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Ensayos de toxicidad de zinc sobre la diatomea bentónica Halamphora luciae 

(Amphipleuraceae, Ochrophyta) 

Resumen 

Se evaluó el efecto del zinc en cultivos axénicos de la diatomea bentónica Halamphora luciae 

aislada a partir de los sedimentos superficiales del estuario de Bahía Blanca. Las hipótesis que 

se pusieron a prueba fueron: a) la exposición al zinc produce una alteración en la tasa de 

crecimiento y composición de pigmentos fotosintéticos, b) la exposición al metal desencadena 

un estado de estrés oxidativo que provoca daño en los lípidos, aumento de compuestos 

fenólicos y aumento de la actividad superóxido dismutasa, c)en presencia del metal aumenta 

la movilidad celular conjuntamente con la producción de mucílago extracelular, d) las células 

crecidas en presencia de zinc exhiben cambios en la morfología y tamaño de los frústulos. 

Todos los bioensayos se hicieron por cuadruplicado en cristalizadores inoculados con 200 x 103 

células e incubados a 12°C y con un fotoperíodo 12:12. Se seleccionaron dos puntos finales 

para los bioensayos (4 y 9 días, fase aguda y crónica, respectivamente).Se aplicó un ANOVA de 

dos factores (tratamiento y tiempo), considerando significativas las diferencias para p<0,05. 

Para determinar la CI50, se hicieron cultivos por triplicado en medio marino f/2 adicionados 

con dosis crecientes del metal y se determinó un valor de 50 µM. La exposición a la CI50 no 

modificó la tasa de crecimiento exponencial pero redujo a la mitad la densidad final de células. 

Tanto la cantidad de hidratos de carbono solubles en el medio de cultivo como la relación 

entre la concentración de clorofila a y de los pigmentos antena no varió luego de la exposición 

al zinc en ambos puntos finales. La etapa aguda se caracterizó por un aumento en el 

porcentaje de células en movimiento, una mayor producción de mucílago y la duplicación de la 

actividad superóxido dismutasa. Hacia la fase crónica solo se detectó un aumento significativo 

en la velocidad de desplazamiento de las células tratadas con zinc. En ambos tiempos, no se 

registró un incremento en los compuestos fenólicos ni en la peroxidación de lípidos. El análisis 

de sustancias poliméricas extracelulares solubles mostró una mayor heterogeneidad en los 

productos aislados de los cultivos con metal pero en ambos casos la glucosa fue el 

monosacárido mayoritario. La morfología del frústulo no presentó teratologías, pero 

disminuyó la relación superficie/volumen y el tamaño de las areolas en las células expuestas al 

metal. De los resultados observados se concluye que la biomasa celular, la movilidad, la 

relación superficie/volumen de las células, el tamaño de las areolas y la cuantificación de la 

actividad superóxido dismutasa resultan buenos indicadores de la toxicidad del zinc en 

bioensayos incubados durante 96 horas para la diatomea Halamphora luciae.
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Las diatomeas. Características generales 

Las diatomeas comprenden aproximadamente entre 20000 a 500000 especies, incluidas en el 

Phylum Bacillariophyta, clase Bacillariophyceae dentro del supergrupo de eucariotas 

denominado SAR (Stramenophiles, Alveolates y Rhizaria) (Adl et al. 2012). Actualmente 

coexisten varios sistemas de clasificación por debajo del rango de Phylum. Ni los sistemas 

tradicionales basados en aspectos morfológicos, morfométricos y reproductivos ni los más 

recientes basados en filogenia molecular han permitido hasta el momento separar grupos 

totalmente naturales (Fig. 1) (Theriot et al. 2010; Medlin 2017, entre otros). 

 

Figura 1. Esquema filogenético reciente para las diatomeas. Se evidencia que las relaciones entre los 

grupos aún no se han resuelto en su totalidad (Graham et al. 2010). 

 

De distribución cosmopolita, se las encuentra desde los polos hasta el Ecuador, siendo 

integrantes frecuentes de las comunidades acuáticas (Graham et al. 2010). Estas microalgas 

juegan un papel decisivo en los ecosistemas acuáticos desde su aparición hace 190 a 250 

millones de años, como uno de los principales productores de biomasa en los océanos y de 

oxígeno en el planeta (Bozarth et al. 2009). A escala global, son responsables de la fijación 

aproximada de un 40% decarbono fotosintético en los ambientes acuáticos marinos y 

continentales (Treguer et al. 1995; Falkowski et al. 1998), lo que las convierte en el grupo de 

organismos dominantes en la captación de CO2 de la atmósfera. Además, tienen un papel 

crucial en los ciclos biogeoquímicos del carbono, nitrógeno, fósforo y sílice (Sarthou et al. 

2005). 
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Mayormente poseen hábito cocoide solitario aunque pueden formar agregados 

pseudofilamentosos, tubulares, laminares o estrellados. El tamaño de sus células varía de 2 a 

4000 μm. Hay formas de vida libres o sésiles. 

Poseen cloroplastos como producto de un proceso de endosimbiosis secundaria, están 

rodeados por cuatro membranas y los tilacoides se agrupan de a tres. Además de clorofila a, 

en las antenas de los fotosistemas aparecen clorofilas c2 y c1 o c3 y β-caroteno y xantofilas 

como diatoxantina, diadinoxantina y fucoxantina, que les confieren el color marrón-dorado 

característico. El pirenoide, de existir, es de posición central en cada plasto. El polisacárido de 

reserva es la crisolaminarina, un β-1, 3-glucano con diferentes grados de ramificación (Størseth 

et al. 2006), que se acumula dentro de vesículas extraplastidiales (Granum y Myklestad 2001). 

Adicionalmente, pueden acumular fosfolípidos, glicolipidos, ácidos grasos poli-insaturados y el 

polifosfato volutina. 

La característica distintiva de este grupo es su cubierta celular, el frústulo, compuesto 

fundamentalmente por sílice amorfa u opalina recubierta de materia orgánica (Graham et al. 

2010). El frústulo consta de dos piezas parcialmente superpuestas, la epiteca y la hipoteca, 

siendo la última generalmente de menor tamaño. Cada una de ellas está formada por una 

valva (epivalva e hipovalva respectivamente) y un cíngulo, que se compone generalmente de 

bandas de sílice formando epi- y el hipocíngulo (Fig. 2). 

 

 

Figura 2. Representación del frústulo en vista cingular (Hasle y Sylverts en 1997) 
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El frústulo de las diatomeas se encuentra perforado por pequeños poros (poroides, areolas, 

alvéolos, etc.) que suelen disponerse regularmente en hileras denominadas estrías. Estas 

perforaciones actuarían alivianando la cubierta celular y son la superficie de contacto de la 

célula con el medio. 

En base al tipo de simetría del frústulo en vista valvar (Figs. 1 y2), las diatomeas se agrupan en 

dos grandes grupos: céntricas, con simetría radial y pennadas, con simetría bilateral. 

Algunas diatomeas pennadas poseen una hendidura longitudinal, el rafe, en una o en ambas 

valvas. La secreción de mucílago a lo largo del rafe o en campos de poros apicales en las 

diatomeas sin rafe está acoplada a la posibilidad de deslizamiento sobre superficies sólidas 

(Molino y Wetherbee 2008). Este movimiento responde a estímulos ambientales como la luz 

(Cohn et al. 2004; Mitbavkar y Anil 2004; McLachlan et al.2009; Ezequiel et al. 2015), la 

temperatura (Cohn et al. 2003), las mareas (Smith y Underwood 1998; Cohn et al. 2004; 

Mitbavkar y Anil 2004), los nutrientes (Cooksey y Cooksey 1988; Saburova y Polikarpov 2003; 

Witkowski et al. 2012; Daglio et al. 2016), la salinidad (Abdullahi et al. 2006; Apoya-Horton et 

al. 2006) o la presencia de compuestos tóxicos (Coquillé et al. 2015). 

 

Aplicaciones 

En los cuerpos acuáticos, los frústulos tienen una elevada tasa de hundimiento1 (Falkowski et 

al. 2004). Al sedimentar, contribuyen a la captura de C-orgánico y al descenso del CO2 

atmosférico (Katz et al. 2005). Esta acumulación sedimentaria o diatomita, conocida 

comercialmente como tierra de diatomeas, se utiliza, entre otras aplicaciones, como filtrante 

en procesos industriales. 

Recientemente, las diatomeas han recibido mayor atención debido al enorme potencial 

económico para la obtención de productos de alto valor agregado, como ácidos grasos poli-

insaturados, en especial omega 3 (Popovich et al. 2012; Barnech-Bielsa et al. 2016) y 

triglicéridos (TAGs), materia prima para la producción de biocombustible por 

transesterificación (Hu et al. 2008; Bozarth et al. 2009). 

El alto grado de preservación de los frústulos en los sedimentos a través de las eras geológicas  

1
cuando la densidad de las células excede la de la columna de agua esta se hunde con una velocidad o tasa que 

dependerá entre otros factores de la forma de la célula, movimiento turbulento del agua, etc. 
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las convierte en excelentes paleobioindicadores (bioproxies) para la reconstrucción de 

condiciones ambientales pasadas (Lotter et al. 1999; Rühland et al. 2003;Odfield 2005; Briner 

et al. 2006;Serra et al. 2016).Análogamente, debido a su rápida respuesta a los cambios 

ambientales, las comunidades de diatomeas bentónicas se emplean en programas de 

biomonitoreo de calidad de agua. Se han desarrollado varios índices basados en la evolución 

de la estructura de la comunidad de diatomeas, entre los que se puede mencionar el índice de 

Diatomeas Pampeanas, desarrollado por Gómez y Licursi (2001) para lagunas de la provincia 

de Buenos Aires. 

 

Halamphora luciae (Cholnoky) Levkov comb. nov. 

Halamphora luciae (Cholnoky) Levkov es una diatomea bentónica cosmopolita, que prolifera 

en ambientes salobres o marinos. Sus valvas son semi-lanceoladas, dorsiventrales con el 

margen dorsal arqueado suavemente y el margen ventral recto a levemente cóncavo. Los 

extremos de la valva son prolongados, capitados y ligeramente curvados en sentido ventral. El 

largo de la valva se encuentra en un rango de 17 a 43 µm y el ancho varía entre 3,5 a 6,5 µm. 

Las terminaciones del rafe son ligeramente arqueadas en la región proximal hacia la cara 

dorsal. Las estrías dorsales (17 a 21 en 10 µm) son paralelas en la zona central, adoptando una 

orientación radial hacia los extremos de la valva. Las estrías dorsales son uniseriadas, 

compuestas de areolas redondas a alargadas. Las estrías ventrales no están interrumpidas en 

la región del nódulo central, cada una comprende una sola areola alargada.  

La valva interna presenta una única hilera de areolas próximas al rafe y separadas del resto de 

las areolas por una costilla longitudinal. La terminación distal del rafe se desvía hacia la parte 

ventral y termina con una helictoglosa débilmente desarrollada. En la zona proximal, el rafe 

finaliza con las helictoglosas fusionadas. Las estrías ventrales son uniseriadas, compuestas de 

areolas alargadas. 

