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Resumen 

Se ha estudiado la cin6tica de asimilación del hierro por 
parie de la diatomea marina Thalassiosira weissflogii y el 
alga verde Dunaliella terüolecta en ausencia y presencia 
de zinc, aluminio y cadrnio a la temperatura de 25 y @C. 
Se han determinado las constantes de velocidad tanto 
para la interacción del hierro con ligandos específicos 
asociados a la superficie de las células como para el 
posterior proceso acWo ae asimiiación. i o s  resuiiaaos 
confirman que la presencia de otros metales ejerce so- 
bre este proceso efectos sinergbticos y antagonistas de- 
pendiendo del tipo de fitoplancton presente. '. 

SYNERGISTIC AND ANTAGONISTIC BEHAVlOUR 
ON THE JRON 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 cadrniurn at 25% and 8%. The 
rate constants which define the binding of ¡ron to specific 
cell surface-associated transport ligands and the 
subsequent active uptake were detemined. The results 
confirm the existente of synergistic and antagonistic 
effects depending on the phytoplankton cells. 

El hierro es uno dc los metales bioactivos 
inás impcirtantes del que se conoce que limita po- 
tencialmente cl crecimiento fitoplanctónico (Martin 
& 1-'itzwatcr, 1988). Poco conocemos dcl mecanis- 
mo de transporte de hierro en el fitoplancton rnari- 
no. Se considera que este ticnc lugar a travCs de la 
formación de complejos de coordiriación con 
quclwites específicos ya sean procedentes de 
c~iidados o localizados en la membrana del plasma. 
Indcpendientcmente dc este hecho, Anderson ¿k 
Morel ( 1982) y Hiidson d Morcl( l O) sugirieron 

que la velocidad de asimilación venía determinada 
por la extensibn dcl enlace Fe-quelantcs y que estos 
complejos específicos formados en la superficie de 
la célula son transportados directamente hacia el in- 
terior de las células. 

Nosotros hemos estudiado la asimilación de 
hierrc! er! !u presentir, de tres metzi!es: c! zinc c;uc es 
un elemento esencial, el cadmio que se consideraba 
como un elemento no esencial hasta que Price & 
Morel ( 1 990) encontraron que podía sustituir al zinc a 

en cultivos deficientes en zinc y el aluminio, que es un - O m 

elemento no esencial y que es complejado por el - 
0 

alga para prevenir efectos iOxicos sobre el 
m 

E 

citopiasma. 

a 

Experimental n - 

Para los cxpcrimentos de asimilación, una vez 3 

aiiadida la disolución concentrada de células 
O 

(T. weissflogii~v D. tertiolec~a, suministrados por 
el doctor 1,an-y Brand; Universidad de Miami, USA), 
se estudiaba la disminuci8n en la concentracicin de 
Fe(II1) por determinación quimioluminisccnte. En 
todos los experimentos se tomaban 1 5 mL dc ;iguii 
divididas en dos submuestras de 10 y 5 inL. La de 5 
rnl se trataba con IICI I M (pH final 2) durante 30 
rn,ri par.. c,x,iiic;r(jxi;" f6ricc, se 

filtraba por 3 mm. Los otros 10 mL eran filtrados 
primcro por 3 mm y luego S inl filtrados por 0.1 
mm. De esta 1Orma es posible determinar hierro total 
disiielto cn  la disolucicin incluyendo el precipitado 
sobrc las paredes (3 mm y HCI), hierro disuelto ( 3  
mrn} incluyendo hierro coloidal en disoliición, hicrro 
precipitado como la diferencia entre cl hierro total 
en disolución y el hierro disuelto, hicrro realmente 
disuelto (0.1 mm) inchycndci hierro complejado 
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diferencia entre hicrro disuelto e Iiierro realrncntc di- 
suelto, c hierro asimilado como la diftrencia entre CI 



hierro inicialmente presente y el hierro total en 
disolución. 

I,a medida del hierro se realizaba con un sis- 
tema dc  inyeccibn de  flujo con detección 
fotoluminiscente para hierro 11 descrito en un trabajo 
previo (Millero ct ul.. 1995) y nlodificado por la 
adición de un reductante (O. 1 M NaHSO, en 2.0 M 
de buf'fer acetüto ümónico con pH final 4.5) que per- 
mite el análisis de muestras acidificadas de hierro III .  

Resultados y Discusión 

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

1 .- El metal en la disolución próximo a la su- 
perficie de ¡as céjuias m (nivi j esta en equiiibrio con 
el metal adsorbido Ls (nmol celula '), donde K es la 
constante de adsorci0ri en 1, por célula. 

2.- El ión metálico üdsorbido atraviesa la mem- 
brana a través de una seric de molkculas transporta- 
doras, de forma similar a un esquema de acopla- 
miento enzima-substrüto 

donde C:, y c:l son las concentraciónes extracelulares 
e intracelulares de metal (nmol celula-l), E, la con- 
centración de transportador, k,, k , (célulasnmol-' k l )  
y k-:,  k2 (h.') son constantes de velocidad de la 
reacción química. 

