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RESUMEN

El efecto de cobalto (Co) en especies de fitoplancton fue
investigado en el campo y en experimentos de laboratorio.
Muestras fueron colectadas de la Costa Oeste de Suecia (COS)
a bordo del B/I "Skagaerak" en Julio de 1997; ademas, cultivos
de fitoplancton fueron cultivados a diferentes adiciones de Co
en el laboratorio. Se desarroll6 un metodo de deteccion para Co
total y disponible. Utilizamos voltametria adsortiva de
redisolucion catodica, (VARC) por pulso diferencial (PD), el
cual dio mejores resultados que barrido lineal, utilizando el
sistema nitrito Co-nioxime. En la COS las concentraciones de
Co fueron mas altas en la superficie, disminuyendo conforme
aumentaba la profundidad. Casi todo el Co presente en la
superficie estaba en forma disponible. Concentraciones
generales de Co fueron mas altas a lo largo de la COS que en
otras partes del Skagerrak. Los experimentos de laboratorio
mostraron que por lo menos dos de las especies de fitoplancton
(Synechococcus sp. y Chaetoceros sp.) tienen un requerimiento
de Co como ion libre, sin embargo no es absoluto. Por otro
lado, la haptophyta Prymnesium parvum no presento
requerimiento de Co en su forma ionica, pero puede necesitar
vitamina B12. Es posible tambien que el Co este compitiendo
con el Zn en esta especie. Nuestra invesitgacion muestra que el
Co es un micronutriente importante, especialmente en la forma
del complejo Co-cobalamina (B12) o cualquiera de sus
analogos. La pregunta es, sin embargo, si alguna de estas
especies tienen la habilidad de producir B12 para sus
requerimientos metabolicos. Las haptophytas son un grupo de
microalgas que se encuentran ampliamente distribuidas en
aguas Suecas, y algunas de ellas son especies formadoras de
florecimientos algales nocivos (i.e. P. parvum o C. polylepis).
Con base en nuestros resultados, y asumiendo que estas
especies tienen un requerimiento de Co como nutriente, un
florecimiento de haptophytas puede ocurrir en la Costa Oeste de
Suecia.
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INTRODUCCION

La acumulacion de trazas metalicas por
fitoplancton marino ha recibido, en afios recientes,
considerable atencién debido a que tiene relacién
directa con los efectos nutricionales y toxicol6gicos
de metales, y en los ciclos biogeoquimicos de
metales en sistemas marinos (Fisher y Reinfelder
1995).

Quiza la principal caracteristica de muchos
metales en el océano es que son micronutrientes
esenciales, los cuales deben ser asimilados y
concentrados dentro de las células para poder
alcanzar sus requerimientos nutricionales. La
ausencia de ciertos metales puede limitar el
crecimiento de algas y, por lo tanto, la
productividad primaria en amplias regiones del
océano. Sin embargo, trazas metalicas pueden
también ser tdxicas cuando se encuentran en altas
concentraciones, y actlan de la misma forma que
los nutrientes; esto es, necesitan ser introducidas en
la célula para poder ver sus efectos (Fisher y
Reinfelder 1995). La especiacion de metales en el
agua es quizas el principal factor que afecta la
biodisponibilidad de metales para especies de
fitoplancton marino; esta especiacion es, en turno,
un factor de la quimica del agua (Turner 1995).

Cuando tazas metalicas forman complejos
con particulas organicas u otro agente que forme
complejos, se vuelven menos reactivos a la
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superficie de las células de fitoplancton; la razon es
que estas particulas y los agentes que forman
complejos compiten por los mismos sitios de union
en la membrana plasmatica del fitoplancton. Asi, la
presencia de metales en forma de complejos y la
adsorcion en las particulas podria explicar la baja
toxicidad de distintas trazas metalicas presentes en
el agua, incluso si su concentracion total es alta.

Las trazas metélicas pueden influir en el
crecimiento y en la acumulacién de biomes de
especies de fitoplancton (Harrison and Morel 1983;
Murphy et al. 1984; Rueter y Morel 1981; Sunda et
al. 1981; Sunda y Huntsman 1983). Dicho efecto
puede ser positivo, al incrementar el crecimiento y
la reproduccion de fitoplancton; o puede ser
negativo limitando o inhibiendo la productividad.
Por lo tanto, la distribucidn de trazas metalicas en el
océano, las fuentes y las rutas que siguen, pueden
ser factores importantes cuando se quiere
determinar la composicion de especies en aguas
ocednicas y neriticas.

El cobalto es una traza metalica que se
presenta en agua marina principalmente en forma
del ion Co2+, como en forma de complejos con
carbonates, sulfates y con cloro (Ahrland 1975;
Morel y Hering 1993); puede también existir Co3+
en forma de complejos organicos dentro del rango
de pH en aguas naturales. Co2+ existe en forma de
cation divalente, el cual forma complejos organicos
disponibles, mientras que Co3+ forma complejos
inhertes u oOxidos (Moffett y Ho 1996). El Co es
rapidamente removido del agua de mar por medio
de mecanismos bidticos y abidticos. En aguas poco
profundas, cerca de la costa, hasta un 98% del metal
puede ser encontrado en sedimentos y suspendido
en forma de particulas (Robertson et al. 1973).

El cobalto es necesario para el fitoplancton en la
sintesis de cianocobalamina (vitamina B12) y por lo
tanto es una traza metalica importante. Esto es
particularmente cierto ya que las concentraciones de
cobalto en aguas oceanicas son extremadamente
bajas, e.g. 4-50 pM en el Pacifico Norte (Martin
and Gordon 1988; Martin et al. 1989) y 20 pM en el
Atlantico Norte (Granéli y Haraldsson 1993);
mientras que son, por ejemplo, un poco mas
elevadas en areas costeras del oeste de Suecia, e.g.
100-1000 pM (Granéli y Haraldsson 1993). Knauer

et al. (1982) ha estimado que el tiempo de
residencia del cobalto es de entre 30 y 50 afios.

