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RESUMERN: Con el objetive de conocer la dinamica de la productividad pri-
maria y Iz excrecidén de Ia dintomea litoral Phacodaciviton ricornutmn Bohlin
en cultivos de volumen limitado, se configuraron una seric de experimentos
a través de los cuales se abordé el estudio de fa influencin de los siguientes
pardmetros: abundancia o carencia de amonio, nitrato, nitrito, fosfato y car-
bono inorgdnico; intensidad luminica; iluminacidn continuada y alternancia
de luz y oscuridad. 86lo une de los experimentos se realizé en condiciones
axénicas. Como complemento de los objetivos expuestos, ¢ trabajo ha abor-
dado también ¢l cstudio de la concentracion de los pigmentos fotosintéticos,
influencia del pH, influencia de catabolitos presentes en el medio de cultivo
y actividad heterotrofica bacteriana.

La carencia o infima concentracion de amonio, nitrate y fosfato, no comporian
una variacion apreciable en los niveles de excrecion del cultivo, afectando en
cambio a la productividad primaria, lo cual conduce a que ¢f crecimiento de la
poblacién celuiar decaiga. En todos los experimentos se han registrado unos
valores de excrecidn mayores durante la fase de crecimiento exponencial; esta
excrecion decrece posiericrmente en orden inverso al erecimiento celular. Ex-
ceplo para esas primeras fases de crecimiento del cultiveo, todo parece indicar
que existe una dindmieca de excrecion constante. No obstante, hemos apreciado
un ligers ineremento de la cxcrecion de materia organica en cultivos sometidos
a bajas intensidades luminicas.

SUMMARY: FACTORS AFFECTING THE ASSIMUATION AND EXCRETION RATE ON Pliaeo-
dactylum {ricornutum Bomix IN gafen cuiTures — In order lo know the pri-
mary production and the dynamics of the release of organic matter from the
litteral diatom Phacodactylunt tricornntum Bohlin in limited volume cultures,
it has been built a serie of experiments through which we have studied the
influence of the following parameters: abundance or lack of ammonia, nitrate,
nitrite, phosphate and inorganic carbon; light intensity; continuous illumina-
tion and alternation of light and darkness Only one of the cultures has been
axenic Besides the objectives explained above, the work has undertook the
study of photosynthetic pigments concentration, pH influence, presence of
catabolites in the culture media and bacterial heterotrophic activity,

The lack or deficient concentration of ammeonia, nitrate and phosphate don't
give any appreciating variation in the culture excretion levels, but the primary

* Recibide el 15 de julio de 1981, Este trabajo es un resumen de la memoria que baio
el titulo «Balance asimilacion-excrecion en cultivos convencionales de Phaeodactylunt tri-
cornutun Bouline presentéd el autor para optar al grado de Doctor en Biologfa en ia Uni-
versidad Auténoma de Barcelona
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production is afected, decaying the cellular growth In all experiments it has
been noticed the highest excretion values when the exponential phase is taking
place, posterioriy decreasing in an inverse order than cellular growth Except
for these first phases of the culture growth, it seems to exist a constant dyna-
mic of excretion. Nevertheless, we have observed a slight release of organic
matter enhancement in cultures under low light intensities.

INTRODUCCION

Hoy en dia se sabe con certeza que las poblaciones fitoplancténicas pueden
liberar al medio externo una parie substancial del carbono fijado en la foto-
sintesis, en forma de materia organica disuelta. Estos productos extracelu-
lares pueden jugar un importante papel en el crecimiento del alga y su fisio-
logia, asi como también en las cadenas troficas acudticas subsidiarias. EI hecho
de no tener en cuenia este Factor puede introducir serios errores en los estu-
dios de productividad primaria de comunidades acuaticas.

La naturaleza de los productos liberados es muy diversa (Stewary, 1974),
si bien el acido glicdlico es probablemente el mayor componente de la frac
cion organica extracelular liberada durante la fotosintesis del fitoplancton y
probablemente juega un importante papel en la transferencia de energia en
los ambientes acudticos (Sean y Foce, 19733,

En estudios de campo, este compuesto ha llegado a constituir el 35 % del
carbono organico excretado (AL-Hassan y CoucHLan, 1976)

Foce (1965) ha sugerido que el acido glicdlico excretado por las células es
un factor que estimuia el crecimiento de determinadas especies. Asimismo
este producto poediia actuar como reserva extracelular para ser utilizado en
condiciones desfavorables para la fotosintesis.

Si bien la pérdida de contenido celular puede ocurrir por autolisis o cual-
quier tipo de lisis celular, en particular durante la fase estacionaria de cre-
cimiento, el interds de nuestro estudio se centra en la liberacidn de substan-
cias simples por parte de células sanas, que probabliemente tiene lugar por
difusion a través de la membrana celular.

La magnitud de la produccidén de compuestos extracelulares puede depen-
der de los factores fisioldgicos y ambientales que afectan a la permeabilidad
de la membrana v a la concentracion intracelular de metabolitos simples
(GuiLLarp y Heriesusi, 1971).

El nexo entre factores ambientales y excrecion aparece claro en el caso de
los nutrientes. La abundancia o carencia en el medio de uno de ellos puede
provocar en mayor o menor grado la variacion del metabolismo y composi-
cion intracelular (Yenrscy y Vaccaro, 1958, BeriLAnD et gl, 1970; HEALEY ¥
HMennzeL, 1975; Grover, 1977)

Numerosos estudios de produccion extracelular fitoplanctdnica realizados
en el medio natural, indican que tal excrecion es proporcionalmente més alta
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en aguas oligotrdficas que en aguas eutrdficas (ANDERSON y ZEUISCHEL, 1970;
Tuomas, 1971; Brrman y Horm-Hansen, 1974).

Son también numerosos los estudios que han pretendido validar los resul-
tados de excrecion fitoplancténica oblenidos en la naturaleza, mediante culti-
vos en iaboratorio. Los resultados obtenidos en uno y otro caso por los diver-
sos autores son altamente dispares tanto en los valores cuantitativos como
en los factores sefialados como principales induciores de esa excrecidn (Na-
LEWATKO, 1966; RYIuER ef al, 1971; ScuinpLEr y HoLMGREN, 1971; HUNISMAN,
1972; Icnriapes y Foog, 1973; WiLLiaas y YEnTscu, 1976; etc). Parece claro
gue los estudios de laboratorio deben restringirse a cultivos monoalgales,
puesto que cada especie posee un metabolismo propio y en muchos casos cla-
ramente diferenciado.

