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Resumen

Se ha estudiado la cinética de asimilacion del hierro por
parte de ia diatomea marina Thalassiosira weissflogii y e}
alga verde Dunaliella tertiolecta en ausencia y presencia
de zinc, atluminio y cadmio a la temperatura de 25 y 8°C.
Se han determinado las constantes de velocidad tanto
para la interaccién del hierro con ligandos especificos
asociados a la superficie de las células como para el
posterior proceso activo de asimilacién. Los resultados
confirman que la presencia de otros metales ejerce so-
bre este proceso efectos sinergéticos y antagonistas de-
pendiendo del tipo de f(itoplancton presente.
~

Abstract

SYNERGISTIC AND ANTAGONISTIC BEHAVIOUR
ON THE |RON UPTAKE KINETICS BY MARINE
PHYTOPLANKTON

The uptake kinetics of iron by the marine diatom
Thalassiosira weissflogii and green algae Dunaliella
tertiolecta has been studied in the absence and presence
of zinc, aluminium and cadmium at 252C and 8°C. The
rate constants which define the binding of iron to specific
cell surface-associated transport ligands and the
subsequent active uptake were determined. The resuits
confirm the existence of synergistic and antagonistic
effects depending on the phytoplankton cells.

Introduccion

El hierro es uno de los metales bioactivos
mas importantes del que se conoce que limita po-
tencialmente ¢l crecimiento fitoplanctdnico (Martin
& Fitzwater, 1988). Poco conocemos del mecanis-
mo de transporte de hierro en el fitoplancton mari-
no. Se considera que este tiene lugar a través de la
formacién de complejos de coordinacion con
quelantes especificos ya sean procedentes de
¢xudados o localizados en la membrana del plasma.
Independientemente de este hecho, Anderson &
Morel (1982) y Hudson & Morel (1990) sugirieron
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que la velocidad de asimilacién venia determinada
por la extension del enlace Fe-quelantes y que estos
complejos especificos formados en la superficie de
la célula son transportados directamente hacia el in-
terior de las células.

Nosotros hemos estudiado la asimilacion de
hierro en la presencia de tres metales: ¢l zinc que es
un clemento esencial, el cadmio que se consideraba
como un elemento no esencial hasta que Price &
Morel (1990) encontraron que podia sustituir al zinc
en cultivos deficientes en zinc y el aluminio, que es un
clemento no esencial y que es complejado por el
alga para prevenir cfectos t0xicos sobre c¢l
citoplasma.

Experimental

Para los experimentos de asimilacion, una vez
afladida la disolucion concentrada de células
(T weissflogii y D. tertiolecta, suministrados por
el doctor Larry Brand; Universidad de Miami, USA),
sc estudiaba la disminucion en la concentracion de
Fe(Il1) por determinacion quimioluminiscente. En
tados los experimentos se tomaban 15 mL de agua
divididas en dos submuestrasde 10y SmL. Lade 5
ml se trataba con HCI IM (pH final 2) durante 30
min para disolver cualquier oxihidroxido férrico y se
filtraba por 3 mm. Los otros 10 mL eran filtrados
primero por 3 mm y luego 5 ml filtrados por 0.1
mm. De esta torma es posible determinar hierro total
disuelto en la disolucion incluyendo el precipitado
sobre las paredes (3 mm y HC), hierro disuelto (3
mm) incluyendo hierro coloidal en disolucién, hierro
precipitado como la diferencia entre el hierro total
en disolucion y el hierro disuelto, hierro realmente
disuelto (0.1 mm) incluyendo hierro complejado
inorgénica y organicamente, hierro coloidal como la
diferencia entre hierro disuclto e hierro realmente di-
suelto, ¢ hierro asimilado como la diferencia entre el
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hierro inicialmente presente y el hierro total ¢n
disolucion.

[.a medida del hierro se realizaba con un sis-
tema de inyeccion de flujo con deteccion
fotoluminiscente para hierro 11 descrito en un trabajo
previo (Millero et al., 1995) y modificado por la
adicion de un reductante (0.1 M NaHSO, en 2.0 M
de buffer acetato aménico con pH final 4.5) que per-
mite el analisis de muestras actdificadas de hierro (1.

