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Resumen.En un aguaprocedentede un tratamientobiológico secundariocon lo-
dosactivosse inoculóun cultivo mixto de Ch/ore/lo saecharoph/la y Seeaedesmus acu-
/us quecrecióen discontinuoen sendascubetasa 25 ‘C y a 30 ‘C, respectivamente(ilu-
minación II klux: fotoperiodo. [5/9), determinándoselos siguientesparámetros:clo-
rofila a. densidadóptica a 560 nm., número de célulaspor especie,biomasa(peso
secoy biovolúmenes).diversidad,producciónprimaria, respiración,capacidadfoto-
sintéticay tasasde sustituciónespecífica.Además,paratodo el procesose realizaron
correlacioneslinealescon los factoresquímicos cuantificadosen un trabajoanterior
~ se determinaronlas constantesde crecimiento.

C.socchoroph/lo fue desplazadapor Oso//la/oria amplí/bio, que apareció espontá-
neamenteen los cultivos, debidoa unamejor adaptacióna la luz y a los nutrientes
por partede la segunda.Todoslos procesosocurrieronmásrápidamentea 30 ‘C que
a 25 ‘(1? como era de esperar.El fósforo y el carbonocontrolaronel crecimientode las
algasen esascondiciones.La producciónprimariapresentómáximosen los minutos
posterioresal encendidode la luz.

Palabrasclave: cultivo, aguasresiduales,algas, Ch/ore/la, Seenedesmus,Oso/lía/o-
na.

Abstract.A mixed cultureof Chlorel/a sac.chorophi/a andSeenedosmusacutus was
inoculatedin urbanwaterproducedby activatedsludge in a secondarytreatment.As-
sayswereundertakenin batchcultures (T = 30 “C and25 0C, light intensity= II klux,
photoperiod= 15/9)and the following parameterswereassessed:chlorophylla, optical
densityat 560 nm., numberof celís.biomass(biovolumesanddry weighfl, diversity,
primarv productivity. respiration. assimilationnumbersand speciesturnoverrates.
In addition,sornecorrelationsweretried amongchemicalfactorsfound in a prevíous
paperandspeciesgrowth rateswere calculated.

Fo!, (o;ííp/u/ens/s N.~ 1465-74.EdiL. UniversidadComplutense,1989
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(7. saccharophila was outcompetedby Oscillatoria amph/bia (that spontaneously
appearcdin the cultures)due to betier light ami nutrient adaptationsof te seconó.
Ah te phenomenaproceededfasteraL 30 0C than at 25 0C, asexpected.Phosphorus
and carboncontrolledalgal growth in such eonditions.Primaryproductivity showed
maximal values in theminutesthat followed the light turning-on.

Key words: culture,urbanwater, algae,Ch/arel/a, Scenedesmus, Oscillatoria.

INTRODUCCIÓN

Se ha recalcadoen un trabajoanterior (VELASCO & al., 1986) la im-
portanciay el interésdel uso de las microalgasen el tratamientoterciario
de la contaminaciónproducidapor aguasresiduales.En estapublicación
nos referiremosestrictamentea la dinámica temporalde las comunida-
desde algasque intervienenen dichoprocesoa escalade laboratorio.

El estudiode la competenciaentreespeciesde microalgasen el labo-
ratorio no es nuevo (TILMAN, 1982), tanto paralas marinascomo para
las dulceacuicolas,pero rara vez se ha realizadocon taxonesmuy resis-
tentesa la contaminaciónorgánica.Por otro lado, el númeromayor de
trabajosse ha llevadoa cabocon diatomeas,resultandomuy reducidoel
de experienciasconcianofíceasy clorofíceas(MUR & al., 1978; VINCENT
& SILVESTER, 1979a,b).

El interésde éstasúltimas procededel hechode que,genéricamente
hablando,constituyeel final de la sucesiónestivaldel fitoplanetonen eco-
sistemaseutróficos.

MATERIAL Y METODOS

Las especiesempleadasen el cultivo mixto fueron: Oscillataria am-
phibia Ag. (Cyanophyceae),(7/dore/la saccharop/’uila (Krtiger) Migula
(Chlorophyceae),ScenedesmusacutusMeyen (Chlorophyceae).

