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RESUMEN: Las incubaciones lievadas a cabo en presencia de las DI, obte-
nidas para periodos de exposicién de 44 horas (75 v 20 ppb para los aroclores
1232 y 1248, respectivamente), ademds de permitic la confirmacion de los cfec-
tos ya descritos sobre el nimero de células v pigmentos fotosintéticos, se uti-
lizan pata describir la accion de los xenobioticos en términos de alieraciones
en la composicion bioguimica del micreorganismo (proteinas, hidratos de
catbong, ARN, silicio, pigmentos fotosintéticos)

Los niveles de pigmentos fotosintéticos, proteinas, hidiatos de carbono y ARN
presentan una evolucidn esencizlmente parecida, siendo durante las primeras
horas de incubacidn cuando los efeclos toxicos del xenobidtico son mis paten-
tes. Por lo que respecta al silicio valvar, se constata que la elaboracién de
ia valva es un proceso poco afectado por ia presencia de PCBs

SUMMARY: Errict of PCBS ON CHEMICAL COMPOSITION OF «THALASSIOSIRA ROTULA»
(MruniER, 1910) — The incubations carried out in the presence of the ID,, for
incubation periods of 44 hour (75 and 20 ppb for Aroclor-1232 and Aroclori248,
respectively) allow to confirm the previously described effects on the number
of cells and photosinthetic pigments They have been also emploved to
deseribe the xenobiotic action in terms of changes in the biochemical com-
position of the diatom {proieins, carbohydrates, RNA, silicon, photosynthetic
pigments). The photosynthetic pigments, proteins, carbohydrates and RNA
levels, essentially present a similat evolution. During the first hours of the
development the xenobiotic toxic effects are more evident, but in respect to
the valvar silicon, it is confirmed that the valve elaboration is a process
stightiy affected by the presence of PCBs

INTRODUCCION

En trabajos anteriores {FernANpez RER1z ef al, 1983; Murapo el al.,
1984) se estudid la respuesta de la diatomea marina IThalassiosira rotula
{Meunier, 1910) a la presencia no simultinea de dos mezclas comerciales de
PCBs {Aroclores 1232 vy 1248), prestandose una especial atencion a la estanda-

* Recibido el 24 de mayo de 1984 Aceptado el 4 de octubre de 1984
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rizacién de parametros operatorios, as{ como a la inlluencia del estado fisio-
logico de la poblacién del indculo sobre las relaciones dosis-respuesta, v a la
dinamica de los procesos de bioconcentracion de los xenobi6ticos por céluias
vivas y muertas del microorganismo.

Aungue ia bibliografia referente a la composicion quimica del fitoplancton
es relativamente abundante cuando se trata de condiciones fisiolégicas (HAUG
et al, 1973 Marsoarl et al, 1962; MYKLESTAD ef al., 1972; MYKLESTAD ef al,
1974, Borowiiska et al., 1974; PARSoNS ef al, 1961 Saksuauc ef al, 1973; Hoin-
HamseN ef al, 1968, entre otros), mucho mds escasa y parcial resulta la que
se ocupa de las variaciones de dicha composicién como consecuencia de stress
quimicos (PAAScHE ef al., 1973; Ewalb ef al, 1971; SiNcLaIr ef al, 1977).

En este trabajo, en el que como en los anteriormente citados, se sigue uti-
izando Th rofula y los Aroclores 1232 y 1248 como materiales basicos, se
estudian, en cultivos discontinuos, los efectos determinados por la presencia
de concentraciones de los PCBs equivalentes a las DI, sobre los niveles re-
latives de diversos componentes esenciales de la microalga {pigmentos foto-
sintéticos, proteinas, hidratos de carbono, ARN, silicio).

MATERITAL Y METODOS

Thalassiosira rotula se aislé a partir de muestras de agua de mar v se man-
tuvo axénicamente en cultivo segin métodos ya descritos (FErRNANDEZ REIRTZ
et al, 1983), en el medio «f/2Z» de Gurirarp v Ruvrusr (1962). Los ensayos se
realizaron con las I, obtenidas para periodos de exposicion de 44 horas
{75 y 20 ppb para los Aroclores 1232 v 1248 respectivamente} El indcuic provee
ai cuitivo de una poblacién inicial de 5% 10* céls/ml. La determinacion del
numero de células se lleva a cabo por medida de la absorbancia a 750 nm.

