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Resumen: Mediante el proceso de fotosintesis, plantas verdes, algas y bacterias,
capturan energia en forma de luz y la transforman en energia quimica. Se estudio la
influencia de factores externos sobre el rendimiento fotosintético de algas verdes
(Dictyosphaerium chlorelloides) y (Microcystis aeruginosa) para determinar la
influencia en su supervivencia. Para ello, se expusieron concentraciones de 2x10° cel
ml™ a variaciones de luminosidad, temperatura y niveles de CO,, estudiando la eficacia
fotosintética a través de la produccién de O,. El mismo estudio se realizé anadiendo al
medio de cultivo un alguicida, el 4cido tricloroisocianurico (TCA) mediante
exposiciones a diferentes concentraciones. Los resultados muestran que, frente a la
intensidad luminica, las células de D. chlorelloides poseen una mayor eficacia
fotosintética que M. aeruginosa, mientras que en condiciones de oscuridad, las dos
especies se comportan de forma similar; las bajas temperaturas afectan por igual a
ambas células, pero las cianobacterias soportan mejor el incremento de temperatura
gue las algas verdes. La disminucién de CO, afecté de forma similar a ambas especies
celulares. Por ultimo, se observd que bajas concentraciones de TCA inhiben la
fotosintesis sin comprometer la supervivencia celular. Estos resultados evidencian los
efectos adversos sobre el fitoplancton derivados de cambios en el medioambiente,
tanto naturales como de origen antropogénico.

Palabras clave: Fotosintesis. Estrés abiotico. Dictyosphaerium chlorelloides. Microcystis
aeruginosa.

INTRODUCCION

Durante miles de millones de anos, los organismos fotosintéticos han
transformado nuestro planeta y la vida en él. Estos organismos estabilizan la energia
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fugaz contenida en un fotén, formando moléculas organicas para construir
componentes celulares. Este proceso es la base de la generacién de energia. La
fotosintesis y la respiracion dependiente de oxigeno completan el ciclo del O, en el
agua M Son muchos los factores pueden afectar la tasa fotosintética puesto que es
una reaccién muy compleja, con gran cantidad de procesos implicados. Un ligero
cambio en uno de ellos puede tener un efecto adverso en todo el proceso. Estos
factores limitan la velocidad a la que la fotosintesis tiene lugar, e incluso, si hubiera
exceso de todos los demas, la deficiencia de uno de ellos limitaria la reaccion @

Distintos autores han establecido como factores limitantes la intensidad luminica
(sin ella no puede haber fotosintesis (3)), la temperatura (elemento directamente
proporcional y desnaturalizante de enzimas y proteinas (4)), la tasa de CO,; disuelto en
agua (%) y por ultimo, la exposicidn a sustancias quimicas (alguicidas ©7). Todos ellos
han realizado sus estudios basandose en la hipétesis de que las cianobacterias podrian
predominar sobre las algas verdes bajo determinados cambios medioambientales, los
cuales, favorecerian su crecimiento ®9 Este hecho provocaria la aparicion de blooms

que reducirian la calidad del agua y podrian liberar toxinas.

El objetivo de este trabajo es estudiar las variaciones de la actividad fotosintética
del alga verde Dyctiosphaerium chlorelloides y la cianobacteria Microcystis aeruginosa,
cuando ambas son sometidas a estrés medioambiental mediante modificaciones en
parametros como luz, temperatura, CO, y exposiciéon a un alguicida.

MATERIAL Y METODOS

El estudio se realizé sobre poblaciones de D. chlorelloides y M. areuginosa
cultivadas en el laboratorio en frascos Grainer de 25 ml con medio de cultivo BG-11, en
cdmara climatizada a 21 2C, con ciclo luz/oscuridad 12-12 h e intensidad luminica de 60
umol m™ s™. Los ensayos se realizaron a partir de 2x10° cel ml™, ajustadas por contaje
directo en cdmara de Neubauer.

La produccién y consumo de O, (nmol O, mI™ min™) se obtuvo mediante sistema
Chlorolab I, basado en el electrodo de Clark. Asi se estudia la fotosintesis y
respiracion, segun la férmula Pg=Pn+R, donde Pg es el ratio de produccién de O,, R el
consumo de O, y Pn el ratio de fotosintesis neta.

