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IntroduccÍÓn





El término polución hace referencia a la presencia en la atmósfera o las

aguas, tanto continentales como marinas, de subproductos de la actividad

humana que las contaminan y/o provocan desequilibrios en los ecosistemas

naturales. Los agentes contaminantes alteran la estructura de estos ecosiste,mas,

provocando cambios en las comunidades bióticas. Las sustancias tóxicas más

importantes que apazecen e,n las aguas son: metales pesados, sulfuros, cianuros,

hidrocarburos clorados, fenoles y otras sustancias orgánicas. El deterioro de los

ecosistemas acuáticos por estos contaminantes es un problema actual. La princi-

pal fuente de sustancias biopeligrosas o cont^^minantes paza las masas de agua

son los vertidos industriales y efluentes de origen agrícola. A elevadas concentra-

ciones algunas de estas sustancias puede,n causaz la muerte de animales y plantas.

A bajas concentraciones, algunas de estas sustancias no provocan efectos agudos

sobre los organismos acuáticos, pero pueden acumulazse progresivamente a lo

lazgo de la cadena trófica, llegando a causaz daños crónicos, especialmente en los

eslabones superiores, entre los cuales se encuentra el hombre.

METALES PESADOS

Los metales pesados son agentes contaminantes de ecosistemas acuáticos,

y oomo tales, alteran la estructura de los mismos, provocando cambios en las

comunidades bióticas (Kulshrestha et a1.,1989). Los metales pesados son de los

contaminantes más comunes en este tipo de ecosistemas; se les considera peligro-

sos para la vida acuática por su prolongada permanencia en los sedimentos, su

tendencia a bioacumulazse en los tejidos o células vivas, y porque son vertidos al

medio a través de numerosas y diversas fuentes antropogénicas. Los ciclos

biogeoquímicos de los metales han sido profundamente modificados por la

actividad humana; existe una estrecha relación entre los diferentes ciclos de éstos

y los procesos biológicos. Metales pesados, potencialmente peligrosos, aparecen

en condiciones naturales en cantidades traza (<lµmol l'1) en el agua. Las activi-

dades antropogénicas con frecuencia incrementañ las concentraciones de estos
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Toxicidad Qel cobre eobre P. tricornutum

metales, lo que constituye una fuerte alteración de los ecosistemas, que.puede

llegar a afectar a la salud pública. "

Los metales pesados, tal y como los deñne Viazengo (1989), son un grupo

de elementos con un peso atómico entre 63.54 y 200.59, y se caractprizan por tener

una distribución electrónica similaz en el último nivel electrónico (por ejemplo,

Cu+2, Zn+2, Cd+2 y Hg+Z^;esto excluye a los alcalinotérreos, alcalinos, lantánidos

y actínidos (Abe1,1989). Aunque estos elementos son tóxicos por e,ncima de un

determinado umbral, la mayoria de ellos son esenciales paza el metabolismo de

los seres vivos a bajas concentraciones (Rainbow, 1985). Los elementos traza

neoesarios paza los procesos vitales incluyen: cobalto, cobre, hierro, manganeso,

molibdeno, vanadio, estroncio y zinc, si bien éstos no son los únicos (Kennish,

1992). Sin embazgo, algunos de estos elementos pueden ser tóxicos para los

organismos cuando aparecen a elevadas concentraciones (Eichenberger, 1986;

Furness & Rainbow,1990; Merian,1991; Kennish,1992); la presencia de elevadas

concentraciones de los metales indispensables puede ejercer un efecto tóxico

sobre los organismos, llegando a inhibir el crecimiento. Los metales pesados más

frecuentes como contaminantes son: cadmio, cromo, mercurio, plomo, zinc,

cobre, selenio, arsenio y antimonio. Algunos metales pesados no presentan una

función biológica conocida, por lo que son más efectivos, desde un punto de vista

toxicológico, a concentraciones menores (Furness & Rainbow,1990).

Una importante fracción de los metales pesados que aparecen en los

estuarios y zonas costeras provienen de los desechos domésticos, industriales y

de origen agricola. Cantidades sustanciales de cobre, plomo y zinc provienen de

las cañerías y tanques, por ejemplo, de los sistemas domésticos. Además, las

fuentes industriales, como son la minería, las industrias de recubrimientos

metálicos, la manufactura de objetos metálicos, colorantes, pinturas y la industria

textil, aumentan la cantidad de los metales pesados en los ecosistemas costeros.

Este incremento puede tener dos consecue,ncias: eliminaz la disponibilidad de

metales esenciales o elevaz la concentración a niveles tóxicos (Eichenberger,1986) .

Los microorganismos son, generalmente, los primeros en ser afectados por

las descargas de metales pesados en el ambiente o ecosistema (Hughes & Poole,

1989; Wood,1989), ya que están directamente en contacto con el medio, sepazados

16



Introducción

Figura 1.- Relación cntre la concentración de un clcmento y su efecto fisiológico. EI
rango dc concentración del elemento depende de la cspecie de organismo e8tudiado y de

la prescncia de otros ioncg mctálicos. (Figura tomada dc Morgan & Stumm.1991).

únicamertte por una membrana y/ o una pazed celular. Los contaminantes ejescen

directamente su efecto sobre ellos, alterando a su vez la comunidad a la que

pertenecen: las formas sensibles mueren y las resistentes se multiplican, cambian-

do el equilibrio entre las especies, o bien alterando las características metabólicas

de la comunidad (Sterrit & Lester,1980). Los sistemas de autodepuración de las

aguas con frecuencia se encuentran seriamente dañados a causa de este hecho. Por

otro lado, algunas sustancias tóxicas pueden ser modificadas o degradadas por

microogarúsmos resistentes, produciendo sustancias todavía más tóxicas.

Las respuestas de los organismos a los efectos tóxicos de los metales

pesados se mariifiestan a numerosos niveles. Algunos de los metales pesados

ejercen su toxicidad a nivel enzimático uniéndose a los grupos sulfidrilo forman-

do mercáptidas (inhibiendo el enzima), o bien modificando su estructura proteica.

En general, los cambios se producen en la fisiología, reproducción y desarrollo de

los organismos. La inhibición del crecimiento a causa de la exposición al conta-

minante es la respuesta más común en crustáceos (Leland & Kuwabara, 1984),

moluscos, eomo el mejillón (Redpath,1985), equinodermos (Fujisawa & Amemiya,

1982), hidroideos (Stebbing,1976), protozoos (Irato & Piccini,1987) y algas, tanto

macroscópicas como microscópicas (Rai et a1.,1981). Otra alteración fisiológica

frecuentemente citada se produce en el consumo de oxígeno (MacInnes &
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Toxicidad dd cobre eobre P. tricornutum

Thurberg,1973; Thurberg et a1.,1973). También se ven involucrados el compor-

tamiento alimentario de organismos superiores, el metabolismo respiratorio y la

e^iciencia digestiva. Sin embazgo, a concentraciones pequeñas los metales pesa-

dos pueden activaz el crecimiento, el consumo de oxígeno y otros procesos

ñsiológicos, y a esta situación se la denomina hormesis (Stebbing,1981).

La figura 1 ilustra, de una manera simple, la dependencia fisiológica

(crecimiento o producción de biomasa) de la concentración de un metal esencial.

II rango de concentración más bajo limita el crecimiento; en el siguiente rango de

concentración se obtiene un crecimiento óptimo; a concentraciones mayores se

observan efectos tóxicos (reducción del crecimiento). Como también muestra la

figura, los elementos no esenciales (como el cadmio y el plomo) producen un

efecto fisiológico negativo al aumentaz su concentración.

Los metales más tóxicos se unen preferentemente a ligandos de azufre y de

nitrógeno, convirtiéndose frecuentemente en uniones irreversibles con átomos de

azufre y nitrógeno en sitios específicos de macromoléculas dentro de los sistemas

biológicos (N^eboer & Richazdson,1980). Los metales que se unen preferentemen-

te al oacígeno son generalmente mucho menos tóxicos, y este grupo incluye a los

metales ligeros (Atchison et a1.,1987).

Numerosos autores han ordenado los metales pesados según su grado de

toxicidad; sin embazgo, estas clasiñcaciones están sujetas a cambios depencliendo

de las condiciones físico-químicas del medio, las cuales afectan a la especiación

del metal. Además, la bioquímica del organismo a estudiar juega un papel

fundame,ntal en su susceptibilidad frente a la toxicidad del metal, siendo el

umbral de toxicidad muy diferente paza los diferentes organismos. Los organis-

mos presentan mecanismos de defensa frente a niveles tóxicos de metales; tras ser

asimilados, los metales pesados pueden ser secuestrados por metalotioneinas,

fitoquelatinas o proteínas similares y también por los lisosomas, lo que provoca

una detoxificación celulaz (Viazengo et a1.,1985).

El comportamiento químico de cualquier elemento en el ambiente depende

de la naturaleza de los compuestos y de sus especies químicas: Los efectos

fisiológicos, ecológicos y toxicológicos de un metal depende,n en buena medida
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Intr+vclucción

de su estructura específica. Así, por ejemplo, el efecto del cobre sobre el crecimien-

to de las algas depende de que el Cu(II) esté presente como ion Cu2+ libre, como

carbonato o como un complejo orgánico. Este hecho se ha observado en estudios

sobre la relación existente entre la actividad del ion Cu2+ y la toxicidad del cobre

sobre el fitoplancton: la actividad del ion cúprico se altera independientemente de

laconoDntración totaldeCu(II);variandolaconcentracióndeelementosformadores

de complejos y el pH (por ejemplo usando diferentes tampones paza el cobre)

varía también el grado de toxicidad, si bien la concer ►tración total de cobre es la

misma, pero su forma química no (Sunda & Guillard,1976; Merian,1991).

La forma química en que apazecen los compuestos tóxicos determina su

grado de toxicidad; así el mercurio metálico y los iones de mercurio tienen un

efecto tóxico menor que los compuestos orgánicos de mercurio. Los compuestos

orgánicos de plomo son particularmente tóxicos, incluyendo el tetraetil-plomo

que se adiciona frecuentemente a la gasolina y que se transforma en el aire en

trietil-plomo. Los compuestos hidrosolubles de plomo penetran rápidamente en

las células, causando cambios estructurales en las mismas. El azsénico, por su

parte, parece inhibir el crecimiento a concentraciones superiores a 1 mg 1^1

(Reinheimer,1991).

Generalmente se asume que los iones metálicos libres son las formas más

tóxicas de los metales. Los iones metálicos pueden unirse a ciertos ligandos paza

formaz complejos relativamente insolubles que precipitan y van a los sedimentos,

siendo así menos disponibles paza los organismos que los iones libres o los

complejos solubles. Los factores físicos y químicos (orgánicos e inorgánicos)

pueden influir significativamente sobre la disponibilidad y toxicidad de los

metales pesados en los ambientes acuáticos y terrestres (Gadd & Griffiths,1978;

Babich & Stotzky,1978,1980; Tyler,1981). Un desce,nso delpH del medio aumenta

la disponibilidad, mientras que a pH más o menos neutro se pueden formaz

hidróxidos y carbonatos insolubles (Atchison eta1.,1987). Determinados minera-

les pueden adsorber metales pesados reduciendo su toxicidad (Babich & Stotzky,

1977a, b), y los compuestos orgánicos (ácidos húmicos, proteínas, aminoácidos,

polisacáridos y agentes quelantes) pueden actuaz de una manera similar tanto en

el agua como en sistemas terrestres (Babich & Stotzky,1980; Tyler,1981). También
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Toxicidad del cobre eobre P. tricornutum

los aniones y cationes pueden reducir la toxicidad: cationes divalentes como el

Ca+2 (Abel & Bárlocher, 1984) quizás por su competición en los sistemas de

entrada, y algunos aniones debido a la formación de complejos, o por la f ormación

de aompuestos insolubles, como sulfuros, carbonatos y fosfatos (Gadd & Griffiths,

1978; Babich & Stotzky,1980).

Interacciones similazes pueden ocurrir en los medios de cultivo de labora-

torio con aniones y cationes, dónde sustancias o agentes complejantes como e1

EDTA o el ácido cítrico pueden ligar cantidades importantes de metales. En la

mayoría de los casos la toxicidad se ve reducida. Sin embazgo, no siempre que se

producen interacciones se produce una reducción de la toxicidad. Algunos

complejos metálicos son más tóxicos que los iones libres (Gadd & Griffiths,1978),

además las mezclas de iones metálicos pueden producir efectos sinérgicos o

antagónicos (Babich & Stotzky,1983).

En términos de contaminación ambiental los metales pesados pueden

clasificarse en (Wood,1974):

a) no críticos,

b) tóxicos, pero poco o razame,nte solubles, y

c) muy tóxicos y relativamente accesibles.

Según esta clasificación la mayoría de los metales más comunes que

aparecen en los estuarios (por ejemplo, cobre, zinc, plomo y níquel) son altamente

tóxicos y accesibles como posibles contaminantes.

Los sedimentos delas zonas de estuarioconstituyen unimportantereservorio

de metales pesados. El flujo de estos metales en estas zonas depende de un

importante número de procesos que incluyen reacciones de adsorción, desorción,

floculación y sedimentación. Los metales pesados alcanzan el hábitat estuarino

a través de una amplia gama de actividades humanas: consumo de combustibles

fósiles, pinturas anti-incrustantes, productos de alto poder de corrosión (cobre,

cromo y zinc), eliminación de lodos activos de tratamientos de aguas residuales,

eliminación de cenizas, emisiones de automóviles (plomo), efluentes de refine-

rías de petróleos y otros procesos industriales.
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Intr^cducción

Las microalgas marinas son afectadas por los vertidos de metales pesados

al medio marino. Este hecho cobra especial importancia si tenemos en cuenta su

papel como primer eslabón de la cadena trófica marina. Por otra parte, las

microalgas son bue,nos indicadores de los niveles de contaminación en el medio

marino (Hórnstróm,1990).

I1`ICORPORACIÓI`í DE LOS METALES PESADOS A I`IIVEL CELULAR

Se han propuesto mecanismos activos y pasivos paza la incorporación de

metales pesados por las diferentes especies de algas. Existen cuatro mecanismos

generales de entrada de metales a la célula, los cuales están mediados por

moléculas transportadoras:

1)Transporte vía transportadores que son específicos paza un metal dado

o que lo transportan porque es químicamente similar a los cationes

nutricionalmente esenciales (ej.: calcio, molibdeno y zinc).

2)Formación de complejos no específicos de formas metálicas con molécu-

las transportadoras. En este mecanismo y en el anterior las reaociones del

metal podrían estar ligadas a la formación de complejos con moléculas

transportadoras. Las formas metálicas con la energía libre más alta (los

iones libres) podrían reaccionaz más fácilmente con el transportador y

ser más disponibles paza la incorporación (Sunda & Guillard,1976).

3)Transporte de metales formando complejos con nutrientes orgánicos

esenciales (ej.: aminoácidos o proteínas).

4)Transporte de metales, nutricionalmente esenciales, como complejos.

Este mecanismo es raro, dada la baja disponibilidad de los metales

formando complejos con compuestos orgánicos sintéticos (EDTA, NTA,

etc.) (Sunda & Guillazd,1976; Anderson & More1,1982).

El proceso mediado por transportador no es la única forma de incorpora-

ción del metal. Las formas metálicas solubles en lipidos o de polaridad reducida,

podrían atravesar las membranas sin transportador o por transporte pasivo. Su

reducida polaridad es la explicación más probable paza la excepcionalmente alta

biodisponibilidad del metil-mercurio (Phillips & Buhler,1978). Gadd & Griffiths

(1978) destacan que las cantidades de metales pesados que se incorporan a través

21



To^ddad del cobro sobra P. tricornuA^m

de mecanismos pasivos y que se ligan a la superficie de las células son muy bajas

en relación a las cantidades que se incorporan mediante procesos metabólicos o

dependientes de energía. Las pazedes de las células algales tienen una gran

capacidad paza ligaz metales. La diatomea Phae^o^dactylum se ha calculado que

posee 6.7 x 1O81ugazes paza ligaz átomos de plomo por célula (Peterson eta1.,1975) .

Todos los metales pesados son tóxicos para las microalgas a altas

cooentraciones, aunque el grado de toxicidad difiere en los distintos metales

pesados según pertenezcan al grupo de esenciales (cobre, molibdeno, zinc, etc.)

o al de los no esenciales (cadmio, plomo, mercurio, etc.). En ausencia de metales

pesados esenciales, las algas disminuyen la eficiencia en el crecimiento y se ven

afectados uno o más procesos fisiológicos y/o bioquímicos, o es inhibida alguna

parte importante de su ciclo de vida o de su metabolismo.

Aunque la pazed celulaz puede adsorber metales de forma pasiva, la

integridad de la membrana plasmática puede ser destruida por un exceso de

metal (Tazchevskii eta1.,1982). Desde el punto de vista estructural, la acción de

los metales traza se traduce en la aparición de alteraciones morfológicas (Thomas

et al., 1980). Este fenómeno ha sido observado en las Chlorophyta (Rosko &

Rachlin,1977), las Chrysophyta (Davies,1974) y en las Bacillariophyta (Nuzzi,

1972; Berland et a1.,1977; Morel et a1.,1978; Stauber & Florence,1987,1990).

COBRE: PROPIEDADES Y APLICACIOI`IES

F1 metal pesado elegido para el presente estudio es el cobre; su elección se

ha basado en que es uno de los metales pesados más abundantes en los efluentes,

tanto urbanos como industriales, que contaminan las aguas. Además, se utiliza

habitualmente como algicida, a pesar de ser un metal esencial para el normal

desarrollo de las microalgas. Se describen brevemente a continuación algunas de

las propiedades y aplicaciones del cobre.

El cobre es un metal rojizo, dúctil y maleable, ampliamente distribuido, con

un peso atómico de 63.57, número atómico 29, y un peso específico de 8.96, siendo

sus puntos de fusión y ebullición de 1083° C y 2595° C, respectivamente.
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II Cu (II) es la forma química más importante del cobre. La mayoría del Cu

(I) es rápidamente oxidado a compuestos cúpricos. Interacciona con otros meta-

les, como son el hierro, el molibdeno y el zinc (Scheinberg,1991). Virtualmente

todos los complejos y compuestos de Cu(II) son azules o verdes. Forma complejos

fácilmente y está relacionado o forma parte de la mayoría de los procesos

metabólicos de los seres vivos, fundamentalmente debido a su potencial redox

Cu(I)/Cu(II).

II cobre es muy utilizado en los sistemas eléctricos, en cañerías de agua,

materiales de tejados y cocinas; en equipamiento químico y farmacéutico; como

pigmento o colorante; en la precipitación de selenio (Scheinberg, 1991). Se han

utilizado soluciones de cobre en varios procesos industriales, como la

galvanoplastia, producción textil, y como catalizadores en varios procesos quúni-

cos. En la agricultura a menudo se utilizan compuestos que contienen sulfato de

cobre. También se ha utilizado como contraceptivo intrauterino (Zipper et al.,

1968, citado en Scheinberg,1991), pero una vez descubiertas sus reacciones tóxicas

ha caido en desuso. Permite la formación de aleaciones con zinc (latón), con estaño

(bronce), con níquel, aluminio, oro, plomo, cadmio, cromo, berilio, silicio 0

fósforo.

II sulf ato d e cob re se utiliza para aportar a los pastos el cobre neaesario para

un buen rendimiento; también se utiliza como algicida y molusquicida en el agua;

con extracto de lima, como fungicida para las plantas; como un mordiente; en

industrias de electrolaminado; como componente de la solución de Fehling para

estimar los azúcares reducidos en orina. El óxido cúprico se ha utilizado en

pintura para los cascos de los barcos, y se propuso como estimulador del

crecimiento de cerdos y pollos. Los cromatos d e oob re se utilizan aomo pigmentos,

como catalizadores de la hidrogenación en fase liquida, y como fungicidas de las

patatas. La pintura denominada verdigris es oxiacetato cúprico..Una solución de

hidrbxido de cobre en un exceso de amonio forma un solvente de la celulosa que

se utiliza en la producción del rayón (Scheinberg, 1991). En las células solares

fotovoltaicas también se utilizan importantes cantidades de cobre.
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Dado que el cobre y sus derivados presentan propiedades catalíticas

en numerosas reacciones químicas, también activan la formación de

dioxinas cloradas y dibenzofuranos durante la incineración (Stieglitz et

al., 1988).

. Todas estas aplicaciones del cobre, y otras que no se especifican, hacen de

él uno de los elementos más abundantes en los efluentes de origen industrial,

agrícola y urbano (Merian,1991).

Distribución del cobre en la Naturaleza

Superficie terrestre: El cobre está muy distribuido en la Naturaleza en

estado elemental, en sulfuros, cloruros, arseniuros y carbonatos. Es oxidado en el

aire, dando algunas veces una capa verde de hidroxisulfato e hidroxicarbonato.

La eoncentración de cobre en la corteza continental es generalmente de 50 ppm,

con tendencia a ser más alta en los minerales de ferromagnesio, como basalto y

biotita, donde el promedio es de 140 ppm. La arenisca contiene 10-40 ppm de cobre

y la arcilla 30-150 ppm. II carbón es relativamente bajo en cobre (Margalef,1974).

Oeéanos.- En los ciclos sedimentarios, el cobre está concentrado en la

fracción mineral arcillosa con un ligero enriquecimiento en aquellas arcillas ricas

en carbono orgánico. Más de199% del cobre que llega al océano precipita, en su

gran mayoría con arcillas y, parcialmente, con óxido de manganeso. Los lodos

marinos contienen entre 20 y 30 ppm de cobre, mientras que en el agua de mar su

concentración es de aproximadamente 0.3 mg 1'1(Margalef,1974; Merian,1991) .

Fuentes de emisión: La mayor fuente de contaminación del cobre al aire

son los procesos metalúrgicos. Pueden también producirse altas concentraciones

de óxido de cobre en operaciones de soldadura sobre material de latón o sobre

material pintado con pinturas que contienen cobre. En cuanto a los aportes de

origen humano al medio marino, éstos son relativamente débiles en comparación

con los aportes naturales originados por el drenaje de los continentes. Así,

diversas industrias situadas en las zonas costeras, como las automovilísticas o

lodos de los dragados de los puertos, constituyen las principales fuentes.
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Riesgos de la utilización del cobre

En los animales, la concentración de cobre está regulada por homeostasis;

por tanto, ni su deficiencia ni su toxicidad es, en general, frecuente. El cobre es un

cofactor esencial en varios enzimas, catalizando varias reacciones de oxido-

reducción. Su deficiencia causa anemia, debilidad de los huesos y del tejido

conectivo, y pérdida de la pigmentación del pelo (Fergusson,1990) . Es posible que

una alta absorción de zinc pueda inducir una deñciencia del cobre.

La ingesta diaria de una persona en condiciones normales contiene entre 2

y 5 mg de cobre. La concentración de cobre en sangre es de 1 mg 1'l, y aproxima-

damente la mitad de la ingesta de cobre se libera en las heces (Fergusson,1990;

Merian,1991) . En mamíf eros, un exceso de ingestión de cobre irrita los nervios del

estómago y provoca náuseas. Un exceso crónico reduce el crecimiento, produce

hemolisis, baja la concentración de hemoglobina y daña tejidos como hígado,

riñón y cerebro (Sazkar,1988; Fergusson, 1990).

Las proteínas ceruloplásmicas (que transportan e195% del cobre en sangre)

son deficientes en la mayoría de los pacientes con la enfermedad de Wilson, que

es debida a un error metabólico congénito. Pacientes que padecen esta enferme-

dad presentan niveles elevados de cobre en el hígado, con disfunciones en éste

(Fergusson, 1990).

Las propiedades elementales del cobre son tales que éste no puede existir

en cantidades apreciables en el organismo en forma iónica libre. Sólo en el

estómago el alto grado de acidez permite la presencia de cobre en esta forma

iónica. En el resto del cuerpo el cobre forma complejos con proteínas, péptidos y

aminoácidos y con otras sustancias orgánicas. Hay unas pocas proteínas de las

que el cobre forma pazte integral; éstas son las llamadas metaloproteínas, muchas

de las cuales son enzimas y el cobre es pazte de su centro activo (Kojima,1988).

En las plantas es menos frecuente la toxicidad del cobre que su deficiencia,

en contraste a lo que sucede con los animales, en los que la toxicidad puede verse

inducida por un exceso en el.ambiente, o bien por anomalias genéticas e,n los

individuos aunque las condiciones ambientales sean las normales (Fergusson,
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1990; Merian, 1991). En la cadena trófica, plantas e invertebrados tolerantes

pueden acumulaz cobre, lo que se traduce en un posible riesgo paza los grandes

animales que los consumen. Las plantas contienen por término medio entre 4 y

20 mg de cobre por kg de peso seco, mientras que en las algas marinas este

contenido oscila entre 2 y 68 mg. Se ha observado que en un ecosistema compa-

rable, las plantas acuáticas toman unas 3 veces más cobre que las terrestres

(Merian,1991).

TOXICIDAD DEL COBRE EI`í LAS MICROALCiAS

Existe abundante bibliografia acerca de los efectos tóxicos del cobre iónico

sobre las algas. En el caso de las microalgas, el cobre restringe la captación y

asimilación de nitratos y silicatos, además de inhibir la fotosíntesis, crecimiento

(por tanto la división celulaz) y las síntesis de aminoácidos.

Cantidades traza de cobre son esenciales paza los procesos metabólicos de

las algas (O'Kelley, 1974; Sorentino, 1979). Concentraciones altas de cobre son

tóxicas, y durante muchos años el sulfato de cobre se ha utilizado ampliamente

como algicida paza controlaz o prevenir crecimientos indeseables de algas.

La inhibición del crecimiento se ha observado a niveles muy bajos de cobre:

0.016 mg 1"1 en Nltzschia closterium (Rachlin eta1.,1983b), 0.2 mg 1'1 en Chlorella

vulgaris (Baylock eta1.,1985), 0.4 mg 1"1 en Selenashzrm capricornutum (Baylock

eta1.,1985), 0.55 mg 1"1 en Chlorella saccharophila (Rachlin eta1.,1982a) y 0.6 mg

1'1 en Scenedesarus (Sandmar^n & Boger,1980a). Navlcula incerta es una excep-

ción, mostrando un 50% de inhibición del crecimiento a una concentración

relativamente alta de cobre (10.5 mg 1"1) (Rachlin et al., 1983a). Apazte de las

grandes diferencias entre las distintas especies microalgales respecto a la toxici-

dad por cobre, generalmente se citazr las cianobacterias y las diatomeas como las

más sensibles a esta toxicidad.

El mecanismo de toxicidad del cobre iónico se conoce de un modo indirecto.

Se ha propuesto que la unión inicial entre el cobre y la célula puede ser a través

de restos carboxilo y amino de la membrana, más que con grupos tiol, porque la

constante de estabilidad cobre-alga es de un orden de magnitud menor que la
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constante paza la unión tiol-cobre (Florence et al., 1983; Gavis, 1983). En la

membrana celulaz, el cobre puede afectar a la permeabilidad celulaz o interferir

con la unión de metales esenciales (Sunda & Huntsman, 1983). Después tiene

lugaz el transporte del cobre hacia el citoplasma; allí el cobre puede reaccionar con

los grupos -SH de los enzimas y de tioles libres (ej. glutation), alterando el sitio

activo de los enzimas y la división celulaz (Stauber & Florence,1985a, b; Florence

& Stauber, 1986). El cobre puede también ejercer su toxicidad sobre orgánulos

subcelulares, interfiriendo en el transporte electrónico mitocondrial, la respira-

ción (Cedeno-Maldonado & Swader,1974), producción de ATP (Viazengo etal.,

1981) y la fotosíntesis en el cloroplasto (Overnell,1975).

La inhibición de la fotosíntesis por el cobre se ha observado en algunas

diatomeas (Erickson,1972; Overnell,1975) . La inhibición de la división celular sin

efecto sobre la fotosíntesis raramente se ha observado. Fisher y Jones (1981)

muestran que, enAsterionella japonica, las células tratadas con aobre f otosintetizan

norlnalmente, aumentando de tamaño cuando fijan carbono, que no puede ser

excretado o utilizado en la división celulaz. Davies (1976) también encuentra que

el crecimiento está desacoplado de la división celulaz en Dunaliella tertiolecta e

Isorhrysisgalbana tratadas con mercurio. Parece que metales como el cobre y el

mercurio pueden, en algunos casos, inhibir el proceso de la división celulaz

independientemente de cualquier otro efecto sobre la producción de nuevo

material celular (Stauber & Florence, 1987).

Los efectos del cobre a nivel ultraestructural en las diatomeas han sido

revisados por Smith (1983); Dltylum brigtwell^i expuesta a 0.3 mg 1'1 de cobre,

presenta un aumento celular, con el protoplasto alejado de la pared celulaz y los

cloroplastos conoentrados enun grupo (Cantenford,1980). Análisismorfométricos

de la cianobacteria Plectonema boryanumexpuesta a cobre revelan los siguientes

cambios (Rachlin et a1.,1982b): incremento en el volumen celular, descenso del

área superficial en los tilacoides, marcado descenso en el volumen de las inclu-

siones lipídicas y aparición de cuerpos granulares electrondensos.

Varias respuestas citológicas indican la sensibilidad de las membranas

fotosintéticas y mitocondriales al cobre, y se recogen en los estudios de Rachlin

et al. (1982b), dónde el cobre es el único entre 8 metales pesados ensayados que
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causa una marcada reducción en el contenido celular en lipidos. Estos estudios

confirman las experiencias de Sandmann & Boger (1980a), dónde el cobre induce

daños de membrana en Scenedesmusacutus, y apoya su modelo de reacciones de

peroxidación en lipidos inducidas por cobre (Sandmann & Boger,1980b) .

Dlatoma tenue var. elongatum incorpora cobre enlos cuerpospolifosfatados

(Sicko-Goad & Stoermer, 1979). En la diatomea Amphora veneta se observan

cuerpos polifosfatados que contienen, además de fósforo, calcio y cobre dentro de

las vacuolas, pe,ro además se encontraron "cuerpos cúprico ŝ' asociados a mem-

branas, que contienen azufre, calcio y cobre (Daniel & Chamberlain, 1981).