 

Utilización de diatomeas en bioensayos de toxicidad de metales pesados en laboratorio 

Un bioensayo es un procedimiento que utiliza organismos y sus respuestas para estimar los 

efectos de agentes físicos y químicos en el ambiente (Graham et al. 2010). La utilización de 

microalgas en cultivos de laboratorio permite la realización de bioensayos de corta duración y 

bajo costo (Girling et al. 2000; Franklin et al. 2002). Los cultivos de microalgas se usan para 

verificar la correlación entre la respuesta específica y el factor de estrés, al permitir la variación 
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de parámetros ambientales como el pH, el contenido de nutrientes, el fotoperíodo, la 

temperatura, etc. De allí que varias organizaciones internacionales como la EPA (Agencia de 

Protección Ambiental de los Estados Unidos) o la Agencia Europea recomienden el empleo de 

microalgas en bioensayos rutinarios de laboratorio para el diagnóstico y predicción de daño 

ambiental (Batzias y Siontorou 2008, Rodríguez et al. 2008).  

Dada su facilidad de cultivo, su abundancia y ubicuidad en cuerpos acuáticos y su rápida 

respuesta a cambios ambientales, las diatomeas reúnen las condiciones de un buen 

bioindicador en bioensayos (Bellinger y Sigee 2010). 

En las microalgas, la respuesta a un factor de estrés ambiental como por ejemplo, un metal 

pesado, puede ser inmediata provocando cambios biomoleculares, bioquímicos y fisiológicos 

(Fig. 3) que en el término de días alteran las vías bioenergéticas y provocan modificaciones en 

la tasa de reproducción. Finalmente, esto se traducirá en variaciones en el crecimiento y/o la 

morfología (Rodríguez et al. 2008).  

En los bioensayos estándar de toxicidad de metales pesados utilizando microalgas suelen 

medirse la disminución de la tasa de crecimiento (o de la tasa de división celular) y el 

rendimiento final de biomasa (o rendimiento celular) luego de diferentes tiempos fijos de 

exposición (Franklin et al. 2002). En general, estos ensayos se extienden por 96 h y son de 

exposición estática. La respuesta de la población se mide a través de cambios en la densidad 

celular con respecto al control. 

 

Figura 3. Diferentes marcadores según el punto final en bioensayos con microalgas (Adaptada a partir 

de Bellinger y Sigee 2010) 
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La realización de los ensayos se realiza en las primeras etapas del crecimiento exponencial a fin 

de contar con una biomasa lo suficientemente baja como para evitar problemas de variación 

de pH, limitaciones de luz y dióxido de carbono que puedan afectar los resultados (Franklin et 

al. 2002). 

Uno de los parámetros utilizados para evaluar el efecto de un metal pesado sobre el 

crecimiento es la tasa de crecimiento, calculada a partir de la ecuación (Wood et al. 2005): 

 

donde r es la tasa de crecimiento, Nt es el número de células en un determinado tiempo, Ni es 

el número de células iniciales y Δt es el intervalo de tiempo. 

Otra forma de evaluar los resultados es calcular el porcentaje de inhibición del crecimiento 

algal de las poblaciones expuestas a las distintas concentraciones del metal con respecto al 

control mediante la fórmula (Monteiro et al. 2010): 

 

donde T es el número de células del tratamiento para las distintas concentraciones del metal, 

C es el número de células para el control. 

La concentración  inhibitoria 50 (CI50) es la concentración estimada del metal que causa la 

reducción de un 50% de un parámetro como el crecimiento de la población expuesta en un 

determinado período de tiempo. Para su determinación pueden utilizarse métodos gráficos o 

el método probit o similares (Bliss et al. 1934). 

El zinc: micronutriente esencial y metal pesado con efectos tóxicos en las diatomeas 

El zinc es un micronutriente esencial (Morel et al. 1991, 1994). Al igual que otros nutrientes, 

debe estar presente en un rango de concentración óptima a fin de permitir el adecuado 

funcionamiento celular y el crecimiento. Su tasa de incorporación y los niveles intracelulares 

responden a un refinado sistema homeostático (Blaby-Haas y Merchant 2012).  

El zinc (como catión Zn2+) interviene como componente estructural y funcional de numerosas 

enzimas como la anhidrasa carbónica (Cox et al. 2000; Morelli y Scarano 2004), la Cu/Zn 

superóxido dismutasa (Armbrust et al. 2004; Bowler et al. 2008) y la alcohol deshidrogenasa 

(Brembu et al. 2011), enproteínas del tipo dedo de Zn que actúan como factores de 

transcripción génica (Reichmann y Ratcliffe 2000; Rayko et al. 2010) o en la regulación de la 
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mitosis (Bertrand y Poirier 2005). Además se ha informado que su déficit limita la 

incorporación de sílice en las diatomeas (De la Rocha et al. 2000). 

Sin embargo, cuando el metal se encuentra en concentraciones superiores al optimo, se vuelve 

toxico. Ante esta situación adversa las células poseen diferentes mecanismos para mantener la 

integridad celular. Existe poca información sobre los mecanismos fisiológicos implicados en los 

efectos tóxicos a corto y largo plazo del zinc en diatomeas marinas (Souza Machado et al. 

2014). Entre los efectos informados, se pueden enumerar la reducción de la producción de 

biomasa (Masmoudi et al. 2013 y bibliografía allí citada), la variación de la composición de 

pigmentos fotosintéticos (Rijstenbil et al. 1994b; Gillan et al. 1983, Markina y Aizdaicher 2006), 

reducción de la eficiencia fotosintética (Nguyen-Deroche et al. 2012) y estimulación de 

actividad de enzimas detoxificantes como la superóxido dismutasa (Rijstenbil et al. 1994 a,b) o 

la ascorbato peroxidasa (Nguyen-Deroche et al. 2012). 

La exposición a metales pesados suele desencadenar un estado de estrés oxidativo, que puede 

definirse como el incremento neto de las especies reactivas de oxígeno (ROS) que exceden la 

capacidad de detoxificación de las defensas celulares antioxidantes. Las respuestas ante un 

estado de estrés oxidativo incluyen la activación de enzimas antioxidantes, como por ejemplo 

la superóxido dismutasa y el aumento de metabolitos detoxificantes (ascorbato, carotenos, 

compuestos fenólicos, etc). Si el grado de estrés oxidativo excede la capacidad detoxificante 

celular se desencadena la oxidación de macromoléculas como lípidos, proteínas o ácidos 

nucleicos. 

La Figura 4 resume en forma general los efectos tóxicos más frecuentemente observados en 

las células de microalgas luego de la exposición a metales pesados y los posibles mecanismos 

de detoxificación. Estos incluyen secuestro por ligandos intracelulares (fitoquelatinas) o 

extracelulares (polímeros extracelulares(EPS), mucílagos y paredes), aumento en la 

acumulación o en la actividad de metabolitos y enzimas detoxificantes del estrés oxidativo o la 

expulsión activa del metal mediante bombas de membrana. 



Introducción 

- 8 - 
 

 

Figura 4. Toxicidad celular de metales pesados. La exposición a metales pesados puede alterar la 

permeabilidad de la membrana. Intracelularmente, al afectar el flujo de electrones en las vías 

bioenergéticas de mitocondrias y cloroplastos, desencadenan un estado de estrés oxidativo. El cambio 

del potencial REDOX celular modifica la expresión genética. Sobrepasados los mecanismos de control del 

estrés oxidativo, eventualmente ocurre la apoptosis y muerte celular. Mc= ion metálico (Adaptada de 

Morin et al. 2012). 
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El objetivo general del presente trabajo fue evaluar la posible toxicidad del catión zinc en 

cultivos de Halamphora luciae aislada a partir de la planicie de marea del estuario de Bahía 

Blanca en bioensayos de laboratorio  

Los objetivos específicos fueron: 

 Verificar la presencia de cambios en la morfología y morfometría de los frústulos como 

consecuencia de la exposición al metal. 

 Estudiar el efecto del zinc sobre la movilidad celular en los recipientes de cultivo 

mediante la obtención de microfilmaciones para la medición de la velocidad de 

desplazamiento de las células. 

 Verificar la presencia de cambios en la composición de los fotosistemas como 

resultado de la exposición al metal por cuantificación espectrofotométrica de los 

pigmentos. 

 Estudiar el efecto del zinc sobre la actividad superóxido dismutasa (SOD). 
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Las hipótesis a poner a prueba en el presente trabajo son: 

 Las células del cultivos de H. luciae expuestas al metal altera la tasa de crecimiento. 

 La exposición al metal altera la composición de los fotosistemas en cultivos de H. 

luciae. 

 En las células de H. luciae expuestas al metal se desencadena un estado de estrés 

oxidativo. 

 La exposición al metal provoca cambios en la morfología y tamaño de los frústulos de 

H. luciae mucho más acentuados que los cambios morfotípicos normales de la especie. 

 La exposición al metal desencadena un aumento en la movilidad celular en la células 

de H. luciae. 

 En los cultivos expuestos al metal aumenta la producción de mucílago extracelular en 

H. luciae.  

 La exposición al metal provoca el aumento de la actividad superóxido dismutasa en H. 

luciae. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 
 

 

 

 

 

4. Materiales y 
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4.1. Origen de la cepa estudiada 

La cepa de Halamphora luciae (Cholnoky) Levkov comb. nov. utilizada en el presente trabajo 

fue aislada por la Lic. Yasmin Daglio a partir de una muestra de los sedimentos superficiales de 

la zona interna del estuario de Bahía Blanca (Buenos Aires, Argentina) en el año 2013. 

4.2. Cultivo y mantenimiento de la cepa 

La cepa se mantiene por repiques mensuales en medio marino f/2 (Andersen 2005) 

enriquecido con el agregado de macro y micronutrientes, incluyendo vitaminas, en las 

proporciones indicadas en la Tabla 1. El agua de mar artificial se preparó disolviendo 34,95 g.l-1 

de sal marina comercial (Instant Ocean, Aquarium Systems), con una salinidad final del 30‰ 

(corroborada por refractómetro manual). Los cultivos se llevaron a cabo en placas de pocillos o 

en cristalizadores conteniendo 5 o 40 ml de medio, respectivamente, según el protocolo 

experimental a utilizar. 

La incubación se realizó en una cámara fría a 12°C y bajo una intensidad lumínica de 20 µmoles 

m-2 s-1, con un régimen fotoperiódico de 12:12 horas de luz: oscuridad. 

Tabla 1: Composición del medio de cultivo f/2 modificado. 

Macronutrientes Concentración final (µM) 

NaNO3 882 
NaH2PO4 . H2O 36,2 
NaSiO3 . 9H2O 106 

 
Micronutrientes 

 
Concentración final (µM) 

FeCl3 . H2O 11,7 
Na2EDTA . 2H2O 11,7 

MnCl2 . 4H2O 0,91 
ZnSO4 . 7H2O 0,0765 
CoCl2 . 6H2O 0,042 
CuSO4 . 5H2O 0,0393 

Na2MoO4 0,026 
 

Vitaminas 
 

Concentración final (nM) 

Tiamina 296 
Biotina 2,05 

Cianocobalamina 0,369 
 

pH del medio: 7,9-8,0 
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4.3. Bioensayos 

4.3.1. Determinación de la Concentración Inhibitoria 50 (CI50) 

Las algas se cultivaron axénicamente (según lo indicado en 4.2) en medio salino f/2 adicionado 

con concentraciones nominales crecientes de ZnSO4 (0-120 µM). La determinación de la CI50 

(concentración del metal que reduce el crecimiento de la población algal a la mitad respecto 

del control sin agregado adicional de Zn) se llevó a cabo en placas de seis pocillos con tres 

réplicas, cuantificando el crecimiento como el aumento del número de células por área a lo 

largo del tiempo. Para ello se relevó fotográficamente el número de células en al menos ocho 

campos de 0,3 mm2 al azar por pocillo al microscopio invertido (Fig. 5). Para el recuento de 

células sobre las microfotografías obtenidas a 1000 aumentos se utilizó el programa TS View. 