3 .-Cknsideramos un estado pscudoes.tacionar¡o, 
es decir no hay acumulación neta del complejo LE y 
d(CE)/d  = o. 

Teniendo en cuenta el balance de masas del 
metal, A = m + H + n([CJ - [CJ) donde A es la 
concentración total de metal y H la concentración de 
hidróxido férrico coloidal, y definiendo U,, constan- 
te de velocidad del transportador, como p fZJ  = 

pl/c,k/(li, t k J j  donciep es ei contenido de trans- 
p o r t a & -  y U,: cociente de constantcs de velocidad 
, k , k / k  , l k  se obtiene la enprcs ih  que da la 
velocidad de transporte del metal 

Para su solución, hemos considerado que, : i ~  

principio, sólo existe adsorción superficial y que(( ' 1  
se puede asumir cero, con lo que es posible calcul:ir 
las concentraciones de metal sobre la superficie de 
las células /<'J. en el interior /CJ y en la disoluciíh 
m (Ting et al , 1989) 

1 .a Figura I muestra la cinética de asimilación 
de hierro 111 (97.22 nM) por parte de 1.22 1 O' célii- 
las L-' de T weissflogii a 25°C. Ikspués de la me/- 
cla de las células con hierro, la concentración en di- 
solución después de filtrar por 3 mni disminuye un 
30% en los primeros 5 minutos debido a la adsorción 
pasiva y a la deposición coloidal sobre las parede?, 
de la célula. Ikspués de acidificar a pH = 2, para 
disolver el hierro coloidal precipitado sobre las pa- 
redes, se observa que existe una importante reduc- 
c i h  en ese porcentaje mostrando la verdadera con- 
ceriiracióri acisurbida. El rriodeio (iineas en las Figu- 
ras 1 ,2  y 3) es consistente con estos hechos y des- 
cribe tanto cl proceso de adsorción como el trans- 
porte simultáneo a través de la membrana. 

Cuando sc estudia este mismo proccso de 
asimilación del hierro pero en presencia de zinc en 
una relación 1 :4 Fe:Zn a 25°C (Figura l), se obser- 
va que la concentración de hierro asimilado aumenta 



Figura 3. Cinética de asimilación de Fe(///) (100 nMj en uuiencia y 
presencia de Zn(ll), AI(1II) y Cd(l0 u 25°C y 8°C por parte de 

1.0 . IP célului L.' de D. tertidecta. 

F'igura 2. Cinélica de asimilación de 100 nM de Fe(///) en u s e n -  
cia y presencia de Zn(ll) y AI(I1I) a 25°C y 8UC por parte de 

1.3 .1 lT células L-' de T. weissfogii.. 

Figure 2. Uptake kinetics of 100 nM Fe(II1) in the ahsence and 
presence of Zn(l1) and Al(1ll) at 2 5 T  and 8°C on 

1.3 -10- cell L ' T weissflogii. 

Figure 3. Uptake kinetics of Fe(ll1) ( I O O  nM) in (he absence and 
presence of Zn(l1). Al(II1) and Cd(l1) uí 25°C and R°C on 

1.0 .1íF cell L~ '  D. tertiolecta. 

respecto a cuando estaba solo. La constante de 
adsorción K no varía apreciablemente, (Tabla 1) lo 
que indica la especificidad de los sitios del alga por el h i m .  

especiación por fracciones dei hierro así como ci 
efecto sobre los parámetros clave del modelo de 
adsorción+transporte de membrana. 

En ia Figura 2 mostramos para e¡ caso de i .3  
1 07cel L-' de 7: weissflogii la asimilación de hierro 
con diferentes concentraciones de zinc y aluminio a 
8 y 25°C. La presencia de un segundo metal produ- 
ce sinergismo, favoreciendo la reacción de avance 
del transportador. Este efecto es mayor para el caso 
del Zn que juega un papel importante en muchos sis- 
temas enzimáticos que para el aluminio, no obser- 
vándose ningún efecto para las adiciones de cadmio. 
Al disminuir la temperatura disminuye la concentra- 

. , 
ciofi de hieí-rzl adsorbidu con la cuiistaiiie de 
adsorción pasando de 2.48 a 1.35 10." cel-', lo 
que supone una energía de adsorción específica po- 
sitiva de 25 KJ mol-' lo que puede ser debido a que 
c.1 calor de hidratación del hierro sea menor que el 
calor de adsorción. 

n En ia Figura 4, para ia 7naiassiosira, ei au- 
mento en el hierro asimilado después de añadir dife- 
rentes concentraciones de zinc y aluminio va acom- 
pañado de una disminución importante en la con- 
centración de hierro coloidal total. En todos los ca- 
sos, se encuentra que el aumento en asimilación es 
menor que la disminución en hierro coloidal, lo que 
indica que tiene lugar un incremento en la concentra- 
ción de hierro orgánicamente complejado al añadir 
zinc y aluminio al medio, lo que produce una mayor 
,.,.-+:A,.A A,. L.:,.-- A:"---:Ll- Laliuuau uc I I ICLIU U I ~ J U I I I U L C .  