Silverberg etal. (1976) encuentran que cepas tolerantes de Scenedesmcrspresen-

tan importantes cantidades de cobre en el núcleo a concentraciones que son letales

para cepas no tolerantes.

CITOMETRÍA DE FLUJO

La citometria de flujo (CMF) es una técnica diseñada para la valoración de

una o más propiedades de células individuales en suspensión, de forma secue,nc:ial

en el tieanpo. Los aparatos diseñados para estas mediciones provocan el paso

consecutivo de células individuales suspendidas en un fluido apropiado a través

de una zona delimitada de análisis, donde se lleva a cabo éste a medida que la

célula atraviesa dicha zona. Los resultados del análisis se presentan normalmente

en forma de histograma de distribución de la población celular con respecto a los

parámetros analizados (Shapiro,1990).

Citometria de flujo es un término general que hace referencia a una medida

rápida de partículas que se mueven en un flujo. La información se obtiene a través

del uso de varias propiedades ópticas de las partículas, de un rango de tamaño

entre 1 y 150 }^m. Durante las décadas de los 60, 70 y 80 se desarrollaron gran

variedad de este tipo de medidas (Yentsch & Pomponi,1986). Los sistemas básicos

de CMF son, por una parte, los que determinan el volumen de las células en

suspensión por medición de pulsos de resistividad (ej. Coulter Counter) y, por

otra, los que llevan a cabo un análisis óptico (dispersión de la luz, absorción,

fluorescencia, polarización, etc.) de las células; en éstos, y en instrumentos

posteriores, las partículas que van en el flujo son iluminadas por una intensa
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fuente de luz. La fluorescencia y/o la luz dispersada 90° son detectadas por

fotomultiplicadores (PMTs), mientras que la luz dispersada en el ángulo anterior

("forward angle light scatter", FALS), que es función del tamaño celular, es

detectada por un fotodiodo. El uso de láseres permite la selección de una longitud

de onda específica a elevadas intensidades, lo que maximiza la emisión

fluorescente.

Laepifluorescencia ocitometría deflujobasadae,nláser,laautofluoresaencia

de los pigmentos, la fluorescencia inducida por tinciones y la luz dispersada son

utilizadas como sondas para cuantificar subpoblaciones en cultivos de microalgas

y en poblaciones naturales de fitoplancton. Esta técnica, cuando se combina con

tinciones bioquímicas selectivas y tecnología de inmunofluorescencia, hace

posible la medida simultánea de múltiples parámetros (ej., clorofila, proteína,

ADN, etc., ade,más de la luz dispersada 90°) sobre células o partículas individua-

les. Las medidas se hacen a tasas superiores a 1000 células por segundo. La

posibilidad de procesar gran número de partículas permite un análisis estadístico

riguroso, incluso para muestras naturales heterogéneas.

La CMF por activación mediante láser se ha convertido en un importante

útil experimental en varias áreas de la fisiología celular, principalmente animal,

y en microbiología. Importantes avances de esta técnica son la capacidad de una

rápida identificación, cuantificación y resolución de subpoblaciones discretas en

muestras de células heterogéneas sobre las bases de la expresión de marcadores

de la superficie celular o capacidades metabólicas internas (Dive eta1.,1987; Papa

eta1.,1987; Marti et a1.,1988; Toppari et a1.,1988; Xu et a1.,1990) .

La CMF es una técnica que presenta indudables ventajas, como son:

- rapidez de análisis (entre 5000 y 10000 células por segundo),

- capacidad de medidas multiparamétricas,

- gran tamaño de la población analizada,

aunque también presenta inconvenientes, tales como:

- requerimiento de equipos especiales,

- necesidad de tener células en suspensión.
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La medida simultánea de múliiples parámetros de células individuales

proporcionainformación sobre la correlación entre ellos. Dos sistemas de pigmentos

naturales, o dos tinciones, pueden ser excitados por un láser único, y cada emisión

puede ser medida por un fotomultiplicador diferente. Un segundo láser permite

medidas adicionales y una mayor flexibilidad.

La CMF requiere un cuidadoso manejo y/ o prepazación de las células y/

o particulas, una instrumentación sofisticada y un extenso análisis de datos. F1

análisis de células individuales permite medidas rápidas, seguras (datos cuanti-

tativos a partir de relativos, ya que los ejes de datos pueden ser calibrados por

métodos tradicionales), y prácticamente continuas.

La CMF se ha utilizado durante varias décadas en las ciencias biomédicas

como una técnica de rutina, complementaria y sustitoria del análisis celular

miccoscópico y del recuento (Balfoort et al., 1992). En los últimos años se han

publicado bastantes artículos en los que la CMF juega un papel más importante

y en las que se describen nuevas aplicaciones de esta técnica (Phinney & Cucci,

1989; Legendre & Yentsch,1989). Los citómetros de flujo se u'tilizan frecuente-

mente paza la identificación y recuento de microorganismos acuáticos. En el caso

del fitoplancton, las células pigmentadas pueden ser detectadas e identificadas

por su autofluorescencia y las propiedades que presenta su luz refractada

(Balfoort et al., 1992). Otra aplicación importante de la CMF es el estudio de

fenómenos fisiológicos y morfológicos que se expresen en propiedades ópticas de

las células, tanto de forma natural como con ayuda de colorantes específicos.

Recientemente, ha habido una revolución dentro de las sondas de

fluorescencia. Además de los cromóforos naturales (dorofila a, b y c, ficoeritrina,

fioociariina, fucoxantina, piridinas, luciferina, flavinas, NADP y NADPH), una

amplia gama de tinciones, la mayoría de ellas vitales, se han convertido en

instrumentos habituales. Las sondas inmunofluorescentes, así como los

anticuerpos monoclonales más específicos y la citoenzimología de flujo, han

empezado a utilizazse (Yentsch & Pomponi,1986).

Aunque la fluorescencia de los pigmentos celulazes y las señales produci-

das por la luz refractada por las células de plantas superiores y algas pueden ser
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Cámara da
muestra

EmiSión de ftuorescencia y
dispcrsión a 90°

Figura 2- Escluema de la cámara de análisis de un citómetro de flujo. EI flujo de las

cĉlulae. ciue sale expulsado dc la cámara de mucstra. ínteracciona con cl haz dc láser

produciéndose una dispcrsión dc (uz dc láscrc^uc se rccogefrontalmentc con un detcctor

de dispcrsión entre 1 y 20° respccto al haz de láscr. La emisión de fluoresccncia y la luz

de láserdíspersada 90° 5c recogcn con una Icnte situada perpendicularmcnte al flujo de

células y al haz de láger.

detectadas fácilmente por esta sofisticada técnica, son escasos los trabajos que

traten de las aplicaciones de la CMF a la biología vegetal y a la biología marina.

Estructura de la cámara de aaálisis de un citómetro de flujo

En un citofluorómetro de flujo el análisis se lleva a cabo haciendo pasar un

flujo de células en suspensión por el punto de enfoque de un haz de láser. La

interacción de las células con el láser provoca, por un lado, la dispersión de parte

de la luz del haz, que se recoge por lentes situadas frontal y perpendicularmente

respecto al haz (Fig. 2) y por otra, la emisión de fluorescencia debido a la exeitación

por el láser de fluorocromos naturales o incorporados a la célula. Dicha emisión

se recoge por la lente situada perpendicularmente al haz de láser {Fig. 2). A partir
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de la intensidad de luz recogida por las lentes, se obtiene mediante

fotomultiplicadores una señal de voltaje, la cual es amplificada a pulsos de salida

individuales para cada célula y proporcionales al valor del pazámetro biológico

que se está determinando.

Para que las mediciones de las dif erentes células dependan exclusivamente

del valor de dichos parámetros, es necesaria una iluminación homogénea respec-

to a la intensidad del haz del láser de todas las células analizadas. La optiimización

de esta homogenización de iluminación se consigue mediante un enfoque del

flujo de liquido dónde viajan las células respecto al haz de láser y mediante la

formación de un haz de láser de sección eliptica.

II paso de células individuales y centradas en el punto de enfoque del láser

se consigue utilizando el flujo laminar. Tal como se muestra e,n la figura 3, la

corriente de liquido, en el cual se desplazan las células, está f ormada por dos flujos

concéntricos: uno interno (normalmente medio de cultivo o cualquier tampón

qué preserve las características celulazes a estudiar) dónde se encuentran las

oélulas, y un flujo externo compuesto de una disolución salina fisiológica. Al

disminuir la presión del flujo interno respecto al externo, se produce la centrali-

zación del flujo interno en medio del cilindro de liquido, que proviene de la

cámaza de muestra, de forma que las células se ven forzadas a circulaz por un

cilindro interno de flujo laminaz (no se mezclan los dos flujos) de dimensiones

ajustadas a su tamaño. Ello provoca el paso de células, una a una, y centradas en

el eje del cilindro de liquido, de forma que todas pasazán por el punto medio del

haz de láser. El diámetro utilizado para el flujo externo es de unos 50 a 100 }^m.

Para paliar las posibles desviaciones de la corriente de liquido en el que

viajan las células respecto al punto medio del haz de láser, lo cual provocaría la

iluminación de algunas células con intensidades menores de la máxima, el

sistema óptico de enfoque del láser produce la formación de un haz de sección

eliptica con unas medidas de 750 }^m de eje mayor, perpendiculaz al flujo de

células, y de 16.5 }^m de eje me,nor, pazalelo al flujo celulaz. Se produce una

distribución gaussiana de energía en dos haces de láser de sección eliptica con

diferentes longitudes del eje mayor, y las pequeñas variaciones que pueda sufrir
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Figura 3.- Flujo laminardc salida de la mucstra, crcado porla diferencia dc presioncs

entre el fluido de la muestra (fluido interno) y el fluido acompañante (fluido externo).

el flujo respecto a su posición en el centro del haz provocarán unas variaciones de

intensidad de iluminación mucho mayores en el haz de eje mayor más pequeño

que en aquel de eje mayor más largo. En el caso del haz utilizado en este sistema,

un corrimiento de 58 }^m del flujo laminaz (aproximadamente un diámetro del

flujo) respecto al punto medio del láser, sólo supone un 1% de variación en la

intensidad de iluminación; en un haz de 131 }^m de eje mayor, el desplazamiento

de sólo 14 }lm (poco más del diámetro de vazios tipos celulares) provocará la

misma variación del l%.

Tipos de parámetros celulares medibles en un citómetro de flujo

Los tipos de pazámetros celulazes que se pueden determinar por esta

técnica pueden agruparse en función del tipo de luz detecta^da, tal caomo se resume en

la Tabla I.

38



Taoócidad dcl cobre eobre P. tricornutum

Tabial. Algunoedeloeparámetrosyfluorocromoac^uescpuedendeterminaryutilizar

cn citofluoromctría dc flujo (modificada dc Carrctcro,1985).

T/PO DE L UZ MED/C/ON PARAMETRO

Léser incidenta dispersión frontal

dispersión 90°

fLUOROCROMOS

Fluorescencia Bromuro de etidio

loduro de propidio

Naranja de acridina

Mitramicina

Hoechst 33258

tameño celular, estructura externa

granularidadcelular (vesiculación)

cantidad de ADN

Naranja de acridina cantidad de ARN

Isotiocianato de fluoresceina (FITC) cantidad de protefnas

Isotiocianato de tetrametilrodamina (TRIC)

Diacetato de fluoresceina (FDA) esterasas

Dibutirato de fluoresceina

Flavona-3-difosfato triamónico fosfatasa écida

7-Br-3-hidroxi-2-nafto-a-anisidina-fosfato fosfatasa alcalina

Lisil-alanil-4metoxi-2-naftilamida proteasas

y-glutamil-4metoxi-2-naftilamida

Anticuerpos marcados con FITC antfgenos de membrana

Anticuerpos marcados con TRIC

NADPH, NADH autofluorescencia

pigmentos fotosintéticos

Diacetato de fluoresceina (FDA) pemneabilidad membrana celular

loduro de propidio

3,3'-dihexilosacarbocianida(diOCn) potencial de membrana

Rodamina 120 cadena respiratoria mitocondrial
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Las medidas de dispersión anterior o frontal se toman en un detector que

recoge la luz del láser dispersada entre 1 y 20° respecto al haz. Dicha medida se

correlaciona principalmente con el tamaño celular, aunque puede estar influida

porlaestructura yoomposiciónintraa^lular (vesículas, conoentraciónde ribosomas,

etc.).

La dispersión de 90'° respecto al haz de láser se recoge por las ler ►tes situadas

en esta posici.ón junto a las emisiones de fluorescencia y posteriormente se separa

en la cámara de detectores mediante uri espejo dicroico paza su valorización. Esta

medida se correlaciona con la estructura intracelular, como relación núcleo-

citoplasma o vesiculación, y se la denomina generalmente granularidad o com-

plejidad celulaz.

A diferencia de la luz de láser, los pazámetros dependientes de las emisio-

nes de fluorescencia son mucho más versátiles y dependen hasta cierto punto de

la capacidad de diseñaz procesos de tinción que relacionen la variación del

parámetro deseado con una cierta emisión de fluorescencia. La Tab1a I e,numera

los más utilizados, con algunos de los fluorocromos más comúnmente asociados

a dichos parámetros.
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Objetivo

La contaminación de los mazes por metales pesados es objeto de gran

atención ya que puede causar graves problemas sanitarios. Las microalgas se han

utilizado como indicadores biológicos paza este propósito, debido fundamental-

mente a su papel en el primer eslabón de la cadena trófica. Dentro de las

miocoalgas, las diatomeas son particularmente sensibles a la toxicidad ejercida

por los metales pesados.

El cobre es un micronutriente esencial para las microalgas pero a elevadas

concentraciones resulta altamente tóxico, por lo que se ha utilizado tradicional-

mente como algicida.

La mayoría de los estudios realizados acerca de la toxicidad que los metales

pesados ejercen sobre las microalgas se han ce,ntrado fundamentalmente en la

inhibición del crecimiento o la alteración de la tasa de fotosíntesis. Sin embargo,

son pocos los trabajos que estudian la respuesta celular de las microalgas ante

concentraciones subletales de cobre en el medio.

La citometria de flujo es una técnica que permite realizar estudios sobre la

situación estructural y metabólica de células aisladas, lo que ha permitido un

amplio desarrollo de sus aplicaciones en biomedicina; sin embazgo, no se han

desarrollado todavía aplicaciones para el estudio de los parámetros celulazes de

las microalgas.

En función de lo anteriormente expuesto, el objetivo que nos planteamos en

este trabajo es estudiar la respuesta de la diatomea marina Phae^o^dactylum

tricornutum frente a diferentes concentraciones de cobre, tanto a nivel de

pazámetros tradicionalmente estudiados en ensayos de toxicidad (crecimiento,

fotosíntesis), como a otros niveles tanto fisiológicos como estructurales.

Este objetivo general se concreta en los siguientes objetivos parciales:

-estudio de los efectos del cobre sobre el crecimiento en función de la

densidad celular del inóculo, a paztir de los cuales se establecerán las

condiciones para realizar los restantes ensayos

39



Toxicidad dd cobre eobre P. tricornut^m

-estudio de los efectos del cobre sobre la fotosíntesis, contenido

intracelular de ATP, composición relativa de los pigmentos

fotosintéticos e incorporación de 3H-timidina

-puesta a punto de técnicas de citometría de flujo para analizar células

microalgales y determinación de parámetros celulares y fisiológicos

por estas técnicas

-estudio de la acumulación de cobre por células microalgales

-estudio de la interacción del cobre con otros metales.
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DESCRIPCIÓI`I DE LA ESPECIE MICROALCiAL UTILIZADA,
Phaeodactylum tr-lcornutum BOTiLIn

Esta especie microalgal pertenece al grupo de las Chrysophyta, dado que

las células poseen cromatóforos dorado-marrones y desarrollan una pared silicea.

Por presentar división vegetativa longitudinal, valvas siliceas del tipo diatomea

pennada, movimiento de deslizamiento, etc., se incluye en la clase

Bacillariophyceae (Volkman eta1.,1981). Dentro de esta clase pertenece al orden

Bacillariales, suborde,n Naviculineae y familia Cymbelaceae (Werner,1977).

P. tricornutum es una especie unicelular, que en condiciones especiales

puede formar cadenas. Cada célula contiene dos cloroplastos, un núcleo simple,

varias mitocondrias, cuerpos de Golgi, retículo endoplasmático y ribosomas

(Chiapelli eta1.,1979). Presenta forma de huso (Foto 1), y su tamaño celular es de

&12 }^m de longitud por 1-2 }^m de diámetro.

Posee cuatro membranas alrededor del cloroplasto. La membrana de éste

prese,nta tres tilacoides por lámina, con interconexiones entre las láminas y

conexiones con el retículo endoplasmático. No posee almidón en el cloroplasto,

siendo las sustancias de reserva leucosina y lipidos. Los pigmentos presentes en

esta microalga son: clorofilas a, cl, c2, carotenos, fucoxantina, neofucoxantina,

diadinoxantina y diatoxantina, y a diferencia de otras diatomeas no contiene

carotenoides menores ni clorofila c3 (Weber,1971; Jorgensen,1977; Chiapelli etal.,

1979; Roy,1988; Jeffrey & Stauber,1985; Wright eta1.,1991).

CULTIVO DE Phaeodactylum tr-lcornutum

La especie microalgal utilizada, Phaeodactylum tricornutum, fue aislada

de aguas de la Ría de Arousa por el Dr. Fábregas (Dpto. Microbiología y

Parasitología. Universidad de Santiago de Compostela). Se mantiene en cultivos

"stock" que se doblan periódicamente para mantener el crecimiento en fase

logaritmica. Estos cultivos se realizan con una iluminación de 68.25 umoles

photon m 2 s 1 proporcionada por tubos fluorescentes MAZDA fluor, aplicada con

un ritmo nictimeral de 12:12, en una cámara de temperatura controlada y
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constante a 18f1°C. Los cultivos no son aireados ni agitados mecánicamente, y a

partir de ellos se toman los inóculos utilizados en las diferentes experiencias.

Los cultivos se realizan en agua de maz natural enriquecida con nutrientes.

II agua de maz utilizada se filtra por filtros de acetato de celulosa de 0.45 }un de

tamaño de poro (MF-Millipore), con el fin de eliminaz la materia pazticulada en

suspensión, y se esteriliza en autoclave a 121°C durante 20 minutos.

II medio de cultivo utilizado en los cultivos "stock" es el definido por

Fábregas et al. (1984), pero sin EDTA:

Tiamina

Biotina

B12

35 }^g

5 }^g

3 }^S

Tris-HCI, pH 7.4 15 mM

N03Na 2 mM

P04H2.2H2O 100 uM

Citrato férrico 20 }^M

C12 Zn 1 KM

C12Mn.4H2O 1 µM

Mn04Na2.2H2O 1 µM

C13Co 0.1 }^M

SO4Cu.5H2O 0.1 µM

Agua de maz natural 1 litro

Los nutrientes se esterilizan en autoclave a 121°C durante 20 minutos, se

guardan en oscuridad a 4°C y se añaden al agua de maz antes de inoculazla.

Los efectos sinérgicos o antagónicos que se puedan producir en el medio no

se tierten en cuenta generalmente en los estudios de laboratorio acerca de la

toxicidad de metales sobre las microalgas. La interacción entre los iones metálicos

y el medio de cultivo utilizado es un factor crítico en la detenninación de los

umbrales de toxicidad de un ion metálico. Así, la cantidad de metal añadido a un

medio puede diferir mucho de la concentración final detectada en el medio como

ion libre. El metal puede existir como ion libre, o formando parte de complejos
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inorgánicos u orgánicos, lo cual afecta a la disponibilidad del metal. Es por ello,

que en las experiencias lle^^adas a cabo con metales no se aliaden los nutrientes,

con el fin de evitar posibles formaciones de complejos entre las sustancias del

medio v el metal adicionado.

Foto 1.- Microfotografía de célula^ de Phaeodactylum tricorr^utum realizada er^ un

micro5copio de contra5te de fa5e5 con un objetivo de 100X.
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PREPARACIÓI`I DEL MATERIAL LTI'ILIZADO El`I LAS EXPERIEI`ICIAS
COl`I METALES

Agua de mar: El agua de mar utilizada en los experimentos es agua de maz

natural filtrada por filtros de acetato de celulosa (MF-Millipore) de 0.45 }^m de

. tamaño de poro, con el fin de eliminaz la materia pazticulada en suspensión.

Posteriormente se pasa por un cartucho de carbono activo paza eliminaz los

compuestos orgánicos del agua que puedieran quelaz los metales. Por último, se

esteriliza en autoclave a 121°C durante 20 minutos, al igual que la utilizada en los

cultivos "stock".

Lavado del material: Uno de los principalesproblemas que seplantean en

los estudios de toxicidad de los iones metálicos en medio liquido son las posibles

variaciones de dichos iones debido a que el metal pueda quedar adsorbido en las

pazedes del recipiente, con lo que al añadir el cultivo la concentración final pueda

ser muy diferente a la esperada.

Por ello, el tratamiento de lavado al que se debe someter todo el material a

utilizar, tanto para las soluciones "stock" de los metales como para los recipientes

de cultivo, es el siguiente:

-Lavado del material con un detergente neutro, permaneciendo en él

durante 24 horas.

-El material que está en detergente se enjuaga repetidamente con agua

destilada y se introduce 48 horas en HN03 al 10%.

-Lavado del material con agua filtrada por un sistema Milli-Q de

Millipore, dejándolo en ella durante 24 horas.

-Esterilización a 121°C durante 10 minutos.

Soluciones "stock" de los metales utilizados: El recipiente que las va a

contener ha de ser tratado previamente tal y como se indica en el aparhado anterior.

Las soluciones "stock" se preparan disolviendo los diferentes metales (en

forma de cloruros) en agua filtrada por el sistema Milli-Q, de forma que se obtenga

una concentración de 1 g 1'1 del metal, lo que nos permitirá obtener, añadiendo la

cantidad adecuada de esta solución, los rangos de concentración deseados en las

experiencias.
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CRECIMIEI`íT0

La densidad celular de los cultivos se determina diariamente por contaje e,n

cáaznara hematológica del número de células microalgales presentes en una

alicuota tomada de cada uno de los cultivos, utilizando para ello un microscopio

NIKON Labophot de contraste de fases, a 400 aume,ntos.

En la fase estacionaria se calcula la tasa de crecimiento (}^), expresada en

doblajes díá 1, a partir de la siguiente ecuación:

^ _^^^^-^^l .
ln2(t-to)

dónde to y t son el tiempo inicial y final del periodo estudiado, ambos

expresados en días, y Nt y No el número de células ml'1 en esos tiempos.

En términos generales, el creci.miento de una población microalgal en

condiciones estáticas se caracteriza por ajustarse una función sigmoide o logística

(Schanz & Zahler,1981). La función logística se utiliza en ecología como modelo

del crecimiento de una población. Se caracteriza por un crecimiento exponencial,

con un crecimiento próximo a ce,ro cuando la población se aproxima a su máximo,

lo que se conoce como la capacidad de carga del medio (Odum,1971).

La representación matemática de esta función es:

Nt = K/1+B exp (-zt)

dónde Nt representa la densidad de población en el tiempo t, expresada en

células x104m1'1, K es la capacidad de carga del medio o tamaño límite de la

población, B es una constante que carece de significado biológico, y cuyo valor se

calcula a partir de la siguiente ecuación: B=(K-No)/No. El parámetro z está

relacionado con la tasa de arecimiento y t es el tiempo expresado en días: Todos

los parámetros de la ecuación se calculan mediante una regresión no lineal,

utilizando el algoritmo de Marquadt (Saila et a1.,1988).
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MEDIDA DE LA I1`íCORPORACIÓI`í DE 3I-í TIMIDII`IA

La tasa de asimilación de 3H-timidina se utiliza para determinar el posible

efecto del cobre sobre la síntesis de ácidos nucleicos, como medida indirecta del

crecimiento de la diatomea Phaeadactylum tricorn^rtum. El protocolo utilizado

para la medida de la 3H-timidina ha sido el desarrollado por Fuhrman & Azam

(1982) y descrito por Tubbing & Admiraal (1991b), adaptándolo para microalgas

mailnas.

Para estudiar la incorporación de la 3H-timidina dentro de las células

microalgales se parte de cultivos sincronizados y en fase exponencial de creci-

miento. El cobre se adiciona a los cultivos e inmediatamente se colocan en la

camara de cultivo con luz. Después de 12 horas de luz y exposición al cobre se

adiciona la 3H-timidina (1}^1 de una solución 1x103 nM de timidina marcada por

cada ml de cultivo), ir^nediatamente antes de iniciarse la fase de oscuridad, y

durante una hora, cada 15 minutos se realiza la recogida de muestras. Los pasos

del proceso son los siguientes:

1) 20 ml de cultivo se filtran a través de filtros de membrana de ésteres

mezclados de celulosa (MF-Millipore), de 1.2 }^m de diámetro de

poro, utilizando para ello un sistema multifiltro de Millipore, acopla-

do a una bomba de vacío, y en el que se han dispuesto tubos de ensayo

para la recogida de los sobrenadantes.

2) Sobre las células retenidas en el filtro se vierten 10 ml de ácido

tricloroacético (TCA) frío a110% y se incuba durante 15 minutos, con

el fin de parar la reacción de incorporación de la timidina a la célula

y precipitar los ácidos nucleicos y eliminar el isótopo que pudiera

quedar retenido en los filtros.

3) Transcurridos los 15 minutos, se filtra el TCA 10% y se lavan dos veces

los filtros con 5 ml de TCA 5% frío.

4) Los filtros se retiran de la bandeja del multifilter y se colocan en viales

de centelleo plásticos de 20 ml de capacidad.

5) A cada vial se le añaden 10 ml de liquido de centelleo Insta-gel II de

Packard.
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6) Las muestras se cuentan durante 1 minuto en un contador de centelleo

liquido LKB Pharmacia.

Los resultados se expresan oomo desintegraciones por minuto (dpm) a

partir de las cuales se calculala tasa de incorporación de timidina, expresada como

femtomoles de timidina incorporada por rnililitro de cultivo y hora (fmoles

timidina ml-i h-1).
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DETERMII`^ACIÓ1`I DE LA TASA DE FOTOSÍnTESIS

El efecto del cobre sobre la tasa de fotosíntesis de la diatomea Phaeadactylum

tric^vrnutum se determina utilizando la técnica de asimilación de 14C bicarbonato

como medida indirecta del proceso de fotosíntesis.

La utilización de isótopos radiactivos permite investigar gran número de

fenómenos físicos, químicos y biológicos. Se utiliza una traza de radioisótopo y

se supone que su comportamie,nto es igual al de su duplicado no radiactivo. Como

e1 mazcador se detecta fácilmente por su radiactividad, proporciona información

sobre e1 comportamiento de la forma no radiactiva que no podría obtenerse por

otros métodos. Paza que el uso de radioisótopos sea más efectivo se requiere un

método sensible de detección. Entre ellos el contador de centelleo liquido permite

la cuantificación de bajos niveles de radioactividad (Neame & Homewood,1974) .

Las partícvlas emitidas tienen poco poder de penetración y se detie,nen

fácilmente por interacción con la materia. Su energía varía desde 0 hasta un

máximo que es constante para cada modelo particular de desintegración. Este

máximo es lo que se conoce como energía de la paztícula ^i y paza e114C es 0.159

MeV; su vida media física es de 5760 años y biológica de 10 a 40 días.

Paza la medida de muchos radioisótopos el contador de centelleo tiene la

máxima sensibilidad y hace posible la medida exacta de cantidades muy peque-

ñas. En este tipo de instrumentos, la energía de la radiación emitida es absorbida

por un material fluorescente y reemitida como f otones de luz; éstos son detectados

por un fotomultiplicador y convertidos en señal eléctrica paza su análisis. Este tipo

de instrumentos es particularmente adecuado paza las medidas cuantitativas de

radiación con un poder de penetración limitado, como son las partículas ^i y los

rayos X suaves (Deme,1971; Venverloo,1971).

Para estudiar la incorporación de un isótopo determinado dentro de las

células microalgales se pazte de cultivos sincronizados y en fase exponencial de

crecimiento. E114C-bicarbonato se adiciona en fase de oscuridad, inmediatamente

antes de iniciarse la fase de luz, y después de los periodos de incubación

determinados se realiza la recogida de muestras. Los pasos del proceso son los

siguientes:

50



Mirtarielee y mátodoe

1)10 ml de cultivo se filtran a través de filtros Millipore de fibra de vidrio

utilizando un sistema multifiltro de Millipore, acoplado a una bomba

de vacío, y en el que se han dispuesto tubos de ensayo para la recogida

de los sobrenadantes.

2) Las células retenidas en el filtro se lavan dos veces con 5 ml de agua

de mar acidulada con HCl (0.01 N), con el fin de parar la reacción de

inoorporación del bicarbonato a la célula y eliminar el isótopo que

pudiera quedar retenido en los filtros.

3) Los filtros se retiran de la bandeja del multifilter y se colocan en viales

de centelleo plásticos de 20 ml de capacidad.

4) A cada vial se le añaden 10 ml de liquido de centelleo Insta-gel II de

Packard.

5) Las muestras se cuentan durante 2 minutos en un contador de

^ centelleo liquido LKB Pharmacia.

Los resultados se expresan como desintegraciones por minuto (dpm) a

partir de las cuales se calcula la tasa de incorporación de carbono, expresada como

µg de carbono asimilado por litro y hora (}^g C 1'1 h'1).
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DETERMII`íACIÓI`í DEL ATP CELULAR

Para la determinación de1 contenido celulaz de ATP, los cultivos de

Phaeodactylum tricornutum con las distintas concentraciones de cobre se prepa-

ran durante la fase de oscuridad e inmediatamente se colocan en la cámaza de

cultivo con luz. Transcurridas 8 horas de exposición a la luz y al metal, se toma

una alicuota (20 ml) de cada cultivo y se procesa paza la medicion del ATP.

El contenido de ATP se determñna por el método de la luciferina-luciferasa.

Los sustratos y enzimas necesarios se obtinenen a paztir del "kit" "ATP

Bioluminescence CLS" de Boehringer Mannheim Biochemica y su preparación se

realiza como se indica en el protocolo que acompaña al producto. De igual forma

se prepazan los patrones de ATP necesarios paza obtener una recta de calibración.

