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RESUMEN

Se determinaron los cambios ultrastructurales de adaptacién de la microalga Scenedesmus sp al estrés inducido por
cadmio y vanadio, con el proposito de su uso para detectar la presencia de estos metales en cuerpos de agua. Las cepas,
aisladas de la laguna de estabilizacion de la Universidad del Zulia, Venezuela, fueron mantenidas en medio de cultivo
algal a 28 + 2°C, fotoperiodo de 12:12 h y expuestas por 10 dias a 10 ppm de cada metal. Se determiné la viabilidad
celular cuantificando la produccion de pigmentos por espectrofotometria; la acumulacién de cadmio y vanadio por
espectrometria de absorcion atomica (GFAAS) y los cambios ultraestructurales por microscopia electrénica de
transmision (MET). Todos los ensayos se realizaron por triplicado, cada uno de ellos con su respectivo control donde la
solucion del metal fue sustituida por medio de cultivo. Los resultados mostraron que ambos metales producen
inhibicion en la produccién de pigmentos, sin embargo los niveles de este pardmetro indican viabilidad celular lo que
demuestra adaptacion de los cultivos a la concentracién expuesta. También se da una acumulacion significativa de los
dos metales, parametro requerido para un bioindicador ambiental. EI analisis ultraestructural revel6 cambios
morfolégicos como alteraciones en los organelos involucrados en la produccion de pigmentos, asi como en los
encargados de almacenamiento de los metabolitos energéticos. Cambios por los que posiblemente los microorganismos
logran superar las condiciones adversas del medio y mantener la viabilidad celular. Se concluye que esta especie podria
ser utilizada como un modelo experimental para el monitoreo de contaminacion de depositos de agua por estos metales
pesados.
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EVALUATION OF THE ULTRASTRUCTURAL CHANGES OF ADAPTATION OF THE ALGAE
SCENEDESMUS SP TO THE STRESS INDUCED BY CADMIUM AND VANADIUM

ABSTRACT

In this paper the adaptation capacity of the algae Scenedesmus sp to the stress induced by cadmium and vanadium was
evaluated in order to use it to detect the presence of these metals in water ecosystems. Algae were obtained from the
collection of the Universidad Del Zulia, Venezuela. The algae were maintained in an algal culture medium at 28 + 2°C,
a 12:12 h photoperiod and were exposed to 10 ppm of each metal during 10 days. The effect of metals on the cellular
viability was determined by quantifying the production of pigments using the spectrophotometer, while the
accumulation of cadmium and vanadium was determined by spectrometry of atomic absorption (GFAAS) and the
ultrastructural changes were determined using TEM. All the bioassays were carried out for triplicate, each one with its
own control. The results reflected that both metals produce an adverse effect on the pigment production. However, the
levels of this parameter indicate cellular viability, which demonstrates adaptability of the cultures exposed to the metals.
Furthermore, a significant metal accumulation was present, which is a parameter required for an environmental
bioindicator. The ultrastructural analysis revealed morphologic changes which let to alterations in the organelles
involved in the pigment production as well as in those in charge of the energetic metabolites storage. Through these
changes the microorganisms might be able to overcome the adverse conditions of exposure and to maintain the viability
cellular. Therefore, the species can be used as a experimental model to supervise the contamination by heavy metals.
Key words: Microalgae, cadmium, vanadium, ultrastructure, bioindicator.

INTRODUCCION son uno de los grupos de contaminantes mas peligrosos
La contaminacion ambiental es uno de los problemas por su persistencia y toxicidad, ademas de que pueden
que se correlacionan directamente con el desarrollo incorporarse en los organismos a través de la cadena
industrial. Como producto de esta, los metales pesados tréfica, por lo que es de utilidad la budsqueda,
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evaluacion y factibilidad del uso de modelos biol6gicos
para el monitoreo de la contaminacion por metales.
Entre los metales pesados de interés toxicologico, el
cadmio y el vanadio son considerados de relevancia
por sus efectos fisioldgicos en los organismos, en los
cuales una vez que ha ingresado, se fijan rapidamente a
los tejidos causando cambios estructurales en las
proteinas que afectan varios procesos celulares,
incluyendo el metabolismo energético y la sintesis de
biomoléculas [1, 2].