 

Figura 5. Microfotografías obtenidas con el programa TS View de H. luciae en cultivos en medio f/2 (a) y 

f/2 adicionado con zinc (b) cosechados el día 4, y en medio f/2 (c) y f/2 adicionado con zinc (d) 

cosechados el día 9. 

 

Se compararon las tasas de crecimiento exponencial en presencia y ausencia del metal según 

Wood et al. (2005). Se determinó la CI50 con el programa PROALG2 (1989). Para los 

bioensayos subsiguientes se empleó únicamente la concentración de metal correspondiente a 

la CI50. 

a) b) 

c) d) 



Materiales y Métodos 

- 13 - 
 

El protocolo experimental utilizado se resume en la Figura 6. 

 

Figura 6. Diseño experimental de los bioensayos para la determinación de la tasa de crecimiento ( r), la 

capacidad de carga (K), % de inhibición, la Concentración Inhibitoria 50 (CI50) y los puntos finales de los 

bioensayos subsiguientes. 

4.3.2. Determinación de los puntos finales de los bioensayos 

Para ello se inocularon 218.800 de células.ml-1 en cristalizadores de 100 ml (Fig. 6). Se 

obtuvieron las curvas de crecimiento en el medio f/2 (control) y para la concentración de Zn 

correspondiente a la CI50 (tratamiento). Se calcularon las tasas de crecimiento exponencial 

aplicando logaritmo natural del número de células. La pendiente de la recta obtenida se 

consideró la tasa de crecimiento exponencial. Se consideró la meseta de la curva logística 

como el valor de la capacidad de carga (K). Se determinaron dos puntos finales del bioensayo: 

fase exponencial (aguda, día 4) y fase estacionaria (de restauración, día 9) de exposición al 

metal. Todos los cultivos se realizaron por triplicado. 

Los bioensayos posteriores se realizaron por cuadruplicado, iniciando los cultivos en las 

mismas condiciones descritas más arriba y efectuando la cosecha a los 4 y 9 días de iniciada la 

incubación (Fig. 7) 
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Figura 7. Diseño experimental de los bioensayos para la determinación de los diferentes parámetros 

medidos en función de las células y del sobrenadante. 

4.3.3. Bioensayos de movilidad 

Se realizaron filmaciones de 20 s de duración al microscopio invertido (Olympus CK40 

equipado con una cámara de video Arcano 9.0). Se midió la velocidad (µm.s-1) en al menos 10 

células seleccionadas al azar determinando la distancia entre cada posición de inicio y final del 

desplazamiento con el programa AMCap (1997-2004). Se utilizó la misma duración total del 

tiempo de filmación para cada cristalizador a fin de minimizar los efectos de aumento de 

temperatura y de intensidad lumínica en la platina del microscopio. Al mismo tiempo, se 

determinó el porcentaje de células en movimiento por campo (área0,3 mm2). 

 

4.4. Morfología y morfometría de los frústulos 

4.4.1. Observación de las células al microscopio óptico 

Las células se examinaron bajo un microscopio Olympus bx50 equipado con DIC (Contraste por 

interferencia diferencial) y cámara fotográfica digital (Olympus c7070). 
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4.4.2. Microscopía electrónica de barrido (MEB) 

Para la observación al MEB se procedió a la digestión de la materia orgánica de los frústulos 

(Battarbee 1986). Las células se cosecharon por centrifugación suave en tubos Falcon y se 

resuspendieron en 3ml de ácido sulfúrico concentrado durante 24 horas aproximadamente. 

Finalmente se descartó el ácido y se lavó repetidamente con agua destilada hasta neutralidad. 

La suspensión resultante se secó directamente sobre una cinta de cobre que fue metalizada 

con platino. Las observaciones se efectuaron en un microscopio electrónico de barrido Gemini 

Zeiss DSM 982 del Centro de Microscopia Avanzadas (FCEN- UBA) utilizando un voltaje de 

aceleración de 15 kV. 

Sobre las microfotografías obtenidas, se midieron rasgos morfológicos (forma de las valvas, 

contorno de las areolas, etc) y morfométricos (longitud de los ejes apical (a), pervalvar (b) y 

ancho de valva (c) (Fig. 8), cantidad de estrías en 10 µm y número de areolas en 1 µm) 

utilizando el programa ImageJ (NlH, National Institutes of Health, EEUU). Para la descripción de 

la morfología de las valvas se siguió la terminología de Levkov (2009). 

 

 

Figura 8. Valores morfométricos analizados en el trabajo, a= eje apical, b= eje pervalvar, c=eje 

transapical o transversal. De: Sun y Liu (2003). 

 

Para el cálculo del biovolumen y área superficial se aplicaron las fórmulas de Sun y Liu (2003). 

Debido a su asimetría, los frústulos libres de materia orgánica casi siempre aparecen con el 

cíngulo ventral (más angosto) y ambos rafes hacia arriba. Para los cálculos morfométricos de la 

forma cimbeloide se midió el largo de los ejes apical y pervalvar. Se consideró el ancho de la 

valva equivalente al eje transapical (Fig. 8) (Daglio et al. 2016). 
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4.4.3. Observación del mucílago al microscopio óptico 

Se colocaron cubreobjetos en el fondo de los cristalizadores. Luego de 4 y 9 días, se retiraron 

cuidadosamente con una pinza de punta fina y se tiñeron con una solución acuosa de azul de 

toluidina al 0,05 %, pH 4,5 (Higgins et al. 2003) para permitir la observación del mucílago 

extracelular adherido sobre la superficie del vidrio. 

4.5. Métodos Analíticos 

4.5.1. Determinación de hidratos de carbonos totales (Dubois et al. 1956). 

A 0,5 ml de solución estándar conteniendo hasta 35 ug totales de azúcar, se le agregó 0,5 ml 

de solución de fenol al 5%. Luego se dejaron caer mediante dispensador 2,5 ml de ácido 

sulfúrico concentrado (98%), directamente sobre la superficie de la solución a fin de asegurar 

el máximo calentamiento. Se dejó enfriar durante aproximadamente 10 min a temperatura 

ambiente, y se leyó la absorbancia a 490 nm. 

Los valores se refirieron a una curva de calibración de glucosa. 

4.5.2. Determinación de proteínas totales (Lowry et al. 1951). 

A 0,4 ml de solución estándar, conteniendo hasta 500 µg de proteínas por mililitro, se le 

agregaron 2ml de solución conteniendo 1 ml de sulfato cúprico pentahidratado al 0,5%, en 

solución de tartrato de sodio y potasio al 1% y 50 ml de carbonato de sodio al 2% en NaOH 

0,1N. Se mezcló y dejó a temperatura ambiente durante 10 minutos, al cabo de lo cual se 

agregaron, agitando exhaustivamente, 0,2 ml de reactivo de Folin Ciocalteau diluido al medio. 

Luego de 30 minutos se leyó la absorbancia a 500nm. 

Los valores obtenidos se calcularon mediante el empleo de una curva de calibración de 

albúmina de suero bovino. 

4.5.3. Determinación de la composición de pigmentos fotosintéticos (Strickland y Parsons 1972) 

Las células cosechadas por centrifugación en tubos Eppendorf se resuspendieron en 1 ml de 

acetona al 80%. Se agitaron vigorosamente hasta observar un color verde homogéneo. Se 

recogió el extracto acetónico en un tubo de ensayo, repitiendo la extracción sobre el pellet 

celular hasta lograr su total decoloración. Los extractos acetónicos se mantuvieron en 

oscuridad hasta el momento de la lectura en el espectrofotómetro. Los sobrenadantes se 

reunieron y se normalizó el volumen a 5 ml. Se leyeron las absorbancias a 470, 630 y 664 nm a 
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fin de cuantificar los pigmentos fotosintéticos mediante las siguientes fórmulas (Sterman 

1988): 

 Clorofila A: 11,47 A 664 – 0,4 A630 

 Clorofila C1 + C2: 24,36 A630 – 3,73 A664 

 Carotenos: (1000 A470 – 3,27 Chla – 104 Chlc)/ 198 

Los valores se expresaron como µg de pigmento.peso fresco-1 (PF) o como µg de 

pigmento.célula-1. Para la determinación del peso fresco, se tomó la suspensión celular bien 

homogeneizada en tubos Eppendorf previamente tarados. Se centrifugó a 12000 rpm durante 

15 minutos. Se descartó el sobrenadante y el pellet se secó cuidadosamente con tiras finas de 

papel de filtro hasta eliminar el líquido residual. Se pesaron los tubos y la diferencia entre esta 

pesada y la tara se utilizó como valor de peso fresco. 

4.5.4. Determinación de sustancias reactivas al ácido tiobarbiturico (TBARs) (Vavilin et al. 1998) 

El malondialdehido (MDA), uno de los subproductos originados a partir de la peroxidación de 

lípidos, reacciona con el ácido tiobarbitúrico en caliente para dar un compuesto de color 

rosado que puede cuantificarse espectrofotométricamente a 532 nm. 

Las soluciones se preparan en el día. 

Solución A: solución acuosa de ácido tricloroacético (TCA) al 4% conteniendo butilen 

hidroxitolueno (BHT) al 0,01% y ácido tiobarbitúrico (TBA) al 0,3%. 

Solución B: Ídem al anterior pero sin el agregado de ácido tiobarbitúrico. 

Para la determinación del MDA en los precipitados celulares se tomaron dos alícuotas de 1 ml 

de suspensión algal de cada cultivo, resuspendiéndolas en las soluciones A y B, 

respectivamente. Se agitó vigorosamente y se incubó a 95°C durante 30 minutos en baño agua 

hirviente. Al cabo de la incubación, se llevó a temperatura ambiente y se clarificó por 

centrifugación. Se midió la absorbancia a 440, 532 y 600 nm. En células vegetales, las lecturas 

de absorbancia a 440 y 600 nm permiten corregir la interferencia debida a pigmentos 

fotosintéticos y azúcares. La concentración de MDA se calculó utilizando la ecuación de Hodges 

et al. (1999): 
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Donde I es [(A532 sol A) – (A600 sol A] - [(A532 sol B) – (A600 sol B)], II es [(A440 sol A) – (A600 

sol A)] 0,0571 y fd: factor de dilución calculado como volumen de muestra inicial/volumen de 

resuspensión en reactivo +/-TBA. 

Los valores se expresaron como nmol.PF-1 

4.5.5. Determinación de compuestos fenólicos (Duval et al. 2000) 

Se obtuvieron los homogenatos celulares por ultrasonicación (3 pulsos de 10 s a una 

frecuencia máxima de 20 KHz) a partir de células resuspendidas en 0,7 ml de buffer fosfato 0,2 

M pH 7,6. El residuo celular se eliminó por centrifugación a 12000 rpm. 

Se tomaron 50 y 150 µl de homogenato celular, a los cuales se adicionaron 2,5 ml de reactivo 

de Folin Ciocalteau (diluido 1:10) e inmediatamente después, 2 ml de la solución de Na2CO3 

anhidro al 7.5 % (p/v). Se agitaron y se incubaron durante 15 min en un baño de agua a 45°C.  

Se llevó a temperatura ambiente y se midió la absorbancia a 765 nm antes de los 30 min, 

refiriendo los valores a una curva estándar de ácido gálico. 