Los factores estudiados aparecen en el diagrama de fivjo de la figura 1

energia
luminica

temperatura

aumentode la
densidad celular

Fic 1 — Diagrama de fiujo Esquema de los diferentes pardmetros objoto de estudio, im-
plicados en et desarrollo de Phaeodactylunt tricoruion, Puntos de Control: A: Luz, can-
tidad de energia luminica que llega al sistema fotosintético B: Temperatura, influyendo
sobre el rendimiento del sistema fotosintético. C: Pigmentos, como elementos traductores
de la energia. D Nutrientes: silicato, fosfato, amonio, nitrato, carbono, para la consiruce
cion de biomasa y biosintesis pigmentaria E: Excrecién, sustancias catabolizadas que
ptueden influir en el crecimiento. {(*} Un factor no representado es el pH, cuya variacion
depende de la actividad bioldgica, de la concentracién idnica del medio, de la de carbone
inorgdnico y de la tamponacién Las variaciones de pH pueden influir sobre el crecimiento
del organismo.
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Para ello han sido disefiados varios experimentos que se han configurado
en funeidn de los parametros objeto de estudio. La eleccion de Phaeodactylum
tricornufum para realizar esia experimentacion ha sido motivada por el hecho
de que, aun siendo un organismo muy estudiado, existe escasa informacioén
respecta a los procesos de excrecion, ademas de que su desarrollo en cultivos
de volumen limitado es regular.

MATERIAL Y METODGS

La cepa utilizada fue aislada de una muestra procedente del puerto de Bar-
celona. Como medios de cultivo han sido usados un medio indefinido basado
en el propuesto por GuiLiard y Ryruer (1962), si bien modificado por Birasco
{1971) y otro delinido, el 5-36 propuesto por Droor (1965).

Los cultivos han sido mantenidos en una cdémara isotérmica a temperatura
constante de 15,5°C, sometidos a una iluminacion de 4000-4500 lux (fluorescen-
tes Mazda tipo «luz de dia»). Dicha intensidad esta proxima al nivel de satura-
cion de la especie, en las condiciones de nuestros experimentos (5000 lux). En
distintos experimentos se ha utilizado un ciclo partido de 16 h de luz y 8 de
oscuridad. Otra modificacidén la constituyd la utilizacion de luz atenuada.

Algunos cultivos han sido axénicos; éstos se obtuvieron mediante resiem-
bras sucesivas sobre medio sdlido y también utilizando antibioticos segin el
proceso expuesto por GUILLARD (SiEIN, 1973).

En varios experimenios se utilizaron medios de caltivoe (no tamponados),
con el objeto de no enmascarar los valores de carbono organico disuelto. En
este caso el pH ha sido diariamente restituido a su valor original, afiadiendo
HCI (0,1 N) directamente al medio de cultivo. Dichas adiciones parecen no
afectar el normal desarrollo de cultivo.

La determinacion de los iones nitrato, nitrito y fostato se efectud mediante
autoanalizador Technicon A-11, segiin los métodos descritos por STRICKLAND
y PArsons (1968) El ion amonio fue determinado segun el método de KoroLiry
(1970).

El carbono inorgénico v el carbono organico disuelto fueron determinados
mediante analisis cromatografico (monitor de carbono total «Carle Erbas —
Series 400 TCM). Las determinaciones del carbono inorganico se han realizado
poco después de tomar la muestra, para evitar la incorporacion de CO, en
muesiras infrasaturadas.

Hemos considerado como materia organica disuelta toda aquella que no
es retenida por filtros Whatman GY/C (didmetro 1,2 um). A pesar de que la
fraccion filtrada pueda contener bacterias (ya que la mayoria de nuestros
cultivos no han sido axénicos), hemos considerado estas bacterias como ma-
teria organica disuelta que se ha particulado.

La determinacion de la productividad primaria se efectus segun el método
introducido por SteeMan NIELSEN (1952) basado en la incorporacion de MC,
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posteriormente modificacdo por STRICKLAND y Parsons (1968). La radiactividad
incorporada a las células se determind con un contador de centelleo liquido
Beckman LS-150. La duracién de las incubaciones ha sido de una hora, y el
mimero de células retenidas en el filiro ha oscilado siempre alrededor de 10¢
{ya que reteniendo un nimero de células superior pueden aparecer problemas
de autoabsorcién). Para determinar la excrecidn se utilizé el método propuesto
por SCHINDLER vy NIGHSWANDER (1970) v ScHinDLER v HouMGREN (1971) En ambas
determinaciones se utilizd liquido de centelleo Unisoive I {Koch Light Labora-
tories Ltd).

El andlisis cualitativo de clorofilas y carotenoides se realizé con un espec-
trofotometro UV-visible de doble haz, Varian Techiron, a partir de extractos
aceténicos totales, utilizando ecuaciones di y tricromadticas: clorofilas a y ¢
(JEFFREY y HUMPHREY, 1975); carotenoides totales (RIcuARDS y ‘TuoMmpsoN, 1952,
modlificado posteriormente por PARSONS y SIRICKLAND, 1963).

Para la determinacidn del *C incorporado a los pigmentos fotosintéticos
de cultivos marcados, se ha procedide a la separacién cromatografica de ex-
tractos pigmentarios totales, sobre capa fina de gel de silice. Una vez indivi-
dualizados los pigmentos, se ha procedido a su valoracidén mediante contador
de centelleo liquido. Nuestras evaluaciones han quedado restringidas a la clo-
rofila a, B-caroteno y xantofilas, quedando excluida la clorofila ¢, ya que ésta
se sithia en Ry = 0, zona del cromatograma en la que quedan retenidos com-
puestos lipidicos fuertemente marcados (BaLLEstER, 1973).

RESULTADOS EXPERIMENTALES Y DISCUSION

El primer experimento fue disefiado con el fin de observar la dindmica de
crecimiento y de nutricidn de Phaeodactyliun tricornutun en un cultivo de
volumen limitado. Las condiciones aplicadas y los resultados obtenidos apa-
recen en la figura 2.

