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Resumen. 

Se determinó  la  tasa  de  crecimiento  específico (p) de dos  especies  de  dinoflagelados 

simbiontes  en  cultivo: Symbiodinium kawagutii y S. pilosum creciendo  bajo  condiciones 

controladas de luz y  temperatura. La concentración de NO3- del  medio de cultivo fue medida en 

diversos  puntos  de  la curva de  crecimiento y a partir  de  ésta se determinó  la  cuota  celular  de 

nitrógeno de  cada  especie, Paralelamente se obtuvieron  medidas  de  la  proporci6n  Fv/Fm.  La 

variación  en  este  pardmetro  no  presentó  relación  con  respecto a la  concentracibn  externa de 

nitrógeno y sí con  respecto a  la densidad  celular. Los valores  mdximos en S. kawagutii se 

presentaron entre  los  días 15 y 19 de cultivo  cuando  la  concentración  externa  de NO3- presentó 

los valores mínimos, estando  en  el  orden  de 35 pM. En S. pilosum el  valor  máximo  se  registró  el 

día 14 de  cultivo,  sin embargo, no se presentaron  diferencias  significativas en 10.5 valores 

obtenidos  entre los días 8 y 23 de  cultivo, a  pesar de  que a partir  del  día 12 de cultivo  los 

niveles  de NO3' estuvieron por debajo  del  límite de detección. Fv/Fm  de S. kawagutii cayó 25 y 

35% con  respecto  al  valor máximo en los días 41 y  55 de  cultivo  respectivamente.  Fv/Fm  en S. 

pilosum present6 una caída en los días 47 y 61 de 8 y SO/o  respectivamente. 

Los  cambios  generados en la  maquinaria  fotosintética  de ambas especies  fueron  medidos 

al provocar ausencia  de  nitrógeno en forma  de NO3' en diferentes  etapas de  la curva de 

crecimiento y en  donde  la  concentración de nitratos previa al cambio de medios fue determinada 

por  el  consumo  del  cultivo.  La  ausencia  de  nitratos  fue  estudiada  bajo dos condiciones: a) un 

medio de cultivo  sin  ninguna  fuente de nitrógeno (N-) y b) un  medio  de  cultivo  con  nitrógeno en 

forma de amonio (N+) cubriendo los requerimientos  diarios de nitrógeno de cada  especie 

obtenidos a partir de la  cuota  celular. AI inicio de la curva  de crecimiento  cuando la 

concentración  externa  de  NO3-  en ambas especies  present6 los valores máximos, el  cambio de 

medio a los tratamientos  N- y N+ mostr6 una caída en el  flujo  máximo de electrones (ETR) con 

respecto al control de 43.66 y 51 O/O respectivamente para S. kawagutii y de  19.5 y 21.7% para 

N -  y N +  en S. pilosum. Sin  embargo,  a  pesar de que  la  caída  fue mayor en S. kawagutii, la 

desactivacibn  no-fotoquímica (NPQ)  de ésta  fue menor con  respecto  al  control 40  y  27.76% para 

N -  y N+ respectivamente, mientras que  en S. pilosum ambos  tratamientos  presentaron  un 

incremento  del 57  y 41%. AI final de la curva  de  crecimiento  cuando la concentración  de N03- 

registró los valores  mínimos  el  comportamiento de ETR y NPQ en S. pilosum se  invirtió.  Mientras 

que  para S. kawagutii dicho  comportamiento se invirtió  únicamente en lo que respecta  al  flujo 

máximo  de electrones, 

En S. kawagutii la  variación  en  el  flujo  máximo  de  electrones en diferentes  puntos de la 

curva de crecimiento  estuvo  acompafiada  de  las  variaciones de Fv/Fm y de  la  desactivación 

fOtOqUímiCa (qP). La desactivacibn  no-fotoquímica no presentó  un  patrón  definido  corroborando 

la baja capacidad de inducir  mecanismos  fotoprotectores  de  esta especie. s. pi/osum no 

PresentÓ  VariaCiOfleS significativas  de  los  tratamientos N -  y N +  con  respecto  al  control en Fv/Fm 

Y gp. Sin embargo, el  comportamiento de la  desactivaci6n  no-fotoquímica fue evidencia  de la 
alta  capacidad  de  esta  especie para inducir mecanismos fotoprotectores. 



Introduccibn. 

Los  nutrientes  de los océanos  proceden  en  su  mayoría  de los aportes 

fluviales.  Por lo que  se  aprecia un claro  gradiente  horizontal,  con  un  máximo 

en  las  zonas  próximas  a la costa y disminuyendo  hacia la zona  oceánica,  donde 

se  presentan las menores  concentraciones de nutrientes  con respecto  a  todas las 

aguas  marinas  (Owens,  1993;  Sevilla, 1976).  Salvo  en las  llamadas  zonas  de 

surgencia,  donde  por  características  especiales  aguas  de  niveles  profundos 

ricas  en  nutrientes  son  arrastradas  hacia la superficie. 

En el mar  poca luz penetra  por  debajo de los  ochenta metros. De  esta 

forma la energía  contenida  en la biosfera  marina  finalmente  deriva  de la capa 

superficial.  En la zona  fótica  existe la cantidad  de luz adecuada  para la 

fotosíntesis  de  productores  primarios.  Durante  este  proceso  elementos 

esenciales,  iones y otras  sustancias  aumentan  su  complejidad  formando 

compuestos  orgánicos, de tal forma  que la fotosíntesis  es el primer y crucial 

paso  en la producción  de  biomateriales.  Posteriormente los productores 

primarios  son  consumidos  por  herbívoros,  y  éstos a su  vez  por  carnívoros 

formando  complejas  redes  alimenticias. 

La  sedimentación  de  biomateriales  como  cadáveres y productos de 

excreción de la zona  fótica  provee de alimento  a la zona  afótica.  En  diversos 

estratos  este  material  puede ser remineralizado o bien  viajar  lentamente  hacia 

el fondo,  donde es consumido  por  detritívoros,  quienes  a  su  vez  son  presas  de 

carnívoros  (Horne, 1969). 

La  recuperación  de  nutrientes  en el agua  se  realiza  a  partir  de los 

detritos  que  alcanzan el fondo  antes  de que  su descomposición  sea  completa. 

Esta recuperación  en la zona costera  se  realiza  en los Iodos del fondo,  mientras 

que en  la zona  oceánica  aparentemente  ocurre  en  aguas  profundas  (Sevilla, 

1976). 
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La  mezcla  vertical de la columna de agua controla la disponibilidad de 

nutrientes para el crecimiento  del  fitoplancton,  ya que  se presenta  un 

enriquecimiento en los niveles  superiores  con  sustancias nutritivas de  niveles 

inferiores (Marra,  1980;  Sevilla,  1976).  Esta  mezcla  vertical  se  produce  cuando 

hay un rompimiento  de la termoclina. La temperatura en una columna de agua 

desciende  lentamente en  el estrato  superior,  cerca  de la superficie,  hasta llegar a 

un nivel  en  el que  se  registra un descenso  brusco en  este parámetro. Esta zona 

de discontinuidad  térmica es denominada  termoclina. 

La variación estaciona1 de los nutrientes  en la zona  templada en  la  cual los 
estratos  superiores  quedan enriquecidos  con  nutrientes  al establecerse la 

termoclina  después de la mezcla invernal de las aguas,  ocasiona el  florecimiento 

planctónico.  Posteriormente las sustancias  disminuyen  paulatinamente  como 

resultado del consumo de organismos  autótrofos. 

En  la zona tropical la cantidad  de nutrientes presente  a lo largo  del año es 

más o menos  constante  y  se  mantiene  en  niveles  comparativamente  bajos,  en 

este caso la mezcla parcial de agua  y  enriquecimiento  de  nutrientes  en los 
niveles superiores coincide  con  la temporada de vientos (Sevilla,  1977). 

Debido a la baja disponibilidad se ha postulado  a los nutrientes como los 
factores  limitantes de la productividad  primaria  oceánica  (Owens,  1993). 

Numerosos  estudios  han  sido  realizados  para  determinar los efectos  de 

la limitación por nutrientes  en la productividad  primaria.  Sin duda  alguna, el 

mayor conocimiento  en  torno  a  este tema  ha sido  derivado  de  estudios de 

limitación  por  nitrógeno. Si bien el nitrógeno  ha  acaparado la atención  en  las 

investigaciones,  también el  fósforo  ha sido  postulado  como  uno de principales 

factores  limitantes  del crecimiento. En años  recientes, se ha  demostrado la 

importancia de la  limitación por hierro en  aquellas  cuencas  oceánicas en  las que 

el N y P son abundantes  en la zona  fótica, pero la concentración de clorofila es 

baja  (LaRoche et a/,, 1993). 
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La limitación  por  nutrientes  tiene como  efectos finales la reducción de la 

actividad  fotosintética y la disminución del  crecimiento. Debido a las funciones 

específicas de cada nutriente, se sugiere que los mecanismos  que llevan a la 

reducción  en el crecimiento pueden ser nutriente-específicos (Geider et al., 

1993). Sin embargo,  la reducción de la actividad fotosintética, parece tener 

respuestas  comunes para muchos elementos. La pérdida de pigmentos, 

denominada clorosis por ejemplo, es resultado  de la limitación  por elementos 

esenciales como: nitrógeno, fósforo, hierro y sulfatos (Kolber et al., 1988; Herzig 

y Falkowski, 1989; Greene etal., 1991). 

La fotosíntesis es un proceso que involucra dos  fases: a) la fase de 

transferencia de electrones cuya finalidad es la transformación de  energía 

luminosa  en poder reductor y ATP y b) la  fase de síntesis  en  la  cual  se  lleva a 

cabo  la fijación de COZ para la formación de carbohidratos, entre muchas otras 

funciones. Se  sabe que la demanda de ATP y poder reductor  en los procesos de 

biosíntesis juega  un papel determinante en la eficiencia  con  la  cual se llevan a 

cabo  las  reacciones de fotoquímica primaria. Es decir, el flujo de electrones a 

través de la  cadena de transporte está modulado por la tasa de consumo de 

poder reductor y ATP (Wykoff et al., 1998). 

En el agua de mar las formas  nitrogenadas de mayor concentración son 

nitratos (1-500 pg NO3- N / It), seguida de los nitritos ( ~0.1-50 pg NO2- N / It) 
y el amonio (cl-50 pg NH4+ N / It) (Riley y Chester, 1971). En presencia de 

amonio y nitrato las  comunidades fitoplanctónicas incorporan rápidamente el 

primero, al parecer por ser  la  especie de nitrógeno más reducida lo que implica 

un menor costo energético. 

Durante la  fase de biosíntesis una gran proporción de poder reductor es 

requerida para la reducción de algunos otros elementos. Tal es el caso de 

organismos que crecen en un ambiente cuya  única fuente de nitrógeno está  en 

forma de NO3- la forma más  oxidada de nitrógeno. Para la reducción de  una 

molécula  de nitrato hasta amonio son requeridos 8 electrones. En este proceso 
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intervienen dos  enzimas:  la enzima nitrato-reductasa (NR) y la nitrito-reductasa 

(NiR). En la primera etapa de reducción a  nitritos, el NADPH  ha sido identificado 

como el donador de los 2 electrones requeridos para la NR, mientras que el 

donador de los 6 electrones restantes para la NiR es directamente la ferredoxina 

reducida (Alberts et al.,  1994;  Huppe y Turpin, 1994). 

De esta  forma, la disminución abrupta en la concentración externa de 

nitratos puede generar una considerable disminución  de la  tasa de consumo  de 

poder reductor, presentándose una acumulación de éste  similar  a la presentada 

durante el estrés por exceso de luz. 

Actualmente, la mayor  parte de los estudios en torno a la limitación  por 

nutrientes  han sido abordados bajo condiciones experimentales  donde la 

limitación es forzada  por un cambio abrupto del  medio  de  cultivo  durante la 

fase de crecimiento exponencial, provocando la  ausencia del nutriente  limitante 

en un  lapso de tiempo  corto (Rhiel et al., 1986; Geider et al., 1993; LaRoche 

et al., 1993; Wykoff et al., 1998),  lo cual podría constituir  un estrés  más  que 

una limitación. 

Bajo condiciones de estado-estacionario la limitación  por  nutrientes ha 

sido abordada en muy pocos  casos. Los efectos  presentados bajo esta 

condición  experimental son similares a los generados  durante un cambio 

abrupto,  pero  menos  drásticos  (Herzig y Falkowski, 1986; Kolber et al., 1988; 

Berges et a/., 1996)  pudiendo ser más representativos de los efectos de una 

limitación  real. 

A pesar de  que la desaparición de los nutrientes en ambientes  naturales 

se presenta  lentamente,  no  existen trabajos previos en donde  el  cambio a un 
medio  limitado  por  un  nutriente se realice en diferentes  etapas de la curva  de 

crecimiento  del  cultivo, y en donde la concentración  del nutriente en  cuestión 

haya sido paulatinamente  consumida  por  el  cultivo. 
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En el presente trabajo se pretende hacer una distinción entre  limitación 

y estrés. Provocando un estrés  por  disminución  drástica de la tasa de consumo 

de poder  reductor y una limitación  por  nitrógeno,  a  través  del  cambio de 

células a  un  medio sin ninguna  fuente  de  nitrógeno  como en el  resto de los 

experimentos  realizados  hasta  ahora. Y provocando un estrés  pero 

descartando la limitación  por  nitrógeno,  por el cambio de células a  un  medio 

con nitrógeno en forma  reducida ( N H 4 + )  suficiente  para cubrir los 

requerimientos  diarios de nitrógeno. La distinción entre  limitación  y  estrés  fue 

seguida a lo largo de  toda la curva de crecimiento de los cultivos  teniendo en 

cuenta de esta manera, las diferencias  a  través  del  abatimiento  paulatino de la 

concentración de nitratos del  medio.  Tratando de diferenciar si la respuesta  de 

la maquinaria  fotosintética es debida  a la pérdida de nitrógeno como elemento 

o si es producto de una acumulación  de  poder  reductor,  por la pérdida de un 

aceptor  final de electrones. 

La respuesta  de la maquinaria  fotosintética  fue  estudiada en dos 

especies de dinoflagelados  simbiontes. A pesar de que la forma de nitrógeno 

con  la que crecen ambas especies en  ambiente  natural es el amonio, ya que  en 

la asociación intacta  el  animal  provee  el  nitrógeno (Trench, 1974), el 

crecimiento en cultivo esta sustentado  por  nitratos. 

AI crecer en un  medio con nitratos como única fuente  de  nitrógeno la 

pérdida  abrupta  de  esta  fuente  generará una acumulación de poder  reductor. 

Se piensa que la respuesta puede ser  universal  presentándose en cualquier 

organismo  fotosintético y que será muy  similar  a la presentada  durante un 

estrés  por exceso de luz. 

Por otro lado, existe una ventaja  al  comparar las respuestas  del  aparato 
fotosintético de Symbiodinium  kawagutii y Syrnbiodinium pilosum ya  que  al ser 

simbiontes  de  invertebrados  viven  en un régimen  predecible de luz. A 

diferencia de las comunidades  fitoplanctónicas, en donde la mezcla turbulenta 
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de  la parte superior  del océano previene  la  estratificación  vertical 

disminuyendo la presión de selección para  el  desarrollo  de  fotoadaptación. 

AI vivir en  régimen  predecible  de  luz se pueden  distinguir  diferencias  en 

fotoadaptación sensu Darwin  entre ambas especies de dinoflagelados 

sirnbiontes. Symbiodinium kawagutii el  simbionte  del  coral  escleractineo 

Montipora verrucosa es una especie adaptada  a  baja  irradiancia. En estudios 

previos se ha demostrado  que  presenta una baja capacidad fotoaclimatatoria  a 

alta  densidad de flujo de  fotones con síntesis e incorporación  limitada de 

pigmentos  fotoprotectores  del  ciclo  de las xantofilas,  teniendo  de esta forma 

una baja capacidad de inducir  mecanismos  de  desactivación  no-fotoquímicos 

(Iglesias-Prieto y Trench, 1997b).  Mientras  que S. pilosum simbionte  del 

zoántido Zoanthus sociatus es una especie adaptada  a regímenes de alta luz, 

capaz  de inducir  de  forma  eficiente mecanismos de desactivación  no- 

fotoquímicos con una alta capacidad de síntesis e  incorporación de pigmentos 

fotoprotectores  del  tipo de las xantofilas  (Iglesias-Prieto y Trench, 1994; 

1997). 



Antecedentes. 