Resultados y Discusion

En el desarrollo de un modelo de interaccidn
que describa el proceso de asimilacion del hierro por
parte del fitoplancton marino hemos considerado los
siguientes hechos:

I.- El metal en la disolucion proximo a la su-
perficie de las células m (nM) esta en equilibrio con
el metal adsorbido Cs (nmol celula'), donde K es la
constante de adsorcion en L por célula,

Cs=Km (1

2.- Eli6n metalico adsorbido atraviesa la mem-
brana a través de una serie de moléculas transporta-
doras, de forma similar a un esquema de acopla-
miento enzima-substrato

k. k

C+EESCEESC+E  (2)
k. k.

donde C_y C son las concentraciones cxtracelulares
e intracelulares de metal (nmol celula”), E, la con-
centracion de transportador, & ok 5 (célulasnmol h)
Y k. k, (h") son constantes de velocidad de la
reaccion quimica.

3.-Consideramos un estado pseudoestacionario,
es decir no hay acumulacion neta del complejo CE y
d(CE)/dt=0.

Teniendo en cuenta el balance de masas del
metal, 4 =m + H + n([C ]~ [C]) donde A es la
concentracion total de metal y H la concentracion de
hidroxido férrico coloidal, y definiendo R, constan-
te de velocidad del transportador, como plZ) =
plk k/(k vk,)] donde p es el contenido de trans-
portador y R,, cociente de constantes de velocidad
Z/Z, = kk/k k_seobtiene laexpresion que da la
velocidad de transporte del metal

d(n(C, ]) _AnRI

ST (A~ -[Cfn+ R (k" +n))) (3)

Para su solucion, hemos considerado que, al
principio, s6lo existe adsorcion superficial y que /(' /
s¢ puede asumir cero, con 1o que es posible calcular
las concentraciones de metal sobre la superficie de
las células [C /, enelinterior /[C/ y enla disolucion
m (Tingetal., 1989)

[.a Figura | muestra la cinética de asimilacion
de hierro L1 (97.22 nM) por parte de 1.22 107 célu-
las L' de Tweissflogiia 25°C. Después de la mev-
clade las células con hierro, la concentracion en di-
solucién después de filtrar por 3 mm disminuye un
30% en los primeros 5 minutos debido a la adsorcion
pasivay a la deposicion coloidal sobre las paredes
de la célula. Despucs de aciditicar a pH =2, para
disolver el hierro coloidal precipitado sobre las pa-
redes, se observa que existe una importante reduc-
cion en ese porcentaje mostrando la verdadera con-
centracion adsorbida. El modelo (lineas en las Figu-
ras 1, 2 y 3) es consistente con estos hechos y des-
cribe tanto el proceso de adsorcion como el trans-
porte simultaneo a traves de la membrana.

Cuando sc estudia este mismo proceso de
asimilacion del hierro pero en presencia de zinc en
unarelacion 1 :4 Fe:Zna 25°C (Figura 1), se obser-
va que la concentracion de hierro asimilado aumenta
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Figura [ Cinética de asimilaciion de Fe(lll) (97.2 nM) por parte

de 1.22 10 células L' de T weissflogiv a 25°C en ausencia y pre-

sencia de zine Fe o Zn (1 4). Las lineas representan los resultados del
modelo de adsorcion + membrana

Fisure 1. Time-course of dissolved iron (1) (97.2 nMj on 122 11) cel 1
T weissflogii at 257C The sorption+ membrane model profiles are presented
ay full fines.
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Figura 2. Cinética de asimilacion de 100 nM de Fe(lll} en ausen-
cia y presencia de Zn(ll) y Al(lll) a 25°C y 8°C por parte de
1.3 107 células L de T. weissflogii.

Figure 2. Uptake kinetics of 100 nM Fe(lll) in the absence and
presence of Zn(ll) and Al(lll) at 25°C and 8°C on
1.3 -1F cell L' T. weissflogii.

respecto a cuando estaba solo. La constante de
adsorcion K no varia apreciablemente, (Tabla I) lo
que indica laespecificidad de los sitios del alga porel hierro.

