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Abstract

The effects of different incident irradiances on growth, photosynthesis, pigment content and nutrient uptake were studied in
dense cultures of the cryptophyte Rhodomonas salina (Wislouch) Hill y Wetherbee. Cells were grown for ten days at different
incident irradiances: 11, 33, 75, 260 and 320 pmol photon m™s™!. The average pigment content (phycoerythrin and chlorophyll @)
was lower when cells were grown at high irradiances (260 and 320 pmol photon m2s™!) compared with cells grown under low
irradiances (11, 33 and 75 umol photon m2s™!). The maximum photosynthetic rate (Pyax) Was maximal at 75 pmol photon m2s!
, decreasing considerably at the highest irradiance in which apparent photosynthetic efficiency per cell and per chlorophyll ¢ unit
(Oteey and 01,) also decreased. Results showed that dense cultures of R. salina grew optimally in a range between 75 and 260

pmol photon m™s™! with optimal photosynthetic performance at 75 pmol photon m2s’!. Nitrogen and phosphorus depletion
occurred as a consequence of the exponential growth, except under the lowest and the highest irradiances (11 and 320 pmol
photon m2s!, respectively). Associated to N-limitation, phycoerythrin (PE) and chlorophyll a decreased considerably. It is
suggested that R.salina responds to nitrogen-depleted conditions by mobilizing nitrogen from PE, this behaviour being modelled

by a relationship between external nitrogen availability and PE mobilization.

Key words: Cryptophyceae, photoacclimation, phycoerythrin, P-I curves, Rhodomonas salina.

Resumen

En este trabajo se analizan los efectos que diferentes irradiancias incidentes tienen en el crecimiento, caracteristicas
fotosintéticas, contenido pigmentario e incorporaciéon de nutrientes en cultivos densos de la criptofita Rhodomonas salina
(Wislouch) Hill y Wetherbee. Con tal fin, se mantuvieron cultivos durante diez dias bajo distintas condiciones de luz incidente:

11, 33, 75, 260 y 320 pmol foton m™s™'. El contenido pigmentario promedio (ficoeritrina y clorofila @) fue menor en células
adaptadas a las mayores irradiancias (260 y 320 pmol foton m'zs'l) en comparacion con las adaptadas a las irradiancias menores
(11, 33 y 75 pmol foton m’zs’l). El valor maximo de fotosintesis (P,,,) se obtuvo para las células adaptadas a 75 pmol
fotén m2s™!, decreciendo considerablemente para la irradiancia maxima ensayada en la que también la eficiencia fotosintética
(0t and oi.;,) fue menor. Los resultados muestran que esta criptofita crece optimamente en cultivos densos en un rango de
irradiancias incidentes entre 75 y 260 pmol foton m™s™!, con una actividad fotosintética 6ptima a 75 pmol foton m2s™!. Como
consecuencia del crecimiento exponencial de los cultivos, se produjo una desaparicion paulatina y practicamente total del

nitrogeno y el fosforo del medio, excepto en los cultivos adaptados a las irradiancias maxima (320 pmol foton m2s!) y minima
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(11 pmol foton m2s™!) empleadas. Asociada a tales condiciones de limitacion de nitrégeno se observo una disminucién del
contenido celular de ficoeritrina y clorofila a, definiéndose una clara relacion entre la disponibilidad de nitréogeno externo y la
tasa de desaparicion de ficoeritrina. Estos resultados sugieren que Rhodomonas salina es capaz de movilizar el nitrégeno
asociado a la ficoeritrina como respuesta ante condiciones de baja disponibilidad de dicho nutriente.

Palabras clave: Cryptophyceae, fotoaclimatacion, ficoeritrina, curvas P-I, Rhodomonas salina.

Introduction

The influence of irradiance on the photosynthesis of
autotrophic microalgae has been one of the topics most thor-
oughly studied. In the literature, these studies have been ori-
ented on a physiological way or in a more applied direction.
Strict physiological works have been focused in the description
of strategies of photoacclimation based on the analysis of
changes in the photosynthetic parameters, classically related
with the alteration in the number or size of photosynthetic units
(PSUs; Prézelin, 1981) and/or pigments content. In this type of
studies, low cell density cultures are required to avoid changes
on quality or quantity of incident light (i.e. self shading) during
cell growth (see reviews by Richardson et al., 1983; Henley,
1993). On the other hand, in more applied researches massive
algal cultures have been used in which reduced light penetra-
tion and increased pigmentation lead to a reduction in the effi-
ciency of photosynthetic energy conversion (Sukenik et al.,
1987), but are necessary for getting a high algal biomass since
the enhancement of phytoplankton productivity has been their
main objective (Grobbelaar et al., 1996; Eriksen et al., 1996).

The genus Rhodomonas can be considered as a potentially
interesting microalgae for aquaculture because of its high per-
centange of polyunsatured fatty acids (Ferndndez-Reiriz et al.,
1989; Zhukova and Aizdaicher, 1995). All these arguments
make interesting to analize the effect of different incident irra-
diances on growth and photosynthesis on this cryptophyte, spe-
cially in dense cultures used for applied research. The very first
studies on cryptophytes reported data of ultrastructure (Dodge,
1969) and heterotrophic nutrition (Ukeles and Rose, 1976) but
more recent physiological research on this group have been
oriented towards nutrient depletion and the structure of its pho-
tosynthetic apparatus (Lewitus and Caron, 1990; Eriksen and
Iversen, 1995). On the other hand, the applied studies on
cryptophytes have been centered on the analysis of parameters
that could affect their biochemical (Fernandez-Reiriz et al.
1989; Kitano et al., 1997; Renaud et al., 2002) and elemental
composition (Vrede, 1998). However, only one work has been
conducted to describe photosynthesis-irradiance (P-I) relation-
ships in a marine cryptophyte, namely Cryptomonas strain Lis
(Thinh, 1988).