En el aparato fotosintético, durante la fase  de transferencia de electrones, 

la luz es absorbida por los pigmentos antena, y la  energía de excitación es 

transferida a los centros de reacción de los fotosistemas I y I1 (FSI y FSII) los 
cuales  son complejos proteína-pigmento con  una conformación especial que 

permite que se lleve a cabo  la  separación de cargas. El fotosistema I1 al excitarse 

transporta electrones hasta la plastocianina,  la cual interactúa con el fotosistema 

I, donando un electrón  para el regreso  al estado  basal de P700. El fotosistema I1 
es regenerado al  tomar electrones del agua (Rutherford, 1989). El fotosistema I 
al excitarse con  luz transporta electrones hasta  la ferredoxina. La fase de 

transferencia de electrones o fase luminosa juega un papel determinante en el 

metabolismo del cloroplasto,  ya que utiliza la luz, para generar poder reductor en 

forma de NADPH y ferredoxina reducida (Chitnis, 1996). 

La formación de ATP esta  acoplada a las  reacciones fotoquímicas a través 

de un  gradiente de  pH transmembranal. La concentración de protones en el 

lúmen se  va incrementando (acidificación) mediante dos  procesos el  rompimiento 

de  las  moléculas de agua, necesario para el regreso de P680 el centro de  reacción 

del fotosistema I1 a su estado  basal, y durante  el  transporte de los dos electrones 

que se unen al segundo aceptor de tipo quinona (QB) de fotosistema 11. 
Simultáneamente el estroma se alcaliniza. La ATPasa utiliza la  fuerza proton- 

motriz  del  gradiente de pH para la formación  de ATP a partir de ADP y fósforo 

inorgánico (fig. 1). 

El ATP y el poder reductor generados  en  las  reacciones fotoquímicas son 

requeridos para la síntesis de numerosos compuestos del  metabolismo de los 
vegetales,  como  la  reducción de carbono y otros procesos  de biosíntesis (Alberts 

et al., 1994; Huppe y Turpin, 1994). 
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La ferredoxina es el aceptor final de electrones del fotosistema I, esta 

proteína tiene características únicas y es  la responsable de distribuir el poder 

reductor hacia múltiples aceptores. Se destacan  dos funciones principales: a) 

donar electrones en un sistema no  cíclico al NADP para producir poder reductor 

en forma de NADPH requerido  principalmente en  la fijación de carbono, y b) 

donar electrones de regreso a la  cadena de transporte en un sistema cíclico que 

resulta únicamente en  la formación de ATP (Hall y Rao, 1994). Además  de estas 

dos funciones principales la ferredoxina proporciona el poder reductor  requerido 

para la reducción de materiales inorgánicos como  sulfatos, nitratos, hidrógeno y 

oxigeno; de proteínas como  la tiorredoxina y de compuestos orgánicos como el 

acetileno y únicamente  en bacterias para la síntesis de  oxoácidos. 

Cabe resaltar que los procesos de biosíntesis antes mencionados tienen la 

finalidad de generar el material suficiente para la división celular. De este modo, 

podemos ver a la fotosintesis no únicamente como  la formación de 

carbohidratos, sino como el factor determinante para la formación de tejido 

nuevo  en vegetales superiores y el crecimiento de las poblaciones cuando  se 

trata  de organismos unicelulares (fig. 1). 

Las respuestas de  la maquinaria fotosintética, tanto de vegetales 

terrestres como acuáticos están moduladas por  parámetros fisico-químicos del 

ambiente. Tal  vez los más frecuentemente estudiados son  la temperatura y la 

irradiancia. La variación de estos parámetros, por  arriba o por  debajo de las 

condiciones óptimas puede  generar un estrés. La combinación de diferentes 

factores de  estrés,  puede resultar en  una intensificación, sobrelapamiento o 
reversión de  los efectos en el aparato  fotosintético (Osmond eta/., 1987). 

En condiciones de luz por debajo del óptimo, las reacciones fotoquímicas 

ocurren con alta eficiencia, el 9O0/o de los cuanta absorbidos son utilizados para 

la fotosíntesis en vegetales superiores y cerca del 70 O/O de estos en microalgas. 
Sin  embargo, un  gran número de procesos compiten  por la desactivación de 
pigmentos excitados entre estos procesos  se encuentran: la fluorescencia,  la 
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transferencia de excitación, las reacciones fotoquímicas, la disipación en forma 

de calor y la desactivación no-fotoquímica (Kraus y Weis, 1991). 

La exposición a alta irradiancia lleva una reducción de la capacidad 

fotosintética, fenómeno conocido con el nombre de fotoinhibición. Los efectos en 

la eficiencia de la separación de cargas del fotosistema 11,  en vegetales 

expuestos a alta iluminación son observados antes de  que ocurra la reducción en 

la tasa máxima  de fotosíntesis (Pmáx). El grado de disminución en la eficiencia 

refleja el balance entre dos procesos conjuntos: el fotoprotector, en  el cual 

ocurre la disipación de energía en forma de calor, y el de daño, donde la 

renovación de proteínas claves del FSII, especialmente la proteína D l ,  es 

alterada (Franklin, et al., 1996). Esta reducción en la capacidad de transporte 

electrónico del fotosistema 11,  se ha observado en organismos sometidos a 

diferentes tipos de estrés ambiental como: elevadas temperaturas (Havaux, et 

a/,, 1991; Iglesias-Prieto, et a/., 1992; Maxwell et al., 1993),  y limitación por 

macro  y micronutrientes como el nitrógeno, el fósforo, el hierro y el sulfato 

(Geider, et a/,, 1993; Herzig y Falkowski, 1989; LaRoche et al., 1993; Wykoff et 

ai., 1998). 

A pesar  de  que la limitación por nutrientes tiene una respuesta común en 

la actividad fotosintética, parecen existir diferencias cuantitativas y cualitativas. 

Dichas diferencias han sido explicadas con base en la función que  desempeña 

cada nutriente. El carbono y el nitrógeno son componentes esenciales para la 

síntesis de proteínas. El fósforo es parte de ácidos nucleicos y  de lípidos de 

membrana, actuando también como acarreador de sustratos y fuente de energía 

química (nucleótidos), sin olvidar que es un elemento esencial en las 

modificaciones posttraduccionales reversibles de las proteínas (fosforilación- 

defosforilación). El hierro, es un componente del sistema de acarreadores 

electrónicos de cloroplasto y mitocondria (LaRoche et al., 1993). 

La mayoría de los estudios realizados en torno a la limitación por 

nutrientes en fitoplancton marino han sido enfocados al nitrógeno. Se han 



estudiado los efectos  en la fotosíntesis por  reducción del contenido  de clorofila a 

(Chl a) y  aumento de la actividad  no-fotoquímica de pigmentos  carotenoides 

(Herzig y Falkowski, 1989), así como los efectos en la conversión fotoquímica de 

la energía  por  disminución  en la síntesis de  proteínas  cloroplásticas (proteínas de 

centros de reacción  de FSI y  FSII),  han sido bien  documentados  (Kolber et al., 

1988, Rhiel et al., 1986). 

Se  ha  observado  que  también  puede  afectar la  relación  funcional  entre  la 

cosecha  de luz y la conversión de energía fotosintética  en  el fotosistema 11. 

Herzig y Falkowski (1989) encontraron un incremento en  la absorción  de la 

sección transversal  del  fotosistema I1 (FSII) asociado con una  disminución  en 

pigmentación,  debida  a  dos  causas: 1) un aumento  de  pigmentos  accesorios 

como  carotenoides y Chl c, con  respecto  a la Chl a;  y 2) una  reducción  en el 

apilamiento y la absorción  de las membranas  del  tilacoide.  Geider et al. (1993), 
encuentran  resultados  muy  similares  con  respecto  a la disminución de la 

proporción  Chl alcarotenoides,  dando  como  resultado final una  reducción  en la 

densidad  de los centros de  reacción por célula,  pero con  un aumento del tamaño 

efectivo de la antena  de  fotosistema 11.  

Kolber et al., (1988) y Rhiel et al., (1986) encontraron efectos similares  en 

lo que  respecta  a la conversión  de  energía  fotoquímica; sin embargo, esta 

disminución  presentó  una  correlación  con la  disminución en la  síntesis de 

proteínas.  Aparentemente  esta  disminución  repercute  más  fuertemente  en 

proteínas cloroplásticas  (específicamente  en proteínas de los centros de reacción) 

que en  proteínas  de  citoplasma.  Kolber et al., (1988) demuestran  que los niveles 

de la proteína  CP47 la cual media la transferencia de la energía de excitación de 

los complejos  antena  hasta los centros de reacción  de FSII, y de la proteína Dl 
(proteína  estructural  del  centro  de  reacción de FSII) disminuyen  marcadamente 

en  relación con  otras  proteínas en  células creciendo en  un medio limitado por 

nitrógeno. 
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Los efectos de la carencia de nitrógeno, también han sido descritos al nivel 

de la organización celular de criptofitas, donde  se ha demostrado que el aparato 

fotosintético  es afectado particularmente en lo que respecta a las biliproteínas de 

los complejos antena de los fotosistemas I y 11. Este efecto puede ser 

significativamente aumentado por la intensidad de  luz  (Rhiel et al., 198s). 

Se sabe que la asimilación de nitrógeno es un proceso dependiente de la 

fotosíntesis, la cual además  de  generar el poder reductor, contribuye con los 

esqueletos de carbono necesarios para la síntesis de aminoácidos. En pulsos de 

asimilación de nitrógeno en oscuridad se estimula el flujo de carbono hacia las 

rutas glucolíticas y respiratorias (Vergara et al., 1995). 

Como ya se mencionó en  el agua de  mar las formas nitrogenadas de 

mayor  a  menor concentración son los nitratos, seguida de nitritos y amonio 

(Riley y  Chester,  1971). La incorporación de nitrógeno en organismos 

fitoplanctónicos presenta una cinética  tipo Michaelis-Menten (sugiriendo la 
presencia de un transportador en membrana). En  la presencia de nitratos, 

amonio y  urea, la preferencia es sobre el amonio. La preferencia de amonio 

sobre nitratos, ha sido generalmente atribuida al estado reducido del amonio 

(Valiela, 1984;  Lavasseur, et al., 1993). 

AI ser el amonio la forma preferente de nitrógeno que se  incorpora pero al 

estar en baja concentración en ambientes marinos, el abatimiento de éste es 

muy rápido. Y una vez agotado el amonio las comunidades fitoplanctónicas 

sustentan su crecimiento en la incorporación de  nitratos como única fuente de 

nitrógeno (Valiela, 1984; Riley y  Chester,  1971). 

Se  han propuesto algunas estrategias de adecuación para la asimilación 

de nitratos, ya  que ésta implica  un gasto energético mayor comparado con la 

asimilación de amonio entre Cstas se encuentran: 1) reducción en tasas de 

crecimiento y/o en cuotas de nitrógeno y  carbono; 2) aumento en la  eficiencia de 

absorción de luz, reflejado por un aumento en pigmentos y/o aumento en la 



sección transversal de absorción de la clorofila a. y 3) un aumento en la 

eficiencia fotosintética neta, con menor fluorescencia de Chl a in vivo o mayor 

producción neta de O2 (Lavasseur, et al., 1993). 

Fluorescencia. 

Durante los últimos años, ha habido un rápido progreso en la evaluación de 

la fotosíntesis por  mediciones de fluorescencia la cual proporciona  una  amplia 

información  acerca del funcionamiento fotosintético de los vegetales.  Esta 

señal  es  controlada  por  algunos  factores  que  están  estrechamente  relacionados 

con  propiedades  fundamentales del aparato fotosintético en diversos niveles de 

organización:  en el complejo  de  cosecha de  luz,  en la fotoquímica  primaria, en 

el transporte  de  electrones  y  su  acoplamiento  con el transporte de protones 

(8riantais et al., 1986; Renger  y  Schreiber,  1986;  Krause  y  Weis,  1991). 

La diversidad de información de la fluorescencia tiene la ventaja  de ser una 

señal  fácilmente medida; y  propiamente  analizada  puede  ser utilizada para 

entender la mayoría  de los complejos  procesos de la fotosíntesis. Por otro lado, 

bajo condiciones in vivo es inevitable un sobrelapamiento  de  varios  cambios en 

la fluorescencia  causados  por  mecanismos diferentes los cuales  aumentan la 

complejidad y complican la evaluación  cuantitativa de un aspecto particular 

(Schreiber et al., 1995). 

La mayoría de los estudios basados en  el análisis de fluorescencia hacen 

referencia a la eficiencia en la separación de cargas del fotosistema 11. A 

temperatura ambiente la fluorescencia es principalmente emitida desde el FSII. 

La contribución del FSI a la señal de fluorescencia a temperatura ambiente es de 

cerca del 20%. Sin embargo, en una primera aproximación, la cual es bien 

aceptada, se considera que la señal de fluorescencia es originada en el FSII 

(Lázar, 1999). 



La  energía es absorbida  por el complejo de cosecha  de luz y  es  transferida al 

centro de reacción  del  fotosistema I1 en  donde  se lleva a  cabo la separación de 

cargas. El pigmento P680 es excitado a P*680, éste  transfiere un electrón a la 

feofitina a. Posteriormente el  electrón es  transferido al aceptor primario tipo- 

quinona  denominado QA. La separación de cargas  crea  un P'680 activo,  altamente 

oxidante, P'680 recibe  un electrón para el regreso  a  su  estado  basal  de un 

segundo  donador Z, este segundo  donador es  un  residuo de tirosina de la 

proteína D l .  Finalmente el donador  oxidado Z+, es reducido  por un  electrón  del 

sistema de oxidación  del agua.  En una reacción más lenta la  cual  involucra  un 

átomo  de  hierro, el  electrón  es  transferido desde la quinona  QA  hasta la quinona 

QB (fig. 2). Después  de recibir dos  electrones, QB se une a  dos  protones  y se 

fusiona dentro  de las reservas  de plastoquinona/plastohidroquinona (Krause y 

Weis, 1991). 

La fluorescencia emitida por la Chl a refleja actividades fotosintéticas de 

una manera  compleja.  Según lo propuesto  por  Duysens  y  Sweers (1963), la 

fluorescencia producida  es  mínima (Fo), cuando todos los centros  de reacción se 

encuentran abiertos  con QA en estado  oxidado (fig. 2). Se ha  postulado  que la 

fluorescencia  es  emitida  desde la clorofila  de los complejos  de  cosecha  de  luz. 

De esta  forma Fo es  entonces  una  emisión  desde la  clorofila excitada  de la 

antena de FSII en  competencia  con la transferencia de excitación al centro  de 

reacción del FSII.  Esto  tiene  lugar  antes  de  que el excitón  alcance el centro de 

reacción 11; es  la emisión  cuando los centros  de  reacción de FSII se  encuentran 

abiertos.  (Lázar, 1999). 

Cuando QA es totalmente  reducida (todos los centros de  reacción  están  en 

el estado ZP+6soPheoQ~-), la excitación de P680 no puede  resultar en una 

separación de carga  estable,  considerando  pues  a  todos los centros  de  reacción 

cerrados,  teniendo lugar la fluorescencia  máxima (Fm). 
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Fig. 2. Curva de  Induccción  de  Fluorescencia  obtenida  mediante  la  medición  con  fluorómetro 
PEA (Hansatech). Se indican los parámetros  de  fluorescencia Fo, Fm y Fv. En el cuadro 
inferior  se  definen los eventos  fotoquímicos  en  el  centro  de  reacción  de  FSII. 



La emisión de fluorescencia variable Fv (dada por Fv=  Fm-Fo), describe el 

cambio  en  la fluorescencia entre los  dos estados descritos, es el resultado de  una 

recombinación de cargas entre P+680 y la feofitina reducida, cuando QA esta 

totalmente reducida: 

Kijama y Butler  reportaron que la cosecha cuántica  máxima de FSII 

puede ser expresada como cD PSII = (Fm-Fo)/Fm = Fv/Fm  (Lázar, 1999). 

La proporción Fv/Fm  es un  parámetro fácil de medir y es importante para 

determinar el estado fisiológico del aparato  fotosintético. El estrés ambiental que 

afecta la eficiencia del fotosistema I1 lleva a una disminución característica en  la 

relación Fv/Fm (Krause y Weis, 1991; Kolber et al., 1988). 

Cuando  se determina fluorescencia en  una muestra adaptada a la 

oscuridad, la proporción  FvjFm es una medida ,de la  cosecha cuántica  potencial 

de FSII. La fotoinhibición causada por una densidad excesiva de  flujo de 

fotones (PPDF)  es la  causa principal de la reducción de Fv/Fm bajo condiciones 

naturales. Sin  embargo, otros  factores de  estrés,  como estrés  por  calor o frío 

pueden llevar,  directa o indirectamente vía inducción de la fotoinhibición  a la 

disminución de la eficiencia cuántica de FSII (Ludlow 1987;  Huner et al., 
1993). Actualmente, existe una controversia de si la reducción de  Fv/Fm 

representa una regulación hacia abajo  reversible  fotoprotectora o una 

inactivación  irreversible de FSI I  por reparación, la cual involucra el tiempo de 

renovación de la proteína Dl. Se ha propuesto que la inactivación de FSII 

también confiere  fotoprotección (Krause et a/., 1990) o bien que puede ser 

parte de un mecanismo de ajuste de  la eficiencia de FSI I  a la densidad de flujo 

de fotones  (Bilger et al., 1995). 