Para el caso de la D. tertiolecta (Figura 4), la 
disminución en la concentración asimilada de hierro 
--e 1,. -e----- :,. A,. 1-,. --&,.l,.- - z - A : A - -  -a-- pul ia picsci i~ia  uc ius iiiciaica dilauiuub v a  aLuiii- 
pañada de un aumento en el hierro coloidal, incluso 
ahora para el caso del cadmio. Parece que el metal 
añadido compite con el hierro complejado 
orgánicamente, desplazando el equilibrio de precipi- 
tación. Esta disminución de hierro orgánico y el au- 
mento de hierro coloidal produce una disminución 
de hierro disponible para la asimilación por el alga. 

Para el caso de la D. tertiolecta (Figura 3), 
se observa un efecto antagónico tanto para el au- 
mento en la concentración de zinc añadida como para 
adiciones de alumnio y cadmio a 25 y a 8°C. De 
iiiievo se produce una disminución en la constante 
de adsorción con la temperatura mostrando un proce- 
so de adsorción endotérmico con DH = 13 KJ mol-' . 

Las parámetros clave en el modelo son la cons- 
tante de adsorción K, la constante de velocidad del 
carrier R ,  = p¿,= pík,k/(k ,+k,)]  y el cociente de 
constantes de velocidad R , = Z,/Z, = k ,  k-,/k, k2 
nara cada emerimento ( ~ a b l a  1). 

Para entender ei comportamiento mostrado 
por las dos algas estudiadas hemos investigado el 
efkcto que tiene la adición de metales en la 



E'iguru 4 Hierro ~ ~ I o ~ d u l  total determrnudo como 
[Fe(lll)]3mm(HCl) - (Fe(I1/)/0 Imm cpn diferentes relaciones de 
metales a 25°C en presencia de 1 3 10 células L 1  T weissJogii y 

1.0 10' célu1a.s L ' L). tertiolecta. 

Figure 4 íWal colloidul iron determined as [Fe(IlI)]3rnrn(HCl) - 
(Fe(lii)]O.jm wjth dflerent metals ratio at 25OC in /he presence 
of 1.3 10 ce"lL T. weis~jlogii und 1.0 I R  cel L.' D tertiolecta. 

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

Para la 7: weissjlogii, el aumento de asimila- 
ción en presencia de zinc y aiumnio va acompañado 
de un aumento en R,  y una ligera disminución de R 
tanto a 25 como a 8'C. El aumento en R, sugiere u; 
aumento en Z, y así en la velocidad de reacción de 
avance del transportador. La disminución en R, puede 
explicarse debido al aumento en R,. Los da& del 
modelo nos vuelven a indicar que el aumento en la 
concentración asimilada que va acompañada de un 
aumento en el hierro inorgánica y orgánicamente 
complejado también se produce con un aumento en 
las constantes de velocidad del transportador. 

Para la D. tertiolecta, las constante de 
adsorción son inferiores que para la T. weissflogti 
indicando que estan implicados diferentes 
fitoprotienas en el proceso de transferencia y que 
además la energía de adsorción específica es la mi- 
tad qiip para !a T h ~ ! ~ . y r b s i r ~ .  E n  este caso R di\- g - - I  - 
minuye con la presencia de los iones competentes 
zinc, aluminio y cadmio. La reducción de R, y R, % 
sugiere una inhibición en la velocidad de avance de- 
bido a la competición de otros iones por posible blo- 
queo de lugares de transporte. En este caso, existe ; 
un importante efecto antagónico por el cadmio .i 

l 

- - -- - 
Condiciones T welssflogrr II lerlroirdn 

- 
25°C K ( 1  O '  L cel-') RI (h '1 RI ( 10') ~ ( 1 0 "  L cel ') RI (h '1 K ,  ( I O ' )  

Tahlr l. ldimuci(jn de 10,s prirúmet~~.~ del mcdelo K, K y K u 25°C' y XcC. 
1 2  

Tahlr I./,:stimutcs qf /he morlel parcime~er.~ K, K und K, ut 25" und 8°C 
1 



ambas temperaturas. Price & Morel ( 1  990) encon- factores por la presencia de otros metales y por el 
traron por primera vez el remplazamiento de otro tipo de fitoplancton presente. Cuando se añade hie- 
metal esencial, el Zn, por el cadmio, apuntando que rro al medio ha de tenerse en cuenta que cambiará la 
esta sustitución podía causar la disminución de proporción entre el hierro y otros metales esenciales 

cadmio en las aguas superficiales. o no. Este cambio afectará a la asimilación de hierro 
según el comportamiento antagónico o sinergético 

Nuestros estudios han demostrado que la de tal combinación dependiendo del tipo de 
especiación del hierro se ve afectada, entre otros fitoplancton presente en el área. 
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