La cuantificación de ATP se realiza en base a la luz emitida por la^reacción

del enzima, que es dependiente de la cantidad de ATP presente en el medio:

luciferasa

ATP + D-luáferina + 02 > oxiluáferina + PP i+ANII' + C02 + luz

Mg+2

Paza medir esta luz emitida se utiliza un contador de centelleo LKB

debidamente programado paza tal ñn.

El ATP celulaz se extrae utilizando un método descrito por Larsson y

Olsson (1979). Se toman alicuotas de 20 ml de cada cultivo, se centrifugan y a las

células así obtenidas se les añaden 10 rnl de una solución tampón Tris-EDTA

calentada hasta la ebullición (20 mM Tris y 2 mM EDTA, pH=7.75 ajustado con

ácido acético) . A continuación los tubos con la suspensión de células se transfieren

inmediatamente a un baño a 100°C y se incuban durante 2 minutos.

De cada tubo se toma una alicuota, se le añade la solución de enzima e

inmediatamente después de la adición se mide la luz emitida en el contador de

centelleo LKB.

Una vez obtenidas las mediciones se utiliza la recta de calibrado para

relacionaz la luz emitida con la cantidad de ATP presente en las muestras.
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AI`IÁLISIS DE LOS PICiMEI`ITOS FOTOSII`ITÉTICOS POR
CROMATOGRAFÍA LÍQUIDA DE ALTA RESOLUCIÓI`í (I^PLC)

Existen numerosos métodos para la determinación de pigmentos

microalgales, cada uno de ellos con un nivel de sofisticación y precisión diferente.

IIrangodelosmétodosmásutilizadosvadesdelosmétodos espectrofotométricos

y fluorimétricos paza las clorofilas a, b y c, y sus derivados libres de magnesio

(Holm-Hansen eta1.,1965; Lorenzen,1967; Strickland & Parsons,1972; Jeffrey &

Humphrey,1975; Lorenzen & Jeffrey,1980), a los métodos cromatográficos, que

incluyen cromatografía en capa fina Qeffrey,1981), cromatografía en capa fina de

alta resolución (HPLTC) (Wright & jeffrey,1987), y cromatografía liquida de alta

resolución (HPLC) (revisada por Roy,1987).

Los métodos cromatográficos sepazan un buen número de clorofilas y

carotenoides, que pueden ser utilizados como indicadores de la biomasa de

especies microscópicas, como marcadadores biológicos de diferentes tipos o

clases de algas, o como medida de la productividad o de procesos de reciclaje

(Jeffrey, 1974; Hooks et al., 1988; Bjornland & Liaaen-Jensen, 1989; Strom &

Welschmeyer,1991).

Aunque en los últimos años se han publicado gran número de protocolos

utilizando HPLC paza estudiaz fotopigmentos microalgales, ninguno de ellos

pazece ser el ideal para la resolución de todos los pigmentos. En el presente trabajo

se ha utilizado el método de estimación de pigmentos por HPLC de Wright etal.

(1991), con algunas modificaciones.

El protocolo utilizado es el siguiente: se recogen aproximadamente 6 x 106

células por centrifugación a 3500 rpm, 4°C y durante 10 minutos. La extracción de

pigmentos de las células se lleva a cabo resuspendiéndolas en 1 ml de

acetona:metanol (2:1) fria, y se someten a ultrasonidos durante 15 segundos a 4°C

y en oscuridad. Se centrifuga 10 min a 3500 rpm y se recoge el sobrenadante; este

lavado con acetona-metanol se repite 3 veces El sobrenadante obtenido tras los

lavados (extracto de pigmentos) se concentra por evaporación del solvente. La

muestra seca se resuspende en 100 µl de metanol grado HPLC, protegiendo los

tubos de la luz. De cada muestra se inyectan 10 }^l en un cromatógrafo Hewlett-
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Packard modelo HP 1050, ut^lizando una columna de fase reversa con una fase

estacionaria no polar, Hewlett Packard ODS-Hypersil de 5 µm, 250 x 4 mm. Las

condiciones de la cromatografia son: temperatura del inyector 40 °C, flujo 1 ml

miñ 1 durante 20 minutos.

II sistema de solventes utilizados ha sido el de Wright et al. (1991) sin

utilizar acetato de amonio como parte del solvente A, paza lograr una mayor

duración de la columna. El sistema utilizado ha sido:

solvente A) metanol (grado HPLC).

solvente B) 9:1 acetonitrilo:agua (grado HPLC)

solvente C) acetato de etilo (grado HPLC).
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Al`IÁLISIS MORFOLÓC^ICO Y FISIOLÓCiICO POR CITOMETRÍA DE
FLUJO

La citometría de flujo (CMF) permite determinaz un elevado número de

funciones celulares a gran velocidad, utilizando una amplia variedad de molécu-

las bioquímicamente específicas, no tóxicas y fluorescentes, en condiciones muy

cercanas al estado ln vivo en exposiciones no prolongadas a niveles de luz muy

elevados.

El tiempo de aceleración en un citómetro y el paso de la célula frente al haz

de luz del láser se produce en unas fracciones de segundo, de modo que el proceso

de medida ejerce una influencia mínima sobre las células. Además la CMF ofrece

una estadística más fiable que el estudio al microscopio.

El tiempo de incubación con uno o varios fluorocromos varía entre 1 y 15

minutos. En la mayoría de los casos las células teñidas pueden analizarse

inmediatamente, y en otros casos es necesaria la centrifugación y resuspensión en

un tampón con una menor concentración extracelular del fluorocromo (por

ejemplo, la rodamina 123). Este paso de centrifugación puede sustituirse por uno

de dilución, cuando se utilizan volúmenes muy pequeños.

Los microorganismos marinos unicelulares presentan generalmente una

fluorescencia natural muy fuerte procedente de la clorofila y sus derivados o de

otros pigmentos como las ficobiliproteinas o xantofilas. De este modo, la determi-

nación de los pazámetros funcionales de estos microorganismos consiste en la

determinación de la fluorescencia de la clorofila (aproximadamente a 645 nm),

simultáneamenté con las fluorescencias de las tinciones funcionales por debajo de

600 nm.

En nuestras experiencias los parámetros que consideramos son:

-el tamaño, granularidad y autofluorescencia de las células microalgales

cultivadas en diferentes condiciones. Estos tres parámetros se estu-

dian directamente a paztir de las células en suspensión, sin utilizaz

ningún fluorocromo.
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-viabilidad celulaz, potencial de membrana celular y potencial de mem-

brana mitocondrial, pH intracelulaz y actividad peroxidasa de las

microalgas cultivadas en diferentes condiciones. Estos otros cuatro

parámetros se estudian utilizando paza ello fluorocromos específicos

en cada uno de los casos, y que se detallan en los siguientes apartados.

En nuestros ensayos se recogen alicuotas de 250 }il de cada cultivo y se

analizan al menos 5000 células de cada una de las réplicas de los diferentes

cultivos. El citómetro utilizado es un FACScan de Becton-Dickinson y el progra-

ma de análisis utilizado es el LYSIS II de la misma marca. La fuente de luz que

utiliza este citómetro es un laser de ion azgón, que emite a 488 run (luz azul).

La emisión fluorescente abazca el espectro visible y en el citómetro utilizado

dicha fluorescencia es recibida por 3 detectores o fotomultiplicadores diferentes

en función de la longitud de onda (Fig. 4):

a) entre 510 - 540 nm se recoge en el detector 1 y se denomina de FLl, que

es la fluorescencia verde, típica de la fluoresceina,

b) entre 540-560 nm se recoge en el detector 2 y se denomina FL2, y es una

fluorescencia anazanjada

c) la fluorescencia por encima de 645 nm (fluorescencia de la clorofila a)

se recoge en el detector 3, y se denomina de FL3.
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TAMAI`í0, CiRAI`IULARIDAD Y AUTOFLUORESCEI`ICIA

Paza el análisis de estos tres pazámetros celulazes las muestras se pasan

directamente por el citómetro, sin necesidad de tinciones. Cuando una célula pasa

frente al haz de láser en un citómetro de flujo produce una señal con una

intensidad determinada; esta señal es detectada por un fotosensor que la convier-

te en un pulso electrónico cuya amplitud es proporcional a la intensidad de la

señal. El pulso se procesa a través de amplificadores logarítmicos. El amplificador

logarítmico convierte la amplitud de la señal en su logazitmo. En cada caso Ia

amplitud del pulso se mide en voltios y se convierte en un número canal, que varía

entre 0 y 1023, paza una resolución de 1024 canales. Este número canal es

proporcional al logaritmo de la señal. El pico-canal se corresponde con el canal en

el que apazece la moda de la distribución de datos en cada caso.

El tamaño celulaz se detecta en función de la luz refractada en un ángulo

<25°, lo que se conoce como luz refractada en el ángulo anterior ("forward light

scatter" o FSC) (Fig. 4). La granularidad celular se detecta en función de la luz

refractada en un ángulo >68°, que es lo que se denomina luz refractada lateral-

mente ("side light scatter" o SSC).

Dado que la mayoría de los microorganismos marinos unicelulares presen-

tan generalmente una fluorescencia natural muy fuerte, la autofluorescencia

estudiada en este trabajo es la que se corresponde con la señal emitida por las

clorofilas y pigmentos relacionados tras ser excitadas a 488 nm; la emisión

fluorescente recogida es Ia que se encuentra por encima de los 645 nm (FL3).
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DETERMII`íACIÓI`I DE LA VIABILIDAD CELULAR

II ioduro de propidio (IP) es un fluorocromo que atraviesa la membrana de

las células cuando éstas no son viables y presentan daños en su membrana celulaz,

y una vez dentro se une al ADN. Después de esta unión a las bases del ADN,

cuando se excita con luz azul a 488 nm procedente de un láser de ión argón emite

fluorescencia en la banda del anazanjado (FL2), indicando que esa célula no es

viable (Frankfurt,1990; Grogan & Collins,1990; Ormerod,1990).

Las células (250 }^l de cultivo, con una densidad celulaz aproximada de 24

x104 células por ml) se tiñen con ioduro de propidio, a partir de una solución

"stock" de 1 mg ml'1 en HBS (tampón HEPES salino, "HEPES Buffered Saliné', pH

7.4) para obtener una concentración final de 60 mM. Se incuba la muestra en

oscuridad durante 5 minutos y se analiza en el citómetro en el espectro del rojo.

En todos los análisis efectuados por CMF se utiliza el fluorocromo y sólo se

analizarán paza los restantes pazámetros aquellas células que no se tiñen con

ioduro de propidio (IP), células viables normales.
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DETERMII`IACIÓI`I DEL POTEI`ICIAL TRAI`ISMEMBRAI`IA

Frecuentemente se han utilizado tinciones indicadoras paza medir los

cambios en los potenciales de membrana, especialmente en orgánulos o células

demasiado pequeñas como paza permitir la utilización de microelectrodos. Estos

colorantes también pueden utilizarse como controles paza detectar aztefactos en

laspropiedadesdelamesnbrana causadaspor térnicaselectrofisiológicas (Grogan

& Collins,1990; Rabinovitch & june,1990; Shapiro,1990).

Las sondas sensibles a potenciales eléctricos incluyen las carbocianinas,

que están cargadas positivamente, y son sondas de respuesta lenta. Las

carbocianinas se acumulan en la célula durante la hiperpolarización dónde,

inicialmente y como monómeros, se orientan en pazalelo a las cadenas de acil-

fosfolipidos. Sin embazgo, al seguir acumulándose se reorientan formando

dúneros perpendicularmente alineados, que exhiben tanto una absorción altera-

da como una emisión difuminada ("quenched") (Badley et a1.,1973; Yguerabide

& Stryer,1971). Cambios en la fluorescencia de estas sondas (>80%) se deben a la

redistribución de1 colorante dentro de la membrana.

La utilización de carbocianinas para medir el potencial de membrana es

relativamente simple y permite la monitorización de células aisladas utilizando

equipamentos estándar, como pueden ser los citómetros de flujo. Estas

carbocianinas generalmente tiñen las membranas mitocondriales y con frecuen-

cia son tóxicas paza las células (Grogan & Collins,1990).

El 3,3'-dihexyloxacarbocianina ioduro, abreviadamente conocida como

DiOC6(3), se ha utilizado para visualizar el retículo endoplasmático, tanto en

células vivas como en células fijadas con glutaraldehido (Terasaki et a1.,1986).

Tanto este colorante como el DiC+Cs(3) han sido intensivamente utilizados desde

entonces paza estudiar interacciones estructurales y la dinámica del retículo

endoplasmático (Terasaki, 1990; Lee & Chen, 1988). Ambos colorantes pasan a

través de la membrana plasmática y tiñen todas las membranas intracelulazes con

un espectro de emisión semejante al de la fluoresceina.
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Para la determinación del potencial transmembrana se utiliza una técnica

de citometría de flujo (Hasmann et al., 1989), modificada para las células

microalgales. El fluorocromo utilizado es el 3,3'-dihexyloxacarbocianina

(DiOC6(3)), que presenta un máximo de absorción a 484 nm y emite a 501 nm (FLl

en nuestro citómetro).

El protocolo utilizado es el siguiente:

1) A 250 }il de la suspensión celular (24 x 104 células ml'1) se le adicionan

5}il de una solución deDiOC6(3)10 }^g ml'1(diluido 1/ 100 en dimetil-

formamida a partir de una solución stock 1 mg ml"1 en etanol) y 5}il

de IP 1 mg ml'1 en HBS.

2) Se incuba durante 5 minutos en oscuridad y temperatura ambiente.

3) Se analiza la muestra ert un citómetro de flujo, excitando a 488 nm.

Las concentraciones finales de los diferentes compuestos son: DiOC6(3) 0.2

}^g ml'1(0.35 }^M), IP 20 }^g ml'1(30 }^M)).
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DETERMII`íACIÓI`í DEL POTEI`ICIAL DE MEMBRAI`íA MITOCOI`IDRIAL

Las mitocondrias son los orgánulos celulares responsables del

metabolismo aeróbico de las células eucariotas. Su abundancia varia con el nivel

energético celular, y es función del estado dentro del ciclo celular y del estado de

proliferación. Algunos agentes fazmacológicos (anestésicos, por ejemplo) alteran

lafunción mitocondrial (Haugland,1992),y este efecto sepuede estudiar median-

te la utilización de colorantes mitocondriales selectivos. Algunos autores han

u'álizado la rodamina 123 (R123) en citometría de flujo para sepazaz físicamente

diferentes poblaciones de levaduras deficientes en su función mitocondrial

(McConnell et al., 1990, citado en Haugland, 1992), o paza sepazaz aquellos

linfocitos que son responsables de la estimulación mitogénica (Dazzynkiewicz et

a1.,1981).

La rodamina 123 es un fluoroccomo de peso moleculaz 381, soluble en

metanol y dimetil-formamida. Presenta un máximo de absorción a 505 nm y su

emisión ^ cuando está disuelta en metanol es 534 nm; se detecta como

fluorescencia verde (en nuestro estudio, FLl) o como amarillo-anazanjado. Es un

compuesto permeable a las células, catiónico y relativamente poco tóxico, y es

secuestrado activamente por las mitocondrias activas sin distorsión apazente. La

rodamina 123 se ha utilizado en el estudio de resistencia a multidrogas (Neyfakh,

198^, actividad enzimática mitocondrial (Lynch eta1.,1991), y en el estudio del

potencial de transmembrana mitocondrial, además de en otras actividades de

membrana (Evenson eta1.,1982; Haugland,1992). También se ha utilizado en el

estudio de los prooesos del ciclo celulaz (Darzynkiewicz eta1.,1981; Darzynkiewicz

& Andreeff,1981) y en el transporte axoplásmico de mitocondrias, y en la tinción

de los terminales nerviosos presinápticos, de bacterias vivas y de las células

intersticiales de Cajal (Haugland,1992).

Paza la determinación del potencial de membrana mitocondrial se utilizó

una técnica de citometría de flujo (Collins & Foster,1983), modificada para las

células microalgales. El fluorocromo utilizado es la rodamina 123 (R123), y se han

seguido los siguientes pasos:
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1) A 250 }^1 de la suspensión celulaz (24 x 104 células ml'1) se le añaden

2.5 }il de R123 0.5 mg ml'1 en dimetil-formamida (DM^.

2) Se incuba la muestra durante 5-10 minutos a temperatura ambiente.

3) Se diluye la muestra para evitar un exceso de fluorescencia en el.medio

aon 1 ml de HBS, y se añaden 5}^1 de IP 1 mg ml'1 en HBS.

4) Se incuba la muestra durante 5 minutos en oscuridad y a temperatura

ambiente.

5) Se analiza la muestra en un citómetro de flujo, excitando a 488 nm.

Las concentraciones finales de los compuestos utilizados fueron: R12310

}^8 ml'1(26 }^M), IP 20 }^g ml'1(30 }^M)).
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DETERMII`íACIÓI`í DEL pI-í II`ITRACELULAR

Las proteínas son sensibles a cambios en las concentraciones de protones de

su medio, y el pH regula la actividad de determinados enzimas y diferentes pasos

metabólicos (Kurkdjian & Guern,1989). II control del pH intracelular en células

animales es fundamental a la hora de que se lleven a cabo importantes procesos

fisiológicos, como la síntesis de determinadas proteínas, síntesis de ADN y ARN

(Ober & Pazdee, 1987; Pouyssegur et al., 1985), el control del ciclo celulaz y

cambios en la conductividad de la membrana para los iones (Kurkdjian & Guern,

1989). El pH citoplasmático se mantiene próximo a la neutralidad mediante

potentes mecanismos de intercambio iónico del plasmalema y por la elevada

capacidad tampón del citosol.

Las medidas del pH intracelular pueden llevarse a cabo mediante a) la

utilización de sondas químicas, b) con microelectrodos H+-selectivos, o bien c) por

espectroscopía de resonancia magnética nuclear con 31P, dado que la frecuencia

relativa de los compuestos de 31P es pH-dependiente.

La utilización de sondas químicas para la medida del pH intracelular se

basa en la difusión diferencial a través de las membranas de las moléculas sonda

fluorescentes o marcadas radiactivamente. Estas sondas se disocian fuera y

dentro de la célula de acuerdo con el pH del compaztimento y se establece un

equilibrio de difusión entre las células y el medio. La concentración intra- y

extracelular de la sonda se mide una vez alcanzado el equilibrio.

En los últimos años han aparecido otras sondas fluorescentes, cuya

fluorescencia varía según el pH de la célula. La mayoría de sondas fluorescentes

más utilizadas paza la medida del pH intracelulaz son derivados de la fluoresceína.

El espectro de la fluoresceína es pH-dependiente; los picos de emisión y absorción

disminuyen considerablemente con los pH ácidos. Sin embazgo, la longitud de

onda y la forma de los picos de emisión de todos los derivados de la fluoresceína

son relativamente independientes del pH (Haugland,1992).

Para la determinación de1pH intracelulaz se utilizauna técnica de citometria

de flujo basada en la diferente intensidad de emisión fluorescente de la fluoresceina
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(Vissier et al., 1979), modificada para las células microalgales. II fluorocromo

utilizadoes ladiclorofluoresoeína, abreviadamente DCF, cuyaemisiónfluorescente

se recoge en el espectro de la fluorescencia verde (FLl).

II protocolo utilizado es e1 siguie,nte:

1) A 250 µl de la suspensión celular (24 x 104 células ml"1) se le añaden

5}il de DCF 0.487 }^g ml-1 y 5 µl de IP 1 mg ml"1 en HBS.

2) Se incuba la muestra durante 5 minutos, en oscuridad y temperatura

ambiente.

3) Se analiza la muestra en un citómetro de flujo, excitando a 488 nm.

La concentración final de los fluorocromos utilizados es: DCF 20 µM; Il' 20

p8 ^-i (30 µM).
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DETERMII`IACIÓn DE LA ACTNIDAD PEROXIDASA

Los sustratos fluorogénicos de las peroxidasas, como son las dihidro-

fluoresceinas, dihidro-rodaminasydihidro-etidio, se oonvierten enzimáticamente

en productos altamente fluorescentes en presencia de peróxido de hidrógeno

(Watson et a1.,1990).

La viabilidad celulaz puede determir►azse mediante el estudio de la capa-

czdad oxidativa de las células (Haugland,1992). Por ejemplo, la dihidrorodamina

123 es oxidada a rodamina 123 por los neutrófilos viables durante la actividad

respiratoria (Rothe et al., 1988) y también tiñe las mitocondrias de las células

vegetales viables. El dihidro-etidio o hidroetidina (HE) se ha utilizado última-

mente paza analizar la actividad respiratoria en fagocitos (Rothe &^Ialet,1990).

La hidroetidina (HE) es un fluorocromo químicamente reducido con

fluorescencia azul en el citoplasma, que es oxidado a etidio en el citoplasma de

células viables, por una reacción de peroxidación. El etidio es un colorante

específico de ADN, que emite fluorescencia roja (FL2 en el citómetro de flujo

utilizado en este estudio) cuando se intercala con el ADN (Bucana eta1.,1986).

La hidroetidina se mantiene en una solución "stock" a una concentración

3.15 mg ml'1 en DMF, a-180°C, y antes de utilizarse se refrigera a-85°C. A una

alicuota de 250 }^1 de cultivo (24 x 104 células ml^l) se añaden 5 µl de esta solución

diluida 1/2 en HBS (1.57 mg/ml de HE en HBS), se incuba durante 7 minutos a

temperatura ambiente y se lee la señal que se produce en el espectro del rojo en

el citómetro.
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DETERMII`IACIÓI`I DE LA BIOACUMULACIÓI`í DE COBRE

La determinación de la cantidad de cobre retirado del medio por la

microalga ensayada, Phaeadactylum tricornutum, se realiza utilizando un méto-

do de espectrofotometría de absorción atómica basado en el descrito por Stauber

& Florence (1985b).

Se exponen las células a diferentes concentraciones de cobre y transcurridas

72 horas de exposición al metal, se separan dos fracciones con un número

suficiente de células a paztir del cultivo original: una de ellas se utiliza para medir

el cobre total retirado por las células microalgales (cobre intracelulaz y cobre

adsorbido a la superficie microalgal), y la otra se utiliza paza medir el cobre

intracelulaz.

Paza la determinación del cobre total retirado, se filtra una de las alicuotas

del cultivo a través de filtros de ésteres de celulosa MF-Millipore de 0.45 }^m de

diámetro de poro. Cada uno de los filtros se digiere con lml de HN0315 M y 0.5

ml de HC104 a172%. El proceso de digestión dura hasta que aparecen humos

derivados del ácido perclórico. Finalizado el proceso de digestión se diluye la

muestra hasta 5 ml con agua filtrada por un sistema Milli-Q de Millipore. La

concentración de cobre en la muestra se determina por espectrofotometria de

absorción atómica en un espectrofotómetro Perkin Elmer modelo 2380.

Para la determinación del cobre intracelular se recogen las células por

centrifugación de la otra alícuota del cultivo. Las células recogidas por

centrifugación se resuspenden en una solución de EDTA 0.02 M en agua de maz,

con el fin de eliminaz el cobre adsorbido en la superficie microalgal. Después de

20 min, las células se centrifugan de nuevo y se digieren como se ha descrito

anteriormente. La cantidad de cobre en la muestra se mide por espectrofotometría

de absorción atómica.

El cobre adsorbido a la superficie celulaz se calcula a partir de la diferencia

entre las dos fracciones medidas anteriormente (Stauber & Florence,1985b).
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TRATAMIEI`ITO DE DATOS

El tratamiento estadístico de los datos se llevó a cabo mediante el "sof tware"

estadístico SPSS/PC+ versión 4.10 (SPSS Inc.).

Paza cada densidad inicial de cultivo, la hipótesis de que la concentración

de oobre del medio no afecta a la densidad celulaz alcanzada en fase estacionaria,

se analiza mediante un análisis de la varianza de una vía (ANOVA).

Cuando la hipótesis se rechaza, se emplea el test de rango múltiple de

Duncan para analizar en qué forma afecta cada concentración de cobre al

creecimiento obtenido.

II test de Duncan se aplica en todos los casos al nivel de significación 0.05.

La concentración de metal que reduce en un 50% cualquier pazámetro

analizado (EC50) se calcula mediante el análisis Probit.

Para cada uno de los parámetros estudiados por citometría de flujo, se

analiza un número suficiente de células (mas de 5000) y las medidas de

fluorescencia se realizan en una escala logarítmica. La recogida de datos se lleva

a cabo utilizando un 'list modé'. El "softwaré' del citómetro de flujo utilizado

proporciona los pazámetros estadísticos de las distribuciones de los valores

obtenidos mediante esta técnica; el programa u'hlizado es el "LYSIS II" de Becton

Dickinson Instruments.
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Resultados: Cr^ecimierrto

EFECTO DE LA DEI`íSIDAD CELULAR II`IICIAL SOBRE
LA TOXICIDAD DE COBRE SOBRE LA MICROA►LGA

MARIIYA P. trfcornutum

Objetivo

En los ensayos de toxicidad de cualquier agente el '' o o número de células

al aomienzo del test debe adaptarse a los ensayos que se van a desarrollar (Hórstr+óm,

1990). A elevadas densidades celulares aumenta rápidamente por el aumento del

número de partículas en el medio (células y productos de degradación de las células),

las cuales ligarán gran parte del metal, variando las condiciones del estudio. Por otra

parte, grandes concentraciones de nutrientes reducen la asimilación de las sustancias

ensayadas.

Para los tests de toxicidad de la mayoría de los agentes contaminantes se

consideran suficientes tiempos de exposición entre 72 y 96 horas, con 1 ó 2 medidas

durante este tiempo, y este patrón puede ser aplicado a los tests con microalgas

(Walsh & Merri11,1984); tiempos de exposición mayores generalmente implican que

la toxicidad del agente disminuya (Walsh et a1.,1982).

Ennurnerosos ensayos la toxicidad se mide en función de la reducción de la tasa

de crecimiento, o biomasa final, en relación con el control. Con el fin de realizar

posteriores estudios sobre las respuestas fisiológicas de las microalgas marinas es

necesario conocer los niveles en los que un determinado ion produce efectos tóxicos

sobre la microalga estudiada.

A lo largo de la bibliografía, las concentraciones de metales, en concreto de

cobre, que producen efecto sobre la tasa de crecimiento de distintas microalgas son

muy variadas, al igual que sucede con las concentraciones que producen la inhibición

total de ese crecimiento. A la hora de comparar los resultados obtenidos por los

distintos autores se observa una variable que generalmente no se tiene en considera-

ción, y que es la densidad celular inicial del cultivo. Por ello, nos planteamos como

primer objetivo estudiar cómo incide la densidad celular inicial del cultivo en el efecto

de diferentes concentraciones de cobre sobre el crecimiento de las células de P.

tric^vrnuturn.
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Diseñ.o experimental

Se establecen cultivos de la microalga marina P. tric^vrnutum con distintas

concentraciones de cobre en el medio. Los agentes tóxicos deben adicionarse en

cantidades que sigan una progresión geométrica (Hbrnstróm,1990). Las concentra-

ciones de cobre utilizadas son 0.025, 0.05, 0.10, 0.25, 0.50,1, 2.5 y 5 mg 1-1, si bien las

concentraciones superiores a 1 mg l-1 únicamente se utilizan con las densidades

celulares más altas; en todos los casos se realiza un cultivo control sin añadir cobre.

Los cultivos se realizan en tubos IQMAX de tapón de rosca de 16x2.5 cm, con

40 ml de agua de mar natural, filtrada por 0.45 µm y carbono activo, y sin adición

de nutrientes. Las condiciones de esterilización, luz y temperarura, así como la forma

de obtener el inóculo, se indican en el apartado de "Materiales y Métodos". Las

densidades celulares iniciales de los cultivos son 3, 6, 12, 24 y 48 x 104 células ml-1.

Todos las combinaciones de densidades celulares y concentraciones de cobre se

llevan a cabo por triplicado.

Diariamente se determina la densidad celular de cada cultivo por recuento de

células en cámara hematológica. Debido a las diferentes densidades celulares inicia-

les, se han utilizados dos tipos de cámaras: la cámara Neubauer (con un factor de

multiplicación de 10^) en los cultivos con densidades iniciales de 12, 24 y 48 x 104

células ml^l y la cámara Malassez (con un factor de multiplicación de 103) en los

cultivos con densidades iniciales de 3 y 6 x 104 células ml^l.

Los cultivos se mantienen durante 4 días (% horas). Para cada tamaño de

inóculo, los valores de densidad celular obtenidos a las % horas de exposición alas

distintas concentraciones de cobre se comparan mediante un análisis de la varianza

(ANOVA), y cuando se observan diferencias significativas, se analizan estos datos

mediante el test de rango múltiple de Duncan. Se calculan las tasas de crecimiento

de cada cultivo durante la fase de crecimiento exponencial y se determina la ECso

mediante el análisis Probit para cada una de las densidades celulares ensayadas en

los intervalos de tiempo de 48 y% horas.
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^: Grrecimiento

Resultad,os

Las curvas de crecimiento de todos los cultivos realizados, expresadas en

función de la densidad celular respecto al tiempo, se muestran en las figuras 5, 6, 7,

8y9.

En los cultivos con densidades celulares iniciales de 3 y 6 x104 células ml'1,

concentraciones de 0.01 mg 1'1 de cobre no inhiben el crecimiento, mientras que las

restantes concentraciones de cobre ya afectan al crecimiento, inhibiéndolo total o

parcialmeñte. En los cultivos con un inóculo de 3 x104 células ml-i, la inhibición es

patente desde el primer día (24 horas) en los cultivos con 0.025 mg 1'1 de cobre, que

alcanzan una densidad celular máxima a las % horas de exposición al cobre de 23.50

x104 células ml-1, frente a 56.40 y 53.20 x104 células ml'1 de los cultivos blanco y con

0.01 mg 1'1 de cobre, respectivamente (Fig. 5, Tabla In. Con 0.05 mg 1'1 de cobre la

concentración celular final cae drásticamente a 9.80 x104 células ml'1, y a partir de aquí

desciende en función a la concentración de cobre del medio, sin crecimiento con

concentraciones de cobre superiores a los 0.50 mg 1-1(Fig. 5, Tabla In.

