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Resumen.

En el medioambiente se produce la entrada de metales pesados no esenciales como el
plomo. Lo que podria tener un impacto negativo en la comunidad microalgal, de quien
depende la mayor parte de la produccion primaria de los ecosistemas acuaticos.

En el presente trabajo se estudid el efecto tdxico del plomo sobre la microalga marina
Tetraselmis suecica, donde los cultivos se expusieron a concentraciones de 1 ; 5; 10 ;
15 y 30 mg L* de Plomo durante 96 h y se analizaron los parametros de crecimiento,
contenido celular de pigmentos (clorofila a, clorofila b y carotenos) y produccion de
fitoquelatinas. Los resultados obtenidos mostraron que el plomo presenta efectos
nocivos significativos (p<0,05) en todos los parametros de crecimiento y produccién de
pigmentos, y un efecto estimulatorio en la produccion de fitoquelatinas, como
mecanismo de defensa.

Palabras clave: Plomo, Tetraselmis suecica, microalga, pigmentos, densidad celular,

fitoquelatinas.

Resumo.

No mediodmbiente producese a entrada de metais pesados como o chumbo, onde
bioacumulaciénse. Isto poderia ter un impacto negativo sobre a comunidade de
microalgal, da cal depende a maior parte da producion primaria dos ecosistemas
acuaticos.

No presente traballo, estudase o efecto toxico do chumbo na microalga marifa
Tetraselmis suecica, que a concentracions de 1 ; 5; 10; 15 e 30 mg L* de chumbo
durante 96 h e foron analizados os parametros de crecemento, o contido da celular de
pigmentos (clorofila a, clorofila b e carotenos) e producidon de fitoquelatinas. Os
resultados mostraron que o chumbo presentan efectos adversos significativos (p <0,05)
nos parametros de crecemento e producidon de pigmento, e presentan un efecto
estimulador sobre a producién de fitoquelatinas, como un mecanismo de defensa.

Palabras clave: Plomo, Tetraselmis suecica, microalga, pigmentos, crecimiento celular,

fitoquelatinas.
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Abstract.

In the environment the entrance of heavy metals such as lead, where bioaccumulate
occurs. This could have a negative impact on the microalgal community, which oversees
most of the primary production of aquatic ecosystems.

In this study, we study the toxic effect of lead on marine microalgae Tetraselmis
suecica. The crops of Tetraselmis suecica were exposed to concentrations of 1 ; 5; 10;
15 and 30 mg L' for 96 h Lead. Were analyzed growth parameters, the content of
cellular pigment (chlorophyll &, chlorophyll b and carotenes) and phytochelatins
production. The results showed that the lead does present significant adverse effects (p
<0.05) in all parameters of growth and content of cellular pigment, and stimulatory
effect on the production of phytochelatins, as a defense mechanism.

Keywords: Lead, Tetraselmis suecica, microalgae, pigments, cell density,

phytochelatines.
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1. Introduccion.

Como consecuencia de la revolucién industrial, se produce un aumento de las
emisiones antropogénicas de contaminantes en el medio ambiente (Kampa & Castanas,
2008), como es el caso de los metales pesados. Los metales pesados son
contaminantes muy persisten en ambientes acuaticos. Esto es debido a que no se
descomponen y, por lo tanto se acumulan en los sedimentos, y posteriormente pueden
ser liberados lentamente al agua haciéndose disponibles para los organismos (Bryan et
al. 1992).