En la Figura 2 mostramos para el caso de 1.3
107cel L' de T. weissflogii la asimilacion de hierro
con diferentes concentraciones de zinc y aluminio a
8y 25°C. La presencia de un segundo metal produ-
ce sinergismo, favoreciendo la reaccion de avance
del transportador. Este efecto es mayor para el caso
del Zn que juega un papel importante en muchos sis-
temas enzimaticos que para el aluminio, no obser-
vandose ningin efecto para las adiciones de cadmio.
Al disminuir la temperatura disminuye la concentra-
cion de hierro adsorbido con la constante de
adsorcion pasando de 2.48 a 1.35 10° L cel, lo
que supone una energia de adsorcion especifica po-
sitiva de 25 KJ mol™ lo que puede ser debido a que
¢l calor de hidratacion del hierro sea menor que el
calor de adsorcion.

Para el caso de la D. fertiolecta (Figura 3),
se observa un efecto antagonico tanto para el au-
mento en la concentracién de zinc afiadida como para
adiciones de alumnio y cadmio a 25 y a 8°C. De
huevo se produce una disminucion en la constante
de adsorcion con la temperatura mostrando un proce-
$0 de adsorcion endotérmico con DH = 13 KJ mol .

Para entender el comportamiento mostrado
por las dos algas estudiadas hemos investigado el
efecto que tiene la adicién de metales en la

o
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Figura 3. Cinética de asimilacion de Fe(lll) (100 nM) en ausencia y
presencia de Zn(ll), Al(lll) y Czli(l[) a 25°C y 8°C por parte de
1.0 -10F células L~ de D. tertiolecta.

Figure 3. Uptake kinetics of Fe(lll) (100 nMj} in the absence and
presence of Zn(ll), Al(ll]) anld Cd(ll) at 25°C and 8°C on
1.0 -10% cell L~ D. tertiolecta.

especiacion por fracciones del hierro asi como el
efecto sobre los parametros clave del modelo de
adsorcion-+transporte de membrana.

En la Figura 4, para la Thalassiosira, el au-
mento en el hierro asimilado después de afiadir dife-
rentes concentraciones de zinc y aluminio va acom-
pafiado de una disminucién importante en la con-
centracion de hierro coloidal total. En todos los ca-
s0s, se encuentra que el aumento en asimilacion es
menor que la disminucion en hierro coloidal, lo que
indica que tiene lugar un incremento en la concentra-
cién de hierro organicamente complejado al afiadir
zinc y aluminio al medio, lo que produce una mayor
cantidad de hierro disponible.

Parael caso de laD. rertiolecta (Figura 4), la
disminucion en la concentracién asimilada de hierro
por la presencia de los metales afiadidos va acom-
paniada de un aumento en el hierro coloidal, incluso
ahora para el caso del cadmio. Parece que el metal
afiadido compite con el hierro complejado
organicamente, desplazando el equilibrio de precipi-
tacion. Esta disminucion de hierro organico y el au-
mento de hierro coloidal produce una disminucion
de hierro disponible para la asimilacion por el alga.

Las parametros clave en el modelo son la cons-
tante de adsorcidn K, la constante de velocidad del
carrier R, = pZ =plk k /(k ,+k,)]y el cociente de
constantes de velocidadR ,=Z /Z =k k ,/k k,
para cada experimento (Tabla I).
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Figura 4. Hierro coloidal total determinado como
[Fe(il])]3mm(HCl) - [Fe(11])]0.Imm con dzferentes relaciones de
metales a 25°C en presencia de {. 3 10" células L T weissflogii y

1.0 10" células L D. tertiolecta.

Figure 4. Total colloidal iron determined as {Fe(lll)[3mm(HCI) -
[Fe(ll)]0.1m wzth different metals ratio ar 25”C in the presence
of 1.3 10 cél LT weissflogii and 1.0 10" cel L' D. tertiolecta.

