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INTRODUCCIO

Les cianoficies, dins el mén viu, tenen una posicié molt peculiar, puix
que, per la seva estructura procariota, produir toxines, alliberar al medi
composts organics —adhuc la vitamina B,,—, la capacitat d’infecci6 pels
virus anomenats cianofags (PapaN, 1969; ' SHILO, 1971; '* SAFFERMAN,
1972),"* fa que tinguin fortes semblances amb els bacteris. I dins les ciano-
ficies, 1a fixacié de nitrogen, fora d’algunes excepcions encara poc clares,
només ha estat descrita en les espécies que tenen heterocists (Foca, 1955; °
STEWART, 196%).14

Com una prova de la capacitat de les cianoficies d’adaptar-se als canvis
del medi, en el present treball han estat estudiades les modificacions pro-
duides en una soca de Nostoc muscorum en variar les seves fonts de
nitrogen, emprant unes vegades el nitrogen atmosféric i les altres uns
gradients amb diverses concentracions de nitrogen combinat.

Els resultats obtinguts fan sospitar que el paper de les cianoficies en
els cicles del carboni, del nitrogen i potser fins i tot del sofre dins les
aigiies continentals ha d’ésser important, i més si tenim en compte el
procés de distrofia a qué tendeixen moltes d’elles.

MATERIAL I METODES

Tots els estudis han estat fets amb una soca de Nostoc muscorum
isolada en el laboratori a partir d'una colonia que sorgi en un cultiu
sobre medi solid d'un mostra d’aigua dolca.

L'obtencié de cultius unialgals no és pas gens senzilla, i menys en
les algues filamentoses en les quals amb molta freqiiencia hi ha un gran
nombre d’epifits. Perd ¢és possible de seleccionar les cianoficies per la
temperatura ja que M. ALLEN i R. StaNIER (1968)' demostraren que
totes les soques de cianoficies provades per ells creixeren bé a 35° G, i un
parell fins i tot a 45° C. Hem comprovat que la temperatura ¢s un bon
mitja de seleccié per a eliminar les algues eucariotes: especies de Nostoc
i Anabaena es desenvolupen bé a 35° C encara que Oscillatoria no hi
creix. Aixi, doncs, el creixement a 35° C és un bon meétode per a con-
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servar unialgals els cultius de Nostoc muscorum. Fins ara no hem provat
d’obtenir cultius purs eliminant els bacteris.

Hom fa créixer la soca en el medi de HUGHES, GORHAN i ZEHNAR (1955).°
a g5° G, iluminada continuament amb llum blanca de fluorescent.

NOMBRE DE CEL-LULES ENTRE HETEROCISTS

Nostoc moscorum

Taura I. — Variacio en el nombre de ceHules entre els heterocists, en les diverses con-
centracions i al llarg dels dies. Hom pot veure com a la concentracié de 100 mg/l de
nitrat, on inicialment no hi havia heterocists, comencen a sortir-ne al cap de tres
setmanes.

0 5 10 20 30 100 1500 *

14/11/72 11,8407 6,6+28 11,6+0,7 16,3+0,4 17,540,8 — -
17/ /72 11,6 +0,6 12,6 +0,4 15,6+0,6 16,3+0,7 16,3104 - —

22/111/72 11,8406 13,6106 17,5409 — 17,8+0,8 —- —
4/1V /72 — — 11,6 +0,5 — 14,1+0,4 12,2404 -
24/1V /72 — — — — 17,8+1,2 16,3+1,1 —

* Concentracions en milligrams de nitrat per litre.

El medi conté els components segiients: K,HPO, (0,039 gr/l), MgSO,.
7H,0 (0,075 gr/1), Na,CO, (0,020 gr/l), CaCl,.2H,O (0.027 gr/1), Na,SiO,.
gH,O (0,058 gr/1), EDTA (0,001 gr/l), acid citric (0,006 gr/l), citrat ferric
(0,006 gr/l). A més hom hi afegeix 1 ml de microelements per litre de
medi: MnCl, (1,81 gr/l), MoNH, (0,017 gr/l), CuSO,.5H,0 (0,079 gr/l),
H,BO, (2,86 gr/1), Zn.SO,.7H,0 (0,222 gr/l). El pH inicial ¢s 7.84.

Per fer els gradients de nitrats hom hi posa la quantitat convenient

~de NO,Na. Ha estat provat tamb¢ amb NO,K.

Els nitrits foren determinats pel metode de SHINN.

Hem cregut oportit de comptar les celules entre els heterocists en lloc
del nombre d’heterocists per unitat de llargada del filament, puix que
aquest darrer meétode no ¢s recomanable pel fet que variacions en les
mides de les céHules vegetatives poden afectar els valors obtinguts.