Ei desarrollo de una poblacién de Phaeodactylum en raras ocasiones pre-
senta una fase de latencia, de tal manera que la fase exponencial comienza en
el mismo momento en que se ha efectuado el indculo. El medio de cultivo
debe contener todos los nutrientes necesarios para el desarrollo del organis.
mo. Los mds destacables son carbono, nitrdgeno, {ésforo v silicio. La escasez
en el medio de alguno de estos elementos puede detener el crecimiento de la
poblacidn, Les requerimientos de Phaeodactylun para el silicato son tan in-
fimos, que €l silicato que se disuelve de las paredes del recipiente de vidrio
que contiene el cultivo es suficiente (LEvIN et al, 1958). Por este motivo, y
porque ademas el silicio en la naturaleza jamads es limitante, no ha constituido
objeto de estudio. 51 bien se ha dicho que el nitrito a concentraciones altas
e5 toxico (S1EWARI, 1974), no parece setlo para Phaeodactylum, como puede
cbservarse en la figura 2. En ella podemos observar Ia evolucidn del cultivo.
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La fase estacionaria se alcanza cuando el carbono inorganico se vuelve Hmi-
tante. El fosfato se agota al dia siguiente. Una adicién de 20 mg.1-! de car-
bono permite que la poblacidn se duplique, estaciondndose nuevamente cuan-
do se agota el carbono. Al mismo tiempo es afiadido un nuevo aporte de fos-
fato, que es rapidamente consumido. El copsumo de nitrato y nitrito es cons-
tante v simultdneo incluse cuando la poblacidn estd estabilizada.

Los diversos cultivos experimentales que a continuacién se exponen, han
sido disefiados de manera que los diferentes factores ambientales objeta de
estudio incidan de manera distinta. De este modo, puede investigarse cual es
su relacidn sobre las variaciones de productividad y excrecién de esta especie.

La primera serie de experimentos consistié en realizar dos cultivos en los
cuales el carbono inorgénico estuvo en exceso. Uno de los cultivos estuvo so-
metido a un ciclo de 16 horas de luz y 8 de oscuridad; el otro cultivo estaba
sometido a una iluminacién continua. Ambos medios eran enriguecidos dia-
riamente con CO,; esta inyeccidn servia lambién para ajustar el pH (va que
eran cultivos exentos de tampdn), aunque de hecho éste volvia a subir con-
forme se restablecia el equilibrio dei dcido carbénico con bicarbonatos y car-
bonatos,

La evolucidn del cultivo sometidoe a iluminacion discontinua {cultivo 1) apa-
rece en la figura 3.

La toma de muestras y la medida de la productividad se realizaron en el
instante en que concluia la fase de oscuridad La concentiacién de amonio
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no aparece registrada, pero eatre el 4° y 5" dia de cultivo se agota dicha
reserva, ya que comienza el consumo de nitratos. La evolucién de la concen-
tracién de clorofilas y carotenoides asi como de la productividad primaria apa-
recen en las figuras 4 v 5 respectivamente.

"El cultivo 2, sometido a iluminacion continua, tiene una evolucion seme-
jante. Es de sefalar el agotamiento del nitrato el dia 4., coincidiendo con el
méaximo de conceniracién intracelular de clorofila a y carotenoides, asi como
con la caida de la productividad primaria (figs. 4 y 5).

La siguiente serie de experimentos consisiié en un conjunto de cultivos
sometidos a una iluminacién continua y saturante. Contrariamente a la serie
anterjor, el carbono inorginico ha aparecido agui en concentraciones limi-
tantes.

En el cultivo 3, la excrecién ha sido seguida mediante el uso de 'C y con
la medida directa del carbono orgénico disuelto. El medio de cultivo no con-
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¥1G6. 4. — Evolucion de la concentracidn pigmentaria intracelular de los cultivos 1 y 2. Las

clorofilas @ y ¢ se expresan en microgramos/10° células, mientras que los carolenoides
estan expresados en «microspecific pigment unitss (uSPU *)/10° células.

(*y Parsons & Strickland. 1963
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tenia tampén y el pH se reguléd con adiciones discretas de HCI 0,1 N. El ex-
perimento fue configurado para que en un momento concreto el nitrato se
agotase quedando el fosfato en exceso. El medio estaba ademds enriquecido
en amonio. Al 4° dia, el crecimiento exponencial cesa, coincidiendo con el
agotamiento del carbono orgénico. Ei crecimiento de Ia poblacién se estaciona.
La velocidad de difusién del diéxido de carbono en el medio no es suficiente
como para que pueda haber crecimiento, ya que la poblacién es muy densa
y la superficie de intercambio aire-agua es pequefia para esa densidad de
poblacién El amonio es consumido totalmente el 7° dia, y a partir de ahi
comienza el consumo de nitrato. El nitrito presente en el medio sufre un
ligero incremento paralelo al consumo de nitratos, pero cuando el nitrato se
agota, es consumido el nitrito, La evolucién de estos pardmetros puede ob-
servarse en el cuadro 1.

Periodo de crecimiento {dias|

Fig 5 — Productividad primaria de los cultivos 1 y 2 expresada en microgramos de C asi-
milado/10° células, durante 1 hora de incubacion o 4500 lux de intensidad luminica

La productividad es alta hasta el 4° dia, el 5° decae, manteniéndose esta-
ble los dias subsiguientes, dentro de valores bajos. La excrecion decae desde
el primer dia, en que se sitda en su valor maximo (23,12 %), hasta el dia 4.,
y a partir de ahi no supera el 0,5%. Ni cuando se agotan los nitratos, ni
tampoco en dias posteriores en que el medio estd carente de este jon, hay un
aumento de la excrecién

La clorofila @ aumenta su concentracién durante el crecimiento exponen-
cial, si bien al tercer dia cesa dicho aumento y posteriormente decae, pero
presentando una concentracién relativamente alta, debido posiblemente a que
¢l medio es rico en nitrato. La clorofila ¢ manifiesta un pequefio pero cons-
tante aumento a lo largo del periodo de crecimiento (fig. 6).
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Carotenoides
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perjodo de crecimiento {dias}

Fi16. 6 — Evolucién de la concentracion pigmentaria en el cultivo 3. La concentracion de
las clorofilas a v ¢ esta expresada en pg/10" células La concentracién de los carotenoides
s¢ expresa £n emicrospecific pigment units»/10° células.