Los cultivos con inóculos de 6 x104 células ml^l son parcialmente inhibidos por

0.025 mg 1'1 de cobre, sobre todo a partir de las 72 horas de cultivo (Fig. 6, Tabla In;

los cultivos con 0.05 mg 1'1 de cobre son también parcialmente inhibidos frente a los

valores del control y de los cultivos con 0.01 mg 1'l, con una densidad celular máxima

a las % horas de 23.30, 78.40 y 86.23 x104 células ml'1, respectivamente (Fig. 6, Tabla

En los cultivos con 12 x104 células ml-1 de inóculo, una concentración de cobre

de 0.25 mg ml'1 es ya totalmente inhibitoria; los cultivos con 0.01 y 0.025 mg 1^1 de cobre

presentan valores de densidad celular a las % horas próximos e incluso superiores

a los cultivos control (Fig. 7, Tabla In.

Teniendo en cuenta la densidad celular máxima a las % horas, en los cultivos

con una densidad celular inicial de 24 x104 células ml'1(Fig. 8) se pueden hacer tres

grupos de cultivos:

1) los cultivos no afectados, que no son significativamente diferentes de los

cultivos control sin cobre,

2) aquellos cultivos con una inhibición parcial del crecimiento, y

3) los cultivos con una inhibición total del crecimiento.
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TIEMPO (horas)
Figura 5.- Crccimiento de los cultivos (cxpresada en células x 104 ml^') de Phaeodactylum

trieornutum con diferentes conccntraciones de cobre y denaidad cclular inicial de 3 x 104

célulae ml''.

0 24 48 72 96
TIEMPO (horas)

Figura 6.- Crecimientode lo^ cuttivos (expresada en célulasx 104 ml^') de Phaeodactylum

tricornutum con diferentes concentraciones de cobre y densidad celular inicial de 6 x 104

células ml^'.
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Figura 7.- Crccimicntode los cultivos (expresada en célulasx 10" ml^') de Phaeodactylum

tricornutum con diferentea concentracionea de cobre y densidad celular inicial de 12 x 10"

células ml''.
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Figura 8.- Crccimicnto de los cultivos (cxpresada en células x 104 m I'') de Phaeodactylum

trlcornutum con difercntes concentraciones de cobre y densidad celular inicial de 24 x 104

células ml^'.
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Figura 9.- Crccimicnto dc l os cuttivos (cxpresada cn cĉlulas x 104 ml'') dc Phaaodactylum

trleornutum con diferentes concentracioncs de cobre y dcnsidad celular inicial de 48 x

10'` células ml''.

El primer grupo incluye los cultivos con concentraciones de cobre igual o

inferiores a 0.05 mg 1^1, que alcanzan densidades celulares máximas a las % horas

entre 135 x104 células ml^l en los cultivos con 0.05 mg 1-1 de cobre, y 134.12 x104células

ml^l en los cultivos con 0.025 mg 1-1 de cobre, frente a la densidad de 149.25 x 104células

ml^l obtenida en los cultivos control (Tabla II). En este primer grupo no existen

diferencias significativas con los cultivos control sin cobre en cuanto a la densidad

celular final de los cultivos.

El grupo de los cultivos parcialmente afectados incluye los cultivos con 0.10,

0.25 y 0.50 mg 1^1 de cobre, que alcanzan densidades celulares a las % horas que varían

entre 71.62 y 37.50 x104 células ml-1(Tabla I)7, que ya difieren significativamente del

control.

En el tercer grupo se incluyen los cultivos con 1, 2.5 y 5 mg 1^1 de cobre, sin

diferencias significativas entre ellos, en los cuales no se observa crecimiento alguno

a lo largo de las % horas de exposición al cobre, y cuyas densidades celulares a las

% horas presentan valores entre 15 x104 y 27.13 x104 células ml^l(Tabla I)^.
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Tapcided dd cobre eobre P.tricornut^m

En los cultivos con una densidad celular inicial de 48 x104 células ml-1(Fig. 9),

concentraciones de cobre iguales o inferiores a 0.10 mg 1-1 producen densidades

celulares máximas entre 189 x104 células ml'1 y 162 x104 células ml'1 en los cultivos

con 0.05 y 0.10 mg 1'1 de cobre, respectivamente; estas densidades difieren

signif'icativamente del valor obtenido en los cultivos control sin cobre (224.66 x104

células ml-1) (Tabla In. Los cultivos con 0.25 mg 1'1 de cobre presentan una reducción

del crecimiento de un 50% con respecto a la densidad celular a las % horas obtenida

en los cultivos control sin cobre. Concentraciones de cobre iguales o superiores a 0.50

mg 1'1 producen una drástica inhibición del crecimiento, alcanzando valores de

densidad celular a las % horas entre 38.75 x104 y 62.25 x104 células ml'1, en los cultivos

con 5 y con 0.50 mg 1'1, respectivamente (Tabla I)7.

En la figura 10 se representan las tasas de crecimiento obtenidas en todos los

cultivos realizados con diferentes concentraciones de cobre y diferentes densidades

celulares iniciales y en la figura 11 se representan las tasas de crecimiento obtenidas

con las concentraciones de cobre iguales o inferiores a 1 mg 1'1, que son las que se han

utilizado con todos las densidades celulares. En estas figuras se observa que la tasa

de crecimiento disminuye cuando la concentración de cobre de los cultivos aumenta,

pero también disminuye, y en función de la densidad celular inicial del inóculo. No

obstante, en los cultivos con densidades celulares iniciales de 3 y 6 x104 células ml'1

rw existen diferencias significativas entre las tasas de crecimiento para la misma

concentración de cobre. En estos cultivos la tasa de crecimiento es 0 o negativa con

concentraciones de cobre superiores a 0.25 mg 1-l; esta tasa de crecimiento se reduce

en un 50% a partir de los cultivos con 0.025 mg 1^1 de cobre.

En los cultivos con una densidad celular inicial de 12 x104 células ml'l, la tasa

de crecimiento es cero en los cultivos con 0.50 mg 1-1 de cobre o concentraciones

superiores (Fig. 10). Los cultivos con un inóculo inicial de 12 x104 células ml'1,

presentan tasas de crecimiento similares a los cultivos con inóculos más altos cuando

las concentraciones de cobre son inferiores a 0.25 mg 1'1, mientras que a concentracio-

nes de cobre superiores los valores de las tasas de crecimiento son similares a los

cultivos con inóculos bajos.

No existen diferencias significativas entre las tasas de crecimiento de los

cultivos con densidades celulares iniciales de 24 y 48 x104 células ml-1 para cada una

de las concentraciones de cobre ensayadas (Fig. ll), como sucedía en los cultivos con

una densidad celular inicial de 3 y 6 x104 células ml'1. En los cultivos con un inóculo
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Figura 10.- Tasas de crecimiento (expre5adas en doblajes día-') de los cultivos de P.

tricornutum con diferentes concentraciones de cobre y di5tintas densidades celulares

iniciale5.

inicial de 24 y 48 x104 células ml-1, la tasa de crecimiento no se hace cero hasta

concentraciones de cobre de 2.5 mg 1-1.

La manera más fácil de obtener el valor de la EC50 es mediante la interpolación

gráfica; sin embargo, para obtener un intervalo de confianza es necesario la utilización

de un método estadístico como es el análisis Probit. Los valores calculados de la ECso

a las 48 y% horas, para los cultivos con distintos inóculos se han representado en la

figura 12. Los valores de la ECso obtenidos para los cultivos con distintas densidades

celulares iniciales a las 48 horas se ajustan a una recta (coeficiente de correlación de

0.99). A las % horas, los valores de ECso que se obtienen para los distintos inóculos

coinciden con los obtenidos para las 48 horas, con la única excepción de los cultivos

con un inóculo de 48 x104 células ml-1, en los que la EC50 a las 48 horas es 0.542 mg

1-1 de cobre, y a las % horas es 0.302 mg 1-1 de cobre (Fig. 12).
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Figura 12.- Concentración efectiva (EC^) (expresada en ^g ml'' de cobre) de

Phaeodactylum trícornutum con diferentes concentraciones de cobre y densidade5
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Tebie III.- Parámetros de la función logística dc los cultivos dc P. tricornutum con

deneidades iniciales de 24y48 x10"células ml''. Sc indican únícamente los cultivoe cuyo5

valores se adaptan a dicha función.

Densidad celular inicial

48x104 ml'^ 24x104 ml'^

[Cu1 K B z r k B z r

0 226.80 4.25 1.31 0.99 157.40 7.67 1.59 0.99

0.025 189.80 3.99 1.62 0.98 142.30 11.62 1.80 0.99

0.05 198.60 4.37 1.36 0.99 147.00 6.85 1.29 0.99

0.1 174.60 3.57 1.31 0.98 76.62 2.41 1.03 0.99

0.25 137.60 2.13 1.00 0.99 68.53 1.95 0.74 1.00

0.5 60.36 0.27 1.03 0.94 36.50 0.53 0.75 0.85

El crecimiento de los cultivos con una densidad celular inicial de 24 y 48 x104

células ml'1, se ajusta a una función logística del crecimiento, a excepción de los

cultivos con concentraciones de cobre iguales o superiores a 1 mg 1-1; mientras que en

los cultivos con densidades celulares iniciales de 3, 6 y 12 x104 células ml'1, los

crecimientos no se ajustan a una función logística, con excepción de los cultivos

control, con 0.01 y con 0.025 mg 1-1 de cobre y una densidad celular inicial de 12 x104

células ml-1.

Los parámetros de la función logística a la que se ajustan los crecimientos de

los cultivos con una densidad celular inicial de 24 y 48 x104 células ml^l se muestran

en la Tabla III. En esta tabla se puede observar como la capacidad de carga del medio

(1^ es dependiente de la concentración de metal del medio y de la densidad celular

inicial de los cultivos. Así, la capacidad de carga de los cultivos control con una

densidad celular inicial de 48 x104 células ml'1 es 226.80 x104 células ml^l, mientras que

en los cultivos control con una densidad celular inicial de 24 x104 células ml^l es 157.40

x104 células ml^l (Tabla IIn. En ambos casos, la capacidad de carga de los cultivos

control sin cobre es unas 4 veces la capacidad de carga de los cultivos con 0.5 mg

1-1 de cobre.

A la vista de los resultados de crecimiento obtenidos, se establece la densidad

celular inicial de 24 x104 células ml-1 como la más adecuada para los restantes estudios

81



Tcocicidad dd cobre eobre P.tricornutum

acerca de la toxicidad del cobre sobre diferentes parámetros fisiológicos de la

diatomea marina Phae+adactylum tricivrriutum.
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Resultadoe: Incorporacíón da Timidina

EFECTO DE LA PRESEI`ICIA DE COBRE EI`í EL MEDIO
SOBRE LA II`ICORPORACIÓIY DE 3I^-TIMIDII`IA POR

Phaeodactylum trfcornutum

Objetivo

La medida de la incorporación de timidina marcada radiactivamente se ha

utilizado con el fin de determinar crecimiento bacteriano y fitoplanctónico

(Tubbing & Admiraal, 1991a, b). Aunque este método ha sido descrito por los

citados autores como uno de los más sensibles a la hora de deter^minaz el efecto

de diferentes contaminantes sobre poblaciones naturales de bacterias y

fitoplancton, numerosos autores dudan de la efectividad del mismo como índice

de crecimiento de microalgas y células eucariotas en general (Moriazty, 1984;

xarl, 19s6).

Puesto que en esta técnica se mide la incorporación de 3H-timidina en la

célula y el marcaje radiactivo puede producirse tanto en el ADN como en el ARN

(por transf ormación de la timina en uracilo, a causa de la pérdida del grupo metilo

de la timina), se propone la utilización de esta método como medida indirecta de

la síntesis de ácidos nucleicos y, por tanto, como medida indirecta del crecimiento

(Moriazty,1984).

Diseño experimentai

Paza determinar la incorporación de 3H-timidina se utilizan cultivos

sincronizados y en fase exponencial de crecimiento con una densidad celular de

24 x104 células ml-1, a los que se adicionan las diferentes concentraciones de cobre,

previamente establecidas: 0.05, 0.10, 0.25, 0.50,1, 2.5 y 5 mg 1-1 de cobre, además

de un control al que no se le adiciona cobre. Tras 12 horas de exposición al cobre

en fase de luz, se adiciona la 3H-timidina se adiciona en fase de luz, inmediata-

mente antes de iniciarse la fase de oscuridad, y durante una hora, cada 15 minutos

se realiza la recogida de muestras.
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Figura 13.- Tasa de incorporación de 3H-timidina (expresada en fmoleg ml^' h'') por

células dc Phaeodactylum tricornutum después de 12 horas de cxposición a diferentes

concentraciones de cobre cn cl mcdio.

Resulta,dos

La tasa de incorporación de timidina marcada radiactivamente es lineal

durante la primera hora de incubación, de ahí que el estudio se haya llevado a cabo

durante este período de tiempo.

La cantidad de timidina incorporada disminuye paulatinamente a medida

que aumenta la concentración de cobre en el medio (Fig.13). La menor concen-

tración de cobre utilizada (0.05 mg 1'1) ya reduce aproximadamente un 15% la

cantidad de timidina incorporada (12.07 fM ml'1 h"1) frente a los cultivos control

sin cobre (14 fM ml"1 h'1) (Fig.13).

En los cultivos con 0.5 y 1 mg 1"1 de cobre, la tasa de incorporación de 3H-

timidina presenta valores de 2.669 y 1.978 fM ml'1 h'l, lo que representa un 19.06

y e114.14% de la tasa que presentan las células cultivadas sin cobre, respectiva-

mente. La incorporación de 3H-timidina es prácticamente nula e,n los cultivos con

las concentraciones de cobre más elevadas, con valores de 0.657 y 0.415 fM 3H-

tirnidina ml"1 h'1, en los cultivos con 2.5 y 5 mg 1"1 de cobre, respectivamente.
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EFECTO DEL COBRE SOBRE LA TASA DE
FOTOSÍI`iTESIS DE LA MICROALGA MARI1`IA

Phaeodactylum trfcornutum

Objetivo

La fotosíntesis es un buen sistema indicador de la toxicidad de metales

pesados sobre microalgas marinas. Se ha demostrado que la acción tóxica de los

metales sobre la fotosíntesis se ejerce a varios niveles: alteraciones cloroplásticas

(Prevot & Soyer,1979), alteración de los pigmentos fotosintéticos (Prevot & Soyer,

1979; Berland & Chretierulot,1984) e interferencia con los procesos de transporte

de electrones (Stauber y Florence,1990).

Después de estudiar cómo afectan diferentes concentraciones de cobre al

crecimiento de Phaeadactylum tricornutum, analizamos el efecto de dist;ntas

concentraciones de cobre sobre la tasa de fotosíntesis mediante la técnica de

incorporación de 14C bicarbonato.

Diseño experirriental

Para detenninar cómo afecta el oobre a la tasa de fotosíntesis de P. trlcornuium

se utilizan concentraciones de cobre de 0.025, 0.05, 0.10, 0.25, 0.50,1, 2.5 y 5 mg

1"1, además de un cultivo control al que no se le adiciona cobre. Todos los cultivos

se realizan por triplicado.

El inóculo se reparte en botellas PYREX de 500 ml con 250 ml de medio, a

los que se adicionan alicuotas de la solución "stock" de cobre paza obtener las

concentraciones finales utilizadas. La densidad celulaz inicial es 24 x104 células

ml'1. El isótopo, NaH14C03 (Amersham, 674 mCi mĝ1), se adiciona al medio en

fase de oscuridad, inmediatamente antes de comenzar el período de luz, obte-

niendo una actividad final en el cultivo de 0.1 µCi ml"1.

Los cultivos se incuban durante S horas en las condiciones de luz y

temperatura se,ñaladas en el apaztado de "Materiales y Método ŝ '. Las muestras se

recogen de cada uno de los cultivos a intervalos de 1 hora y se procesan como se
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Figura 14.- Incorporación dc carbono (cxpresado cn Ng 10$ célula^') por célufae de P.

trieomutum eultivadaa con di^tinta^ concentraciones de cobre en el medio.

describe en el apartado de "Materiales y Método ŝ'. Los resultados se expresan en

}^g de carbono asimilado 10^ celulaŝ1 y la tasa de incorporación se expresa en }^g

de carbono asimilado 1'1 h'1. Los datos obtenidos se analizan estadísticamente

mediante un análisis de la varianza (ANOVA) (PS0.05).

Resutta+dros

En la figura 14 se representa la incorporación de carbono frente al tiempo

en los cultivos de Phaeodactylum tricornuium con diferentes concentraciones de

cobre. Las cinéticas de incorporación se ajustan a ecuaciones lineales, con

coeficientes de correlacion (r) de 0.99, a excepción de los cultivos con 1 mg 1-1

(r-0.94), 2.5 mg 1'1(r=0.91) y 5 mg 1-1 de cobre (r=0.84). La pendiente de estas rectas

disminuye a medida que aumenta la concentración de cobre en el medio, lo que

indica una inhibición del proceso de asimilación de 14C bicarbonato (Fig.14).
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Figura 15.- Tasa de incorporación de carbono (expresado en Ng I^' h'') por células de

P. trlcornutum cultivadae con distintas concentracioncs de cobrc en el medio.

Las menores concentraciones de cobre ensayadas (0.025 y 0.05 mg 1"1) no

afectan a la cantidad de carbono asimilado (Fig. 14). A las 8 horas de luz se

obtienen valores de carbono asimilado de 21.27, 21,47 y 19,99 }^g de carbono por

millón de células en los cultivos control y con 0.025 y 0.05 mg 1'1 de cobre,

respectivamente. Concentraciones de cobre superiores o iguales a 0.10 mg 1"1

producen un efecto inhibitorio sobre la incorporación de carbono mazcado

radiactivamente (Fig.14). Los cultivos con 0.25 y 0.50 mg 1"1 de cobre presentan

una notable inhibición de la fotosíntesis, con valores de 10.37 y 8.92 }^g carbono

10^ célulaŝ1, valores significativamente diferentes al que presentan los cultivos

control. La cantidad de carbono marcado asimilado es prácticamente nula a lo

lazgo del período de tiempo ensayado cuando las concentraciones de cobre son

superiores a 1 mg 1'1, obteniéndose valores de 2.45, 2.02 y 2.46 para los cultivos de

1, 2.5 y 5 mg 1"l, respectivamente.

La tasa de fotosíntesis, expresada en }^g de carbono asimilado por litro de

cultivo y hora (Fig.15 y Tabla IV), se calcula a paztir del carbono asimilado a lo

lazgo del ensayo. En la figura 15 se observa un descenso de la tasa de fotosíntesis
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Tab18 N.- Tasa de incorporación dc carbono por célulae de P. tricornutum cultivadaa

con distintae concentracioncs de cobre cn cl medio y relación respecto al control.

Tasa de fotos/ntesis

[Cu] Ip^ C I-' h-' 1 %

Controi 617.81 t 43.98 100
0.025 mg I'' 614.31 t 36.69 99.43
0.05 mg I-' 578.60 t 33.82 93.65
0.1 mg I-' 477.31 t 28.89 77.26
0.25 mg I'' 310.21 t 20.08 50.27
0.5 mg I-' 300.21 t 25.60 48.59

1 mg 1-' 94.28 t 14.69 15.26
2.5 mg I^' 85.37 t 19.38 13.82

5 mg I^' 98.68 t 25.41 15.97

EC^ 0.405 mg I''

cuando aumenta la concentración de cobre en el medio. A partir de 0.05 mg 1'1 de

cobre se produce un descenso acusado de la tasa de fotosíntesis, que cae brusca-

mente a concentraciones de cobre iguales o superiores a 1 mg 1'1. En estos cultivos

con concentraciones de cobre iguales o superiores a 1 mg 1-l, la tasa de fotosíntesis

no supera el 16% de la que se observa en los cultivos control sin cobre. La

reducción de150% de la tasa de fotosíntesis (ECso) se obtiene con 0.405 mg 1-1 de

cobre (Tabla IV).
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RaeuiCedo^: Co►rtertido en ATP

EFECTO DEL COBRE SOBRE EL COl`ITElYIDO CELULAR
DE ATP El`I Phaeodactylum trlcornutum

Objeti.vo

Cuando el cobre consigue llegaz en exceso al interior de una célula y los

meca^úsmos de detoxiñcaclón son incapaces de amortiguar esta entrada, puede

ejercer una toxicidad a diferentes niveles celulares. En esta experiencia se analiza

el efecto que tienen diferentes concentraciones de cobre en el medio sobre la

producción de ATP en la microalga marina P. tricornutum.

Diseñ.o experim^ental

Se disponen cultivos de P. tricornutum con una densidad celulaz inicial de

24 x 104 células ml"1 diferentes concentraciones de cobre en un rango de 0.025 a 5

mg 1"1. Cada concentración se realizapor triplicado, frente a un control sin adición

de metal que se realiza también por triplicado. Los cultivos se prepazan durante

la fase de oscuridad y una vez distribuidos se colocan en la cámara de cultivo con

luz. Transcurridas 8 horas de exposición a la luz y al metal, se toma una alicuota

(20 ml) de cada cultivo y se procesa para la medicion del ATP, tras su extración

de las células, por el método de la luciferina-luciferasa, como se describe en el

apartado de "Materiales y métodos".

Resulta.dos

Los resultados obtenidos en el presente estudio, indican que después de 8

horas de exposición a la luz y al metal la concentración intracelular de ATP

disminuye a medida que aumenta la concentración de cobre en el medio (Fig.16) .

En los cultivos control, a los que no se les adiciona cobre, la concentración

intracelular de ATP es de 0.060 nmol ATP 10^ célulá 1; este valor decae paulati-

namente a medida que aumenta la concentración de cobre alcanzando un valor

de 0.004 nmol ATP l0^célulá 1 en los cultivos con una concentración de cobre de

0.1 mg 1"1, es decir, se produce una reducción aproximadamente del 93%. Los
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Figura 16.- Contenido celular de ATP (exprasado en nmol 10^ celula'') de células de P.

trleornutum cultivada en presencia de dietintas concentraciones de cobra en el medio.

cultivos con concentraciones de cobre superiores a 0.1 mg 1"1 no presentan una

concentración intracelular de ATP significativamente diferente a la de los cultivos

con esta concentración de cobre (Fig.16).
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EFECTO DEL COBRE SOBRE LA COMPOSICIÓI`I
RELATNA DE LOS PICiMEI`ITOS FOTOSII`ITÉTICOS DE

Phaeodactylum trlcornutum

Objetivo

Anteriormente se ha descrito que diferentes concentraciones de cobre

inhiben la fotosíntesis de la diatomea marina Phaeodactylum bricornutum.

Algunos autores han propuesto que el efecto tóxico del cobre y otros metales

pesados sobre la fotosíntesis puede deberse en pazte a la interacción del metal con

los pigmentos fotosintéticos, bien a nivel de su propia estructura, en su biosíntesis,

etc. (Lustigman,1986).

Con el análisis de pigmentos de P. tricornutum por cromatografía liquida

de alta resolución (HPLC), estudiamos el efecto del cobre sobre el patrón de

pigmentos de esta diatomea expuesta a diferentes concentraciones de este metal.

Diseñ.o experirnentai

Paza estudiaz el patrón de pigmentos de P. tricornutum se utiliza la técnica

de HPLC, siguiendo el método de Wright etal. (1991), como se ha descrito en el

apartado de "Materiales y Métodoŝ '.

Las concentraciones de cobre utilizadas en esta experiencia han sido 0.05,

0.10, 0.25, 0.50 y 1 mg 1"1 de cobre, además de un cultivo control al que no se le

adiciona cobre. La densidad celular inicial de los cultivos es 24 x104 células ml"l,

como se ha establecido previamente, y los pigmentos se analizan a las 24 horas de

exposición al cobre.

Resulta.dos

Losresultados obtenidos muestran que elcobre afectaalpatrón de pigmentos

de P. tricornutum a determinadas concentraciones, después de 24 horas de

exposición al metal.
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Figure 17.- Cromatogramas de los pigmcntos de las células de P. tricornutum

cultivadas sin cobre (control) y con 2.5 mg I^' de cobrc en el medio. A: Clorofilas c^+c^; B:

xantofilas; C: Alómcro de la clorofila a; D: Clorofila a; E: ^i-caroteno
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Figura 18.• Porcentaje dc cada grupo de pigmcntos fotosintético sobre i total de

pigmcntos de las células de P, tricornutum cultivada con distintae concentracioncs de

cobre en el medio.

El patrón de pigmentos de P. tricornutum utilizado como modelo es el

propuesto por Wright eta1. (1991). En los cromatogramas obtenidos se resuelven

varios pigmentos, que se eluyen de la columna cromatográfica en el siguiente

orden: dorofila cl+c2, xantofilas, alómero de la clorofila a, clorofila a y ^i-caroteno

(Fig.17). Dentro delas xantofilas se agrupan variospigmentos que son: fucoxantina,

cis-fucoxantina, diadinoxantina, diadinocromo I y diatoxantina. Si comparamos

los cromatogramas que se obtienen en las células cultivadas sin cobre y en las

cultivadas con 2.5 mg 1-1 de cobre, se observa claramente el cambio en el patrón

de pigmentos que se produce por efecto del metal. En el control la clorofila a es

e1 pigmento predominante (pico D) con una enorme diferencia frente a los demás,

mientras que en los cultivos con 2.5 mg 1-1 de cobre, las diferencias entre

pigmentos se suavizan (Fig. 17).

En la figura 18 se representan cada uno de los pigmentos resueltos por

HPLC, expresados como porcentaje de cada uno de ellos frente al total de los
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pigmentos obtenidos. Este porcentaje se calcula a paztir del área correspondiente

al pico que de cada uno de ellos aparece en los diferentes cromatogramas. La

proporción de clorofilas cpermanece relativamente constante con las diferentes

concentraciones de cobre añadidas al medio, con excepción de los cultivos con 5

mg 11 de cobre, en los que las clorofilas c representan e117.07% de los pigmentos

totales, mientras que en los restantes cultivos este porcentaje varía entre 8.37 y

11.17% (Fig< 18).

Las proporciones de xantofilas son muy similares en todos los cultivos y

onnstituyen aproximadamente e110% del total de pigmentos, salvo en los cultivos

con 2S mg 1'1 de oobre, en los que las xantofilas representan e119.82% del total de

pigmentos (Fig.18). ^

La proporción de (3-caroteno es 4.51% para los cultivos control y 4.14% para

los cultivos con 0.05 mg 1'1 de cobre (Fig.18); esta proporción disminuye en los

cultivos con 0.10 y 0.25 mg 1'1 de cobre, paza volver a aumentar en los cultivos con

ooncentraciones iguales o superiores a 0.50 mg 1'1, siendo máxima en los cultivos

con 1 mg 1'1(19.32 % del total de pigmentos). En los cultivos con 5 mg 1'1 de cobre

ha sido imposible la integración del pico correspondiente al a-caroteno.

Sin embargo, los cambios más importantes se observan en las proporciones

que presentan tanto la clorofila a como su alómero (Fig.18). La proporción del

alómero de la clorofila acon respecto al total de lospigmentos analizados aumenta

a medida que se incrementa la concentración de cobre en el medio, si bien no

existen diferencias significativas entre el control y los cultivos con 0.05 y 0.10 mg

1'1 de cobre. En los cultivos control la proporción de este alómero es 6.77%,

mientras que en los cultivos con la concentración de cobre más alta de las

ensayadas, 5 mg 1'1, es 39.02%. Mientras la proporción del alómero aumenta, la de

clorofila a disminuye; en los cultivos control y con una concentración de cobre

igual o menor a 0.25 mg 1'1, esta proporción oscila entre 60.33 y 71.55% (Fig.18).

Cuando la concentración de cobre es igual o superior a 0.5 mg 1'l, la proporción

de clorofila a se reduce, siendo mínima con 1 mg 1'1 de cobre.

Existe una correlación negativa entre la proporción de la clorofila a y su

alómero paza las concentraciones de cobre ensayadas, con un coeficiente de
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Figura 19.- Relación entre la clorofila a y el alómcro de la clorofila a(expresada en '/o)

en los cultivos de P. tricornutum con distintas concentraciones de cobre en cl mcdio.
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Figura 20.- Relaciónentre la clorofila a y el (i-caroteno (expresada en %) en los cultivos

de P. trícornutum con distintas concentraciones de cobre cn el mcdio.
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correlación (r) de 0.99 (Fig. 19). Una correlación similaz se encuentra entre la

proporción de clorofila ay la de ^i-caroteno, ya que a medida que la concentración

de cobre aumenta el porce,ntaje de clorofila a disminuye, mientras que la propor-

ción de ^i-cazoteno aumenta (r=0.94) (Fig. 20). En ambos casos se pueden observaz

dos grupos de cultivos (Figs.19 y 20):

- un grupo de cultivos no afectados, con relaciones netre los pigmentos

similazes a las de los cultivos control, que incluye los cultivos con

concentraciones de cobre menores o iguales a 0.10 mg 11,

- un segundo grupo de cultivos af ectados, que incluye aquellos cultivos con

concetraciones de cobre iguales o superiores a 0.5 mg 1'1, con relaciones

entre los pigmentos significativamente diferentes a los de los cultivos

control.

Los cultivos con 0.25 mg 1'1 de cobre presentan una posición intermedia

entre ambos grupos.
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Resultadoa: Volumen yGranuleridad

EFECTO DE DISTII`ITAS COI`ICEI`íTRACIOi`IES DE
COBRE SOBRE EL VOLUMEI`I Y GRAI`IULARIDAD

CELULAR DE Phaeodactylum trlcornutum

Objetivo

Los ef ectos tóxicos que elevadas concentraciones de cobre en el agua de mar

pueden producir en la microalga marina Phaeadactylum tricornutcrm incluyen

cambios morfológicos celulares.

Mediante la técnica de citometria de flujo se ha estudiado la respuesta

morfológica de P. trlcornutum frente a diferentes concentraciones de cobre. Los

pazámetros estudiados han sido el volumen o tamaño celular, que viene dado por

el FSC, y la granularidad o complejidad celular, medida que es proporcionada por

el SSC. La luz refractada ('light scatterinĝ ') no se entiende oomo una fluorescencia,

pero es de gran utilidad en todos los estudios de CMF, ya que permite la

diferenciación de subpoblaciones celulazes sin necesidad de tinciones específicas.