El ciclo del plomo se ha visto afectado por medio de la accién antropogénica, debido a
procesos industriales y a la combustion del petroleo, produciendo diversos peligros
(Jarup, 2003). Durante décadas la principal fuente de emision de este contaminante
fueron los vehiculos a motor de combustién (Magee et al, 1973), pero la reduccion 6
eliminacion del contenido de plomo de las gasolinas ha contribuido a bajar los niveles
de emision considerablemente (Chen et al, 2005; Magaril, 2016). Hoy en dia el
problema de la contaminacién por plomo se centra en torno a industrias
siderometallrgicas, manufacturas de baterias y acumuladores u otras fuentes puntuales
de emisiones de plomo. La emisién esta reglamentada en la Directiva 1999/30/CE, con
sus valores limite correspondientes y transpuesto a la legislacion nacional en el R.D.
1073/2002. Que establece un valor limite anual para este contaminante de 0.5 pg m-2.
Otro problema es que el plomo es un metal que se acumula préximo en el entorno a su

fuente de emision (Gomez-Alvarez et al., 2009).

Plomo
ambiental
Deposicién Deposicién Deposicidn Inhalacién
Y
admisidn
Polvo
Aguas
Suelo residuales—|
1 Plantas Inhalacion
| Agua | directa
Vida | -
acuatica I Animales
Mineria Ingestion
Ingestién por Mineria Ingestidn Ingestion
agua cosumida
| 1 Humanos |

Figura 1. Esquema circulacion del Plomo (Capo, 2002).
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En mamiferos al entrar en el organismo el plomo es absorbido por los globulos rojos,
por lo que se produce su dispersién por el organismo, pudiéndose concentrar en los
rifiones y en el higado. Posteriormente afecta al sistema nervioso y comienza su
acumulacién en los dientes y el tejido oseo con los riesgo que ello conlleva (Caprio et
al, 1974 ; Needleman, 2004 ).

Las microalgas, al pertenecer a un grupo de organismos autofototrofos, se caracterizan
por presentar una gran diversidad y sensibilidad a los cambios ambientales (Stauber &
Davies, 2000). Por lo que durante mucho tiempo se han utilizado como organismos
indicadores de la calidad del agua (Blaise, 1993). Por lo que cualquier agente quimico
que altere la comunidad microalgal y/o su produccién primaria, tendrd como
consecuencia desequilibrios en niveles troficos superiores, generando graves

consecuencias en los ecosistemas (Franklin et al., 2000).

Se ha observado la toxicidad ejercida por los metales pesados (Liua et al, 2011), en
especial el plomo (Wood, 1976; Cordero et al, 2005) y también su bioacumulacion
(Debeliusa et al, 2009) en la comunidad microalgal, que se encuentra presente en la
mayoria de ambientes (Borowitzka, 1988). Afectando de esta manera a otros niveles de
la cadena trofica de los ecosistemas acuaticos (Goretti et al, 2016) de los cuales
depende la produccién primaria producida por la comunidad microalgal (Yap et al,
2004), por lo que las microalgas constituyen la principal entrada de energia en el
ecosistema. Estos microorganismos son fundamentales por su capacidad para captar
luz, transformarla en energia que seria utilizada para la asimilacion de diéxido de
carbono (CO,) y otros nutrientes a su biomasa, formando asi el primer eslabon de la

cadena trdéfica (Soto-Jimenez et al., 2011).

Las microalgas, como muchos organismos, han desarrollado diferentes mecanismos de
tolerancia a la toxicidad por metales (Perales-Vela et al, 2006). En respuesta a la
absorcion excesiva de metales, las microalgas inducen la produccién de péptidos que se
unen al metal, conocidos como las metalotioneinas clase III o fitoquelatinas (Gekeler et
al., 1988) . Varios estudios han confirmado la sintesis de fitoquelatinas en respuesta al
cadmio y a otros metales pesados en microalgas (Robinson, 1989). Por lo que diversos
estudios defienden las utilizacidn de las microalgas como mecanismo de absorcién de la
contaminacién ambiental (Monteiro et al, 2012), cuando esta es baja gracias a

mecanismos de destoxificacion.
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2. Objetivo.