En dste y otro experimento que aqui no describimos, se ha seguido la in-
corporacion del YC a los pigmentos fotosintéticos, En ambos se han obtenido
resultados paralelos. La incorporacién del isétopo de C en % respecto al
total incorporado a las células aparece en la figura 7. Podemos observar que
el dia 3¢ existe una relacién entre la evolucidn de la concentracion pigmen-
taria v Ia de la incorporacién de **C a los pigmentos, ya que ambos pardme-
tros experimentan un miximo. Purante la fase de crecimiento estacionario
hay una mayor incorporacién de **C a los carotenos; también en ese periodo
la concentracidén de carotenos aumenta, tanto en valor relativo como absoluto.
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FiGg. 7 — Cultive 3 Evolucién de la incorporacion de “'C a los pigmentos fotosintéticos,
expresado en % respecto al total incorporado a las células
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Fig. 8. — Evolueidn del cultive 4. Co = carbono orgadnico, expresado en mg/l. Ci = carbono
inorgdnico, expresado en mg/l Los dias 52 y 79 se incrementd artificialmente su concentra-
cidn con el gbjetivo de evitar su agotamienio

El cultivo 4 fue disefiado con el fin de obtener un agotamiento del ion fos-
fato en un medio rico en nitrato v en el gue el C inorgdnico se mantenia en
exceso. El crecimiento es exponencial hasta el 5. dia, coincidiendo con el ago-
tarniento del fosfato. En el dia 8° se agotan el nitrato y el carbono inorganico,
produciendo una estabilizacidn de la poblacién (fig. 8).

La productividad primaria se mantiene dentro de valores altos hasta el
dia 7, decreciendo y estabilizéndose a partir del dia 8" La excrecién presenta
un méaximo al principio y el dia 6°, si bien estos maximos no se traducen en
incrementos cuantitativamente importantes del C orgénico disueito. La evo-
hucion de ambos pardmeiros puede ser observada en la fisura 9.

En cuanto a la conceniracién pigmentaria, se observa un decrecimiento
en la fase inicial del crecimiento exponencial, observado también en otros
experimentos, lo cual parece indicar que en un primer momento la division
celular {velocidad de crecimienio) es superior a la sintesis pigmentaria; ello
comporta que la tasa de asimilacidén alcance sus valores mas altos para que
el organismo trabaje con el mdximo rendimiento. Este fendmenc podria ser
corroborado por el hecho observado en el cultivo 3 (fig. 7), en el cual Ia bio-
sintesis pigmentaria se mantiene e incluso baja en la primera fase del creci-
miento exponencial, experimentando un aumento después, coincidente con el
aumento de la concentracion de los pigmentos. En la fisura 10-A puede obser-
varse la evolucién de la concentracidén pigmentaria de este cultivo, mientras
que en la figura 10 B observamos lo mismo pero perteneciente a un cuitivo (5)
en el que el nitrégeno del medio (ion amonio en este caso) se agota el dia 6.
y que el crecimiento de la poblacion se estaciona el dia 8° La evolucion en



ASIMILACION Y EXCRECION DE «PHAEDACTIYLUM TRICORNUTUM» 103

ambos cultivos es préicticamente la misma, si bien en este segundo caso la
clorofila a presenta una concentracion inferior, va que hay un mayor creci-
miento debido a una mayor disponibilidad de C inorgdnico, mientras que las
disponibilidades de nitrégeno son las mismas en ambos cultivos.

El objetivo del siguiente experimento lo constituyd la medida de los pro-
cesos heterotréficos debidos a la actividad bacteriana, Para ello se disefié el
cultivo 6, que era mantenido en un ciclo de 16 horas de iluminacion y 8 horas
de oscuridad. Las tomas de muestras y la incubacidn para la medida de pro-
ductividad se efectuaban al concluir la fase de oscuridad. Otro objetivo de
este experimento lo constituyd la medida de la productividad y la excrecién
después de incubar un volumen de cultivo con NaH“CO, durante I hora bajo
tluminacidén saturante y después someterlo a 3 horas de oscuridad. El cultivo
tuve un desarrollo semejante a los anteriores y sefialarnos el hecho de que
Ia poblacion se estabiliza el dia 107, dia en que se agota el C inorgdnico, es-
tando en exceso los iones nitrato v fosfato.

La medida de la actividad heterotrofica se basa en el método puesto a
punto por Casiecivi (1975, 1977). Un volumen de cultivo es introducidc en
una botella que cierra herméticamente Introducida la muestra, se le afiade
una cantidad de glucosa marcada con “'C que permita seguir el proceso pero
que no suponga un enriquecimiento energético significativo del sistema. Des-
pués del pericdo de incubacidn (3 horas en la oscuridad), se acidifica el sis-
tema con H,PO, (1 ml en 50 de muestra), sin abrir el frasco. Este ltimo
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F1c. 9 — Dindmica de la asimilaciéon v de la excrecion en el cultive 4 Los valores de asi-
milacion corresponden a 1 hora de incubacion a 4500 lux. Los valores de escrecidn estin
representados en % respecto al total del “'C incorporade a las células durante ka incubacidén
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paso se efectia mediante inyeccidn a través del tapdn, Seguidamente se pro-
cede a la evacuacion del CO, que ha quedado libre, haciendo pasar una co-
rriente de aire exento de CO, a través de la muestra. El aire saliente, enri-
quecido con el YCO, formado, se burbujea en una solucién saturada de hi-
dréxido bdrico.

Este tratamiento tiene una duracidn de 1 hora. Bl Ba"CO, formado se
recoge sobre un filiro gue se lava y seca. La medida de la radiactividad del
precipitado se realiza con el contador de centelleo liquido. Esto nos dara la
medida de la respiracién. Una vez desalojado el CO, de la botella de incuba-
cidn, ésta se abre y un volumen de su contenido se filtra a través de un fiitro
de membrana (0,45 pm de poro). De la medida de la radiactividad se deduce
fa glucosa asimilada.