On the basis of this bibliography, the aims of our study
have been, first, to examine the effect of different incident irra-
diances on the photosynthetic performance of dense aerated
cultures of Rhodomonas salina (Wislouch) Hill and Wetherbee
(1989) (synonyms Cryptomonas salina Wislouch
Chroomonas salina Butcher = Pyrenomonas salina Santore),
commonly used for applied research in aquaculture; second, to
define the optimal range of light regimes for growth and
photosynthesis to enhance algal mass production; and third, to
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Introduccion

La influencia de la irradiancia en la fotosintesis de microal-
gas autotrofas ha sido objeto de numerosos trabajos de investi-
gacion. En la bibliografia estos estudios se han orientado bien
desde un punto de vista estrictamente fisiologico, o bien, desde
un punto de vista mas aplicado. Los trabajos fisiologicos se
han centrado en la descripcion de las estrategias de fotoaclima-
tacion de las distintas especies de microalgas, a partir del anali-
sis de los cambios en los parametros fotosintéticos
clasicamente relacionados con la alteracion del numero o del
tamafio de las unidades fotosintéticas (PSUs; Prézelin, 1981) y/
o el contenido pigmentario. En este tipo de estudios es necesa-
ria la utilizacion de cultivos de baja densidad celular que evite
cambios excesivos en la calidad o cantidad de la luz incidente
(ej. autosombreado) durante el crecimiento algal (ver revisio-
nes de Richardson et al., 1983; Henley, 1993). Por otro lado,
los estudios mas aplicados han usado cultivos masivos de
microalgas en los que la atenuacion de la luz incidente y el
aumento de la pigmentacion reducen la eficiencia fotosintética
(Sukenik et al., 1987), pero que son necesarios para la obten-
cion de gran cantidad de biomasa algal. Estos trabajos tienen
como objetivo principal optimizar la productividad fitoplancto-
nica (Grobbelaar et al., 1996; Eriksen et al., 1996).

El género Rhodomonas puede ser considerado como un
grupo potencialmente importante para la acuicultura debido a
su gran contenido en 4cidos grasos poli-insaturados
(Fernandez-Reiriz et al., 1989; Zhukova y Aizdaicher, 1995).
Todos estos argumentos nos plantearon como un objetivo inte-
resante analizar el efecto de diferentes irradiancias incidentes
en el crecimiento y fotosintesis de esta criptofita, especial-
mente en cultivos densos con un fin mas aplicado. Los prime-
ros estudios sobre criptofitas recogieron fundamentalmente
datos sobre la ultraestrucutra (Dodge, 1969) y nutricion hetero-
trofica (Ukeles y Rose, 1976). Estudios fisiologicos mas
recientes en este grupo algal se han orientado en el estudio del
efecto de la escasez de nutrientes en la estructura del aparato
fotosintético (Lewitus y Caron, 1990; Eriksen e Iversen, 1995)
y por otro lado, los estudios mas aplicados se han centrado en
el analisis de los principales parametros que afectan a la com-
posicion bioquimica (Fernandez-Reiriz et al. 1989; Kitano et
al., 1997; Renaud et al., 2002) y elemental (Vrede, 1998) de
este grupo. Sin embargo, Unicamente un trabajo se ha centrado
en una descripcion algo mas detallada de las relaciones
fotosintesis-irradiancia en una criptofita marina, Cryptomonas
cepa Lis (Thinh, 1988).

En base a esta bibliografia, los objetivos de nuestro estudio
han sido, en primer lugar, examinar el efecto de diferentes
irradiancias incidentes en las caracteristicas fotosintéticas de
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analyze changes in pigment content and the effect of nutrient
depletion in batch cultures under different light conditions
for understanding the major factors that control such
modifications.

Material and methods

Rhodomonas salina (Wislouch) Hill and Wetherbee was
obtained from the culture collection of the Instituto de Ciencias
Marinas de Andalucia (C.S.I.C, Cadiz, Spain). Cultures of R.
salina were grown in sterilized 2-L flasks containing 0.2 um of
sterilized natural seawater enriched with f/2 medium (1 mL
L7 Guillard and Ryther, 1962) and maintained at 19 * 1°C

with an aeration rate of 1.5 L min™' through 0.45-um filters.
After acclimation to different incident irradiances (11, 33, 75,
260 and 320 pmol photon m2s") an exponential growing pop-
ulation of a preacclimated culture was inoculated (initial cell

density of 0.15 x 10° cells mL™" ) into fresh medium to start the
experiment. Triplicate cultures were maintained at each inci-
dent irradiance. Continuous illumination was provided by day-
light fluorescent lamps (OSRAM, L36W/10). Incident
irradiance was measured with a LICOR LI-1000 radiometer
equipped with a LiCor LI-193SA spherical quantum sensor.
Daily, the cell number (Neubauer chamber,
magnification x 25), the pigment content and the nutrient con-
centration in the media were quantified. Chlorophyll a (Talling
and Driver, 1974), ¢ (Jeffrey and Haxo, 1968) and total caro-
tenoids (Strickland and Parsons, 1968) were extracted in pure
methanol and measured spectrophotometrically. Phycoerythrin
was extracted after two cycles of freezing in 0.2 M phosphate
buffer at pH 6.8 and determined spectrophotometrically using

an absorbance coefficient of 12.6 mL mg™' cm™ (MacColl et
al., 1976). Inorganic nitrogen (nitrate + nitrite) and phosphate
were measured using a Technicon TRAACS 800 Autoanalyzer,
following the Grasshoff et al. (1983) procedures.

Growth curves were obtained from the average of triplicate
cultures. Thus, specific growth rates (d') were calculated from
linear regression of Ln(cell number) vs time over the first four
days. The growth rate of R. salina cultured under another irra-
diance, 120 umol photon m2s~!, was also studied to provide
data on the p-irradiance relationships.

Three of the five different light treatments studied were
selected for comparing P-I curves: light-limited (11pumol pho-
ton m2s!), light-sub-saturated (75 pmol photon m2s™') and
light-saturated (320 umol photon m=2s~!) growth conditions.
Triplicate P-I curves were obtained for each light condition on
exponential growing cultures. This corresponded to day 6 for
the light-limited growth (11 umol photon m2s™!) and day 4 for
the subsaturated and saturated growth conditions (75 and
320 umol photon m=s7!, respectively). To avoid a great loss of
volume in a particular culture at the end of the experimental
period a mix of equal volumes from each flask was used to
obtain the P-I curves. The photosynthesis was measured with a
Hansatech polarographic O, electrode (Hansatech-LD?2).
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cultivos aireados y densos de Rhodomonas salina (Wislouch)
Hill y Wetherbee (1989) (sinénimos = Cryptomonas salina
Wislouch = Chroomonas salina Butcher = Pyrenomonas salina
Santore), usada comunmente en acuicultura; en segundo lugar.
definir el rango de irradiancias para un crecimiento y actividad
fotosintéticas Optimos para mejorar la produccion algal y, por
ultimo, analizar los cambios pigmentarios y el efecto de la des-
aparicion de nutrientes en cultivos cerrados bajo distintas
intensidades de luz asi como los principales factores que
controlan dichas alteraciones.

Material y métodos

Rhodomonas salina (Wislouch) Hill y Wetherbee se obtuvo
de la coleccion de cultivos de microalgas marinas del Instituto
de Ciencias Marinas de Andalucia (C.S.1.C., Cadiz, Espafia).