Estudios han demostrado que el cobalto
puede estimular el crecimiento de cianobacterias,
asi como el proceso de fijacion de nitrogeno
(Granéli y Risinger 1994; Holm-Hansen et al. 1954;
Iswaran y Rao 1964). Price y Morel (1990) han
demostrado que el cobalto puede substituir al zinc
en procesos metabolicos dentro de las células del
fitoplancton. El fitoplancton requiere de la vitamina
B12 para su crecimiento (Granéli y Risinger 1994;
Guillard y Cassie 1963; Ohwada y Taga 1972; Swift
1980; Swift 1981).

Con base en lo anterior, es claro que el Co
es una traza metalica importante para el
fitoplancton. Nuestro objetivo es definir la relacion
gue existe entre las concentraciones de cobalto en el
agua y los niveles de produccion de especies
comunes en aguas Suecas, tomando en
consideracion sus tasas de crecimiento y la forma en
gue se ven afectadas por el Co.

MATERIAL Y METODOS

Area de estudio

El fiordo de Gullmar, el cual se encuentra
localizado a lo largo de la Costa Oeste de Suecia,
entre GoOteborg y Tjarnd, ha sido objeto de
frecuentes  observaciones  oceanograficas vy
biolégicas. Una caracteristica de que lo diferencia es
el hecho de que es el Unico fiordo en Suecia que
presenta un manto. El fiordo mide 30 km de largo y
3 km de ancho, con una profundidad maxima de 120
m, y con una profundidad en el manto de 45 m
(Lindahl y Hernroth 1983). La estratificacion del
agua dentro del fiordo es permanente e importante.
Normalmente se forman tres capas en la columna de
agua.

La primera es una capa superficial muy
delgada que se extiende hasta una profundidad de
aproximadamente 20 m. Este cuerpo de agua, el
cual proviene de la Corriente del Baltico y por lo
tanto posee altos niveles de nutrientes, domina la
zona eufotica del fiordo y es de baja salinidad (18-
30). Por debajo de esta se encuentra un cuerpo de
agua cuyo origen es del Skagerrak, esta agua
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estaciones en las que se colecto agua.

Tabla 1. Ubicacidn de las estaciones de muestreo analizadas durante el crucero de investigacion a bordo del R/V Skagerak, asi como aquellas
ubicadas en el Fiordo de Gullmar; se incluye la profundidad méaxima y la de muestreo. * Informacién de profundidad se muestra solo para las

Estacion Latitud Longitud Prof. (m) Prof. muestreo (m)* Comentario
OT1 58°11'N 11°27'E 15 5,12 Ellosefjord
oT2 58°13'N 11°32'E 145 5 SO de Koljofjord
oT3 58°18'N 11°34'E 43 10,30 Kungsviken
oT4 58°16'N 11°40'E 55 5,30 Kalvofjord
0oT5 58°18'N 11°46'E 41 5,30 Havstensfjord
oT6 58°20'N 11°52'E 46 5,30 Byfjorden (Uddevalla)
oT7 58°12'N 11°51'E 25 5 Ljungkile
oTs8 58°06'N 11°48'E 37 5,25 Stenungsund
0oT9 57°55'N 11°41'E 51 3,10,30 Marstrand (Algon)
GF1 58°19'N 11°32'E 119 5,6,20,50,90 Djuphalan
GF2 58°16'N 11°29'E 57 7,8,20 Ingela's
GF3 58°23'N 11°37'E 61 4.5,8,20 Bjorkholmen
GF4 58°15'N 11°22'E 53 1,12 Fjord entrance

Tabla 2. Nimero de clon, medio de cultivo y origen de las especies de fitoplancton muestreadas.

Especie Clon No. Medio Aislado por Origen
Dinoflagellates
P. micans® LAC 44 f/2 - Si Lund
A. carterae LAC 1 /2 - Si E. Graneli Lund
Prymnesiophyta
E. huxleyi 92A 2 -Si W. Blackley MarBot
P. parvum LAC 39 2 - Si Lund
P. pouchetii LAC 31 f/2 - Si L-A. Gisselson Lund
C. polylepis LAC 52 2 -Si L. Elder Lund
Cyanobacteria
Synechococcus sp. DC2 /12 - Si L. Brand MarBot
Diatoms
Chaetoceros sp. LAC 19 /2 + Si L-A. Gisselson Lund

presenta una salinidad que oscila entre 31-33 y
normalmente cubre un rango de profundidad que va
de 20 a 50 m. Finalmente existe un cuerpo de agua
profundo que se encuentra por debajo de la
profundidad del manto, con salinidad que varia de
34-35, que proviene del Mar del Norte y que cubre
la mayor parte de la cuenca profunda del fiordo
(45-120 m). Se puede encontrar una termoclina algo
pronunciada dentro del fiordo de Mayo a
Septiembre a una profundidad de 15 a 20 m
(Lindahl y Perissinotto 1987). El Fiordo de Gullmar
se ve afectado por cambios en los patrones de viento
que afectan la aparicion y distribucion vertical de
distintas masas de agua. Es importante mencionar
gue el agua que se encuentra por debajo del manto,
esto es, el agua cuerpo de agua profunda, es
remplazada normalmente solo a finales del invierno
0 a principio de la primavera cuando las condiciones

permiten una circulacién profunda (Lindahl y Dahl
1988).

Experimentos de Campo

Muestras de agua de mar fueron colectadas
para su analisis a lo largo de la costa Noroeste de
Suecoa y dentro del Fiordo de Gullmar. Del 27 al 31
de Julio se realizo un crucero de investigacion a
bordo del “R/V Skagerrak”, donde se colectaron
muestras de nueve estaciones (OT1-0T9) a lo largo
de la costa Noroeste de Suecia. En adicion a esto,
muestras de agua también fueron colectadas para su
analisis en cuatro diferentes estaciones dentro del
Fiordo de Gullmar, aunque estas muestras
solamente fueron usadas para el desarrollo del
método de deteccion de Co. La posicion,
profundidad de la estacion y la profundidad de
muestreo se muestran en la Tabla 1. En todas las
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estaciones se obtuvo un perfil de clorofila in situ
utilizando un CTD (Conductividad, Temperatura y
Profundidad). Muestras para el andlisis de trazas
metalicas, ademas de muestras para el analisis de
pigmentos y nutrientes fueron colectadas usando
botellas Go-Flo a diferentes profundidades
dependiendo tanto de la clorofila maxima y la
maxima profundidad.