Las variaciones de luminosidad se practicaron con luz roja LED (A=660 nm) y las
variaciones de temperatura se controlaron por calentamiento/refrigeracion de la
camisa del sistema Chlorolab Il con un bafio termostatizado.

Para provocar la disminucion de CO, a un volumen de 100 ml de BG-11, se

afiadieron 100 mg de éxido de calcio (CaO) para secuestrarlo, segun la reaccion
Ca0+C0O,—CaC0s. Tras pasar la noche en frasco cerrado con agitacion a 50 rpm, se
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realizo el filtrado (0.22 um), obteniéndose alicuotas con reduccién del 90%, 75%, 50%
y 25% de CO; en el medio final, respecto a los valores normales incluidos en BG-11.

Para las exposiciones al alguicida, las células se expusieron a concentraciones de
0.5,1,2y 5 mgL" de 4cido tricloroisociantrico (TCA) durante 72 horas. La inhibicion
del crecimiento se obtuvo por contaje directo en cdmara de Neubauer y la medicion de
0O, mediante el sistema Chlorolab II.

Cada experimento fue sometido a tratamiento estadistico para obtener la media
y desviacién estandar de un total de 4 ensayos. Para la comparacion entre D.
chlorelloides y M. areuginosa se aplicé la t-Student, siendo significativo un valor menor
de p<0.05. El tratamiento informatico se realizé con el programa GraphPad 5.0.

RESULTADOS Y DISCUSION

Al modificar la intensidad de luz sobre poblaciones de D. chlorelloides y M.
aeruginosa se observa como la produccion de O, en ambas especies es dependiente de
la luz hasta un maximo de intensidad de 700 umol m?st a partir de la cual no hay
incrementos. Sin embargo, D. chlorelloides fue significativamente (p<0.001) mas eficaz
en la produccién O, que M. aeruginosa (fig. 1a). Los valores indicaron un ligero
incremento de consumo de O, en oscuridad por parte de M. ageruginosa, incremento
gue no es estadisticamente significativo (fig. 1b).

luminosidad D. chlorelloides M. aeruginosa

D. chiorelloides M. aeruginosa
(umol fotones m?s™) n (nmol 0, ml™ min?) {nmol 0, ml™* min™) b) : -
0 (oscuridad) 4 -1.84+0.38 -2.75+0.49
100 4 1,100.26 0,10:0.02 o a4
200 4 2,62+0.49 0,97+0.13 £
300 4 3,44+0.50 1,69+0.22 E
400 4 3,8240.59 2,1040.25 } 2 ‘
500 4 4,02:0.76 2,46:0.29 £ n.s
600 4 4,22:0.73 2,65:0.38 3 (P=0.083)
100 300 500 700 900 700 4 4,34+0.76 2,72+0.40
wmol fotones m?s™ 800 4 4,34+0.68 2,71#0.51

Figura 1. Valores de O, correspondiente con (a) la producciéon por incremento de la intensidad
luminica y (b) el consumo de O, en oscuridad, de D. chlorelloides y M. aeruginosa. Los valores
representan la mediatds de 4 ensayos. ***: diferencias significativas (p<0.001). n.s.: sin significacion
estadistica.

Los resultados obtenidos no coinciden con los expuestos por otros autores (10,12)

gue otorgan mayor eficacia fotosintética dependiente de la intensidad luminica a las
cianobacterias. Debemos tener en cuenta que estos trabajos se realizados en lagos, a
distintas profundidades, por lo que es dificil compararlos con nuestro estudio.

Respecto a la temperatura, se observd que temperaturas inferiores a 21°C
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reducen significativamente la produccién de O, de forma similar en ambas especies,
mientras que temperaturas altas (30 2C) incrementan la produccién de O, en las
cianobacterias y la inhiben en algas verdes (fig. 2).