Los organismos unicelulares, entre ellos las algas, a
través del proceso de fotosintesis incorporan oxigeno,
contribuyendo de esta manera a la oxidacién de la
materia organica y a aumentar el oxigeno disuelto en el
agua, el cual sera utilizado por las otras comunidades u
organismos que componen la flora y fauna del medio
acuatico, contribuyendo asi al proceso de depuracién
ambiental [3]. Por otro lado, presentan la capacidad de
inducir mecanismos de resistencia ante el estrés
producido por la exposicion a niveles toxicos
ambientales [4]. Segln Phillips [5], para que un
organismo pueda ser empleado como biomonitor debe
reunir una serie de pre-requistos tales como: ser
abundante, sedentario y representativo del area de
estudio, acumular grandes cantidades del contaminante
sin experimentar efectos tdxicos, distribuirse en una
amplia extensién geografica, resultar de simple
identificacion y muestreo, ademas de proveer suficiente
cantidad de tejido sin necesidad de concentrar
previamente el microorganismo.

Scenedesmus sp es un alga unicelular, que cumple con
casi todas estas caracteristicas ya que es una especie
ubicua presente en las costas Venezolanas [6], de
simple identificacién y manipulacion en condiciones de
cultivos, acumula grandes cantidades de metales [7],
presenta buena proporcion de volumen y masa y con
una pared celular caracteristica que facilita la adsorcién
de los metales actuando como una resina de
intercambio iénico [8].

Fundamentado en lo expuesto, se valoré Ila
ultraestructura de la microalga Scenedesmus sp

expuesta a la intoxicacién por cadmio y vanadio, con
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miras a evaluar los cambios de adaptacion al estrés

inducido por los metales.

MATERIALES Y METODOS

La cepa Scenedemus sp fue aislada de la laguna de
estabilizacion de la Universidad del Zulia, Maracaibo,
Estado Zulia-Venezuela; mantenida viable en medio de
cultivo algal f/2 de Guillard [4], bajo condiciones
controladas de temperatura (28+2°C) y fotoperiodo de
12:12 h. Se procedid a preparar el cultivo madre
(stock) de la cepa Scenedesmus sp, inoculando 50 ml
de suspensién microalgal proveniente de la coleccion
en 600 ml de agua enriquecida con medio algal a una
concentracién de 8 mM de NaNQg;, determinando su
densidad celular en fase exponencial
(aproximadamente 10° cel/ml) e inoculando a los
medios de cultivo de cada bioensayo. Para valorar el
efecto de los metales los cultivos fueron expuestos a
10 ppm de Cloruro de cadmio y de Pentdxido de
vanadio por 10 dias, Todos los experimentos fueron
realizados por triplicado, cada uno con su control
donde la solucion de los metales fue sustituida por
medio de cultivo f/2.

Determinacion de viabilidad celular.

Se valoré la viabilidad celular por la produccion de
pigmentos fotosintéticos (clorofila y carotenos)
mediante la técnica de espectrofotometria (Spectronic
21D Milton Roy), para lo cual se provocé la ruptura de
la pared celular utilizando un equipo de ultrasonido
(Ultrasonic  Prossesor GE 130) extrayendo Yy
solubilizando el pigmento con metanol; la
cuantificacion se establecid utilizando las ecuaciones
de Wellburn. 1994 [9]

Determinacién de acumulacion de los metales.

Se procedi6 a centrifugar la muestra de cada cultivo, se
colect6 el pellet con filtros de membranas (millipore),
se deshidratd y se liofiliz6 (Labconco model LYPH-
LOCK) a - 46°C a una presion de 3400 x 10° mpa.
Seguidamente, se realiz6 una digestién &cida con
HNO; concentrado por cuatro horas en cépsulas de
teflon y dentro de un dispositivo de acero inoxidable

(Parr Instrument), a una temperatura de 130°C.,
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determinando la acumulacion del metal en la biomasa
por Espectrometria de Absorcion Atémica con Horno
de Grafito (GFAAS) en un Perkin Elmer modelo 3100.
Las muestras fueron analizadas por triplicado con sus
respectivos controles y los resultados expresados en
Hg/gr [10]

Andlisis ultraestructural.