Muestreo de Trazas Metalicas

Las muestras de polietileno usadas para las
muestras de trazas metalicas fueron lavadas con 1M
de HCI previo a su uso, enjuagadas con agua Milli-
Q (18.2 MOhmz de calidad de agua), y enjuagadas
con agua de la muestra dos veces antes de llenar la
botella. Finalmente, las botellas fueron colocadas
dentro de bolsas de polietileno y dentro de un
refrigerado hasta que fueran analizadas. A lo largo
del muestreo se tuvo especial cuidado con el manejo
del agua para evitar cualquier tipo de contaminacion
por metales.

Todas las muestras fueron filtradas
utilizando presion de aire a través de un filtro
Nuclepore (0.4 um) antes de ser analizadas. Todos
los experimentos voltamétricos se llevaron a cabo
usando un voltdmetro pAutolab (Echochemie) con
una celda voltamétrica Metrohm VA 663, la cual
estaba conectada un electrodo de gota de mercurio
(EGM), el voltdmetro y el EGM fueron controlados
por computadora con el programa GPES 4.4
(Echochemie) para Windows.

Anélisis of Cobalto

Una solucion buffer de amonio 1M fue
preparada al afiadir 16 mL de NHyen. @ 174 mL de
agua Milli-Q, se afiadieron también 10 mL de HCI
concentrado. Una solucién 5M de nitrito, la cual
ayuda a mejorar la sefial del cobalto, fue preparada
al afadir 34.5 g de NaNO; a 100 mL de agua Milli-
Q. Finalmente, una solucién 10 mM de Nioxime
(ciclohexano-1,2-dicetona dioxime) fue usada para
la formacion de un complejo Co(ll)-nioxime. Para
la determinacion del blanco, agua de mar del
Océano Atlantico que habia sido previamente
digerida por UV, fue utilizada. Esta agua fue
purificada al pasarla a través de una columna
Chelex-100, la cual tiene una eficiencia para

remover cobalto del 95% (Vega y van den Berg
1997). Para la determinacion del cobalto disponible
por voltametria adsortiva de redisolucion catddica
(VARC), 20 mL de muestra fueron puestos en la
celda voltamétrica, el pH fue ajustado con la adicion
de 400 pL del buffer pH 9.1 de amonio (1M).
Despues de esto, se afiadieron 40 pL de 10 mM
nioxime y 4 mL de 5M NaNO,. La muestra fue
purgada durante cuatro minutos antes de la
digestion por nitrégeno; esto fue hecho para
remover al oxigeno disuelto de la muestra
(Bobrowski 1990; Bobrowski y Bond 1992; Donat y
Bruland 1988; Gao et al. 1996). El potencial de
deposicion fue de -0.9 V por 60 segundos. Después
de la medicion inicial, adiciones subsecuentes de 40
pL de 50 nM (nanomol/Kg) Co fueron hechas para
mejorar la sefial. Concentraciones de cobalto fueron
calculadas utilizando la informacion estandar de las
sefiales de adicion.

El cobalto total fue calculado con el mismo
procedimiento previamente descrito, excepto que las
muestras fueron irradiadas con luz UV para romper
cualquier tipo de complejos organicos. Se utilizo un
sistema UV (ACE Glass), el cual tenia una lampara
UV de 1200 W. Las muestras fueron irradiadas
durante 3 horas en tubos de cuarzo que habian sido
previamente limpiados con &cido.

Experimentos de laboratorio

Se realizaron experimentos utilizando
cultivos para determinar la respuesta de especies de
fitoplancton a diferentes concentraciones de cobalto.
En casi todos los experimentos, agua de mar filtrada
(0.4 um de didametro de poro) para el medio de
cultivo fue colectada en la Estacion de Investigacion
Marina de Kristineberg, en el Fiordo de Gullmar,
utilizando una bomba de agua profunda. Las Unicas
excepciones fueron tres experimentos en los que las
replicas fueron realizadas utilizando agua de mar
filtrada del Atlantico (Ocean  Scientific
International, General Purpose Seawater, GPS-1).
En todos los cultivos la salinidad fue ajustada a 26
con la adicion de agua Milli-Q.

Varios puntos necesitan ser discutidos
cuando se quiere crecer cultivos de fitoplancton
utilizando poblaciones naturales y agua de mar
natural, con la intencion de evitar cualquier tipo de
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contaminacién en el medio de cultivo y para obtener
resultados que sean lo mas cercanos posibles a lo
gue sucede en la naturaleza. ElI primero de estos
puntos es el uso de contenedores de vidrio y de
plastico para los cultivos. Se ha encontrado que la
adsorcion de varios metales en las superficies de
cristales y de plasticos es réapida y extensa
(Huntsman y Sunda 1980). La contaminacion por
metales en muestras de agua analizadas ha
eliminado la evidencia de limitacion de trazas
metéalicas en el medio (Brand et al. 1983). Existe
también la tendencia del fitoplancton y de las
bacterias de crecer y acumularse en las paredes de
estos  contenedores, que producen  densas
poblaciones que se encuentran distribuidas de
manera desigual, y que no se asemejan a las que se
encuentran en la naturaleza.

El segundo punto tiene que ver con los
cambios quimicos del medio de cultivo y de los
metales que han sido afiadidos a este en la escala del
tiempo. En la mayoria de los casos, la adicién de un
quelante a un medio rico en metales requiere un
periodo de equilibrio en el cual de forma el
complejo quelante-metal. Si esto no se mantiene en
mente, los resultados obtenidos podrian incluir
errores y por lo tanto una interpretacion precisa de
los cambios en crecimiento es imposible. En todos
los casos, el agua de mar utilizada en los medios de
cultivo fue esterilizada utilizando la técnica de
microondas descrita por Keller et al. (1988). Esta
técnica es rapida y no contamina el medio de cultivo
con trazas metélicas, y tampoco causa precipitacion.
Todas las soluciones stock y de nutrientes fueron
esterilizadas en la misma forma que el agua de mar.