El calculo de la asimilacidn heterotrdfica se hace mediante la fdrmula dada
por PARSONS v STRICKLAND (1961), con una salvedad, ya que estos autores adi-
cionan sustrato no labil ademéas de la glucosa, y nosotros no, De los valores
obtenidos, lo que nos interesa es la proporcion que representa la glucosa
asimilacda vy respirada.

Estos resultados aparecen en el cuadro 2.

La actividad heterotrdfica serd la suma de la asimilacién vy la respiracidén,
Paralelamente, el dia que se inicid el cultivo se tomd un volumen (B) de
100 mi v se le afladid glucosa 1adiactiva de una actividad de 1 830 400 cpm. En

CUADRO 2

Caleulo de la ashmilacion y respiracion heterotrdficas realizado por ia poblacion fitoplance-

ténica del cultivo 6 La actividad heterolrofica es la suma de la asimilacién vy la respiracién.

Junto a los valores cuantilativos aparece la proporcidn que éstos representan respecto

al sustrato total disponible. Los valores estan expresados en mg de glucosa/m*, asimilados
o respirados por hora de incubacidn

Asintitacion Respiracion Actividad
heterotrdfica heterotrdfica heteratrdfica
Dia
my gluco- my gluco- mg gluco-
sa-m™ h! % sa-m™ bt % sa-m™> h* 2
1 0,1865 16,0 0,0130 13 0,2015 174
2 0,1828 15,8 0,0086 0,8 0,194 16,6
3 0,0403 35 0,0093 0.8 0,049 43
4 0,1501 129 0,0148 13 0,1649 14,2
5 0,1718 148 0,284 24 0,2002 17,2
6 0,0958 8,2 0,04535 39 0,1641 12,2
8 0,2980 25,7 0,0086 0,7 00,6883 26,4
i0 0,3645 316 0,0078 0,7 0,3743 3123
i3 0,3526 307 0,0045 04 0,3571 307
15 04810 4],5 0,0058 03 0,4868 41,9

i8 10,6990 603 0.0170 15 0.7160 617
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CUADRO 3

Evolucién de la asimilacion y respiracion heteroiroficas cn un duplicado del cultivo 6(B}. El

sustrato asimilable (glucosa marcada con *'C) Fue afadido al inicio del cultivo. Los resul-

tacdos se expresan en contajes por minuto {cpm). En la columna central aparece ia actividad
de la glucosa disuelta en el medio.

Respirado
{06 teorico)
Dia Asimilade % Disuelto o Inicial-mues- o
{cpm) (cpm) tra periddica
{cpmy)
0 0 0 1 830 400 1600 0 0
4 1117 880 61,0 135 780 T4 376 40 315
13 1013 880 55,4 182 480 10,0 634 040 3.6
18 1058 250 578 204 880 11,2 367 2710 310
28 1135430 62,0 281 660 15,4 413 320 226

dicho volumen el cultivo se desarrollé paralelamente al que era objeto del
experimento. Los dias 0, 4, 15, 18 y 28 fue realizada la medida de la glucosa
asimilada y disuelta en el medio. La respirada se calculd por diferencia. Los
resultados aparecen en el cuadro 3.

Al final del proceso, los valeres de la glucosa tedricamente respirada osci-
laban entre el 22 % y el 31 %; la glucosa asimilada, entre el 55 y el 62 %.

La medida que nos interesa es la respiracién, ya que representaria la pér-
dida de materia organica del sistema. Esta pérdida no parece tener gran im-
portancia en nuestras condiciones de trabajo, pues si en el cultivo B la res-
piracion oscila entre el 22 % y el 31 %, es cierto que partimos de una canti-
dad inicial que no es aumentada en ningin momento; en cambio, en nuestros
cultivos hemos podido comprobar que la excrecién es constante y por lo tanto
el sustrato tedricamente asimilable y respirable va aumentando progresiva-
mente. Son mdas indicativas las medidas tomadas tras 3 horas de incubacién
del cultivo con glucosa marcada. En aquéllas la respiracion oscila entre 04
y 3,9 %.

Un hecho que debe ser tenide en cuenta es que Phaeodactyluim tricornutuim
puede desarroliar actividad heterotrofica. Cooksey (1974) registra la incorpo-
racién de acetato por dicha especie tanto bajo iluminacién como en la oscu-
ridad. Lewin (1960) estudia 43 diatomeas litorales pennales (entre las cuales
no se encuenira Phaeodactylim), de ellas 26 son capaces de crecer heterotrd-
ficamente usando glucosa; asimismo, la glucosa es uno de los sustratos mas
usados. Wriiiams y YENTscH (1976) estudian la produccion, la excrecién y la
utilizacion heterotrdfica de los compuestos organicos disueltos en una regidn
de las Bahamas; confirman los hallazges de otros autores de que la mayor
parte del material incorporade por la poblacién heterotrdfica es retenida por
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las células. Registran que, de la glucosa incorporada por las bacterias, un
25 % de promedio es respirada. Los procesos heterotréficos consumen del
10 al 20 % del material excretado.

Los resultados obtenidos en la medida de la actividad heterotréfica bac-
teriana permiten afirmar que en nuestras condiciones de trabajo, la respira-
cidn representa una pérdida pequefia de materia organica disuelta (0,4-3.9 %)
y que, por lo tanto, la concentracién de carbono orgdnico disuelto, asi como
la proporcion de "'C excretado, son medidas vélidas vy generalizables, a pesar
de trabajar con cultivos no axénicos. Las dos medidas de la productividad
primaria presentan algunas diferencias. Ello puede observarse en la figura 11,
Practicamente evolucionan de la misma manera aunque cuando los valores
de productividad son altos, éstos son mayores hasta el 5° dia en la muestra
que se ha incubado 3 horas en la oscuridad Cuando la productividad decae
{a causa del agotamiento del C inorgédnico), se presentan practicamente los
mismos valores, La excrecidn (figura 12) es inversamente proporcional en
ambas muestras, es decir, que comparandolas encontramos que a mayot incor-
poracion hay menor excrecion y viceversa. Cabe destacar que a partir del
5. dia los valores de excrecidon de la muesira sometida a 3 horas de oscuridad
son mayores {mds del doble). Esta excrecidon durante la oscuridad parece
indicar la existencia de una dindmica de excrecién constante. La excrecién
alcanza su méximo el dia 1.° (14,8 %), decayendo en los dias subsiguientes y es-
tabilizdndose a partir del dia 6 y 4.° respectivamente.
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Fic 11 — Evolucion de la productividad primaria en el cultivo 6. Ea lrazo continuo estin

representados los valores obtenidos tras 1 hora de incubacion a 4500 lux. En trazo discon-

tinuo se representan los valores obtenidos en muestras del cultivo incubadas durante 1 hora
a 4500 lux mas 3 horas de oscuridad
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La conceniracién pigmentaria evoluciona como en los experimentos ante-
riores. La concentracién de clorofila g en la fase estacionaria es alta, coinci-
diendo con la abundancia de nitrato en el medio. En dicha fase, la concen-
tracion relativa de carotenoides aumenta.