Lasdosúltimasconstituyeronel inóculo mixto; laprimeraaparecióes-
pontáneamenteen los cultivos, quizá a partir de estadosquiescentesen
el aguaresidual.Lascondicionesde cultivo y los métodosde análisisquí-
mico ya se han relatadoen el trabajoprecedente(VELASCO & al., 1986);
sinembargo,nosgustaríaseñalaraquíel mediode cultivo ha sido el agua
residual,lo cual es pocofrecuenteen estudiosde estaíndole.

Paralas algas, se estimó cl númerode célulasmedianterecuentosen
microscopio-invcrtido.-A-partirde-dichascifras,-se averiguaronlas tasas
de crecimientoy los tiemposde duplicación,suponiendouna dinámica
exponencial.Tambiénse estudióla concentraciónde clorofila a, por ex-
tracción en metanol en caliente y espectrofotometría(MARKER & al.,
1980). La producciónprimariay la respiraciónfueronseguidasmediante
un electrodode oxígenoYSI-57conagitadorincorporado,introducidoen
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un vaso de precipitadolleno de cultivo y tapadocon unacubiertatrans-
parente,sumergidoa su vez en el cultivo; las experienciasen faselumi-
nosaeranprecedidasde cincominutosen laoscuridadparainhibir la fo-
torrespiracián(1-LARRIS & PKÚCININ, 1977).Labiomasade las algasse cal-
culó, ademásde mediantela clorofila a, porpesoseco(residuoa 100 OC),

biovolúmenesy densidadóptica(colorimetríaa 560 nm.). La fórmulade
LEwIS (1978) sirvió para conocerla tasa de sustituciónespecífica.Con
los datosdel númerode individuosse halló la diversidadmediantela fór-
mula de Shannon-Weaver.

Por último, se realizaronalgunascorrelacioneslinealesentreparáme-
tros químicosy biológicos.

RESULTADOS

En la tabla 1 se muestranlos datosqueno se hanincluido en lasgráfi-
cas.

La biomasatotal de las algasofrecemáximosvariablessegúnel indi-
cadorqueseconsidere.Pero,parala clorofila a, los picosse tienenen el
sexto día (30 OC) y en el noveno(25 OC) (fig. 1). Lascorrelacionesde la ta-
bla 2 nos señalanque es la densidadóptica (datos,en VELASCO & al.,
1986) la que se liga significativamentea mayor númerode indicadores
de biomasa.En cualquiercaso,todaslas cifrasparecensermayoresa me-
nor temperatura.

La clorofila a de los cultivos se encuentranegativamentecorrelacio-
nadacon ortofosfatos,carbonoinorgánicoy amonio(tabla2), y positiva-
mentecon los nitratos,lo cual podría sugerirqueel amonioes la princi-
pal fuentenitrogenadaparalas especiesde algasestudiadas.La cantidad
de clorofila a por célula, aun mostrandopautasalgo erráticas(tabla 1),
apuntaunatendenciadecrecientecon el tiempo.

Seapreciaunacompetencia(ftg. 2) entre(7. saccharophilay O.amphi-
bia, en la cual acabadominandola cianofíceaa pesarde la superiori-
daddel algaverdeen los momentosiniciales. Dicho dominioes máspa-
tentea 30’C quea25’C (tabla3), yaquelatasadecrecimientode O. amphi-
bia es mayor a la temperaturamásalta. .5’. acutussin embargo,a pesar
dc presentaruna capacidadreproductorasuperiora (7. saccharophilano
consigueaproximarsea lasotras algas.La cianofíceapresentacorrelacio-
nessignificativasconel ortofosfatoy el carbonoinorgánico,mientrasque
S. saccharaphilano (tabla 3).