El medio de cultivo para todos los
experimentos fue preparado de la siguiente forma:
50 uL de 0.886 M nitrato (NO5), 0.0746 M fosfato
(PO,*) y 10 mM de hierro (Felll) como complejo
de citrato fueron afadidos, cada uno, como
nutrientes; ademas, se afiadieron 50 pL de 0.089 M
silicato a las diatomeas. 50 pL de una solucion
stock de vitaminas f/2 se afiadieron solamente a los
cultivos control. 100 pL de 50 mM (0.05M) EDTA
(4cido etilen-diamino-tetra-acético) fueron afiadidos
a cada cultivo como agente para formar complejos,
para una concentracion final de 100 uM EDTA.
Finalmente, adiciones de cobalto fueron hechas al

afiadir 10 pL y 100 pL de 50 uM cobalto para una
concentracion final de 10 nM y 100 nM
respectivamente, dejando un cultivo sin adicion de
cobalto. Todos los cultivos se hicieron con cuatro
replicas para cada concentracion de Co (0, 10 y 100
nM), mientras que un solo experimento tuvo tres
replicas.

Todos los cultivos fueron inoculados con
1mL de cultivos stock de fitoplancton para cada una
de las especies que fueron estudiadas. Aquellos que
fueron cultivados en el departamento de Quimica
Analitica y Marina (AMK) permanecieron bajo
constante iluminacién a una temperatura de 22 °C,
mientras que los que crecieron en el departamento
de Boténica Marina (BM) estuvieron bajo un ciclo
de iluminacion (11 hL:13 hO) proporcionado por
lamparas fluorescentres blancas.

Las especies control en los cultivos (Tabla
2) incluyeron cuatro Prymnesiophyta (Emiliana
huxleyi, Prymnesium parvum, Phaeocystis pouchetii
y Chrysochromulina polylepis), una diatomea
(Chaetoceros sp.), dos dinoflagelados
(Prorocentrum micans y Amphidinium carterae) y
una cianobacteria (Synechococcus sp.). Del primer
set de experimentos (AMK), la fluorescencia de la
clorofila a fue obtenida diariamente utilizando un
fluorometro. Estos cultivos incluian a P. micans, A.
carterae, C. polylepis y Synechococcus sp.

De los cultivos realizados en MB,
solamente cuatro especies respondieron al medio de
cultivo y fueron utilizadas en los experimentos del
cobalto. Tres de ellas (P. parvum, P. pouchetii y E.
huxleyi) fueron contadas diariamente durante cinco
dias utilizando un Citémetro de Flujo FACSCalubur
(Becton y Dickinson), mientras que Synechococcus
sp. fue contada manualmente cada segundo dia
durante 10 dias utilizando un microscopio de luz.
Las concentraciones de células por litro fueron
calculadas y graficadas.

RESULTADOS

Desarrollo del método de deteccion del Coll

La primera etapa involucro el desarrollo de
un método de deteccion de Co que se adapte a las
necesidades de las muestras a analizar. Utilizamos
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voltametria adsortiva de redisolucion catodica,
(VARC) para la determinacion de cobalto
disponible y total.

La medicion del blanco fue de 46 pM
(picomol/Kg) (£ 12 pM 3SD) y la precision
analitica al nivel de 100 pM fue aproximadamente
de 6%.

Adiciones estandar de Co a agua de mar del
Atléantico Norte, previamente irradiada con luz UV,
se muestran en la Fig. 1, estas muestras habian sido
introducidas a través de una columna Chelex y
después fueron analizadas utilizando pulso
diferencial (PD) y barrido lineal (BL). En todos los
casos encontramos que la sensibilidad [nA nM™
min™'] era mas alta con BL que con PD, sin embargo
el cociente entre la sefial obtenida y el ruido

1004
== Pulso diferencial
=~ Barrido lineal

804

60+

== Pulso diferencial
%= Barrido lineal

80+

204

-~ Pulso diferencial
c) <= Barrido lineal

0 100 200 300 400
Cobalto total (pM)
Figura 1. Ploteo por Pulso Diferencial y Barrido Lineal
utilizando Voltametria Adsortiva de Radisolucién Catodica
(VARC) de tres distintas muestras de Agua del Atlantico Norte
irradiadas con luz UV. A) Muestra Chelex 1, B) Muestra Chelex
2. C) Muestra sin Chelex.

producido por el método era mejor con PD. Para
todas las adiciones de Co, obtuvimos una respuesta
lineal con PD, mientras que BL mostro respuestas
no lineares a altas concentraciones de Co con un
cambio en el potencial de pico, lo cual complicaba
mas el analisis del pico méaximo.

Un ejemplo de experimentos con adiciones
estandar en agua en agua que no ha sido irradiada
con luz UV, usando PD y BL puede ser observado
en la Fig.2. En este caso, tres distintas muestras (dos
del Fiordo de Gullmar: GF3 colectada en 970613 y
GF2a en 970709; y una del Mar de Skagerrak
colectada en 961002) fueron analizadas utilizando
PD y BL. Estas muestras se comportaron de forma
similar que las muestras de la Fig.3. Mientras que la
sensibilidad también fue mas alta con BL que con
PD, PD proporciono mejores respuestas lineares que
BL.

Experimentos de Campo

Las concentraciones de cobalto disponible y
total para las muestras colectadas a lo largo de la
costa Oeste de Suecia (muestras OT), de Orust a
Tjorn, se muestran en la Tabla 3. Se incluye
también los cocientes entre Co disponible/total para
las mismas muestras OT. Las concentraciones mas
bajas de cobalto fueron encontradas en la estacion
OT (Stenungsund) a 25 metros (ca. 150 pM),
mientras que la concentracion mas baja de cobalto
disponible se encontr6 en la estacién OT5 (Fiordo
de Havstens) a 30 metros de profundidad (ca. 30
pM). La temperatura in situ, la salinidad y la
clorofila a para las estaciones OT1 a OT9 fueron
graficadas en la Fig.3. Finalmente, la concentracion
de cobalto total (pM) obtenido en cuatro estaciones
del Fiordo de Gullmar, en dos distintas fechas (4 de
Julio y 29 de Agosto, 1997) se muestran en la Fig.
4. En general, los datos muestras que en el fiordo,
las concentraciones de Co son mas altas en regiones
cercanas a la tierra, hacia la region de Bjorkholmen.