Se plantea como objetivo principal del presente trabajo, examinar los posibles efectos
tdxicos del plomo sobre la microalga marina Tetraselmis suecica. Este objetivo se llevara
a cabo mediante la determinacién del efecto que este metal tiene a nivel del
crecimiento, determinacién de la concentracion que producen el 50% de inhibicién
(ECso), el contenido en pigmentos fotosintéticos y del contenido de fitoquelatinas de

esta microalga.
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3. Materiales y métodos.

* Descripcion de la especie de microalga utilizada

En el estudio realizado se empled la especie de microalga Tetraselmis suecica (Kylin)
Butch, una especie unicelular que se caracteriza por su amplia presencia mundial y su
color verde, debido a la presencia de clorofila ay b, que presenta una forma oval con 4
flagelos isodinamicos que salen de una invaginacion apical que se observa en la porcién
anterior de la célula y que esta ubicada en la misma direccién en la que avanza. Su
tamafo celular se ha determinado por granulometria laser resultando su longitud media
en 8 micrémetros (Morineau et al, 2001) mientras que su didametro oscila entre 10 — 15

micrometros.

Su reproduccién consiste en una division celular binaria, momento en el que las células
pierden su estado movil, y las dos células hijas ya estan completamente flageladas

antes de la liberacidn de la teca (Butcher, 1959).
o T

€

Rait i 'ilii ’
ad e
Figura 1. Microfotografia de Tetraselmis suecica (Kylin) Butch.

Se considera que Tetraselmis suecica (Kylin) Butcher es el flagelado marino mas facil de
cultivar a gran escala, por eso es una de las especies mas utilizadas en acuicultura. Se
emplea como alimento para larvas de moluscos, crustaceos y peces, gracias
principalmente a que proporciona una fuente muy atractiva de acidos grasos de cadena
larga (Fabregas et al,, 2001). Ademas de esta utilidad, su facil cultivo y manipulacion

permite su uso para la produccion de metabolitos de interés comercial, como por

ejemplo el biodiesel (Rodolfi et al., 2009).
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* Descripcion del contaminante utilizado.

El plomo es un metal pesado, que es toxico para diversos tipos de organismos (Bryan,
1971). El plomo forma diversos compuestos como sales, déxidos y compuestos
organometalicos. Debido a su uso industrial, hoy en dia el plomo se puede encontrar
dentro de cada uno de nuestros cuerpos a niveles muy superiores a los que habia en la
antigliedad (Smith et al, 1995), y a niveles que causan efectos adversos en la salud
(Budd et al. 1998). En el presente trabajo se utilizado como fuente de plomo Cloruro
de plomo (II), mediante la cual se preparo una disolucidon “stock” de plomo, filtrado en
condiciones estériles, que tiene una concentracion de 1 g L. A partir de esta disolucién

se preparan las diferentes concentraciones usadas en los experimentos.

Alba Ares Gonzalez — Trabajo de fin de grado — UDC 2015/16 7



« Cultivo microalgal y diseiio experimental.

Tetraselmis suecica se cultiva en agua de mar que se esteriliza con anterioridad en un
autoclave a 121 °C, durante 20 minutos. La fuente de nutrientes utilizada es el medio

conocido como Algal-1 (Fabregas, 1984).

Se realizo un cultivo “Stock” en botellas Pyrex de 1L al que se afadio el indculo
adecuado de microalgas y se mantubo en la cdmara de cultivo bajo unas condiciones
controladas de temperatura e iluminacién, procediendo a la renovacion del cultivo dos
veces a la semana, mediante la extraccién de una cantidad del cultivo para sustituirla

por agua y la cantidad correspondiente de medio Algal-1.

La temperatura de la camara de cultivo se mantiene constante a 18+1 °C vy la
iluminacidn artificial se aplica en ciclos de 12 horas de luz y 12 horas de oscuridad, con
una intensidad de 68,25 pmol foton m#'s® proporcionada por tubos fluorescentes
Philips TLD de 36 W. El aire inyectado a los cultivos es filtrado mediante filtros Millipore

FG de 0,20 ym de tamaio de poro para evitar la contaminacion del cultivo.