Con el fin de observar la influencia de niveles de luz limitante (inferiores
al valor de saturacién) sobre la productividad primaria y la excrecion, se
realizaron dos cultivos (7 v 8) en los que los matraces que los contenian es-
taban envueltos con dos hojas de papel de filtro. El primero de los cultivos
se disefio de manera que se agotase el ion nitrato en el medio, quedando en
exceso el ion fosfalo. Este hecho se produjo el dia 7°; el cuitivo siguid cre-
ciendo hasta estacionarse el dia 9°, a consecuencia del agotamiento del C inorx-
ganico. La concentracion de clorofilas a v ¢ y carotenoides decae durante la
primera parte de la fase de crecimiento exponencial, volviendo a aumentar
después hasta el dia séplimo, en que se agota el nitrato. A partir de agui hay
un descenso en la concentracion de todos ellos, aumentando los carotenoides
su concentracion relativa. Bl dia 130, cuando también se habia agotado el
ion fosfato, se afadié al matraz de cultivo dos nuevas hojas de papel de filtro,
con el fin de atenuar todavia mds luz; al mismo tiempo se enriquecio el cultivo
en fosfato y nitrato, si bien al dia siguiente este ultimo ya se habia agotado.
También se enriquecio el medio en C inorgdnico,

La productividad se mantiene en el margen de valores altos hasta que el C
inorganico se vuelve limitante. A partir del dia 13, los valores de producti-
vidad aumentan ligeramente, pero son tan bajos que no permiten que haya
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Fic. 12. — Evolucién de fa cxcrecien en el cultivo 6. Los valores estan expresades en cpm
y representan el % respecto al total de "+ incorpoerado a las células durante la incubacion
En trazo continuo, valores obtenides tras | hora de incubacion a 4500 lux. En trazo dis-
continuo, valores obtenidos tras 1 hora de incubacidn a 4500 lux mas 3 horas de oscuridad.
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crecimiento En esta fase, la concentracion de pigmentos aumenta de nuevo,
como consecuencia del nuevo enriguecimiento del medio en nitrdgeno, pero
produciéndose una disminucidn de la concentracidn relativa de carotenoides
La excrecidn en la primera fase del experimenio manifiesta el mismo compor-
tamiento que en experimentos anteriores, alcanzado su valor méximo el pri-
me1 dia de cultivo, decreciendo después y estabilizandose dentro de un mar-
gen de valores inferfores al 0,6 % . En la segunda fase (a partir del dia 135,
Iz excrecidn aumenta hasta 1,19 %, si bien este valor esta dentro del margen
de valores bajos. El segundo cultive (8), a2 diferencia del anterior, el ion fos-
fato, se agota {dia 7°), quedando en el medio ritraio en exceso. La evolucion
de la concentracidn pigmentaria es similar a la del anterior cultivo, es decir,
disminucién en la primera parte de la fase de crecimiento exponencial, pos-
terior aumento alcanzdndose el mdaximo (0,4337 pg de clorofila a/10% cél),
y posterior descenso de dicha concentracidén a partir del momento en que se
agota el fosfato y el C inorgdnico; en esta fase la concentracién relativa de
carolenoides aurnenta.

La evolucién de este cultivo, en lo que se refiere a productividad y excre-
cidn, es en lineas generales igual al anteiior. Los valores de productividad
de ambos cultivos son ligeramente inferiores a los obtenidos en cultivos lle-
vados a cabo bajo niveles de luz saturante.

Cabe destacar que la conceniracion pigmentaria alcanzada en el segundo
cultivo ha sido la mayor registrada en todos los experimentos; ello parece ser
debido a la coincidencia de estar sometido a una iluminacién limitante y a la
disponibilidad de nitrdogeno {(nitrato) en el medio.

A través de los diferentes experimentos realizados hasta el momento, la
dindmica excretora de las algas manifiesta siempre valores altos al principio,
decayendo en dias sucesivos y estabilizéandose después, cuando la poblacion
tiene una densidad alta y el carbono inorganice, en linea generales, esta pre-
sente en concentraciones bajas. Es decir, que hay una relacién inversa entre
densidad de poblacidén y excrecion.

Otro hecho importante relacionado con el fendmeno anterior es la dificul-
tad de medir con precision valores bajos de radiactividad (cpm). Los valores
de radiactividad al principio del cultivo son bajisimos, como puede obser-
varse en los datos expuestos, y ello se acentia todavia mas para los valores
de excrecion. Este fendmeno es debido a que los valores de radiactividad son
inversamente proporcionales a la concentracién de C inorgdnico presente en
el medio. Este hecho se justifica por las bajas densidades de poblacidn carae-
teristicas de las primeras fases de los experimentos. IGNITIADES v Focc (1973)
relacionan los valores de excrecién altos con densidades de poblacion bajas
{experimentando con la diatomea Skelefonema costatwm), lo cual es coinci-
dente con nuestias observaciones.

Otro factor que debe ser tenido en cuenta es el efecto de shock al que se
ven sometidas las células al ser inoculadas en un medio de cultivo nuevo que
las somete a nuevos factares ambientales (Writitams vy YENTSCH, 1976).
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Con el fin de estudiar la influencia de los factores enumerados mas arriba,
fue configurado el presente experimento. Se llevd a cabo utilizando dos medios
de cultivo diferentes (experimentios 9 vy 10). Uno de ellos fue agna de mar
artificial (medio S 36), que llamaremos medio de cultivo 1; el otro medio
(agua de mar enriquecida) fue obtenido de un cultivo en lase de crecimiento
estacionario mediante filtracién, v lo lamanios medio de ciiltivo 2. Ambos
tenfan un contenido en carbone inorgénico relativamente bajo y estaban enri-
quecidos en fosfatos y nitratos. Cada tipo de cultivo se hizo por duplicado,
inoculando diferente mimero de células. Los resultados aparecen en los cua-
dros 4 y 5.