Se trabajo con cultivos cerrados de R. salina preparados en
matraces de 2 L con agua de mar natural filtrada por 0.2 pm,
esterilizada en autoclave y enriquecida con medio f/2
(1 mL L™'; Guillard y Ryther, 1962). Dichos cultivos se mantu-
vieron a una temperatura de 19 £ 1°C y fueron aireados a una
tasa de 1.5 L min™! con aire filtrado por 0.45 pm. Tras la pre-
aclimatacion a diferentes irradiancias incidentes (11, 33, 75,
260 and 320 pmol fotén m2s!) los cultivos en fase exponen-
cial se inocularon por triplicado en medio fresco para comen-
zar el experimento (densidad celular inicial de 0.15 x 10° cel.
mL"). Se emple6 luz continua emitida por tubos fluorescentes
“daylight” (OSRAM, L36W/10). Las irradiancias incidentes se
midieron con un radiometro LICOR LI-1000 equipado con un
sensor esférico LiCor LI-193SA. Diariamente se cuantificaron
la densidad celular (camara Neubauer, aumentos x 25), el con-
tenido pigmentario y la concentracion de nutrientes en el
medio. Las clorofilas a (Talling y Driver, 1974), ¢ (Jeffrey y
Haxo, 1968) y los carotenoides totales (Strickland y Parsons,
1968) se extrajeron en metanol puro y se cuantificaron espec-
trofotométricamente. La ficoeritrina se extrajo tras dos ciclos
de congelacion en tampon fosfato 0.2 M a pH 6.8 y se cuanti-
ficé espectrofotométricamente usando un coeficiente de absor-

bancia de 12.6 mL mg'cm™' (MacColl et al., 1976). El
nitrogeno inorgénico (nitrato + nitrito) y el fosfato del medio se
cuantificaron usando un autoanalizador de flujo segmentado
modelo TECHNICON TRAACS 800 siguiendo los protocolos
propuestos por Grasshoff ef al. (1983).

Las curvas de crecimiento se obtuvieron a partir del prome-
dio de cultivos por triplicado. Las tasas especificas de creci-
miento (d”!) se calcularon a partir de la regresion lineal de
Ln (mimero de células) vs tiempo en los primeros cuatro dias
de crecimiento. Para completar la curva de crecimiento vs irra-

diancia, se estudio también la tasa de crecimiento de cultivos

adaptados a otra irradiancia incidente, 120 pmol fotén m2s~".

La fotosintesis se estudié mediante la obtencion de curvas
fotosintesis-irradiancia (curvas P-I). Para ello se seleccionaron
tres de los 5 tratamientos de luz estudiados: células en condi-

ciones limitantes para el crecimiento (11umol fotén m2s™!), en
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Using a combination of optically neutral filters, 11 incident
irradiances (6, 10, 14, 25, 29, 54, 100, 171, 320, 500 and 1200
pumol photon m2s!) were obtained. The values of initial
slopes of the P-I curves (o) were obtained from the linear
regression of light-dependent values of O, evolution. The
observed P, were compared.

The effect of acclimation to different incident irradiances
on the variables studied were compared for the significance of
the differences observed. The growth rates and the slopes of
the P-I curves (oi; n = 3) at different irradiances were compared
in pairs, using a two-slope comparison test by simple linear
regression (Zar, 1984). The significance levels were set at
P <0.05.

Results

Growth

Irradiances between 75 and 320 pmol photon m=2s~! had no
significant differences on growth rates, with an average value

of 0.74 + 0.05 d™! (r-test, P < 0.05; fig.1). This range can be
considered as an optimal growth intensity for R. salina.

Limited growth occurred at 11 pumol photon m2s~! (0.43 +

0.08 d!), the lowest irradiance applied in this study. The
growth rates vs irradiance (p-I) curve obtained for R. salina is
in agreement with such relationships obtained for different
strains of cryptophytes by Ojala (1993).

Photosynthetic pigments

The PE/Chl a ratio was higher at lower irradiances (11, 33
and 75 pmol photon m2s~!) compared with higher irradiances
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Figure 1. Growth (u; d~") vs incident irradiance (I; umol photon m=2s~") in
Rhodomonas salina.

Figura 1. Crecimiento (u; d™") vs irradiancia incidente (I; umol fotén m
en Rhodomonas salina.
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condiciones subsaturantes (75 pmol foton m2s!) y en
condiciones saturantes (320 pmol fotén m2s~!). Para cada tra-
tamiento de luz seleccionado se obtuvieron tres curvas P-I en
cultivos en fase exponencial de crecimiento. Esto coincidié con
el dia 6 de crecimiento en el cultivo en condicion de luz limi-
tante (11 umol fotén m2s™!) y con el dia 4 para condiciones de
luz subsaturante y saturante (75 y 320 umol fotén m2s~!, res-
pectivamente). Para obtener las curvas P-I se emple6 una mez-
cla de volumenes equivalentes de cada matraz para cada
irradiancia estudiada, evitando asi una pérdida excesiva de
volumen en los cultivos en los dias posteriores de seguimiento
hasta completar el experimento. Las tasas de fotosintesis se
midieron empleando un electrodo de oxigeno tipo Clark
(Hansatech-LD2). Mediante la combinacion de diferentes fil-
tros neutros se consiguieron 11 irradiancias incidentes (6, 10,
14, 25, 29, 54, 100, 171, 320, 500 y 1200 pmol fotén m2s").
Los valores de la pendiente inicial de las curvas P-I (o) se
obtuvieron mediante regresion lineal de los valores de evolu-
cion de oxigeno de la porcion de la curva P-I dependiente de la
luz. En cuanto a la fotosintesis maxima (P,,,,,), s€ compararon
los valores observados.

Se estudi6 la significancia de las diferencias observadas en
el efecto de la aclimatacion a la luz de las variables estudiadas.
Se compararon por pares las tasas de crecimiento y las pen-
dientes de las curvas P-I (o) (» = 3) a diferentes irradiancias,
usando un test de comparacion de pendientes por regresion
lineal simple (Zar, 1984). El nivel de significancia se establecio
en P <0.05.

Resultados
Crecimiento

No se observaron diferencias significativas en las tasas de
crecimiento obtenidas en cultivos adaptados entre 75 y 320
pmol fotén m2s~!, con un valor promedio de p=0.74 +
0.05d™! (#-test, P < 0.05; fig. 1). Este rango de intensidades de
luz puede ser considerado como un rango Optimo para R.
salina. El crecimiento se vi6 limitado a 11 pmol foton m2s~!
(0.43 £ 0.08 d!), la menor de las irradiancias ensayadas. La
curva crecimiento vs irradiancia (u-I) obtenida para R. salina
coincidié con el tipo de relaciones obtenidas para otras
criptofitas por Ojala (1993).