La valoracion de los pigmentos fotosintéticos se Heva a cabo siguiendo
esencialmente las metodologias recomendadas en SCOR (UNESCO, 1966). Para
la cuantificacién de las clorofilas se aplicaron las ecuaciones de JEFFREY ¥
HumpHrEY (1975). Para los carotenoides se utilizd la relacion de PARSONS vy
STRICKLAND (1963},

La composicion elemental (en tantos por cienlo de C, H y N) se determing
en un analizador elemental Perkin Elmer 240

La valoracion de las proteinas fue Hevada a cabo por el método de Lowny
et al. (1951}, segun lo aplican Packarp et ol (1972)

Los hidratos de carbono se cuantifican como ghicosa mediante la reduccion
del fenol-sulfurico (Parsons y Sirickianp, 1968)

Para la determinacion del silicio valvar se toma de cada cultive una ali-
cuota de 10 ml que se centrifuga en tubo de polietileno después de anadir una
gota de lugol (que favorece la sedimentacién de las células sin riesgo de ul-
teriores interferencias analiticas) Después de un lavado con 5 ml de agua
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destilada, el sedimento resultante se trata en el mismo tubo con 3 ml de
NaOH 1N en bafio de agua a 50°C durante 20 minutos, tratamiento que pasa
la totalidad del silicio valvar a la forma detectable mediante la reaccion del
molibdato Una vez frio e extracto alcalino, se neutraliza con 3 mi de CIH 1 N,
se centrifuga el conjunto y se repite la extraccién en el sedimento resultante.
Reunidos los sobrenadantes de ambas extracciones, se llevan a un volumen
adecuado con NaCl 0,5M y en una alicuota se determina el 8i por medio de
la mencionada reaccién del molibdato (PArsoNs y STRICKLAND, 1968), utilizando
como patrén una solucién de NaSiF .

Para la obtencidn de los extractos utilizados en la determinacién del dcido
ribonucleico hubo de prescindirse, después de una serie de ensayos prelimi-
nares, tanto de los métodos basados er tratamientos con Acido tricloroace-
tico (productores de diversas interferencias conducentes a sobreestimaciones},
como de los que exigen una previa eliminacién de los materiales lipidicos (que
proporcionan valores poco 1eproducibles y a menudo anormalmente bajos).
Siguiendo, finalmente, la secuencia de SuiBko et al. (1967) con pequeiias modi-
ficaciones, la muestra obtenida por filtracion de una alicuota de cultivo sobre
un filtro de fbra de vidrio, se homogeneiza en un tubo de centrifuga con agua
destilada, mediante la accion de un pistilo de teflén bien ajustado, a 1500 re-
voluciones/minuto. Llevado el homoneizado a un volumen de &6 ml, y enfriado
a 0°C, se afiaden 0,6 ml de acido perclérico al 70 %. El conjunto se agita in-
termitentemente durante 15 min, pasados los cuales se centrifuga, extrayén-
dose el sedimentio otras dos veces, siempre a 0°C, con 4-5 ml de HCIO, 5 %.

Reunidos los sobrenadantes (fraccién acido-soluble, gue no es utilizada),
el sedimento se trata con 4 ml de NaQH 1 N, 15 horas a 25°C {Harr1s, 1967),
trataminto que hidroliza el ARN a mononucledtidos dcido-solubles que perma-
necen en solucidn cuando el conjunto se reacidifica con 1 ml de HCIO, 70 %,
a 0°C, mientras precipitan proteinas y ADN.

Después de centrifugar y extraer el sedimento dos veces mas con 34 ml
de HCIO, 5%, a 0°C, en los sobrenadantes reunidos —-que se almacenan a 0°C
por periodos nunca superiores a una semana— se determina ribosa mediante
la reaccién del orcinol, segiin la modificacién de Ocur y Rosen (1950).

RESULTADOS Y DISCUSION

En la figura 1, que recoge los resultados relativos al crecimiento numérico
del microorganismo, se confirma, per una parte, la exactitud de las DI, .,
determinadas en un trabajo anterior (75 y 20 ppb para el A-1232 y A-1248, res-
pectivamente (FERNANDEZ REIR1Z ¢! al, 1983)), asi como fa caracterizacién de
los efectos de los xenobioticos por su capacidad para provocar una fase de
iatencia bien acusada, tras la cual los cultivos tratados con i0s aroclores 1ecu-
peran las tasas de divisién que se dan en los controles, igualandose con éstos,
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por lo gue al numere de células se refiere, una vez alcanzada la fase esia-
cionaria.