En la actualidad han sido desarrollados fluorómetros con los cuales es 

posible realizar la medición de fluorescencia bajo condiciones de luz ambiente y 
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aún bajo luz solar  (Schreiber et al., 1986). De esta  forma las mediciones de 

fluorescencia  pueden  proveer información de la utilización y disipación de la 

energía  luminosa en estado-estacionario, es decir,  cuando la fotosíntesis  es 

totalmente  operativa  (Bilger et al., 1995). 

Durante  iluminación, la eficiencia  cuántica  de FSII depende  del  consumo 

de energía  de las reacciones  oscuras.  De  esta  forma el monitoreo  de la 

actividad  de FSII por  mediciones  de  fluorescencia  puede  proveer  información 

de la tasa de transporte  de  electrones, y bajo  ciertas  condiciones,  también 

permite la estimación de la fijación  de COZ (Weis  y  Berry,  1987;  Genty et al., 

1989; Edwards y Baker.  1993;  Oberhunber et a/., 1993). 

El fluorómetro  portátil  PAM-2000  combina la técnica de medición de 

pulsos  modulados, lo cual  permite la detección  precisa  de la fluorescencia  en 

luz de  día  natural.  Además  esta  técnica  también  permite  hacer  estimaciones 

constantes  de qP (desactivación  fotoquímica ' de la fluorescencia)  y de  qE 

(desactivación  no-fotoquímica de la fluorescencia);  del  estado  redox  de la 

cadena  de  transporte  de  electrones y del estado  de  energía  en los cloroplastos 

de  hojas  (Schreiber et al., 1986). 

El análisis de la desactivación de la fluorescencia  revela  que  dos  tipos 

fundamentalmente  diferentes  de  desactivación  pueden  reducir el nivel  de la 

fluorescencia  máxima  producida Fm. Solo uno  de  éstos,  (la  desactivación 

fotoquimica)  puede  ser  rápidamente  suprimido  por la aplicación de un pulso 

corto de luz  saturante el cual  resulta  en el cierre  de  todos los centros de 

reacción  de .FSII. El otro tipo (la  desactivación  no-fotoquímica)  se  forma  de 

manera relativamente  lenta y puede  ser  causado  principalmente  por la 

energización  de la membrana del tilacoide.  Esto  involucra  una  variedad  de 

mecanismos  de desactivación  a nivel de la antena y del centro  de  reacción  de 

FSII (Krause y Weis,  1991,  Demmig-Adams,  1990,  Schreiber  y  Neubauer, 

1990). 
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La  técnica  de  pulsos  modulados  empleada  en el fluorómetro  PAM-2000 

está  libre  de los artefactos al prender o apagar  luz  saturante y actínica  que  se 

encuentran  en  otros  sistemas  de  amplificación  convencional,  permitiendo la 

resolución  de la inducción rápida. 

En  este  fluorbmetro  las  tres  fuentes  de luz y el detector  de  fluorescencia 

se conectan al clip o cámara  por  una sola  fibra  óptica.  La  luz  modulada o haz 

de medición es suficientemente  bajo  para  no  causar  una  inducción  de 

fluorescencia  apreciable.  La luz actínica y el pulso  saturante  inducen 

fluorescencia (fig. 3). 

Con el avance  en el análisis de la desactivación de la fluorescencia  ha 

sido  posible  obtener  información  cuantitativa de la fotosíntesis en estado- 

estacionario,  similar  a la obtenida  por  métodos  de  intercambio de gas. Weis y 

Berry (1987) y Genty et al. (1989) derivaron  expresiones  empíricas  para la 

cosecha  cuántica  relativa del FSII basados  en  parámetros  de  fluorescencia 

determinados  por el análisis  de la desactivación  (Schreiber et al., 1995). 

A continuación  se  presentan  las  fórmulas  para la cuantificación  de la 

desactivación  fotoquímica y no-fotoquímica  propuestos  por  Schreiber et al., 

(1986)  descritos  en la curva  de  fluorescencia  (fig. 3): 

Fv = (Fv)m - q  (Fv)m (1) 

donde q es el coeficiente de desactivación el cual  puede  variar  entre q=O (con 

100 O/O de QA-; qE=O) y q=l  (total  supresión  de Fv). 

Fv=  (Fv)s - qP ( F v ) ~  (2) 

(Fv)s=  (Fv)m - qE(Fv)m (3) 

Fv= (Fv)m - qE(Fv)m (4) 
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sustituyendo en 4 ( F v ) ~  de la ecuación 3. 

Fv= (1-qE)(l-qP) (Fv)m 

Donde (Fv)m es la fluorescencia variable  (máxima) cuando QA está 

totalmente reducida; Fv  es la fluorescencia variable; y ( F v ) ~ )  es nivel de 

saturación de la fluorescencia variable. 

En campo, bajo diversas condiciones, la eficiencia cuántica es 

activamente  regulada hacia abajo  por mecanismos de control fisiológicos que 

optimizan el funcionamiento de la planta y proveen  protección de los efectos 

de daño por exceso de luz (Horton et a/., 1996). 

El potencial de oxidación  extremadamente alto necesario para la 

oxidación  del HzO es caracteristica única del FSII, lo que requiere  regulación de 

la cosecha de luz. El daño en el centro de reacción ocurre  bajo  todas las 

condiciones, y éste parece ser una  consecuencia inevitable de la función de 

FSII, con centros de reacción inactivados después de lo6- lo7 recambios. La 

tasa de daño es alta en  exceso de luz y es exacerbada en la presencia de otros 
factores de estrés. La reparación  involucra desensamble, proteólisis  e 

introducción  del  polipéptido D l  recién  sintetizado. Esto no es energéticamente 

costoso; sin embargo, tiene una cinética  lenta. Cuando  la tasa de daño  excede 
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la tasa  de  reparación,  hay  acumulación  de  centros  inactivos, lo cual  conduce  a 

una  declinación  de la fotosíntesis  (Horton et al., 1996). 

De lo anterior,  se  infiere  que  existe  una  fuerte  presión  de  selección  para 

reducir el incremento  en la densidad  de  excitación  en  exceso de luz.  La 

reducción  en la densidad de excitación  resulta  de  respuestas  fisiológicas, como 

la alteración del ángulo  de la hoja o el movimiento  de  cloroplastos  para  reducir 

la absorción de  luz. A nivel  molecular, la densidad  de  excitación  es  disminuida 

por la interrupción del funcionamiento  eficiente  (regulación  hacia  abajo) del 

sistema  de  cosecha  de luz por la disipación  de  energía en forma  de  calor. Es 

ampliamente  aceptado  que el  nivel de energización del tilacoide  @pH)  es el 

sensor  de  luz.  Esto  es  complicado  porque el  ApH  tiene efectos  múltiples:  dirige 

la fuerza  para la formación  de ATP, el  ApH alto  restringe el transporte  de 

electrones  en el complejo  citocromo  b6f, y se propone al  ApH alto  como la 

causa  primaria de fotoinhibición.  De hecho, el valor  óptimo  de ApH permite 

simultáneamente  altas  tasas  de  fotosíntesis y disipación  de  energía  en luz alta 

(Horton et al., 1996). 

La  desactivación  no-fotoquímica  de la fluorescencia (qN) proviene  de un 

número  de  procesos en la membrana del  tilacoide,  pero la mayor fracción 

depende del A ~ H  y  es  llamada  desactivación  dependiente  de la energía (qE). 

qE  se  forma  en  minutos  de  exposición  a la irradiancia  y  se  relaja  después de 1- 
2 min  de oscuridad.  Un  segundo  componente (qT) en  donde la disminución de 

la fluorescencia  esta  asociada  con el estado  de  transición  es  generalmente 

pequeño y es poco  probable  que  sea un factor  significativo en  la 

fotoprotección. El tercer  tipo  de  desactivación ha sido  llamado qI porque  esta 

asociado con un grado  fuerte  de  estrés  por  luz,  cuando el incremento en  la 

desactivación  es  irreversible o lentamente  reversible.  Una  parte de esta 

desactivación  ocurre  por el fotodaño  de los desactivadores  de  fluorescencia  en 

los centros  de  reacción  de  FSII.  Sin embargo, una  proporción  significativa 

proviene  aún  en la ausencia  de  cada  pérdida  de  actividad  de FSII y ha  sido 



referida como "desactivación sostenida" y da como en el caso de qE un papel 

fotoprotector. 

Excepto bajo las condiciones más extremas,  la "fotoinhibición"  detectada 

como una disminución en  Fv/Fm no  proviene  del  daño en los centros de 

reacción (RC por sus siglas en inglés)  pero  si de una disipación de energía 

fotoprotectiva. Sin embargo, la correlación observada entre el decline de 

Fv/Fm y la disminución del  número  de RC de FSII activos  sugiere que la 

regulación sostenida hacia abajo de la  cosecha de luz y la inactivación de RC 

puede proceder de una manera concertada o aún  provenir  del  mismo 

mecanismo (Horton et a/., 1996). 

La extensión  máxima de qE  es variable  entre las especies de ecología 

restringida. En algunas especies que crecen en  baja luz se  ha observado una 

menor capacidad de qE que las plantas que crecen en  alta luz. Estos cambios 

también han sido observados  en plantas que crecen en  bajas  temperaturas y 

cuando la  capacidad fotosintética ha sido  genéticamente  reducida. Estas 

respuestas ilustran el papel fisiológico de qE en  la remoción  del exceso de 

energía absorbida  y la integración de la luz  absorbida  y la energía utilizada 

para  fotosíntesis. Dos características  han acompañado la aclimatación de las 

plantas  a  alta  luz: el incremento en el  tamaño  de la reserva de  pigmentos  del 

ciclo de las xantofilas  y la disminución en la cantidad  de  complejos'de cosecha 

de luz en plantas  superiores  (LHCIIb). El incremento  de  pigmentos  del ciclo de 

las xantofilas  está acompañado por  un  incremento en el  máximo  estado de 

depoxidación, el  cual  resulta en un  mayor contenido de zeaxantina. Si la 

zeaxantina es un desactivador  directo de la energía de excitación, entonces 

éste solo puede explicar la mayor capacidad de qE.  Esta explicación  resulta 

insuficiente dadas las observaciones  hechas  en mutantes que tienen  alta 

proporción  zea:chi  pero bajo qE (Horton et a/./ 1996). 



Híp6tesís de trabajo. 

La disminución de la actividad fotosintética en los dinoflagelados 

simbiontes Symbiodinium kawagutii y S. pilosum asociada  a  una  disminución 

drástica  en la disponibilidad de NO3- es  un mecanismo de protección,  ya  que  gran 

parte  del poder  reductor  requerido  para la reducción de NO; a NH4+ deja  de  ser 

utilizado.  La acumulación de ferredoxina  reducida  y  poder  reductor en forma  de 

NADPHz induce  mecanismos  no-fotoquímicos  que  compiten  en la desactivación 

de pigmentos  excitados,  disminuyendo la posibilidad de  daño  irreversible  por 

destrucción de los centros de reacción. La actividad fotosintética  no presentará 

esta disminución  en cultivos donde los niveles de  nitrógeno son  abatidos por el 

consumo, ya que la desviación hacia otras vías  del  flujo de  electrones utilizado 

por la nitrato-reductasa,  se  dará  paulatinamente  conforme  se van consumiendo 

los nitratos. 

Objetivo General. 

Contribuir  a  esclarecer la hipótesis  formulada,  comparando el efecto 

sobre la actividad  fotosintética  en  dos  dinoflagelados  simbiontes  sujetos al 

estrés  de la súbita  reducción en  la disponibilidad del  ion nitrato  en  dos 

condiciones:  a) sin ninguna  otra  fuente  de  nitrógeno,  y b) con alta 

disponibilidad de nitrógeno  pero  en  forma de amonio. 

Objetivos Particulares, 

Determinar la tasa  de  crecimiento  específica (p), y la  cuota  celular de 

nitrógeno de Symbiodinium kawagutii y S. pilosum. 
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0 Comparar la eficiencia  en  la separación de cargas de FSII absoluta  (Fv/Fm) 

entre  las dos  especies,  a lo largo  de la curva de crecimiento  de los cultivos y 

bajo  distintas  concentraciones de nitratos determinadas  por el consumo de 

éste. 

Estimar la absorptancia de luz a  partir de los espectros de absorción in vivo 

y compararla  con la estimación  bruta de absorptancia  obtenida  a  partir de 

las medidas  de luz  del sensor  plano del  fluorómetro. 

Comparar tanto  en las dos  condiciones de disponibilidad de nitrógeno,  como 

en controles las siguientes  variables  fotosintéticas: 

l. El flujo de electrones por  medio del cálculo de la cosecha  cuántica  relativa 

(AF/Fm’)  en  relación  a la intensidad  luminosa. 

2 .  La  inducción de  desactivación  no-fotoquímica. 

3 .  La  desactivación  fotoquímica. 

4. La cosecha  cuántica  absoluta (FvlFm). 

5. Cuantificación de pigmentos: Chl a, Chl c2. 
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Material y Método, 

Crecimiento de cultivos. 

Los cultivos de los dinoflagelados  simbiontes Symbiodinium kawagutii y 

S. pilosum crecieron en agua de mar  artificial  (medio ASPA-8A; Tabla 1), en 

frascos Ferbach de 2.8L con una densidad  inicial  de 1 x lo5 cel ml" 

aproximadamente. La iluminación  fue  suministrada por lámparas  fluorescentes 

con dos regímenes  de  luz: al inicio  del  experimento  168 pmoles cuanta m-' S-', 

que se disminuye  a 96 pmol quanta m-' S" después de las primeras  medidas 

de fluorescencia de S. kawagutii ya que el régimen  inicial  resultó 

supersaturante. La luz  fue  medida en  la base de los matraces por medio de un 

sensor 4n Li-Cor. El fotoperiodo  fue de 14:lO hrs (luz:oscuridad), y 

temperatura de 27k 3.5 OC. 

Determinacih de la tasa de crecimiento. 

La densidad  celular  fue  medida por medio de conteos  en  microscopio 

óptico  marca Zeus  con un  heamatocitórnetro  de  O.lmm de profundidad 

(Brigth-Line). Para eliminar la agregación celular, las  alícuotas de 1.5 ml 

fueron  previamente  tratadas con una solución 1 pM de  MgS04  y  fijadas con 

lugol y homogeneizada durante 5 min  por medio de agitación  en  un  Vortex 

marca Fisher. Cada dato  procedió de un  promedio de nueve  conteos de tres 

alícuotas. 

La curva de crecimiento  fue  medida  a partir de la inoculación y hasta el 

día 19 de cultivo  para S. kawagutii y hasta  el día 23 de cultivo  para S. 

pilosum. La tasa de crecimiento especifica, p, fue  determinada  mediante el 

ajuste de los datos de densidad  celular  a una curva  sigmoidal  por  medio  del 
paquete Peakfit, considerando la sigmosidad  como el tiempo  de  duplicación (r). 

p = Ln 2/r (Schlegel, 1979) 



Solución Stock 1 It de medio [Conc.]en 1 It 
NaCl -""" 25 ar 
KC1 
Mg SO4 7H20 
CaCI, 2H20 
NaNO, 

NTA 
Tris pH  9 
Mezcla  de Metales 

Mezcla de  Vitaminas 

Agua deionizada 

KH2P04 

N H4N 0 3  

B12 

35 gr / 500 ml 10 ml 
" 

450 gr / 1 O00 ml 
55 gr / 500 ml 
2.5 gr / 50 m1 
0.5 gr / 50 ml 
1.5 g r / 5 0  ml 

100 gr / 1000 ml """_ 
0.5 gr / 50 ml 

10 pg/ml 
"""_ 

20 ml 
10 ml 
1 m1 580 pM 
1 mi 73 pM 
1 ml 
10 ml 
10 ml 
1 ml 124  pM 

0.25 ml 
0.1 m1 
932 ml 

Mezcla de Metales PI1 1 It 
COSO, 4.8 mg 
EDTA 2Na 1 O00 mg 
FeCI, 8H20 49 mg 

MnSO, 164 mg 
ZnSO, 22 mg 

H3B03 1140 mg 

Mezcla de Vitaminas 2x 1 It 
Ac-p-aminobenzoico 10 mg 
Biotina 0.5 mg 
Citrato de tricolina 500 mg 
Ac. fólico 2.5 mg 
Ac. folínico 0.2 mg 
Inositol (mio) 1 O00 mg 
Ac. Nicotínico 1 O0 mg 
Ac. Orótico 20 mg 
Ac. D-pantoténico 100 mg 
Pirodoxamina diHCl 200 mg 
Pirodoxina HCI 40 mg 
Putrescina HCI 40 mg 
Riboflavina 
Tiamina HCI 200 mg 
Tiamina 800 mg 

5 mg 

Tabla 1. Medio ASP-8A. Se  presenta  la concentración molar final de N y P. 
Con 704  pM  en forma  de NO3 y 124 pM NH, 



Concentración de nutrientes y determinación de la 

cuota de nitrógeno. 