El florecimiento de O. amphibia en las experienciasse refleja en la
tasade sustituciónespecífica(fig. 3) y en la diversidad(tabla 1), aunque
no de la misma manera.Los cultivos acusanla entradamasivade dicho
taxón (días3’, 30’ C y 4’, 25’ C, respectivamente),produciéndoseun au-
mentosucesivode diversidad,quehacia el final declinapor efectode la
dominanciadebidaa la cianoficea.
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Fig. 2. Evolucióndel númerode células(1og10)en relaciónal tiempo(días).O = Os-
cí/lotoria amph/bia. C Chíarella saccharophila. 5 = Seenedesmus acutus.
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Fig. 1. Evoluciónde laclorofila a (mg/l) conel tiempo(días). Líneacontinua 30 C
líneadiscontinua:25 C.
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TABLA 2. Correlaciones lineales entre diversos parámetros. * = significativa P<0,05;

(ns) = no significativas.

30’C 25’C

Cl. a-Biomasa
CI. a-D.O.
CI. a-Pesoseco
Biomasa-Pesoseco
Pesoseco-DO.
Biomasa-DO.
Cl. a-PO~
Cl. a-C. inorgánico
Cl. a-NH
Cl. a-NO;
POtChlorella
PO~Oscillatoria
C. inorgánico-Chlorella
C. inorgánico-Oscilla¡oria

0,51 (ns)
Q94*
0,04 (ns)
0,26 (ns)
0,96*
0,44 (ns)

~0,7l*
-0,78k
..Q74*
0,66*

-0,49 (ns)
~0,62*
-0,40 (ns)
~Q,75*

0,92*
0,91*
0,94*
0,88*
0,93*
0,86*

~0,9l*
..Q97*
130,89*
0 66’

-0,52 (ns)
~0,84
-0,43 (ns)
~0,90*

La producciónprimariaes mayora25’ C quea 30’ C, aunquelos máxi-
mos se alcancenantesaestaúltima temperatura.En cuantoa la respira-
ción, el fenómenoes similar, pero no tan claro (tabla 1). El seguimiento
de la fotosíntesisen periodosde cinco minutos(fig. 4) muestra,en gene-
ral, los picos de producciónde oxígenoinmediatamentedespuésdel en-
cendidode la luz.

TABLA 3. Tasas de crecimiento, r (día-’) y tiemposde duplicación,t (horas).

30’C
r

25’C
tr t

CAcillo/oria aniph/bia
Ch/ore/la soe’charophi/a
Seenedesmus acutus

0,206
0,119
0,133

35
60
54

0,162
0,11 5
0,140

44
62
51

DISCUSIÓN

El desplazamientode (7. saccharophilapor O. amphibiaes un proceso
quemerececiertasconsideraciones.Contrariamentea estudiosanterio-
res,aquíse hancomparadoun taxónplanetónico(la clorofícea)y unoben-
tónico (la cianofícea).Estaúltima forma comunidadescasi monoespecí-
ficasde algasdurantela primaveray el veranoen arroyosmuy contami-
nadospor sustanciasorgánicas.(7. saccharophilatendríala necesidadde
moverseen la columnavertical, de modo pasivo,paraevitar la fotoinhi-
bición (HARRIS, 1978),mientrasqueO. amphibia,adaptadaavivir eneco-
sistemassomeros,no; teniendoen cuentaquese hanempleadocondicio-

70
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Fig. 3. Tasasdesustituciónespecífica(dí&’) en relaciónal tiempo(días).Líneacon-
tinua: 30’ C; líneadiscontinua:25’ C.
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Fig. 4. Producciónprimaria(mg 02/1) frenteal tiempo(minutos)de un día represen-
tativo. Las flechas señalanel comienzode la fase luminosapara la producción.
P = producciónbruta; N = producciónneta; R = respiración.
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nes luminosasfotoinhibidas(11 klux = 200 gE.m.2.seg-’,HARRIS, 1978)
parael plancton,la cianofíceatendríaventaja.Porotro lado, pareceque
una y otra presentandistintas respuestasfotorrespiratorias:mientrasen
el cultivo mixto seapreciancaídasen la fotosintesistraslos primerosmi-
nutos (fig. 4), en cultivos casi puros de O. arnphibia (datosinéditos)di-
chasdisminucionesno se observan;de modo queestaúltima tendríaca-
racterísticasde plantaC

