriamiento,

siendo un intento por mantener viva la muestra mientras se hacia microscopia de barrido, con
la intencion de observar las fibras presentes en el proceso de adhesion y la motilidad.
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Figura 5.6: Aglomerados de nanofibras. Secuencia de micrografias SEM. a) Imagen que muestra
una esfera aparentemente adherida a la diatomea de la izquierda y unida mediante una serie de fibras
a la diatomea de la derecha. b) Acercamiento de a) donde es posible observar la presencia de lo que
probablemente sea un aglomerado de nanofibras que pasan por encima de la esfera hasta llegar a
la diatomea de la derecha, con un grosor de ~ 82 nm. Por la parte de abajo de la esfera se puede
observar una especie de “manto” que une a la diatomea de la derecha con la esfera. c) Esfera adherida
a la frdstula de una diatomea. d) Acercamiento de c); se puede observar la presencia de lo que muy
probablemente sea un aglomerado de fibras que unen la fristula de la diatomea con la esfera. Tiene
un grosor de ~ 65 nm.
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Por este método se pudo observar nuevamente la preferencia de las esferas por adherirse
al rafe, asi como la presencia de lo que creemos es mucilago.

La Figura 5.7 nos muestra una diatomea a la cual se encuentran adheridas al menos 2
esferas, las cuales parecen recubiertas por una suave capa de lo que muy probablemente sea
mucilago.

Cabe sefialar que nuestra intencidn al utilizar la platina de enfriamiento era poder captar
el desplazamiento de las esferas sobre el rafe con una mayor resolucidén y a un mayor acer-
camiento que lo obtenido por la videomicrocopia, sin embargo esto no pudo ser obtenido en
su totalidad. A pesar de estas dificultades las imagenes obtenidas muestran con claridad la
presencia de lo que presumiblemente es mucilago.

(a) Muestras frias (b) Acercamiento

Figura 5.7: Mucilago de una diatomea fria. a) Diatomea que presenta la adhesion de 2 esferas, am-
bas se encuentran recubiertas por una delgada capa de lo que creemos es mucilago. b) Acercamiento
a la zona de adhesion de las esferas. En esta imagen es mds claro que existe una capa que cubre parte
de las esferas y que se encuentra adherida a la diatomea. Ambas muestras se encuentran a -2.7°C.

En la Figura 5.8 se puede observar una esfera adherida al rafe, asi como lo que presumi-
blemente es mucilago.

La Figura 5.9 muestra un aglomerado de 4 esferas y una esfera mas a un costado. Las
esferas se encuentran aparentemente adheridas al rafe, aunque a diferencia de las figuras an-

teriores no es visible ninguna capa que pudiera ser mucilago o nanofibras.

Una vez elaboradas toda esta serie de observaciones, a través de diferentes técnicas, se
ha podido observar que la interaccion de las esferas con el rafe y mucilago era satisfactoria y
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Figura 5.8: Muestras frias. Micrografia de la adhesion de una esfera a una diatomea; Se alcanza a
observar la capa de adhesion que presumiblemente es mucilago.

Figura 5.9: Muestras frias. Derecha: En esta micrografias se puede observar un agrupamiento de 4
esferas en el rafe, muy probablemente adheridas. Izquierda: Ampliacién de la zona de las esferas.
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que en los 3 casos, es decir microscopia Optica, videomicroscopia y SEM (Alta resolucion y
modo ambiental) el comportamiento era muy similar, lo que nos permite comenzar a trabajar
con el sistema de pinzas Opticas.

5.2. Analisis del ensayo

5.2.1. Modelo de analisis

La elasticidad de un biopolimero puede ser caracterizado por longitud de contorno Lc 'y
la longitud de persistencia Lp y el médulo de elasticidad, Ko.