Se centrifugaron las muestras en medio de cultivo algal
y el pellet se fijo en glutaraldehido al 2% en buffer
cacodilato 0,1 M, pH 7,2 por 2 h., a temperatura
ambiente y post-fijado en tetradxido de osmio al 1% en
el mismo buffer por 1 h. Posteriormente se deshidratd
en una serie gradual de etanol (50% al 100%) y 6xido
de propileno, se infiltrd en la resina poliester Araldita
502. Los cortes finos (60 nm) se contrastaron con
soluciones de acetato de uranilo y contrastaron con
citrato de plomo para ser observados en un
Microscopio Electronico de Transmision (Hitachi H-
7000) a 100kV.

Andlisis estadistico.

Los resultados se analizaron aplicando un ANOVA
para valorar el efecto de la concentracién y la prueba
de Tukey para comparacién de medias utilizando el

programa estadistico SPSS version 10 para Windows.

RESULTADOS Y DISCUSION

Produccion de pigmentos.

Una de las caracteristicas requerida para que un
microorganismo pueda ser utilizado para el monitoreo
de la contaminacidn, es su capacidad de resistir altas
concentraciones y largos periodos de exposicion al
contaminante [5]. En este contexto se determiné la
viabilidad, valorada como la produccién de pigmentos
fotosintéticos de los cultivos de Scenedesmus sp
expuestos a 10 ppm de cadmio (Cd) y vanadio (V) por
10 dias.

La tabla 1 expresa la comparacion de medias de los
valores de clorofila y caroteno de los cultivos control y
expuestos al cadmio, presentandose diferencia
significativa (p < 0.05) entre los controles (0 ppm) y la
concentracion ensayada (10 ppm), lo que refleja para el

caso del cadmio, un efecto adverso sobre la produccion
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de clorofila y por ende sobre la viabilidad celular.
Terry y Stone [11], establecen una no reduccion del
contenido de clorofila a en cultivos de S. abundan
expuestas a 5y 10 ppm por periodos menores de 72 h,
reportando reduccion del pigmento a concentraciones
de 15 y 20 ppm Similarmente, otros investigadores
sefialan que el Cd*? induce cambios en el contenido de
pigmentos fotosintéticos, posiblemente alterando la

organizacion de los cloroplastos [12].

Tabla 1. Prueba de Tukey para muestras apareadas con
un intervalo de confianza del 95 % (o = 0.05)
comparando los niveles de clorofila y caroteno inicial y
los expuestos por 10 dias a 10 ppm de cadmio en
Scenedesmus sp.

Clorofila (mg/L) Caroteno (mg/L)

0 0,2599 + 0,04 0,1898 + 0,01
10 0,2010 + 0,05* 0,1985 + 0,04
p <0,05 > 0,05

*: Diferencia significativa con respecto al control. (o=
0.05)

Al valorar el efecto del cadmio sobre la produccidn de
carotenos no se observa diferencia significativa en los
niveles de pigmentos entre los controles y los cultivos
expuestos a 10 ppm durante 10 dias.

Similarmente, los resultados obtenidos del analisis del
efecto del vanadio sobre la produccion de pigmentos
revelaron un efecto significativo del metal sobre la
produccion de clorofila pero no sobre el contenido de

caroteno (Tabla 2).

Tabla 2. Prueba de Tukey para muestras apareadas
con un intervalo de confianza del 95 % (o = 0.05)
comparando los niveles de clorofila y caroteno inicial y
los expuestos por 10 dias a 10 ppm de vanadio en

Scenedesmus sp.
Clorofila (mg/L)

Caroteno (mg/L)