4 y Csaccharophi/ade C3 (TOLBERT, 1974), se-
gún los valoresbajos o elevadosde la excreciónde carbonoen la luz, la
pequeñaexcreciónaumentaríala produccióny la ventajaadaptativa,por
tanto, de la cianofíceaen igualescondiciones.Se sabetambiénque mu-
chas algasazulesposeenfosfatasaalcalina (HEATH & COOKE. 1975), la
cual les permitemetabolizarpolifosfatoscuandodesapareceel ortofosfa-
to; éstefenómenopodría ser otro elementodesfavorablepara(7. saecha-
raphi/a. Además,VINCENT & SILVESTER(1 979b)señalanqueexistentoxi-
nasexcretadaspor cianofíceasque inhiben el crecimientode (7. saceha-
raphi/a. Todosestosfactorespodríanexplicarla dominanciade O. a¡np/ii-
lila, que se refleja no sólo en el mayor númerode célulassino en la su-
perior tasade crecimiento(tabla 3). Sin embargo,nuestrosdatosno nos
permitensaberqué factoro factoresdesencadenanel florecimientode la
etanofícea.

El crecimientode los cultivos persisteauncuandoalgunosde los nu-
trientes(C y P) casise hanagotado.Estefenómenosedebea quesonmás
importantesparael crecimientolos contenidoscelularesde un nutriente
que su concentraciónambiental (RHEE. 1980), de modoque una reserva
nutritiva adecuadamantienea un cultivo en crecimientono habiendodi-
chassustanciasen el ambiente;las ingestiones«suntuarias»(luxury upta-
ke) estánbien documentadasen la literatura desdeKETCHUM (1939) y
son inversamenteproporcionalesa la cantidadintracelulardel nutriente
(BROWN & HARRIS, 1978, para el fósforo). La relación entrelas tasasde
crecimientoy los contenidosinternosde los nutrienteseslineal (DROOP.
1973) por lo cual se hace másnecesarioestimaréstasque la concentra-
ción en el medio. Se sabe,por otra parte,que la escasezde fósforoen el
aguaestimulala ingestiónde carbono(LEAN & PICK, 1981); esto explica-
ría los abruptosdescensosen el carbonoinorgánicoque sucedenal ago-
tamiento del fósforo en los cultivos (datosno publicadosy tablas 1 y 2
de VELASCO & al., 1986).

La limitación inicial parala nutrición es la del carbono,seguidaen el
tiempopor la del fósforo;es bienconocidala inexistenciade limitaciones
nutritivasmúltiples(RHEE, 1978;AHLGREN, 1980).Respectoalusodel ni-
trógeno,no es fácil averiguarcuál es la forma preferidapor las algas; la
nitrificación disminuyóa partir de los días7’ (30’ C) y 8’ (25’ C), aumen-
tandoconcomitantementeel amonio,pero ignoramossi dicho fenómeno
se debea la muertede las bacteriasnitrificantesporel burbujeode la ai-
reación(NAMEIAR & BOKIL, 1981) o al consumode las algas;y lo mismo
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puededecirsedel amonio: ¿desaparecepor nitrificación o lo ingieren las
algas?

Como se esperabapor ser un fenómenobienconocido,todoslos pro-
cesosse acelerana mayor temperatura,con lo cual (al no haberentrada
de materia)los procesosdecrecimientoterminanantesa 30’ C quea25’ C.
Por otro lado, las correlacionessignificativasson mayoresa menortem-
peratura,quizáporqueéstaseaóptima paraestasalgas.

Las tasasde crecimientoson menoresa las observadaspor VINCENT
& SILVESTER (1979a) para algasaisladasde agua residual,pero debete-
nerseen cuentaquedichosautorestrabajabanconmediossintéticos,más
equilibradosen nutrientes.

Los puntosde vista esbozadosanteriormentey las observacionesrea-
lizadas ligan, a nuestrojuicio, los procesosqueocurrenen el ambiente
que rodeaa las algasconlos que tienenlugaren el interiorde las células.
La diferenciaentreunaaproximacióny otra es cadavez menoren el es-
tudio de las algasmicroscópicas.
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