Las muestras  para el análisis químico  del  medio de cultivo  fueron 

obtenidas  paralelamente  a las medidas  de  densidad  celular. Las células se 

separaron por  centrifugación  ligera  a  420 g en  centrífuga clínica durante 5 min. 

El sobrenadante  fue filtrado con filtros Millipore de 0.45 p, preservado con  dos 

gotas de cloroformo  y almacenado a -70 O C  hasta su análisis. 

La concentración de NO-3 y PO; del  medio de cultivo  fue  cuantificada en 

un autoanalizador de  flujo segmentado SAN plus SYSTEM (SKALAR), mediante 

los métodos  estandarizados  para agua de  mar  por  Strickland y Parson (1972). 

La cuota de  nitrógeno  fue  determinada  por  medio  del  método  propuesto 

por Monod (1949),  a partir de  la fórmula: 

K= G/C 

donde G es el crecimiento  producido y C es la cantidad  de  nutriente utilizado, 

de tal  forma que la cantidad de sustancia requerida  para  formar una célula 

nueva (cuota  celular) es el inverso de K: 

cuota celular = l/K 

Mediciones de Fluorescencia. 

Durante las mediciones de la tasa de crecimiento, se obtuvieron medidas 
de la eficiencia en  la separación de cargas de fotosistema I1 en muestras 
adaptadas a la oscuridad durante 5 min, con un  fluorómetro PEA (Plant 

Efficiency Analyser de HANSATECH). 
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La medición de la fluorescencia fue obtenida a partir de  una alícuota de 

300 pI de una solución con  una concentración de 3 x l o 6  cel  ml-',  en un vial 

colocado dentro de  un  cilindro de acrílico opaco adaptado a la  cabeza del 

fluorómetro. Cada medición se realizó por triplicado  bajo dos condiciones: 

después de 2 (t=2) y de 12  (t=12) hrs  de  tiempo  de exposición a la luz 
(Diagrama 1). 

Inoculación de cultivos 
(1 x1 O 5 cel  ml-1 ) 

Alícuota . 
3 ml 

A diferentes  etapas  de la 
curva de crecimiento 

Conteo  celular 
con  hearnatocitórnetro 
en  microscopio  óptico 

Datos  para el ajuste - de  la curva de  crecimiento , 
- 

Muestra 
mi (variable) 

I 
1 I 

Sobrenadante Pastilla 
I I 
I 

Filtrado y fijado 
con 2 gotas  de  lugol 

(congelación hasta análisis 
-70 C 

I 

Concentrada  en 1 ml con 
una  densidad  de 3 x 1 O 6 

cél ml-l 

Anllisis de  nutrientes Medidas  de  Fv/Frn (2 y 12 hrs) 
Nitratos y Fosfátos vial  ajustado a la cabeza 

3 réplicas del  fluorómetro 
(300 pl) 3 rbplicas 

- Determinación  de  la 
cuota  celular  de  nitrógeno 

Diagrama 1. Primera parte  de  experimentación. Determinacidn  de  la  tasa  de crecimiento, 
la cuota  celular de nitrógeno y de la eficiencia en la  separacidn de cargas 
(Fv/Fm) en diversos puntos  de  la  curva de crecimiento. 
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Estrés por disponibilidad de nitrógeno. 

Una  vez obtenidos los datos de consumo  de nitrógeno, tasa de 

crecimiento de cultivo y cuotas de nitrógeno, se inició la  segunda etapa de 

experimentación. Para esta etapa los cultivos  fueron inoculados con 250 ml de 

cultivos  "madre" en medio ASPA-8A de 12 días (máximo 18 días) de 

crecimiento  a  fin de evitar que las células de experimentación  provinieran de 

un  cultivo  deficiente de nitrógeno. La densidad inicial de estos cultivos  fue de 1 

X l o5  cel m1-l aproximadamente. 

Una  vez iniciado el crecimiento de ambas especies, a lo largo de la curva 

de crecimiento de los cultivos se provocaron  diferentes condiciones con 

respecto  a  disponibilidad de nitrógeno: 1) tratamiento N- en el cual las células 

se resuspendieron en medio ASP  8A modificado sin ninguna  fuente de 

nitrógeno; 2) tratamiento N+, en  el cual se resuspendieron las células en 

medio ASP 8A modificado, en el que la concentración de nitrógeno en forma de 

NH4+ fue  determinada  por las cuotas celulares de cada  especie,  con  una 

concentración de 120 pM para S. kawagutii y de 130 pM para S. pilosum 

(Tabla 2) ;  y 3) el control, en el cual las células se resuspendieron en el medio 

del cual fueron tomadas, donde la concentración de  nitrógeno  fue  determinada 

por el propio consumo del  cultivo generando de esta forma una variación en la 

concentración de nitratos, la cual osciló entre  313-100 y 465-5.4 pM para S. 

kawagutii y S. pilosum respectivamente. 

Las células fueron  concentradas por  centrifugación en  una centrífuga 

SORVAL a 3,000 g, y resuspendidas  en los diferentes  medios. Las células de 

los tratamientos N- y N+ fueron lavadas tres veces  con los medios de cultivo 

respectivos  antes de la resuspensión final. 
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S. kawagutii S. pilosum 
Tiempo  (d) PM P M  

4  34.25 136.75 

12 97.00 70.00 
8 84.25 114.00 

15  197.33 nd 
17  14.50 nd 
19 O. 78 nd 

Promedio 103.21  125.37 
[NH4] exp 120 130 

Tabla 2 Concentración  promedio de nitrato consumido 
en cada intervalo de tiempo. Concentración por 
debajo  del límite de detección  (nd). 



Medidas de Fluorescencia Modulada. 

Las medidas de fluorescencia se realizaron con un  fluorómetro de 

amplitud modulada  sumergible (PAM Walz). La fibra  óptica conectada al 

detector  de fluorescencia, las fuentes de luz modulada, actínica y saturante, y 

el sensor plano  de  luz  del fluorómetro fueron  adaptados  a una celda de acrílico 

de 1 cm de paso óptico  (fig. 4). Las células se concentraron  en 1 m1 de  medio 

por  centrifugación  a 420 g en una centrífuga clínica durante 5 min, a una 

densidad de 3.5 x 10 y 3.0 x 10 cel  ml"  para S. kawagutii y S. pilosum 

respectivamente. 

Se determinó la cosecha cuántica  absoluta de FSII dada por la 

proporción Fv/Fm en  muestras  adaptadas  a la oscuridad.  por 5 min, mediante 

la iluminación con un  flash  saturante  de  intensidad >2000 pmoles cuanta m- 
' S-' de 0.8 S de  duración. Las medidas se realizaron por  triplicado. Después de 

la medición de Fv/Fm,  la muestra se mantuvo  bajo condiciones de oscuridad 

durante 1 min,  únicamente con el haz de medición encendido (luz  modulada). 

Posteriormente, se inició  la  medición de la cosecha cuántica  relativa  del FSII 

(AF/Fm') a  través de una curva  de  luz con 8  irradiancias actínicas entre  0-1095 

pmoles cuanta m- S , con un  intervalo de tiempo de 30 S para cada  una de las 

irradiancias,  registrando la  cosecha cuántica  relativa al  final de cada periodo 

2 -1 

después de un  flash  saturante. Los valores de la  cosecha cuántica  relativa 

(AF/Fm'),  la desactivación  fotoquímica (qP), y la desactivación  no  fotoquímica 

(qE y NPQ) fueron calculados a  partir del  modelo  propuesto  por Schreiber et 

al. (1986). Los valores de ETRmáx (flujo  máximo de electrones), Fv/Fm,  qP y 

NPQ, obtenidos a partir del  cambio  de  medio  a N- y N+ en  distintas 

concentraciones de nitrógeno dadas por el consumo  del  cultivo  fueron 

comparados con respecto al  control  considerándose  valores  relativos. 
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Tasa de transporte aparente de electrones. 

La tasa  de  transporte  de  electrones (ETR) se  calculó  a  partir de la 

fórmula  propuesta  por  Brodribb y Hill (1997): 

ETR= 0 ~ ~ 1 1 '  I - a/2 

donde a es la absorptancia, la cual  representa la fracción de luz 

absorbida; 0FSII es la cosecha  cuántica  efectiva del fotosistema I1 (AFIFm'); I 

es la irradiancia  actínica, y la constante 2 implica un flujo  lineal de  electrones 

entre los dos  fotosistemas. 

.. 

La  absorptancia  de  cada  muestra  fue  calculada  a  partir  de la relación 
lineal entre a y x (fig. 5): 

a = 0.8124 X 

donde la x es la cantidad  bruta  de  luz  absorbida. El análisis  de  regresión lineal 

se  realizó  entre la absorptancia  obtenida a partir  del  promedio  de  absorción in 

vivo en la región  visible del espectro: 

a = (1- I X ~ O " * ~ * )  

donde O.D. es el promedio  de  absorción  entre los 400-700 nm, y la cantidad 

bruta  de luz absorbida  medida  con el sensor  plano de luz  del fluorómetro: 

x = 1- (LJLZ) 

donde Ll es la cantidad  de luz actínica  medida  por el sensor  del  fluorómetro, 

después del paso del  haz de luz a  través  de la solución  celular y Lz es  la 

cantidad  de luz actinica  medida  después del paso  a  través  de  medio  de  cultivo 

sin  células. 

La  relación  entre  las  medidas de  absorptancia  a  partir  de los espectros 

de  absorción in vivo y las medidas  de  absorptancia  de  las  curvas  de  luz, 

presentó un coeficiente  de  correlación R2 de 0.831 (p< 0.01). 
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La  significación  fue  obtenida  mediante  una  Prueba de F en el paquete 

estadístico  STATISTICAL  (Microsoft). 

Análisis  espectroscópicos y extracción de pigmentos. 

Los  espectros  de  absorción in vivo fueron  obtenidos  de las mismas 

células  una  vez  realizadas  las  medidas  de  fluorescencia, las tres  réplicas  de 

cada  tratamiento  se  concentraron  en  una  solución  de 3 ml  con  una  densidad 

de (3.5 x lo6  cel mi-' para S. kawagutii y 3.0 x l o 6  cel ml-' para S. pilosum). 

En  tres  dias  de la curva  de crecimiento de cada  especie  se  obtuvo un espectro 

de  absorción  en  un  espectrofotómetro AMINCO DW2 (SLM instrument)  de  haz 

dual  en  cubetas  con 1 cm  de  paso  óptíco,  realizando un barrido  entre 375 a 

750 nm. La  absorción en 725 nm  fue  restada  de  cada  espectro, los espectros 

fueron  normalizados al pico de absorción  en el rojo  de la Chl a, y sustraídos los 

espectros de absorción in vivo de N- y N+ del control.  La  comparación  a  través 

del tiempo fue realizada  exclusivamente  en  los  espectros  de  absorción  de 

controles del  inicio de la curva  de  crecimiento  con  respecto  a los  del final. 

La  extracción  de  pigmentos se realizó  posterior  a  las  medidas  de 

espectros  de  absorción  en  acetona:dimetilsulfóxido (DMSO), 90: 10 (v:v) según 

lo propuesto  por  Iglesias-Prieto et al. (1992) y  cuantificadas  según  las 

fórmulas de Jeffrey  y Humphrey (1975). Las  células  se  concentraron  por 

centrifugación  a 420 g por 5 min  en  centrifuga  clínica en un m1 de  medio. El 

medio  de  cultivo  se  separó  por  centrifugación  a 30, O00 g en  una 

microcentrífuga  Fisher.  La  pastilla  fue  resuspendida  en 900 pl de  acetona y 

almacenada  en  oscuridad  a -70 OC por 2 hrs,  posteriormente  se  centrifugó  en 

la microcentrífuga a velocidad máxima  por 10 S, el sobrenadante  se  separó y 

la pastilla fue resuspendida  en 50 pI de DMSO, el sobrenadante fue regresado 

a la pastilla y agitado  durante 1 min en  Vortex,  repitiendo el paso  anterior 

hasta  que la pastilla  estuviese  completamente blanca. 



Finalmente el sobrenadante se llevó a un  volumen  final de 3 ml con 

acetona, y se obtuvieron  lecturas en un  espectrofotómetro Beckman a 725, 

663 y 630 nm para el cálculo de Chl a y Chl c2 (Diagrama 2). 

Celulas creciendo 
en  diferentes  etapas  de 

la  curva de crecimiento y 
concentrack5n  de  nitratos 

Alicuota 
3 ml 

I 

Conteo  celular 
con  heamatocitómetro 

Muestra 

con  medio N- y N+ 
I 

I I _" 
Sobrenadante  Pastilla 

fijado con cloroformo resuspendida en medios 
para anllisis de  nutrientes diferentes 

I 
I 

I 
Control Medio N- Medio N+ 

ooncentraci6n de nitratos 
variable segun el  consumo 

sin  ninguna  fuente nitrógeno en forma  de  amonio 
de  nitrógeno 

del  cultivo 
120 !AM para S. kewagutii 
130  pM  para S. pilosum 

Centrifugación y reSUspenCión 

35x10 y 3.0~10 cel/ml 

de  luz 
. . con una  concentración  de 

de  la  pastilla  en 2 ml 
despues de 10 hrs 

Medidas  de  Fluorescencia 
Modulada. 

In vivo 

Diagrama 2. Segunda parte de experimentacibn. Estrés por disponibilidad de nítrbgeno. 
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Análisis estadfstico, 

Se calcularon los valores  promedio y el error estándar  de la media SEM 

por sus siglas  en  inglés (u/(n-l) 10.5). De la concentración de NO3', Poi, 
Fv/Fm, y de los parámetros qP,  qE, NPQ, ETR máx, Ik y u. 

Los valores  de Fv/Fm obtenidos durante los dos experimentos  fueron 

analizados  mediante una ANOVA de una . vía  en el paquete  estadístico 

STATISTICA de Microsoft. 

Los resultados  obtenidos de la segunda fase de experimentación  fueron 

analizados mediante una ANOVA de una vía y Prueba de LSD por medio  del 

paquete  estadístico STATISTICA de Microsoft 

El valor  considerado  para los análisis  estadísticos de los parámetros qE, 

NPQ y qP, fue el dato  final de la curva de luz (correspondiendo  a la irradiancia 

de 1095 pmoles cuanta m-' S"). 

El análisis  estadístico de a, I k  y ETR máx, la curva de flujo de electrones 

se analizó  como una curva  típica fotosíntesis-irradiancia (P-I), de tal  forma que 

los valores de U fueron  estimados  mediante la pendiente de la regresión  lineal 

aplicada a  todas las réplicas de los primeros  cuatro  puntos de la curva de luz 

(entre O y 196 pmoles cuanta m-' S-'). Los valores  máximos de cada curva 

fueron  considerados  como ETRmáx. El cálculo de I k  fue  obtenido  por la 

fórmula: 

Ik = ETRmáx / a 



Resultados 

Curvas de Crecimiento 

S, kawagutii presentó  una  fase de latencia  de  cinco  días 

aproximadamente.  Duplicándose  posteriormente  cada 4.87  días, con  una  tasa 

de  crecimiento (p) de  0.14  d-l  (fig.  sa). La curva  de  crecimiento  se  registró 

hasta el día 19 de cultivo  en el cual  no  se  alcanzó la fase de crecimiento 

estacionario,  sin  embargo la fase  de  crecimiento  rápido  ya  había  cesado,  dado 

que entre los días  17  y 19 se  presentó  una  dismipución  en la tasa  de 

crecimiento  relacionada  con la denominada  fase  de  retardo  descrita  por  Monod 

(1949). 

S. p i h u m  presentó  una  fase  de  latencia  de  cuatro días, la fase  de 

crecimiento  exponencial se presentó  a  partir del día 4 y  hasta el día 14, 

duplicándose  cada 3.91  días con  una  tasa  de  crecimiento (p) de 0.18 d-'  (fig. 

6b). La fase  estacionaria se alcanzó  a  partir  del  día 23 de  cultivo,  con  una 

densidad  máxima  de 8 x lo5 cel ml-'  aproximadamente.  En la parte  inferior de 

ambas  curvas  se  muestran los valores  residuales de la curva  ajustada, los 
cuales  se  distribuyen  en  forma  azarosa  entre -t 15 %. 