Pigmentos fotosintéticos

El cociente ficoeritrina/clorofila a (PE/Cl @) fue mayor a
las menores irradiancias (11, 33 y 75 umol foton m2s') en
comparacion con las irradiancias mayores (fig. 2a,b). Tales
diferencias fueron especialmente patentes durante los cuatro
primeros dias de crecimiento. La evolucion temporal del conte-
nido celular de ficoeritrina (PE; fig. 2b) coincidi6 con la dismi-
nucion en la disponibilidad de nitrogeno inorganico y fosfato
del medio (fig. 2¢, d) con la excepcion de las células adaptadas
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(fig. 2a,b). Such differences were specially noticeable during
the first four days of growth. The time course of phycoerythrin
content (scaled by cell) (fig. 2b) was in accordance with the
decrease in inorganic nitrogen and phosphate in the culture
media (fig. 2¢, d) with the exception of cells grown under lim-
ited (11 pwmol photon m2s~!) and saturated irradiances (320
pmol photon m2s~!) in which neither nitrogen nor phosphate
were exhausted throughout the experiment. In such treatments
the nitrate concentration never decreased below 1.5 and 0.5
mM, respectively (fig. 2¢, d). The decrease of PE over time can
be fitted to a negative exponential function:

PE = PE, x ¢ ~ K (-1))] (1)

where PE = phycoerythrin content (pg cell '), PE, = theoretical
PE (pg cell™!) at time (¢-¢,) = 0, K, = decreasing rate of cellular
PE (day ), ¢ = time (days) and t; = initial time period (days)
with no exponential decrease. Except for cells acclimated to 11
241

pmol photon m , in which the decrease of pigments and

nutrients was much lower, 72> 0.95 (table 1).
Nutrient dynamics

As it is observed on figure 2c, d, the time course of
nutrient-depletion evolution showed two phases, the first phase
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a condiciones de luz limitante (11 pmol fotéon m2s) y
saturante (320 pmol foton m2s7!) en las que en ningln
momento se consumi6 la totalidad de los nutrientes disponi-
bles. En dichos tratamientos, la concentracion de nitrogenc
nunca fue inferior a 1.5 y 0.5 mM, respectivamente (fig. 2c, d)
La disminucion de PE a lo largo del tiempo se ajustd a una fun-
cién exponencial negativa:

PE = PE, x ¢ ~ K (t-1)] (1)
donde PE = contenido celular de ficoeritrina (pg cel.™).
PE, = contenido celular tedrico de ficoeritrina (pg cel.”!) al
tiempo (t—¢;) = 0, Kpg
t = tiempo (dias) y #; = periodo de tiempo inicial (dias) sin

tasa de desaparicién de PE (d!),

decrecimiento exponencial. Con excepcion de las células culti-
vadas a 11 umol fotéon m 2!, en las que tanto la disminucién

de pigmento como la de nutrientes fue mucho menor, para el

resto de tratamiento el valor del coeficiente 72> 0.95 (tabla 1).
Dindmica de nutrientes
Como se observa en la figura 2c¢,d la disminucion de le

concentracion de nutrientes en el medio a lo largo del tiempo
se desarrolld en dos fases consecutivas. Una primera que
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Figure 2. Time course of variation (culture age in days) in cellular chlorophyll a (a), cellular phycoerythrin content (b) and inorganic nitrogen (c) and phosphate
(d) concentration in the culture medium for R. salina acclimated to 11 (e), 33 (a), 75 (m), 260 (o) and 320 (A) umol photon m~2s1.

Figura 2. Evolucién temporal del contenido celular de clorofila a (a), contenido celular de ficoeritrina (b), concentracion de nitrégeno inorganico en el medio (c)
y concentracion de fosfato en el medio (d) de cultivos de R. salina aclimatados a 11 (e), 33 (a), 75 (m), 260 (o) and 320 (A) umol photon m™2s~".
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was characterized by a rapid nutrient uptake rate during the
first 4 days after the nutrient addition, dropping to a lower and
fairly constant uptake rate from this day until the end of the
experimental time course. Nitrogen in the medium reached sta-
ble concentrations at 11 pmol photon m2s™' and 320 pmol
photon m 25! at day 2 and day 4 of growth, respectively, while
phosphate concentrations showed varying but low levels and
were only totally exhausted at 33 pmol photon m2s’!
(fig. 2¢,d). The N:P ratio in the water decreased in cultures
grown at 33, 75 and 260 pmol photon m~2s~! while it increased
in cultures grown under 11 pmol photon m=2s! and 320 pmol
photon m~2s~! (30% and 75% respectively).

P-I curves

Figure 3 shows the P-I curves (n = 3) of R. salina grown
under different incident irradiances expressed on a chlorophyll
a basis. The trend of the P-I curves expressed on a cell basis
was equivalent (data not shown). The cell-specific and
chlorophyll a-specific light-saturated net photosynthesis rates
(Ppaxcen and P, . .n1,) were higher in lower-light adapted cells

(11 and 75 umol photon m 2s~!) compared with cells grown at
the highest irradiance (table 2). P, cn, Was maximum for
cells grown under 75 pmol photon m2s~!. The increase in pho-
tosynthetic pigments under lower light conditions (fig. 2a,b)
also increased the efficiency of the cell to capture photons for
photosynthesis under lower incident irradiances. This is
reflected by the higher values of the initial slope obtained for

Pn (nmol O, min"! pgChla)

200 400 600 1400

800

1000 1200

Incident irradiance (umolphoton m? sh

Figure 3. Photosynthesis vs irradiance (P-1) curve expressed by chlorophyll
a of R. salina acclimated to different incident irradiances (mean £ s.d.; n=3).
Symbols: 11 (e), 33 (a), 75 (m), 260 (o) and 320 (») pmol photon m2s~",

Figura 3. Curvas fotosintesis vs irradiancia (P-l) (media + d.s.; n=3)
expresadas por unidad de clorofila a de R. salina aclimatada a diferentes

irradiancias incidentes. Simbolos: 11 (e), 33 (a), 75 (m), 260 (o) and 320

() umol photon m™2s~".

Table 1. Parameters for the model of PE decrease over time PE
PE, x e [Kee(t=t)] for each irradiance. PE = phycoerythrin content, PE,
theoretical PE content at time (t-t;) = 0, ; = initial time period with no

exponential decrease.
Tabla 1. Parametros para el modelo de decremento de PE con el tiempo

PE = PE, x e lKee(t-td] para cada iradiancia. PE = contenido de
ficoeritrina, PE, = contenido tedrico de PE al tiempo (t-t;) = 0, t; = tiempo
inicial del periodo sin decremento exponencial.