Con el fin de evaluar posibles efectos tdxicos ejercidos por el plomo sobre diferentes
parametros relacionados con el crecimiento de la microalga marina Tetraselmis suecica,
se realizaron experiencias de 96 horas de duracion. Las experiencias se realizaron en
botellas pyrex de 200 ml, repitiendo 3 veces cada una de las concentraciones
seleccionadas que fueron 1 mg L*, 5mg L', 100 mg L*, 15 mg L*, 30 mg L' . Ademas
de realizar el control en el que el contaminante esta ausente. Estos cultivos se
mantuvieron en la cdmara de cultivo en las mismas condiciones que el cultivo “stock”
inicial pero en ausencia de aireacidén, para realizar la toma de muestras para la

determinacion de los parametros descritos en los siguientes apartados.
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¢ Recuento celular y calculo de la tasa de crecimiento (p).

La densidad celular se determind mediante el recuento celular directo al microscopio,
utilizando una camara Neubauer y un microscopio optico de contraste de fases NIKON
Labophot con un objetivo de 40x. Se toma una muestra de cada tubo y se fija las
células con 10 pL de Lugol, para evitar que se muevan sin llegar a romper las células,
ya que son flageladas. En el caso de que haya muestras muy concentradas se realizan

las diluciones necesarias.

A partir de estos datos se calcula la tasa de crecimiento (u) para el tiempo de 96h

utilizando la siguiente ecuacion:

b= [ In(Nf) = In(No) ]/ In2 (t~to)

En esta formula p representa la tasa de crecimiento que se expresa en dias™. (to) y (tr)
son respectivamente el tiempo inicial y final del periodo estudiado y ambos son
expresados en dias. (Nf) y (No) representan la densidad celular (células'mL™) en dichos
tiempos.

A partir los datos de densidad celular, se calcula el porcentaje de inhibicion del

crecimiento de 7. suecica:

% inhibicién = ((C— T)/C - 40-10%) * 100

donde, C y T son el nimero de células por mL* del control y de cada tratamiento con
diferentes concentraciones del plomo, respectivamente. Siendo 40°10™* el recuento

celular del que partimos.

La concentracion efectiva media (ECso), es decir la concentracion de la sustancia
estudiada que provoca una disminucién del crecimiento del 50% con respecto al
control, se obtiene mediante la interpolacién grafica en las curvas de concentracién—
respuesta. Los datos para obtener la ECs, se ajustan mediante una regresion no lineal,

usando una curva logistica. El calculo de la ECs, se lleva a cabo a las 96 horas.
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* Determinacion de pigmentos mediante espectrofotometria.

Para la determinacion de pigmentos se retira un volumen igual de todos los cultivos y

se centrifuga a 4500 r.p.m durante 15min a 4 °C.

Tras esto se retira el sobrenadante con una pipeta Pasteur conectada a una bomba de
vaciado y el pellet de células se almacena en el congelador a -80 °C. Tras obtener todas
las muestras del ensayo se descongelan a temperatura ambiente y se resuspende en
una solucion de acetona 90%, porque es el solvente requerido para la aplicacion de las
ecuaciones propuestas por Jeffrey & Humphey (1975) para las clorofilas y los carotenos
en microalgas. Posteriormente se realiza una breve sonicacion, para asegurar la
completa extraccion de los pigmentos. Las muestras se mantiene en oscuridad a 4 °C
un minimo de 24 h. Pasado este tiempo se centrifugan nuevamente y esta vez se

recoge el sobrenadante que contiene los pigmentos, descartando los restos celulares.