 El contenido de fenoles se expresó como µequivalentes de ácido gálico.PF-1 

4.6. Medición de la actividad superóxido dismutasa (SOD) (Beauchamp y Fridovich 1971) 

4.6.1. Obtención de los homogenatos celulares 

Las células se resuspendieron en buffer fosfato de sodio 0,2 M (pH 7,6) con el agregado de los 

inhibidores de proteasas fluoruro de fenilmetilsulfonilo, PMSF (0,5 mM) y benzamidina (0,2 

mM). Se sonicaron en baño de hielo mediante 5 pulsos de 15 segundos a una frecuencia 

máxima de 20 KHz, con un intervalo de 30 segundos entre cada pulso. El residuo celular se 

eliminó por centrifugación a 4°C durante 25 minutos a 10500 rpm. 

4.6.2. Medición de la actividad SOD 

La fotoreducción de la riboflavina en presencia de metionina genera anión superóxido que 

reduce el cloruro de nitro azul tetrazolio (NBT) a formazan, compuesto azul que puede 

cuantificarse por lectura a 550 nm (Fig. 9). En presencia de SOD, el radical superóxido dismuta 

en O2 y H2O2 y disminuye la aparición de formazan. Se considera que 1 UE es aquella que 

produce un 50 % de inhibición de la reducción del NBT. 
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Figura 9. Ensayo de medición de la actividad SOD basado en la cuantificación de la inhibición de la 

fotoreducción del NBT 

La reacción se llevó a cabo en placas de 96 pocillos. La mezcla de reacción consistió en 

alícuotas de 5,10, 15 y 20 µl de homogenato celular, 13 mM metionina, 0,1 mM EDTA, 75 µM 

cloruro de nitro azul de tetrazolio (NBT) y 2 µM riboflavina en buffer fosfato 0,2 M pH 7,8.  

La placa se protegió de la luz con un paño negro hasta el inicio de la reacción en un sistema de 

iluminación por dos tubos fluorescentes (56,7-71,55 µmol.m-2.s-1) que se extendió durante 15 

min. Al finalizar la incubación se protegió nuevamente de la luz hasta la lectura de absorbancia 

a 560 nm en FLUOstar OPTIMA BMG Labtech, equipado con un software de análisis de datos 

Mars. 

Como controles de reducción máxima del colorante se omitió el agregado del homogenato 

celular a la mezcla de reacción, considerando el valor de absorbancia de los mismos como 

representativo del 100% de formación de azul de formazan.  

Se graficó para cada muestra enzimática, el porcentaje de inhibición (tomando como 0% la 

absorbancia del control de reducción total) vs. Volumen de muestra enzimática.  

Se calculó el volumen de muestra enzimática que contiene 1 unidad SOD, o sea el volumen al 

que se registra el 50 % de inhibición de la reducción del NBT. Los valores se expresaron como 

UE. mg proteínas-1. 
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4.7. Sustancias poliméricas extracelulares solubles en el medio de cultivo (sEPS) 

4.7.1. Obtención 

Las sustancias poliméricas extracelulares solubles en el medio de cultivo (sEPS) se obtuvieron 

mediante la cosecha de cultivos de aproximadamente 30 días, en cristalizadores de 100 ml con 

medio f/2 con y sin Zn. La cosecha se realizó raspando las células que estaban adheridas en el 

fondo del recipiente. Se centrifugó para separar el sobrenadante. Los sobrenadantes libres de 

células se reunieron y se conservaron en heladera a 4°C. 

Se concentraron 2 litros de sobrenadante de cultivos control y tratamiento en un evaporador 

rotatorio. Una vez reducido el volumen aproximadamente unas 200 veces, se precipitaron los 

polímeros extracelulares mediante el agregado de etanol (4:1) en frío durante una noche. El 

alcohol se eliminó en el evaporador rotatorio. La solución acuosa se concentró hasta llegar a 

un volumen final de 2 ml aproximadamente. 

4.7.2. Desalado por cromatografía de permeación en geles 

Las soluciones acuosas concentradas obtenidas en 4.7.1. Se sembraron en una columna (50 x 

1,5 cm d.i.) de Bio-Gel P-2 (Bio-Rad), usando agua como solvente de elución. El volumen de 

exclusión (25-26 ml) se determinó con una solución de Blue Dextran2000 (Sigma) al 0.2%. Se 

recolectaron 1,5 ml por tubo en un colector de fracciones (BioRad, Modelo 2110). El perfil de 

elución se siguió midiendo los hidratos de carbono totales (Dubois et al. 1956) en cada uno de 

los tubos. Para la estimación del contenido de sales residuales se aplicó la precipitación de 

cloruros con nitrato de plata en placa de toque. Los tubos correspondientes a picos de hidratos 

de carbono se reunieron y liofilizaron. 

4.7.3. Hidrólisis ácida y obtención de los alditoles peracetilados (Albersheim et al. 1967) 

Las fracciones obtenidas de la columna de cromatografía de permeación en geles (10-13mg) se 

hidrolizaron en ácido trifluoroácético (TFA) 2N en viales con tapa de teflón, calentando en 

estufa a 120°C durante 90 minutos. Los productos hidrolizados se secaron bajo corriente de 

aire y agregado sucesivo de agua destilada hasta la eliminación total del ácido. 

Las muestras hidrolizadas se resuspendieron en 0,5 ml de hidróxido de amonio 1 M y se 

redujeron durante una noche con borohidruro de sodio (aprox. 5 mg) a temperatura ambiente. 

Una vez finalizada la reducción se eliminó el exceso del agente reductor con gotas de ácido 

acético glacial. El ácido bórico formado se eliminó como borato de metilo mediante cinco 

agregados sucesivos de 1 ml de metanol anhidro y llevando a seco entre cada agregado. Las 
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muestras se dejaron una noche en desecador al vacío y finalmente la mezcla de alditoles se 

acetiló con el agregado de anhídrido acético: piridina (1:1) a 100°C durante 45 minutos. Los 

alditoles peracetilados se extrajeron de la fase clorofórmica de una mezcla cloroformo: agua 

(2:1). La fase orgánica se lavó con una solución saturada de bicarbonato de sodio y agua 

destilada y se secó con sulfato de sodio anhidro. Se llevó a sequedad. Para la inyección en el 

cromatógrafo las muestras se disolvieron en cloroformo.  

4.7.4. Cromatografía gas-líquido 

Los monosacáridos componentes de las muestras se identificaron luego de la hidrólisis ácida y 

derivatización a alditoles acetilados mediante cromatografía gas-líquido. Ésta se llevó a cabo 

en un cromatógrafo Hewlett Packard 5890A equipado con un detector de ionización de llama 

(FID) y un integrador HP3395. Se utilizó nitrógeno como gas portador y las corridas se 

efectuaron con valores de flujo entre 0,8 y 1 ml.min-1 y una relación de split cercana a 80:1. Se 

utilizó una columna capilar SP-2380 (Supelco) de 80 metros de longitud, operando con una 

presión de gas carrier de 1-1,3 ml.min-1 y una presión de cabeza de columna de 15 psi. Las 

corridas se efectuaron en condiciones isotérmicas a 220°C. La temperatura del inyector y del 

detector fue de 240 °C. La asignación de las señales comparando los tiempos de retención de 

los picos de la muestra contra los de mezclas estándares de azúcares. 

Para calcular el porcentaje de monosacáridos componentes se utilizó la siguiente fórmula: 

Porcentaje molar =  x 100 

donde: Ai corresponde al área del pico de cada monosacárido en el cromatograma y PMi es el 

peso molecular del monosacárido correspondiente (como alditol acetilado). 

4.8. Análisis estadísticos de los resultados 

Los resultados obtenidos fueron analizados estadísticamente mediante análisis de varianza 

(ANOVA) utilizando el programa Infostat 2014 (Di Rienzo et al. 2014). En todas la pruebas 

estadísticas, las diferencias se consideraron significativas cuando p<0,05. 
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5.1. Determinación de la Concentración Inhibitoria 50 (CI50) 

La curva de crecimiento logística de Halamphora luciae mostró las fases de aclimatación, 

exponencial y estacionaria, tanto para los cultivos en medio f/2 (control) como para los que 

contenían dosis crecientes de zinc (Fig. 10, Tabla 2). Es importante señalar que durante el 

recuento al microscopio invertido no se observó superposición de células hasta el día 10 lo que 

permitió una mayor precisión en el recuento por unidad de superficie. 

 

Figura 10. Crecimiento de Halamphora luciae en medio f/2 (control) y tratamientos con concentraciones 

crecientes de zinc en placa de pocillos. Los resultados corresponden a la media ± DE para n=3. 

 

La estimación de la Concentración Inhibitoria 50 (CI50) mediante el programa PROALG2 resultó 

de 49 ± 4 µM (día 9). 

Únicamente los cultivos en presencia de la mayor concentración de Zinc (120 µM Zn) 

exhibieron una reducción significativa (p<0,05) de la tasa de crecimiento exponencial respecto 

del control (Fig. 11, Tabla 2). En cambio, con la excepción del tratamiento con 20 µM Zn, la 

capacidad de carga de los cultivos en presencia del metal se redujo significativamente (p<0,05) 

respecto del control (Tabla 2). 
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Figura 11. Representación logarítmica de las curvas de crecimiento de Halamphora luciae en medio f/2 

(control) y tratamientos con concentraciones crecientes de zinc en placa de pocillos. Los valores 

corresponden a la media ± DE para n=3. Nótese que únicamente la pendiente del tratamiento con 120 

µM Zn difiere de las restantes. 

 

Tabla 2. Valores de la tasa de crecimiento (r), la capacidad de carga (K) y del porcentaje de inhibición 

respecto de los controles a los 4 (I4 días) y 9(I9 días) días para el cultivo control (f/2) y los cultivos en f/2 con 

concentraciones crecientes del metal (20-120 µM Zn). Los valorescorresponden a la media ± EE para n=3 

. Los asteriscos (*) indican diferencias significativas (p<0,05)respecto del control. 

Zn 
agregado 

(µM)  

r  
( cel.ml-1.dia-1) 

K 9 días 

(cel.ml-1) 
I4 días 

(%) 
I9 días 

(%) 

Control 0,50 ± 0,04 242,3 ± 14,8 0 0 

20 0,45 ± 0,03 219,1 ± 7,6 0 7,9 ± 5,1* 

40 0,49 ± 0,03 154,5 ± 10,5* 34,6 ± 12,9* 35,1 ± 7,7* 

60 0,54 ± 0,04 99,6 ± 3,4* 62,5 ± 4,69* 58,1 ± 2,5* 

80 0,53 ± 0,04 64,1 ± 3,3* 77,4 ± 4,8* 73 ± 2* 

120 0,36 ± 0,07* 13,4 ± 1,6* 90,7 ± 3,4* 94,4 ± 1,2* 
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5.2. Determinación de los puntos finales de los bioensayos 

Para establecer los puntos finales de los bioensayos se llevó a cabo un aumento de volumen  

de los cultivos en cristalizadores de 100 ml conteniendo 40 ml de medio de cultivo. Empleando 

como tratamiento de CI50 estimada en el punto 5.1 y partiendo de un número inicial de 

células de 200.000 - 230.000 células.ml-1, se seleccionaron los días 4 (fase exponencial) y 9 

(fase estacionaria) como puntos finales del bioensayo (Fig. 12). 

 

Figura 12. Crecimiento de Halamphora luciae en medio f/2 (control) y tratamientos (f/2 + 50 µM Zn) en 

cristalizadores de 100 ml. Los resultados corresponden a la media ± DE para n=4. Las flechas indican los 

puntos finales seleccionados (días 4 y 9). 