Irradiance PE, Koe
(umol photonm™?s™")  (pg cell™) (day™) g
1 3.58 0.13 0.64
33 337 0.71 0.99
75 433 0.38 0.96
260 113 1.04 0.99
320 1.42 0.23 0.99
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abarco los primeros cuatro dias de crecimiento del cultivo,
caracterizada por una tasa rapida de incorporacion de
nutrientes, disminuyendo hasta una tasa de desaparicion de
nutrientes mucho menor y practicamente constante, en una
segunda fase que se extendié hasta el final del experimento.
Por el contrario, la concentracién de nitrogeno en el medio
alcanz6 un valor constante en los cultivos aclimatados a 11
pmol fotén m s y 320 umol fotén m 25! en los dias 2 y 4 de
crecimiento, respectivamente, frente a la concentracion de fos-
fato que mostro valores variables y bajos, y solo se consumio

totalmente en los cultivos adaptados a 33 pmol foton m2s!

(fig. 2¢,d). El cociente N:P en el medio decrecid en los culti-
vos aclimatados a 33, 75 y 260 pmol fotéon m2s~!, mientras
que aumento en los cultivos aclimatados a 11 y 320 umol foton
-1

m2s! (en un 30% y 75%, respectivamente).

Curvas fotosintesis-irradiancia (P-I)

La figura 3 muestra las curvas P-I (n = 3), expresadas por
unidad de clorofila a, de R. salina cultivada a diferentes
irradiancias incidentes. La tendencia de las curvas P-I
expresadas en unidades de células fue equivalente (datos no
presentados). Las tasas maximas fotosintéticas expresadas por
célula y por clorofila (P, ;1 cei ¥ Praxcia) fueron mayores en las

células aclimatadas a las menores irradiancias (11y 75 pmol

-2

foton m2s~!) en comparacion con las células aclimatadas a 320

257! (tabla 2). P,,,,..;, fue maxima para las célu-

las aclimatadas a 75 pmol fotén m=2s™'. El aumento de

pigmentos fotosintéticos (fig. 2a, b) en bajas condiciones de luz
aumento la eficiencia fotosintética (tabla 2) y, en definitiva, la
eficiencia en la captura de fotones para la fotosintesis. La irra-
diancia subsaturante de 75 pmol foton m3s! es asi, la
irradiancia optima fotosintética para esta especie, presentando

pmol fotéon m

los méaximos valores de P,,,, y O .
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Table 2. Maximum photosynthetic rate on a per cell (P, . c.;; "ol O, h~'x 10-¢ cell) or chlorophyll a basis (P, cu.: Mol O, min~'ugChla)
and initial slope on a cell (ocell: nmol O, h~'x 10-¢ cell /umol photon m-2s~1) or cholophyll a basis (ct,;,,: nmol O, min-'ugChla~! /umol photon
m-2s~1) of P-I curves of Rhodomonas salina. Data are expressed as mean + s.d. of triplicate P-I curves.

Tabla 2. Tasas de fotosintesis méaxima por célula (P, ... hmol O, h~'x 1076 cel) o por clorofila a (P, ce: NMol O, min~'ugChla~!) y pendiente
inicial por célula (occel: nmol O, h~! 10-¢ cel /[umol photon m~2 s7!) o por clorofila a (c,,,: nmol O, min~' ugChla~' /umol fotén m~2s!) de las
curvas P-l de Rhodomonas salina. Los datos estan expresados como el promedio + la desviacion estandard de curvas P-I por triplicado.

Irradiance Pmax cell Pmtlx chla Ol Oleniq
11 206.5 £ 20.5 2224025 3.96 £ 0.86 0.042 £ 0.008
75 267.2+67.1 2.71£0.95 4.60 £1.25 0.045£0.015
320 102.5+45.4 1.30 £ 0.59 2.30+£0.67 0.029 + 0.001
lower irradiances (table 2). The sub-saturated growth  Discusion
irradiance used (75 pmol photon m2s") has shown to be the o
optimal irradiance for photosynthesis in this species, with the Crecimiento
highest Py, and o values. Diversos géneros de criptofitas, como Chroomonas
. . (Bowen, 1979), Cryptomonas (Thinh, 1983; 1988) vy
Discussion Pyrenomonas salina cepa 3C (sindénimo = Rhodomonas salina)
Growth (Lewitus y Caron, 1990), han alcanzado tasas maximas de cre-
TOW!

Several cryptophyte genera, such as Chroomonas (Bowen,
1979), Cryptomonas (Thinh, 1983; 1988) and Pyrenomonas
salina strain 3C (synonym = Rhodomonas salina) (Lewitus and
Caron, 1990), have been shown to achieve maximum growth
rates at near 100 umol photon m2s~!. In the strain we have
used, the relationship between growth rate and irradiance fol-
lowed the same behaviour as strain 3C, with a maximum
241

from 75 to 260 pmol photon m (fig. 1). However, the

maximum growth rate was somehow lower (~0.8 d™!) than that
obtained for strain 3C (1.2 d~!) probably associated to species-
or strain-specific differences or temperature conditions, which
were also different. The value of p,,, fits well with the
growth-irradiance relationship observed for Cryptomonas
strain Lis (Thinh, 1988). This optimal range of growth irradi-
ances coincides with the range of light levels used for mass
cultures of this genus of microalgae in aquaculture (Fernandez-
Reiriz et al., 1989).

Photosynthetic pigments and nutrients

It has been demonstrated in many microalgae groups that
nutrient deprivation causes a decrease in the pigment content
and the photosynthetic rate, the cyanobacteria and red algae
being the most studied groups (Boussiba and Richmond, 1980;
Yamanaka and Glazer, 1980; Stevens et al., 1981; Kost et al.,
1984). Thus, in cyanobacteria, a decrease in phycobilins has
been observed under nutrient depletion conditions, increasing
again if more nitrogen is made available (Allen and Smith,
1969). De novo synthesis of phycocyanin was shown to be
depressed by nitrogen deficiency in Anacystis nidulans (Lau et
al., 1977). In this alga, there is a degradation of phycobilipro-
teins already present in the organism when the cells are
nitrogen-depleted (Yamanaka and Glazer, 1980). The nitrogen
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cimiento en torno a 100 pmol fotéon m2s~!. En la cepa usada en
este trabajo, la relacion entre tasa de crecimiento e irradiancia
siguid el mismo comportamiento que la cepa 3C, con registros

maximos situados entre 75 y 260 pmol fotén m2s! (fig. 1).
Sin embargo, la tasa maxima de crecimiento fue algo menor
(~0.8 d1) que la obtenida para la cepa 3C (1.2 d!) probable-
mente debido a diferencias especificas de la cepa, o a diferen-
tes condiciones de temperatura, ya que en el trabajo de Lewitus
y Caron (1990) la temperatura empleada en los cultivos fue
algo mayor (21°C) . El valor de p,,,, se ajusta bien a la relacion
crecimiento-irradiancia observada en Cryptomonas cepa Lis
(Thinh, 1988). El rango 6ptimo de irradiancias de crecimiento
obtenido en este trabajo coincide con el rango de intensidades
luminicas usadas para cultivos en masa de especies de este
género en acuicultura (Fernandez-Reiriz et al., 1989).