Los  valores de la eficiencia  en la separación de cargas del fotosistema I1 

(Fv/Fm) de muestras  adaptadas  a la oscuridad  por  cinco  minutos,  después de 

2 y 10 hrs de tiempo de exposición  a  irradiancia,  se  presentan  en la fig. 7. AI 

inicio  del experimento,  mientras la cantidad de luz fue mantenida  en 168 

pmoles  cuanta m-' S-', S. kawagutii, a  diferencia  de S. pilosum presentó 

valores  por  debajo  del  óptimo  oscilando  entre 0.534-0.540  para t=2 y  de 

0.445 para t=12 (fig.  7a). Debido  a que los valores  bajos  de Fv/Fm podrían 

influir en  una  disminución  en la tasa  de  crecimiento  según los resultados  de 

Chang et al. (1983), la cantidad  de luz se  disminuyó  a 96 pmoles  cuanta  m-' 

S" a  partir del  día  10 para S. pilosum y del día 6 para S. kawagutii, 

presentándose  en  esta  última  especie un ligero  incremento. Los valores 
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Fig. 6. Curva  de  crecimiento.  a) S. kawagutii, los puntos  representan los valores  promedio  de 
densidad,  la  línea  es  la  curva  sigmoidal  ajustada  mediante  el  paquete  Peakfit. En la 
parte  inferior  se  muestra la distribución  de  residuales  del  ajuste.  b) S. pilosum. 



Fig. 7. Valores  promedio  de Fv/Fm k SEM  (Error  Estandar  de la Media,  por  sus  siglas  en  inglés) 
de  muestras  adaptadas  a la  oscuridad  para  a) S. kawagutii con  t=2 (-O-) y t=12 hrs 
(-O-) de  iluminación.  Bajo  dos  regímenes  de luz (-x-). b) S. pilosum. 



promedio de t=2 y t=12 para S. kawagutii mostraron  no  ser  estadísticamente 

diferentes el día 8 de cultivo,  sin  embargo  presentaron  diferencias 

significativas  el día 4 y a partir del día 12 (ANOVA p<O.OOl),  haciéndose más 

evidentes a través del tiempo  (fig. 7a). 

S. pilosum, presentó un  ligero aumento en los valores de Fv/Fm entre 

las medidas realizadas en cultivos creciendo con 168  y  96 pmoles cuanta m-‘ 

S-’ (fig. 7b), los valores  oscilaron entre  0.673  y  0.726  para t=2. AI igual que en 

S. kawagutii, la diferencia entre  t=2 y t=lO fue  estadísticamente  significativa 

con  una p < 0.001 (ANOVA) 

Consumo y cuotas de Nitrógeno 

La concentración de nitrógeno  fue  cuantificada en  el medio de cultivo a 

partir de muestras  previamente  filtradas. E.n el caso  de S. kawagutii (fig. 8a), 

se observó que el nitrógeno  durante la fase de latencia es consumido 

paulatinamente  y  a  partir  del día 4, donde se inicia la fase de crecimiento 

exponencial, el consumo aumenta, disminuyendo el nitrógeno  del  medio en 

forma inversa  al  crecimiento. Este comportamiento se mantuvo hasta el día 

15, cuando se alcanzó una concentración de 30 pM de nitratos la cual se 

mantuvo sin cambios significativos  para los días 17 y 19, presentándose una 

reducción en  la incorporación de nitrógeno. Se observa además que a pesar  de 

que el nitrógeno  deja de incorporarse, el cultivo  continúa creciendo, y  aun el 

día 19  no se alcanza todavía la fase de crecimiento  estacionario. En el caso de 

S. piIosum, la disminución de nitrógeno en  el medio  fue rápida, pasando de 

550 VM a  niveles por  debajo  del  límite de detección en tan solo 12 días, diez 

días antes de que el cultivo alcanzara su estado  estacionario. Se observó que 
entre los días 2 y 8  el  nitrógeno decrece del  medio en forma rápida, 
comparado con lo ocurrido en los dos primeros días y entre los días 8 y 12 

(fig. 8b). 
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Fig. 8. Evolución  temporal  de la concentración  promedio  de NO3' f SEM en el medio,  para  tres 
réplicas  de  dos  experimentos  por  separado (-+-) y la curva  de  crecimiento  ajustada 
(-O-) para  a) S. kawagutii y b) S. pilosum. 



Se sabe que en organismos unicelulares la incorporación de un  nutriente 

requerido para cubrir la cuota para una siguiente  división  celular puede verse 

influenciada por la presencia o .ausencia de otro  nutriente. En este caso, la 

reducción en  la incorporación de nitrógeno  al  final de la curva de crecimiento 

de S. kawagutii no  fue debida a la carencia de fósforo en  el medio. Este 

disminuyó de forma constante  y al igual que en  caso  de los nitratos  también se 

presentó una disminución en  la incorporación  para  los.últimos dos  días  (día 17 

y 19), conservándonse  en niveles de 25 pM (fig. sa). Mientras que para S. 

pilosum el fósforo  disminuyó  durante los primeros ocho  días de forma lenta, y 

entre los días 8 y 12 los niveles cayeron de forma drástica, para  finalmente 

caer  lentamente como al  inicio de  la curva  de  crecimiento. El día 22 de cultivo, 

cuando se alcanzó el  estado estacionario, la concentración de  fósforo  fue de 15 

pM (fig. 9b). 

Debido a las diferencias en  la incorporación de nitrógeno  entre ambas 

especies,  la cuota  celular de éste fue  diferente  para cada  especie, siendo 

menor  y  constante en S. kawagutii del  orden de IO pg de N por célula entre 

los días 4 y 15 de cultivo,  mientras que para S. pilosum la cuota  celular  al 

inicio de la curva de crecimiento  fue mayor, encontrándose en el orden de 

57 pg de N por célula y cayendo al  inicio de la fase de crecimiento 

exponencial  a 18 pg  N'cel-l, una cuota  similar a la de S. kawagutii (fig. IO). 

La proporción Fv/Fm  se comparó con respecto a los niveles de nitrógeno 

en  el medio de cultivo para cada especie. S. kawagutii alcanzó los valores 

mayores  durante los días  15, 17  y 19, cuando los niveles de nitrógeno se 

encontraron en  el orden de 30 pM de NOs (fig. l l a ) ,  mientras que para S, 
pilosum se fueron  incrementando  a  partir  del día 8 y permanecieron con ligeras 

fluctuaciones  hasta el día 23 de cultivo. A pesar de que a partir del día 12 el 

nitrógeno  estuvo  por  debajo  de los límites de detección, no se presentó 

ninguna caída  en  la proporción Fv/Fm durante los 11 días siguientes  (fig. l l b ) .  
Los valores  máximos  en ambas  especies podrian ser el resultado  del 
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autoensobrecimiento causado  por una mayor densidad  en el cultivo,  que el 

reflejo  de los niveles  de  nitrógeno  en el exterior.  Posteriormente  en el caso  de 

S. kawagutti los días 41 y 55 de  cultivo  se  presentó  una  caída del 25 y 35 O/O 

respectivamente  con  relación  a los valores  obtenidos el día 1.9 (p<O.OOl, 

ANOVA).  En  cambio  para S. pilosum los valores de Fv/Fm de los días  47  y 61 

de  cultivo,  después  de  35  y  49  días de la desaparición del nitrógeno  en el 

medio,  presentaron  una  caída  de  tan solo el 8 y 13010 respectivamente 

(pcO.001,  ANOVA). 

Estrés por disponibilidad de nitrógeno 

El cambio  de  medio,  para  provocar  diferencias en  la disponibilidad  de 

nitrógeno  se  realizó  en  cinco  días  de  crecimiento del cultivo o para  cinco 

diferentes  concentraciones  de  nitrógeno  las  cuales  fueron  determinadas  por el 

propio consumo  de nitrógeno  de  cada  especie. 

Después del cambio de medio  a los tratamientos N- y N+, se 

determinaron  nuevamente  valores  de Fv/Fm en muestras  adaptadas  a 

oscuridad  por 5 min, así como  de los parámetros qE, NPQ,  qP  y  ETR.  Las 

medidas fueron  realizadas  después  de 10 hrs  del  cambio  de  medio  y  bajo un 

régimen de luz de 96 pmoles  cuanta m-' S-'. 

Las  muestras  para  determinar los espectros  de  absorción in vivo y la 

concentración de  pigmentos (Chl a y Chl c2) por  extracción  en  acetona  se 

obtuvieron  en solo tres  experimentos  de los cinco  realizados  para  cada  especie, 

al inicio, a la mitad  y al final de la curva  de  crecimiento. 

En los espectros  de  absorción in vivo, no  se  observaron  diferencias  entre 

el control  y los tratamientos, lo que sugiere  que  las 10 hrs  de  experimento  no 

fueron  suficientes  para  observar  modificaciones  en la composición  de 

pigmentos,  para  ningún día analizado  (los  datos  no  se presentan). Sin 

embargo, el cambio  en la composición de pigmentos,  observado  a  partir de los 
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espectros de diferencia, si fue evidente en el tiempo, es decir,  a lo largo de la 

curva de crecimiento  dicha  composición si se vio modificada. Para S. kawagutii 

se compararon los días 7 y 26 de cultivo (fig. 12a) y  para S. pilosum los días 8 

y 19 de cultivo (fig. 12 c), los espectros  fueron  normalizados al pico de clorofila 

a en el rojo. En el caso  .de S. kawagutii el espectro  de diferencia muestra  dos 

picos bien definidos en 440  y  460.5  nm  (fig.  12b) los cuales  pueden ser el 

resultado  de  una mayor concentración  de clorofila c2 y  peridinina, 

componentes  de la principal antena colectora de luz de los dinoflagelados 

sim biontes denominada  acpPC  (complejo  proteína clorofila a-clorofila c2- 

peridinina).  En  cambio  para S. pilosum se  muestra un pico entre  408-411 nm, 

y otro bien definido en 485 nm, el cual  podría  estar  relacionado  con  algún 

pigmento  fotoprotector  (fig.  12d). 

Como se muestra en la tabla 3, la concentración de clorofila a de S. 
kawagutii disminuye en el tratamiento N- con  respecto al control en los tres 

días  analizados,  esta caída fue más acentuada en el día 22 con un 25 O/O menos 

de clorofila por célula con  respecto al control,  mientras  que en el tratamiento 

N+ aumenta en los días 7 y 26, y disminuye  únicamente en el día 22 de cultivo 

en el cual se presentó la mayor diferencia con  una caída del 41 %. 

Por otro lado se  sabe  que la proporción Chl a:Chl c2, se incrementa con 

la irradiancia, y era  de  esperarse  que se presentara un incremento en los 

tratamientos N- y N+ con  respecto al control al inicio de la curva  de 

crecimiento  (día 7) y  una disminución a  través del tiempo, lo cual no ocurrió 

presentándose al igual que  para la concentración  de clorofila a un 

comportamiento  contrario  a lo esperado. 

El caso  de S. pilosum fue distinto ya que la concentración  de Chl a tanto 

en N- como en N+ cae  con  respecto al control durante el día 8, el día 12 cae 

N-, en cambio N+ se  incrementa  ligeramente,  y finalmente durante el día 19, 

N- permanece igual al control mientras  que N+ cae. La clorofila c2 presenta el 

mismo  comportamiento  que la clorofila a. 
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A partir  de los espectros  de  absorción in vivo, se  realizó el cálculo de la 

absorptancia,  que  es el porcentaje  de luz fotosintética  activa  (PAR 400-700 

nm,  por  sus siglas  en  inglés)  absorbida.  Durante la realización de las  curvas  de 

luz se  obtuvieron  estimaciones  brutas  de la cantidad de luz absorbida  por  las 

células.  La  relación  entre  las  medidas  de  absorptancia  a  partir  de los espectros 

de  absorción in vivo y las  medidas  de  absorptancia  de  las  curvas  de luz 

presentó un coeficiente  de  correlación R2 de  0.831 (Prueba  de F, p e  O . O l ) ,  por 

lo que  se realizaron  las  estimaciones del resto  de los días  de  muestreo,  partir 

de la ecuación  de  regresión lineal para  ambas especies  (fig. 5). 

La  tasa de transporte  de  electrones o flujo de  electrones  fue  medida  en 

función  de la irradiancia. En la figura 13 se  presentan los resultados 

correspondientes  a  dos  días  en que el cultivo  de S. kawatutii tenía 

concentración  distintas  de  nitratos. 

Las  curvas  de flujo de electrones de los tratamientos N- y N+ caen 

desde el  inicio con  respecto  a la curva  control,  cuando  las  células  provienen  de 

una  concentración  de 313 pM de  nitratos (fig.  13a), en  ambos  casos  se 

presentaron  indicios  de  fotoinhibición  más  acentuada  en el tratamiento N-, sin 

evidencia  alguna  de  ésta  en el control.  Cabe  destacar  que  en N- y N+ también 

se  presentaron  diferencias  estadísticas  entre los 200-769 pmoles  cuanta  m-' 

S-', no  siendo  significativamente  diferentes en  el último  punto  de la curva 

debido  a la fotoinhibición  presentada  en el tratamiento N-. Contrario  a lo 

esperado N+ presentó la caída más drástica  en el  flujo máximo  de  electrones. 

Dichas  diferencias  fueron  reflejadas  en  diversos  parámetros  como a y la 

cantidad  de luz a la cual  se  satura el flujo  de  electrones (Ik)  los cuales se 

describen más  adelante. Mientras  que  para  las  muestras  provenientes de una 

concentración de nitratos  de  100  pM, se  presentó el comportamiento  inverso 

entre el tratamiento N- y control, sin embargo N+ al igual  que en  el caso de 

muestras  provenientes  de  313 pM de  nitratos  presentó la curva  con el menor 

flujo de  electrones.  Cabe  destacar  que  en  este  último  muestreo  se  presentaron 
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Fig. 13. Curvas  promedio  de  tres  réplicas  de  flujo  de  electrones (ETR) vs irradiancia f SEM de 
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control (-O-)/ N- (-U-) y N+ (-+". b) Cultivos  donde la concentración  inicial  de 
nitratos  fue 100 pM. 



indicios  de  fotoinhibición  en  las  tres curvas, siendo más evidente  en N- a  pesar 

de  presentar la mayor  tasa  de transporte  de  electrones (fig. 13b). 

La  absorción  de luz por los organismos  fotosintéticos  es  una  función 

lineal, una  vez  que  se  alcanza el nivel  de  saturación  en la maquinaria 

fotosintética, el exceso  de luz absorbido  debe ser disipado  por  otras  vías,  las 

cuales  reciben el nombre de vías  no  fotoquímicas. 

En la figura 14 se  presenta la inducción  de  desactivación  no-fotoquímica 

a  través  de la  ''curva de  luz"  de la especie S. kawagutii, donde  se  observa  que 

en  ningún momento  se  alcanza la saturación.  En  las  células  provenientes de un 

medio  con  una  concentración  de  313 pM de NO3-, los tratamientos N- y N+ 

presentaron  una  inducción  de  desactivación  no-fotoquímica  menor,  siendo del 

40 y el 27.7 O/O de  con  respecto al control (p<0.05 ANOVA) en el último  punto 

de la curva  (fig.  14a). AI igual  que  en el caso  anterior,  en las muestras  de 

100 pM de N03- el control  induce mayor desact.ivación  no-fotoquímica  que N- y 

N+; sin embargo, dicha  diferencia  es  significativa  solamente  a  partir  de los 400 

pmoles  cuanta  m-' S-' (fig.  14b). 

El flujo de  electrones  en S. pilosum exhibió el mismo comportamiento 

que S. kawagutii, donde los tratamientos N- y N+ presentan un flujo de 

electrones menor con  respecto al control  proveniente  de  una  concentración de 

465 pM de  nitratos  (fig. 15a), sin embargo las  diferencias  fueron  menores. 

Cabe  destacar  que  las  curvas  de  ambos  tratamientos N- y N+ no fueron 

significativamente  diferentes  entre sí, y  que  en  ninguna  curva  presentó indicios 

de fotoinhibición.  Las  diferencias  en los parámetros  que  determinan la curva de 

flujo  de  electrones-irradiancia  se  describen más  adelante. 

Para las células  provenientes  de 5.4 pM de nitratos el comportamiento 

del flujo  de  electrones  fue  inverso al observado en cultivos  provenientes  de 

465 pM de  nitratos. No se  observaron  diferencias  entre  las  curvas de los 

tratamientos N- y N+ (Fig.  15b),  pero presentaron un flujo de  electrones 
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irradiancia  de S. kawagutii. a)  Cultivos  donde la  concentración  inicial  de  nitratos  fue 

de 313 pM, del  control (-O-), N- (-O-) y N+ (-4-). b) Cultivos  donde la 
concentración  inicial  de  nitratos  fue  100 pM. 
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Fig. 15. Curvas  promedio  de  tres  réplicas  de  flujo  de  electrones (ETR) vs irradiancia f SEM de 
s. Pi~OsUm. a>  Cultivos  donde  la  concentración  inicial de nitratos  fue  de 465 pM, del 

control (-0-1, N- ( -D"  Y N+ (-+-). b) Cultivos  donde la concentración  inicial  de 
nitratos  fue 5.4 pM. 



mayor que el del  control. En el  tratamiento N-, en donde se presenta la mayor 

tasa de transporte de electrones, no hay indicios de fotoinhibición; sin 

embargo, tanto  en el control como en el tratamiento N+, se presenta 

fotoinhibición, siendo más acentuada  en el control. 