 

5.3. Morfología y morfometría de los frústulos 

5.3.1. Observación de las células al microscopio óptico 

Se observó la morfología y coloración de los cloroplastos en las células in vivo. En el día 4, para 

ambos tratamientos, se observó una coloración similar y la forma en H del cloroplasto, 

característica de la especie. En ambos casos solo se encontraron pequeñas, casi indistinguibles, 

gotas de lípidos (Fig. 13 a y d). 
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Figura 13. Vista general de células de H. luciae en cultivos en medio f/2 (a-c) y f/2 adicionado con zinc 

(d-f) cosechados el día 4.Referencias: (‘) DIC (contraste por interferencia diferencial), chl, cloroplasto, 

flecha, cuerpos de lípidos. Escala: 10 µm. 

 

En el día 9, las células de los tratamientos exhibieron gotas de lípidos de mayor tamaño 

comparadas con las del control. En general, aparecían ubicadas a cada extremo de las células 

(Fig. 14 b y e). En cuanto a los cloroplastos no se observaron diferencias ni en su morfología, 

posición ni en su coloración.  

chl 
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Figura 14. Vista general de células de H. luciae en cultivos en medio f/2 (a-d) y f/2 adicionado con zinc 

(e-i) cosechados el día 9. Referencias: (‘) DIC (contraste por interferencia diferencial), chl, cloroplasto, 

flecha, cuerpos de lípidos. Escala: 10 µm. 

 

5.3.2. Características ultraestructurales de los frústulos 

En el cultivo control, las células de Halamphora luciae exhibieron valvas semilanceoladas con 

extremos capitados y márgenes ventrales rectos o muy levemente curvados en sentido 

ventral. El largo de valva osciló entre 23 y 28 µm mientras que el ancho fue de 5 a 6 µm. Al 

MEB, en vista valvar externa, las valvas mostraron simetría dorsiventral con los márgenes 

dorsales suavemente arqueados y los ventrales rectos (Fig.15, 16). El rafe, levemente curvado 

exhibió los extremos proximales expandidos y curvados dorsalmente (Fig. 15 a, b, e y Fig. 16 a, 

b, e). Las estrías dorsales uniseriadas estaban compuestas de areolas redondeadas a 

levemente elongadas (Fig. 15 y 16 a, b). En vista valvar interna, se observó una única hilera de 

areolas cercanas al rafe limitada por una costilla longitudinal (Fig. 17 vista interna). 

chl 
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Figura 15. Vista valvar externa de los frústulos de H. luciae de cultivos en medio f/2 (a-c) y f/2 

adicionado con zinc (d-g) cosechados el día 4. Escala: 5 µm. 

 

Figura 16. Vista valvar externa de los frústulos de H. luciae de cultivos en medio f/2 (a-c) y f/2 

adicionado con zinc (d-f) cosechados el día 9. Escala: 5 µm. 
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Figura 17. Vista valvar interna de los frústulos de H. luciae de cultivos en medio f/2 (a) y f/2 adicionado 

con zinc (b). Escala: 5 µm. 

No se evidenciaron malformaciones o teratologías en los frústulos del tratamiento con metal. 

En cuanto a la ornamentación, el número de estrías en 10 µm no varió significativamente 

(p>0,05) entre control y tratamiento para ninguno de los dos puntos finales (Tabla 3). El 

diámetro de las areolas de la tercera estría contando desde la fisura proximal del rafe se 

redujo significativamente (p<0,05) en las células cultivadas en presencia de zinc para los dos 

tiempos finales (Tabla 3, Fig. 18). 

Tabla 3. Valores morfometricos para los cultivos control (f/2) y tratamiento (50 µM Zn). Los valores 

están expresados como las medias ± DE para n=25 . Los asteriscos (*)indican diferencias significativas 

(p<0,05). 

  Tratamiento Estrías en 10 µm  Diámetro Areolas 

Día 4 Control 20,22 ± 0,73 0,26 ± 0,06 

Tratamiento 19,97 ± 1,12 0,21 ± 0,02* 

Día 9 Control 19,5 ± 0,9 0,18 ± 0,05 

Tratamiento 20,1 ± 0,7 0,11 ± 0,03* 

 

a b 
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Figura 18. Valvas de H. luciae mostrando detalle de las areolas luego de 9 días de cultivo en medio f/ (a) 

yf/2 adicionado con zinc (b). Escala: 0,5 µm. 

 

5.3.3. Morfometría de los frústulos y relación superficie / volumen 

Las medidas morfométricas y el cálculo de superficie y volumen se resumen en la Tabla 4. 

Tabla 4. Eje apical (largo), eje pervalvar (ancho dorsal),eje transversal o transapical (ancho de valva) 

superficie y volumen de los frústulos de Halamphora luciae en medio f/2 (control) y f/2-Zn 

(tratamiento). Los valores corresponden a las medias ± DE para n=85. Los asteriscos (*) indican 

diferencias significativas (p<0,05) respecto del control. 

 Tratamiento  
Eje apical 

(µm) 

Eje pervalvar 

(µm) 
Largo/Ancho 

Eje 

transversal 

(µm) 

Biovolumen 

(µm3) 
Área (µm2) Area/Vol 

Día 4 
Control 23,46 ± 1,88 9,18 ± 1,03 2,59 ± 0,35 5,57 ± 0,34 472,4 ± 9,7 416,41 ± 4,63 0,89 ± 0,09 

Tratamiento 23,55 ± 1,63 10,11 ± 0,96* 2,35 ± 0,29* 5,8 ± 0,5 * 574,6 ± 11,2* 454,1 ± 4,8* 0,81 ± 0,09 * 

Día 9 
Control 23,3 ± 1,9 9,11 ± 1,02 2,59 ± 0,38 5,51 ± 0,33 461,1 ± 8,8 408,28 ± 3,42 0,89 ± 0,11 

Tratamiento 23,01 ± 1,77 9,98 ± 0,86* 2,33 ± 0,29 5,55 ± 0,29 534,7 ± 9,2* 428,1 ± 3,6*  0,81 ± 0,09 * 

. 

En presencia de zinc se registró un aumento significativo (p<0,05) de la superficie y volumen 

de los frústulos en ambos tiempos finales (Tabla 4). Este incremento es consecuencia del 

a b 
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mayor número de bandas de los cíngulos en la zona ventral de las células incubadas en 

presencia del metal (Fig. 19). Esto implica un aumento del eje pervalvar (b, en la fórmula, 

véase Materiales y Métodos4.4.1). El volumen creció 1,2 veces respecto del control mientras 

que la superficie lo hizo 1,05 veces. Como consecuencia, la relación superficie/volumen de las 

células se redujo significativamente (p<0,05) en el tratamiento en ambos puntos finales (Tabla 

4). 

 

Figura 19. Valvas de H. luciae mostrando detalle del cingulo luego de 4 días de cultivo. Medio f/2, a;f/2 

adicionado con zinc, b. Escala: 3 µm. 

 

5.4. Bioensayos de movilidad 

H. luciae posee rafe en las dos valvas, pero el cíngulo en el lado dorsal tiene mayor cantidad de 

bandas que en la cara ventral. Debido a ello, las células usualmente se desplazan manteniendo 

el rafe del cíngulo más delgado hacia el sustrato mientras que el más ancho queda hacia la 

cara superior. El tipo de trayectoria más frecuentemente observado fue recto. En algunos 

casos se evidenció una rotación de las células sobre el eje de desplazamiento semejante al de 

un sacacorchos (Fig. 20a). En estos casos, las células mostraban una vibración a medida que 

a b 
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avanzaban. En caso de encontrar un obstáculo (por ejemplo, otra célula), el movimiento se 

detenía y las algas permanecían en el mismo lugar o bien cambiaban la dirección. Para hacerlo, 

uno de los extremos permanecía adherido al sustrato lo que permitía al extremo libre opuesto 

adquirir un movimiento pivotante y variar la trayectoria (Fig. 20b). Estos patrones de 

movimiento se observaron tanto para el control como para el tratamiento en ambos tiempos 

finales. 

a  

b  

Figura 20. Patrones de movimiento observados en Halamphora luciae. a. Movimiento tipo sacacorchos. 

La célula gira alrededor de un eje. La flecha horizontal indica la dirección de desplazamiento. b. Mientras 

un extremo de la célula se mantiene fijo al sustrato el otro se mueve en forma pivotante o siguiendo una 

trayectoria circular. Como consecuencia el eje de desplazamiento puede adoptar diferentes direcciones 

en el plano (indicado por el sistema de coordenadas). 

El porcentaje de células en movimiento fue significativamente (p<0,05) mayor para el 

tratamiento en el dia 4 (Fig. 21 a). Notablemente las células del cultivo control prácticamente 

no exhibieron ningún tipo de desplazamiento en el primer punto final. En el día 9 no hubo 

diferencias significativas (p>0,05) en el porcentaje de células en movimiento. Tanto para el 

control como para el tratamiento hubo un incremento significativo (p<0,05) en la cantidad de 

celulas en movimiento a lo largo del tiempo (Fig. 21a). En cuanto a la velocidad de 

desplazamiento, las células del control en el día 4 presentaron muy escasa o nula movilidad 

mientras que las células sometidas al estrés por zinc alcanzaron una velocidad media de 

desplazamiento de 1,43±0,21 µms-1 (Fig. 21 b). Hacia la fase estacionaria, las velocidades 
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media de desplazamiento presentaron diferencias significativas (p<0,05) entre tratamiento y 

control (control: 1,59 ± 0,21µm s-1; Tratamiento: 1,91 ± 0,31µm s-1) (Fig. 21b). En ambos casos 

hubo un aumento significativo (p<0,05) de la velocidad hacia la fase estacionaria. 

 

Figura 21. Movilidad de Halamphora luciae. a) Porcentaje de las células en movimiento en control y 

tratamiento para ambos tiempos finales. b) Velocidad de las celulas en control y tratamiento para 

ambos tiempos finales. Los resultados corresponden a la media ± DE para n=50. El asterisco (*) indica 

diferencias significativas (p<0,05) entre tratamientosy las letras hacen referencia a la comparación entre 

tiempos dentro de un mismo tratamiento.Las letras diferentes indican diferencias significativas (p<0,05). 

Concomitantemente con estos resultados, la tinción del mucílago con azul de toluidina reveló 

una escasa liberación de mucílago extracelular en un bajo porcentaje de células en el control 

del día 4 (Fig. 22 a-d), mientras que dicha secresión era más copiosa en las células 

correspondientes al tratamiento del mismo punto final (Fig. 22 e-h). En tanto, al día 9, la 

tinción histoquímica permitió visualizar abundante acumulación de huellas de mucilago tanto 

en el control como en el tratamiento (Fig. 23). 

a 

b 

b 

b 

b 

b* 

a 
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Figura 22. Tinción de mucílago extracelular de H. luciae con azul de toluidina. Día 4, medio f/2, a-d; 

medio f/2 adicionado con zinc, e-h. Escala: 10 µm. 

 

 

Figura 23. Tinción de mucílago extracelular de H. luciae con azul de toluidina. Día 9, medio f/2, a-e; 

medio f/2 adicionado con zinc, f-1. Escala: 10 µm. 
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5.5. Medición de variables seleccionadas en los bioensayos 

5.5.1. Cuantificación de proteínas totales 

El contenido de proteínas por peso fresco aumentó significativamente (p<0,05) en el tiempo, 

pero sólo a los 9 días se registró una disminución significativa (p<0,05) en el tratamiento (Fig. 

24). 