Las alteraciones producidas en el volumen celular se han estudiado tanto

inmediatamente después de la adición de diferentes concentraciones de cobre al

agua de mar, como a lo largo del crecimiento celular en cultivos con diferentes

concentraciones de cobre.

Diseño experimental

Para el estudio del efecto inmediato del cobre sobre el volumen celulaz se

utilizan cultivos de P. hTCOrnutum con una densidad celular de 24 x 104 células

ml l, de los que se analizan alicuotas de 1 ml de cultivo, que se pasan a tubos de

poliestireno utilizados para CMF. De estas alicuotas se adquieren al menos 1300

células antes de la adición del cobre, que serán utilizadas como control de cada

una de las muestras. Después de adquirido el control, a cada una de las muestras

se les añade la cantidad necesaria de una solución "stock" concentrada de cloruro

de cobre para alcanzar una concentración final en la muestra de 2.5, 5,10 y 20 mg

1'1 de cobre, ade,más de un blanco al que no se le adiciona cobre alguno, que servirá

de referencia para aseguraz que el efecto observado se debe únicamente a la
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adición del metal y no a la técnica utilizada. Estas concentraciones de cobre tan

elevadas (10 y 20 mg 11 de cobre) se utilizan paza obtener una respuesta celulaz

importante frente al metal de forma inmediata.

Paza el estudio de los posibles cambios morfológicos de la diatomea P.

tricornutum a lo largo del tiempo se utilizan cultivos con una densidad celulaz

inicial de 24 x 104 células ml'1, a los que se les adicionan las diferentes concentra-

ciones de cobre, previamente establecidas: 0.05, 0.10, 0.25, 0.50,1, 2.5 y 5 mg 1'1 de

cobre, además de un control al que no se le adiciona cobre. Las muestras, alicuotas

de 1 ml de cultivo, se recogen a las S, 24, 48, 72 y 96 horas de la adición del cobre

para ser analizadas en el citómetro de flujo.

Resulta.d,os

La adición de elevadas concentraciones de cobre a los cultivos produce un

aumento inmediato del volumen celulaz de la microalga marina P. tricornuhzm.

Loŝ resultados obtenidos se muestran en la figura 24. Los histogramas (Fig. 24)

muestran que las células de P. tticornutum expuestas a 2S y 5 mg 1-1 de cobre no

sufren cambios signiñcativos en su volumen celulaz, mientras que en los cultivos

a los que se les adicionan 10 y 20 mg 1'1 de cobre presentan un aumento inmediato

del volumen celular.

En la tabla V se muestran los resultados del análisis estadístico de cada uno

de los histogramas representados en la figura 21, correspondientes a la variación

de1 volumen celular de P. tricotnutum con diferentes concentraciones de cobre.

En dicha tabla se observa como el canal de la media de los cultivos con 20 mg

1'1 de cobre es el doble del control. En los cultivos con 5 y 2.5 mg 1-1 de cobre apenas

existen diferencias entre la media del control y la media de los cultivos después

de ser añadido el cobre.

En los estudios a lo lazgo del tiempo, se observa que el volumen de las

células de P. áricornutum aumenta tras la exposición a concentraciones de cobre

de 1, 2.5 y 5 mg 1"1 durante las 96 horas de cultivo. En la figura 22 se representan

los datos del cambio producido en el volumen celular a lo lazgo del tiempo de
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^
°1

2.5 mg I'^

t o t t t t
-^ FSC

-^ FSC

n Sin Cobre

q Con cobre

5 mg I'^

-^ FSC

Figura 21.- Histogramas de la respuesta del volumen celular de Phaeodactylum

trícornutum a la adición de cobrc. En el eje de la5 X se representa el volumen expre5ado

en canales y en el eje de las Yel número de células pertenecientes a cada uno de dichos

canales.

Tabla V.- Tamaño medio (expresado en número5 canale5) de la5 célula5 de P.

tricornutumantes e inmediatamente de5puésde la adición dedistintas concentraciones

de cobre (expresada en mg I'') al medio

Tamaño medio

[Cu] Antes (Sin Cu) Después (Con Cu) % incremento

0 243.43 t 46.46 -

2.5 237.22 t 41.30 235.78 t 47.50 99.39

5 245.20 t 46.44 261.41 t 55.57 106.61

10 230.19 t 42.35 288.71 t 84.77 125.42

20 247.73 t 46.65 507.93 t 192.05 205.03
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Figura 22.-Váriación del tamaño celularde Phaeodactylumtricornutum analizado por

citometría de flujo, en cultivos con diferentes concentraciones de cobre a lo largo de las

96 horas de exposición al metal. Los datos 5e expresan en porcentaje de variación del

tamaño celular con re5pecto al tamaño de las células del cultivo control sin cobre (O). Las

unidades de tamaño utilizadas son números canales.

cultivo expresados como porcentaje del volumen de las células control (sin cobre)

de acuerdo con la ecuación descrita por Reader et al. (1993):

%V- 1^ - [l^(Vcontrol - Vcobre)^Vcontrol^

dónde %V es el porcentaje de variación del volumen de las células proble-

ma; V^°n^l es el volumen medio de las células del control, expresado en canales;

y Vc°bre es el volumen medio de las células tratadas con cobre.

A las ocho horas de la adición del cobre no existen cambios significativos

en el tamaño de las células analizadas (Fig. 22). Después de 24 horas de la adición

del cobre, los cultivos con 2.5 y 5 mg 1'1 presentan un ligero aumento de su
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volumen celular, con respecto al volumen celular que se observa en los cultivos

^ntrol, con un 20 y un 13% de aumento, respectivamente. La mayor diferencia

de volumen se observa al cabo de 96 horas de exposición al cobre en los cultivos

con 2.5 y 5 mg 1-1, con un porcentaje de aumento de 116% para los cultivos con 2.5

mg 1'1 y de 125% paza los cultivos con 5 mg 1'l, lo que significa que el volumen

es doble, mientras que los cultivos con 1 mg 1'1 presentan un porcentaje de

aumento del tamaño celular con respecto al control de sólo un 49%. Los restantes

cultivos no presentan cambios significativos en su volumen celulaz con respecto

a los cultivos control, a lo lazgo de las 96 horas de cultivo (Fig. 22).

En las figuras 23 y 24 se representados los diagramas (denominados

"scattergramaŝ', ya que la señal recogida es la luz refractada por la propia célula

a su paso frente al haz de luz) de tamaño frente a complejidad (FSCxSSC)

obterúdos a las 8 horas (Fig. 23) y a las 96 horas (Fig. 24) con las diferentes

concentraciones de cobre. Se observa que a medida que aumenta el volumen

celulaz a lo lazgo del tiempo, también aumenta la complejidad celular. Las

diferencias de volumen y complejidad celular son máximas a las 96 horas de

exposición a 5 mg 1'1 de cobre. En esta representación es posible reconocer 2

subpoblaciones a las 96 horas de exposición al cobre en los cultivos con 2.5 y 5 mg

1'1 de cobre:

a)una primera subpoblación que comprende el 36.20% de las células

analizadas de los cultivos con 2.5 mg 1-1 y e139.44% de las de los

cultivos con 5 mg 1-1 de cobre, y con un tamaño igual al de las células

del control, y

b)una subpoblación de células de mayor tamaño que el control, que

incluye e163.80% de las células analizadas de los cultivos con 2.5 mg

1'1 de cobre y e160.56% de las analizadas en los cultivos con 5 mg 1-1

de cobre.
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0.05 Cu

0.5 Cu

0.1 Cu

1 Cu

Figura 23.- Evolución del volumen y la granularidad de las células de Phaeodactylum

trieornutum en cultivos con diferentes concentraciones de cobre, a las 8 horas de

expoaición al metal. En el eje X se representa el volumen celular (F5C), en el Y se representa

el número de células y en el eje Z la granularidad celular (55C).
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0.05 Cu

0.5 Cu

0.1 Cu

1 Cu

Figura 24.- Evolución del volumen y(a granularidad de la5 células de Phaeodactylum

tricornutum en cultivos con difercntes concentraciones de cobre, a las 96 horas de

exposición al metal. En el eje X se representa el volumen celular (FSC), en el Y se representa

el número de células y en el eje Z(a granularidad celular (5SC).
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Rer,ultados: Autofluo ►r,accncia

ESTUDIO DE LA ALTrOFLUORESCEIYCIA CELULAR EI`I
CULTIVOS DE Phaeodactylum trlcornutum EXPUESTOS

A DIFEREI`ITES COl`ICEI`ITRACIOI`IES DE COBRE

Objetiuo

Las microalgas presentan una fuerte fluorescencia natural procedente de

los pigmentos fotosintéticos y accesorios. Esta caracteristica las convierte en un

tipo de células fácilmente identificables por citometría de flujo. En el presente

estudio el término autofluorescencia hace referencia a la fluorescencia emitida

por la clorofila a, cuyo espectro de emisión se encuentra por encima de los 660 nm,

y se detecta en la FL3 del citómetro de flujo utilizado.

Diseño experimental

Para el estudio de la evolución de la fluorescencia de la clorofila a de la

diatomea marina Phaeodactylum trlcornutum a lo largo del tiempo se utilizan

cultivos con una de,nsidad celular inicial de 24 x 104 células ml-1, a los que se les

adicionan las dif erentes concentraciones de cobre, previamente establecidas: 0.05,

0.10, 0.25, 0.50, 1, 2.5 y 5 mg 1-1 de cobre, además de un control al que no se le

adiciona cobre alguno. Se recogen alicuotas de 1 ml de cultivo a las 8, 24, 48, 72 y

96 horas de cultivo, que son analizadas en el citómetro de flujo.

Resutta.d.os

En la figura 25 se representan los datos del cambio observado en la

autofluorescencia celular a lo largo del tiempo de cultivo, expresados como

porcentaje de la autofluorescencia de las células control (sin cobre) de acuerdo con

la ecuación descrita por Reader et al. (1993) y utilizada previamente para el

volumen celular:

' %F- 100 - [ 100(Fcontrol - Fcobre) ^ Fcontrol^

dónde %F es el porcentaje de variación de la autofluorescencia de las células

problema; F^ntr°1 es la autofluorescencia media de las células del control, expre-

sado en canales; y Frobre es autofluorescencia media de las células tratadas con

cobre.
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8
24

72
48

Tiempo (horas) 98

Figura 25.- Yariación de la autofluorescencia de las célula5 de Phaeodactylum

tricornutum en cultivos con diferentes concentraciones de cobre a lo largo de 96 horas

de exposición al metal, analizada por citometría de flujo. Los datos 5e expre5an en

porcentaje devariación dela autofluore5cencia celularcon re5pecto a la autofluorescencia

de las células del cultivo control sin cobre (0). Las unidades de autofluorescencia

utilizadas son número5 canales.

La autofluorescencia media de las células de P. tricornutum varía a lo largo

del cultivo con diferentes concentraciones de cobre (Fig. 25). A las 8 horas de

exposición al cobre no existen diferencias en cuanto a la autofluorescencia emitida

por las células, si bien los cultivos con 5 mg 1"1 de cobre presentan un porcentaje

de fluorescencia menor. Los cultivos con 2.5 mg 1"1 de cobre presentan el mayor

porcentaje de fluorescencia respecto al control a las 24, 48 y 72 horas de cultivo.

A las 72 horas, los cultivos con 2.5 y 5 mg 1"1 de cobre presentan la mayor diferencia

de la autofluorescencia, con un 185% y 179% más.que los cultivos control (Fig. 25) .

A1 cabo de 96 horas de cultivo, la autofluorescencia de los cultivos con 0.05 y 0.10

mg 1-1 de cobre es ligeramente menor que la de los cultivos control; en los restantes
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Figura 26.- HiStograma5 de

autofluorescencia de células de

Phaeodactylum tricornutum expuestas a

diferente5 concentracione5 de cobre du-

rante 96 horas, analizada por citometría

de flujo. En el eje X se representa la

autofluorescencia celular (expresada en

números canales), en el Y se representa el

número de célula5 y en el eje Z se superpo-

nen l05 hi5togramas de autofluorescencia

con cada una de las concentraciones de

cobre ensayada5.

s
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2.5 mg I-^ 5 mg I^^

Figura 27.- Diagramas de volumen celularfrente a la autofluorescencia de las células

de Phaeodactylum tricornutum en cultivos con 2.5 y 5 mg I^' de cobre, a las 96 horas de
expo5ición al metal, analizado5 porcitometria deflujo. En el ejeX 5e representa la volumen
celular (FSC, expresado en números canales), en el Y 5e representa el número de células
y en el eje Z se representa de autofluorescencia (FL3, expre5ado en números canales).

cultivos la autofluorescencia aumenta proporcionalmente a la concentración de

cobre en el medio (Fig. 25).

En la figura 26 se representan los histogramas correspondientes a la

distribución de la autofluorescencia en los diferentes canales de los cultivos de P.

tricornutum con distintas concentraciones de cobre, además del control. El

desplazamiento de la población a lo largo del eje x, muestra la aparición de 2

subpoblaciones. En la figura 27 se representa el tamaño celular frente a la

autofluorescencia a las 96 horas de exposición al cobre; en esta representación se

observa la aparición de 2 grupos de células diferentes, caracterizados en función

de su autofluorescencia y de su volumen celular en los cultivos con una concen-

tración de cobre de 2.5 y 5 mg 1-1 de cobre. Estas dos subpoblaciones celulares ya

se pueden observar a las 72 horas de exposición al cobre.

El "software" utilizado para el análisis de datos obtenidos por citometría de

flujo nos permite asegurar que el grupo de células que presentan una mayor

autofluorescencia, se corresponde con el grupo de células de mayor tamaño, que

se ha descrito en el apartado anterior de estos resultados.
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Rr.eultAdoB: V1abiUdad celular

ESTUDIO DE LA VIABILIDAD CELULAR El`I CULTNOS
DE Phaeodactylum trfcornutum EXPUESTOS A
DIFEREI`ITES COIYCEIYTRACIOI`IES DE COBRE

Objetivo

Los microorganismos son ge,neralmente los primesos en ser afectados por

las descargas de metales pesados en su eoosistema, ya que están directamente en

contacto con el medio, separados únicamente por una membrana y, en ocasiones,

por una pared celular (Wood, 1989). Aunque la pared celulaz puede adsorber

metales de forma pasiva, la integridad de la membrana plasmática puede ser

destruida por un exceso de metal (Tarchevskii eta1.,1982), pero, aunque no llegue

a verse dañada, siempre sufre cambios cuando se altera el medio que la circunda.

Elioduro de propidio (II') es un fluorocromo que atraviesa la membrana de

las células cuando éstas no son viables y presentan alteraciones en su membrana

plasmática; basándose en esta propiedad se analiza la viabilidad de las células de

P. tricornutum como respuesta a la presencia de cobre en el medio.

Diseño experirrrental

Mediante la técnica de citometria de flujo se estudia la viabilidad de Ias

células de Phaeodactylum tricornutum expuestas a diferentes concentraciones

de cobre a lo lazgo del crecimiento de la población.

La viabilidad celular se analiza a lo largo de 96 horas en cultivos de P.

tnicorrtutum con una densidad celular inicial de 24 x 104 células ml-1. Las

concentraciones de cobre utilizadas han sido las establecidas previamente: 0.05,

0.10, 0.25, 0.50,1, 2.5 y 5 mg 1-1, además de un control al que no se le adiciona cobre.

Diariamente se toman 3 alicuotas de 250 µl de cada uno de los cultivos, se tiñen

con ioduro de propidio, como se describe en el apartado de "Materiales y

Métodoŝ', y se analizan en el citómetro de flujo. ^

109



Taxicidad del cobro eobre P. tricornutum

Tabla VI.- Porccntajc dc células viablcs (no tcñidas con ioduro dc propidio) dc

Phacodactylum tricornutum durantc cl ticmpo dc cxposición a difcrcnŭa conccntracio-

nca dc cobrc (cxprcaadas cn mg I^'), con respccto al total dc célulaa analizadas por

citometría de flujo.

Tiempo Ihorasl

[Cu] 4 24 48 72 9 6

0 98 97 97 99 95

0.05 98 99 99 98 99
0.1 99 99 98 98 99
0.25 99 99 98 98 99
0.5 100 99 98 99 98
1 100 99 97 98 76

2.5 100 99 73 59 14

5 100 97 65 23 8

Resultados

El porcentaje de células viables en los cultivos con concentraciones de cobre

iguales o superiores a 1 mg 1'1 desciende a lo largo de las 96 horas de exposición

al cobre (Tabla VI). En los restantes cultivos, incluidos los cultivos control, el

porcentaje de células viables se mantiene en torno a198% del total de células

analizadas, durante las 96 horas de cultivo (Tabla VI).

En los cultivos con 1 mg 1-1 de cobre, durante las primeras 72horas de cultivo

la proporción de células viables varía entre e1100% y e197%, a las 4 y 72 horas de

adición del metal, respectivamente; sin embargo, después de 96 horas de exposi-

ción al metal esta proporción cae hasta el 76% de las células analizadas

(Tabla VI).

En los cultivos con 2.5 y 5 mg 1'1 de cobre aparecen células no viables a partir

de las 48 horas de exposición al cobre (Tabla VI). A las 48 horas de cultivo la

proporción de células viables es 73 y 65% en los cultivos con 2.5 y 5 mg 1-1 de cobre,

respectivamente; esta proporción desciende a lo largo del tiempo, de forma que

a las 96 horas de adición de estas concentraciones de cobre, la mayoría de las
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e
o,
h

24 horas

Figura 28.• Hiatogramas de

fluoresccncia de células de Phaeodactylum

tricornutumteñidas con ioduro de propidio

(IP), expuestas a 2.5 mg I^' de cobre duran-

te 96 horas, analizada por citomctría de

flujo. En el eje X se representa la

fluorescencia de las célula5 (expre5ada en números canales) y en el Y 5e representa el

número de célulae. Las células con una fluoresccncia entre 10°y10' canales se consideran

viables (no teñidas con IP), mientrag c^ue las células con una fluorescencia superiora 10'

canales se consideran no viables (teñidas con IP).
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Toxicidad del cobro eobre P. tricornutum

células de P. tricornutumpresentan daños en su membrana plasmática, siendo la

proporción de células viables 14 y 8%, respectivamente (Tabla VI).

En la figura 28 se representan los histogramas de fluorescencia de las

células correspondientes a los cultivos con 2.5 mg 1'1 de cobre, te,ñidas con ioduro

de propidio, durante las 96 horas de exposición al cobre, ya que esta concentración

es la menor de las utilizadas que presenta un efecto tóxico claro del cobre sobre

la integridad de la membrana plasmática desde las 48 horas de exposición al

metal. En esta figura se observa la evolución de la viabilidad en la población de

células analizadas; a las 4 horas de adición de cobre prácticamente e1100% de las

células analizadas no se tiñen con el ioduro de propidio, mientras que al cabo de

96 horas de expoción al metal sólo e114% de la población presenta la membrana

intacta y no se tiñe.
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ReSUltados: Actívidad peroxidasa

^ ACTIVIDAD PEROXIDASA EI`I CELULAS DE
Phaeodactylum trlcorrlutum SOMETIDAS A DISTInTAS

COl`ICEI^ITRACI01`IES DE COBRE

Objetivo

La actividad peroxidasa se considera indispensable para el correcto funcio-

namiento celular; mediante esta actividad enzimática se elimina de las células

buena parte del peróxido de hidrógeno que se forma al final de la cadena de

transporte electrónico fotosintético. Determinados sustratos fluorogénicos de las

peroxidasas, como la hidroetidina (HE) son convertidos enzimáticamente en

productos altamente fluorescentes en presencia de peróxido dehidrógeno (Watson

eta1.,1990). En función de esto, analizamos el efecto del cobre sobre la actividad

peroxidasa en células de Phaeodactylum tricornutum.

Diseño experimental

La respuesta de la actividad peroxidasa en células de Phaeodactylum

trlcornutum expuestas a diferentes concentraciones de cobre se analiza a lo largo

de 96 horas de cultivo por citometría de flujo, utilizando el fluorocromo hidrcetidina

(HE) como sustrato de enzimas peroxidasas.

El diseño experimental es el mismo que se ha descrito en los apartados

anteriores referentes a análisis llevados a cabo por CMF. Se utilizan cultivos con

una densidad celular inicial de 24 x 104 células ml-1, a los^que se les adicionan las

diferentes concentraciones de cobre, previamente establecidas: 0.05, 0.10, 0.25,

0.50, 1, 2.5 y 5 mg 1-1, además de un control al que no se le adiciona cobre.

Diariamente y de cada uno de los cultivos se toman 3 alicuotas de 250 µl para ser

teñidas con hidroetidina tal y como se describe en el apartado de "Materiales y

Métodoŝ ' y se analizan en el citómetro de flujo.
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Fluorescencia ^i^./ °^^

1^ de cobre durante 96 horas, analizada por

°^05 (mg h^) ta la fluore5cencía celufar producto de la
e5cisión de la HE por la actividad peroxida5a

de la^ células (expresada en números canales), en el Y se representa el número de células
y en el eje Z 5e superponen los histograma^ de autofluorescencia con cada una de la5
concentracione^ de cobre ensayadas.

48 HORAS

96 HORAS

72 HORAS

Figura 29.- Hi^tograma^ de la

fluorercencia de células de f haeodactylum

trícornutumteñidascon hidroetidina (HE)
5 expue^tas a diferenter concentracione5

25
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0.5

Concentración 0•25

de Cobre (m I'^ 1 ^^g 0.05

8

Figura 30.- Variación de la actividad peroxidasa de las célula5 de Phaeodactylum

tricornutum en cultivos con diferentes concentraciones de cobre a lo largo de la5 96

horas de exposición al metal, analizada por citometría de flujo. Lo5 dato5 se expre5an

en porcentaje de variación de la fluorescencia celular debida a la tinción con hidroetidina

(HE) con respecto a la fluorescencia clue pre5entan la5 células del cultivo control, sin

cobre (0). La5 unidades de fluorescencia utilizadas son números canales.

Resuita.dos

Los resultados obtenidos se muestran en las figuras 29 y 30. En la figura 29

se representan los histogramas de la fluorescencia de la HE obtenidos a lo largo

del tiempo y con las diferentes concentraciones de cobre. El desplazamiento del

histograma a lo largo del eje X indica cambios en la actividad peroxidasa celular

por efecto de las diferentes concentraciones de cobre. Después de 72 horas de

exposición al cobre los cultivos con concentraciones iguales o superiores a 0.5 mg

1-1 presentan mayor actividad peroxidasa.
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En la figura 30 se representan los datos del cambio observado en la

actividad peroxidasa durante las 96 horas de cultivo, expresados como porcentaje

de la fluorescencia de las células control (sin cobre) de acuerdo con la ecuación

descrita por Reader etal. (1993). Las células cultivadas con 2.5 y 5 mg 1-1 de cobre

presentan una actividad peroxidasa aproximadamente un 20% menor que las de

los cultivos control, tanto a las 8 como a las 24 horas de cultivo. A las 48 horas de

exposición al cobre, las células presentan una mayor actividad peroxidasa que la

observada en las células del control, aumentando el porcentaje de actividad a

medida que aumenta la concentración de cobre, a excepción de las células

cultivadas con 5 mg 1-1 de cobre, que presentan una actividad peroxidasa a las 48

horas menor a la de las células control. Transcurridas 72 horas de exposición al

cobre, la actividad peroxidasa en las células de los cultivos con 0.05, 0.10, 0.25 y

0.50 mg 1'1 de cobre es prácticamente igual a la de las células control, sin cobre;

sin embazgo, en los restantes cultivos la actividad peroxidasa es mayor que en el

control, incluido el cultivo con 5 mg 1-1 de cobre, cuyas células presentan la mayor

actividad peroxidasa. A las 96 horas de exposición al metal, sólo las células de los

cultivos con 2.5 y 5 mg 1-1 de cobre presentan una actividad peroxidasa superior

a la del control.
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Resultedoe: Potenciales de membrana citoplasmátice y mitocondrial

EFECTOS DEL COBRE SOBRE LOS POTEI`ICIALES DE
MEMB^ CITOPLASMÁTICA Y MITOCOI`IDRIAL DE

Phaeodactylum trfcornutum

Objetivo

Los cambios en el potencial de membrana citoplasmática y mitocondrial

pueden ocurrir durante los primeros instantes de procesos de activación media-

dos por receptores de superficie, y se piensa que juegan un importante papel en

la transducción de señales entre la superficie celulaz y el interior. Las investiga-

ciones en este área han mejorado por el desarrollo de métodos de estimación por

CMF del potencial de membrana en células individuales, dado que la distribución

de algunos fluorocromos refleja la diferencia de potencial eléctrico a través de

membranas (Shapiro,1990).

II potencial de membrana puede estimazse mediante la distribución de

indicadores catiónicos lipohlicos o de fluorocromos específ'icos e^ntre las células

y el medio de suspensión. Una vez que las células han sido equilibradas con

colorantes catiónicos, la despolarización eléctrica de las células (un descenso del

potencial de membrana) causazá una salida de colorante de las células hacia el

medio, mientras que una hiperpolarización (un aumento en el potencial de

membrana) hazá que las células asimilen colorante adicional del medio.

Diseñ.o expenimental

Mediante la técnica de citometría de flujo se estudia la respuesta del

potencial de membrana citoplasmática de células de Phaeodactylum tricornutum

expuestas a diferentes concentraciones de cobre. Las alteraciones producidas en

este potencial de membrana se estudian tanto inmediatamente después de la

adición de diferentes concentraciones de cobre al cultivo, como a lo largo del

crecimiento celular con diferentes concentraciones de cobre.

Para el estudio del efecto inmediato del cobre sobre el potencial de mem-

brana citoplasmático se utilizan cultivos de P. irlcornuhum con una densidad

celular de 24 x 104 células ml'1, de los que se toman alicuotas de 1 ml de cultivo,
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que se pasan a tubos de poliestireno para ser teñidas con el fluorocromo 3.3'-

dihexyloxacazbocianina (DiOC6(3)) tal y como se describe en el apaztado de

"Materiales y Métodoŝ'. De estas alic^xotas se adquieren 5000 células, que serán

utilizadas como control de cada una de las muestras y que nos permiten

aomprobazquesehaalcanzado elequilibrio entrela entraday salidade fluorocromo

(fluorescencia estable). Después de alcanzado e1 equilibrio y adquirido el control,

a cada una de las muestras se le añade la cantidad neoesaria de una solución

"stock" concentrada de cloruro de cobre paza alcanzar una concentración final en

la muestra de 2.5, 5,10 y 20 mg l i de cobre, además de un blanco al que no se le

adiciona cobre alguno, que servirá de referencia para aseguraz que el efecto

obser^rado se debe únicamente a la adición del metal y no a la técnica utilizada.

Como en el caso del estudio del volumen celular, estas concentraciones de cobre

tan elevadas (10 y 20 mg 1"1 de cobre) se utilizan para obtener de forma inmediata

una respuesta celulaz importaztte frente al metal. La distribución del colorante no

representa fielmente el nuevo valor de potencial hasta que el equilibrio se alcance

denuevo (Shapiro,1990); en el presente estudio, este proceso requiere un tiempo

entre 30 segundos y 1 minuto, de modo que la medida se realiza pasado este

minuto.

Elpotencial de membrana citoplasmático también se analiza en los cultivos

de la diatomea P. trrcornutum a lo largo de 96 horas. II diseño experimerital es el

mismo que se ha utilizado previamente paza el estudio del volumen, complejidad

celulaz y autofluorescencia. Se utilizan cultivos con una densidad celulaz inicial

de 24 x 104 células ml'1, a los que se adicionan las diferentes concentraciones de

cobre, previamente establecidas: 0.05, 0.10, 0.25, 0.50,1, 2.5 y 5 mg 1"1, además de

un control al que no se le adiciona cobre. Diariamente y de cada uno de los cultivos

se toman 3 alicuotas de 250 µl para teñirlas con DiOCb(3), como se describe en el

apartado de "Materiales y Métodoŝ', y se analizan en el citómetro de flujo.

Paza el estudio del potencial mitocondrial se ha utilizado el fluorocromo

rodamina 123 (R 123), que es específico para mitocondrias. Dado que esta tinción

es bastante problemática y más lenta que la anterior, se optó por estudiar

únicamente el potencial de membrana mitocondrial después de las 24 y las 96

horas de exposición al cobre. De cada uno de los cultivos con las diferentes
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Tabta VII.- Potencial dc mcmbrana citoplasmático mcdio determinado por la

fluorescencia del fluorocromo Di0C6(3) (expresado en números canales) de laa células

de Phaeodactylum tricornutum antea e inmediatamente despuéa dc la adición dc

diferentes conccntraciones de cobre (cxpresadaa en mg I'') al mcdio.

[Cu] Anteslsin cobre ► Despuéslcon cobrel 96 respecto control

2.5 8.12 t 4.99 13.00 t 9.32 158.92

5 7.63 t 4.87 14.29 t 10.53 187.29

10 8.58 t 5.20 20.27 t 15.26 236.25

20 8.42 t 5.67 23.02 t 15.86 273.40

concentraciones de cobre, se toman 3 alicuotas de 250 }^l para teñirlas con la

rodamina 123, como se describe en el apartado de "Materiales y Método ŝ', y se

analizan en el citómetro de flujo.

Resuitadros

La adición de las concentraeiones de rnbre ensayadas a los cultivos produ-

cen una hiperpolarización de la membrana, que viene dada por un aumento

inmediato del potencial de membrana citoplasmático de la microalga marina P.

tricorrtutum. Losresultados obtenidos se muestran en la figura 31. Los histogramas

muestran que las células de P. tricornutum expuestas a 2.5 y 5 mg 1-1 de cobre

presentan un menor aumento del potencial de membrana, mientras que en los

cultivos a los que se les adicionan 10 y 20 mg 1-1 de cobre se produce un importante

aumento del potencial de membrana de las células de forma inmediata.

En la tabla VII se muestran los resultados del análisis estadístico, calculado

por el "software" del que dispone el citómetro, de cada uno de los histogramas

representados en la figura 31, correspondientes al potencial de membrana

citoplasmático de P. tricornutcrm con diferentes concentraciones de cobre.