Los cultivos en medio artificial (1) presentan unos valores de productivi-
dad altos con un crecimiento normal. La excrecidn sigue la misma toénica que
los experimentos anteriores, es decir, valor maximo al principio del experi-
mento, decayendo después y manteniéndose en un margen de valores bajos.

Los cultivos en medio reutilizado (2) no manifiestan un buen desarrollo
y los valores de excrecién son altos, si bien en el cultivo 2-C el valor méximo
de excrecién se alcanza también al principio.

El anormal desarrollo de estos cultivos puede estar provocado por un
efecto de shock, desencadenade por los compuestos excretados (catabolitos)
al medio por las células que anteriormente se habian desayrollado en él.

La densidad de poblacidn, por lo tanto, no parece ser uno de los factores
gque condicionan la excrecion, a no ser que relacionemos dicha densidad con
densidad de metabolitos en el medio. En los cultives A y B observamos que
las concentraciones celulares del dia primero dan una excrecion de 1,1 %, y en
experimentos anteriores con estas densidades obtenfamos excreciones en
mayor propoercion, si bien en aquéllos los cpm incorporados eran menores
debido a que la concentracién de C inorganico era mucho mayor. Ello parece
indicar que realmente cuando se trabaja con valores bajos de radiactividad,
el fondo (background) es un factor de interferencia importante.

Finalmente se configuré un experimento (cultivo 11) cuyo objetivo era es-
tudiar la evolucién del carbono orgédnico en el medio, producido por la excre-
cién de las algas en cultivo axénico.

Al mismo tiempo se trataba de observar la evolucidén de la poblacidn en
un cultivo no tamponado en el que no se realizd ninguna regulacion del pH
(cuadro 6)}.

El crecimiento exponencial cesa cuando se agota el C inorganico.

El! medio estaba enriquecido en fosfatos y nitratos. Ambos iones estan en
exceso en el momento en que la poblacidn cesa de crecer, si bien el fosfato
se agota el 8" dia. El nitrato se agota el dia 23°. Este ion es asimilado a un
ritmeo constante durante la fase estacionaria. El nitrito aumenta inversamente
al consumo de nitrato, producido por el metabolismo celular. Cuando el ni-
trato se vuelve Hmitante, es consumido también el nitrito (dia 23°).

El carbono organico disuelto se mantiene en una concentracion practica.
mente estable hasta el dia 52, a partir de aqui hay un aumento constante



Dindmica def cultivo 11 (axénico). Ci = carbono inorganico (ppm). Co = carbono
orgdnica {ppm). pg Co 10°° cél. = xg de carbono organico liberado al medio de
cultive por cada 10° células (El dato perteneciente al dia 1 no debe ser tenido
en cuenta ) G=tiempo medio de duplicacién de Ia poblacion, expresado en horas,
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CUADRO o

C_u;bono( EE'") ua

Mutrientes{ umel- l'l)

Dic de Co 3-
cultive oL~ G Co qo7beqr, MOZ  MOg  POLT npes)
0 15096 234  9.30 0.00 0.3 671.0  39.5 .
] 51181 22,5 3.64 4.89 0.5 670.0  41.2  13.43
2 246078 21.8  3.39 0.3 0.6 651.0  39.2 10.50
3 801 826 19.2  3.39 0.00 1.4 409.0  35.0 14.08
4 3234957 10.3 3,15 0.00 4.3 4747 18.6  11.92
53649 695 0.9 3.16 0.00 5.7 069.3 -  137.89
6 4285626 0.5 5.34 0.45 5.6 0358.4  10.3 103.56
7 5007 453 0.5 6.32 0.58 5.7 3444 - 96.98
8 43i0 925 0.5  7.59 0.97 6. 328.3 0.2 .

O 5391 595 0.5  8.45 0.4 6.2 301.8 - -
10 4728014 0.5 7.8 0.95 4.2 290.7 0.6 .
114009 131 0.5 8.87 1.37 6.4 281.6 0.3 -
12 4451 522 0.5 9.3 .29 6.1 252.0 0.3 .
14 5350 532 0.8 9.35 1.1z 7.3 2205 . A
16 7 216 462 0.8 9.74 0.88 7.7 1347 - -
18 6829355 0.8 10.95 1.11 &1 1340 0.1 -
19 5 916 930 0.8 10.04 1.1 8.2 103.0 - -
22 - 1.9 10.50 - 7.8 7.3 - -
23 7824725 2.6 12.73 1.20 3.3 - - -
20 9200133 3.3 1221 0.95 2.6 - - ,
25 10009 011 3.9 12.58 0.95 2.3 - - ;
26 - 6.5 14.10 - 7 - - -

113

Los valores de C orgénico disuelto obtenidos son del mismo orden que los
que se han obtenido en otros experimentos realizados en condiciones no axé-
nicas, lo cual confirma nuevamente que la actividad heterotréfica bacteriana,
en nuestras condiciones de trabajo, no tiene un efecto importante en la dis-
minucién del nivel de C organico disuelto En la ultima fase del cultivo, des-
pués de haberse mantenido estacionaria la poblacioén, ésta aumenta debido
a la incorporacién de C inorgdnico en el medio. Este hecho se produce como
consecuencia de la disminucion progresiva del volumen del cultive en el
matraz, lo cual provoca que la relacién «superficie de intercambio/volumen

i
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de medio» aumente. Este aumento de numero de células provoca un incremen-
to (dia 22.°) del carbono organico disuelto, si bien el cociente pg C,-107% cél.
disminuye.

CONCLUSIONES

NUTRIENTES

Phaeodactylum tricornutum consume selectivamente el amonio en un me-
dio que ademds estd enriguecido con nitrato y nitrito. Bl consumo de estos
dos iones queda practicamente inhibido hasta la total desaparicion del ion
amonio.