Utilizando un espectrofotdmetro Shimadzu UV-1700, se mide la absorbancia a tres
longitudes de onda, 664, 647 y 480nm, utilizando como blanco la solucién de acetona al
90%. Estas ecuaciones son las utilizadas para el calculo de las concentraciones de

pigmentos extraidos de cada muestra:

Clorofila a = 11,93 Ases — 1,93 Asa7
Clorofila b = 20,36 Ags7 — 5,5 Aess
Carotenoides totales = 4 Asg

A664, A647 y A480 representan las absorbancias medidas a 664, 647 y 480nm,

respectivamente y la concentracion de cada pigmento es expresada en yg mL™.
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* Determinacion de fitoquelatinas.

Para la determinacion de fitoquelatinas se retira un volumen igual de todos los cultivos

y se centrifuga a 4500 r.p.m. durante 15 min a 4 °C.

Tras esto se retira el sobrenadante con una pipeta Pasteur conectada a una bomba de
vacid y el pellet de células se resuspende en agua de mar filtrada y estéril, y se vuelve
centrifugar a 4500 r.p.m. durante 15min a 4 °C, y se vuelve a retirar el sobrenadante
con una pipeta Pasteur. A continuacién se almacenan solo los pellet de las muestras en

un congelador a -80 ©C.

Tras obtener todas las muestras del ensayo se descongelan a temperatura ambiente y
se resuspende el HCL 0,01 M. Tras esto se realiza una sonicacion de 4 min (con una
pausa de 30 s ) de cada tubo para asegurar la completa extraccion del contenido
celular. Pasado este tiempo se centrifugan nuevamente a 13.000 r.p.m. y esta vez se

recoge el sobrenadante que contiene las proteinas, descartando los restos celulares.

Utilizando un espectrofotometro Shimadzu UV- 1700, se mide la absorbancia a longitud
de onda de 412 nm, de todas las muestras 2 veces , la primera medicion se realiza
mezclando la muestra con tampdn fosfato y la segunda medicion se realiza mezclando
la muestra con el reactivo propuesto por Ellman (1959). En ambos casos el blanco se
realiza sustituyendo la cantidad de muestra por HCL 0,01 M, y anadiendo la misma

cantidad de tampdn fosfato o reactivo Ellman respectivamente .
Se obtiene la absorbancia real mediante la diferencia de la absorbancia que no contiene

reactivo Ellman menos la que si que lo contiene. Posteriormente se realiza una recta de

calibrado con glutation para asi obtener la concentracion de fitoquelatinas.
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¢ Analisis estadisticos

A partir de los resultados obtenidos, se calculan las medias y las desviaciones estandar
de cada tratamiento y de los controles para todos los parametros analizados. Para el
tratamiento estadistico de los datos, se utiliza el programa IBM SPSS Statistics version
19.0.0. Para cada experiencia realizada, se lleva a cabo un andlisis de la varianza de
una via (ANOVA) a un nivel de confianza del 95%, para analizar la hipdtesis de que la
concentracion de plomo del medio no afecta al parametro de estudio. En los casos en
que esta hipotesis se rechace, se empleara el test de rango multiple de Tukey, a un
nivel de significacion de 0,05 (p<0,05), para analizar de qué qué forma afecta las
diferentes concentraciones de plomo al parametro estudiado . Las graficas se realizan
con el paquete de andlisis estadistico y de graficas avanzadas SigmaPlot versiéon 13.0.
Tanto en las tablas como en las figuras, los resultados se expresan como la media de

los valores obtenidos + desviacion estandar.
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4. Resultados y discusion.

4.1 Densidad y crecimiento celular.

El crecimiento de T. suecica se ve negativamente afectado por la presencia de plomo
en el medio de cultivo, tal y como reflejan las curvas de crecimiento de los cultivos

microalgales expuestos a las distintas concentraciones de plomo (Figura 2).