Experimentos de laboratorio

Resultados de los experimentos con cultivos
en el laboratorio se muestran en la Fig. 5.

Tasas de crecimiento relativas (p), las
cuales representan duplicaciones por dia calculadas
a partir del Log de la clorofila a in situ, fueron
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comparadas, para cada especie de fitoplancton, con
las concentraciones estimadas de cobalto disponible
(pCo). Se hizo distincion entre los agentes de
formacién de complejos EDTA y DTPA (4cido
dietilen-triamino-pentacético), ya que parecian
afectar los resultados de forma distinta, debido a las
diferencias observadas en las concentraciones de
metales libres de otros metales involucrados,
particularmente Zn (ver Tablas 4a,b).
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Figura 2. Ploteo por Pulso Diferencial y Barrido Lineal utilizando
Voltametria Adsortiva de Radisolucion Catodica (VARC) de tres
distintas muestras. A) Estacién 3 del Fiordo de Gullmar, B)
Estacion Skagerrak "A" y C) Estacion 2a del Fiordo de Gullmar.
Todas las figuras por adiciones estandar.

DISCUSION

Desarrollo del Método de Deteccién del Co (1)

Avances recientes en técnicas de muestreo y
métodos analiticos para la medicién de trazas
metalicas en aguas naturales han permitido, hasta
cierto punto, avances extensos en el entendimiento
de la quimica de trazas metalicas en el océano
(Jickells y Burton 1988).

En un primer grupo de experimentos se
prob6 el efecto catalitico del nitrito. Segln
Bobrowski y Bond (1992), la sensibilidad de un
complejo de cobalto (i.e. Co-DMG, Co-Nioxime) es
mejorada hasta 20 veces por el efecto catalitico del
nitrito;  nuestras  pruebas  mostraron  dicho
incremento en la sefial del Co y todos los
subsecuentes experimentos contenian nitrito en ellos
(Figuras 1y 2).

Mientras desarrollabamos nuestro meétodo
de deteccién de Co, un articulo de Vega y van der
Berg (1997) fue publicado. EI método descrito por
Vega y Van den Berg era similar a la metodologia
gue nosotros habiamos desarrollado, basado en el
trabajo de Bobrowski y Bond (1992), para la
determinacion directa de niveles picomolares de
cobalto por VARC utilizando un complejo cobalto-
nioxime con catalisis por nitrito. Utilizamos el
método de Vega y van den Berg, durante el resto de
nuestros experimentos, sin ningdn tipo de
modificacion a su protocolo.

Una pregunta importante que surgio
mientras realizdbamos nuestras mediciones de la
traza metélica fue: ;qué especie de cobalto es la que
estaba siendo medida por método VARC? De
acuerdo con Byrne et al. (1988), Co2+ forma solo
complejos débiles en agua de mar y a pH de 8.2
hasta un 74% del metal se encuentra en forma de
ion libre hidratado. Por otro lado, de acuerdo a
Zhang et al. (1990), Co (1) puede formar complejos
organicos fuertes en agua de mar. Sin embargo,
durante de la etapa de deposicion del método VARC
por PD, la mayoria de los complejos organicos de
Co3+ son reducidos a Co2+ (e.g. Costa et al. (1971)
encontrd que complejos de Co3+-DMG parecian
sufrir una reduccidn irreversible a Co2+), y por lo
tanto el analito medido por el voltametro se cree que
es Co2+.

VARC mide los iones metalicos libres y
metales que son facilmente disociados de complejos
o de particulas coloidales. Este método no mide, por
si mismo, el contenido total de cobalto pero si mide
la cantidad del analito en forma libre. Este cobalto
libre puede ser visto como un anélogo de la forma
biol6gica disponible del metal, el cual incluiria la
forma idnica libre, asi como cualquier otra especie
que pueda ser desasociada facilmente en una
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solucion acuosa. Ciertos complejos metalicos se
encuentran unidos a compuestos organicos de forma
gue estos no pueden ser separados durante la escala
de tiempo de nuestras mediciones, y por lo tanto el
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Figure 3. Temperatura in situ (°C), Salinidad (PSU) y fluorescencia
de Clorofila a (ug 1'") para las estaciones OT1 a OT9. La posicion 1
corresponde la estacion OT1, la2 alaOT2, la3 ala OTS3, etc.

el metal no es detectado. Para la medicion de
cobalto total, la irradiacion UV de la muestra
destruye estos complejos organicos de cobalto,
permitiendo que el cobalto inorganico pueda ser
medido directamente por VARC.

Inicialmente examinamos la sensibilidad
para cobalto usando el protocolo de Vega y van der
Berg, bajo condiciones de pulso diferencial (PD) y
de barrido lineal (BL) (Figuras 1 y 2). Vega y van
der Berg encontraron que PD proporcionaba
mejores resultados utilizando nioxime, sin embargo

Bobrowski (1990) reporto una mejor sensibilidad
utilizando BL para el sistema Co-nioxime nitrito.
Curiosamente, cuando comparamos los resultados
de la figura 3.2 con las muestras que fueron
irradiadas por luz UV (Figura 1); la sensibilidad se
redujo solo ligeramente, indicando un efecto
pequefio del material surfactante natural el cual
puede competir por espacio en la gota de mercurio.
Observamos respuestas lineares a las adiciones de
cobalto por PD, y sefiales significativas de Co en la
adicion de nivel cero, lo cual puede indicar lo
siguiente: (1) formacién de fuertes complejos
organicos de Co por el Co residual no disponible,
(2) la existencia de una cantidad de Co-nioxime
disponible en la muestra original y (3) la rapida
formacion de complejos del Co afadido por
nioxime, sugiriendo que la competicion de
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Figura 4. Cobalto total (pM) en cuatro estaciones del Fiordo de
Gullmar, durante dos ocasiones distintas: a) 4 de Julio de 1997; y
b) 29 de Agosto de 1997.

complejos naturales de Co es pequefia 0 inexistente.
Con base en los experimentos previamente
descritos, concluimos que PD seria el mejor método
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Figura 5. Tasas de crecimiento para las especies de microalgas
analizadas, en relacion con la concentracién de Co libre (pCo),
distinguiendo entre los agentes de formacion de complejos EDTA 'y
DTPA.