Pigmentos fotosintéticos y nutrientes

Se ha demostrado en muchos grupos algales, especialmente
en cianobacterias y algas rojas, que el agotamiento de nutrien-
tes provoca un descenso en el contenido pigmentario y en la
tasa de fotosintesis (Boussiba y Richmond, 1980; Yamanaka y
Glazer, 1980; Stevens et al., 1981; Kost et al., 1984). Asi, en
condiciones de limitacion de nutrientes, en cianobacterias se ha
observado un descenso en la concentracion de ficobilinas que
de nuevo se recuperaba si se suministraba nitrogeno (Allen y
Smith, 1969). En Anacystis nidulans se ha demostrado que la
sintesis de novo de ficocianina se ve considerablemente dismi-
nuida debido a la deficiencia en la disponibilidad de nitrogenc
(Lau et al., 1977) produciéndose, ademas, una degradacion de
las ficobiliproteinas celulares ya existentes bajo condiciones de
limitacion por nitrogeno (Yamanaka y Glazer, 1980). Este pig-
mento probablemente actia en determinadas situaciones como
reservorio de nitrogeno que se moviliza de las ficobiliproteinas
permitiendo el crecimiento celular.
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present in the phycobiliproteins is mobilized to support cell
growth, with this pigment probably acting as a nitrogen reser-
voir in some cases. In Cryptophyceae, this was first reported by
Lichtlé (1979) who studied this effect in Cryptomonas
rufescens. Later, Rhiel et al. (1985) observed the loss of 90%
of the phycoerythrin content in a period of 10-14 days in
Cryptomonas maculata under nitrogen depletion conditions.
The hypothesis that PE may act as an internal nitrogen source
is also supported for the cryptophyte Pyrenomonas salina
(Lewitus and Caron, 1990). These authors demonstrated that
PE cell content decreased dramatically during the stationary
growth phase of nitrogen-depleted cultures. However, the pre-
cise time of nitrogen exhaustion and the relationship between
inorganic nitrogen availability besides the extent of the PE
decrease were not established. Our work contributes to an esti-
mation of the extent PE decrease under different irradiances
and external nitrogen availability in dense cultures, having into
account that, under saturated (320 pmol photon m2s!) and
limited (11 pmol photon m2s~!) light conditions, nutrients
were never exhausted.To discuss such PE mobilization, the
decrease rates of cellular PE were estimated (Kpg; see equation

1). The values of Kpg ranged from 0.13 to 1.04 d™' (table 1).
The decrease rates of cellular PE (Kpg) vs average [NO,™ +

NO;7] in the medium during the phase of PE decline (fig. 4)
follow a negative exponential trend. This relationship supports
the hypothesis that inorganic nitrogen availability is the most
important factor controlling the dynamics of the PE degrada-
tion. As it is observed in figure 4, cells grown at 11 and 320
m s~

umol photon showed similar values of Kpg, not

dependending on the inorganic nitrogen concentration. In these
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Figure 4. Relationship between the decrease rate of cellular PE (Kpg) and
average [NO3~ + NO,] concentrations in cultures of R. salina grown at
different incident irradiances (11 (@), 33 (a), 75 (m), 260 (o) and 320 (A)
umol photon m2s7").

Figura 4. Relacion entre la tasa de disminucion de PE celular (Kpg) y [NO3~
+ NO,7] promedio en cultivos de R. salina aclimatados a diferentes
irradiancias incidentes. Simbolos: (11 (e), 33 (a), 75 (m), 260 (o) and 320
(2) pmol photon m2s~").
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En la clase Cryptophyceae, el primer estudio que describe
el posible papel de reservorio de nitrogeno de las ficobiliprotei-
nas fue realizado por Lichtlé (1979) en Cryptomonas
rufescens. Posteriormente, Rhiel et al. (1985) observaron una
pérdida del 90% del contenido de ficoeritrina a lo largo de 10—
14 dias en condiciones de limitacion de nitrégeno en
Cryptomonas maculata. La hipotesis de que la PE pueda actuar
como fuente interna de nitrogeno también se verifico para la
criptofita Pyrenomonas salina (Lewitus y Caron, 1990). Estos
autores demostraron que el contenido celular de PE disminuyo
fuertemente ante una limitacion de nitrogeno durante la fase
estacionaria de crecimiento. Sin embargo no se establecio el
momento preciso de dicha limitacion ni la relacion entre la dis-
ponibilidad de nitrogeno inorganico y la magnitud del des-
censo de PE. Nuestro trabajo contribuye a estimar la intensidad
del descenso en la cantidad de PE en diferentes condiciones de
irradiancia y disponibilidad de nitrogeno externo en cultivos
densos, incluyendo situaciones de luz saturante (320 pmol
foton m2s") y limitante (11 pmol fotén m2s') en las que no
hubo agotamiento de nutrientes. Con el fin de discutir la movi-
lizacion de PE se estimaron sus correspondientes tasas de des-
aparicion celular (Kpg; ver ecuacion 1). Los valores de Kpg

oscilaron entre 0.13 y 1.04 d! (tabla 1).
Las tasas de desaparicion celular de PE (Kpg) vs [NO,™ +

NO;7] durante la fase de descenso de la concentracion de PE
(fig. 4) sigue una tendencia exponencial negativa. Esta relacion
apoya la hipotesis de que la disponibilidad de nitrégeno inorga-
nico es el factor mas importante en el control de la dinamica de
degradacion de PE. Como se observa en la figura 4, las células

cultivadas a 11 y 320 umol fotén m2s~! registraron valores

similares de Kpg, € independientes de la concentracion de nitro-
geno inorganico. Estos cultivos no estuvieron en ningun
momento limitados por nitrogeno (fig. 2¢) por lo que la reduc-
cion en el contenido de PE por célula (fig. 2b) es atribuible en
mayor medida al efecto de dilucion por division celular que a
la movilizacion de PE por estrés nutricional. En este estudio, el
agotamiento de nitrogeno se produce de manera paralela al de
fosfato. El efecto individualizado de cada nutriente no puede
discernirse, aunque se ha demostrado para P. salina, y se consi-
dera una respuesta general, que el descenso en la concentracion
de PE celular, en cultivos limitados por fosforo, se produce a
una tasa muy inferior respecto a los limitados por nitrégeno
(Lewitus y Caron, 1990).