2x10° 4| —e— Control E
—a— 1 mgmL”’
- -1
18%10° | —— 5 mgmL
—%¥— 10 Mg mL’
+ 16x108 {| —m—15mgmL’
z —m— 30 mgmL”
T 14%10°
3 12x10° -
o
[
ki 108 -~
=
o
3 8x10f A
Gx10%
Ax10% - L —E'—_—_§
2K1|:|E T T T T T

] 24 48 72 96
Tiempo (Horas)

Figura 2. Curvas de crecimiento de los cultivos de 7. Suecica en ausencia
(Control) y presencia de distintas concentraciones de plomo. Los valores
representados se corresponden con la media de las tres réplicas de cada
tratamiento + la desviacion estandar.

Este efecto toxico se observa ya desde las 24 h de exposicion y va aumentando hasta
las 96 h. La concentracion mas alta de plomo ensayada (30 mg L) inhibe por completo
el crecimiento en todo el periodo de estudio, ya que se obtienen densidades celulares
finales 45,58x10% en el cultivo 30 mg L™ a las 96 h, cuando hemos partido de un

inoculo de 40x10* células mL?.

A las 96 h, existen diferencias significativas en la densidad celular final alcanzada en los
diferentes cultivos respecto al control (p<0.05). Por tanto, todos los cultivos presentan
diferencias entre si (p< 0.05), con excepcion del los cultivos de 10 mg L* y 15 mg L.
Al comparar por grupos se obtiene la siguiente ordenacion en cuanto a la toxicidad del
plomo sobre el crecimiento:

Control <1 <5< 10 =15 < 30
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Figura 3. Inhibicion del crecimiento producido por los distintos

tratamientos, considerando el crecimiento del control como el 100%. Los

valores representados se corresponden con la media de tres réplicas de

cada tratamiento + la desviacién estandar.
El descenso de la densidad es dependiente de la concentracion, de modo que cuanto
mayor es la concentracion de plomo en el medio de cultivo mayor es la inhibicion del

crecimiento (Figura 3).

Cultivo  Densidad celular (96 h) Tasa crecimiento (dia)
Control 1,94x10° + 4,06x10* 0,564 + 0,007
1 mgL-1 1,08x10° + 2 2x104 0,355 + 0,007
5 mgL" 9.04x10° + 68x10° 0,291 + 0,002
10 mg L+ 661x10¢ + 98x10° 0,175+ 0,003
15 mg L 6,07x10° + 3,8x10¢ 0,146 £ 0,001
30 mgL- 4 48x10° + 5 Ax10° 0,037 + 0,004

Figura 4. Densidades celulares y tasas de crecimiento de los cultivos
expuestos a diferentes concentraciones de plomo tras 96 horas. Los valores
representados son la media de las tres réplicas de cada tratamiento + la
desviacion estandar.

La figura 4 muestra la densidad celular y la tasa de crecimiento a 96 h de cultivo
calculada tal y como se indica en el apartado 3.4 de Materiales y Métodos. La tasa de
crecimiento a las 96 horas disminuye significativamente con respeto al control en los

cultivos de concentraciones iguales o superiores a 10 mg L* de plomo (p<0.05).
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La ECs, para el crecimiento (concentracion efectiva) después de una exposicion de 96 h
al plomo fue de 8,23 mg L. Es decir, 8,23 mg L' es la concentracion de plomo que
provoca una disminucion del crecimiento del 50 % con respecto al control. Algunos
Valores de ECs, descritos para el plomo en microalgas en estudios anteriores varian
desde 37.8 mmol L* en un ensayo con Isochrysis galbana (Liua et al. 2011) a 2,6 mg

L' en un ensayo con Tetraselmis chuii. (Debeliusa et al., 2009).