En la figura 32 se representan los datos del cambio observado en el

potencial de membrana citoplasmático a las 24 y a las 96 horas de cultivo,

expresados como porcentaje de la fluorescencia de las células control (sin cobre)

de acuerdo con la ecuación desaita por Reader etal. (1993) y utilizada previamen-
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n Sin cobre
q Con cobre

Figura 31.- Histogramaa dc la fluorescancia cmitida por cl fluorocromo DiOCe(3) clue

reflejan los cambios del potencial de membrana citoplasmática (eje x) en células de

Phaeodactylum tricornutum inmediatamente dcspués de la adición de diferentcs

concentraciones de cobre al medio. En el eje y 5e representa el número de células

correspondiente a cada uno de log canales de fluoreeccncia.

te. A las 24 horas de la adición del cobre, el potencial transmembrana de las células

de P. tricornutum es máximo en los cultivos con 5 mg 1'1 de cobre (un 96% mayor

que los cultivos control) (Fig. 32). Los cultivos con 0.05, 0.10, 0.25 y 0.5 mg 1'1 de

cobre no presentan variación e,n su potencial de membrana con respecto a los

cultivos control; a partir de 1 mg 1'1, el potencial de membrana aumenta a medida

que aumenta la concentración de cobre. A las 96 horas de cultivo el potencial de

membrana es directamente proporcional a la concentración de cobre de los

cultivos, siendo máximo en los cultivos con 5 mg 1'1 de cobre.
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Resultadoc^: Potencialeg de membrana citoplasmática y mitocondrial

Figura 32.- Variación del potencial de membrana citoplasmática de las células de

Phaeodactylum tricornutum en cultivos con d iferente5 concentracione5 de cobre a las 24

y a las 96 horas de expo5ición al metal, analizada por citometría de flujo. Los datos se

expresan en porcentaje de variación de la fluorescencia celular debida a la tinción con

Di0C6(3) con re5pecto a la fluorescencia c^ue pre5entan las células del cultivo control sin

cobre (O). Las unidades de fluorescencia utilizadas 5on números canales.

El cobre produce un aumento del potencial de membrana mitocondrial

(Fig. 33). A las 24 horas de la adición de cobre, los cultivos con más de 1 mg 1-1

presentan un claro aumento de su potencial mitocondrial, mientras que los

cultivos con una menor concentración de cobre no presentan cambios con

respecto a los cultivos control. A las 48 también se produce un aumento del

potencial de membrana mitocondrial con respecto a los cultivos control en las

células de los cultivos con 0.5 mg 1^1 de cobre. A las 96 horas de cultivo, todos los

cultivos con cobre presentan un potencial mitocondrial superior al presentado

por los cultivos control sin cobre.
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Toxicidad del cobre sobre P. tricornutum

Figura 33.- Variación del potencial de membrana mitocondrial de la5 células de
Phaeodactylumtricornutum en cultívo5con diferentes concentraciones decobre a las 24,

48, 72 y 96 horas de exposición al metal, analizada por citometría de flujo. Lo5 dato5

se expre5an en porcentaje de variación de la fluorescencia celular debida a la tinción con

rodamina 123 con re5pecto a la fluorescencia o^ue presentan la5 células del cultivo control,

5in cobre (D). Las unidades de fluorescencia utilizada5 son números canales.
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ResultacJoe: pH irrtracelular

VARIACIÓI`^ El`I EL pI^ II`ITRACELULAR DE LAS CELULAS
DE Phaeodactylum tr^cornutum CULTNADA COIY

DISTII`ITAS COIYCEI`ITRACIOI`IES DE COBRE

Objetiuo

II pH citoplasmático en condiciones normales se mantiene próximo a la

neutralidad mediante potentes mecanismos de intercambio iónico en la membra-

na citoplasmática, y por la elevada capacidad tampón del citosol.

La utilización de sondas fluorescentes para la medida del pH intracelular

(pHi) se basa en la difusión diferencial a través de las membranas de las moléculas

fluorescentes o bien en la fluorescencia variable de algunos fluorocromos a

diferente pH. La fluoresceina y sus derivados, entre ellos la diclorofluoresceina

(DCF), presentan un espectro de emisión pH-depe,ndiente; los picos de emisión

disminuyen considerablemente con los pH ácidos.

Diseñ.o experimentai

Se ha estudiado la posible respuesta del pHi de células de Phae+odactylum

^ricornutum expuestas a diferentes concentraciones de cobre por citometría de

flujo, utilizando para ello el fluorocromo diclorofluoresceina (DCF). Las posibles

alteraciones de este pHi se han estudiado tanto inmediatamente después de la

adición de diferentes concentraciones de cobre al cultivo, como a lo largo del

crecimiento celular con diferentes concentraciones de cobre.

Paza el estudio del efecto inmediato del cobre sobre el pHi se utilizan

cultivos de P. tricornutum con una densidad celular de 0.24 x 106 células ml'1, de

los que se toman alicuotas de 1 ml de cultivo, que se pasan a tubos de poliestireno

paza ser te,ñidas con DCF, tal y como se describe en el apartado de "Materiales y

Métodoŝ '. De estas alicuotas se adquieren al menos 3000 células, que serán

utilizadas como control de cada una de las muestras y que nos permiten

oomprobarque se haalcanzado elequilibrio entrela entraday salidadefluorocromo

(fluorescencia estable). Después de alcanzado el equilibrio, a cada una de las

muestras se les añade la cantidad necesaria de una solución "stock" concentrada
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2.5 mg 1'^

n Sin Cobre

q Con cobre

^ 1 1 ^

^ Fluorescencia DCF

o t t
^ Fluorescencia DCF
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V
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^. ^ . ^ ^ .;^ -,^^^^ . . . ^'^^ O 1

-^ Fluorescencia DCF ^ Fluorescencia DCF

Figura 34.- Histogramas de la fluorescencia emitida por el fluorocromo

diclorofluoreaceina (DCF) ciue reflcjan los cambios del pH intracelular (cje x) en células de

Phaeodactylum tricornutum inmediatamente despué8 de (a adición de diferentes

concentracioneg de cobre al mcdio. En ef cje y ge representa el númcro de células

correspondiente a cada uno de los canalcs de fluoresccncia.

de cloruro de cobre para alcanzar una concentración final e,n la muestra de 2.5, 5,

10 y 20 mg 1-1 de cobre, además de un blanco al que no se le adiciona cobre alguno,

que servirá de referencia para asegurar que el efecto observado se debe únicamen-

te a la adición del metal y no a la técnica utilizada.

El pH intracelular también fue analizado en los cultivos de la diatomea P.

tricorrrutum a lo largo de las 96 horas de cultivo expuestas al cobre. El diseño

experimental es el mismo que se ha utilizado en los apartados anteriores referert-

tes a análisis llevados a cabo por CMF. Se utilizan cultivos con una densidad

celular inicial de 24 x 104 células ml-l, a los que se les adicionan las diferentes
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Resultadoe: pH intracelular

Table VIII.- Variación en el pH intracelular, determinado por la fluorescencia del

fluorocromo diclorofluoresceina (DCF) (expresado en númeror canales), de lar células de

Phaeodactylum trícornutum inmediatamente despué5 de la adición de diferentes

concentraciones de cobre (expresada en mg I"') al medio.

[Cu) Antes adición de cobre Después adición cobre % respecto control

2.5 787.32 t 228.53 776.41 t 238.26 98.61

5 732.33 t 225.56 782.28 t 235.45 106.82

10 739.99 t 204.13 1083.73 t 319.76 146.45

20 758.01 t 225.19 1929.82 t 827.88 254.59

concentraciones de cobre, previamente establecidas: 0.05, 0.10, 0.25, 0.50,1, 2.5 y

5 mg 1-1, además de un control al que no se le adiciona cobre. Diariamente y de cada

uno de los cultivos se toman 3 alicuotas de 250 }zl para ser teñidas con DCF tal y

como se describe en el apartado de "Materiales y Métodoŝ' y se analizan en el

citómetro de flujo.

Resuttad,os

Elevadas concentraciones de cobre provocan un aumento inmediato del pH

intracelular de la microalga marina P. tricornutum. Los resultados obtenidos se

muestran en la figura 34. Las células de P. irTCOrnutum expuestas a 2.5 y 5 mg

1'1 de cobre no presentan cambios significativos en su pHi con respecto a los

cultivos control, mientras que en los cultivos a los que se les adicionan 10 y 20 mg

1'1 de cobre se produce un importante aumento del pH de forma inmediata. En la

tabla VIII se muestran los resultados de la estadística proporcionada por el

sistema de software del citómetro, de cada uno de los histogramas representados

en la figura 34, correspondientes al pH intracelular de P. tricornutum con

diferentes concentraciones de cobre.

En la figura 35 se representan los datos del cambio observado en el pH

intracelular durante las 96 horas de cultivo, expresados como porcentaje de la

autofluorescencia de las células control (sin cobre) de acuerdo con la ecuación

descrita por Reader etal. (1993) . Tras 8 horas de adición del cobre todos los cultivos

presentan un ligero aumento de su pHi con respecto a los cultivos control. A las
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Figura 35.- Variación del pH intracelularde la5 células de Phaeodactylumtricornutum

en cultivos con diferentes concentracione5 de cobre a lo largo de 96 horas de expo5ición

al metal, analizada por citometría de flujo. Los dato5 5e expresan en porcentaje de

variación de la fluore5cencia celulardebida a la tinción con diclorofluore5ceína (DCF) con

respecto a la fluore5cencia c^ue pre5entan la5 células del cultivo control, sin cobre (D^. La5

unidades de fluorescencia utilizada5 son números canales.

24 horas de cultivo, el pHi es máxi.mo en los cultivos con 2.5 y 5 mg 1'1 de cobre,

mientras que los cultivos con 0.05 y 0.10 mg 1'1 han recuperado su pHi inicial (Fig.

35). A las 72 y 96 horas de cultivo sólo los cultivos con más de 1 mg 1-1 de cobre

presentan un pHi superior al de los cultivos control. A lo largo del tiempo el pHi

se recupera en relación inversa a la concentración de cobre del medio.
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R^sultadoa: Bioacumulación

BIOACUMULACIÓIY DE COBRE EIY Phaeodactylum
trlcorn utum

Objetivo

La acumulación de diversos elementos, entre ellos los metales pesados, es

una característica de los organismos acuáticos y de las microalgas en pazticular.

Este hecho tiene gran importancia ya que a partir de estos organismos se produce

la transmisión de estos metales a organismos superiores a través de la cadena

trófica. Además, la capacidad de bioacumulación es una propiedad que debe

tenerse en cuenta cuando se analiza la posibilidad de utilizar biomasa microalgal

paza la retirada de los metales de los ecosistemas naturales (Volesky, 1990;

Macaskie, 1991).

En esta experiencia, se cuantifica la cantidad de cobre que la microalga

marina Phaeodactylum tricornutum es capaz de retirar del medio, así como en

que medida el cobre retirado es bioacumulado o bioadsorbido, en cultivos con

diferentes concentraciones de este metal.

Diseño experirnental

Se realizan cultivos de P. tricornutum con una densidad celular inicial de

24 x 104 células ml'1, en botellas P^f1ZEX con 500 ml de medio y diferentes

concentraciones de cobre: 0.025, 0.05, 0.10. 0.25, 0.5 y 1 mg 1'1. Todos los cultivos

se realizan por triplicado, incluidos los cultivos control a los que no se les adiciona

cobre. La cantidad de cobre retirada por las microalgas se analiza a las 72 horas

de exposición al metal, según el protocolo descrito en el apaztado de "Materiales

y Métodoŝ '.

Resulta.d.os

P. trlcornutum es capaz de acumulaz importantes cantidades de cobre

adherido a su pared celular (Fig. 36). La cantidad de cobre adherido a la superficie

celulaz aumenta cuando la concentración del metal en el medio se incrementa. En

los cultivos con 0.025 mg 1'1 de cobre en el medio la cantidad de metal que se
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adhiere a la superficie celulaz es 0.018 mg x10^ célulá 1, mientras que cuando la

concentración de cobre en el medio es 1 mg 1'1, la cantidad de cobre adherido a la

superficie celulaz es 1.512 mg x10^ célulá 1. A las concentraciones de cobre

ensayadas no se alcanza la saturación en la capacidad de acumulación de cobre

en su pazed, aunque como se observa en la figura 36, se tiende a dicha saturación.

La cantidad de cobre adherida a la superficie celulaz es función de la cantidad de

cobre en el medio y de la densidad celulaz de cada uno de los cultivos, que

desciende a medida que aumenta la concentración de cobre en el medio, como ya

se ha visto en el apartado de crecimiento.

La adhesión del metal a la superficie celular es un proceso rápido que no

depende de energía. Después de esta adsorción, el cobre puede penetraz en la

célula y acumulazse en su interior, siendo éste un proceso que necesita energía.

P. tricornutum acumula cobre intracelularmente y la concentración de metal

acumulado aumenta con la cantidad de cobre en el medio (Fig. 37). La cantidad

de cobre acumulado intracelularmente es proporcional a la cantidad de cobre del

medio en los cultivos con concentraciones de cobre entre 0.025 y 0.5 mg 1'1.

Concentraciones superiores de cobre en el medio no producen un incremento e,n

la cantidad de cobre acumulado en el interior de la célula; así, en los cultivos con

OS mg 1'1 de cobre la concentración intracelular del metal es 0.034 µg x10^

célulá 1, mientras que cuando la concentración de cobre en el medio se duplica no

se produce un incremento significativo en la cantidad de cobre intracelulaz (0.037

µg x10^ célulá 1) (Fig. 37). Estos resultados indican que la capacidad de acumu-

lación intracelulaz de cobre se satura a partir de 0.5 mg 1'1 de cobre en el medio.

Sirepresentamos la cantidad de cobre adsorbidofrente al cobre intracelulaz,

expresado en µg x10^ célulá 1(Fig. 38) se obtiene de nuevo una curva asintótica,

similaz a la observada paza el cobre acumulado intracelularmente, indicando que

el cobre adsorbido todavía puede seguir aumentando mientras que el cobre

intracelulaz permanece constante.

En la tabla IX se presentan las cantidades de cobre retiradas del medio por

las células, expresadas en µg de cobre por litro de cultivo. Este valor es función

por una parte de la concentración de cobre adicionada al medio y por otra de la

densidad celulaz alcanzada por los cultivos después de 72 horas de exposición al
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Figura 36.- Cobre adaorbido (expreaado en Ng 10^ celula'' ) cn la supcrficie de laa

células dc P. trícornutum cultivadas con distintas conccntracionee de cobre cn el medio.
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Figura 37.- Cobrc intracelular (expresado en Ng 10^ celula'' ) acumulado por laa células

de P. tricornutum cultivadas con distintas conccntraciones de cobre en cl medio.
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Figura 38.- Relación entre el cobre adsorbido e intracelular (expresadoe en Ng 10$

celula'' ) acumulado por las cálulae de P. tricornutum cultivadas con distintae concen-

traciones dc cobre en el medio.

Tabla IX.- Cobre retirado del medio (cxpreeado cn Ng I"' ) por las célulae de P.

trleornutum cultivadas con distintas concentraciones de cobre en el medio cn cada una

de las fracciones: cobre intracelular, cobre adsorbido y cobre total retirado del medio

Ta
Img 1-' 1

Intracelular IIn)

IN91-' 1

Adsorbido IAdI Total retiradolTr)

lN9 I-' 1 Iv91-' 1

0.025 0.69 + 0.00 12.27 + 0.00 12.93 t 0.000
0.05 1.38 + 0.002 25.72 + 0.02 27.10 t 0.021
0.1 3.14 + 0.004 62.61 + 0.04 65.74 t 0.045
0.25 5.93 + 0.010 128.14 + 7.57 134.07 t 7.587

0.5 9.99 + 0.023 266.35 + 3.59 276.34 t 3.671

1 10.04 + 0.027 410.93 + 1 1.21 420.97 t 1 1.249

Ta: cobre añadido a cada cultivo; In: Cobre intracelular detemninado en la biomasa microalgal; Ad:

cobre adherido a las biomasa microalgal; Tr: Cobre total retirado del medio.

130



Rtsuttadoe: Bloacumulación

Tabla X.- Rclacioncs cntrc las distintaa fraccioncs dc cobrc acumuladae por P.

trlcornutum cultivada con distintas concentracione8 de cobre en el medio.

Releciones

[Cu]

Tr/Ta

1961

Ad/Tr

1961

InlTr

l9bl

Ad/In

0.025 51.72 94.6 5.4 17.63
0.05 54.20 94.9 5.0 18.63
0.1 65.74 95.2 4.8 19.93
0.25 53.62 95.6 4.6 21.57
0.5 55.26 96.4 3.5 26.68

1 42.09 97.6 2.3 40.93

Ta: cobre añadido e csde cultivo; Tr: Cobre total retiredo del medio; Ad: cobre edherido a las

biomese microalgal; In: Cobre intreceluler determinado en le biomase microelgal.

metal. La cantidad de cobre total retirado por litro de cultivo (adsorbido a la

superficie celular + intracelular) es aproximadamente e150% del cobre añadido

al medio paza cualquiera de las concentraciones ensayadas (Tabla IX).

Los resultados obtenidos muestran que la mayor parte del cobre ligado a

las microalgas se encuentra unido a la superficie de las mismas, con relaciones

entre cobre adsorbido y cobre retirado total superiores a190% (94-97%), mientras

que el porcentaje de cobre acumulado intracelularmente se sitúa entre e13 y e16%

del cobre total retirado (Tabla X).

El cobre total retirado del medio de cultivo, expresado como porcentaje del

cobre añadido, aumenta con la concentración de este metal en el medio; sin

embazgo, en los cultivos con las mayores concentraciones de cobre ensayadas se

produce un descenso del porcentaje de cobre retirado, que está relacionado con

el hecho de que la densidad celulaz a las 72 horas de exposición al metal es menor

en estas concentraciones (Tabla X). Así, el máximo porcentaje de cobre retirado

respecto al total añadido alcanza valores del 65% en los cultivos con una

concentración de cobre de 0.1 mg 1-1(Tabla X) .
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VARIACIÓI`I DEL EFECTO TÓXICO DEL COBRE SOBRE
Phaeodactylum trfcorr^utum DEBIDO A LA PRESEI`ICIA

DE ZII`IC, I^iIERRO Y CADMIO EI`I EL MEDIO DE
CULTIVO

Objetiuo

La interacción de metales traza y microalgas marinas es recíproca: no solo

los metales traza influyen sobre las microalgas marinas, ya que la comunidad

algal como un todo afecta a la concentración y especiación química de los metales

traza, produciéndose un "feedback" biológico en la disponibilidad de esos

metales. Sin embargo, las interacciones entre metales traza no se han estudiado

con profundidad en las microalgas, y existen pocos trabajos sobre efectos compa-

rados de metales tóxicos adicionados individualmente y de sus efectos cuando

estos metales se combinan.

La toxicidad de los metales pesados está condicionada por su especiación

química. Formas iónicas diferentes de un metal con distintas valencias pueden ser

diferencialmente tóxicas para las algas utilizadas en el test de toxicidad. Además,

la toxicidad de un metal puede estar inf luída por la concentración de otros metales

(Braek eta1.,1980) y nutrientes algales (Lewin,1954; Morel et a1.,1978; Rueter &

More1,1981).

En la naturaleza, los organismos están expuestos a numerosos metales, y

el comportamiento o efectos de esos metales sobre ellos no puede predecirse por

una suma de los efectos metal-metal. La presencia de metales pesados puede

influir en la toxicidad de otro metal mediante un efecto simplemente aditivo o por

interacciones sinérgicas o antagónicas. De forma similar, otros contaminantes

pueden influir en la toxicidad de metales pesadós. Un mismo metal puede

mostrar diferentes interacciones dependiendo de las condiciones ambientales y

las concentraciones relativas de los respectivos metales.

El conocimiento de las interacciones metal-metal no sólo es importante

porque afectan a la especiación del metal, sino también porque intervienen en la

incorporación y destino del metal dentro del organismo.
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Toxicidad del cobre eobre P tricornutum

Se intenta establecer el posible efecto sinérgico o antagónico de 3 metales

diferentes, zinc, hierro y cadmio, y el cobre en cultivos de la microalga marina

Phaeadactylum tricornutum Bohlin.

Diseño experim^entai

Para el estudio de las interacciones, se añaden 0.5 mg 1'1 del metal que se va

a ensayaz a un cultivo de P. tricornutum. Este cultivo se establece 48 horas antes

del inicio de la experiencia, e,n agua de mar sin nutrientes.

Tras este tiempo, partiendo del cultivo con 0.5 mg 1'1 del metal a ensayaz,

se establecen 7 series de cultivos de P. tricornutum con una densidad celular

inicial de 24 x 104 células ml'1. A cada una de estas series se le añaden diferentes

cantidades de una solución stock de cobre, de forma que se alcancen concentra-

ciones de: 0.025, 0.05, 0.1, 0.25 , 0.5 y 1 mg 1'1 de cobre, además de un control sin

metales y otro control con 0.5 mg 1'1 del metal a ensayaz y sin cobre, obteniendo

así las siguientes series de cultivos:

Serie [Cobre]* [Metal a ensayar]*

I 0 0

II 0 0.5

III 0.025 0.5

IV 0.05 0.5

V 0.1 0.5

VI 0.25 0.5

VII 0.50 0.5

VIII 1 0.5

* Las concentraciones se expresan en mg 1'1

Todos los cultivos se llevan a cabo en las condiciones descritas en el

apaztado "Materiales y Métodos".

Diariamente, desde el comienzo de la experiencia hasta las 96 h de cultivo,

se retiran alicuotas de los cultivos para la determinación de la densidad celular.
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Las concentraciones efectivas que reducen el crecimiento de la población de

la microalga Phaeo^dactylum trlcornuhrm un 50% respecto al control (ECso) ^

determinan en test de exposición de cultivos estáticos a las 48 y 96 horas.

Para la deternvnación del efecto sinérgico o antagónico entre el cobre y los

metales ensayados (zinc, hierro y cadmio), se u'áliza la fórmula de Colby

(revisada por Rai et al., 1981) con los datos de crecimiento para calcular la

toxicidad esperada de los metales si la acción dŭnetálica era aditiva,

E= XY/100

dónde E=1a densidad de población esperada del alga como un porcentaje

del control, X=1a densidad de población del alga como un porcentaje del control

cuando se expone al metal X, e Y= la densidad de población del alga como

porcentaje del control cuando se expone al metal Y. Las toxicidades observadas

mayores o menores que las esperadas, indican respectivamente interacciones

sinérgicas o antagónicas.

Resultudos

Para determinar el efecto de los diferentes metales en combinación con el

cobre sobre P. ó^cornutum, se analiza el crecimiento en función de la concentra-

ción de cobre en el medio de cultivo.

Cultivos control

La figura 39 representa la curva de crecimiento de los cultivos control (no

contienen ningún metal), frente a los cultivos a los que se añaden 0.5 mg 1^1 de zinc,

hierro o cadmio. Los resultados muestran que no existen diferencias significati-

vas entre los cultivos control y a los que se añaden 0.5 mg 1'lde zinc y 0.5 mg 1'1

de hierro, con valores de 149.25,152.75 y 143.58 x 104 células ml-1, respectivamente

(Tabla XI). Por el contrario, los cultivos a los que se añaden 0.5 mg 1'1 de cadmio

alcanzan una densidad celular final significativamente menor, con un valor de

102.5 x 104 células ml'1.
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Tae^ciclz+d del cobre eobre P tricornutum

Tabla XI.- Denaidad celular (x1C^` celulas ml^') máxima alcanzada en l08 cultivos dc P.

tricornutum rcalizado8 con distintas concentracioncs de cobre y concentración cons-

tante de zinc, hierro o cadmio. EC^ para cada combinación de cobre y metal acompañan-

ta. Lae concentracionea de mctafea se expresan en mg I^'.

(Cu] Control Cu + 0.5 Zn Cu + 0.5 Fe Cu + 0.5 Cd

0 149.25 + 11.93 152.75 + 9.74 143.58 + 16.94 102.50 + 7.80

0.025 134.12 + 16.94 157.25 + 6.85 118.16 + 9.98 102.62 + 5.85
0.05 135.00 + 14.25 13Z.00 + 3.74 89.50 + 11.67 92.00 + 9.74
0.1 75.62 + 9.87 115.75 +.9.03 71.75 + 7.26 92.75 + 5.17

0.25 62.00 + 11.61 93.00 + 3.16 25.25 + 12.63 27.25 + 2.82

0.5 37.50 + 1.80 69.25 + 7.45 17.33 + 3.20 12.38 + 1.77
1 24.00 + 3.00 53.50 + 6.03 2.58 + 1.08 11.63 + 3.07

EC^ (48 h1 0.184 0.560 0.090 0.179

EC^ 196 h) 0.180 0.430 0.080 0.194

Cultivos con 0.025 mg 1^ 1 de cobre

Las densidades celulazes y el crecimiento en estos cultivos se representan

en la tabla XI y en la ñgura 40. Los cultivos que alcanzan la máxima densidad

eelulaz final son los cultivos con zinc, con una densidad final de 157.25 x 104 células

ml-l, mientras que los cultivos con cadmio alcanzan la menor densidad celulaz

final con 102.62 células ml'1.

Cultivos con 0.05 mg 1^ 1 de cobre

Las densidades celulares finales en estos cultivos (Tabla XI, Fig.41) presen-

tan valores muy similazes en los cultivos que solo contienen cobre y en los cultivos

a los que se les ha adicionado zinc, con valores de 135 y 132 x 104 células ml'1,

respectivamente. Los cultivos con cadmio alcanzan una densidad celulaz final de

92 x 104 células ml-1, mientras que los cultivos que contienen hierro muestran la

menor densidad final con un valor de 89.5 x 104 células ml'l.

Cultivos con 0.1 mg 1^' de eobre

A esta concentración, el cobre presenta ya un efecto inhibitorio sobre el

crecimiento (Tabla XI, Fig. 46). En estos cultivos, la densidad celular final máxima
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Fi^gura 39.- Crecimiento de los cultivos de P. tricornutum (expresado en x10'` células

ml'') sin cobrc y con zinc, hierro ocadmio en una concentración de 0.5 mg I''.
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Figura 4a.- Crecimiento de los cultivos de P. tricornutum (expresado en x10'4 células

ml'') con 0.025 mg I'' de cobre solo y con zinc, hicrro o cadmio en una concentración de

0.5 mg I-'.
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Figura 41.- Crccimicnto de loa cultivos de P. tricornutum (cxpresado en x104 células

ml'') con 0.05 mg I'' dc cobre solo y con zinc, hicrro o cadmio cn una conccntración dc 0.5

mg I''.
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Figura 42- Crecimiento de log cultivos de P. trícornutum (expresado en x10" células

ml"') con 0.10 mg I'' de cobre solo y con zinc, hierro o cadmio cn una concentración de 0.5

mg I"'.

O-O o.1 cu
^ - ^ 0.1 Cu + 0.5 Zn
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Figure 43.- Crccimiento de los cultivos de P. trícornutum (cxpresado en x1C+^ célula8

ml'') con 0.25 mg I"' dc cobre solo y con zinc, hicrro o cadmio cn una concentración de 0.5

mg I''.
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Figura 44.- Crecimiento de los cultivos de P. tricornutum (expresado en x104 células

ml"') con 0.5 mg I"' de cobre solo y con zinc, hierro o cadmio en una concentración de 0.5

mg I"'.

139



ToxicicJad del cobre sobre P tricornutum

200

180

160

140

120

100

80

60

O-O^cu
^-^ 1 Cu + 0.5 Zn
^-0 1 Cu+0.5Fe
^- ♦ 1 Cu+0.5Cd

40 ^^

- ^ ------_20 ^_^ _

0 ^
0 24 48

• •

i ----- ^

72 96 120

TIEMPO Ihorasl

Figura 45.- Crecimicnto dc los cuftivos de P. trlcornutum (expresado en x104 células

ml'') con 1 mg I'' de cobre solo y con zinc, hierro o cadmio en una concentración de 0.5 mg

I''.

se obtiene en los cultivos a los que se adiciona zinc, con un valor de 115.75 x 104

células ml"1. Los restantes cultivos alcanzan densidades celulares

significativamente menores, (tabla XI y Fig. 42).

Cultivos con 0.25 mg 1' 1 de cobre

Las densidades celulares finales difieren dependiendo del metal adiciona-

do al medio de cultivo (Tabla XI; Fig. 43). La mayor densidad celular se obtiene

de nuevo en los cultivos con zinc , con 93 x 104 células ml"1. La de,nsidad celular

menor la presentan los cultivos con hierro, donde la densidad celular final es de

25.25 x 104 células ml"1.

Cultivos con 0.50 mg 1' 1 de cobre

Los resultados obtenidos en estos cultivos (Tabla X; Fig. 44), muestran

densidades celulares finales muy diferentes en función del metal que se ensaya

frente al cobre , ya que la densidad celular final máxima se obtiene e,n los cultivos

con zinc, con 69.25 x 104 células ml"1, mientras que en los cultivos con cadmio la

densidad celular final es de 12.38 x 104 células ml'1.
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Cultivos con 1 mg 1^ 1 de cobre

De nuevo las densidades celulares alcanzadas en estos cultivos presentan

grandes diferencias (Tabla X; Fig. 45). Mientras los cultivos de zinc presentan un

valor de 53.5 x 104 células ml"l , los cultivos de hierro alcanzan un valor de 2.58 x

104 células ml"l.

jnterac ión Cobre-2inc

Los resultados obtenidos (Figs. 46 y 4^, muestran que para 0.5 mg 1"1 de zinc

la relación con las diferentes concentraciones de cobre ensayadas es antagónica,

ya que las toxicidades son menores a las esperadas. La EC50 a las 48 horas es 0.56

mg 1"1 de cobre, mientras que a las 96 horas de cultivo es de 0.43 mg 1"1 de cobre

(Tabla XI). La EC50 en los cultivos a los que se añaden cobre y zinc es aproxima-

damente 3 veces superior a la obtenida en los cultivos a los que se le ha adicionado

cobre como único metal; por lo tanto, la adición de zinc alivia el efecto tóxico del .

cobre.