La degradacion de ficoeritrina se considera un mecanismo
movilizador de nitrégeno que permite el crecimiento y/o el
mantenimiento celular cuando dicho nutriente es limitante.
Excepto para los tratamientos de luz incidente correspondien-
tes a 11 y 320 pmol fotén m 257!, el final de la fase exponencial
de crecimiento coincide con el inicio del agotamiento de
nutrientes (fig. 2¢,d). A estas irradiancias (33, 75y 260 umol
foton m2s!) el cultivo no detiene su crecimiento, aunque la
pendiente de la curva en la fase final de experimentacion (en la
denominada fase estacionaria de crecimiento) se reduce
considerablemente. Dicha pendiente (y) se ha calculado para



Bartual et al: Photoacclimation in dense cultures of Rhodomonas salina

cultures, cells were never under nitrogen limitation (fig. 2c)
and so, the reduction in the PE content, expresed by cell (fig.
2b), is more associated to the dilution factor caused by cell
division than to a PE mobilization under nutrient stress. In this
study, the depletion of nitrogen is parallel to that of
phosphate.The individual effect of each nutrient cannot be dis-
cerned, but for P. salina it was demonstrated that the decrease
in PE concentration per cell in phosphorus-depleted cultures
occurred at a much slower rate than that in nitrogen-depleted
cultures (Lewitus and Caron, 1990), and this is explained as a
general response to nutrient deprivation.

The phycoerythrin degradation is believed to be a mecha-
nism for mobilizing nitrogen to sustain cellular growth and/or
maintenance when this nutrient is in short supply. The end of
the exponential growth phase coincides with the beginning of
nutrient-depletion conditions (fig. 2c,d) at all the irradiances
used, apart from the 11 and 320 pmol photon m2s~! light lev-
els. At these irradiances (33, 75 and 260 pmol photon m2s™!)
cells do not stop growing but the slope of the growth curve at
the end of the experimental data (in the so-called stationary
growth phase) is clearly reduced. This slope (y) has been calcu-
lated for all the irradiances and it is significantly higher in cells
grown under 11 and 320 umol photon m~?s~!, which have the
lowest Kpg values and the external nutrients were not

depleted. Therefore, two different growth responses can be dis-
tinguised in the second phase above mentioned (fig. 5). Firstly,
cultures (11 and 320 pmol photon m2s™") with relatively high
v, supported by external nutrients and scarce or no use of nitro-

gen originating from PE degradation (low Kpg, treatments over
the 1:1 line in fig. 5) and, secondly, cultures that have a low y

(33, 75 and 260 pmol photon m 2s") with very low concentra-
tions of external nutrients, but sustained by high rates of PE
decrease (high Kpg; treatments under the 1:1 line in fig. 5). In

this case, it can be suggested that most of the nitrogen from PE
sustains metabolism together with very low growth rates.

Photosynthetic pigments and light

The response of the phytoplankton to irrandiance variations
has been studied extensively and, in general, this is correlated
with variations in the pigment content with higher concentra-
tions at lower light levels (Jergensen, 1969; 1970; Rivkin et al.,
1982; Falkowski and Laroche, 1991 and others). The response
observed in R. salina is similar to that observed in other spe-
cies of cryptophytes (Brown and Richardson, 1968; Faust and
Gantt, 1973; Lichtlé et al., 1986). Thinh (1983) observed that
the chlorophyll content of Cryptomonas (strain Lis) cells accli-

21

mated to 10 umol photon m™s™" was twice as much as that of

cells grown at 260 pmol photon m™2s~!, in agreement with the
results obtained for R. salina. This increasing chlorophyll a
content along with decreasing light irradiance has been
observed by Gervais (1997) in different strains of freshwater
Cryptomonas acclimated to irradiances between 30 and 90
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todos los tratamientos, siendo significativamente mas alta en
los cultivos aclimatados a 11 y 320 pmol fotén m2s~!, que a su
vez presentan los valores mas bajos de Kpg y disponibilidad de
nutrientes. Por tanto, pueden distinguirse dos respuestas
diferentes de crecimiento en la etapa enunciada anteriormente
como estacionaria (fig. 5). En primer lugar, la de los cultivos
(11 y 320 pmol fotén m~2s") con un valor relativamente ele-
vado de y, mantenido por nutrientes externos y nulo o escasc
uso de nitrogeno procedente de la degradacion de PE (baja Kpp:
tratamientos por encima de la linea 1:1 en la figura 5); en
segundo lugar, la de los cultivos (33, 75 y 260 pmol fotén
m2s') con un valor bajo de y, aunque mantenidos por altas
tasas de desaparicion de PE, ya que los nutrientes externos pre-
sentan muy baja concentracion (alta Kpg; tratamientos por
debajo de la linea 1:1 en la figura 5). En este Gltimo caso se
puede sugerir que el nitrogeno movilizado, procedente de la
PE, permite el mantenimiento del metabolismo junto con tasas
de crecimiento muy bajas.

Pigmentos fotosintéticos y luz

La respuesta del fitoplancton a cambios en la irradiancia se
ha estudiado ampliamente y, en general, se relaciona con incre-
mentos en el contenido pigmentario a bajas intensidades lumi-
nicas (Jergensen, 1969, 1970; Rivkin et al., 1982; Falkowski y
Laroche, 1991 y otros). La respuesta observada en R. salina es
similar a la registrada en otras especies de criptofitas (Brown y
Richardson, 1968; Faust y Gantt, 1973; Lichtlé et al., 1986).
Thinh (1983) observo que el contenido celular de clorofila de
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Figure 5. Relationship between decrease rate of cellular PE (Kpg) and
growth rate after day five of growth (y) of cultures of R. salina grown at 11
(®), 33 (a), 75 (w), 260 (0) and 320 () umol photon m2s~". The dashed
line indicates a 1:1 relationship between both parameters. Ni = external
nitrogen concentration.

Figura 5. Relacion entre la tasa de disminucion de PE celular (Kpg) v la
tasa de crecimiento a partir del dia 5 de crecimiento (y) en cultivos de R.
salina aclimatados a 11 (e), 33 (a), 75 (m), 260 (o) and 320 (») pymol
photon m2s~". La linea punteada indica una relacion 1:1 entre ambos
parametros. Ni: concentracion de nitrégeno externo.
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pmol photon m2s~!. In our study, R. salina was grown under

the full range of irradiances used by these authors. Cells accli-

o

mated to lower irradiances (11, 33 and 75 pmol photon m™s

1) had higher chlorophyll (a+c) content than cells grown at
higher irradiances (260 and 320 pmol photon m2s).
However, it was also observed that the cells acclimated to the
lowest irradiance (11 pmol photon m2s") did not have the
maximum pigment content possibly because the low incident
irradiances decreased the pigment synthesis (fig. 2) and the
photosynthetic activity (fig. 4). The response of chlorophyll ¢
to irradiance is variable among this group of microalgae. Our
results did not show significant alteration of chlorophyll ¢ con-
tent with irradiance (¢-test, P < 0.05) in agreement with the
results obtained by Lewitus et al. (1991). Conversely, Thinh
(1983) observed an inverse relationship between chlorophyll ¢
content and irradiance at two extreme irradiances, 10 and 260
pmol photon m~2s™!. It is probable that the latter irradiance was
photo-inhibitory, an effect that has been observed in a number
of microalgae (Perry ef al., 1981).