Definiciones

Los polimeros son macromoléculas formadas por la unién repetida de moléculas mas
pequefias llamadas mondmeros. Generalmente estdn formados por una cantidad finita de
moléculas que le confieren un alto peso molecular, caracteristica representativa de estos
compuestos. Un ejemplo comiin de un polimero natural es una molécula de ADN de do-
ble cadena. Existen varias formas de caracterizar las propiedades de un polimero, entre ellas
se encuentra el medir las deformaciones y cambios en la extension en funcién a una fuerza
externa.

La longitud de contorno (Lc), (Contour length), se ha definido como la suma de las lon-
gitudes de todos los enlaces que constituyen una cadena polimérica, es decir es la maxima
longitud del polimero sin deformacidn. Para cadenas sencillas corresponde, usualmente, a su
distancia extremo a extremo.

La longitud de persistencia (Lp), (Persistence length), es un valor que se le asigna al
grado de flexibilidad de un polimero. Este se encuentra gracias a la correlacion que existe
entre dos elementos diferenciables de la cadena. Esta relacionado con la deformacién que
este sufre debido a las fuerzas térmicas y es proporcional a la rigidez de flexion que presenta
el polimero [53]. Para un biopolimero en una solucién acuosa, a temperatura 7', Lp estd dado
por la ecuacién 5.1:

EI

Lp— ——
P = KaT

(5.1)

Donde E es el médulo de Young 7, es el momento de inercia y Kp la constante de Boltz-
man.
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Modelos

Existe una variedad de modelos que se han propuesto para explicar las propiedades elds-
ticas de los polimeros, en particular enfocados a las cadenas de ADN, por lo que uno debe
probar si el modelo seleccionado se ajusta a los datos experimentales. En nuestro caso apli-
caremos estos modelos al biopolimer exhudado por las diatomeas.

En el modelo més simple, conocido como Modelo de cadena libre se considera que el
polimero estd formado por n segmentos de longitud b, donde los segmentos no interaccionan
entre ellos y no presentan deformacion. La longitud total o de contorno esta dada por:

Lc=nb (5.2)

El modelo de la Cadena Vermiforme o Worm Like chain es un modelo de cadena adecua-
do para describir cadenas rigidas o semi-rigidas. En una cadena vermiforme la conformacion
global responde a formas ligeramente curvadas (como un gusano). Este modelo probable-
mente sea el mds adecuado para las moléculas de ADN [43]. La fuerza (F) ejercida sobre el
polimero estd relacionada con la extension (x) por la ecuacion:

KT
(%)
Ly
Otro de los modelos propuestos para determinar la flexibilidad de un polimero es el mo-
delo de la Cadena libremente articulada o FJC [43]. Dado por la ecuacion 5.4:

2FL KgT F
X =L, |coth p)_ B 1+ — (5.4)
KsT ) 2FL, Ko

1 I x
——+ = 5.3
4(1—x/L.)? 4+Lc] )

Donde Ky es la llamada Longitud de Kuhn = 2L,,. definida como, el tamafio del segmen-
to b en términos de la Lp.

5.2.2. Curvas fuerza vs extension

Una vez que se han tomado los datos a través de los procedimientos descritos en la sec-
cién 4.3.1, estos datos son guardados en un archivo que contiene la posicion de la platina
(nm) con respecto a la sefial detectada por el fotodetector (V). Ya con estos datos es necesa-
rio hacerles una serie de ajustes, graficarlos, conversiones, etc...que son realizados por medio
del programa estadistico Igor.

Recordemos que el fotodetector nos proporciona una sefial en voltaje, por lo que es ne-

cesario transformarla a distancia (nm), la cual es la distancia de desplazamiento de la esfera
respecto al centro del laser. Para llevar a cabo esta transformacién se realiza una sencilla
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multiplicacion de la sefial del FDP (V) por el coeficiente de conversion de unidades, obte-
nida mediante la calibracion del sistema. Para nuestro caso la conversion corresponde a 586

e .9

nm por volt para la direccién “x”, y 625 nm para la direccioén “y”.