La atribucién de dicha fase de latencia a un proceso de acomodacién del
equipo enzimdtico del alga, inducido por la presencia de los xenobiéticos,
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Fi16. 1. — Crecimiento numérico de Thelassiosira rotnly en presencia de la DI,
de los aroclores 1232 y 1248

viene apoyada por la evolucién de los niveles de acido ribonucleico (fig. 2),
particularmente si se consideran en relacién al nimero de células, niveles
que delatan una significativa estimulacion de su biosintesis durante la pri-
mera fase de la incubacién. Dado que, de cualquier modo, el microorganismo
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Fi6. 2 — Evolucion de los niveles de ribosa (ARN), en presencia de la DI,
de los aroclores 1232 y 1248
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CUADRO 1

Pardmelros esenciales determinacos en cultives de Thalassiosira rofule Valores medios
de un minimo de dos determinaciones. Ervores estandar: Células, <A % Ribosa (ARN},
<f % Hidratos de carbono, <3 %; Proteinas, <3 %: Silicio, <3 %,; C/N, <6%

(Célulasfmiy 1 Ribosa {ARN) (pg/mb Carboltidratos {rg/ml)

Haras C A-12332 AL28 C A-1232 A-1248 C A-1232 AJHS

48 216,7 184 201 0,79 006 0,07 275 033 0,49

72 451,2 81,5 W83 105 0,28 042 1103 1,11 133

95 509.8 3249 3881 0,88 0,96 £,01 14,78 3,52 624

120 3279 4737 4873 0,66 033 044 G 6t 16.67 17,19

165 5594 5423 5729 047 0,18 0,25 818 1059 11,35

214 6354 6354 588 4 1,04 0,85 0,78 921 087 9,69
Proteinas {pg/mib) Silicio {nat g/mb C/N

Horas C A-1232 A1 C A-1232  ALMG C A-1232 A-1248

48 1575 1,24 173 44,51 1215 1543 5.26 5,63 6,42

72 39,56 5,25 7.16 55,55 18,27 21,22 6,79 5,06 5,07

95 41,26 25,76 32,21 72,60 64,72 68,78 9,58 5,17 5.64

120 41,33 41,34 37,70 104,08 103,20 162 32 9,88 7.99 7,86

163 4348 44,13 44,13 76 96 75,21 74,80 10:94 10,16 8,97
214 4,15 53,72 44,28 1744 7744 74,80 11,16 1139 9,21

CUADROG I Continuacicon)

Pigmenlos fotosintéticos determinados en cultivos de Thalasstosira rotula. Valores medios
de un minimo de dos determinaciones Errores esténdar: <3 %

Clorofila a {(ng/1) Clorofila ¢ (pg/l) Carotenos {P-S75)
Haras C A 1232 A-1248 C A-1232 A8 C A-1232 AJH8
48 544.6 231 321 91,7 30 38 4517 AN 27

72 18202 1696 2400 316,7 482 33,2 16250 1493 2058
95 18499 894.6 1177.8 2465 160,7 1839 1800,0 7500 10710
120 16580  1766,7 1541,7 2579 2760 2554 17155 17550 18975
165 11833 15789 14080 196,7 2498 2327 13200 16500 15730
214 875,1 11794 8914 18,8 1544 177 999,0 13650 1044,0
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resulta incapaz (FERNANDEz REIRIZ ef al, 1983; Murabo et al, 1984) de trans-
formar metabolicamente a los xenobidticos, todo parece indicar una res-
puesta en forma de «induccion gratuita», similar a la descrita por MURApO
et al. (1976, 1979). Por otra parte, y pese a la «recuperacion» de los cultivos
dosificaclos con los toxicos observable en términos de numero de células, las
evidentes diferencias detectables a lo largo de todo el periodo de incubacién
en una especie quimica de la trascendencia metabdlica del ARN, abren mu-
chas dudas sobre la realidad de tal recuperacion.
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Fic 3 — Evolucién de los niveles de clorofila a {1}; carotenos (2) y clorefiln ¢ (3).
en presencia de la DI, de los aroclores 1232 y 1248
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Algo andlogo, en el fondo, podria decirse en relacion con varios de los res-
tantes componentes {cuadro I), cuya dindmica a lo largo de fa sucesion de
Fases, caracteristica de los cultivos discontinuos, se ve mds o menos profun
damente alterada hasta mucho mds alla del punto en el que se igualan los
nameros de células en cultivos tratados v controles,

Asi ocurre muy claramente, por ejemplo, en el caso de los pigmentos foto-
sintéticos (fig. 3) e hidratos de carbono (fig. 4}, componentes cuyas dindmicas
presentan —prescindiendo de los valores absolutos de sus oscilaciones— un
alto grado de paralelismo y ponen de manifiesto, por otra parte, la necesidad
de estudiar la evolucién de los cultivos a lo largo de todo el cicle de cre-
cimiento, para obtener una evaluacidn fiable de las respuestas de cardcte;
toxicoldgico. Efectivamente, la consideracidn puntual de los niveles relativos
de todos los componentes hasta aqui mencionados, en cultivos controles y tra-
tados, proporcionaria resultados muy diferentes, v en muchos casos clara-
mente contradictorios —lo cual ocurre con frecuencia en la bibliografia al
respecto-, dependiendo de los periodos de incubacion que se considerasen.
Tales contradicciones, sin embargo, se resuelven en una situacidn coherente
al estudiar la evolucion de los cultives en el tiempo.