P-I curves

Rhodomonas salina displayed higher P, ,, and o values at

lower irradiances than under higher ones, in agreement with
the study of Thinh (1983) on Cryptomonas strain Lis. The
same trend has been recorded in the diatom Ditylum
brightwelli Westt (Perry et al., 1981) and the dinoflagellate
Peridinium cinctum (O. F. Miiller, Ehrenberg, 1832) (Prézelin
and Sweeney, 1979). The P,,,, acclimated to 75 umol photon

m~2s~! was higher than the values at any other irradiance, when

it is expressed per chlorophyll a. At this light intensity, cells
show the maximum PE/Chla ratio which may indicate the
importance of the antennae of phycobiliproteins in the photo-
synthetic activity of this species. The P-I curves obtained for
R. salina did not fit any of the models described by Prézelin
(1981). Based on the review by Richardson et al. (1983)
regarding photoadaptative strategies in unicellular algae,
the P-I curves obtained suggest that R. salina adapts to lower
irradiances by increasing its number of PSUs. These authors
include in this type of response cells not adapted to low irradi-
ance but stressed by the increasing irradiance conditions. The
ultrastructural studies on photoadaptation in Crypthophyceae
describe a disorganization of the thylakoids, conservation of
the number of PSUs and alterations in the PSII antenna size
(Rhiel et al., 1985; Lichtlé et al., 1986; Lewitus et al., 1991) as
a main adaptation mechanism. This is in agreement with the
lower content of pigment, mainly PE, observed for R. salina.
Scanning electron microscopy and cryofracture analysis
showed that P. salina responded to a high irradiance with a loss
of PSII antennae and disorganization of the thylakoid structure
(Lewitus et al., 1991), although from a classical analysis of P-I
curves, a different structural and functional adaptation strategy
could be inferred.
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2.1

Cryptomonas (cepa Lis) aclimatada a 10 pmol foton m s~ era

el doble de las células cultivadas a 260 pmol fotén m 2!, en
concordancia con los resultados obtenidos para R. salina. El
incremento en el contenido de clorofila a al disminuir la
intensidad luminosa ha sido observado por Gervais (1997) en
diferentes cepas de agua dulce de Cryptomonas aclimatadas a
irradiancias entre 30 y 90 pmol foton m™2s™'. En nuestro
estudio, R. salina fue cultivada cubriendo el rango completo de
irradiancias usadas por los anteriores autores. Las células
aclimatadas a las irradiancias menores (11, 33 y 75 pmol
foton m~2s') registraron un mayor contenido de clorofila
(a+c) que las cultivadas a mayores intensidades luminosas
(260 y 320 pmol fotéon m2s7!). Sin embargo, tambien se
observod que las células aclimatadas al tratamiento de menor
irradiancia (11 pmol fotéon m2s™") no presentaron el maximo
contenido pigmentario, probablemente porque la baja irradian-
cia incidente redujo la sintesis pigmentaria (fig. 2) asi como la
actividad fotosintética (fig. 4). La respuesta de la clorofila c a
cambios en la intensidad luminosa es variable en este grupo
algal. Nuestros resultados no muestran variaciones significati-
vas del contenido de clorofila ¢ con la irradiancia (z-test,
P <0.05), en consonancia con los resultados obtenidos por
Lewitus et al. (1991). Por el contrario, Thinh (1983) observo
una relacion inversa entre el contenido de clorofila ¢ y la
irradiancia en dos tratamientos extremos, 10 y 260 umol foton
m~2s~!. Es probable que esta lltima intensidad luminosa fuera
fotoinhibitoria, efecto que ha sido observado en diversas
microalgas (Perry ef al., 1981).

Curvas P-1

Rhodomonas salina cultivada a bajas irradiancias registrd
valores superiores de P,,,, y & que las células aclimatadas a
alta intensidad luminosa, coincidiendo estos resultados con el
estudio de Thinh (1983) en Cryptomonas cepa Lis. La misma
tendencia se ha observado en la diatomea Ditylum brightwelli
Westt (Perry et al., 1981) y el dinoflagelado Peridinium
cinctum (O.F. Miiller, Ehrenberg, 1832) (Prézelin and
Sweeney, 1979). El valor de P,,,,, expresado por clorofila a, de

las células aclimatadas a 75 umol foton m2s~! fue el mas alto
de los registrados. A esta irradiancia las células presentaron el
valor mas alto de la relacion PE/clorofila a, lo que podria indi-
car la importancia de la antena de ficobiliproteinas en la activi-
dad fotosintética de esta especie. Las curvas P-1 obtenidas para
R. salina no se ajustan a ninguno de los modelos descritos por
Prézelin (1981). De acuerdo con la revision de Richardson et
al. (1983) sobre estrategias fotoadaptativas en algas unicelula-
res, las curvas P-1 obtenidas sugieren que R. salina se adapta a
bajas irradiancias incrementando el nimero de PSUs. Estos
autores incluyen en este grupo a células a las que el incremento
de irradiancia les genera respuestas de estrés. Los estudios
ultraestructurales realizados sobre foto-adaptacion en la clase
Crypthophyceae describen, como principales mecanismos
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In this analysis of photoadaptation strategies and interpreta-
tion of P-I curves, it is important to stick out the culture
conditions used, that is, batch high-cell-density cultures, which
may imply considerable light attenuation. The results obtained
for R. salina are applicable to mass cultures of this alga but
some considerations about incident light should be needed for
a physiological understanding.

In summary, R. salina grows maximally at an irradiance

range between 75 and 260 pmol photon m2s~!. In this range,
photoacclimation is characterized by an increase in the light-
harvesting antennae size (PE content mainly) at decreasing
irradiances, being the photosynthetic activity optimal at 75
241

pmol photon m . At irradiances over 300 pumol photon

m2s~!, growth is slightly inhibited and there is also a reduction
in the photosynthetic activity. The time course of evolution of
PE content and external nutrients in the medium show that R.
salina responds to nitrogen-depleted conditions by mobilizing
nitrogen from PE, this behaviour being modelled by a
relationship between external nitrogen availability and PE
mobilization.
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