Una vez transformados los datos de el FDP (V) a desplazamiento de la esfera (nm), se
lleva a cabo una nueva conversion, la cual lleva de el desplazamiento de la esfera (nm) a la
fuerza (pN) ejercida por la pinza sobre la esfera atrapada, esto en cierta direccion (X, y, z),
como se puede observar en la ecuacién 5.5.

F.=—Kx (5.5)

Mediante Igor y con las calibraciones obtenidas del sistema para la rigidez de la tram-
pa, se lleva acabo esta conversion. En nuestro caso, es decir para nuestras condiciones de
la trampa y las esferas utilizadas, esta calibracion corresponde en promedio a K, = 0,063
pN/nm, K, = 0,070 pN/nm y K, = 0,0038 pN/nm.

A esta transformacion se le ajusta un polinomio de orden 7, dado por la ecuacién 5.6 [43].
Debido a que las trazas son asimétricas se pueden considerar solo los términos impares. Esto

[T 2) [T 2 )

para los ejes “x”y “y”.

p(x) =ax+ asx> +azx° +azx’ (5.6)

Este ajuste nos permite conocer la longitud total de la traza (uno limita los extremos) y a
partir de esto podemos conocer el centro de esta.

Una vez que hemos ubicado el centro de la traza, la grifica es centrada en ambos ejes,
obteniendo una traza caracteristica como la mostrada en la Figura 5.10. Como se puede ob-
servar, para esta corrida, las trazas no coinciden, por lo que suponemos la presencia de al
menos dos conjuntos de nanofibras.

En el ultimo procedimiento se gira la traza correspondiente al cuadrante III y la ubicamos
en el cuadrante I, obteniendo una grafica como la mostrada en la Figura 5.11, esto para la
extension total de la traza. Esta traza es conocida como curva fuerza (pN) vs extension (nm).

En la Figura 5.11, se ha representado el comportamiento de la fibra (al estar atada a una
esfera y al cubreobjetos por el otro extremo), a medida que se desliza el cubreobjetos (por
medio de la platina). Esto genera el desenrrollamiento de la fibra, obteniendo la longitud de
contorno y después su estiramiento, lo que nos proporciona las caracteristicas de la elastici-
dad de la fibra. La esfera se encuentra atrapada por el sistema de pinzas Opticas.

En este punto somos capaces de conocer la fuerza ejercida a el arreglo de fibras en cada
una de las direcciones, (Fy, Fy), asi como la fuerza total ejercida a la molécula de interés F;.
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Figura 5.10: Traza fuerza vs posicién de la platina. Traza caracteristica de el estiramiento del
mucilago. En rojo se muestra la traza de x y en azul la traza en direccién y. Una de las primeras

observaciones que realizamos de las trazas es que no necesariamente coinciden en los diferentes ejes,
lo cual nos puede estar hablando de diferentes aglomerados de fibras.

Laser

Laser

‘ ANF’s

ANF’s

Figura 5.11: Traza fuerza vs extension. Traza caracteristica de el estiramiento de el mucilago, donde
se representa la fuerza total ejercida a la fibra contra su extension total. También es posible observar
por medio de los esquemas, el comportamiento del mucilago conforme se lleva a cabo el estiramiento.
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A través de este arreglo de las graficas, después de conocer la configuracion geométrica
del ensayo (Figura 5.12) y de llevar acabo un ajuste a través de un modelo dado para conocer
las propiedades eldsticas de los polimeros, seremos capaces de conocer Lp y Lc.

La geometria del ensayo representado por la Figura 5.12 nos proporciona la relacién en-
tre el desplazamiento de la esfera con respecto al centro del laser (x), el desplazamiento de
el anclaje de las fibras al cubreobjetos con respecto al centro del laser (x,) (desplazamiento
de la platina), la altura del sistema (h) respecto al cubreobjetos y al centro de la esfera, la
extension de la o las fibras (X, f¢) y €l radio de la esfera (r). Estos pardmetros se encuentran
relacionados por la ecuacién 5.7. En este punto del andlisis, es importante hacer énfasis en
que la fuerza ejercida sobre las fibras es la resultante de un arreglo geométrico, ya que la
fuerza total F; esta determinada por las componentes Fy, F, y F,.