La produccio primaria ¢s mesurada pel metode del C', fent, pero,
una modificacié: tenint en compte que el volum de mostra filtrada pot
¢ésser molt poc significatiu per tal com els filaments formen grumolls, hem
preferit de referir-nos a unitats de pes fresc. A fi de reglar les unitats, ho
donem en tants per cent.

L’extraccio de la clorofila ha estat feta amb metanol 1 en fred.




Fic. 1. — Inocul crescut en el medi sense
nitrogen combinat. Hom pot apreciar-hi els
heterocists.

Fig. 2. — Inocul crescut en 1500 mg/l de
nitrat sodic: no hi ha heterocists i els fila-
ments estan molt modificats.
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RESULTATS

Inicialment, hom prova de fer créixer Nostoc muscorum en dos medis
diferents: l'un en abséncia de nitrogen combinat i I'altre amb 1500 mg
de nitrat sodic per litre. Al cap d’'una setmana, I'inocul crescut en el tub
sense nitrogen combinat presentava una morfologia que podriem dir
normal, amb abundancia d’heterocists, mentre que en el tub amb 1500
mg/l de nitrat no sols faltaven els heterocists —com calia esperar d’acord
amb el que sabem sobre el paper dels heterocists en la fixacié de nitro-
gen (Fay, STEwart, WaALsBY i Foca, 1968; * Foca, 1969; ° GorkoM i DONZE,
1971 °)— siné que, a més, els filaments de c¢Hules estaven completament
deformats, amb cargolaments estranys, com pot ésser apreciat en les figu-
res 11 2. Aix0 es repeti cada vegada.

Com a dada complementaria, en fer un comptatge de bacteris sobre
placa d’agar fou trobada una diferéncia que pot ésser significativa: en el
medi amb 1500 mg de nitrat poden ésser comptats deu vegades més bac-
teris que en el medi sense nitrogen combinat. Hom pot afegir que tots
son bacils gramnegatius, i fins ara no ha estat intentat de determinar-los.

En fer un canvi, posant en un tub amb 1500 mg/l de nitrat I'indcul
que primer havia estat en el medi sense nitrats i al revés, tenen lloc
uns canvis molt lents, puix que fins quasi dos mesos després I'indcul
deformat no retorna a la seva forma inicial, amb c¢Hules de morfologia
normal i amb heterocists, mentre que I'inocul que els presentava i havia
estat passat al medi amb nitrats també restd completament deformat.

Fou preparat un primer gradient, amb concentracions des de zero a
1500 mg/l, augmentant 250 mg cada tub. L'inic on aparegueren els
heterocists fou el que no tenia gens de nitrogen combinat; en tots els
altres mancaven els heterocists. L'experiment fou repetit, pero, amb un
gradient més fi, i mai no hi aparegueren heterocists en concentracions
per damunt de 100 mg/l de nitrat. Finalment, fou fet amb les concen-
tracions segiients: o, 5, 10, 20, 30 i 100 mg/l, i els resultats obtinguts
son els que exposem en les grafiques 1 i 2.

Hom pot veure que hi ha una correlacié forca bona entre les diver-
ses concentracions de nitrat en el medi i el nombre de ceHules que hi ha
entre els heterocists. A mesura que augmenta la concentracio, augmenta
també la distancia entre heterocists, de manera que mai no ha estat
trobat al llarg dels primers dies de I'experiment que per damunt de
concentracions de go mg de nitrat per litre hi hagi heterocists, bé que un
temps de creixement prolongat fa modificar en cert sentit aquesta idea,
com veurem més endavant.

159



NOMBRE DE CEL-LULES ENTRE HETEROCISTS

20

8
/-
6 =
14 |
12
= \./Q
l | |
5 10 15
DIES —e—e— sSense nitrats
—s—us— amb 30 mgrs/l de nitrats
GRAF. 1. — Diferéncia en el nombre de c¢Hules entre hete-
rocists en el cas que es tracti d'un inocul crescut en un
medi sense nitrogen combinat o en un medi amb go mg/l
de nitrat sodic.
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GRrA¥. 2. — Correlacié entre les concentracions de nitrats
en el medi i el nombre de céHules entre heterocists.
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Es significativa la difer¢ncia que hi ha en el nombre de c¢Hules entre
heterocists en el cas d’'un inocul que ha crescut en un medi sense nitrogen
combinat —en que la variacié al llarg dels dies és minima, amb valors
al voltant de 12— o bé en el que ha crescut en un medi amb nitrats,
on els valors s6n més alts. Aquests resultats coincideixen amb els trobats
per Ocawa i Carr (1969) '* en Anabaena variabilis, la qual cosa fa pen-
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sar que es tracta d'un fenomen general dins les cianoficies amb hetero-
cists.