La constante K varia ligeramente entre expe-
rimentos realizados a igual temperatura y para cada
especie fitoplanctonica. Sin embargo los valores de
R, y R, se ven fuertemente afectados por la presen-
ciay concentracion de otros metales y por la tempe-
ratura.

Parala T weissflogii, el aumento de asimjla-
ci6n en presencia de zinc y alumnio va acompariadg
de unaumento en R, y una ligera disminucién de R
tanto a 25 como a 8°C. El aumento en R sugiere un
aumento en Z, y asi en la velocidad de reaccion de
avance del transportador. La disminucidonen R_ puede
explicarse debido al aumentoen R . Los datos del
modelo nos vuelven a indicar que el aumento en la
concentracion asimilada que va acompafiada de un
aumento en el hierro inorganica y organicamente
complejado también se produce con un aumento en
las constantes de velocidad del transportador.

Para la D. tertiolecta, las constante de¢
adsorcion son inferiores que parala T. weissflogii
indicando que estan implicados diferentes
fitoprotienas en el proceso de transferencia y que
ademas la energia de adsorcion especifica es la mi-
tad que para la Thalassiosira. En este caso R | dis-
minuye con la presencia de los iones competentes
zinc, aluminio y cadmio. Lareducciénde R y R,
sugiere una inhibicion en la velocidad de avance de-
bido a la competicion de otros iones por posible blo-
queo de lugares de transporte. En este caso, existe
un importante efecto antagdnico por el cadmio «

Condiciones T. weissflogii D. tertiolecta o
254C K(10°L cel™ R, (b R, (10%) KoL cel"). R (h) R, “02)_»
Fe:M (1:0) 2.466 +0.147 5.478 £ 0.523 3.485 + 0.123 2.029 1 0.465 20.99 + 1.14 0932+ 0.032
Fe:Zn (1:1) 2.306 + 0.245 8.518+0.59 2.999 £ 0.198 2.261 £ 0.115 13.41 = 0.492 3.201+0.102
Fe:Zn (1:4) 2.476 + 0.302 13.04+0.72 2.140 + 0.121 2.181 + 0.098 5.939 + 0.078 820240212
Fe:Al(1:5) 2.654+0.134 1.81 %1987 2.522 +0.165 2221 4.0.127 9.008 + 0.279 5297+0.111
Fe:Cd (1:8) 2251 £0.183 5.958+0.18 3.423+0.16 2.230 +0.217 9318+ 0.239 445610212
8°C K (10° L cel™) R, (™" . HR,(rol) K (10 L cel™ )R, (hy 1;;-,(10’) 7
Fe:M (1:0) 1333+ 0.164 4.171 +0.624 5.343 +0.33 1.675 % 0.089 14.05 + 1.567 25554 0.11]
Fe:Zn (1:4) 318+ 0204 10.01 +0.578 3.865 + 0.244 1.613+0.189 4.299 1 0.768 8.686 + 0.097
Fe:Al (1:5) 1.398 + 0345 9.742 £ 1262 4297 +0.202 1.648 + 0.098 8.445 1 1.158 6578+ 0215
Fe:Cd (1:8) 1.369 +0.214 4.986 + 0.476 5.787+0.212 1.613 + 0.097 8.069 + 1216 7.665 + 0.26%

Tubla 1. Estimacion de los parametros del modelo K, R y R a 25°C y 8°C.
I

Table I.Estimates of the model parameters K, R and R at 25°C and 8°C.
/ 2
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ambas temperaturas. Price & Morel (1990) encon-
traron por primera vez el remplazamiento de otro
metal esencial, el Zn, por el cadmio, apuntando que
¢sta sustitucion podia causar la disminucién de
cadmio en las aguas superficiales.

Nuestros estudios han demostrado que la
especiacion del hierro se ve afectada, entre otros

factores por la presencia de otros metales y por el
tipo de fitoplancton presente. Cuando se afiade hie-
rro al medio ha de tenerse en cuenta que cambiara la
proporcion entre el hierro y otros metales esenciales
o no. Este cambio afectara a la asimilacion de hierro
segun el comportamiento antagdnico o sinergético
de tal combinacién dependiendo del tipo de
fitoplancton presente en el area.
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