Xanfs': h2+(xp—x)2—r 5.7

anf's

Figura 5.12: Geometria del ensayo. Esquema geométrico de el comportamiento de las fuerzas, rela-
cionadas con el desplazamiento de la platina X, la extension de la fibra (X, z¢) y el desplazamiento
que sufre la esfera respecto al centro del laser (X).

Para nuestro montaje la altura considerada es de 50 nm y un radio de esfera r=0.63 um.

La fuerza total F;, se puede obtener con una sencilla triangulacion de la fuerza (F, o F)),
esto de acuerdo a la Figura 5.12, dada como la ecuacién 5.8, aplicable a F, o F,.

F _FE,

F =
! cosd  x,

(5.8)

Una vez que se tienen estos ajustes de fuerza, geometria del sistema, etc..., se procede
a ajustar algin modelo existente para polimeros, esto con la finalidad de conocer sus pro-
piedades elésticas. Probablemente el mas popular para los biopolimeros sea el modelo del
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gusano inextensible o Worm Like chain utilizado frecuentemente como modelo para el ADN.

Se llevo a cabo una serie de ajustes por medio de el modelo de Worm Like chain, esto
por medio del programa igor, sin embargo los ajustes fueron pobres, por lo que se probd el
modelo de la Cadena libremente articulada, para este modelo hubo necesidad de girar las
graficas como se puede apreciar en la Figura 5.13. Haré notar que aunque este modelo en
efecto ajusto de manera mucho mas precisa en comparacion con el de Worm Like chain, aun
asi el ajuste no es el todavia el 6ptimo. En la Figura 5.13 se puede observar un ejemplo de
estos ajustes.

10000
8000
6000

4000

Extension (nm)

2000

0

TTrrrrrrrrrrrr [ rrrr1 rr T[T T T T[T T T T T[T T T T

0 2 4 6 8 10
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Figura 5.13: Ajuste al modelo de cadena libremente articulada. Por medio de la traza roja se
puede observar el comportamiento experimental. La traza azul es el ajuste que se llevo a cabo por
medio del modelo de cadena libremente articulada. El ajuste se efecttio entre O y 6 pN (regidn lineal
de nuestra Pinza Optica).

Una vez obtenidos los ajustes para todos los datos, fue posible conocer Lp y Lc, esto para
cada una de las trazas. Enseguida se generaron un par de histogramas, uno para Lp y otro
para Lc, donde se recopilaron los datos de las 56 trazas analizadas.

En la Figura 5.14 y 5.15 se pueden observar los histogramas y aunque no fue posible
llevar a cabo algun ajuste de los datos, debido a la polidispersidad que presentan, estos datos
son consistentes, al menos para Lc con experimentos previos [57], donde se observan una
diversidad de tamafios en las fibras, asi como un grosor aproximado a 2 nm.

Se promediaron los datos, obteniendo una Lc que va de los 400 a los 5200 nm y una
Lp promedio de 60 £42 nm. En estudios previos de AFM se ha reportado que la Lp es del
ordende 1 A [?], 1o que resulta completamente inconsistente con los datos que se obtuvieron
en este trabajo, sin embargo, suponemos que la Lp reportada en la literatura es muy baja
debido al desdoblamiento que sufren las proteinas debido a la técnica, resultando en una Lp
de proteinas no nativas, a diferencia de este estudio.
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Figura 5.14: Longitud de contorno. Histograma de la longitud de contorno obtenida al juntar todos
los ajustes de cadena libremente articulada. La longitud de las fibras varia considerablemente entre ~