 

Figura 24. Cuantificación de proteínas totales (µg.PF
-1

) en control y tratamiento en los dos puntos 

finales. Los resultados corresponden a la media ± DE para n=4. El asterisco (*) indica diferencias 

significativas (p<0,05) entre tratamientos y las letras hacen referencia a la comparación entre tiempos 

dentro de un mismo tratamiento. Las letras diferentes indican diferencias significativas (p<0,05). 

 

5.5.2. Cuantificación de pigmentos fotosintéticos 

Se registró una reducción significativa (p<0,05) en los contenidos de clorofila a, clorofila c, 

carotenos y clorofila total (expresados en función del peso fresco) del tratamiento respecto del 

control para los dos puntos finales del bioensayo (Tabla 5). En cambio, el cálculo de la 

concentración de pigmentos en base al número de células no dio diferencias significativas 

(p>0,05) entre control y tratamiento para ninguno de los dos tiempos (Tabla 5). 

 

 

 

a a 

b 

b* 
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Tabla 5. Valores de pigmentos para los cultivos control (f/2) y tratamiento (50 µM Zn). Los valores están 

expresados como las medias± DE para n=4 . Los asteriscos (*)indican diferencias significativas respecto 

del control (p<0,05). 

  Unidades 
Chla Chl c Carotenos Chl total 

Control Tratamiento  Control Tratamiento  Control Tratamiento  Control Tratamiento  

Día 4 

µg.ug PF-1 422,3 ± 45,2 247 ± 15,9* 75,34 ± 11,7 46,1 ± 5,5* 148,7 ± 16,3 86,3 ± 6,9* 497,7 ± 56,4 293,1 ± 21,2* 

µg.1000 
cel-1 

0,06 ± 0,01 0,07 ± 0,01 0,01 ± 0,002 0,01 ± 0,001 0,02 ± 0,002 0,02 ± 0,002 0,07 ± 0,008 0,08 ± 0,007 

Día 9 

µg.ug PF-1 503 ± 31 380,4 ± 17,1* 103 ± 11,7 73,5 ± 3,6* 198,3 ± 9,1 152,1 ± 7,2* 606,0 ± 42,8 453,8 ± 20,3* 

µg.1000 
cel-1 

0,06 ± 0,001 0,07 ± 0,004 0,01 ± 0,0006 0,01 ± 0,001 0,03 ± 0,001 0,03 ± 0,002 0,08 ± 0,005 0,08 ± 0,005 

 

Las relaciones clorofila a/clorofila c y carotenos/clorofila total no mostraron diferencias 

significativas (p>0,05) entre control y tratamiento, independientemente de la unidad 

empleada (Tabla 6). Estos cocientes suelen utilizarse como indicadores de las variaciones del 

tamaño de las antenas. Por ejemplo, el aumento en la relación clorofila a/clorofila c se utiliza 

para indicar una disminución del tamaño de la antena. Según nuestros resultados, e 

independientemente del modo de expresión de la cuantificación de pigmentos, no habría 

variaciones significativas en el tamaño de las antenas. 

 

Tabla 6. Valores de las relaciones de los pigmentos para los cultivos control (f/2) y tratamiento (50 µM 

Zn). Los valores están expresados como las medias±DE para n=4. No hay diferencias significativas. 

  Unidades 
Chla/Chl c Carot /chl total 

Control Tratamiento  Control Tratamiento  

Día 4 
Base PF 5,8 ± 0,3 5,5 ± 0,34 0,30 ± 0,002 0,30 ± 0,003 

Base cél. 5,8 ± 0,3 5,5 ± 0,3 0,30 ± 0,002 0,30 ± 0,003 

Día 9 
Base PF 5,0 ± 0,4 5,2 ± 0,1 0,31 ± 0,01 0,34 ± 0,006 

Base cél. 5,0 ± 0,3 5,2 ± 0,1 0,33 ± 0,01 0,34 ± 0,007 
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5.5.3. Determinación de sustancias reactivas al ácido tiobarbitúrico (TBARs) 

Si bien se registró un aumento significativo en la concentración de sustancias reactivas al ácido 

tiobarbitúrico con el tiempo (Fig. 25) no se registraron diferencias significativas (p>0,05) entre 

los controles y los tratamientos en los dos tiempos finales ensayados.  

 

Figura 25. Cuantificación de sustancias reactivas al ácido tiobarbitúrico (nmol MDA. PF
-1

) en control y 

tratamiento en los dos puntos finales. Los resultados corresponden a la media ± DE para n=4. Las letras 

hacen referencia a la comparación entre tiempos dentro de un mismo tratamiento. Las letras diferentes 

indican diferencias significativas (p<0,05). 

 

5.5.4. Determinación de compuestos fenólicos 

En el día 4 y 9 se registró una disminución significativa (p<0,05) de los compuestos fenólicos en 

los cultivos tratados con el metal (Fig. 26). Respecto del tiempo, tanto el control como el 

tratamiento, mostraron un aumento significativo (p<0,05) de los compuestos fenólicos. 

a a 

b a  

b
 a  
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Figura 26. µequivalentes de ácido galico.PF
-1

 en control y tratamiento para ambos tiempos finales. Los 

resultados corresponden a las medias±DE para n=4. El asterisco (*) indica diferencias significativas 

(p<0,05) entre tratamientos, y las letras hacen referencia a la comparación entre tiempos dentro de un 

mismo tratamiento. Las letras diferentes indican diferencias significativas (p<0,05). 

 

5.5.5. Determinación de la actividad superóxido dismutasa (SOD) 

La actividad SOD fue significativamente (p<0,05) mayor en las células del tratamiento en la 

etapa aguda (Fig. 27).En la fase estacionaria, la actividad enzimática disminuyó tanto para el 

control como para el tratamiento, no registrándose diferencias significativas (p>0,05) entre 

ambos. En el caso de las células expuestas al metal, la actividad SOD disminuyó 

significativamente (p<0,05) con el tiempo al compararla con el tratamiento del día 4; en 

cambio en el control no hubo variación significativa (p>0,05) en el tiempo. 

a 

a* 

b 

b* 
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Figura 27. Actividad de la superoxido dismutasa (UE.µg proteínas
-1

) en control y tratamiento para ambos 

tiempos finales. Los resultados corresponden a las medias±DE para n=3. El asterisco (*) indica 

diferencias significativas (p<0,05) entre tratamientos y las letras hacen referencia a la comparación 

entre tiempos dentro de un mismo tratamiento. Las letras diferentes indican diferencias significativas 

(p<0,05). 

 

5.5.6. Estimación de la concentración de hidratos de carbono en los sEPS. 

No se encontraron diferencias significativas (p<0,05) en los hidratos de carbono totales de los 

sEPS correspondientes tanto a los cultivos control como a los tratamientos en ambos puntos 

finales (Fig. 28). 

 

Figura 28. Hidratos de carbonos totales extracelulares (µg) en control y tratamiento en los dos puntos 

finales. Los resultados corresponden a la media ± DE para n=4. No hay diferencias significativas. 

a 

a* 

a 

b 
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5.5.6.1. Caracterización preliminar de las sustancias poliméricas extracelulares solubles en el 

medio de cultivo. 

La Fig. 29 muestra el perfil de elución de los sEPS obtenidos por concentración de los medios 

de cultivo libres de células del día 9 de control y tratamiento. El perfil de elución resultó 

diferente para control y tratamiento. Mientras que para los sEPS provenientes del medio f/2 

dieron dos picos bien definidos (C1 y C2), los provenientes del medio f/2+Zn no mostraron, 

especialmente hacia la zona de menor peso molecular, un punto de corte neto entre 

fracciones. Tanto para control como tratamiento, la primera fracción (productos C1 y T1) se 

obtuvieron libres de sales, mientras que las siguientes (C2 y T2) dieron reacción positiva de 

cloruros con nitrato de plata. Esto también explica la mayor masa obtenida para estas 

fracciones (Tabla 7). El contenido de hidratos de carbono no superó en ningún caso el 0,14%. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 29. Perfil de curva de elusión correspondiente a los hidratos de carbonos totales extracelulares 

(µg) en control y tratamiento en día 9. 
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Tabla 7. Rendimiento (mg) y % de HdC totales para los cultivos control (f/2) y tratamiento (50 µM Zn) 

para las fracciones 1 y 2 de Bio-Gel P2. 

Tratamiento Fracciones 
Rendimiento  HdC totales 

(%) (mg) 

Control 
C1 35 0,14 

C2 170 0,11 

Tratamiento 
T1 125 0,08 

T2 3.353 0,01 

 

El análisis de los monosacáridos componentes de las subfracciones de la columna de Bio-Gel 

(Tabla 8) mostró que tanto para controles como para tratamiento el pico de mayor peso 

molecular contenía principalmente glucosa y galactosa junto con porcentajes molares menores 

de ramnosa, fucosa, xilosa y manosa. Sin embargo, en la subfracción T1 los monosacáridos 

minoritarios aparecieron con porcentajes mayores que en C1. Así, el porcentaje de ramnosa se 

cuadruplicó, los de fucosa y manosa se triplicaron y el de xilosa se duplicó, sugiriendo una 

mayor heterogeneidad del producto. El pico de menor peso molecular en ambos casos 

contenía glucosa como monosacárido mayoritario. 

Tabla 8. Porcentaje molar de los picos 1 y 2 correspondientes al control y al tratamiento. 

% Molar 

Monosacárido Control Pico 1 Control Pico 2 Tratamiento Pico 1 Tratamiento Pico 2 

Ramnosa 3 0 12 0 

Fucosa 3 0 9 0 

Xilosa 2 tr 5 0 

Manosa 3 3 9 0 

Galactosa 35 1 24 0 

Glucosa 54 96 41 100 

 

 

 

 

 

 



 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

6. Discusión  
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Efecto del zinc sobre el crecimiento de Halamphora luciae 

El crecimiento es un buen indicador de la acción tóxica de los metales en microalgas (Torres et 

al. 1997; Miao et al. 2005). En Halamphora luciae, a excepción de la mayor concentración de 

zinc ensayada (120 µM), la exposición a concentraciones crecientes del metal no alteró la tasa 

de crecimiento exponencial. Sin embargo, el estrés por concentraciones de metal mayores que 

20 µM, llevó a una disminución significativa (p<0,05) de la capacidad de carga o de la máxima 

densidad celular. Resultados semejantes fueron informados por Nguyen-Deroche et al. (2012) 

para Amphora acutiuscula y A. coffeaeformis y por Horvartic y Persic (2007) para 

Phaeodactylum tricornutum. El zinc también produjo una reducción en la densidad final de 

células luego de 72 h de exposición en Planothidium lanceolatum (Sbihi et al. 2012). La CI50, 

que tiene en cuenta la fase exponencial, nos indica cómo el metal afecta la tasa de crecimiento 

específica de la especie mientras que la biomasa final o capacidad de carga provee información 

sobre el grado de aclimatación de la población. En este caso, si bien la tasa de crecimiento 

específica no varió, el estrés por metal creciente en el medio limitó la capacidad de carga de la 

población.  

Los valores de CI50 en la literatura no siempre son comparables ya que las condiciones de 

realización de los bioensayos difieren entre los distintos autores. Por ejemplo, el tipo de 

recipiente de cultivo (cristalizador, Erlenmeyer, placa de pocillos, etc), el medio de cultivo, el 

punto final del bioensayo, la utilización o no de quelantes en el medio, etc.  