El consumo de nitrato y nitrito es, en cambio, simuitdneo en un medio
enriquecido con ambaos iones; el consumo relativo de nitrato es, no obstante,
superior. La presencia de nitrito en un medio enriquecido con nitrato y amo-
nio en la fase de crecimiento del cultivo es proporcional al consumo de ni-
trato, como consecuencia de la actividad reductora por parte de las células
fitoplancténicas, no existiendo nitrito en el medio mieniras es consumido el
amonio.

La evolucién de la poblacion no presenta diferencias por el hecho de usar
como fuente de nitrégeno amonio o nitrato.

Phaeodactylum manifiesta una gran capacidad de concentracion y alma-
cenamiento de fosfato. También, aunque en menor magnitud, de N-nitrato y
N-amonio. Careciendo de ambos iones el medio de cultivo, y siendo éste rico
en C inorganico, puede haber divisién celular hasta un determinado nivel.
Ello indica que la incorporacién es superior a los requerimientos actuales.

Los valores de productividad bajan drasticamente cuando se agofa el C
inorganico. Este hecho se produce porque la velocidad de incorporaciéon de
dioxido de carbono al medio no es suficiente para cubrir la demanda de la
poblacién. Como consecuencia, el crecimiento celular se detiene.

El agotamiento o la escasez de foslato, nitrato o amoenio no produce nin-
guna variacion apreciable en los niveles de excrecion de los cultivos, pero la
productividad resulta afectada, con lo cual el crecimiento disminuye.

ILUMINACION

La luz tiene una clara influencia sobre la concentracion de la clorofila a
y los carotenoides, siendo mayor esta concentracion en células sometidas a un
ciclo diario de luz-oscuridad y todavia mayor si la luz es limitante,

La maxima concentracién alcanzada ha sido en células que se desarrolla-
ban con un nivel de iluminacion bajo, en un medio que contenia nitrato en
exceso.
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La utilizacién de bajos niveles luminicos provoca una disminucién evidente
de la productividad. La excrecidn no presenta practicamente variaciones si
la comparamos con otios experimentos efectuados bajo niveles luminicos sa-
turantes. No obstante, se ha observado que la excrecidn aumenta ligeramente
cuando ia luz es un factor limitanie. El hecho de someter los cultivos a un
ciclo de luz-oscuridad no produce ninguna variacién importante en la produc-
tividad ni en la excrecion. En cultivos sometidos a un periodo e oscuridad
(3 horas) poslerior a una incubacién con MC, se observa una excrecion de la
misma magnitud (proporcional al tiempo) que la que se obtiene al finalizar
la incubacién. Esto parece indicar que existe una dinamica de excrecién cons-
tante, excepto cuando la poblacién, como antes se ha dicho, estd en los pri-
meros estadios del crecimiento del cultivo.

NIVELES DE EXCRECION

El C orgdnico disuelto presenta en todos los experimentos un aumento
practicamente constante a lo largo del periodo de crecimiento. En algunas
ocasiones se observan aumentos nolables en su concentracién, pero éstos no
van acompaiados de aumentos manifiestos del nivel de exciecién

En todos los experimentos se observa que la excrecién alcanza un valor
maximo ai principio, decreciendo posteriormente de manera inversa al creci-
miento celular. Ello parece ser producido por un efecto de shock al someter
las células del indeulo a nuevas condiciones ambientales. En este sentido debe
relacionarse, como factor condicionante, la densidad de poblacidn, si asocia-
mos ésta con densidad de metabolitos presentes en el medio

Cuando se trabaja con valores bajos de rvadiactividad (estadios iniciales
del cultivo), en especial cuando medimos ia excrecion, hay una interferencia
importantie del ruido de fondo {background), }o cual provoca que estas me-
didas den valores artificialmente altos

PicmeENIOS

Hay una fuerte correlacion entre la concentracion de nitrdégeno {nitrato
0 amonio) tanto intracelular como extracelular, con Ia concentiacion de clo-
rofila a. Asi, una poblacién que ha agotado la fuente nitrogenada del medio,
si sigue creciendo, disminuye su concentracidn de clorofila @ en proporcién
inversa.

Clovofila a y carotenoides aumentan su concenlracién paralelamente al cre-
cimiento exponencial de la poblacion, produciéndose una disminucién cuando
la poblacion entra en Ia fase estacionaria Esta disminucién es tanto mas acen-
tuada cuanto mayor es la carencia de nitrégeno. Asi, cultivos en los que la
fuente nitrogenada estd en exceso en el medio, apenas disminuye su concen-
tracion pigmentaria.

En algunos experimentos se observa que, en la primera mitad de la fase
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exponencial, hay un decrecimiento de ja concentraciéon pigmentaria, lo cual
parece indicar gue en los estadios iniciales del cultivo, la divisién celular es
superior a la sintesis pigmentaria en cuanto a velocidad. La tasa de asimila-
cién (ug C producidos/pg clorofila a) alcanza en esos momentos su maxi-
mo valor. S : e . -

La velocidad con que se incorpora el C a los pigmentos es relativamente
alta para carotenos y clorofila @, siendo comparativamente baja para Ias xan-
tofilas. La relacién entre incorporacién de “C y evolucién de la concentracion
no parece muy clara, si bien en uno de los experimentos se observa un para-
lelismo en dos zonas de aumento y descenso de concentracion de la clorofila a
vy los carotenos.

pH, 1AMPON

El desarrolio celular en cultivos no tamponados es aparentemente normal.
La adicién de peguefios volumenes de dcide diluido al medio, con el fin de
regular el pH, no parece tener un efecto apreciable sobre la poblacidn celu-
lar. Incluso este desarroilo normal aparece en cuitivos no tamponados y
sobre los cuales no se efectuia ninguna regulacion.

CATABOLITOS

Phaeodactylum presenta un desarrollo anormal cuando crece en un medio
que contiene catabolitos producidos por una poblacién de la misma especie
que se habia desarrollado anteriormente en dicho medio .En este caso se ob-
serva una larga fase de latencia y una excrecion alta (efecto de shock).

ACTIVIDAD BACTERIANA

La respiracion bacteriana en las condiciones de trabajo descritas en la pre-
sente memoria representa una pérdida muy pequefia de materia organica
disuelta (0,4-3,9 %), por lo que los resultados citados en ella sobre producti-
vidad primaria, excrecién y C orgdnico disuelto, obtenides en cultivos no axé-
nicos, son validos.
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