La inducción de desactivación  no-fotoquímica en S. pilosum (fig. 16a) 

presentó  un  patrón  bien  definido. AI igual que para S. kawagutii, no se observó 

saturación tanto en las células provenientes de 465 pM de NO3-, como en las 

de 5.4 pM. En el primer caso, el  control presentó  menor  desactivación  no- 

fotoquímica  con  respecto  a los tratamientos,  diferencia que fue  evidente 

desde el inicio de la curva. En contraste, cuando el cultivo  provino  del  medio 

con  5.4 pM de Nos- (fig. 16b), la diferencia entre la desactivación no- 

fotoquímica  del control y los tratamientos  no  fue estadísticamente  significativa. 

Medidas de Fluorescencia Modulada después del cambio 

de medio a los tratamientos N- y N+. 

Los valores del  flujo  máximo de electrones de los tratamientos N- y N+ 

fueron comparados con respecto  a los valores de los controles  provenientes de 

distintas concentraciones de nitrógeno  (fig.17). Se observa que el consumo  de 

nitratos dado por la concentración en el medio de cultivo  fue  diferente  entre las 

especies. El experimento  final de S. kawagutii presentó una concentración de 

100 pM (día 26 de cultivo),  mientras que S. pilosum llegó a agotar el nivel de 

nitratos con  una concentración de final de 5.4 pM (el día 25). 

El flujo de electrones  máximo en el tratamiento N- fue  estadísticamente 

menor con respecto  al  control en S. kawagutii en las dos concentraciones 

mayores de nitratos  (313 y 283.1 pM) (fig. 17a). En S. pilosum esta 

disminución  significativa  (p<0.05, ANOVA) se presenta bajo  tres condiciones 

de nitratos (465.3, 226.6  y  23.26 pM) en los primeros  experimentos (fig. 17b). 

AI final de  la curva de crecimiento cuando se presentan las menores 

concentraciones de nitratos, ambas  especies presentaron  un  aumento 
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Fig. 16. Curvas  de  desactivación  no-  fotoquimica  de  tres  réplicas f. SEM con  respecto  a la 
irradiancia  de S. pilosum. a)  Cultivos  donde  la  concentración  inicial  de  nitratos  fue  de 
465 pM, del  control (-O-), N- (-O-) y N+ (-+-). b) Cultivos  donde la 
concentración  inicial  de  nitratos  fue 5.4 PM. 



significativo (p< 0.05, ANOVA)  del  flujo  máximo de electrones. El flujo de 

electrones  en el tratamiento N+ para S. kawagutii fue estadísticamente  menor 

con  respecto al control  únicamente  en el primer  experimento,  en la mayor 

concentración  de  nitratos.  Presentó  un  incremento  significativo en 145.7 pM de 

nitratos.  Sin  embargo,  éste  cayó al  final de la curva  de  crecimiento,  no 

presentando  diferencias  con  respecto al control.  En S. pilosum N+ fue 

estadísticamente  menor  que el control  entre 465.3  y  226.6 pM de  nitrato  y 

mayor  que el control  en 23.26 pM. AI final de la curva  de  crecimiento  en  donde 

se  registraron  las  menores  concentraciones  de  nitratos,  se  presentó  una  caída 

al igual  que  en S. kawagutii, no  siendo  estadísticamente  diferente del control. 

Fig. 17. Flujo  máximo  de  electrones  relativo  (promedio k SEM) contra  la  concentración de 
nitratos  en el medio. Los valores  negativos  indican  una  disminución  con  respecto  al 
control. Los tratamientos  están  representados  por (-U-) N-y (-+-) para N+ de:  a) 
S.kawagutii y b) S. pilosum. 

Como  se  muestra en la figura 17, la caída  en el flujo máximo de 

electrones  en S. kawagutii fue más evidente  que la presentada  en S. pilosum. 

Cabe  destacar  que  en las mayores concentraciones de nitratos los tratamientos 

N- y N+ tuvieron  un  efecto  similar,  a  pesar  de  que el tratamiento N+  tiene 

nitrógeno. 
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Fig. 18. Eficiencia  en la separacidn  de cargas de FSII relativa  (promedio f SEM) contra la 
concentración  de  nitratos  en  el  medio. Mismos  símbolos  que  en  la  figura 17. a) S. 
kawagutii y b) S. pilosum. 

Los valores  de Fv/Fm de S. kawagutii y S. pilosum, después del cambio 

de  medio  a los tratamientos N- y N+  con  respecto al control y bajo  distintas 

condiciones  de  nitratos se  muestran  en la figura 18. S. kawagutii presenta 

diferencias  estadísticamente  significativas,  en la concentración mayor  de 

nitratos,  ambos  tratamientos  disminuyeron  respecto al control (fig. 18a). En 

283.1 pM de N03' únicamente N- es  estadísticamente menor  que el control.  A 

diferencia del flujo  máximo  de  electrones al  final de la curva  de  crecimiento, 

con 100 pM de  nitrato N -  muestra un aumento  significativo (p<0.05,  ANOVA) 

con  respecto al control. Los valores de Fv/Fm de S. pilosum no muestran 

diferencias  estadísticamente  significativas  con  respecto al control en ninguno 

de los dos  tratamientos,  bajo  diferentes  concentraciones  de  nitrógeno  (fig. 

18b). 
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Fig. 19. Desactivacibn fotoquímica relativa (promedio ?L. SEM) con respecto a la  concentración 
de nitratos en el medio. Mismos  símbolos que en la  figura 17. a) S. kawagutii y b) S. 
pilosum. 

La  desactivación  fotoquímica  en S. kawagutii (fig.  19a)  presentó un 

patrón  similar al de Fv/Fm (fig.  18a). Sin embargo, en el cuarto  experimento 

se  presentó  una  disminución  con  respecto al control  en el tratamiento N+. En 

lo que  se  refiere a S. pilosum se  observa en la figura  19b  que  únicamente en 

el tratamiento N+ se  presenta  un  extraño  aumento  significativo  en 465.3 pM 

de  nitratos,  posteriormente  no  se  presentó  variación  significativa  entre los 
tratamientos  y el control, al igual  que  para  Fv/Fm. 

La  desactivación  no-fotoquímica  relativa  se  presenta  en la figura 20. En 

S. kawagutii a  pesar  de  presentar una mayor disminución  en el flujo máximo 

de electrones al  inicio de la curva  de  crecimiento  en  313 y 283.1 pM de 

nitratos,  presenta  una  disminución  en la inducción  de  desactivación  no- 

fotoquímica (fig.  20a)  de  forma totalmente  diferente  a S. pilosum. Cabe 

resaltar  que la mayor diferencia  entre los tratamientos y el control  en S. 

kawagutii fue hacia el decremento  de la capacidad  de  inducción de 

desactivación  no-fotoquímica,  en  cambio  en S. pilosum fue hacia un 

incremento  en  dicha  inducción. S. piiosum siguió un patrón  bien  definido. El 

cambio  de  medios  a los tratamientos N- y N+ produjo un incremento  en la 

inducción  de la desactivación  no-fotoquímica  con  respecto al control en 465.3 y 

226.6 pM de  nitratos  (fig.  2Ob).  En  cambio  en los tres  experimentos  restantes 



no se presentó  diferencia con respecto al control para  ninguno de los dos 

tratamientos. 
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Fig. 20. Desactivación no-fotoquímica  relativa (NPQ) (promedio f SEM)  con respecto 
a la concentración  de  nitratos  en el medio. Mismos  símbolos que en la figura 
17. a) S. kawagutii y b) S. pilosum. 



Discusión. 

Durante la etapa inicial  del presente  trabajo  se  determinó la tasa  de 

crecimiento  específico (p) (fig.6)  y la cuota  celular  de  nitrógeno (fig.  10)  de 

Symbiodinium kawagutii y S. pilosum. Aparentemente los valores de la tasa  de 

crecimiento  específico (p) obtenidos  para ambas  especies  resultaron  bajos  con 

respecto  a los de  un  estudio  previo  de Chang et al. (1983),  en  donde  reportan 

valores  en un intervalo  de 0.22-0.43 d" para tres  especies  de  dinoflagelados 

simbiontes  incluida S. kawagutii, bajo  cuatro  regímenes  de luz (22,  57, 157 y 

248  pmoles  cuanta m-' S-'). En dicho trabajo, S. kawagutii presentó  una  tasa 

de  crecimiento  específico  sensible  a la cantidad  de  luz,  disminuyendo  su  tasa 

de  división  con  irradiancias  por  arriba  de los 100  pmoles  cuanta m" S-'. Sin 

embargo, el valor  de 0.22  d-'  bajo 250  pmoles  cuanta m-' S-' de  irradiancia, 

contrasta  con el valor  obtenido  en  este  estudio  de 0.14 d" bajo  condiciones  de 

irradiancia  de  168-96  pmoles  cuanta  m-' S-'. Si bien el caso  de S, pilosum no 

ha sido muy  documentado, la tasa  de  crecimiento  de 0.18  d-l registrada 

también  se  encuentra muy  por  debajo  de los valores  obtenidos  por  Chang et 

al. ( 1983). 

Los valores  bajos  de la tasa  de  crecimiento  específico  pudieron  ser el 

resultado  de un efecto  combinado  de  variaciones  en la temperatura  y la 

irradiancia  a  las  cuales  se  mantuvieron los cultivos.  La  temperatura  osciló de 

27 f 4.5 OC,  lo que constituye  una  temperatura  fluctuante comparada con la 

mantenida  por  Chang et a/. (1983)  de 27 f 1.5 OC. Como fue  mencionado 

anteriormente (ver Material y Método) al  inicio de la curva  de  crecimiento  de 

ambas  especies, la irradiancia  promedio  incidente  fue  de  168  pmoles  cuanta 

m-' S-' permaneciendo  bajo  estas  condiciones 4 días S. kawagutii y 8 días S. 

pilosum. Posteriormente  ésta  fue  disminuida  a 96 pmoles  cuanta  m-' S-' debido 

a  que los valores de la eficiencia en  la separación  de  cargas del fotosistema I1 

dada  por Fv/Fm de S. kawagutii fueron muy  bajos  (fig. 7). Es posible  que  para 

el caso  de S. kawagutii estos  4d  mantenidos  por  arriba de los 100 pmoles 
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cuanta  m-' S-' influyeran  en el valor  bajo  de p, y  que  en S. pilosum el cambio 

de  irradiancia  también  influyera  pero  de  forma  inversa  debido  a  las 

características  fotobiológicas  de  esta  especie  ya  que  se  ha  documentado  que 

esta  especie  presenta  una  baja  capacidad  fotoaclimatatoria  a  bajas  irradiancias 

(Iglesias-Prieto  y  Trench 1994;1997), es  decir,  que la disminución  de la 

irradiancia  a 96 pmoles  cuanta m-2 S-1 haya afectado  negativamente  ¡a  tasa 

de crecimiento. 

Por  otro  lado,  estas  tasas  de  crecimiento  pueden ser el resultado  de 

modificaciones  en el clon ya  que  tanto S. kawagutii como S. pilosum fueron 

aisladas  hace más  de 15 años. 

En lo que  respecta  a la tasa  de  consumo  y la cuota  celular  de  nitrógeno, 

las  diferencias  entre ambas especies  resultaron muy  claras. El comportamiento 

de S. pilosum en el que  a los 12 días  de  crecimiento los niveles de nitrógeno  ya 

no  son  detectables (fig. 8b  y  10)  podría  sugerir que las  células se encontraban 

limitadas por nitrógeno  desde el cultivo del cual  fueron  inoculados los 
experimentos,  y  una  vez  que se encontraron  en  condiciones  ricas  en  nitrógeno 

lo incorporaron  todo  antes  de  iniciar la división, o bien  que  dicha  especie 

presentó  un consumo extra o de lujo. Este  consumo  extra  de  nitrógeno  puede 

ser el resultado del llenado  de  una  poza  interna  de  nitratos. Se  sabe  que la 

concentración  interna  de  nitratos  varía  entre  especies de  algas  y ha  sido 

documentada  como  una  estrategia  de  crecimiento  (Levasseur et al., 1993). 

Según los experimentos  de  Droop (1974), el consumo  de lujo de un 

nutriente  se  presenta  cuando el crecimiento es limitado  por  otro  nutriente.  En 

la figura  9b  se  observa  que el fósforo  no  resultó  limitante.  Sin embargo, no se 

descarta la posibilidad  de  que el cultivo  estuviese  limitado  por  algún 

micronutriente.  Otra  evidencia  de  que el fosfato  no fue limitante  en la fase 

inicial es el hecho  de  que la tasa  de  consumo  de PO4- no  se  incrementó  de 

manera significativa  hasta  que la concentración  de  nitrógeno llegó a los limites 

de  detección  entre los días  8  y 12 de  cultivo (fig. 8b  y 9b). 
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por  otro lado, la tasa  de  consumo  de  nitrógeno  de S. kawagutii (fig. 8a Y 

10)  se  mantuvo  relativamente  constante  a lo largo  de la curva  de  crecimiento, 

hasta  que  en los últimos  días  registrados,  se  observó  que el nitrógeno  se  dejó 

de  incorporar  totalmente, lo que  podría  sugerir  que SUS requerimientos  de 

nitrógeno  son menores. 

A partir  del  comportamiento del consumo de nitrógeno  en  ambos 

experimentos, es evidente  que S. pilosum consume  más rápido  este  nutriente 

que S. kawagutii, lo cual  puede  deberse al tamaño celular  (que es mayor en S. 

pilosum), o bien al material exudado, ya que S. pilosum, a  diferencia  de S. 
kawagutii, promueve la agregación  celular.  Las  diferentes  especies del género 

Symbiodinium han  sido  caracterizadas  desde el punto  de  vista  bioquímico, 

fisiológico  y  molecular  en  diversos  estudios  (Trench  y  Blank, 1976;  Chang et  al 

1983; Iglesias-Prieto y Trench,  1994; Iglesias-Prieto  y Trench,  1997). Los 
resultados  obtenidos  aquí  indican  que  sería  interesante  profundizar  en el 

estudio  de la incorporación  y  utilización de nitrógeno de las  diversas  especies 

de  dinoflagelados  simbiontes. 

Como ya se  mencionó, durante la curva de  crecimiento de los cultivos se 

midió  paralelamente  la  fluorescencia de la Chl a, obteniéndose  entre  otros 

parámetros la  proporción  Fv/Fm.  Conviene destacar algunos  puntos  importantes 

de estos resultados.  Según Iglesias-Prieto y  Trench  (1994,  1997), los simbiontes 

de  invertebrados  están  sometidos a un régimen predecible de luz, y por  tanto se 

puede hablar de  adaptación (sensu  Bjorkman  1981)  a la  luz  en  estos organismos, 

de tal forma que ellos  caracterizan a S. kawagutii como una especie adaptada  a 

baja luz y S. pilosum como  adaptada  a alta luz, lo cual  corresponde  con la 

distribución  natural de sus  hospederos. 
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El cambio  de  régimen  de  luz de 168  a 96 pmoles cuanta m-' S" fue 

determinado por los valores de Fv/Fm de S. kawagutii, los cuales  mostraban 

claros  indicios de estrés por exceso  de  luz  independientemente  de  sus  condiciones 

nutricionales,  ya  que  las  medidas fueron realizadas  en diversos frascos  de cultivo 

con  medio fresco. Según  Kolber et al. (1988),  en microalgas de  vida libre 

(Dunaliella  tertiolecta,  Isochrysis  galbana,  Skeletonema  costatum,  Thalassiosira 

psedonana y T. weisfogli) no existen cambios significativos en los valores de 

Fv/Fm  con respecto a la irradiancia (en un intervalo de 12-1040 pmoles cuanta m-' 

S-') bajo condiciones  suficientes  de nitrógeno. Sin embargo,  cuando  las  células  se 

encuentran limitadas por este nutriente, estos autores proponen que existe una 

relación entre la concentración de nitrógeno y los valores de FvjFm. 