Interacción Cobre-Hierro

Los resultados obtenidos (Fig. 43 y 48) en los cultivos con 0.5 mg 1"1 de hierro

muestran una relación de tipo sinérgico con las diferentes concentraciones de

cobre ensayadas, ya que las densidades celulares son menores a las esperadas si

el efecto de acción de estos dos metales fuera aditiva, de forma que el hierro

incrementa la toxicidad del cobre sobre el crecimiento de P. tricornutum. A las 48

horas de cultivo, la ECSO es 0.09 mg 1"1 de cobre, alcanzando un valor muy similar

a las 96 horas de cultivo (0.08 mg 1"1 de cobre) (Tabla XI). La EC50 obtenida en los

cultivos con cobre y hierro es dos veces menor a la que se alcanza en los cultivos

a los que solo se les adiciona cobre.

Interacción Cobre-Ca mio

Los resultados que se obtienen en los cultivos con 0.5 mg 1"1 de cadmio (Figs.

46 y49) indican que este metal interacciona de forma sinérgica con el cobre,

produciendo una mayor inhibición sobre el crecimiento de P. tricornutum, y

como consecuencia una menor tasa de crecimiento en comparación con la que se
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Fi^gur^ 46.- Crecimiento de loa cultivoe de P. trícornutum con distintas concentracio-

nes de cobre (expresada en mg I"'). La ecuaciones de cada curva son:

0 Cu: Nc = 1/157.4 + 121.1 ^"^ •seect r 2= 0.99
0.025 Cu: Nc = 1/142.3 + 119.74^'^•ect r 2= 0.97

0.05 Cu: Nc = 1/147 + 109.56^"' •29nt r 2= 0.98
0.1 Cu: Nc = 1/81.26 + 35.56^•o•s3ct r^= 0.99

0.25 Cu: Nc = 1/68.53 + 22.131"0•^act r 2= 0.99
0.5 Cu: Nc = 1/39.07 - 7.71 ^"o•^ect r 2= 0.94

1 Cu: Nc = 1/0.6 - 53.04^'o.ooosect r 2= 0.12

O-O 0 Cu
• - ^0.025 Cu
^-^0.05Cu
• - • o. ^ cu
q-q 0.25 Cu
n- n 0.5 Cu
v-v 1 Cu

v-v ^ cu + z^
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Figura 47.- Crecimiento de los cultivos de P. tricornutum con distintas concentracio-

nea de cobre (expresada en mg I"') y 0.5 mg I-1 de zinc. La ecuaciones de cada curva 5on:
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O- O 0 Cu + Zn
• - ^ 0.025 Cu + Zn
^- ^ 0.05 Cu + Zn
♦- ♦ 0.1 Cu + Zn
q-q 0.25 Cu + Zn
n-n 0.5 Cu + Zn

Nt = 1/159.6 + 109.08^'^•^sst ► r 2= 0.99
Nc = 1/171.3 +. 122.82^"^•12eu r 2= 0.99
Nc = 1/135.8 + 89.08^"^•3ssc ► r 2= 0.99
Nc = 1/120.2 + 73.16^"^•3asc ► r 2= 0.99
Nc = 1/102.1 + 51.1 ^"^ •2asct r 2= 0.95
Nc = 1/75.15 + 23.25^"o•s°sct r 2= 0.98
Nc = 1/207.6 + 164.58^"o.zaec ► r 2= 0.83

0 Cu + 0.5 Zn:
0.025 Cu + 0.5 Zn:

0.05 Cu + 0.5 Zn:
0.1 Cu + 0.5 Zn:

0.25 Cu + 0.5 Zn:
0.5 Cu + 0.5 Zn:

1 Cu + 0.5 Zn:
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Figura 48.- Crecimiento de los cuttivos de P, tricomutum con distintas concentracioneg de

cobr^c (expncgada en mg I^') y 0.5 mg I^' de hierro. La ecuaciones de cada curva son:

0 Cu + 0.5 Fe:
0.025 Cu + 0.5 Fe:

0.05 Cu + 0.5 Fe:
0.1 Cu + 0.5 Fe:

0.25 Cu + 0.5 Fe:
0.5 Cu + 0.5 Fe:

1 Cu + 0.5 Fe:

200

180

160

140

120

100

80

60

40

20

0
0

Nt = 1 /149.7 + 107.64^"^•35°c ►
Nc = 1/124.9 + 86.56^'^•3t^c ►
Nt = 1 /97.84 + 58.32^'^•oe5c ►
Nc = 1 /81.71 + 38.37^-o.es5u
No se ajustan a una función logfstica
Nc = 1 /15.82-35.7^'2•^s3c►

No se ejustan e une función logístice

O- O 0 Cu + Cd
• - ^0.025 Cu + Cd
p- ^ 0.05 Cu + Cd
^ - ^ 0.1 Cu + Cd
q-q 0. 25 Cu + Cd
n-n 0.5 Cu + Cd
^- 0 1 Cu + Cd

24 48

r 2 = 0.99
r 2 = 0.98
r 2 = 0.96
r 2 = 0.96

r 2 = 0.95

q

n

72 96

TIEMPO (horas)

Figur^ 49.- Crecimierrto de los cultivos de P. tricornutum con distintas concentwaciones de

cobr^e (e^ncsada en mg I"') y 0.5 mg I^' de cadmio. La ecuacioneg de cada curva son:

0 Cu + 0.5 Cd: Nc = 1 /106.7 + 65.1 Z^"^•583t►

0.025 Cu + 0.5 Cd: Nt = 1 /105.2 + 63.02^'^•a°ac ►
0.05 Cu + 0.5 Cd: NL = 1/96.08 + 51.28^'^•a^3c►

0.1 Cu + 0.5 Cd: Nc = 1 /96.08 + 53.74^'^•^ec►
0.25 Cu + 0.5 Cd: No se sjustan a una función logfstica

0.5 Cu + 0.5 Cd: Nc = 1 /0.015-51.345^^0.ooo^ec ►
1 Cu + 0.5 Cd: No se ajustan s una función logístics

r 2 = 0.98
r 2 = 0.98
r 2 = 0.98
r 2 = 0.97

r 2 = 0.96
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obtiene cuando el metal introducido en el medio de cultivo es unicamente el cobre.

La EC50 que se obtiene a las 48 horas es de 0.179 mg 1'1 de cobre y a las 96 horas es

de 0.194 mg 1-1 de oobre (Tabla XI), de forma que la ECSO es ligeramente me,nor en

relación a los cultivos que solo contienen cobre.
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Diecusión

El deterioro de los sistemas acuáticos a causa de numerosos y diversos

agentes contaminantes es un problema actual. Se ha hecho evidente la necesidad

de encontrar métodos adecuados paza estudiaz la toxicidad de este tipo de

sustancias. Las algas han sido utilizadas como indicadores biológicos en nume-

rosos estudios de toxicidad (Wong & Beaver,1980; Khan & Saifullah,1986). La

utilización de las microalgas como bioindicadores ambientales puede explicarse

por el importante papel que éstas desempeñan como primer eslabón de la cadena

trófica (Reynolds, 1984). Los efectos deletéreos producidos por determinados

agentes contaminantes sobre las algas provocan serias consecuencias en el

equilibrio del ecosistema, de modo que su utilización en bioensayos posee un

gran valor en la estimación de la toxicidad de diferentes contaminantes (Couture

eta1.,1985).

Las microalgas, como el resto de los microorganismos, sólo poseen una

capacidad limitada paza controlar su ambiente y responden a un cambio ambien-

tal cambiando ellas mismas. Esta variabilidad suele implicar solamente uno o más

cambios cuantitativos en algún componente celulaz, y sólo en casos drásticos se

produce un cambio cualitativo radical en la estructura de la célula o su función.

Por tanto, un microorganismo es en gran parte producto de su medio, por lo que

carece de sentido hablaz de su composición química, tasa de crecimiento y

actividad fisiológica sin especificar al mismo tiempo las condiciones ambientales

que la producen.

El metal elegido paza llevar a cabo el presente estudio ha sido el cobre

porque presenta características de elemento esencial y tóxico; además el cobre es

uno de los metales contaminantes más abundantes en zonas costeras y de

estuario. F1 cobre es un elemento traza esencial en el metabolismo celulaz de las

algas (Manatran & Smith,1973; Sorentino,1979), pero en cantidades elevadas es

uno de los elementos más tóxicos para las microalgas, y se utiliza como algicida

(Hollibaugh eta1.,1980). En general, se acepta que el ión cúprico es el más tóxico

de entre las diferentes especies químicas de cobre que existen en el medio acuático

(Sunda & Guillazd,1976; Anderson & Morel, 1978; Rueter & McCarthy, 1979;

Pagenkopf et a1.,1979; Sunda & Gillespie,1979).
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De todos los pazámetros posibles que puedan indicar un efecto tóxico de los

agentes contaminantes sobre los microorganismos, el crecimiento ^es el más

estudiado. El efecto de los metales pesados sobre el crecimiento ha sido estudiado

en un amplisimo tipo de organismos.

A concentraciones superiores a las requeridas el cobre inhibe el crecimiento

de las microalgas (Gáchter,1976; O'Kelley,1974; Thomas et a1.,1977; Gupta &

Arora,1978; Whittaker,1978; Steeman-Nielsen & Kamp-Nielsen,1970; Saifullah,

1978; Mandeli, 1969; Bazlett et al., 1974; Jensen et al., 1976), reduciéndolo 0

deteniéndolo por completo, probablemente como resultado de una inhibición de

la citoquinesis (Kanawaza & Kanawaza,1969).

Los resultados obtenidos en el presente estudio ponen de manifiesto que

existe una claza relación entre la concentración de cobre que resulta tóxica para las

células y la densidad celular en el momento en que se introduce el agente

contaminante al medio, en este caso el cobre; es por ello que para establecer

compazaciones entre las distintas concentraciones que producen efectos sobre el

crecimiento de las células resulta imprescindible conocer no sólo el tiempo de

exposición al agente al que se han visto sometidas éstas, sino también la densidad

celular a la que se ha realizado el ensayo.

En nuestro trabajo se ha observado que con tiempos de exposición relativa-

mente cortos (48 horas) de las células al cobre, la relación entre la concentración

que produce una reduceión de150% del crecimiento y la densidad celular inicial

del cultivo sobre el que se actúa es lineal, mientras que con tiempos de exposición

mayores (96 horas), esta linearidad desaparece a densidades celulares altas (48

x104 células ml'1) (Fig. 12). Sin embazgo, aunque exista esta linearidad entre la

ECSO de cobre sobre el crecimiento y la densidad celulaz inicial de los cultivos, la

cuota celulaz o cantidad de cobre por célula necesaria para producir esta reducción

de150% del crecimiento, no es constante. Así, por ejemplo, utilizando densidades

celulazes iniciales de 6 y 12 x104 células ml'1, se obtienen EC50 para el crecimiento

a las 96 horas de 44 y 131 mg 1-1 de cobre, respectivame,nte (Fig.8, Tabla III).

En los ensayos de toxicidad de cualquier agente, el inóculo o número de

células al comienzo del test debe adaptarse a los ensayos que se van a desarrollaz
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(Hórnstróm,1990). Sin embargo, en los diseños experimentales de la mayoría de

los trabajos publicados acerca de la toxicidad de metales sobre la fisiología de las

microalgas marinas este hecho no se tiene en cuenta. En la mayoría de estos

trabajos se utilizan unas densidades celulares iniciales muy bajas paza el estudio

del efecto de los metales sobre el crecimiento. Nuestros resultados demuestran

que densidades celulazes iniciales demasiado bajas limitan el crecimiento y

favorecen el efecto tóxico de los metales sobre el crecimiento de la población

microalgal.

Como se ha dicho anteriormente, el crecimiento es el parámetro más

utilizado en los estudios de toxicidad en microalgas, pero también se estudian

otros parámetros fisiológicos, como pueden ser la fotosíntesis o la respiración, y

para ello se necesita un elevado número de células. Generalmente, en este tipo de

estudios se recurre a cultivos más densos que, según demuestran los resultados

obtenidos en este estudio, disminuyen el efecto tóxico del metal. De manera que

aún utilizando las mismas concentraciones de metal, cuando no se utilizan

densidades celulazes homogéneas en todos los estudios, se están alterando los

resultados de toxicidad del mismo y, por tanto, los valores o concentraciones de

metal que inhiben el crecimiento y los que afectan a otro parámetro diferente no

son comparables.

En función de los resultados que hemos obtenido se han establecido las

condiciones de los cultivos paza llevar a cabo los siguientes ensayos; asímismo,

la densidad celular inicial se estableció en 24 x104 células ml-1, ya que densidades

celulares menores aumentan el efecto tóxico del cobre disminuyendo el creci-

mie,nto, mientras que densidades celulares superiores se pierde la linearidad

existente entre la concentración cobre que inhibe un 50% el crecimiento a las 48 y

96 horas, que son las fracciones de tiempo que habitualmente se utilizan en este

tipo de trabajos.

Existe abundante bibliografía respecto a las concentraciones de distintos

metales pesados que resultan inhibitorios para el crecimiento de diferentes

especies de microalgas. En una revisión llevada a cabo por Sathya & Balakrishnam

(1988) aparecen numerosas concentraciones de cadmio que afectan el crecimiento

de diferentes especies microalgales: los cultivos de Chlorella pyrerroidosa detie-
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nen su crecimiento con 5 mM de cadmio; en el caso de Scenedesmus obliquus y

Ankistrodesmus falcatus se necesitan 5 mg 1"1; 10 mg 1"1 paza los cultivos de

Chlorococcum sp.; 1 mg 1"1 paza otra especie de Chlorella; 1 mg 1"1 de cadmio

inhiben el crecimiento, fotosíntesis y respiración de Cylindrotheca closterium. En

ningún caso se especifican las condiciones del ensayo, de modo que, las diferen-

cias de comportamiento e,ntre especies no deben entenderse de manera literal, ya

que habrá que sumarle las diferencias debidas al método.

Wong & Chang (1991) determinan que 0.25 mg 1"1 de cobre inhiben el

crecimiento de Chlorella pyrenoidosa en una suspensión de células con una

absorbancia a 650 nm igual a 0.05, mientras Stauber & Florence (1987) obtienen

paza la misma especie microalgal una ECSO paza el crecimiento de 7.9 x10"^ M de

cobre iónico, que es aproximadamente la quinta parte de la concentración de cobre

propuesta por Wong & Chang (1991). En este último trabajo (Stauber & Florence,

1987), se analiza además el efecto del cobre sobre el crecimiento de otras dos

especies de microalgas, Nitzschia closterlum y Asterionella grac.ilis, e,n estas

especies se inhibe el crecimiento a concentraciones de cobre de 27.8 x10"^ M y 16.5

x10"^ M, respectivamente.

Nuestros resultados muestran que 0.208 y 0.231 mg 1"1 de cobre reducen un

50% el crecimiento de Phaeodactylum tricorrtutum a las 96 y 48 horas, respecti-

vamente, con un inóculo de 24 x104 células ml"1. Estos valores son ligeramente

superiores a los obtenidos por Stauber & Florence (1987) a las 96 horas de

exposición a cobre iónico de otras dos especies de diatomeas marinas, si bien no

se conocen las densidades celulazes utilizadas por estos autores.

Se han propuesto numerosos azgumentos para explicar por qué el cobre

inhibe el crecimiento de las microalgas. Posiblemente el cobre interfiere en el

metabolismo del silicio de las microalgas. La incorporación de silicio por las

diatomeas parece estaz regulada por grupos -SH de enzimas de la superficie

celulaz, como pueden ser las ATPasas, puesto que cuando estos grupos -SH están

ligados a otros componentes se produce un descenso en la incorporación de sílice

(Thomas et al., 1980). El cobre presenta una elevada afinidad por los grupos

sulfidrilo, lo que sugiere una posible inhibición de la incorporación de este

elemento esencial paza el frústulo de las diatomeas, como Phaeodactylum
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Foto 2.- Microfotografí5 de cél^la5 aberrante5 de P. tricornutum cau5ada5 ^or la

^re5encia de cobre en el medio, realizada en un micro5copio de contra5te de fa5e5 con

un objetivo de IOOx.

tricornutum, o bien la cuota de sílice por célula no es suficiente como para que se

lleve a cabo la división celular, provocando la aparición de formas aberrantes,

como las que se han encontrado en el presente estudio (Foto 2). Estas formas

aberrantes consisten en células en las que la división no ha llegado a su fin, las

células hijas no se separan. Aparecen después del primer ciclo celular y son más

abundantes en los cultivos con concentraciones de cobre iguales o superiores a 0.5

mg 1-^ .

El hecho de que el cobre se una a los grupos -SH de las enzimas, puede llegar

a bloquear muchos procesos celulares que conduzcan en último término a una

inhibición del crecimiento. Florence & Stauber (1986) han encontrado que el cobre

se une particularmente a la glutation reductasa, lo que conduce a un descenso de

la relación existente entre glutatión reducido y glutatión oxidado que podría

inhibir el crecimiento.

El crecimiento de los microorganismos es un complejo proceso que incluye

la síntesis de proteínas, ARN y ADN, que generalmente culmina con la división
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celular; el comienzo de la replicación del ADN se ve afectado por las condiciones

del medio en que se desarrollan las células (Moriarty,1984). A1 contrario de lo que

sucede en bacterias, en los organismos eucariotas no se sintetiza ADN continua-

mente durante .todo el ciclo de crecimiento celular, ya que esta síntesis sólo se

produce en un momento puntual del mismo. La síntesis de ADN en eucariotas

depende de una síntesis continua de proteínas y la replicación se detiene si esta

síntesis proteica se detiene. La síntesis de ADN nuclear en microalgas se lleva a

cabo durante el período de oscuridad cuando los cultivos están sincrorŭzados

(Clay et a1.,1975; Harris,1988).

La asimilación e incorporación de metil3H-timidina se ha utilizado como

medida de la síntesis de ADN en bacterias. Aunc^ue pocos, también existen datos

acerca de la asimilación de timidina tritiada por algas eucariotas, protozoos,

levaduras y otros hongos, recogidos por Karl (1982). Recientemente, se ha

demostrado que las microalgas eucariotas dentro de poblaciones mixtas de

microorganismos incorporan 3H-timidina (Rivkin, 1986, citado en Karl, 1986;

Tubbing & Admiraa1,1991a). Este método permite estudiar de un modo indirecto

pero muy rápido la síntesis de ácidos nucleicos en los microorganismos, como

base para el crecimiento celular.

Teniendo en cuenta los resultados que hemos obtenido mediante el estudio

de la incorporación de 3H-timidina, la concentración de cobre presente en el

medio afecta la síntesis de ácidos nucleicos de la diatomea P. tricbrnutum (Fig.13).

En los cultivos con las concentraciones de cobre más altas ensayadas la incorpo-

ración de timidina radiactiva es prácticamente nula (Fig.13), coincidiendo con los

cultivos que presentan una tasa de crecimiento próxima a 0(Fig. 8).

La tasa de crecimiento de P. trrcornutum a las 24 horas de exposición al

cobre y la tasa de incorporación de 3H-timidina después de 12 horas de exposición

al cobre son directamente proporcionales como se observa en la figura 50, con un

coeficiente de correlación de 0.928. Para el presente estudio hemos utilizado [6-

3H]-timidina, por lo que al metabolizarse el marcaje radiactivo puede dirigirse

tanto al ADN como al ARN, pero si tenemos en cuenta la correlación existente

entre la tasa de crecimiento y la tasa de incorporación de timidina, probablemente

la mayor parte de la timidina incorporada pase a formar parte del ADN; a esto
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Fiigura 50.- Relación entre la tasa de incorporación de 3H-timidina, expresada en fM

ml'' h'', y la tasa de crecimicnto a las 24 horae de exposición al cobre, expresada en

doblajee dia'', en loa cultivos dc Phaaodactylum trfcornutum con difircntes conccntracio-

nca dc cobrc cn cl mcdio.

habría que añadir el hecho de que la timidina se añade justo antes del inicio de la

fase de oscuridad en la que va a producirse la síntesis de ADN nucleaz en cultivos

sincronizados de microalgas (Clay eta1,1975; Harris,1988).

Uno de los efectos tóxicos más conocidos del cobre sobre las microalgas es

el que éste ejerce sobre la fotosíntesis. Las concentraciones de cobre que inhiben

la fotosíntesis son muy variables y dependen, como en el caso del crecimiento, de

la especie ensayada, las condiciones del estudio, etc. Wong & Chang (1991)

encuentran que 0.1 mg 1-1 de cobre inhiben ligeramente la fotosíntesis en Chlorella

pyrenoidosa, y se necesitan 0.25 mg 1'1 paza inhibirla completamente. Stauber &

Florence (1987) observan que en el caso de Nltzschia closterium son necesarias

concentraciones de cobre superiores a 0.1 mg 1'1 paza inhibir la fotosíntesis.

Las razones por las cuales el cobre irthibe la fotosíntesis son varias. Algunos

metales provocan una disminución de la síntesis de clorofila a (Ilangoban et al.,

1992); además el cobre inhibe la fotosíntesis disminuyendo el transporte electró-
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nioo fotosintético, ya que puede interferir en el fotosistema I(PS I) a nivel de la

ferredoxina (Shioi eta1.,1978) y en el fotosistema II (PSII) (Singh & Singh,1987).

La EC50 de cobre sobre la f otosíntesis, después de 8 horas de luz y exposición

al metal en cultivos de P. tricornutum con una densidad celulaz inicial de 24 x104

a^lulas ml'1, es 0.405 mg 1'1(Tabla IV), mientras que las EC50 paza el crecimiento

a las 48 y a las 96 horas de exposición al cobre son 0.231 y 0.208 mg 1'1 de cobre,

respectivamente (Fig.12). A la vista de estos datos se puede indicar que el efecto

inhibitorio sobre el crecimiento es mayor que el efecto producido sobre la

fotosíntesis, ya que la concentración de cobre necesaria paza inhibir el crecimiento

es menor que la necesaria paza inhibir la fotosíntesis, estimando e150% de ambos

pazámetros. Estos resultados concuerdan con los que apazecen en la bibliografía

en los que se observa que aún habiéndose producido un efecto inhibitorio del

crecimiento a causa del cobre, las células que no son capaces de dividirse pueden

seguir realizando determinadas funciones metabólicas, como puede ser la foto-

síntesis (Florence & Stauber,1986; Stauber & Florence,1987,1990).

Sin embazgo, en la mayoría de los estudios acerca de la toxicidad de los

metales sobre diferentes pazámetros fisiológicos de las especies ensayadas, las

densidades celulazes utilizadas paza observaz el efecto tóxico sobre el crecimiento

y las utilizadas para estudiaz el efecto sobre la fotosíntesis no son las mismas, lo

que conlleva que las diferencias entre los dos parámetros analizados pazezcan

mayores, dado que se suman los efectos propios del cobre conlos efectos que sobre

el crecimiento ejerce la densidad celulaz inicial del cultivo. Otro aspecto a tener en

cuenta a la hora de estudiar la fotosíntesis es la duración de las experiencias. Como

se indicó anteriormes ►te, la concentración de cobre requerida paza inhibir el

crecimiento un 50% disminuye a medida que aumenta el tiempo de la experiencia,

el tiempo de exposición al metal.

I'or todo esto, parece necesario que la oomparación de diferentes pazámetros

fisiológicos se lleve a cabo estudiando esas respuestas a tiempos de exposición al

metal similazes. Si tenemos en cuenta la EC50 sobre el crecimiento en el mínimo

tiempo requerido para determinar este pazámetro (24 horas), que es 667 }^g 1'i de

cobre, y la EC50 para la fotosíntesis durante las 12 horas que dura la experiencia,

y cuyo valor es 405 }^g 1'1 de cobre, se observa que la fotosíntesis se inhibe en un
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50% a concentraciones de cobre menores a las necesarias para reducir en la misma

proporción el crecimiento de los cultivos de P. tricornuhrm.

El grado de inhibición de la fotosíntesis aumenta a medida que aumenta la

concentración de cobre en el medio. Así, en los cultivos con la concentración de

cobre más alta de las ensayadas (5 mg 1'1 de cobre) la asimilación de 14C-

bicarbonato es prácticamente nula después de 4 horas de exposición al metal (Fig.

14).

La fotosíntesis constituye el proceso de producción de energía en las células

vegetales. Esta energía generada se almacena en forma de ATP. Por lo tanto,

cualquieragente queprovoqueunainhibición o alteración delproceso fotosintético,

puede alterar la concentración de ATP en el interior de las células.

Nuestros resultados muestran una disminución de los niveles intracelulares

de ATP como resultado de la exposición de las células de P. tricotztutum a

diferentes concentraciones de cobre (Fig. 16). Esta reducción puede ser una

consecuencia de la inhibición en los sistemas de transporte electrónico, como la

que se ha encontrado e,n células de Chlorella vulgaris en cultivos con zinc o con

mercurio (Rai et a1.,1991).

La concentración intracelular de ATP cae drásticamente desde la menor

concentración de cobre ensayada (0.025 mg 1'1), después de 8 horas de exposición

al metal (Fig. 16). Por lo tanto, es mucho mayor la caida de la conce,ntración

intracelular de ATP que la de la fotosíntesis. Este hecho podría explicarse por un

mayor consumo de ATP en el interior de la célula, además de reducirse su

producción. Este aumento en el consumo de AT1' puede ser debido a la necesidad

por parte de la célula de evitar en lo posible los efectos tóxicos del cobre,

manterúendo la integridad oelular y activando determinadosprooesos metabólioos

para mantener el crecimiento celular, que como se ha observado no se reduce

hasta concentraciones de cobre mayores que las que reducen el contenido de ATP.

El estrés es capaz de inducir o acelerar numerosos cambios característicos

de un proceso de envejecimiento. El estrés rompe la capacidad homeostática de

las células (Davies & Sigee, 1984; Gahan, 1984) e interfiere en los sistemas de
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automantenimiento celulaz, no sóloproduciendolesiones, sino también inhibie,ndo

su reparación y, posiblesnente, elevando el coste energético de dicha reparación

(Penning de Vries, 1975). El descenso en el contenido intracelular de ATP

observado (Fig.16), podría ser un indicador de el elevado gasto energético que se

produce como mecanismo de respuesta frente al estrés producido por el cobre.

Con el ñn de estudiar más a fondo el metabolismo fotosintético de

Phae^adactylcun tricornutum se realiza el análisis de pigmentos de esta microalga

sometida a diferentes concentraciones de cobre.

II análisis de pigmentos fotosintéticos de 51 diatomeas pertenecientes a 13

familias diferentes, concluye que todas ellas contienen clorofilas a y c, ^i-caroteno,

fucoxantina, diadinoxantina y diatoxantina (Jeffrey & Stauber,1985). Además, el

carotenoide neofucoxantina y los derivados de la clorofila a, clorofilida a, alómero

de la clorofila a, isómero de la clorofila a y la feofitina a aparecen en los cultivos

de diatomeas (Mantoura & Llewellyn,1983; Hallegraeff & Jeffrey,1985; IQein,

1988; Wright eta1.,1991). La clorofila a, la clorofila c, la fucoxantina y, probable-

mente, el a-caroteno son pigmentos capaces de captar la energía de la luz (Jeffrey,

1980). Las funciones de los restantes pigmentos no se conocen bien; tal vez

desempeñen un papel protector frente a la fotooxidación, algunos son interme-

diarios en la ruta de síntesis de algunos pigmentos (por ejemplo, la clorofilida a),

y algunos son productos de degradación, como la feofitina a (Klein, 1988).

La composición de pigmentos de las diatomeas depende de factores

ambientales, como la concentración de nutrientes, temperatura, intensidad de

luz, longitud de onda y fotoperiodo (Shimura & Fujita,1975; Beazdal & Morris,

1976; Carreto & Cataggio,1976; Humphrey,1979,1983; Jeffrey,1980; Gallagher et

a1.,1984).

La conce,ntración de diadinoxantina y de diatoxantina aumenta con la edad

de los cultivos en las diatomeas Navicula salinanim y Nitzschia closterium

(IQein,1988). Este autor señala, asímismo, que el alómero de la clorofila a sigue

e1 mismo patrón de concentración de la clorofila a, decreciendo con el tiempo. El

proceso de alomerización consiste en la oxidación de la clorofila a pH elevados.
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Nuestros resultados muestran que el cobre altera el patrón de pigmentos de

la diatomea marina Phaeadactylum tricornutum. La proporción de clorofila a

disminuye al aumentar la concentración de cobre, mientras que la proporción del

alómero de la clorofila a aumenta (Fig.17).

Messer & Ben-Shaul (1972), Lubián etal. (1986) y IQein (1988) observazt que

la ooncentración celulaz de todos los pigmentos sufre considerables variaciones

durante el crecimiento exponencial.

Cuando no existe ningún factor estresante, la relación clorofila a: alómero

de la clorofila a es menor durante los periodos de mayor crecimiento y aumenta

cuando el crecimiento se detiene, lo que indica que una elevada concentración del

alómero de la clorofila a está relacionado con un crecimiento activo (IQein,1988).

Sin embargo, en nuestros resultados se observa un descenso de esta relación entre

clorofila a y alómero de la clorofila a al aumentar la concentración de cobre del

medio, coincidiendo con las concentraciones de cobre que producen una mayor

reducción de la tasa de crecimiento y de la tasa de fotosíntesis.

Ademásde losparámetros clásioosutilizados enlos ensayos debiotoxicidad,

determinamos el efecto tóxico del cobre sobre diferentes caracteristicas celulazes

de Phaeo^dactylum tricornutum, estudiados en células individuales mediante la

técnica de citometría de flujo (CMF).

Entre la bibliografía revisada acerca de la metodología empleada para la

detección de cambios morfológicos en células microalgales afectadas por metales

pesados sólo se han encontrado técnicas de microscopía, tanto óptica como

electrónica. La citometría de flujo permite el análisis rápido de características

estructurales de las células analizadas. Las características estructurales que se

pueden analizar por citometría de flujo sin necesidad de teñir las células ni de

someterlas a ningún tratamiento especial son volumen y granularidad celular.