Aquestes dades sén exposades d'una manera sistematica en la taula I,
on podem veure que a mesura que pasen els dies d’incubacié augmenta
la distancia entre els heterocists, perd que si aquests comencen a fer-se
molt llargs (quasi un mes i mig), en la concentraci6 amb 100 mg/l de
nitrat, on abans mai no hi havia heterocists, comencen a sortir-ne. Potser
hem de pensar que hi ha un esgotament del nitrogen combinat del
medi i ha calgut anar a la fixacié.

En mesurar el pH en finalitzar I'experiment, els tubs amb menys
de 100 mg per litre de nitrat presenten un pH neutre o lleugerament acid,
mentre que en el cas de 1500 mg/l el pH ¢és sempre francament basic,
amb valors alts —de 8,5 a 10—, la qual cosa és prova que en aquest

161



8 FERRAN VALLESPINOS I RIERA

darrer cas hi ha una forta reducci6. Una vegada observades aquestes
variacions passarem a seguir el creixement de la mateixa soca, ara, pero,
en un litre de medi. Com podem veure en la grafica g, en seguir la marxa
dels cultius, al llarg del temps —a més dels canvis en la morfologia i la
variacio en el nombre d’heterocists, que ja hem esmentat— hom aprecia
una diferéncia molt significativa en I'evoluci6 dels nitrits, puix que, en el
cas que es tracti del medi sense nitrogen combinat o amb només 10 mg, la
concentracio es troba dins uns valors comparables als inicials. Per contra, en
el cas de l'inocul crescut en el medi amb 1500 mg inicials, hom arriba
a concentracions de nitrits molt elevades: fins quasi go pg-at de nitrits
per litre. Aquest fenomen de la produccié de nitrits per part de Nostoc
muscorum havia ja estat descrit per MAGEE i Burris I'any 1954.°

La diferéncia de produccié primaria entre la mostra crescuda en
el medi amb 10 mg/l de nitrat i la que ha crescut en 1500 ¢és també sig-
nificativa, puix que la fixacié de carboni en aquesta darrera representa
només el 50 9, de la primera.

Els resultats de la quantitat de clorofila a son parallels als anteriors,
puix que en l'inocul de 1500 mg/l de nitrat inicial hi ha o,102 mg de
clorofila per litre, mentre que en el de 10 mg de nitrat inicial n’hi
ha 0,258 mg, més del doble.

DiscussiO 1 CONGLUSIONS

Aquests fets, estudiats en el laboratori, per for¢a han d’estar relacio-
nats amb el que s'esdevé en la natura. Per aixd cal discutir llurs impli-
cacions ecologiques.

Hem vist I'efecte que I'addicié de nitrogen combinat té en la variaci6
del nombre dels heterocists i també en la morfologia del filament;
i que alhora repercuteix en la produccié primaria, quantitat de cloro.
fila i alliberament de nitrits al medi. Tot aixd fa pensar en una inhi-
bicio de la fixacié quan hi ha nitrats presents, i déna unes possibilitats
d’adaptacié a canvis en el medi en les cianoficies, possibilitats que ja
no tenen les plantes superiors. De fet, pels treballs de DUGDALE i DUGDALE
(1962),* BiLraun (1968),> Ocawa i Carr (1969),'"" HorNE i FoGe (1970) 7
resta clar que els maxims de cianoficies amb heterocists als llacs estan cor-
relacionats amb les concentracions menys baixes de nitrats que hom troba
durant tot I'any.

A la vegada, les cianoficies amb heterocists tenen una veritable espe-
cialitzacié en llurs céMules, amb unes céHules dedicades a la reduccio
del nitrogen atmosféric i les vegetatives que fixen el carboni. Perd també
¢és interessant de pensar de quina manera una cellula vegetativa pot
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arribar a ¢ésser un heterocist. Les dades exposades anteriorment ens diuen
que aixo ha d’ocorrer.

Finalment, com deiem ja al comencament i tenint en compte que
malauradament un bon nombre de les aigiies continentals estan con-
demnades a processos de distrofia, cal pensar que el paper de les ciano-
ficies —i també dels bacteris— en aquestes aigiies pot ¢sser cada vegada
m¢és fonamental.

Per tot aix0, creiem que aquests estudis sobre la fixacié del nitrogen
i llur inhibicié per part del nitrogen combinat, una vegada hagin estat
engegades les tecniques adients, han de portar a I'esbrinament de me-
canismes importants dins I'economia del nitrogen en els ecosistemes
aquatics.
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