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ABSTRACT

PHOSPHATEINCORPORATION IN CHARA HISPIDA L.

In this paper phosphate exchangeon Chara hispida L. hasbeen measuredat different conditions of | 1gh1 and initial phosphate

concentrations. The phosphate incoporation is higher in ligth than in the dark: 777.8 pmol. g

''s-tand 500 pmoal.g.”' s

respectively. The initial rate of phosphate incorporation is proportional to the initial concentratlon which, furthermore, deier-
minesthefina external equilibrium concentration in the culture medium.

INTRODUCCION

La incorporacién de fosfato y sulfato en characeas
es activa incluso ¢n contra de gradiente electroquimi-
co entre la vacuoia y € medio externo (Robinson,
1969a; Hoagland y Davies, 1923, 192); Saddler.
1970a; Smith. 1966). Segln e« ios resutiados tiene que
existir, en alguna ,:arte entre la vacucla v e medio
externo un transportaaor especifico. ya sen en el plas-
malema o0 en el tonoplasto.

El objeto de este trabaio es cuantificar la entrada de
fosfato a las células de C. hispida partiendo de con-
ccntraciones naturales. ya que los experimentos para
dilucidar esta cinética se realizaron con cantidades de
fésforo que el macrofito jamas encontrard en todo su
ciclo vital (Smith, 1966).

L os objetivos concretos fueron tres:

|.-Medir la tasa de incorporacién de fosfato en C.
hispida partiendo de concentraciones naturales de
fosfato tanto en luz como en oscuridad.

2.-Determinar la influencia de la concentracion
inicial de fosforo en las tasas de incorporacion.

3.—Determinar cud es la concentracion externa de
equilibrio, esto es, la concentracion de fésforo en el
medio externo a la cual ya no existe intercambio neto
de fosfato.
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METODOLOGIA

Para alcanzar los anteriores objetivos se realizaron
experimentos en el laboratorio con material recogido
con una draga de cuchara en Wellbank Quarry, lago
natural situado al norte de Dundec. El material se
transportaba al laboratorio en bolsas de pléstico y
una vez alli se cortaban los dpices y se situaban en un
medio de cultivo adecuado (Andrews y Raven, en
prensa) a 16°C. con luz artificial de igual intensidad
que la usada luego en los experimentos.

Al menos diez horas antes de iniciar 1os experimen-
tos, los éapices se seleccionaban, se determinaba €
peso fresco y se situaban en los botes de incubacién
en una proporcién aproximada de 1 g. de peso fresco
por cada 100 ml. de medio de cultivo.

El medio de cultivo que se afiadia a los botes en ese
momento (en la preincubacion) era igual al anterior
(Andrewsy Raven, en prensa) pero no contenia fosfo-
ro. S se omite la preincubacion en un medio de culti-
vo libre de fésfoi-o, la tasa de incorporacidn inicial
gueda enmascarada por una alta tasa de excrecion
(Figura 1). En Scencdesmus sp. ocurre algo similar
con cultivos incubados sin deficiencia de fésforo (Vi-
llalobos, inédito).

Después de afiadir una determinada cantidad de
fosfato se seguia su desaparicion tomando muestras
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Figura I.-Representacion de lavariacion de ion fosfato con € tiempo en botes sin preincubacion en medio librede fosforo.
Variation of external phosphate concentration with timein flasks without preincubation in a medium phosphorus—free.

=3
umol POA g

® Botes opacos.
A Botes transparentes

-1
» 500 pmol g

-1 -1
0.5 1 ¥ 4 233pmol g s
S

777pmol 9 s w

-1 -1
355pmotl g s w

0 05 1 15 I (horas)
Figura 2.— Representacion de la variacion de la concentracién de fosfato con respecto al tiempo con preincubacion en medio libre
de fosforo. Sobre lagréfica se especifican los valores de las tasas de incorporacion méaxima y minima.
Variation of external phosphatc concentration with time in flasks preincubated in a phosphorus—free mediuni.
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Figura 3.- Representacionde la variacion de la concentracién de ion fosfato con respecto a tiempo partiendo de concentraciones
iniciales distintas.

Variation of the external arnount of phosphate against time starting from differents initial phosphate concentrations in the culture
medium.
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Figura 5.-Representacion de fa variacion de la concentracion de fosfato con respectoal tiempo sin agitacion continua.
variation of external phosphate concentration against time withouth continuous shaking.



de 1 ml. para cada intervalo de tiempo. La concentra-
cion de fosforo se determing con el método de Fer-
nandez et al., (1985) en su versién manual, eliminan-
do los pasos previos usados para eliminar las interfe-
rencia-<on silicatos y arsenatos que no estaban pre-
sentes en el medio de cultivo.

Todos los experimentos, excepto e de cuyos resul-
tados se presentan en la figura 5, se hicieron con agi-
tacion continua suave. Finalmente las diferentes con-
centraciones de fosfato se referian a peso seco (24 h.
80°C.).