Varios autores han observado un aumento del volumen celulaz en diferen-

tes especies de microalgas expuestas a elevadas concentraciones de diferentes

metales pesados, coincidiendo con lo observado en el presente estudio para la

diatomea marina Phaeodactylum tricornutum por efecto de concentraciones
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elevadas de cobre (Figs. 21 y 22). Stauber & Florence (1987) observan cambios

morfológicos en células de la diatomea Nitzschia closterlum afectadas por cobre,

que incluyen un aumento en su volumen celular, así como otros cambios

estructurales. Stokes et al. (1973) también observan un aumento de tamaño en

células de Chlorella y Scene^desmus, estas células de gran tamaño se dividen y

recuperan su tamaño normal al ser transferidas a un medio libre de cobre. Bolaños

etal. (1992) utilizando un microscopio electrónico de transmisión, observan un

importante deterioroy aumentode tamañode oélulasde lacianobacteria Anabiaena

después de 96 horas de exposición a 1.5 mg 1"1 de cadmio.

El cobre afecta a los mecanismos de regulación del volumen celular

(Riisgazd et al., 1980), posiblemente incrementando la permeabilidad al Na+ o

reduciendo la permeabilidad al K+ y/o al Cl". Este hecho explicaría el incremento

inmediato de volumen observado tras la adición de cobre al cultivo de P.

tric^vrnutum, si bien es necesaria la adición de una importante cantidad de cobre

paza observaz dicho efecto (10 mg 1"1 de cobre) (Fig. 21).

Además del aumento de tamaño, las células de P. tricornutum expuestas a

cobre presentan cie,rtos cambios a nivel ultraestructural, o lo que se puede

denominaz complejidad interna celular. A las 96 horas de exposición a concentra-

ciones de cobre iguales o superiores a 1 mg 1'l, la complejidad interna de las células

es mayor que a las 8 horas de exposición al cobre (Figs. 23 y 24). Inmediatamente

después de la adición del cobre no se observan cambios a este nivel.

Una revisión de Smith (1983) acerca de los efectos del cobre en el nivel

ultraestructural de las diatomeas señala que Ditylum brigtwelli^ expuesta a 0.3

mg 1"^ de aobre presenta, además de un aumento del volume,n celulaz, el protoplasto

alejadode lapared celulary loscloroplastos conoentradosen un grupo (Cantenford,

1980). Análisis morfométricos de la cianobacteria Plectonema boryanum expues-

ta a cobre revelan un incremento en el volumen celular acompañado de otras

alteraciones en el interior de la célula como un descenso del área superficial en los

tilacoides, un mazcado descenso en el volumen de las inclusiones lipídicas y la

aparición de cuerpos granulazes electrondensos (IZachlin et a1.,1982b).
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Dlatoma tenuevar. elongatumincorpora oobre en los cuerpos polifosfatados

(Sicko-Goad & Stoermer,1979). En la diatomea Amphora veneta se observaron

cuerpos polifosfatados que contenían, además de fósforo, calcio y cobre dentro de

las vacuolas, pero además se encontrazon "cuerpos cúpricoŝ' asociados a mem-

branas, que contenían azufre, calcio y cobre (Daniel & Chamberlain, 1981).

Silverberg et al., (1976) encuentran que cepas tolerantes de Scenedesmus ligan

cobre en el núcleo a concentraciones que son letales para cepas no tolerantes. El

aumento de la complejidad celulaz también puede deberse a un aumento del

número o tamaño de las vacuolas, que tienen como finalidad excretar el metal que

está entrando en exceso al interior celular (Sicko-Goad,1982).

Estos cambios ultraestructurales citados producen en último término un

aumento de la complejidad celular similaz al que hemos observado en nuestros

resultados, si bien no podemos establecer a qué mecanismo o mecanismos

celulazes concretos se debe el aumento de la complejidad que hemos detectado.

Otro pazámetro celular que puede determinazse por CMF sin necesidad de

utilizar fluorocromo alguno es la autofluorescencia natural de las células, como

la existente en las células microalgales.

Existen algunos estudios acerca del posible efecto tóxico de diferentes

contaminantes sobre la fluorescencia de las células algales (Moody eta1.,1983).

Samson & Popovic (1988) utilizan una medida indirecta de la fluorescencia de la

clorofila a(el área complementaria de la cinética de la fluorescencia) como posible

indicador de los efectos tóxicos de los metales pesados cobre y mercurio y de

diversos insecticidasy herbicidas, sobre la miaroalga marina Dunaliella tertiolecta;

este área complementaria decrece cuando la concentración de cobre aumenta. En

ninguno de estos estudios se utiliza la técnica de CMF.

El estudio de las reacciones de la cadena de transporte electrónico es difícil

en células microalgales intactas ya que los aceptores o donadores exógenos

penetran muy difícilmente en ellas. Sin embazgo, las medidas de la fluorescencia

de la clorofila a en células intactas proporcionan información acerca de la

absorción, distribución y utilización dela energía en la fotosíntesis (Papageorgiou,

1975, citado en Murthy et a1.,1990). La fluorescencia de la clorofila a es particu-
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larmente sensible al funcionamiento del fotosistema II. Los cambios de

fluorescencia de la clorofila a a temperatura ambiente están principalmente

asociados con la actividad del fotosistema II (PS II), y reflejan el estado redox del

ac^ptor primario de electrones del PS II, la QA .(Murthy et a1.,1990). Cualquier

inhibición del flujo de electrones del centro de reacción del PS II desde el lado del

donador disminuye la fluorescencia de la clorofila a, mientras que el bloqueo del

lado del aceptor del PS II la incrementa (Butler,1977; Samson eta1.,1988; Murthy

eta1.,1990).

Xu etal. (1990) han observado que la fluorescencia de la clorofila a detectada

en un citómetro de flujo con un solo láser de excitación a 488 nm se corresponde

con la fluorescencia máxima (Finax) cuando los centros de reacción del PS II están

oerrados en el estado Qp ; este estado se alcanza en condiciones de elevada

intensidad de luz. En nuestros resultados se observa un incremento de la

fluorescencia de la clorofila a detectada por citometria de flujo de células de P.

tricornutum afectadas con diferentes concentraciones de cobre (Fig. 26). Este

hecho podría explicarse por un bloqueo, por efecto del cobre, de la cadena de

transporte electrónico a nivel del PS II, tal como postulan Singh & Singh (1987) y

Samson etal. (1988). Murthy etal. (1990) también han observado este bloqueo del

PS II por la acción del mercurio, en células de la cianobacteria Spitzrlina platensls.

Este bloqueo de la cadena de transporte electrónico a nivel del PS II puede

relacionarse con la disminución de la tasa de fotosíntesis y de la concentración

intracelular de ATP que hemos observado en las células de P. tricornutumcuando

se adicionan elevadas concentraciones de cobre al agua de mar.

Como hemos dicho anteriormente, el cobre produce un aumento del

volumen celular y las células más grandes presentan una mayor fluorescencia

(Fig. 27); estas células más grandes y más fluorescentes se observan a elevadas

concentraciones de cobre en el medio, concentraciones que producen la mayor

inhibición del crecimiento. Aunque el crecimiento esté inhibido, podría ocurrir

que la síntesis de clorofila a no se viese afectada; sin embargo, la proporción de

clorofila a en estas células es menor como hemos observado por el análisis de

pigme,ntos por HPLC (Fig.17). Otros autores han observado que la cantidad de

clorofila a.por célula disminuye por efecto del cadmio (Bolaños eta1.,1992). Por
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lo tanto, podemos decir que el aumento de la autofluorescencia se produce por

efecto del cobre a nivel del PS II y no por un aumento en la concentración de

clorofila a en la célula.

El estrés es capaz de inducir o aceleraz nmerosos cambios característicos de

un proceso de envejecimiento. Cantidades extremas del agente estresante matan

rápidamente las células de la planta u órgano af ectado, mientras que concentra-

cianes subletalespazecen aceleraz los procesos de envejecimiento celulaz (Noodén,

1988). El efecto más grave de1 estrés (tanto agudo como crónico) y del proceso de

senescencia celular es el daño causado sobre la membrana celular, ya que conlleva

una pérdida irreversible de la homeostasis celulaz (Cooper, 1981; Pegg, 1981;

Thompson,1974). En el presente estudio, se ha observado que concentraciones de

cobre iguales o superiores a 1 mg 1'1 inducen daños irreversibles a nivel de la

membrana plasmática en células de P. tricornutum, que se observan en el

descenso del número de células viables estudiado mediante la tinción de las

células dañadas con ioduro de propidio (Tabla VI; Fig. 28). El número de células

no viables, cuya membrana celulaz ha perdido la integridad, aumenta con la

concentración de cobre del medio y con el tiempo de exposición al metal (Tabla

VI; Fig. 28).

Las membranas celulares son barreras selectivas y dinámicas que juegan un

importante papel en la regulación de muchos procesos bioquímicos y fisiológicos.

Durante el envejecimiento celulaz se produce una pérdida progresiva de la

integridad de la membrana. Tal vez éste es el más evidente de los efectos de tipo

ultraestructural que llevan al deterioro de los orgánulos celulares y la membrana.

Se produce una pérdida progresiva de las propiedades funcionales y de la

integridad estructural (Thompson,1988).

El envejecimiento celulaz es un proceso activo que se inicia por la combina-

ción de factores internos y ambientales, y el deterioro de la membrana es una

característica fundamental de este proceso. El proceso de envejecimiento es

diferente según el tipo de membrana; por ejemplo, el envejecimiento de la

membrana de la fracción microsomal (membrana plasmática, retículo

endoplasmático y membrana de las vacuolas) es diferente al que sufren las
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membranas especializadas de los tilacoides de los cloroplastos (McRae &

Thompson,1985).

Los ácidos grasos insaturados son el componente mayoritario de la bicapa

lipídica de lasmembranas y son muy sensibles alos ataques delosradicales libres.

Las consecuencias del ataque de los radicales libres a las membranas son

numerosas e incluyen la peroxidación de los lipidos (Kellog & Fridovich,1975),

la lisis (Goldstein & Weissmann,1977) y la desesterificación de los ácidos grasos

(Niehaus, 1978). La formación de radicales superóxido en las membranas

microsomales envejecidas se ha atribuido a una lipoxigenasa asociada a membra-

na y, además, algunos autores implican a las lipasas en el deterioro de la

membrana (Thompson, 1988). Los radicales superóxido facilitan la

desesterificación de los ácidos grasos de los fosfolipidos (Niehaus,1978) y, unido

a la producción de estos radicales por la lipoxigenasa asociada a membrana,

contribuyen a la rotura de los fosfolipidos.

En células envejecidas de plantas superiores se ha observado que la relación

entre esteroles y fosfolipidos aumenta y el aumento de los esteroles frente a los

fosfolipidos reduce la fluidez de la bicapa (Shinitzky,1984), lo que facilitaría la

rotura de la membrana. Dhindsa etal. (1981) encuentran una correlación entre la

peroxidación de los lipidos y el aumento de la permeabilidad de la membrana en

los tejidos envejecidos de hojas.

Los metales de transición se pueden considerar como radicales ya que

presentan uno o mas electrones desapazeados. Debido a esto, pueden reaccionar

con el oxígeno paza inducir, por ejemplo, la producción de peligrosos radicales

libres (superóxido o hidroxilo), que pueden reaccionar con algunas biomoléculas,

principalmente lipoproteínas, causando un fenómeno de peroxidación, que es

especialmente evidente en las membranas lipídicas (Pisanti eta1.,1988).

La acti`ridad peroxidasa ha sido uno de los pazámetros estudiados que

presenta un mayor grado de variabilidad a lo lazgo del tiempo (Fig. 29). Sin

embazgo, a la vista de los resultados obtenidos se puede decir que cuando la

actividad peroxidasa aumenta (cultivos con 1, 2.5 y 5 mg 1-1 de cobre a las 96 horas

de exposición al metal) la viabilidad celulaz disminuye. Este hecho muestra que
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la actividad peroxidasa detectada está directamente relacionada con la desapari-

ción de la integridad de la membrana celulaz, lo que conduce a la muerte celular.

Entre los metales de transición, el cobre es muy reactivo y puede provocar

la formación de peróxidos y radicales libres de oxígeno, ya que puede llegaz a

presentaz cierta "actividad" superóxido dismutasa, que lleva a la formación de

peróxido de hidrógeno a paztir de radicales superóxido 02 (Florence & Stauber,

1986). Además, el cobre puede reducir los mecanismos de defensa contra estos

radicales, debido a la inhibición de la catalasa, como consecuencia del desplaza-

miento del hierro de su centro activo. Todos estos radicales podrían aceleraz la

degradación oxidativa de los lipidos de membrana.

. Nuestros resultados muestran que aquellas concentraciones de cobre que

producen un aumento de la actividad peroxidasa (Fig. 29) también producen un

descenso de la viabilidad celulaz (Fig. 28), lo que indica que ambos pazámetros se

encuentran relacionados.

Los organismos unicelulares se encuentran en contacto directo con el medio

que los rodea, separados únicamente por una membrana y, en determinados

casos, por una pared celulaz. Por tanto, cualquier alteración que se produzca en

el medio los va a afectar directamente y la primera respuesta celulaz frente a la

perturbación ambiental va a producirse a nivel de la membrana plasmática.

Inmediatamente después de la adición de elevadas concentraciones de

cobre al medio se produce una hiperpolarización de la membrana plasmática

(Tabla VII, Fig. 31). Después de 96 horas de exposición a concentraciones de cobre

iguales o superiores a 0.10 mg 1-1 presentan potenciales de membrana superiores

a los de las células control (sin cobre) (Fig. 32). El potencial de membrana

mitocondrial también aumenta por efecto de la concentración de cobre del medio

(Fig. 33). Varias respuestas citológicas indican la se,nsibilidad de las membranas

fotosintéticas y mitocondriales al cobre, y se recogen en los estudios de Rachlin

etal. (1982b), dónde el cobre fue el único entre 8 metales pesados ensayados que

causaba una mazcada reducción en el contenido celulaz en lipidos. Estos estudios

confirman las experiencias de Sandmann & Boger (1980a), dónde el cobre induce
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daños de membrana en Scenedesmusacutus, y apoya su modelo de reacciones de

peroxidación en lipidos inducidas por cobre (Sandmann & Boger,1980b).

Cada vez existen más evide,ncias de que los cambios en el pH citoplasmático

juegan el papel de mensajero secundario en los sistemas animales (Frelin et al.,

1988), pero en vegetales la información es muy débil y escasa (Felle,1989).

En el alga Eremosphaera viridis la acidificación del citoplasma induce un

aumento en la conductividad de los canales de K+(Kóhler eta1.,1986; Steigner et

a1.,1988). Esto sugiere que en las células vegetales, como en las células animales

excitables, el pH intracelulaz modifica las propiedades de los canales iónicos

(Moody,1984), y juega un importante papel en la transducción de señales desde

los fotosistemas en los cloroplastos a los canales de K+ en las membranas.

Cambios en el pH citoplasmático y en el Ca2+ citosólico suelen ir asociados

en las células animales, pero en vegetales existen muy pocos trabajos acerca de

esta variación conjunta, ya que el Ca2+ es muy difícil de medir en este tipo de

células (Kurkdjian & Guern,1989).

II pH intracelular puede afectar a las tasas de asimilación de metales; así,

la entrada de Sr+2 en la levadura Saccaromyces cerevisiae desciendé con el

aumento del pHi (Roomans et a1.,1979).

Los resultados obtenidos en el presente estudio muestran un aumento

inmediato del pHi en las células de Phae+o^dactylum tricornutum tras la adición

de elevadas concentraciones de cobre (Fig. 34, Tabla VIII). Las células afectadas

por el cobre después de una exposición lazga al metal presentan, asímismo, un

mayor pH intracelulaz (Fig. 35).

Como se ha dicho anteriormente, la alomerización de la clorofila se produce

cuando el pH intracelulaz es elevado. Las células expuestas a concentraciones de

cobre iguales o superiores a 0.5 mg 1'1 durante 24 horas presentan un notable

aumento de la proporción del alómero de la clorofila a frente a la proporción de

clorofila a, y la proporción de alómero es superior al de la dorofila a a paztir de

1 mg 1-1 de cobre (Fig.17). Los cultivos con una concentración de cobre igual o
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superior a 0.25 mg 1-1 presentan un importante aumento del pH intracelulaz a las

24 horas de exposición al metal frente a las células de los cultivos control (Fig. 35).

Las alteraciones fisiológicas y citológicas que hemos visto se producen

como consecuencia de la entrada de cobre al interior de la célula. Las células son

capaces de adsorber metales en su superficie celular, pero una fracción de este

metal penetra en la célula y sólo una pequeña cantidad puede ser atrapada de

forma inactiva, por ejemplo unido a fitoquelatinas. El exaESO de cobre que penetra

en la célula es el responsable de todos las alteraciones que hemos visto hasta el

momento.

La acumulación de metales traza y sus radioisótopos por microalgas

planctónicas ha sido objeto de numerosos esfiudios, que muestran que las algas

unicelulazes pueden captar elevadas concentraciones de metales pesados

(Nakajima eta1.,1981; Reed & Gadd,1988). Dos son los mecanismos principales

mediante los cuales pueden ejercer este proceso: la acumulación intracelulaz

(bioacumulación) y la unión de los metales a superficies celulares (bioadsorción).

La incorporación de metales por las microalgas es un proceso que se lleva

a cabo en dos fases: una fase rápida, independiente del metabolismo, que consiste

en la unión del metal a la superficie celulaz; y una fase más lenta de incorporación

al interior de la célula que se debe al efecto simultáneo de la incorporación activa

y la difusión pasiva del metal (Garnham et a1.,1992)

Una de las principales características de la mayoría de los microorganismos

(bacterias, hongos y microalgas) que los diferencia de las células animales, es la

presencia de pazed celular, que constituye una barrera externa defirúda, que se

sitúa exteriormente a la membrana citoplasmática celulaz. La pazed protege a los

microorganismos frente a las condiciones ambientales, controla los flujos existe,n-

tes entre el citoplasma y el medio que rodea a la célula y determina la forma y la

rigidez celular. Dado que está directamente relacionada con el medio, interactúa

con las sustancias solubles de éste; esta interacción puede ser pazticularmente

pronunciada en el caso de los iones metálicos, debido a las caraterísticas aniónicas

de la pazed celulaz (Remacle,1990).

165



Teoácidad del cobro eobre P. tricornutum

Las superficies celulazes de las microalgas juegan un importante papel en

la retirada de los metales pesados (Sigg, 1987; Whitfield & Turner, 1987). Las

microalgas presentan amplias áreas superficiales con una alta afinidad por estos

agentes. Las pazedes celulazes microalgales tienen numerosos poros en su

estructura que permiten que tanto las moléculas como los iones las atraviesen

(Kuyucak & Volesky,1990).

El eobre, en particular, es un metal que muestra una elevada afinidad por

los grupos funcionales de la superficie de las microalgas, con altas constantes de

formación de complejos (Xue eta1.,1988). Las células microalgales poseen en su

superficie varios grupos funcionales: carboxilo, amino, tio, hidroxi e hidroxi-

cazbox^lico, que pueden interactuaz con los iones me ''cos (Xue et al., 1988)

formando complejos de elevada estabilidad. Peterson etal. (1975) han calculado

que la diatomea Phaeodactylum posee 6.7 x 1O81ugazes en su superficie celulaz

para ligaz átomos de plomo.

Estos hechos permiten explicar por qué la mayor parte del cobre se

encuentra ligado a la superficie miaroalgal, siendo éste uno de los mecanismos

más importantes de defensa que presentan estos microorganismos contra la

eontaminación por éste y otros metales pesados que se encuentren en el medio.

En el presente estudio la diatomea marina P. tricornutum llegó a retirar un 65%

del cobre añadido, del cual más de190% apazece como cobre adsorbido (Tablas IX

y X).

Sin embazgo, a pesaz de este mecanismo, cierta cantidad de cobre se

inoorpora al interior de la célula, ya que éste es un elemento esencial para la

fisiología celulaz, pero cuando su concentración intracelular se eleva por encima

de un determinado umbral comienza a ejercer su toxicidad. La concentración

intracelulaz de cobre se satura a 0.037 mg x10^ célulá 1(Tabla IX; Fig. 37), lo que

indica que la cantidad de cobre que provoca los efectos tóxicos a nivel celular es

mínima. Por esta razón, a medida que aumenta el cobre intracelulaz se observa un

descenso de la tasa de crecimiento. La retirada de metales tóxicos del medio por

quelación de los iones metálicos, muestra una fuerte correlación entre la tasa de

crecimiento microalgal y la concentración de cobre iónico libre en el medio (Morel

& Morgan, 1972). Numerosos autores han encontrado que cuando aumenta la
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asimilación y acumulación intracelular de un metal, disminuye el crecimiento

(Coleman eta1.,1971; Kuyucak & Volesky,1990). En los resultados obtenidos en

este estudio, se observa que las células que acumulan más cobre son las que se

cultivan en un medio con una cantidad elevada de cobre y presentan una mínima

tasa de crecimiento.

II aumento en la cantidad de cobre intracelulaz está en relación con el hecho

de que no todo el cobre puede ser retirado por adsorción, estableciéndose un

equilibrio entre las tres fracciones: cobre extracelulaz, cobre adsorbido y cobre

intraoelulaz. Cuando se alcanza el nivel de saturación de los ligandos extracelulares,

se produce la entrada de cobre al interior de la célula hasta que de nuevo se

produzca la saturación, que se alcanza a niveles en los que la toxicidad es ya muy

severa.

Todos estos mecanismos permiten a las células actuar como

bioacumuladores, retirando del medio el metal que se encuentra en exceso

(Kuyucak & Volesky,1990). Esta capacidad de bioacumulación de las células será

tanto mayor cuanto mayor sea su resistencia a la toxicidad por el metal, puesto que

si el metal inhibe su crecimiento, las posibilidades de retirada son menores. Esto

se puede observar en nuestros resultados en los que a las concentaciones más altas

de cobre ensayadas se produce un descenso del porcentaje de cobre retirado,

precisamente debido a que existe un menor número de células que puedan ejercer

la función de retirada (Tabla X).

Hemos hablado del efecto producido por el cobre sobre la diatomea marina

Phae^odactylum tricorrtutum. Pero en los sistemas naturales es imposible hablar

del efecto de un único elemento en pazticulaz, ya que se producen interferencias

o interacciones con distintos factores, entre los cuales destaca la presencia de otros

iones metálicos en el medio.

Generalmente el lugaz primario de acción de los metales tóxicos es la

membrana celulaz (Passow et al., 1961). El paso de cationes a través de la

membrana está controlado por numerosos factores. Cuando un ión es absorbido

rápidamente en la membrana plasmática, con un descenso simultáneo en la

absorción^de otro, este fenómeno recibe el nombre de competición. Debido a este
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fenómeno, los iones pueden competir por los lugazes de unión a metales en la

membrana, o pueden ejercer efectos indirectos sobre procesos intracelulares de

los que forman parte. La competición entre metales por los lugazes de unión

dentro del organismo es responsable de muchos de los efectos delétereos que

provocan en los organismos.

Debido a que el crecimiento es uno de los pazámetros más utilizados en

ensayos de toxicidad, f ue elegido para el estudio de interacciones metálicas entre

el cobre y los metales zinc, hierro y cadmio.

Los efectos de las combinaciones de metales sobre las microalgas dependen

de las especies ensayadas, las combinaciones metálicas utilizadas y el orden de

introducción de los metales (Stratton & Corke,1979). Se ha encontrado que las

interacclonesdelosiones divalentes son másoomplejas quelas delos monovalentes

(Campbell & Lewis,1988); por todo esto, las referencias existentes varían enorme-

mente de unas especies microalgales a otras, e incluso dentro de una misma

especie las relaciones entre metales pueden variaz dependiendo del pazámetro

que se estudie.

Numerosos estudios de interacciones de metales pesados en microalgas

están referidos a la mezcla de cobre con otros metales como cadmio, mercurio,

niquel, zinc, etc. Otros factores que afectan a la toxicidad son los constituyentes

químicos de las células, especialmente el tipo de grupos que se ligan a metales

presentes en la membrana celulaz, y también a la presencia de ligandos orgánicos

a los que se unen los metales. Gran parte de la inf ormación relativa a la interacción

de metales pesados representa casos de sinergismo o antagonismo.

El papel del cobre, zinc y hierro como micronutrientes esenciales está bien

documentado en la literatura como componentes metabólicos de las metaloenzimas

mientras que se desconoce cualquier función fisiológica del cadmio. El zinc es un

elemento esencial paza la actividad del enzima anhidrasa carbónica, el cual

incrementa la disponibilidad del COZ paza la ribulosa bifosfato carboxilasa y la

HC03 fosfoenolpiruvato carboxilasa. El hierro forma pazte de la estructura de

muchos enzimas (catalasa, peroxidasa, etc.) y transportadores electrónicos

(citoeromos, etc). El cadmio tiene un efecto citotóxico en numerosos organismos
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a través de la inhibición de numerosas actividades enzimáticas en el sistema

mitocondrial, con alteraciones estructurales específicas.

Elevadas concentraciones de zinc en los sistemas acuáticos pueden ser

peligrosos paza los diferentes organismos vivos. Anualmente se vierten grandes

cantidades de zinc en las aguas costeras marinas de regiones densamente

pobladas (Young et al. 1980). La toxicidad y acumulación de zinc en especies

cultivadas de microalgas han sido ampliamente esfiudiadas (Jensen et a1.,1974;

Braek et al., 1980). Sin embazgo, algunos trabajos hablan de la necesidad de

investigar los procesos físicos y biológicos implicados en la fijación del zinc por

las microalgas, así como la adsorción, transporte transmembrana y metabolismo.

Aunque los niveles de cadmio en el mar en condiciones normales son

aparentemente no tóxicos, este metal está reconocido como un contaminante

ambiental peligroso (Hiatt and Huff,1975) y su incorporación por el ñtoplancton

en el primer nivel de la cade,na trófica marina puede ser de importancia ecológica.

El ñtoplancton juega un papel fundamental en la distribución geoquímica del

cadmio, y éste puede ser transportado a niveles superiores de la cadena trófica.

Los resultados obtenidos en las experiencias realizadas con zinc y cobre

muestran que la introducción de zinc, a la concentración utilizada, alivia la

inhibición sobre el crecimiento de P. tricornutum (Tabla XI; Fig. 39 a 45). Estos

resultados coinciden con los de Morel etal. (1978) y Rueter & Morel (1981), que

muestran que la toxicidad del cobre sobre las diatomeas puede ser modificada por

la presencia de silicio y zinc, encontrando antagonismo entre cobre y zinc.

Numerosos autores han descrito interacciones de tipo sinérgico o antagónico

entre zinc y cobre y entre zinc y cadmio (Braek eta1.,1976,1980; Say & Whitton,

1977) . Concretamente, Braek etal. (1976) encuentran que el zinc es capaz de aliviar

la inhibición producida por cobre sobre el crecimiento de Phaeodactylum

tricornutum, y tambien se ha citado una interacción de tipo antagónico entre cobre

y zinc sobre el volumen celular de Phaeodactylum y Euglena (Stratton & Corke,

1979), lo que coincide con los resultados obtenidos en nuestro estudio. Respecto

al modo de interacción de estos dos metales, existen evidencias de que el zinc y

el cobre compiten por el mismo sitio activo (Price & Quigley,1966).
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En contraste al fenómeno competitivo, la entrada de un metal a un organis-

mo puede ser facilitada por la presencia de otro. La explicación más aceptada para

el fenómeno de sinergismo es que la permeabilidad de membrana se incrementa

(Campbell & Lewis,1988).

En los resultados obterúdos en las experiencias de interacción entre cobre

y hierro, y entre cobre y cadmio, los resultados muestran que cuando estos

metales se introducen juntos en el medio de cultivo en las concentraciones

ensayadas, la inhibición de1 crecimiento en P. tricorncrtum aumenta, dando lugar

a una menor densidad celulaz a lo lazgo del periodo experimental en comparación

con los datos obtenidos cuando el único metal introducido en el medio de cultivo

es el cobre, produciéndose pues, una interacción de tipo sinérgico entre cobre y

hierro, y entre cobre y cadmio (Tabla XI; Fig. 39 a 45). Estos resultados coinciden

con los de otros autores que han descrito interacciones competitivas entre el cobre

oon potasio, cadmio, manganeso y niquel, y entre el cadmio y el cobre, hierro y

zinc (Sunda eta1,1981; Harrison y More1,1983; Babich et a1.,1984) .
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Conclusiones

1: La toxicidad del cobre sobre el crecimiento de la microalga marina

Phae«^actylum tricornutum es función de las densidades celulazes iniciales

utilizadas en los ensayos. En el rango de concentraciones utilizadas, existe una

relación lineal entre el tamaño del inóculo y la ECSO obtenida a las 48 horas de

exposición al metal. A las 96 horas esta linearidad se mantiene sólo paza densida-

des celulazes iguales o menores 24 x104 células ml-1 iniciales.

2: La incorporación de 3H-timidina es un técnica rápida y sensible para la

detección del efecto tóxico del cobre en Phaeodacfylum tricornutum, mostrando

una alta correlación con la tasa de crecimiento.

3.- El cobre afecta al metabolismo fotosintético de Phaeodactylum

tricornutum. Concentraciones subletales de cobre inhiben la incorporación de

14C-bicarbonato, disminuyen el contenido intracelular de ATP, alteran el patrón

de pigmentos fotosintéticos y provocan un aumento de la fluorescencia de la

clorofila a; esto indica que el transporte electrónico fotosintético es afectado por

estas concentraciones de cobre.

4: Concentraciones elevadas de cobre producen un aumento del volumen

celular, la pérdida de la integridad de la membrana plasmática, un incremento del

pH intracelulaz, un incremento de la actividad peroxidasa celular y alteraciones

en el potencial de membrana, tanto citoplasmática como mitocondrial, en las

células de Phaeodactylum tricornutum.

5: La citometría de flujo es una técnica válida paza los estudios de toxicidad

de metales pesados sobre microalgas, que permite obtener datos acerca del efecto

de los metales tanto a nivel estructural como fisiológico.

6: Phae^odactylum tricornutum es capaz debioadsorber ybioacumular una

fracción del cobre que se encuentra en el medio. La mayor parte del cobre retirado

por estas células se encuentra adsorbido a su superficie celular.
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7: El efecto irihibitorio del cobre sobre el crecimiento de Phaeodactylum

trioornutum es afectado por la presencia de otros iones metálicos en el medio. El

zinc presenta un efecto antagórúco, disminuyendo la toxicidad del cobre, mien-

tras que el cadmio y el hierro tienen efectos sinérgicos, potenciando la toxicidad

del cobre.
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