400 y 5000 nm.
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Figura 5.15: Longitud de persistencia. Histograma de la longitud de persistencia obtenida al juntar
todos los ajustes de cadena libremente articulada. Se observan dos regiones en donde se acumulan los
datos, cerca de ~ 40 nm y = 90 nm, lo cual puede indicar que estamos midiendo grupos de 2, 3, 4,

...fibras.
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5.3. Resultados y conclusiones

Recordemos que los objetivos de nuestro trabajo son poder conocer las propiedades elas-
ticas de las nanofibras, asi como de manera mds prudente tratar de hacer las mediciones en
fibras independientes. Para poder conocer estos datos fue necesario llevar a cabo todo un
proceso, en el cual he separado en cuatro pasos fundamentales: i.- Cultivo; ii.- Caracteri-
zacion de las diatomeas; iii.- Interaccion esfera-mucilago, esfera-rafe; iv.- Caracterizacion
propiedades elasticas.

A continuacion les resumiré los resultados de cada paso, asi como algunos datos extras
al final de la seccion.

1. Cultivo sano: En un inicio fue posible obtener un cultivo no axénico de diatomeas, en
este se encontraban presentes varios tipos de diatomeas Nitzschia spp. y algunas bac-
terias. Sin embargo tras la obtencion de este primer cultivo, resulto sumamente dificil
mantener los nuevos cultivos en estas condiciones, idoneas en nuestro caso y de suma
importancia, ya que debido al tipo de sistema con el que trabajamos, es decir las pin-
zas opticas, cualquier tipo de contaminacion era relevante. En un cultivo contaminado
se podian presentar algunos tipos de cianobacterias que propiciaban el agrupamiento
de las diatomeas; asi como bacterias, que en el caso de una muestra ya montada resul-
taban en datos incorrectos debido a la interrupcion del proceso de adquisicion de datos.

2. Caracterizacion de las diatomeas: Las diatomeas utilizadas pudieron ser caracterizadas
morfolégicamente, gracias a la microcopia electronica de barrido. De esta manera fue
posible conocer algunas caracteristicas de los patrones ornamentales. Son diatomeas
que presentan dos rafes opuestos entre si, ubicado en la orilla de la frastula y sin n6-
dulo central. Principal interés en esta seccion.

3. Aseguramiento de la interaccion de la esferas-mucilago: Mediante técnicas de micro-
copia (6ptica y SEM), se pudo conocer la interaccidon que presentan las esferas adhe-
ridas a el mucilago. Se descubrié que las esferas son capaces de adherirse de manera
muy especifica al rafe, ya que hemos observado que las esferas decoran preferentemen-
te a éste. Este tipo de interaccion esfera-biopolimero es inespecifico, esto se descubrid
al observar que tanto las esferas carboxiladas como las esferas recubiertas de estrepta-
vidina,sin importar su tamafo son capaces de adherirse al rafe de las diatomeas.

La primera interaccién de nuestro interés fue la de las esferas con el rafe, confirman-
dose una muy alta afinidad. Fue posible observar que cuando se encuentran conjuntos
de esferas adheridas al rafe, estas presentan rotaciones al momento de deslizarse. Un
dato muy interesante fue descubrir que el movimiento de dos esferas ancladas al rafe
de manera independiente, no presentan necesariamente un deslizamiento en la misma
direccién, aun a pesar de estar sobre el mismo rafe, sin embargo terminan por encon-
trarse y comportarse como un conjunto. La direccion en la que se desliza una esfera
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sobre el rafe con respecto al deslizamiento que presenta la diatomea sobre el sustrato
es completamente independiente.