El crecimiento es uno de los parametros mas utilizados para estudiar los efectos de
compuestos toxicos sobre las microalgas en los ensayos de toxicidad crdnicos (van
Wezel & van Vlaardingen, 2004). La toxicidad a metales pesados en numerosos ensayos
se mide en funcidn de la reduccién de la tasa de crecimiento o de la biomasa final, en
relacion a un control (Cordero et al, 2005; Debeliusa et al, 2009). Diversos estudios
demuestran que el crecimiento es uno de los parametros mas sensible dentro de los
estudiados (Franklin et al,, 2001a; Strom et al., 2009). Por lo contrario hay estudios en
los que se concluye que este parametro es menos sensible que otros como la
produccién fotosintética. Esto es debido a que la inhibicién del crecimiento refleja un
valor medio de la poblacion estudiada sin tener en cuenta la respuesta a nivel celular
(Geoffroy et al., 2007), ya que el crecimiento es un parametro que puede ver afectada

su sensibilidad dependiendo del tipo de organismo, de la especie o del contaminante.
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4.2 Determinacion de pigmentos.

Los marcadores bioquimicos, como los pigmentos, son frecuentemente utilizados para
la monitorizacién de la contaminacion en ambientes acuaticos. Concretamente, los
marcadores bioquimicos son seleccionados entre los procesos moleculares mas rapidos
que tienen lugar en respuesta a los efectos toxicoldgicos de los principales
contaminantes (Banni et al, 2005), ya que los metabolitos presentes en la célula son
los productos finales de procesos regulatorios celulares, y sus niveles se pueden
considerar como la respuesta de los sistemas bioldgicos a los cambios ambientales
(Jamers et al., 2009).

B Claorofila a
& - B Clorofila b
B Carotenoides

-

pg cél’

Ly ]
i

[=8

Control 1 5 10 15 a0
Concentracién plomo (mgL™)

Figura 5. Contenido celular de pigmentos, expresado en pg'célula’, de la
microalga T. suecica tras su exposicion durante 96h a diferentes
concentraciones de plomo. Las letras indica las diferencias entre los
diferentes grupos utilizando el test de Tukey.

La concentracion celular de pigmentos, tanto de clorofila @ como de clorofila b y
carotenoides, se ve afectada significativamente (p<0,05) por la presencia de plomo
(Fig.5), en el medio con concentraciones mas elevadas de plomo (a partir de 10 mg-L™).
Al comparar por grupos se obtiene la siguiente ordenacion en cuanto a la toxicidad del
plomo sobre la produccion de cada pigmento:

Clorofila a : Control <1 <5 =10 < 15 < 30

Clorofila b: Control < 1 < 5 < 10 < 15 < 30

Carotenoides: Control=1 =5=10 =15 <30
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El contenido en clorofilas ay b se ha descrito como el indice ideal para evaluar el efecto
de los contaminantes sobre las microalgas en las tasas fotosintética y respiratoria (Xu
etal., 2013).

El efecto negativo del plomo sobre el contenido en pigmentos de Tetraselmis suecica
(pg cél 1) fue dependiente de concentracion. El contenido de clorofila a fue maximo en
el control (4,75 + 0,202 pg cél *) y disminuyd hasta su valor minimo en los cultivos con
mayor concentracion del metal (2,66 + 0,168 pg cél *). Con el contenido de clorofila b
ocurrid lo mismo: la concentracion de este pigmento disminuyd desde los controles
(3,56 + 0,144 pg cél ), hasta su minima concentracion en los cultivos con 30 mg L™ de
plomo (1,41 £+ 0,427 pg cél *). El mayor contenido en carotenoides lo presentaron los
cultivos control, 1, 5y 10 mg L* (1,93 + 0,538; 2,05 + 0,114; 1,94 + 0,036; 1,95 +
0,298 pg cél *, respectivamente) , y el minimo, los cultivos con 15 y 30 mg L* del
compuesto ensayado (1,75 + 0,093; 1,14 £ 0,117 pgcél 7).

En microalgas, como la pérdida de clorofilas esta asociada a estrés ambiental (Hendry &
Price, 1993), el contenido de pigmentos es utilizado frecuentemente como biomarcador
de la exposicion a diversos tdxicos como los metales pesados (Couderchet & Vernet,
2003). Los resultados obtenidos en el presente estudio muestran que tras 96 horas de
exposicion al plomo el contenido celular de los diferentes pigmentos fotosintéticos de
Tetraselmis suecica se reduce significativamente en las concentraciones mas elevadas
(15 y 30 mg L"), con respecto al observado en las células de los cultivos control (Fig.
5).
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4.3 Determinacion de Fitoquelatinas.