Los resultados aquí obtenidos contradicen la  existencia de esta relación,  ya 

que el comportamiento de Fv/Fm a lo largo de  la curva de crecimiento parece 

haber estado controlado más por las condiciones  de  luz  que por la concentración 

de nitrógeno en  el  medio (fig. 7 y 11). Después de la disminución a 96 pmoles 

cuanta m-' S-', Fv/Fm aumentó en S. kawagutii, y posteriormente continuó 

incrementándose  a  la par de la densidad  celular (autoensombrecimiento), 

mientras que  con respecto a los  niveles de N O i  no existió correlación alguna. Más 

aún, el valor máximo de Fv/Fm  se  alcanzó para esta  especie  cuando  se registraron 

las  menores  concentraciones (30 pM) de nitrato  (fig. l la ) ,  mientras que para S. 

pilosum los valores se mantuvieron sin  cambios significativos 11 días  después  de 

que los nitratos estuvieron por  debajo del limite de  detección (fig. l lb ) .  

En un experimento  previo, Iglesias-Prieto (no publicado)  observó  que el 

tiempo que tarda en presentarse la caída de Fv/Fm para estas  mismas especies 

varía  con  las  condiciones  de luz. En cultivos sometidos  a alta irradiancia (250 

vmoles m'' S-') la caída  se presenta a los 30 días  de  haber  inoculado, mientras que 

para baja luz (40 pmoles cuanta m'' S-') se presenta a los 60 días 

aproximadamente. En este caso, dicha caída  se presentó el día 41 de cultivo para 

S. kawagutii cuando Fv/Fm  se redujo 25 O/O con respecto a  su valor máximo (Fig. 

l l a ) ,  mientras que para S. pilosum la  caída fue de tan solo  el 13 O/O el día 61 de 
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cultivo (Fig. 1 lb).  Estos resultados son consistentes  con  los  del  experimento 

previo  bajo el supuesto de que 96 pmoles cuanta  m-* S-' aún  fueran  condiciones 

supersaturantes  para S. kawagutii. 

Se han realizado  esfuerzos  (Olaizola et al., 1996) en  condiciones  naturales 

para  probar la  relación  entre la eficiencia  en  la  separación de cargas  de FSII y la 

concentración  externa de nitrógeno, propuesta  por Kolber et al. (1988). Sin 

embargo, los resultados  obtenidos hasta  ahora no han  respaldado dicha 

correlación.  Por  ello,  a pesar de que la  proporción  Fv/Fm  es  un parámetro 

relativamente  fácil de obtener,  se  debe tener gran  cuidado al hacer 

extrapolaciones,  ya que la variación de dicho parámetro  no depende 

exclusivamente de las  condiciones  nutricionales,  sino también de las 

características  fotobiológicas de las  especies  involucradas  y de la  historia de los 
organismos, tanto  condiciones de luz como  de nutrientes. 

Por  otro lado, es importante  mencionar que se han hecho muchas 

extrapolaciones  a  la  naturaleza a partir de resultados  obtenidos en condiciones 

experimentales controladas,  bajo las  cuales pueden confundirse los efectos de 

estrés y limitación. La asimilación de algunos  nutrientes como los Soh2- y NO3-, son 

procesos incluidos  entre las múltiples  funciones  de  la  ferredoxina  presentando un 

gasto  considerable de poder reductor (fig. 21). De  tal forma que la pérdida 

abrupta de algún elemento que funciona como aceptor  final de electrones 

repercute  en  la tasa  de transporte ya que el  flujo  de  electrones  a  través de la 

cadena de transporte  está modulado  por la tasa de consumo de NADPH y ATP 

(Alberts et a/,, 1998; Wykoff et al., 1998). El poder  reductor utilizado  en  la 

reducción de dichos  elementos se  acumulará, ya  que  éste  no puede  ser utilizado 

de forma  rápida  en  otras  vías, debido  a que el flujo de electrones  destinado  a 

otras funciones  es  dependiente de la disponibilidad de enzimas. Por ejemplo, en  el 

caso de la  fijación de carbono dependería de la  cantidad de RUBISCO activa 

excedente. 
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Esta acumulación  ocasionada por la pérdida de un aceptor final puede  ser 

considerada  como un estrés, mientras que,  la limitación por  nutrientes dependería 

concretamente de  la disponibilidad del nutriente  a través del tiempo, es  decir,  de 

su historia. 

La composición  del  material  particulado  y  fitoplanctónico en  las aguas 

marinas es muy cercana a la proporción  de Redfield ( C I ~ ~ : N I ~ : P I ) .  De esta 

forma los organismos  fitoplanctónicos  que crecen con nitratos como única 

fuente de nitrógeno  emplean  en su reducción un tercio  del  poder  reductor 

generado. Ya que la proporción C:N de Redfield es de 7: 1, y cada molécula de 

carbono fijado tiene  un  gasto de energia de 2 e-, mientras  que  para la 

asimilación de una molécula de nitratos llevada  hasta  aminoácido se consumen 

10 e-. La pérdida  abrupta de nitrógeno en forma de amonio  representaría un 

estrés  por  acumulación de más de un  tercio  del  poder  reductor. 

La distinción entre el estrés  generado por una  pérdida abrupta de nitratos 

en  el medio (cambio al medio N-) y la limitación (cambio al medio N+) pudieron 

ser  separadas,  ya  que  se midieron diferentes caracteríscas  de  la actividad 

fotosintética bajo dos  condiciones:  generando  en N- estrés y limitación y en N+ 

generando únicamente estrés (sin limitación). Aparentemente las  modificaciones 

en la maquinaria  fotosintética son debidas  principalmente  a la acumulación de 

poder  reductor  por la pérdida de un aceptor  final de electrones  y  no a la 

pérdida de nitrógeno  como  elemento esencial. 

Se obtuvieron espectros de absorción In vivo bajo las  dos  condiciones 
experimentales: N-, N+ y el  control,  en  diversos puntos de  la curva de crecimiento 

del cultivo de S. kawagutii y S. pilosum. La comparación  de los espectros  de 
absorción entre  tratamientos y el control no mostró diferencias, aparentemente 

debido a que  las 10 hrs de duración del experimento no  fueron suficientes para 
observar cambios  en  la  composición  de pigmentos (los datos  no se presentan). 

Sin embargo dado que no se realizó  la  cuantificación  de pigmentos accesorios por 

HPLC, que es  una  técnica más precisa,  pudo  suceder  que  las  concentraciones  de 
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estos  hayan variado pero que  no hayan sido  evidentes  en  el  espectro de 

absorción . 
Por otro lado,  si  se apreciaron modificaciones notables en  la  composición  de 

pigmentos, al comparar los espectros  de  absorción In vivo del inicio de la curva  de 

crecimiento contra los espectros al final de éSta (fig. 12). Los picos en 440 y 

460.5 nm observados  en S. kawagutíj (fig. 12b), aparentemente  corresponden 

a una mayor proporción de peridinina  y c2, los cuales  son componentes  del 

principal  complejo  colector  de  luz de dinoflagelados (acpPC) (Iglesias-Prieto et 

al. 1993;  Hiller et a/. 1993). A pesar  de  que  al  inicio  de la curva de crecimiento 

la cantidad de luz  recibida  en  el  cultivo es mayor, el  espectro  de  diferencia  no 

presenta, al igual  que en lo reportado  anteriormente, un cambio en la 

composición de pigmentos con funciones  fotoprotectoras  (Iglesias-Prieto  y 

Trench, 1997). En cambio el pico observado  en  485 nm en S. pílosum (fig. 

12c) parece ser el resultado de una mayor  concentración de algún  pigmento 

del tipo de las xantofilas con funciones fotoprotectoras, ya  que éste 

desaparece conforme la densidad de cultivo  aumenta. En un  espectro de 

diferencia de acpPC bioquímicamente  aislado de células aclimatadas a alta  y 

baja  luz de esta especie presenta  un  pico en 465 nm (Iglesias-Prieto  y Trench, 

1997). Si bien  hay 20 nm  de  diferencia  entre  este pico y el aquí reportado, 

este  pigmento se encuentra en la banda donde  absorben  pigmentos  del tipo de 

las xantofilas y esta diferencia  también puede deberse a  que se trata de un 

espectro de absorción In vivo, mientras  que  el caso citado  corresponde  a  un 

espectro de absorción  de un complejo  clorofila-proteína  aislado. 

Las concentraciones  de Chl a y c2 extraídas en acetona (tabla 3) 

estuvieron  muy  por  debajo de la concentración  reportada  por  Iglesias-Prieto y 

Trench (1994)  para estas dos especies.  Dado que los análisis  fueron llevados a 
cabo un mes después de realizarse el experimento, las bajas concentraciones y 

el extraño  comportamiento  pueden ser explicados principalmente  por  dicho 
retraso. En S. kawagutii, el comportamiento de la concentración de clorofila 

fue  contrario  a lo esperado,  ya  que, además de no  presentarse las mayores 
diferencias  entre el control y los tratamientos al inicio de  la curva de 
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crecimiento (día 7) ,  la concentración de clorofila a en el control  cayó el día 22 y 

subió hacia el día 26. Sin embargo, ésta se mantiene  por  debajo de la 

concentración  registrada el día 7, en contraposición  a la hipótesis, planteada 

en la página 40, de la atenuación de la irradiancia  por  autoensombrecimiento, 

que de ser cierta, debió  reflejarse  en  un  incremento de Chl a por célula el día 

26 de cultivo. La concentración de Chl c2 mostró  un  comportamiento  similar  al 

obtenido  para la concentración de Chl a, sin embargo, cabe destacar que en el 

día 22 el tratamiento N- presentó  un  ligero  incremento  con  respecto  al control, 

de  forma  inversa  al  comportamiento de la Chl a durante ese día. AI igual que 

para S. kawagutii, la concentración de Chl a en S. pilosum disminuye en el 

tiempo y durante el día 12 se presentan las menores concentraciones. 

Mientras  que el comportamiento de la proporción Chl a: Chl c2 si 

presentó el patrón esperado, incrementándose en los tratamientos N- y N+ 

durante los primeros días y  disminuyendo  a  través  del  tiempo. 

Las nuevas técnicas de fluorescencia han facilitado  considerablemente  el 

estudio de la maquinaria  fotosintética. No obstante, es conveniente  destacar 

que la obtención sencilla y  rápida de esta  información puede favorecer la 

interpretación equivocada de datos  tomados de manera también errónea, por 

lo cual es necesario tomar en  cuenta diversos  requerimientos  antes de utilizar 

dicha técnica (Bilger et a/., 1995). En el análisis de desactivación de la 

fluorescencia, es necesario considerar la medida inicial de  Fv/Fm absoluta, es 

decir,  con un  periodo de adaptación  a oscuridad, tomando  en cuenta las 

cinéticas de relajación de la desactivación  no-fotoquímica, si las medidas son 

en  campo,  es necesario tomar dicha medida antes del amanecer. El diseño de 

cámaras (mediciones en solución) o clip  sujetadores (mediciones  en campo) 
debe de considerar la colocación adecuada de la fibra  óptica y del sensor de 
luz, por  ejemplo. 

Los fluorómetros  de  pulso  modulado  permiten la obtención de la 
eficiencia en la separación de cargas de fotosistema I1 bajo condiciones de luz 
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natural, denominando a  ésta cosecha cuántica  efectiva AF/Fm'. En condiciones 

de iluminación, la eficiencia cuántica de PSI1 depende del consumo de energía 

de las reacciones oscuras. De esta manera, el monitoreo de la actividad de 

FSII por mediciones de fluorescencia puede proveer  información de la tasa de 

transporte  de electrones y, bajo  ciertas suposiciones también puede usarse 

para  estimar la fijación de COZ (Weis y Berry, 1987; Genty et al., 1989; 

Edwards y Baker, 1993; Oberhuber et al., 1993 In: Bilger et al., 1995). De 

esta forma, la cosecha cuántica  relativa  para el cálculo del flujo de electrones 

vs irradiancia puede resultar una buena aproximación  a una curva  fotosíntesis- 

irradiancia  obtenida  mediante el seguimiento de la producción de oxígeno o de 

la fijación  de carbono, que son métodos  más laboriosos, lentos y, en el caso de 

utilización de carbono  radiactivo,  destructivo. 

Sin duda alguna, el punto que más puede dificultar  el cálculo correcto de 

esta  tasa de transporte de electrones vs irradiancia es la obtención de la 

absorptancia. En los trabajos realizados con  plantas  superiores  ésto  no 

representa mayor  problema ya que  dicho  valor es de aproximadamente 0.80. 

Sin embargo, la medición de la absorptancia  en organismos acuáticos y 

especialmente  en algas fitoplanctónicas puede resultar  complicada. En este 

trabajo se  ha propuesto  un  método sencillo, utilizando al  mismo  fluorómetro 

para  obtener una estimación de dicho  valor. Esta aproximación mostró una 

buena correlación (R2=0.8315; p<O.Ol  prueba de F; fig. 5) con los valores 

obtenidos a partir  de espectros de absorción realizados con un 

espec$rofotómetro AMINCO DW2. El principio  para la medición es muy simple, 

ya que todo lo que hay que hacer es colocar  el sensor de luz plano  corregido 

por coseno del  mismo  fluorómetro  enfrente  de la fibra  óptica conectada a la 

fuente de luz y al  detector  de fluorescencia e  inmediatamente después de la 
cuveta. La medición de luz actínica se realiza bajo dos condiciones: con medio 

de cultivo sin células y con medio de cultivo con  células, y de aquí se estima la 
cantidad  bruta de luz  absorbida. La importancia de esta propuesta es que 

permite que en un  futuro el cálculo de la absorptancia  para  microalgas sea 
más cercano al  valor real, sin necesidad  de contar con un espectrofotórnetro. 
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Por otro lado,  la  tasa  de transporte de electrones (ETR) obtenida  aquí fue 

calculada a partir de la fórmula propuesta por  Brodribb y Hill  (1997),  en  donde  la 
absorptancia se divide  por la constante 2, asumiendo un  flujo lineal  de  electrones 

entre los dos fotosistemas. Es probable que la tasa  de transporte de electrones 

esté sobrestimada bajo algunas  condiciones,  en  donde  dicho  supuesto no se 

cumpla, es decir,  donde se presente flujo cíclico de electrones  en FSII o FSI. La 

existencia  de un  flujo cíclico a través del fotosistema 11 ha  sido propuesta como un 

mecanismo de regulación del exceso  de  energía  de  excitación,  posiblemente 

mediado por Cyt b559 (Falkowski et a/ ,1986). Así mismo,  en torno a la limitación 

por nitrógeno, Berger et a/. (1996) encuentran evidencias  de un flujo cíclico 

significativo en microalgas marinas creciendo  en  condiciones  deficientes  de 

nitrógeno. 

La producción de oxígeno estimada mediante la  tasa  de transporte de 

electrones por célula obtenida aquí, resultó mayor a las  obtenidas por mediciones 

polarográficas en  ambas  especies por Iglesias-Prieto y Trench (1994) y con  la 

reportada  para S. kawagutii en  el trabajo de Chang et a/. (1983). Por  ello,  es 

conveniente que en futuras investigaciones ambas mediciones  se  realicen  en 

paralelo,  acoplando el fluorómetro de amplitud modulada a una  cámara  con 

electrodo de  oxígeno  con el fin de calibrar la medición  del flujo de  electrones 

obtenida por medio de  mediciones  de  fluorescencia, Independientemente de  esta 

sobrestimación,  las curvas de flujo de  electrones vs irradiancia proporcionan 

información de la maquinaria fotosintética, la  cual  puede  ser interpretada a partir 

de los parámetros típicos que arroja una curva fotosíntesis-irradiancia (P-I), 

calculando ETR max (como Pmax),  la  tasa de absorción de  energía  dependiente  de 

la cantidad de  luz  como a y la cantidad de  luz a la cual se satura el transporte de 

electrones  como Ik ,  sin olvidar que se trata de aproximación. 

Las curvas de flujo de  electrones vs irradiancia obtenidas para  ambas 
especies (figs. 13a y 15a) cambiando el medio de cuando  las  células  crecían bajo 
concentración de nitratos alta de 313 y 465 pM, para S. kawagutii y S. pilosum 
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respectivamente  (en fase  de  crecimiento exponencial),  a un medio carente  de 

nitrógeno (N-) presentan una caída  del  flujo máximo similar a la  producida 

cuando las  células  son cambiadas  a un medio con  nitrógeno  pero  en forma más 

reducida (medio N+, con nitrógeno  en forma de acetato  de amonio). 

Las condiciones al  inicio de la curva  de crecimiento  son  similares a las 

presentadas  en la mayoría de los trabajos que han sido  interpretados como 

limitación por nutrientes,  es decir, células  creciendo  en un medio rico en nutrientes 

y en  fase de crecimiento  exponencial que son  cambiadas  drásticamente  a un 

medio carente del  nutriente  en  estudio  (Rhiel et al., 1986,  Geider et al., 1993; 

LaRoche et al., 1993, Wykoff et al., 1998). Siendo el cambio al tratamiento N- 

similar al de  trabajos  previos, pero descartando la  limitación de nitrógeno como 

elemento con el cambio al medio N+. 