4. Caracterizacion de las propiedades eldsticas: Consideremos dentro de este paso toda
la parte de calibracion del sistema, que se tuvo que llevar a cabo para poder tomar los
datos experimentales, asi como los procedimientos que se realizaron mediante igor. Se
inici6 con la toma de datos de 56 esferas, de estas solo se seleccionaron 36 esferas que
nos proporcionaron un total de 56 trazas utiles. A este conjunto de trazas se les hizo
un ajuste por medio del modelo de Cadena libremente articulada Eq. 5.4, dado que
el ajuste con el modelo de Worm Like chain Eq. 5.3 resulto pobre. Por medio de este
ajuste se pudo conocer el promedio de la Lp = 60 +42 nm, la Lc = 400 — 5200 nm,
y la K =94 £ 63 nm. Se realizaron los histogramas dependientes de Lp y Lc, Figuras
5.14, 5.15 confirmédndose la polidispersidad, tanto para Lp como para Lc. El modulo
de Young, “E” es aproximadamente 2 GPa, es decir aproximadamente 2 veces menor
que el del policarbonato y 20 veces menor que el del concreto.

Gracias a los datos obtenidos y a los ajustes que se llevaron acabo para estos datos, he-
mos podido asegurar que la polidispersidad tanto en longitud de contorno como en longitud
de persistencia es muy amplia, siendo consistente con algunos estudios previos. Se pudo
observar en la adquisicion de datos, que, también se presenta una variabilidad muy amplia
en el nimero de fibras ancladas a una sola esfera. Esto se puede comprobar debido al com-
portamiento de las trazas, ya que si éstas fueran completamente simétricas para ambos ejes
y fueran reproducibles, es decir, si repetimos la medicion bajo las mismas condiciones, las
trazas son exactamente iguales, entonces estamos hablando de una sola molécula anclada a
una esfera. Para nuestros experimentos por lo general obtuvimos varias trazas de una sola
esfera, sin embargo en su mayoria no eran reproducibles, a diferencia de lo que sucede con
moleculas como el ADN [48, 49].

Algunos resultados extras interesantes, de los cuales nos percatamos a lo largo del trabajo
fue que:

= [as diatomeas huyen del l4ser; es decir, se induce un cambio de direccion en el despla-
zamiento de las diatomeas en presencia del ldser, siendo congruente con observaciones
reportadas en la literatura [54].

= Se deslizan mas y a mayor velocidad con una intensidad alta de luz. Suponemos que
existe un mayor trabajo fotosintético.

= Hemos sido capaces de manipular pequeios objetos (muy probablemente bacterias)
que se encuentran dentro de las diatomeas. Siendo capaces de deslizarlos en el interior
de la frastula.
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5.4. Conclusiones

Se cumple con el objetivo principal al lograr medir los pardmetros caracteristicos de las
propiedades eldasticas de los biopolimeros (Lp y Lc).

A diferencia de los estudios previos de AFM, logramos medir las propiedades de las
nanofibras en su estado nativo, con una técnica no implementada hasta el momento para
este tipo de estudios, es decir Las pinzas opticas. Nuestras mediciones tienen un ruido no
mayor de 1 pN y somos capaces de ejercer fuerzas de decenas de pN, es decir, sin generar
un desdoblamiento de las proteinas. Motivo por el cual nuestro estudio resulta novedoso.

5.5. Perspectivas a futuro

Queda mucho por hacer!!!. Trabajar con diversos tipos de diatomeas, esto con la finali-
dad de hacer un estudio comparativo del mucilago dependiente del origen acuicola de éstas,
para diferenciar entre mucilago de agua dulce y de agua salada.

Llevar a cabo estudios de AFM (equipo con el que cuenta el LINAN) para la adhesion de
las diatomeas a diversos sustrato y bajo diversas condiciones de estrés.

Realizar conjuntamente estudios de microscopia de fluorescencia, AFM y SEM modo
ambiental, con el objetivo de conocer tamaifios de nanofibras y agrupamientos de estas.

Conocer la correlacion entre el deslizamiento que presenta la diatomea, con el desliza-
miento que presentan las esferas sobre el rafe.

Realizar estudios de foto sensibilidad generales y en particular al laser IR, ya que se ob-
Servo un comportamiento evasivo a éste.
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