para la determinacion de cobalto disponible y total.
Esto es en contraste con lo que Bobrowski y Bond
(1992) sugieren, quienes encontraron que BL
resultaba en una mejor resolucion y mostraba
ventajas relacionadas con la velocidad de medicién;
sin embargo, sus experimentos hicieron uso de
DMG como agente para la formacion de complejos,
mientras que nosotros decidimos usar Nioxime. De
acuerdo a Donat y Bruland (1988), Nioxime tiene
un alto nivel de selectividad para Co, similar al de
DMG, y forma complejos con Co (Il) mejorando la
adsorcion en el electrodo de gota de mercurio.
También encontraron que la sensibilidad del Co en
presencia de Nioxime era de 2.5 a 20 veces mas
grande para muestras con un buffer de amonio que
aquellas en presencia de DMG. Finalmente,
Nioxime forma complejos mas fuertes con Co (lI),
ademds de que Zhang et al. (1990) habia

demostrado que el lapso de deteccion de DMG era
mas débil que en complejos naturales.

Experimentos de Campo

En el transecto OT (Tabla 1), las
concentraciones mas altas de cobalto total y
disponible fueron encontradas en la superficie en la
estacion OT4 (cerca del fiordo Kalvd). Sin
embargo, los valores en esta estacion son
inusualmente grandes (ca. 1200 pM para el cobalto
total y el disponible), comparados con los de las
otras estaciones, lo cual puede indicar que las
muestras estaban contaminadas antes de ser
analizadas. Tambien es posible, sin embargo, que
haya existidos escurrimientos industriales en la
zona. Segun el Reporte de la Quimica del Agua de
Mar IV del Departamento de Quimica Analitica y
Marina (GU/CTH) (1967) (AMK 1967), se
encontraron niveles muy bajos de O, en el sistema
de fiordos de Uddevalla, particularmente en Koljo
(58°13.65N 11°34.40E) y Byfjorden (58°20.00N
11°52.65E).  Adicionalmente  sugieren  que
posiblemente existan altos niveles de metales en
Havstensfjord (58°18.60N 11°45.20E)
probablemente  causado por las industrias
localizadas cerca de Stengunsund. Estas muestras
tenian un olor suboxico y andlisis subsecuentes
demostraron que se encontraban otros metales en la
muestra, como el Cu y el Zn, en altas
concentraciones (Croot, pers. comm.).

De la informacion colectada en los sitios
OT es claro que la concentracién de cobalto era mas
alta en la superficie decreciendo gradualmente con
la profundidad (Tabla 1), de acuerdo con Granéli y
Haraldsson (1993), en aguas costeras las
concentraciones de trazas metalicas pueden ser
apreciablemente mas altas que en mar abierto
debido a la adicién de metales provenientes de agua
de rio. Por otro parte, se estima que dos tercios del
flujo de cobalto al Océano se deriva de agua que
proviene de los rios (Chester 1990).

Lo que es aun mas interesante es que las
concentraciones de cobalto fueron, en general, mas
altas en la Costa Oeste de Suecia que en el
Skagerrak (ver Croot et al. 2002). La influencia de
la Corriente del Baltico se aprecia claramente en la
Costa Oeste de Suecia. En este aspecto, agua del
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Atlantico Norte analizada por Granéli y Haraldsson
(1993) contenia cerca de 20 pM de Co total,
mientras que las concentraciones fueron un poco
mas altas para el Béltico y el Kattegat.

gue predominan en el area durante esa temporada.
Finalmente, aunque tampoco obtuvimos
informacion de pigmentos para las estaciones del
fiordo de Gullmar; lo que es interesante notar es que

Tabla 3. Cobalto total y disponible para las estaciones OT. Se muestra el cobalto no disponible, asi como el cociente de Cobalto disponible/total.
Estacion Prof. (m) D['ég??)'&le Total [Co] pM No D;)s'&. [Co] Disp./Tot [Co]

OoT1 5 167 224 57 0.75
OoT1 13 94

0oT2 5 105 262 157 0.4

OoT3 10 159 392 232 0.41
OoT3 30 699 174 4.01a
OT4 5 1250 1161 1.08b
OoT4 30 454 586 132 0.78
OoT5 5 267 513 246 0.52
OoT5 30 28 181 153 0.16
OoT6 5 308 358 50 0.86
OoT6 30 405 384 1.05b
oT7 5 258 335 76 0.77
OT8 5 121 202 80 0.6

oT8 25 82 149 67 0.55

oT9 3 144 184 40 0.78

oT9 10 150 185 35 0.81

oT9 30 62 164 102 0.38

De acuerdo con la Tabla 1, las concentraciones mas
altas de cobalto no disponible para las estaciones
OT también se encontraron en la superficie en las
estaciones OT3 y OT4, las cuales fueron las que
presentaron los valores mas altos de cobalto total y
disponible. El cociente de cobalto
disponible/cobalto total (Tabla 1) mostro que por lo
menos un 50% del cobalto que se encuentra en la
superficie esta en forma disponible, con valores que
incrementan a un 80-85% en las estaciones OT6 y
OT7 (Byfjorden cerca de Uddevalla). Cuando se

comparan estos valores con la fluorescencia in situ
(Figura 4), las algas mostraron una tendencia a
concentrarse en la capa de mezcla y se congregaron
just por encima de la picoclina, donde se encuentra
la mayor parte del cobalto disponible.

No fue posible obtener informacion
individual de pigmentos para las estaciones OT, y
por esta razon no podemos obtener ningln tipo de
conclusion con respecto a que grupos algales son los

los valores de cobalto fueron, en general, mas altos
en Bjorkholmen, que se encuentra mas hacia el
interior. Las concentraciones de cobalto tendieron
entonces a disminuir en direccion hacia la entrada
del fiordo; la importancia de esto es que, bajo
condiciones de lo soporten, un florecimiento algal
gue requiere Co como nutriente puede comenzar
desde el interior del fiordo y desplazarse hacia la
entrada del fiordo y al mar abierto. Sin embargo, se
necesitan mas estudios para poder entender mejor
estas relaciones.