0 0,2827 + 0,05 0,1695 + 0,01
10 0,2023 + 0,05* 0,1855 + 0,03
p <0,05 > 0,05

*: Diferencia significativa con respecto al control. (o=
0.05)
En general se puede establecer un efecto toxico de

estos dos metales sobre la produccién de clorofila

afectando la viabilidad celular de estos organismos por
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disminucion de la capacidad fotosintética, coincidiendo
con lo reportado por otros autores quienes establecen la
toxicidad ejercida por metales pesados en microalgas
[4, 11, 12]. Sin embargo, se puede observar que, alin
cuando la produccién del pigmento fotosintético
disminuye significativamente con respecto a los
valores control, se mantiene en valores que permite
inferir una viabilidad celular ain en presencia del
toxico; lo que demuestra la resistencia de esta especie a
la presencia de metales como el Cd y V en el medio de
cultivo. Posiblemente la adaptacion se deba a un
equilibrio en la produccion de estos dos pigmentos, ya
que se han dado reportes de la accidn protectora de los
carotenos sobre la fotoxidacion de la clorofila ante un

estrés toxico [13].

Acumulacion de los metales.

La acumulacion del metal es otro parametro a valorar
cuando se considera la utilizacion de un modelo
bioldgico como bioindicador de la contaminacion por
metales pesados.

La Fig. 1, muestra la relacion porcentual de la
acumulacién de los dos metales en Scenedesmus sp., se
aprecia que ambos metales son bioacumulados, sin
embargo se presenta un mayor por centaje para el
cadmio que para el vanadio (> 10 %).

60

50 -

40 -

0O vanadio (ppm)
@ cadmio (ppm)

30 -

20 4

% de acumulacion (ppm)

10 4

Tiempo (h)

Fig. 1. Representacion grafica de la relacidn porcentual
de la acumulacion de cadmio y vanadio en
Scenedesmus sp.

El ANOVA reveld una acumulacién significativa de
los dos metales en los cultivos expuestos (F = 86,041; p

<0,01). Al comparar las medias entre la acumulacion
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de cadmio con la de vanadio se presenta diferencias
significativas (t =2,729; p > 0,05), con una mayor
afinidad para el cadmio que para el vanadio. Varios
reportes sefialan que una de las caracteristicas que hace
al cadmio en suspensién potencialmente tdxico, es su
alta capacidad de acumulacion y bajo nivel de
excrecion [7, 11, 14]; adicionalmente, son varios los
factores bidticos y abidticos que influyen sobre la
bioacumulacion de los metales, entre los cuales se
pueden mencionar la especiacion y formacién de
compuestos organicos, pH del medio, salinidad,
metabolitos intermediarios [11, 14, 15]. Por otra parte,
el vanadio, a diferencia del cadmio, es un elemento
traza con valores entre 0.2 y 100 ug /L [16], por lo que
se puede inferir que posiblemente esta caracteristica le
permita a los organismos un metabolismo mayor del

metal y por consiguiente una menor acumulacion.

Anélisis ultraestructural.

Una vez determinada la viabilidad y acumulacién de
ambos metales en Scenedesmus sp, se valoraron los
cambios ultraestructurales que permitieron dilucidar los
mecanismos de adaptabilidad de la microalga al estrés
ambiental causado por Cd y V bajo condiciones
controladas de temperatura (28+2°C) y fotoperiodo de
12:12 h.

En la Fig. 2 se observa en un corte las caracteristicas
ultraestructurales de la microalga Scenedesmus sp
control, se aprecia el nlcleo, los cloroplastos, vacuolas,

almidén, granulos de lipidos y pared celular.

Fig. 2. Micrografia electronica de Scenedesmus sp control: N =
Nucleo, C = cloroplastos, V = vacuola, Almidéon (*), Lipidos

(4) y pared celular (7). 10.000 X
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En las células expuestas al cadmio (Fig. 3), se
presentan cambios en cuanto a la organizacion
ultraestructural de los organelos. Se muestra
vacuolizacion y desorganizacion de los cloroplastos
con dilatacion de los tilacoides, presentdndose una
redistribucion del almidén y granulos de lipidos que se
insertan entre los cloroplastos. Se muestra un mayor
engrosamiento de la pared celular, con la presencia de
material electrodenso, que se presume sea el metal que

se acumula en la célula.

Fig. 3. Micrografia electronica de Scenedesmus sp
expuesta al cadmio (10 ppm): C = cloroplastos,
V =vacuola, A = Almidén, Lipidos (1) y pared

celular (V). 20.000 X.