Un parametro estudiado en algunos ensayos de toxicidad a metales pesados en
microalgas es el contenido celular en metalotioneinas o fitoquelatinas (Perales-Vela et
al., 2006), debido a la capacidad de destoxificacion que posen, ya que las fitoquelatinas
son capaces de secuestrar metales, impidiendo que estos actien sobre las dianas
celulares (Gekeler et al., 1988).

Existen diferencias significativas (p<0,05) entre los valores celulares de produccion de
fitoquelatinas de los cultivos con diferentes concentraciones de plomo presentan y entre

el control en el cual la produccién de fitoquelatinas esta ausente. (Fig. 6).

—a— Control

—&— 1 mgmL’
—8— 5 mgmL"
—— qgmgmL’
—&— 15 mgmL"
—¥— 30mgmL’

pg cél ™

0 24 48 72 96
Tiempo (Horas)

Figura 6. Contenido celular de fitoquelatinas en el cultivo control y en los
distintos tratamientos con diferentes concentraciones de plomo. Los valores
representados se corresponden con la media de tres réplicas de cada
tratamiento + la desviacion estandar.

La produccion total de fitoquelatinas por volumen de cultivo es mayor en los cultivos de
con concentraciones de plomo mas bajas (1 y 5 mg L!), debido a la presencia del
contaminante, en contraposicidon con el control en el cual el contaminante esta ausente.
Las concentraciones que se encuentran por debajo de un determinado umbral (menor a
10 mg L), presenta una producciéon mas elevada de fitoquelatinas. Esto es debido a
que las microalgas presentan diversos mecanismos de defensa celular mientras que en
concentraciones por encima de ese umbral (15 y 30 mg L?!), estos mecanismos dejan
de ser efectivos aunque estan presentes, provocando asi importantes descensos en la

tasa de crecimiento de la microalga.

Alba Ares Gonzalez — Trabajo de fin de grado — UDC 2015/16 18



5. Conclusiones.

La exposicidon de los cultivos de Tetraselmis suecica a concentraciones superiores a 10
mg L' de plomo, provoca diferencias significativas en los parametros analizados como
en el crecimiento, y el contenido en pigmentos donde se observa un descenso en la
concentracion celular de las clorofilas ay by de los carotenoides, por lo que el plomo
es un metal tdxico para esta especie de microalga. Como mecanismo de defensa, ante
la presencia de este contaminante, Tetraselmis suecica induce la produccién de

fitoquelatinas.

5. Conclusions.

A exposicion dos cultivos de Tetraselmis suecica a concentracions superiores a 10 mg L*
de chumbo, provoca diferenzas significativas nos parametros analizados como o
crecemento, e o contido en pigmentos, onde observase un descenso na concentracion
celular das clorofilas @ e b e dos carotenoides. O que poderia repercutir de forma
negativa na sla taxa fotosintética, polo que indican que o chumbo é un metal tdxico
para esta especie de microalga. Como mecanismo de defensa, ante a presenza deste

contaminante, Tetraselmis suecica induce a producién de fitoquelatinas.

5. Conclusions.

Exposure of Tetraselmis suecica cultures at concentrations above 10 mg L-1 of lead,
causes significant differences in the parameters analyzed as growth, and a content of
cellular pigment, where a decrease is observed in the cellular concentration of
chlorophylls a and b carotenoids, so that lead is a toxic metal species of microalgae. As
a defense mechanism, in the presence of this contaminant, suecica Tetraselmis induces
the production of phytochelatins. Which indicate that lead is a toxic metal for this
species of microalgae. Tetraselmis suecica induces phytochelatins' production, as a

defense mechanism in the face of this pollutant.
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