Experimentos de laboratorio.

Synechococcus sp. parecio ser afectada por
DTPA y por bajas concentraciones de Co (Figura
3.5), mientras que crecié bastante bien con EDTA 'y
con altas concentraciones de Co. Granéli y Risinger
(1994) encontraron que las tasas de crecimiento del
alga Chrysochromulina polylepis no se veian
afectadas por adiciones de Co que tenian a EDTA
como agente de formacion de complejos. Sin
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Tabla 4a. Composicion del medio de iones metélicos libres (EDTA).

Metal Total [M] nM  log([M]tot/[M]f) -log([M]f)
Co 0.3 2.72 12.24
Cu 6 5.21 13.43
Cd 0.3 2.87 12.39
Fe 500 1151 17.81
Mn 100 0.28 7.28
Zn 10 291 10.91

Cociente [M]tot/[M]f calculado para cada metal bajo las siguientes condiciones: 10 uM
EDTA en agua marina de KMF (S=26), log K’Co(II)EDTA = 7.72, log K’CuEDTA =
10.21, log K’CdEDTA = 7.87, log K’Fe(III)EDTA = 7.72, log K'MnEDTA = 5.28 y log
K’ZnEDTA =7.91.

Tabla 4b. Composicion del medio de iones metalicos libres (DTPA).

Metal Total [M]nM  log([M] tot/[M]f) -log([M]f)
Co 0.3 5.51 15.03
Cu 6 7.79 16.01
Cd 0.3 5.44 14.96
Fe 500 14.24 20.54
Mn 100 1.84 8.84
Zn 10 4.64 12.64

Cociente [M]tot/[M]f calculado para cada metal bajo las siguientes condiciones: 10 pM
EDTA en agua marina de KMF (S=26), log K’Co(I[)DTPA = 10.51, log K’CuDTPA =
12.79, log K’CdDTPA = 10.44, log K’Fe(II[)DTPA = 19.24, log K’MnDTPA = 6.84 and
log K’ZnDTPA = 9.64.

embargo, debe notarse que los experimentos que
contenian EDTA fueron cultivados en el
Departamento de Botanica Marina (MB), mientras
gue los que contenian DTPA fueron cultivados en el
Departamento de Quimica Analitica y Marina
(AMK). Las diferencias en las condiciones de
crecimiento pudieron haber afectado también a las
tasas de crecimiento de las muestras, ya que
notamos que algunas especies nunca crecieron
debido a la diferencia en temperatura o la falta de
algin nutriente cuando estuvieron en AMK.

La biomasa y la productividad de especies
de picoplancton en el mar (i.e. Synechococcus sp.),
es tal que estas especies juegan un papel
significativo en el reciclaje de metales en
ecosistemas marinos; adicionalmente, estas especies
son importantes en el Skagerrak durante el verano
(Karlson y Nilsson 1991). Fisher (1985) encontro
que la acumulacion de metales por parte de
Synechococcus sp. era réapida, estableciendo un
equilibrio después de 24 horas. Adicionalmente,

células de Synechococcus sp. acumulaban metales
en proporcion a la concentracion del metal disuelto
gue se encontraba en el medio de cultivo. En
nuestros experimentos, Synechococcus sp. fue de las
especies que creci6 bien a pesar de la falta de
enriquecimiento nutricional (i.e. By,) y las tasas
observadas parecen indicar que Synechococcus sp.
no necesita By, para crecer, y también de que tiene
bajos requerimientos de Co. En este aspecto, Sunda
y Huntsman (1995) encontraron que a pesar del
pequefio didmetro celular de Synechococcus sp. (ca.
0.7 pm), el cual incrementa la difusion de trazas
metélicas a través de la célula debido a su alto
cociente de superficie: volumen, las tasas de
asimilacion de Co fueron de un tercio a una decima
parte de aquellas encontradas en otras especies de
algas.

El hecho de que en nuestros experimentos
Synechococcus sp. parecia no ser afectada por altos
niveles de Co (Figura 5) indica que su
requerimiento no es absoluto, pero que sin embargo
existe. Sunda y Huntsman (1995) encontraron esta
misma tendencia con Synechococcus bacillaris y
subsecuentemente encontraron que el alga parecia
necesita Co pero no Zn para crecer. En este sentido,
durante uno de nuestros primeros experimentos,
encontramos un efecto negativo en el crecimiento
de Synechococcus sp. cuando se afiadié Zn al medio
de cultivo con DTPA.

Las tasas de crecimiento en Prymnesium
parvum (Fig. 5) disminuyeron conforme los niveles
de Co aumentaron, esto puede indicar que el alga no
presenta un requerimiento estricto para Co®* pero
puede requerir de By,; es posible también que el Co
este compitiendo con el Zn a altas concentraciones,
mostrando por lo tanto el resultado obtenido. Sin
embargo, el Unico agente para formacién complejos
gue se uso fue EDTA vy por lo tanto no se pudo
realizar ninguna comparacion con otros agentes de
formacion de complejos. Muggli y Harrison (1996)
encontraron que existia un efecto del EDTA en
células algales cuando este se encontraba en altas
concentraciones. Algunos estudios han demostradon
gue cuando se afiade Co en forma de B, la
produccion de  metionina  incrementa  en
Prymnesium parvum (Swift 1980). Prymnesium
parvum es una Haptophyta que puede provocar
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florecimientos algales nocivos (van den Hoek et al.
1995). Swift (1980) argumenta que la mayoria de
las especies de Haptophyta requieren solamente de
tiamina, sin embargo algunas especies requieren
también de Co en forma de B;, ademéas de la
tiamina.

Chaetoceros sp. (Fig. 5) mostr6 un
incremento en su tasa de crecimiento cuando
contenia EDTA, pero no mostro ningun efecto
aparente a bajas concentraciones de Co con DTPA.
Sin embargo, las diferencias en estas tasas de
crecimiento  fueron significativas cuando
comparamos a estos dos agentes. Ambos sets de
experimentos tenian las mismas condiciones y las
diferencias se atribuyen ya sea al agente mismo (i.e.
EDTA o DTPA), o a que el alga se vio afectada
negativamente por las adiciones de Co. Zuleika
Segatto (1996) encontré que la biomasa de la
diatomea marina Skeletonema costatum se veia
afectada por adiciones de Co. Otra posible
explicacion puede ser que la mayoria de las
diatomeas requieren de Co en forma de B, para
crecer (Swift 1980), mientras que solamente un
porcentaje muy pequefio no tiene ningln tipo de
requerimiento.