La vacualizaciéon observada puede ser resultado del
efecto del metal sobre los sistemas de transportes
responsables del mantenimiento de la osmolaridad
celular [17]; Koizumi y col. [18], establecen que el
cadmio produce inhibicién de la ATPasa Na™ - K*2,
originando un incremento del sodio intracelular lo cual
ocasiona retencion de agua e histolisis celular La
desorganizacion de los cloroplastos, con membranas de
tilacoides dilatadas mostrada, se relaciona con la
disminucion de pigmentos obtenida en los resultados,
posiblemente por el efecto del metal en el sistema de
transporte de electrones por disminucién de la relacion
de citocromo/clorofila [19]. También se presento
desorganizacion del pirenoide, lo cual puede ser una
sefial de inhibicion del crecimiento por la imposibilidad
de las células de producir moléculas almacenadoras de
energia. Los cambios observados son similares a los

reportados por otros autores en otras especies
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sometidas a intoxicacion crénica con este y otros
metales pesados [19, 20, 21].

Con respecto a los cultivos expuestos al vanadio, se
observa que las alteraciones en la morfologia son
menos drésticas (Fig. 4), se observa vacuolas (V)
pronunciadas, pero no se aprecia vacuolizacion
citoplasmatica, por lo que se puede inferir que, ain
cuando también se han dado reportes de que el vanadio
es un potente inhibidor de la enzima Na**-K** ATPasa
[22], de alguna forma, el vanadio puede ser
metabolizado mas eficientemente que el cadmio, quizas
por su condicion de elemento esencial reportada para

algunos microorganismos [23].

R K
T 4

CRP WP PRSI S S

Fig. 4. Micrografia electronica de Scenedesmus sp
expuesta al vanadio (10 ppm): C = cloroplastos, V =
vacuola, P = Pyrenoide, A = Almiddn, Lipidos (1) y

pared celular (4). 25.000 X.

En general los cloroplastos se observan mas
organizados que en las células expuestas al cadmio, sin
embargo se siguen apreciando ensanchamiento de los
tilacoides con dep6sitos de almidon en su interior. Se
muestra también variacion en la organizacion del
pyrenoide, estructura responsable de la sintesis de
almidén, observandose el almidon irregularmente
inserto en los cloroplastos. Los granulos de lipidos se
presentan menos numerosos pero de mayor tamafio,
también en relacién con las estructuras involucradas
con los procesos fotosintéticos y la pared celular
engrosada.

Una manifestacion relevante del efecto de los metales

en los cultivos expuestos, es la presencia de una pared
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celular engrosada con respecto al control, posiblemente
por la liberacion de exopolisacéardos, los cuales se han
descrito son producidos por las algas cuando son
sometidas a condiciones de estrés contribuyendo a su
adaptabilidad a la presencia del toxico [24]. En general
los resultados presentados coinciden con los obtenidos
por Visviki y Rachlin, [19], que establecen un aumento
en el volumen celular con un relativo incremento en el
volumen de lipidos y reduccién de pirenoide con
respecto a los controles de las células provenientes de
cultivos expuestos al cadmio y cobre.

Mecanismos de adaptabilidad por parte del alga al
estrés causado por los metales se pusieron de
manifiesto en el andlisis ultraestructural, originandose
alteraciones en los organelos involucrados en la
produccion de pigmentos, asi como en los encargados
de almacenamiento de los metabolitos energéticos,
cambios por los que posiblemente los microorganismos
logran superar las condiciones adversas del medio y
mantener la viabilidad celular.

CONCLUSIONES

Los resultados permiten inferir que la especie
Scenedesmus sp presenta mecanismos de adaptacion al
estrés causado por ambos metales por lo que se puede
sugerir su utilizacion como modelo biol6gico para
estudios en ecotoxicologia. Se recomienda la
aplicacion de la microscopia electrénica en conjunto
con el microandlisis elemental, lo que aportaria
informacién cualitativa y cuantitativa de la presencia
de los metales y por ende del uso del microorganismo
como bioindicador y/o biorremediador de la

contaminacion en cuerpos de agua.
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