Un punto a tener en consideración es la densidad inicial de los inóculos. Franklin et al. (2002) 

señalan que las densidades celulares elevadas y la duración del bioensayo pueden devenir en 

variaciones de los resultados. Las paredes celulares y los mucílagos tienen grupos aniónicos 

con carga neta negativa que actúan como ligandos para la unión de cationes metálicos. Por lo 

tanto, una densidad celular inicial elevada ofertará mayor cantidad de ligandos y por ende 

menor cantidad de cationes metálicos por célula, aminorando los efectos tóxicos del metal en 

el bioensayo (Steemann Nielsen y Kamp-Nielsen 1970). Densidades celulares superiores a 104 o 

105 células. ml-1 en bioensayos de laboratorio pueden llevar a una subestimación de la 

toxicidad del metal (Franklin et al. 2002). En nuestro caso, este efecto puede desestimarse ya 

que utilizamos un orden de magnitud menor de células en el inóculo. 

Los cationes metálicos libres son, generalmente, las especies tóxicas. El balance entre el catión 

divalente libre y las formas ligadas responde a equilibrios químicos que variarán dependiendo 

de factores físico-químicos como la temperatura, el pH, la presencia de materia orgánica y 

quelantes o la concentración de oxígeno disuelto. Para el zinc, al pH del medio f/2 (7,9-8) la 
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formación de complejos inorgánicos de hidróxido de zinc será despreciable frente a la unión a 

carbonatos o silicatos (Pagenkopf 1986), siendo los últimos particularmente relevantes en la 

superficie de los frústulos (Fig.30) (Arkas y Tsiourvas 2009). Por otro lado, los polímeros 

extracelulares del mucílago (EPS) y los de menor peso molecular disueltos en el medio de 

cultivo (sEPS) actuarán como ligandos orgánicos. Por lo tanto, la comparación con las 

concentraciones nominales de zinc agregadas a los medios de cultivo no reflejan la 

concentración real del catión divalente en solución. 

 

Figura 30. Equilibrios químicos entre el catión divalente libre (Zn
2+

) y su unión a ligandos inorgánicos y 

orgánicos, como los polímeros extracelulares del mucílago (EPS) y los solubles en el medio de cultivo 

(sEPS). 

 

La Tabla 9 resume los datos de la bibliografía de bioensayos realizados en condiciones 

semejantes a las utilizadas en el presente trabajo. Del análisis de los datos de esta tabla surge 

que las especies más frecuentemente encontradas en las comunidades fitoplanctónicas 

(Asterionella japonica, Nitzschia closterium, Conticriba weissflogii, Fragilaria capucina, 

Fragilaria gracilis) son relativamente más sensibles al metal. 

La cepa utilizada en este trabajo fue aislada a partir de muestras de los sedimentos 

superficiales de la planicie de marea del estuario de Bahía Blanca. Ferrer et al. (2003) midieron 

en el área del estuario una concentración de zinc disuelto al menos 10 veces menor que la 

asociada a los sedimentos o a la materia particulada en suspensión. Además de la mayor 

concentración de metales en los sedimentos, debe tenerse en cuenta que las diatomeas 

bentónicas integran biofilms, que se definen como un consorcio de organismos autótrofos y 

heterótrofos inmersos en una matriz de polímeros y partículas (Decho 2000). A medida que 
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Tabla 9. Compilación de valores de CI50 para distintas especies de diatomeas 

Especie CI50 (µM) Referencia 

Asterionella japonica 0,76 Masmoudi et al. 2013 

Amphiprora hyalina 140 Masmoudi et al. 2013 

Amphora coffeaeformis 94 Masmoudi et al. 2013 

Nitzschia closterium 13 Masmoudi et al. 2013 

Planothidium lanceolatum 23 Sbihi et al. 2012 

Conticriba weissflogii 14 Souza-Machado et al.2014 

Fragilaria capuchina cepa 2 23 Hedenborg 2016 

Fragilaria capuchina cepa1 17 Hedenborg 2016 

Fragilaria gracilis 8 Hedenborg 2016 

Halamphora luciae 52 Presente trabajo 

 

progresa su maduración, predomina el reciclado de materiales y se reduce la dependencia de 

las condiciones externas. Una de las propiedades de los biofilms es su capacidad de acumular 

metales en concentraciones mucho más elevadas que las encontradas en la columna de agua 

(Ivorra et al.2000). Por lo visto anteriormente, la difusión de los metales a través de los 

biofilms dependerá de las propiedades adsortivas de la materia particulada y de la densidad de 

cargas netas negativas de los polímeros del mucílago. Cuanto más grueso el biofilm, más lenta 

será la difusión (Ivorra et al. 2000). 

Dado que la cepa de Halamphora luciae empleada en el presente trabajo proviene de un 

ambiente con alta carga de metales pesados, podría suponerse que se trata de una especie 

aclimatada al crecimiento en presencia de elevadas concentraciones de zinc. La comparación 

de su CI50 con valores de la bibliografía (Tabla 9) sugiere que se trata de una cepa de 

tolerancia media al metal. Debe tenerse en cuenta que esta cepa se mantiene en cultivo por 

repiques constantes en medio f/2 no enriquecido con metales desde el año 2013 

disminuyendo su grado de aclimatación a elevadas concentraciones del metal. 
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Morfología y morfometría 

La exposición a condiciones de estrés pueden generar diversas repuestas tanto fisiológicas 

como morfológicas en las algas. Las observaciones al microscopio óptico revelaron el aumento 

de tamaño de los cuerpos lipídicos en las células de Halamphora luciae expuestas al zinc. Un 

efecto similar fue informado por Pandey y Bergey (2016) para diatomeas del perifiton de sitios 

expuestos a una elevada contaminación con este metal.  

Un efecto general de los metales pesados son los cambios en la forma y / o tamaño de los 

frústulos (Dickman 1998, Gold et al. 2003; Cattaneo et al. 2004; Falasco et al. 2009; Morin et 

al. 2014).  

Falasco et al. (2009) plantean que existe una considerable confusión entre formas polimórficas 

y teratológicas en la literatura de diatomeas y que no siempre resulta sencillo establecer el 

límite entre ambos fenómenos. 

Las sucesivas divisiones celulares en las diatomeas imponen una reducción de tamaño celular 

de la población. En este caso, dicha reducción se trasmitirá de generación en generación en 

forma constante y reproducible y por lo tanto no puede ser considerada una teratología (según 

Falasco et al. 2009). Además de las variaciones de tamaño, existen caracteres que no son 

constantes dentro de una especie. Esto dificulta la identificación ya que la distinción entre 

especies de diatomeas se basa principalmente en la ornamentación del frústulo. Por ejemplo, 

caracteres como las espinas, el rafe, las areolas, etc., exhiben variaciones fenotípicas dentro de 

una población (Cox 2006). En tal sentido, se podría considerar como polimorfismo a los 

cambios en el diámetro y forma de las areolas observados en los cultivos de H. luciae 

expuestos al zinc. Se interpreta que los polimorfismos aparecen como una expresión del 

acervo genético de la población en respuesta a cambios ambientales. Por lo tanto, pueden 

considerarse como una respuesta adaptativa a la presión de selección impuesta por cambios 

ambientales en el tiempo y el espacio. Son cambios hereditarios que aumentan las 

probabilidades de éxito de la población y/o de la especie ante condiciones ambientales 

adversas. En este caso, la reducción del diámetro de las areolas atenuaría el contacto con el 

medio enriquecido en el metal pesado. 

Contrariamente a los polimorfismos, las teratologías no son hereditarias y constituyen una 

respuesta a las tensiones ambientales agudas o crónicas, tanto naturales como antropogénicas 

(Falasco et al. 2009). En consecuencia, se puede establecer una relación entre su frecuencia y 

gravedad con la magnitud del estrés.  
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En nuestro trabajo no se encontraron deformaciones o aberraciones en los frústulos en el 

tratamiento con zinc, por fuera del rango de las variaciones propias de la especie. Sin embargo, 

ante la exposición al metal, se registró un aumento en el eje pervalvar por la adición de bandas 

en el cíngulo, mientras que no se presentaron modificaciones significativas en el largo del 

frústulo. Estas diferencias aparecieron tempranamente en la fase exponencial (día 4) y se 

mantuvieron en la fase estacionaria (día 9). 

Debido al incremento del ancho del frústulo, las células expuestas al metal aumentaron el 

volumen y el área, aunque dicho acrecentamiento fue desigual y menor para el área que para 

el volumen. Como consecuencia, disminuyó la relación Superficie/Volumen en las células del 

tratamiento con metal. 

La disminución de la relación Superficie/Volumen tiene connotaciones fisiológicas importantes. 

La difusión de moléculas, ya sea hacia adentro o hacia afuera de la célula encuentra una 

resistencia mayor por que disminuye el área superficial de membrana y el número de 

transportadores al tiempo que aumenta la distancia que debe recorrer la molécula que 

difunde (Raven y Kubler 2002). Por otro lado, el empaquetamiento de los pigmentos 

fotosintéticos en células de mayor volumen disminuye la eficacia de excitación de los 

fotosistemas (Raven 1984). Si suponemos una concentración constante de clorofila a por 

volumen celular, debido al empaquetamiento cada molécula de pigmento tendrá menor 

probabilidad de absorber fotones cuanto menor sea la relación Superficie/Volumen de la 

célula. Esta reducción de la eficiencia fotosintética tendría como consecuencia la disminución 

de la producción de biomasa (Sarthou et al. 2005). En nuestro caso, si bien no medimos la 

eficiencia cuántica de la fotosíntesis, se observó una reducción de la biomasa en las células 

expuestas al metal conjuntamente con la caída de su relación Superficie/Volumen. 

 

Movilidad celular 

En los ambientes acuáticos, la migración celular en respuesta a los estímulos químicos, como la 

presencia de un contaminante, le confiere a las células la ventaja de poder alejarse de un 

ambiente adverso (Coquillé et al. 2015). En H. luciae, el porcentaje de células en movimiento 

aumentó en los tratamientos, en especial en la fase aguda. Hacia la fase estacionaria, si bien 

las células expuestas al metal mostraban una tendencia hacia la mayor movilidad, esta 

respuesta no difería de la de los controles. Estos resultados contradicen los de Gupta y Agrawal 

(2007) quienes señalan que metales pesados como el zinc, el cobre, el cobalto, el mercurio, el 
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níquel y el hierro tienen un efecto inhibitorio tanto sobre el porcentaje de células en 

movimiento como en la velocidad de desplazamiento. Cabe señalar que las concentraciones de 

metales ensayadas por estos autores son al menos dos órdenes de magnitud superiores a las 

nuestras. La respuesta de las células de H. luciae en la etapa aguda de exposición al zinc se 

hacen más evidentes cuando se comparan las velocidades de desplazamiento y la abundancia 

de secreción de mucílago en tratamientos y controles en los dos puntos finales. Por lo tanto, 

en H. luciae, la medición de los porcentajes de células en movimiento como de la velocidad de 

desplazamiento en la etapa aguda de exposición al zinc pueden ser utilizados como 

indicadores en bioensayos de laboratorio. 

 

Indicadores de la toxicidad de zinc medidos en el presente trabajo 

a. Pigmentos fotosintéticos 

La cuantificación de los pigmentos fotosintéticos, y en especial la relación entre la clorofila a y 

los pigmentos del complejo antena (en este caso clorofila c, xantofilas y carotenos) reflejan 

cambios en el tamaño y composición de los fotosistemas (Melis 1991), siendo el fotosistema II 

y su complejo antena asociados los más susceptibles al ataque por metales pesados (Küpper et 

al. 2002). 