Finalmente, cultivamos una microalga verde
(Fig. 5), que presentaba dos flagelos (380 pm® de
volumen, esférica con un radio de 4.5 pm® y aislada
en Marzo de 1997 en la Estacion de Investigaciones
Marinas de Kristineberg (KMF)). Esta alga fue
cultivada bajo distintos niveles de pCo utilizando
los dos agentes de formacion de complejos (EDTA
y DTPA). Mientras que alga crecié bien en todas las
concentraciones de Co, hubo algunas diferencias
menores con respecto a los agentes usados. DTPA
tuvo un efecto minimo en el crecimiento del alga,
mientras que EDTA promovié mejores tasas de
crecimiento. No fue posible para nosotros el
identificar al alga, pero con base en estos resultados
podemos decir que la especie parece no requerir Co
0 By, ya que no hubieron diferencias significativas
entre las adiciones y el control. Hay algunas
especies de microalgas que no requieren de Co para
su crecimiento (Swift 1980), sin embargo, sin la
identificacion adecuada de la especie en cuestion,
no podemos concluir con certeza si la alga requiere
0 no de Co.

Diferencias entre requerimientos de Co?* y B, en
fitoplancton.

Las especies de fitoplancton utilizadas
durante este estudio comprenden un grupo
heterogéneo de grupos taxondmicos, las cuales
parecen ser afectadas de distintas formas por el Co.
La microalga Synechococcus sp. mostré un
requerimiento de Co®", sin embargo este no fue
absoluto. Por otro lado, la Haptophyta P. parvum no
mostré un requerimiento estricto de Co*" pero no
parecio ser afectada por bajas concentraciones de
Co. Estudios han demostrado que algunas de estas
especies necesitan de Bj, para crecer (Swift 1980).
Granéli y Risinger (1994) en un experimento de la
Haptophyta Chrysochromulina polylepis con Co y
B,,, encontraron que la acumulacion de clorofila
terminaba después de 8 o 9 dias para todos los
tratamientos excepto aquellos que tenian vitamina
B, como fuente de Co. Finalmente, la diatomea
Chaetoceros sp. no presentd ningin requerimiento
estricto de Co pero si fue estimulada por el mismo;
esto puede ser explicado por el hecho de que esta
especie requiere de Bi,. Swift (1981) encontr6 que,
por lo menos en el Golfo de Maine, en Estados
Unidos, diatomeas céntricas presentes durante el
afloramiento de primavera no presentaban ningln
requerimiento estricto de Bi, pero si eran
estimuladas por la vitamina.

Como se ha mencionado en otros sitios
(Ohwada y Taga 1972; Swift 1980), es posible que
las diferencias observadas entre las concentraciones
de vitamina Bj, y las de otras vitaminas como
tiamina o biotina en especies de fitoplancton,
pudieran sugerir que tiamina y biotina son
producidas y excretadas en el medio por especies
dominantes del fitoplancton (siguiendo
cercanamente la tendencia de clorofila a); mientras
gue la vitamina By, estaria siendo asimiladas por
estas mismas especies durante estos periodos (i.e.
diatomeas auxotréficas). Esto confirmaria entonces
la importancia de By, y de Co?*, como nutriente.

Existen diferencias en la forma en que los
organismos acumulan Co. En aguas naturales parece
provenir directamente de la dieta, mientras que en
experimentos en laboratorio el Co es acumulado
principalmente desde el agua. Estudios han
demostrado que ademés de asimilar By, del medio,
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algunas especies de fitoplancton pueden secretar
una proteina al medio que hace que la vitamina no
este disponible para otros organismos (Droop 1968).
De hecho el remplazo de un ligando por otra
molécula (ya sea otro ligando o una molécula
solvente) es una de las reacciones fundamentales
gue se pueden presentar con iones metalicos en
soluciones, y comunmente es una caracteristica
importante en sistemas biologicos (Costa et al.
1971).

CONCLUSIONES

El método de deteccion de cobalto fue
adecuado para la medicién de Co total y disponible.
Adicionalmente, se obtuvieron mejores resultados
con pulso diferencial que con barrido lineal
utilizando el sistema de nitrito Co-nioxime.

Casi todo el Co que se encuentra en la
superficie esta de forma disponible. A lo largo de la
Costa Oeste de Suecia, las concentraciones de Co
fueron mas altas en la superficie, las cuales fueron
disminuyendo conforme aumentaba la profundidad.

Las altas concentraciones de cobalto (total y
disponible) pueden ser atribuidas ya sea a
escrurrimientos locales provenientes de la costa, o al
origen del agua, la cual parece provenir del Mar
Béltico.

Con base en los experimentos de
laboratorio, podemos concluir que por lo menos dos
de las especies de fitoplancton analizadas
(Synechococcus sp. y Chaetoceros sp.) requieren de
cobalto en forme de ion libre, pero dicho
requerimiento no es absoluto. La Haptophyta P.
parvum no mostro un requerimiento estricto de la
forma ionica libre del Co, pero es posible que
necesite de By,. ES posible también que el Co este
compitiendo con el Zn.

Nuestros resultados muestran que el Co es
un micronutriente importante, especialmente cuando
se encuentra en forma del complejo Co-cobalamina
(B12), la pregunta es si estas especies tienen o no la
habilidad de producir B, para sus procesos
metabdlicos. Las Haptophyta forman un grupo de
microalgas que se encuentran facilmente en aguas
Suecas, y que contiene a especies toxicas
formadoras de florecimientos algales nocivos (i.e. P.

parvum). Con base en nuestros resultados,
asumiendo que esta especie tenga un requerimiento
de Co como nutriente, un florecimiento de
microalgas Haptophyta puede originarse ya sea en
el Skagerrak o en la Costa Oeste de Suecia.
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