RESC'LTADOS

En la Figura 1 se presenta la variacién de la canti-
dad de fésforo externo cuando los apices han sido
preincubados en el medio de cultivo completo (An-
drewsy Raven, en prensa). Durante las dos primeras
horas se observa una liberacién de fosfato mayor en
oscuridad que en luz.

Cuando los ejemplares son preincubados en un me-
dio de cultivo libre de fosforo la primera respuesta es
una incorporacién con una tasa inicial mayor en luz
que en oscuridad: 777.8 pmol. g! s! frente a 500
pmol. g s*!'. Las concentraciones de equilibrio fina-
les son mayores en oscuridad que en luz: 0.38 mol.
g y0.21 mol. g! respectivamente (Figura 2).

En la figura 3 se representa la variacion de la con-
centracion externa de fosfato partiendo de concentra-
ciones iniciales diferentes; como puede verse la tasa
inicial es mavor cuanto mas alta es la concentracion
de partida. Asimismo la concentracion final de equi-
librio sigue la misma pauta.

Las tasas iniciales de incorporacién son proporcio-
nales a la cantidad de fosfato inicial afiadida:

(1) V=4.03x10"'" P-3.27x10°" r’=0.95

donde: V es la tasa de entrada de fosfato en los pri-
meros 35 minutosy P la concentracién inicial de fos-
fato afiadida al medio de cultivo (expresadas en mol
¢! s ymol g! respectivamente).

Cuando los experimentos se realizaban sin agita-
cion, las tasas de incorporacion son menores 0 negati-
vas (hay liberacion de fosfato) y las diferencias entre
botes transparentes y opacos son irrelevantes.

DISCUSION

Los resultados de Smith (1966) en Nitella transiu-
cens muestran que la incorporacion de fosfato sigue
una cinética de saturacion tipica que sugiere algin
proceso activo relacionado con la entrada de fosfato.
ademas la incorporacion queda inhibida en presencia
de desacopladores de la sintesis de ATP. La satura-
cion de los transportadores de membrana se da a tan

altas concentraciones, 4.000 uM aproximadamente
(Smith, 1966), que se elimina la posibilidad de un fre-
no de la cinética de entrada por exceso en la cantidad
de fosfato externo, incluso con concentraciones cinco
veces superiores (figura 4) a las maximas a las que
vive @ macroéfito (Andrews, 1982).

En cuanto a las tasas de entrada. los resultados de
este trabajo las sitlan por debajo del rango que da
Smith (1966) para N translicens y Raven (1981)
para C corallina (Tabla 1).

Los datos obtenidos en luz y en oscuridad, sin agi-
tacion coinciden con los de Smith (1966) donde las
diferencias entre las tasas de incorporacién a bajas
concentraciones, en esas condiciones no son impor-
tantes.

En los experimentos con agitacion, ambas cinéticas
son diferentes. debido a que, a bajas tempcraturas. la
diferencia entre € aporte energético con luz y sin luz
es importante. En Scenedesmus sp, con temperaturas
elevadas (23°C) no existen c:ferencias entre las veloci-
dades de entrada de luz y en oscuridad (Villalobos.
inédito).

Las concentraciones finales de equilibrio que se
han obtenido (0.38-0.21 mol g') coinciden con las de
Bieleski (1973) y son mas altas que las tedricas calcu-
ladas de la ecuacién (1) cuando no hay flujo de fosfa-
to (0.08 pmol g™).

Esta diferencia podria deberse a excrecion. libera-
cion por parte de compuestos inorganicos que contie-
nen fésforo o saturacion de los transportadores de
membrana por la cantidad de fésforo interno por un
mecanismo andlogo al descrito por Glass (1976) para
el potasio. aungue gran parte del fésforo es retirado a
la vacuola por encima de una determinada cantidad
en €l citosol (Smith, 1966; Raven, 1974a).

CONCLUSIONES

La tasa de incorporacién de fosfato. partiendo de
concentraciones naturales, en luz es mayor que en 0s-
curidad: 777.8 pmol g-' s7' frentea 500 prnol ¢! s-'.

La tasa inicial (primeros35 minutos) de entrada dc
fosforo es proporcional a la cantidad de fésforo pre-
sente en el medio de cultivo. La relacién entre ambas
variables queda expresada por la ecuacion:
V=4.03x10-'" P=3.27x10-"! con un r* de 0.95. (Valo-
res de P expresadosen mol g! y de V en mol ¢! s7').

La concentracion externa de equilibrio oscila entre
0.38 y 0.21 pmol g, y es mayor en oscuridad que en
luz. Por otra parte depende dc la concentracion ini-
cial de fosfato a inicizr cada experimento: 0 mayor
concentracién inicial. mayor es la concentracién fina
de equilibrio.
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ESPECIE TASA DE INCORPORACION REFERENCIA
Nitella translucens 40-517 Smith (1966)
Chara corallina 10-129 Raven (1981)
Chara hispida luz 27-60

Osc. 18-38 Este trabajo

Tabla 1.-Comparacion de lastasas de incorporacion de fosfatoen distintosautores para las distintasespecies. * Val ores expresados

en pmol, por grano de pesd frescoy por segundo.
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