A partir de estos resultados,  podemos interpretar que después de 10 hrs 

del cambio de medio,  bajo un régimen  idéntico de luz  (96  pmoles  cuanta m-' S-'), 

el efecto  de  la pérdida drástica  de nitrógeno,  como  aceptor final de electrones y no 

como  elemento,  causa una disminución  en  la  tasa máxima de  transporte  de 

electrones, en a y en Ik  (la cantidad  de  luz a la  Cual se satura el transporte  de 

electrones) (fig. 13a y lSa), produciéndose  efectos  similares a los de estrés  por 

luz (fig. 22). Este comportamiento es  similar  al  obtenido por Wykoff et a/. (1998) 

para la curva fotosíntesis  vs  irradiancia de Chlamydornona rejndhertij sometida a 

una disminución de P y S. 

La  disminución  del  flujo de electrones  en la curva  de los tratamientos N- y 

N+ con  respecto a la curva control  fue más  acentuada en S. kawagutii (fig. 13a) 

que la  obtenida  en S. pilosum (fig. 15a). AI inicio de la curva de crecimiento la 

caída  en el flujo de electrones  en S. kawagutii estuvo acompañada de una  caida 

en  Fv/Fm (fig. 18a), la cual  es comparable  con la caída observada en  microalgas 

creciendo en fase  exponencial sometidas  a  cambios de medios carentes  de 

diversos  nutrientes como P, N, S y Fe (Geider et al.,  1993; LaRoche et al., 1993; 

Wykoff et al. 1998), así como de una disminución en la  desactivación  fotoquímica 

74 



(fig. 19a), mientras  que  ambos  parámetros no presentaron variaciones  en S. 

pilosum (figs. 18b y 19b).  Estas diferencias  son  consistentes  con la propuesta  de 

que Symbiodiniurn kawagutii es una especie adaptada a  bajo régimen lumínico. La 

menor diferencia  entre el  control y los tratamientos en el flujo de electrones de S. 

pilosum puede  ser consecuencia de dos  factores: la  estrategia de incorporación de 

nitratos o la adaptación (sensu Darwin)  a  alta  densidad de flujo  de fotones, 

mostrada con su alta capacidad de inducción  de  desactivación  no-fotoquímica (fig. 

20b) o bien, si  esta  especie  incorpora  nitratos para llenar una  poza, el cambio 

abrupto  en el medio externo  no provocaría una acumulación de poder  reductor,  ya 

que dicha  acumulación  estaría más en  función  del tamaño de la poza  interna. Sin 

embargo, los resultados de desactivación  no-fotoquímica parecen  mostrar un 

estrés por luz durante la  pérdida abrupta (fig. 16b). 

Irradiancia 
. .. 

i -  

Tiempo (hrs) I . .  

Fig. 22. a) Curva  de flujo de  electrones vs irradiancia  para  cualquier  tipo de estrés. La  línea  recta 
representa  la  pendiente de  absorci6n  de  luz ( a ) ,  en la  curva  superior  se  presenta  una 
curva  de  cClulas  sin  est&  (control) y la  curva  inferior  una  curva de células  bajo  estrés. 
La suma  de las áreas  punteada y oscura  representa  la  cantidad  de  energía  absorbida  que 
no es  utilizada  por  las  reacciones de fotoquímica de células  bajo  estrCs. b) Traducido  a 
un  ciclo  diurno  de  variación  de la irradiancia,  las  células  bajo  estrés  saturan  el flujo de 
electrones  con  menor  cantidad  de  luz y estdn  sometidas  a un exceso  en  la  densidad de 
flujo de fotones mayor  número de horas  (Hsat). 

A diferentes  concentraciones de N 0 i  y  durante el experimento  inicial, las 

diferencias de Fv/Fm  entre S. kawagutii y S. pilosum fueron  evidentes (figs. 7, 11 
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y 18). Mientras que  para la primera especie  es un factor acentuadamente variable 

en  función de las  condiciones de luz, la segunda  muestra fluctuaciones menos 

severas. A partir de los espectros de absorción  obtenidos  aquí (fig.12), y de 

acuerdo con  Iglesias-Prieto y Trench,  (1997), la carencia de pigmentos del  tipo  de 

las  xantofilas  en S. kawagutii resulta  un  reflejo de la baja  capacidad  para inducir 

desactivación no-fotoquímica.  Se  ha  demostrado que la  inhibición de enzimas 

involucradas  en la epoxidación-depoxidación de pigmentos  del  ciclo de las 

xantofilas  en  vegetales superiores, conduce a una disminución de Fv/Fm  del 

34.9% después de un  tratamiento  fotoinhibitorio  en  contraste  con  el 4.7 O/O del 

control (Bilger y Bjorkman,  1990), lo que podría  explicar el hecho de que Fv/Fm  es 

más sensible  en S. kawagutii que  en S. pilosum. 

Esta  baja  capacidad de inducción de desactivación  no-fotoquímica se 

aprecia en la fig. 14a,  donde a pesar de ser evidente  la caída en  el  flujo de 

electrones para S. kawagutii al cambio de medio durante la etapa inicial de la 

curva  de crecimiento, el  control presenta  mayor desactivación  no-fotoquímica que 

N- y N+. Paralelamente,  la  desactivación  no-fotoquímica  no presenta un patrón 

bien  definido en cultivos  bajo  diferentes  concentraciones de nitratos  (fig. 20). Una 

evidencia más de la baja  capacidad de inducción  no-fotoquímica  resulta de lo 

observado en  mediciones  realizadas inmediatamente después del cambio  de 

medio y  sin someter a  iluminación,  en donde  ambos tratamientos  presentaron 

mayor desactivación  no-fotoquímica que el  control  (los  resultados  no se 

presentan). Sin embargo, dichas  diferencias desaparecieron  después de 10 hrs de 

luz. 

La capacidad de  inducción de desactivación  no-fotoquímica de S. pilosum es 

evidente, a pesar de que la  disminución  en la tasa de transporte de electrones 

para N- y N+ fue menor que para S. kawagutii (figs. 13a y lSa), los tratamientos 

inducen respectivamente 57 y 41 más desactivación  no-fotoquímica  que el 

control (fig. 16a). 



Como es de  esperar  según la hipótesis de trabajo,  estas condiciones se 

deben invertir al  final de la curva de  crecimiento,  en donde la  concentración de 

nitratos  ya ha sido consumida  por las  células en cultivo,  debido a  que el  flujo de 

electrones  utilizado para la reducción de nitratos  fue desviado paulatinamente 

hacia  otras vías.  En el caso  de S. pilosum sucedió  así (fig. 15b), sin embargo  se 

presentó un incremento en la tasa de transporte de electrones  en ambos 

tratamientos, lo que resulto  extraño para N-. Esto podría  sugerir que el cambio a 

un medio rico en los demás nutrientes aunque sin  ninguna  fuente de nitrógeno 

favorece  el estado fisiológico de la  maquinaria  fotosintética. Bajo la misma 

hipótesis de la  distribución de poder reductor desde las  multiples  funciones  de la 

ferredoxina, en  donde una mayor disponibilidad de aceptores de electrones dados 

por el medio nuevo libera  la  presión sobre el FSII. Para S. kawaguti, aún  al  final 

de la curva  de crecimiento el tratamiento  N+ presentó un flujo de electrones 

menor que el control (fig. 13b). 

Resultaría  un error interpretar el cambio de medio a N+ bajo los mismos 

términos para S. kawagutii que para S. pilosum, ya que en el primer  caso  parece 

que el amonio tuvo  un  efecto  distinto. Ha sido demostrado que el NH4+ en  altas 

concentraciones  es tóxico. El daño a nivel de la maquinaria  fotosintética  es 

específicamente en  el  lado donador de electrones  del  fotosistema 11, que puede  ser 

cuantificado a partir de la curva de  inducción de fluorescencia  con  el  fluorómetro 

PEA (HANSATECH)  (King-Díaz, et al., 1998). Por ello, se sugiere la  realización de 

dicha  medición para interpretar correctamente los resultados  correspondientes a 

estas dos  especies. 

De esta  forma,  según lo propuesto  aquí, sería  lógico esperar una respuesta 

común de la  fotosíntesis  en  la mayoría de los experimentos  realizados hasta ahora 

en torno a la  limitación por  nutrientes, ante la carencia  en un lapso de tiempo 

corto de cualquier elemento que requiera consumo de poder reductor y ATP.  En el 

caso de los nutrientes se  ha establecido que existen  variaciones  en la  fotosíntesis y 

en la tasa de crecimiento. Las modificaciones  de la tasa de crecimiento parecen 

ser nutriente  específicas. 
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La respuesta fotosintética  es común para todos los nutrientes  analizados y 

muy similar a la presentada  durante el  estrés  por  alta  irradiancia,  con una 

disminución  en  la tasa  máxima de fotosíntesis y de Fv/Fm;  así como la  pérdida  de 

pigmentos fotosintéticos  (Herzig y Falkowski, 1989; Kolber et al., 1989;  LaRoche, 

et al., 1993;  Geider et al., 1993). La variación de estos parámetros con  respecto 

al tiempo o a la magnitud del cambio  mismo  ha sido  interpretada como diferencias 

nutriente-específcas (Geider et al., 1993),  negándose la  similitud con la respuesta 

fotosintética a altas irradiancias. Sin embargo, es  evidente que  en función  del 

consumo de poder  reductor o de ATP asociado al uso  del  nutriente en cuestión  se 

generará  mayor o menor  estrés. 

En el  trabajo  realizado por Wykoff et a/, (1998), la disminución  drástica  de 

P y S en Chlamydomonas  reinhardtíi, genera  claras diferencias en la tasa de 

evolución  de  oxígeno  con respecto al tiempo. La  caída  del 75 O/O para cultivos 

empobrecidos en S se  presenta el primer  día, mientras que  para cultivos 

empobrecidos en P se presenta hasta el cuarto día. Resultados  similares  fueron 

obtenidos  bajo  la  carencia de P, N y Fe (Geider et al., 1993) en  términos de Fv/Fm 

y de la abundancia de proteina Dl (componente del  centro de reacción de FSII), 

así como de la  disminución  en la concentración de clorofila y el incremento de 

pigmentos  con caracteristicas fotoprotectoras.  En dicho trabajo, las  células 

desprovistas  de P, presentaron la menor variación  en  todos los parámetros, 

seguidas  por las células empobrecidas  en  Fe,  para finalmente presentarse las 

mayores diferencias en las  células privadas de nitrógeno, al  igual que en  el caso 

del S.  Las  diferencias para el S y el N, que  muestran los efectos más drásticos 

pueden  deberse al poder reductor  requerido  en su asimilación (6 y 8 e- 

respectivamente) (fig. 21). Por  otro lado, el hierro  es  un elemento necesario  en 

algunos sistemas  de  acarreadores  de electrones, lo cual puede generar una 

disminución en la tasa de transporte traduciéndose también  como un exceso de 

energía luminosa. Finalmente, el fósforo puede  presentar los menores efectos 

debido a que de todos los elementos presenta  una  mayor remineralización. 



Estas  respuestas son  similares  a la presentada ante  otros  tipos de estrés. 

Ha sido demostrado que el estrés  por  disminución en la temperatura genera una 

respuesta similar  a  la presentada por  estrés  a  alta  irradiancia  (Maxwell et al., 

1996; Law y Crafts-Brandner, 1999), y ante una disminución de COZ (Bilger y 

Bjorkman, 1990). 

De  tal forma que a  partir  de la interpretación de los resultados  obtenidos 

aquí  es  posible  explicar que la respuesta a  distintos  tipos de estrés sea  común.  Se 

postula que cualquier  tipo de estrés  en  la maquinaria fotosintética causa una 

acumulación de poder  reductor, el  cual desencadena los mecanismos de 

regulación empleados ante un estrés lumínico. Por medio  de las técnicas de 

fluorescencia se  ha sugerido que el  principal  sitio de  daño de la  limitación  por 

nutrientes, y en  general para cualquier  tipo de estrés, es el fotosistema 11. Solo en 

algunos casos  se  ha identificado  al FSI como el  sitio de  daño, especialmente  en  un 

estrés combinado de luz y temperatura de congelación  en  vegetales superiores. 

Sin embargo, el daño  en FSI estuvo  acompañado  por  daño  en FSII con una 

disminución de la proporción  Fv/Fm  (Tjus et al., 1998). 

De esta forma la  evidencia de daño a  nivel de fotosistema I1 ante  cualquier 

estrés, sugiere que es  éste el  sitio principal  de la regulación de la actividad 

fotosintética. Y únicamente cuando el exceso de energía de excitación supera la 

capacidad de regulación  del FSII, se iniciaran los mecanismos de regulación  en  el 

FSI. 



Conclusiones. 

La  tasa de crecimiento  específica (p) de Symbiodinium kawagutjj fue 

menor  que la de S. pilosum. Ambas  especies  presentaron  valores  por  debajo 

de los reportados  anteriormente  para el género Symbiodiniurn. 

.Aparentemente la oscilación  en la temperatura y la irradiancia  fueron los 

factores  determinantes  de la tasa  de  crecimiento baja. 

La  incorporación  de  nitrógeno  fue más rápida  en S. pilosum estando  por 

debajo  de los límites  de  detección  en  tan sólo 12 día,s, la velocidad del 

consumo  de nitratos se vio reflejada  en la cuota  celular  de  nitrógeno  siendo  del 

orden  de 33.34 pg N cél-'. 

S. kawagutii incorpora  nitrógeno  lentamente  presentando  cuotas 

celulares  homogéneas  a lo largo  de  toda la curva  de  crecimiento. 

La  relación  entre la concentración  externa  de  nitrógeno y la eficiencia en 

la separación de  cargas del FSII dada  por Fv/Fm documentada  en la literatura 

no  se  presentó. Fv/Fm mostró  ser  un  factor  que  no  depende  únicamente de las 

condiciones  nutricionales de las  células. 

La  variación  de Fv/Fm mostró  una  relación  más  estrecha  con  respecto  a 

la irradiancia:  durante el cambio  de  régimen  luminoso y con la atenuación  de 

la irradiancia  incidente  por el incremento  de la densidad  celular 

(autoensombrecimiento). 

Así mismo, la variación de Fv/Fm también  es  dependiente  las 

características  fotobiológicas  de  cada  especie,  mostrando mayores variaciones 

en S. kawagutii especie  adaptada sensu Darwin a baja  irradiancia,  que en S. 

pilosum adaptada a una  alta  densidad de flujo de  fotones. 



El flujo  máximo de electrones de ambas especies presentó 

comportamientos  similares en los tratamientos N- y N+ al  inicio de la curva de 

crecimiento  (alta  concentración de N O i  y en fase de crecimiento  exponencial). 

Por lo que se puede decir, que es la pérdida de nitrógeno como aceptor 

final de electrones y no  como  elemento lo que  induce una disminución de la 

actividad  fotosintética. 

El comportamiento  del flujo máximo de electrones se fue  invirtiendo 

conforme  a los esperado según  la hipótesis de trabajo  a través  de la curva de 

crecimiento con el abatimiento  paulatino  de la concentración de nitrato. 

La capacidad de  inducir  desactivación  no-fotoquímica en S. pilosum fue 

evidente ya que  a  pesar  de  presentar  menores variaciones del flujo  máximo de 

electrones  en los tratamientos N- y N+, presentó  diferencias  significativas y un 

patrón  a  través de la curva de crecimiento  de la desactivación  no-fotoquímica. 

En S. pilosum la desactivación  fotoquímica y la proporción Fv/Fm de los 

tratamientos N- y N+ no  fueron  estadísticamente  diferentes  del  control bajo 

ninguna  circunstancia. 

S. kawagutii mostró  baja capacidad de inducir  desactivación  no- 

fotoquímica ante el estrés por acumulación de poder  reductor. Las mayores 

modificaciones en el aparato  fotosintético  de S. kawagutii se presentaron en 

cuanto  a la desactivación  fotoquímica y la proporción Fv/Fm. 

La disminución en  la disponibilidad de nitrógeno en forma de nitratos 

desencadenó un efecto  similar  al  presentado  durante  un  estrés  por exceso de 

luz, el cual  también se presenta bajo  distintas condiciones como  temperatura, 

presión  parcial de COZ y diversos  nutrientes. 



De esta  forma,  cualquier tipo de estrés se ve  reflejado en la maquinaria 

fotosintética  aparentemente como un estrés  por exceso de luz. 

Si todo estrés se traduce como un exceso de luz, el FSII se postula como 

el sitio principal de regulación de la actividad  fotosintética. Y únicamente 

cuando el estrés excede la capacidad de regulación de éste, tiene  lugar la 

regulación de la actividad  del FSI. 
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