% inhibicién produccién de O, =
temperatura (2C) n D. chlorelloides M. aeruginosa E
30 4 0,00 144,82+12.69 ?E
25 4 88,0216.69 128,26110.68 é
21 4 100,00 100,00 é
15 4 65,0317.56 69,107.66 o] Dy
10 4 39,5345.66 46,136.59 % % 20 15 1o

temperatura (°C)

Figura 2. Variaciones de eficacia fotosintética en D. chlorelloides y M. aeruginosa derivadas del
aumento y disminucion de la temperatura control (21 2C). Los puntos representan la mediatds de 4
ensayos.

La disminucién de CO, ha puesto en evidencia que ambas poblaciones celulares
son muy sensibles, llegando a inhibirse mas del 70 % de la produccion de O, cuando se
reduce Unicamente un 10 % la concentracién de CO, (fig. 3a). La reduccion del
consumo de O, en oscuridad es mucho mds moderada (fig. 3b). En ninguno de los dos
parametros aparecieron diferencias estadisticamente significativas entre D.
chlorelloides y M. areuginosa.

D. chlorelloides (%) M. aeruginosa (%) -

CO,(%) n Pn R Pn R g

90 4 73,4916.67 21,41+4.47 78,7716.37  29,99t4.68 ‘Z

75 4 80,1716.99 30,1115.64 82,7717.12  39,75t5.55 “

50 4 84,33+7.01 38,3916.09 89,7316.66 45,6516.05 f
25 4 94,4816.56 45,28+4.48 96,8316.78  49,52+5.12

Figura 3. Inhibicion en el consumo (a) y produccién (b) de O, en poblaciones celulares de D.
chlorelloides y M. aeruginosa expuestas a una disminucidn creciente de los niveles de CO, disuelto en
el medio de cultivo. Las barras representan la mediatds de un 4 ensayos. n.s.: ausencia de
significacion estadistica.

Estos resultados son similares a los obtenidos por otros autores, coincidiendo
por tanto en que las cianobacterias soportan mejor las altas temperaturas (2),

Aunque no ha sido posible encontrar referencias bibliograficas que comparen el
efecto de la disminucién de CO, en algas procariotas y eucariotas, los autores estan de
acuerdo en la similitud bioquimica del proceso fotosintético entre ambos grupos (3]
Por tanto resulta coherente la similitud de efecto encontrado en algas verdes y
cianobacterias.
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Finalmente, en lo que respecta a la exposicion a TCA, las células de D.
chlorelloides y M. areuginosa fueron extremadamente sensibles a la misma. Los
resultados indican un alto grado de afectacidon sobre la actividad fotosintética, superior
al 70 % en ambas poblaciones, desde la concentracién mas baja ensayada (0.5 mg I'");
este hecho no se corresponde con la inhibicién del crecimiento celular, que presenta
valores significativamente inferiores (p<0.005) a los anteriores (fig. 4).

D. chlorelloides (%) M. aeruginosa (%)
crecimiento Pg crecimiento Pg
14,17#5.65 88,57#5.48 13,5516.01 73,206.77
49,6616.46  93,02+5.55 47,4716.45 84,18%6.23
63,6846.91 95,70+4.44 60,6016.56 89,4615.46
79,6816.78 97,14+2.22 77,77+6.55 93,25+5.89
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Figura 4. Inhibicion de la fotosintesis bruta (@, A) y del crecimiento celular (O,A) en D. chlorelloides
y M. aeruginosa expuestas a concentraciones crecientes de ac. tricloisocianurico (TCA) disuelto en
medio de cultivo. Los puntos representan la mediatds de 4 ensayos. **:diferencias significativas
(p<0.005).

Por tanto, queda establecida la eficacia alguicida tanto en algas verdes como en
. . e . . 14
cianobacterias, coincidiendo con los resultados obtenidos por otros autores (4),

Podemos concluir indicando que los resultados evidencian los efectos adversos
sobre ambos organismos derivados de los factores limitantes de la fotosintesis, tanto
de aquellos naturales como los de origen antropogénico. Mientras que las algas verdes
son mas eficaces que las cianobacterias conforme aumenta la intensidad luminica, el
fenédmeno es contrario cuando la temperatura se incrementa. Finalmente, ambos
organismos se comportan de forma similar frente a la disminucion de CO, disuelto y en
exposiciones a TCA.
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