En relacion con los pigmentos fotosintéticos cabe deslacar, finalmente, la
similitud existente entre las situaciones de la clorefila a vy los carotenos,
ambas ligeramente diferentes de las de la clorofila ¢

Por su parte, los valores correspondientes a proteinas totales (fig. 5) y sl
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Fit. 4 — Evolucion de los niveles de hidratos de carbono por céluia (@) y por unidad de
volumen de cultivo (2, en presencia de la Df,, de los aroclores 1232 y 1248
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F16. 5 ~ Evolucidon de los niveles de proteinas por célula (@) y por unidad de volumen
de cultivo {7, en presencia de la DI, de los aroclores 1232 y [248.

licio valvar {fig. 6) son los que parecen experimentar, en los cultivos tratados,
unas procesos de recuperacidon mas similares a los descritos para el numero
de células, si bien en el caso de las proteinas debe subrayarse que su nivel
global poco puede prejuzgar acerca de su actividad fisiolégica. En el caso del
silicio, por ultimo, destaca el hecho de que sus niveles por célula, en los culti-
vos tratados, igualan a los hallados en los controles partiendo de los valores
mucho mas altos que caracterizan la primera fase de la incubacién, situacidén
que sugiere una escasa susceptibilidad a ios PCBs del metabolismo del silicio
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F16. 6 - Evelucion de los niveles de silicio por céluia (@) v por unidad de volumen
de cultive (), en presencia de la DJ,, de jos arociores 1232 y 1248
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v, desde luepo, pone de manifiesto que el proceso de elaboracién de la valva
resulta mucho menos afectado por la presencia de los xenobiéticos que ia
division celular.

Por lo que se refliere a la informacion proporcionada por el analisis ele-
mental (fig. 7), es claro que la relacién C/N se comporta en cierto modo como
una sintesis de los acontecimientos metabdlicos que, si bien menos informa-
tiva que las variaciones detectadas en los componentes individuales, refleja
coherentemente la situacion global descrita, poniendo de manifiesto la difi-
cultad de los cultivos tratados —existe aqui también una clara fase de laten-

cia— para alcanzar la composicidn caracteristica de las tltimas etapas del
ciclo de desarrollo.
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Fic 7. — Andlisis elemental: 1 carbono; 2, nitrdgeno; 3, hidrégeno, y 4. relacién C/N,
en presencia de la DI, de los arvoclores 1232 y 1248

CONCLUSIONES

Tal vez el aspecto mas relevante que pone de manifiesto ia respuesta aqui
estudiada de la diatomea marina Thalassiosira rotula a la presencia de PCBs,
consiste en la serie de situaciones diferentes que, al comparar los niveles de
componentes esenciales (por ejemplo dcido ribonucleico, clorofila 4, carotenos,
hidratos de carbono totales, silicio) en cultivos controles y tratados, se su-
ceden a lo largo del ciclo de cultivo discontinuo. Sucesién gue dificulta la
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comparacion entre resultados obtenidos —como es o usual— a partir de
incubaciones a tiempos tnicos de exposicion.

La recuperacién de la normalidad, por parte de los cultivos tratados con
los xenobidticos, que cabria deducir del estudio de pardmetros como el mi
mero de céiulas o el silicio valvar, no parece constituir una valoracidn rea-
lista si se tiene en cuenta la notable prolongacién de los efectos de los PCBs
sobre componentes metabdlicamente tan importantes como el acido ribonu-
cleico o los hidratos de carbono.

Aunque no se dispone de datos en torno a los posibles sistemas enzimaticos
implicados, las caracteristicas de la respuesta de!l microorganismo —particu-
larmente la estimulacién de la biosintesis de dcido ribonucleico durante las
primeras fases del cultivo— sugieren que los efectos de los PCBs podrian
deberse, aun en ausencia de una accidn definida sobre algin mecanismo me-
{abdlico fundamental, a una induceion enzimditica causante de un desequilibrio
global en Ia economia celular.
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