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Abstract: Efect of heavy metals on the growth of the tropical microalga Tetrasermis chuii (Prasinophyceae).
We determined the toxic effect of four metals, cadmium (Cd), copper (Cu), mercury (Hg) and lead (Pb), on the
tropical microalga Tetraselmis Chuii (Butcher, 1959). We exposed 50 ml of cultivated microalgae (f/2 Guillard)
in the exponential growth phase, with three replicates, to concentrations of 0 (control), 0.1, 1.0, 5.0, 10.0 and
20.0 mg-I"* with each metal for 96 hr. We evaluated the lethal effect daily, through the cellular count. In the con-
trol treatment (not exposed to any metal) we observed an increase in cellular density. In all treatments exposed
to metals, we observed a decrease in cellular density, which accelerated in 48 h, after which it became less
pronounced. There were exceptions with low concentrations of Cd and Cu at 24 h, as there was no significant
decrease, probably due to their use as micronutrients at these low concentrations. The metal that caused the
most lethal effect was Pb, which killed 50% of the microalgal population at a concentration of 0.40 mg:I-. This
concentration was 3 times lower than that of mercury and 13 times lower than those of cadmium and copper.
The microalga Tetraselmis chuii is recommended as a model species to estimate the toxic effects of xenobiotics

on tropical seawater environments. Rev. Biol. Trop. 53(3-4): 325-330. Epub 2005 Oct 3.
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El medio acuatico y en especial el marino
es uno de los ambientes mas expuestos a los
contaminantes, debido a que las descargas, sean
por via terrestre, acuatico-terrestre o atmosféri-
ca, tienen como receptaculo final el ambiente
marino (Acufia-Gonzalez et al. 2004, Coll et al.
2004, Garcia-Céspedes et al. 2004, Sponberg
2004a,b,c, Norville 2005, Rojas de Astudillo et
al. 2005). En estos sistemas las microalgas cons-
tituyen el principal componente del fitoplancton
que soporta la cadena tréfica, de esta manera,
un cambio, sea cualitativo o cuantitativo, pro-
ducido por un contaminante, podria repercutir
drasticamente en el ecosistema (Nalewajko y
Olavenson 1998, Franklin et al. 2000).

A concentraciones bajas, muchos de
los metales juegan un papel esencial en el
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metabolismo de las microalgas, tal es el caso
de los metales Zny Cu (Tadros et al. 1990); sin
embargo, cuando las concentraciones son altas,
dan origen a condiciones de contaminacién del
medio que provocan deshalances metabdlicos
en el fitoplancton (Rodriguez y Rivera 1995).
Por ejemplo, cuando el fitoplancton es expues-
to a concentraciones elevadas de metales pesa-
dos, se produce una inhibicion del crecimiento,
asi como cambios morfoldgicos, generados
como una respuesta fisioldgica a la exposicién
del metal que tienen como consecuencia una
menor capacidad de respuesta de las poblacio-
nes al ambiente (Rand y Petrocelli 1985, Walsh
et al. 1987, Visviki y Rachlin 1994).

Algunas microalgas de zonas templadas
han sido consideradas como especies modelos
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para estudiar efectos de contaminacion, debido
a su sensibilidad ante diversos materiales de
prueba; ademas de ser conocido sus requeri-
mientos nutricionales, de poseer una alta tasa de
crecimiento y de ser cultivadas facilmente en el
laboratorio (Couture et al. 1985, Nalewajko y
Olavenson 1998). No obstante, pocas especies
tropicales han sido estudiadas.

El presente trabajo evalla el efecto toxico
de diversos metales sobre la especie Tetraselmis
chuii, una microalga prasinoficea, de forma
cilindrica, de unos 8 a 16 um de longitud y que
debido a su gran distribucion en los ecosistemas
tropicales y amplia utilizacion en cultivos de
laboratorios, le confiere una importancia notable
como una posible especie modelo para estimar el
impacto ambiental producido por xenobi6ticos.

MATERIALES Y METODOS

El efecto del cadmio (CdCl, 81% de
pureza), cobre (CuSO, 5H,0, 99% de pureza),
mercurio (HgCl,, 99.55% de pureza) y plomo
(PbCl, 99% de pureza ) sobre cultivos, en fase
logaritmica, de la microalga Tetraselmis chuii
(Butcher 1959), proveniente del cepario del
Lab. Acuicultura, extension Plancton, Instituto
Oceanogréafico de Venezuela, de la Universidad
de Oriente, se evalu6 a las concentraciones de
0.0 (control); 0.1; 1.0; 5.0; 10.0; y 20.0 mg-I*?
para cada metal.