La concentración de pigmentos fotosintéticos expresada en función del peso fresco mostró 

una disminución significativa (p<0.05) en presencia de zinc. Por otro lado, dicha disminución 

no fue significativa (p>0,05) si se tiene en cuenta la cuantificación en base al número de 

células. De una u otra forma, la relación entre pigmentos del centro de reacción (clorofila a) y 

pigmentos de antena (clorofila c y carotenos) no mostró variaciones, sugiriendo que el metal 

no provocó cambios significativos en la composición de los fotosistemas. Según estos 

resultados, el porcentaje de inhibición en la biomasa final provocado por el metal no estuvo 

acompañado de cambios en la composición de pigmentos, tal como observaron Markina y 

Aizdaicher (2006) y Gagneux-Moreaux et al. (2006). En concomitancia no se observó 

decoloración en las células de Halamphora luciae. 

La respuesta al estrés por metal puede variar entre especies. Por ejemplo, Nguyen-Deroche et 

al. (2012) registraron variaciones en el contenido de clorofila total y/o en la relación clorofila a 

/clorofila c en Amphora acutiuscula y A. coffeaeformis mientras que no registraron tales 

cambios para Nitzschia palea y Entomoneis paludosa.  
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Küpper et al. (1998) utilizando intensidades lumínicas bajas y semejantes a las del presente 

trabajo, informaron que el contenido de clorofila total de plantas expuestas a Zn2+ disminuye 

solo levemente, en lo que estos autores denominaron condiciones de sombra. En presencia de 

Zn2+, el Mg2+ de la clorofila a es sustituido por el metal lo que la torna inactiva. Como 

consecuencia, la eficiencia fotosintética disminuye, aun cuando no se registren cambios en el 

contenido de pigmentos. Si la producción de biomasa de organismos autótrofos está 

estrechamente ligada a la tasa fotosintética, es de esperar que si esta disminuye también lo 

haga la densidad celular, como se observó en el presente trabajo. 

 

b. TBARs y compuestos fenólicos 

El daño por oxidación en los lípidos, estimado a partir de la producción de sustancias reactivas 

al ácido tiobarbitúrico (TBARs) y la acumulación de compuestos fenólicos, suelen utilizarse 

como indicadores de estrés oxidativo. La respiración, y en especial la fotosíntesis en 

organismos autótrofos son una fuente potencial de especies reactivas de oxígeno (ROS) 

(Mittler 2002; Rochetta y Küpper 2009). Las células poseen una batería de metabolitos y 

enzimas antioxidantes que contrarrestan el estrés oxidativo producto de las vías troncales de 

obtención de energía. Sin embargo, ante ciertas condiciones ambientales (irradiancias altas, 

incremento de la salinidad, metales pesados y herbicidas, etc.) el incremento en la producción 

de ROS puede sobrepasar la capacidad de los mecanismos detoxificantes celulares (Pinto et al. 

2003). 

El aumento de TBARs en H. luciae fue dependiente del tiempo y no de la exposición al metal, 

hecho que se relaciona con el proceso de envejecimiento natural del cultivo. La peroxidación 

masiva de lípidos desencadenada por la formación de ROS en el cloroplasto lleva a la 

alteración de la arquitectura de complejo sistema de membranas fosfolipídicas de los 

tilacoides. En este sentido, la variación no significativa de la relación clorofila a / pigmentos 

antena es consistente con la cuantificación de TBARs. 

Aunque la medición de compuestos fenólicos fue mayor hacia el día 9, tanto para los controles 

como para los tratamientos, los cultivos expuestos al metal siempre mostraron una reducción 

significativa de los compuestos fenólicos (p<0.05) respecto de los controles. Murugan y Harrish 

(2007) obtuvieron resultados semejantes para el alga verde filamentosa Cladophora glomerata 

pero estos autores indicaron que la disminución del contenido de fenoles está acompañada del 

aumento de TBARs, contrariamente a lo observado en el presente trabajo. 
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c. Contenido de proteínas 

El contenido de proteínas disminuyó significativamente (p<0,05) en los cultivos expuestos al 

metal hacia la fase estacionaria, coincidiendo con el aumento de tamaño de los cuerpos 

lipídicos. Esto sugiere que la exposición al metal activó la “etapa lipogénica” en la diatomea 

(Hu et al. 2008; Levitan et al. 2015). Recientemente, se postuló un mecanismo de distribución 

del C en la diatomea modelo Phaeodactylum tricornutum (Alipanah et al. 2015; Levitan et al. 

2015). Ante estrés ambiental, P. tricornutum canibaliza y moviliza las proteínas de los 

cloroplastos y utiliza sus esqueletos carbonados como sustrato respiratorio para la obtención 

de energía. Las diatomeas pueden llegar a acumular hasta el 60% de su peso fresco como 

ácidos grasos poli-insaturados citoplasmáticos (Pulz y Gross 2004). Si bien no fue cuantificado 

en el presente trabajo, la disminución del contenido de proteínas también podría responder  a 

la oxidación de dichas macromoléculas en presencia de zinc. 

El efecto de la exposición al zinc sobre el contenido de proteínas puede variar con la especie. 

Por ejemplo, Rijstenbil et al. (1994 a,b) encontraron una reducción en Thalassiosira 

pseudonana pero no en Ditylum brightwellii. 

 

d. Actividad Superóxido Dismutasa 

La actividad de esta enzima detoxificante aumentó únicamente en la etapa aguda de 

exposición al zinc. El resultado de la peroxidación lipidica podría estar relacionado con la eficaz 

detoxificación de ROS (anión superóxido) de esta enzima, aunque a expensas de la disminución 

en la producción final de biomasa, conjuntamente con otros mecanismos de detoxificación 

tanto enzimáticos como no enzimáticos no medidos en el presente trabajo. Rijstenbil et al. 

(1994 a) señalan que la modulación de la actividad SOD a la exposición al zinc es especie-

dependiente, yendo desde un incremento en Thalassiosira pseudonana hasta la disminución 

en Ditylum brightwellii. Por otro lado, Nguyen- Deroche et al. (2012), no observan variación 

significativa en la actividad SOD en la fase exponencial delos cultivos de las diatomeas 

Amphora coffeaeformis, Amphora acutiuscula, Entomoneis paludosa y Nitzschia palea. 

 

e. Mecanismos de exclusión celular del metal: composición de los sEPS 

Los sEPS se componen de productos de bajo peso molecular (Underwood y Paterson 2003) 

originados por solubilización parcial del mucílago extracelular insoluble (no analizado en el 

presente trabajo). Es frecuente observar que el contorno de las huellas de mucílago que deja la 
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diatomea al desplazarse sobre una superficie va perdiendo nitidez a medida que se hidrata y 

comienza a solubilizarse (Daglio et al. 2016). 

La separación por columna de permeación de geles permitió obtener en ambos casos un 

producto de bajo peso molecular compuesto únicamente por glucosa. Dado que el sEPS fue 

obtenido por precipitación alcohólica a partir del sobrenadante del medio de cultivo libre de 

células, se puede desestimar que la glucosa provenga de la crisolaminarina (Chiovitti et al. 

2004). 

En la fracción de mayor peso molecular se identificaron los mismos monosacáridos 

componentes para los sEPS de cultivos control y expuestos al metal, pero en los últimos, el 

producto reveló una mayor heterogeneidad. Esto sugiere una estructura más compleja del 

heteropolisacárido que podría estar relacionada con la inmovilización extracelular del metal. 

La confirmación de esta suposición requiere de estudios estructurales más detallados del 

polisacárido aislado, que exceden los objetivos de este trabajo. 

Se han descripto diferentes heteropolisacáridos para los sEPS de diatomeas, los cuales pueden 

contener fucosa, ramnosa, manosa, glucosa, xilosa, arabinosa, galactosa y/o ácidos 

glucurónico o galacturónico (Underwood y Paterson 2003; Delattre et al. 2016; Xiao y Zheng 

2016), junto con algunos azúcares metilados, principalmente xilosa (Chiovitti et al. 2003; 

Daglio et al. 2017 en revisión). 

En los biofilms bentónicos, los sEPS son rápidamente utilizados por los organismos 

heterótrofos como alimento (Underwood y Paterson 2003). Los polímeros u oligómeros de 

glucosa, manosa y xilosa se degradan a una velocidad mayor que aquellos que contienen 

fucosa, ramnosa y galactosa (Janse et al. 1999; Giroldo et al. 2003). Nótese que en los sEPS del 

control, la glucosa fue el monosacárido dominante mientras que en los cultivos expuestos al 

metal aumentaron notablemente los porcentajes de ramnosa y fucosa, lo que podría indicar 

una diferente tasa de degradación de ambos productos. Una tasa de degradación más lenta en 

presencia de metal podría afectar el reciclado de C-orgánico por los microorganismos del 

biofilm. El interés del estudio de los polímeros de las matrices de los biofilms tanto in situ 

como en cultivo se ha acrecentado con la utilización de técnicas especiales de espectrometría 

de masa con las que se busca encontrar “huellas digitales” de estas matrices de mucílago para 

relacionarlas con diferentes condiciones ambientales (Nicolau et al. 2014; Ai et al. 2015; Daglio 

et al. 2017 en revisión). 
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Finalmente, en relación a las hipótesis planteadas podemos concluir: 

a) La exposición al metal no altera la tasa de crecimiento exponencial pero si el 

rendimiento final de biomasa.  Con la exposición al metal fue mayor el contenido de 

proteínas y menor el de lípidos, especialmente en las células en la fase estacionaria. 

Por otro lado, la composición de los pigmentos fotosintéticos y la relación de clorofila 

a/pigmentos antena no se modificaron por la dicha exposición. 

b) El estrés oxidativo impuesto por zinc fue evidenciado por una mayor actividad SOD en 

la etapa aguda de exposición. Otros indicadores como el daño de lípidos y la 

acumulación de compuestos fenólicos no sufrieron modificación importante. 

c)  Los frústulos de las células expuestas al metal presentaron una disminución de la 

relación superficie/ volumen, debido al aumento de menor magnitud de la superficie 

con respecto al volumen. Además mostraron una reducción en el tamaño de las 

areolas.  

d) En la etapa aguda de exposición al zinc hubo un aumento significativo de la movilidad 

celular, tanto del porcentaje de individuos en movimiento como de su velocidad de 

desplazamiento. Dicha diferencia estuvo acompañada por una mayor secreción de 

mucílago extracelular en las células del tratamiento. 

e) La composición de las fracciones de bajo peso molecular (sEPS) solubilizadas a partir 

del mucílago extracelular y aisladas a partir de los medios de cultivo libre de células 

revelaron una mayor heterogeneidad en los productos de los tratamientos. 

 

De lo expuesto se concluye que estos resultados preliminares indican que la biomasa celular, la 

movilidad, la relación superficie/volumen de las células, el tamaño de las areolas y la 

cuantificación de la actividad SOD resultan buenos indicadores en bioensayos estáticos de 

toxicidad de zinc de 96 horas de duración utilizando la diatomea Halamphora luciae. 

 

 

 



 

 
 

 

 

 

 

7. Abreviaturas  

 

 

 

 

 



Abreviaturas 

- 51 - 
 

BHT: Butilen-hidroxitolueno  

Chl: Cloroplasto 

Chla: Clorofila a 

CI50: Concentración Inhibitoria 50  

EPS: Sustancias poliméricas extracelulares 

MDA: Malondialdehido 

MEB: Microscopía electrónica de barrido 

PF: Peso fresco 

SOD: Superóxidodismutasa 

TBA: Ácido tiobarbitúrico  

TBARs: Sustancias reactivas al ácido tiobarbitúrico 

TCA: Ácido tricloroacético  

TFA: Ácido trifluoroácético  
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