El bioensayo comenzé a partir de la ino-
culacion de 30 000 células'mlI* de la microalga
en 800 ml del cultivo /2 de Guillard (utili-
zando agua de mar proveniente de la zona de
Turpialito, Golfo de Cariaco, Venezuela, excenta
de focos contaminantes), contenidos en matra-
ces de 1 1y por triplicado. Cuando los cultivos
alcanzaron la fase logaritmica a una densidad
celular aproximada de 1.50 x 10° células-ml?, a
cada cultivo se le extrajo una alicuota de 50 ml,
la cual se depositd en un matraz de 100 ml para
cada concentracion de cada metal analizado.
Todo el bioensayo fue controlado en cuanto a
temperatura (25 + 1°C), iluminacién continua
(2000 lux), salinidad (36%o), estableciendo una
agitacion manual diaria.
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La densidad celular fue determinada
mediante el recuento de las microalgas uti-
lizando una cadmara de Neubauer, a partir de
muestras de un ml, tomadas diariamente hasta
96 h. En dicho recuento, no se cuantificaron
células no pigmentadas o lisadas, consideran-
das éstas como células muertas. En funcion de
minimizar el error generado por la variabilidad
del namero celular de las réplicas, la evalua-
cion se establecid transformando los datos en
porcentaje de incremento o decrecimiento celu-
lar con respecto a la densidad inicial de cada
réplica. Un anélisis de varianza de una via, pre-
via transformacion de los datos a arcoseno, en
funcién de normalizar los datos (Zar 1984), fue
aplicado, para determinar diferencias significa-
tivas (P<0.05) de la densidad microalgal entre
los metales en cada concentracion e intervalo
de tiempo analizado. En aquellos casos donde
existieron diferencias significativas (P<0.05),
se aplicd la prueba de comparaciones multi-
ples de Scheffé. De igual manera, un analisis
similar se aplico para cada metal, en funcién
de determinar diferencias entre los recuentos
establecidos diariamente.

Por otra parte, el efecto de cada metal se ana-
liz6 mediante la evaluacion de la concentracion
letal del 50% de la poblacion del cultivo (CL),
utilizando un programa computarizado (Stephan
1977) siguiendo los protocolos estandares para
bioensayos de toxicidad con especies acuaticas
(Esclapés 1999). Los métodos binominal, probit,
promedio movil y logit fueron evaluados y se
escogio el de mejor ajuste (probit).

RESULTADOS

En general, mientras se evidencid un cre-
cimiento de los cultivos de la microalga sin
exposicion a metales (control), se observd una
significativa (P<0.05) disminucidn de la densi-
dad algal en cada uno de los tratamientos con
exposicion a los metales, con excepcidn de los
cultivos expuestos a 0.1 y 1.0 mg:I* de Cd y
Cu, a las 24 hr, donde la disminucion de la den-
sidad algal fue no significativa (P>0.05) con
respecto a la inicial (Fig. 1). Un caso similar
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ocurrié con el Hg, pero sélo a la concentracion
de 0.1 mg-IL.

Todos los metales ensayados produjeron
una tendencia de decrecimiento acelerado hasta
las 48 hr, evidenciandose una letalidad cercana
al 50%, para todos los tratamientos a partir de

5 mg-I't (Fig. 1). Esta letalidad fue menos pro-
nunciada después de las 48 hr.
Laconcentracion letal al 50% de la poblacion
microalgal (CL,) fue mayor para las microalgas
expuestas al Pb, con una relacion de efecto letal
de Pb> Hg> Cd> Cu, donde la concentracién

Fig. 1. Efecto del Cd (O), Cu (O), Hg (m)y Pb (@) a las concentraciones de 0.1; 1; 5; 10 y 20 mg/I sobre cultivos en fase

logaritmica de la microalga Tetraselmis chuii.

Fig.1. Effect of Cd, Cu, Hg y Pb to the concentration of 0.1; 1; 5; 10 y 20 mg/l on logaritmic phase culture of microalgae

Tetraselmis chuii.
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del Pb (0.4 mg-I"t) fue casi 3 veces menor que
la establecida para el Hg (1.1 mg-I"") y mas de
13 veces menor que la del Cd (5.4 mg-I'Y) y Cu
(6.4 mg-I'Y) (Cuadro 1).

DISCUSION

Todos los metales ensayados a las dife-
rentes concentraciones tuvieron un efecto letal
en la microalga Tetraselmis chuii, a excepcion
del tratamiento con exposicion al Cuy el Cd a
la concentracion menor ensayada (0.1 mg-I'h),
los cuales si bien proporcionaron densidades
celulares menores al control (sin exposicion al
metal), produjeron, una mayor densidad celular
que la inicial del bioensayo, sugiriendo una
activa division celular. Este comportamiento,
puede estar relacionado con la utilizacién del
Cu como micronutriente (Rodriguez y Rivera
1995). En el caso del Cd, aunque este metal
no ha sido establecido como micronutriente,
estudios recientes (Cullen et al. 1999, Sunda
y Huntsman 2000) han considerado que puede
actuar como tal cuando se encuentra en con-
centraciones trazas y existe limitacion de algu-
nos micronutriente esenciales; situacion que
probablemente fue establecida en los cultivos
ensayados, ya que el bioensayo se establecio
con cultivos en una fase logaritmica avanzada,
donde gran parte de los elementos trazas del
medio de cultivo, probablemente se encontra-
ban consumidos. Estos resultados, con respecto
al Cd, son acordes con Romero (1999), quien
en un estudio realizado con Tetraselmis sp. y
Chaetoceros sp. encontrd que la disminucion

del crecimiento poblacional de estas microalgas
ante el Cd se manifiesta a partir de concentra-
ciones superiores a 4.0 mg-I%.

Con la excepcion del Cuy Cdy en concen-
traciones superiores a 0.1 mg-I" |, se observd
un decrecimiento acelerado hasta las 48 hr, a
partir de cuando la proporcion de letalidad se
hace menos pronunciada, posiblemente, debido
a adaptaciones de las células como producto
de la bioacumulacion de los metales a través
de procesos antitoxicos. En este sentido, es
importante sefialar, que se observé una tenden-
cia del aumento del volumen celular a medida
que transcurria el tiempo de exposicién y con-
centracion de los metales (datos no mostrados).
Observaciones similares fueron informadas por
Rereiz et al. (1994) en cultivos de la diatomea
Phaeodactylum tricornutum expuestos a dife-
rentes concentraciones de Cu. Estudios sobre
la fisiologia y ultraestructura de la microalga
con la determinacion de procesos enzimaticos
de sintesis de proteinas relativas a procesos
antitdxicos, tipo metalotioninas, son necesarios
para dilucidar dicha hipotesis.

El metal que produjo mayor efecto fue el
Pb, seguido del Hg, con los cuales se obtuvieron
una concentracion letal al 50% de la poblacion
en los cultivos de Tetraselmis chuii, muy supe-
rior a las ejercidas por el Cu y el Cd. Esto corro-
bora la mayor letalidad del Pb y Hg, dos metales
no esenciales para el crecimiento microalgal.

Aunque la mayoria de los estudios de
efectos toxicos agudos en organismos acuati-
cos se realizan como una respuesta a periodos
de 96 hr (Esclapés 1999), la condicion de
reproduccion rapida de las microalgas y el

CUADRO 1
Concentracion letal al 50% de los metales Cd, Cu, Hg y Pb en la microalga Tetraselmis chuii

TABLE 1
Lethal concentration at 50% of the heavy metal Cd, Cu, Hg and Pb in the microalgae Tetraselmis chuii

Metal CLg, (mgll)
Cadmio 5.44
Cobre 6.44
Mercurio 1.14
Plomo 0.40
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Limite Inferior

Intervalo de Confianza al 95%
Limite Superior

4.185 7.175
5.133 8.324
0.053 4.582
0.001 1.583
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mayor efecto de los metales pesados de leta-
lidad mostrada antes de las 48 hr, observada
en el presente estudio, sugiere la reduccion
del tiempo de exposicion de los metales
en microalgas a 48 hr para un protocolo de
efectos agudos. La implementacion de dicha
reduccion del tiempo de evaluacion, permi-
tiria menos costos de la prueba y una mas
rapida evaluacion, evitando la posible adapta-
cion microalgal a los metales, lo cual pudiera
enmascarar el efecto téxico del xenobiotico.
Debido al caracter amplio en la utilizacion
de actividades de cultivo en zonas tropicales de
Tetraselmis chuii, y caracteristicas deseables
para establecer pruebas de toxicidad como su
volumen celular, el cual permite facilmente
realizar monitoreos con cdmaras de recuento
celular, universalmente utilizadas, asi como
la sensibilidad ante metales pesados mostrada
en el presente estudio, permiten recomendarla
como una especie modelo para la utilizacion en
pruebas para estimar efectos toxicos por xeno-
bioticos en ambientes marinos tropicales.
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RESUMEN

El presente trabajo determina el efecto toxico de los
metales cadmio (Cd), cobre (Cu), mercurio (Hg) y plomo
(Pb) en la microalga tropical Tetraselmis chuii (Butcher,
1959). Se expuso, por triplicado, 50 ml de cultivo (f/2
Guillard) de la microalga en fase de crecimiento logarit-
mica ante las concentraciones de 0 (control); 0.1; 1.0; 5.0;
10.0 y 20.0 mg-I* durante 96 hr. La evaluacion del efecto
letal se realiz6 diariamente, mediante recuento celular
con una camara de Neubauer. En el tratamiento control,
sin exposicién al metal, se observé un incremento de la
densidad celular, en contraste con un decrecimiento en
los tratamientos con exposicion a los metales, los cuales
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fueron acelerados hasta las 48 hr, a partir de cuando el
decrecimiento se hizo menos pronunciado. Una excepcion
se produjo con el Cd y el Cu a las 24 h, donde no se deter-
min6é decrecimiento significativo, probablemente debido
a su capacidad de actuar como micronutriente a bajas
concentraciones. EI metal que produjo mayor efecto fue
el Pb, produciendo una letalidad al 50% de la poblacion
microalgal a 0.40 mg-1%, la cual fue casi tres veces menor
que la establecida para el Hg y més de 13 veces menor que
la del Cd y Cu. Se recomienda la microalga Tetraselmis
chuii como especie modelo para la utilizacion en pruebas
en funcién estimar efectos toxicos por xenobiéticos en el
ambiente acuéatico marino tropical.

Palabras clave: metales pesados, contaminacion, Tetraselmis
chuii, toxicidad, fitoplancton.
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