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R.ESUllIEN

La eutroficación de los sistemas acuáticos es un proceso que ocurre de manera natural y que se

ve acelerado por intervenciones antrópicas. Los asentamientos humanos y las actividades

agrícolas, ganaderas y de la mineria, vierten rma gran cantidad de nutrientes generando la

eutroficación de estos sistemas. Como consecuencia, se producen los florecimientos algales o

"blooms", siendo unas de las más fiecuentes en estos eventos las algas verde-azules o

cianobacterias. Algunas de estas cumplen cou la fi.rnción de fijar Nr, que en sistemas de agua

dulce puede alcanzar hasta un 80% del total de N que ingresa al sistema. Un elemento

indispensable para la fliación de N, por cianobacterias es el molibdeno (Mo), metal traz¿ que

forma parto del sitio activo de la nitrogenasa, er-zima encargada de la reducción de N2 a una

forma asimilable por 1os organismos, como es el amonio §IIa), proceso al cual se le denomina

"Fijación biológica de Nitrógeno" (FBN). Este proceso puede ser medido experimentaknente a

través del método de reducción de acetileno-etileno (ARA *Acetylene Reduction Assay"). Por

lo anteriormente descrito, se cree que, al experimentár un aumento en sus concentraciones, el

Mo estaría directamente relacionado con una mayor tasa de fijación de N2 y actuaría a su vez

como un intermediario en la eutroficación de los sistemas acuáticos. Para ello se evaluó la

respuesta de la cianobackria fijadora de Nz Nosloc sp- a distintas concentraciones de Mo (0,1

ppm, 0,5 ppm y 3,0 ppm) en cultivos de laboratorio. Los resultados demostra¡on url aumento

sipificativo de la fijación de N2 a mayores concenlraciones de Mo, sin embargo, se pudo

observar rma disminución paulatina de los valores de frjación hacia las concentraciones más

altas del Mo, lo que sugeriría que si bien, el Mo ayuda a incrementar la fijación de Nr, esta llega

a un plató para los valores m:ás altos dg éste.
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ABSTRACT

Eutrophication of aquatic systems is a process that occurs nahrally and is accelerated by human

actions. Human setdements and agriculture, livestock and mining, pour a lot ofnutrients causing

eutrophication of these systems. As a result algal blooms occur or "bloom" being one of the

most prevalent these events blue-green algae or cyanobacteria. Some of these have t]le fi¡nction

of fixing N: tlun in freshwater systems can achieve up to 80% of the total N entering the

system. An indispensable element of Nz fxation by cyanobacteria is molybdenum (Mo), trace

metal that is part of tle active site ofnitrogenase, the enzyme responsible for the reduction ofN2

to a form assimilable by organisms, such as ammonium (NlIo), a process which is called

"Biological Nitrogen Fixation' (FBN). This process can be experimentally measured using the

metiod of ethylene-acetylene reduction (ARA "Acetylene Reduction Assay"). As described

above, it is believed that the experience increased their concentrations, the Mo would be directly

related to increased Nz fixation rate and in turn act as an intsrmediary in the eutrophication of

aquatic systems. We waluated tlte response of N2 fixing cyanobacterium Nostoe sp. Mo

different concenúations (0.1 ppq 0.5 ppm and 3.0 ppm) in laboratory cultures. The results

showed a significant increase in Nz fixation to higher concentrations of Mo (3.0 ppm) however,

if was observed a gradual decrease towards values securing higher concentrations of Mo,

suggesting that although Mo helps increase N2 fixation this reaches a plateau for higher values

of it.
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INTRODUCCIÓN

I.a eulr'o[icación sc rclaciona con la pérdida de divcrsidad biológica y la disnrinución dc los

bienes y servicios de los ambientes acuáticos (Pardo y Vila. 2006). la cual puede ser dcl-rnida

como la suma de los eltctos dcl crccimienlo excesivo dcl fitoplanctol1, el cual conducc a un

desequilibrio en la productividail primaria y secundaria, que a su vez tiene como

consecuencia una tasa más rápida de succsión, y la gradual dcgeneracirin de las luncioncs dcl

sistema (Khan y Ansati. 2(X)5). La principal causa dc la eutlot-rcación se debe a un

cnliquccirnicnto artihcial dc nutricntcs dc los sistcmas acuáticos, principalmcntc por aportcs

de Nitrógeno (N) y lrósfbro (P), los cuales pueden ser incorporados por f'ertilizantes

pl'ovcnienlcs tlc Ia actividad agrícola, la descalga de desechos de asent¡urientos hulanos y

la alta actividad minela. entre otros, Io que podría generar, por ejemplo. una aceleración de la

dcsoxigcnacitin cn aguas plolundas (Mainstonc y Parr, 2002; lirng ¡'col. :003t lang y coi.

2004: Khan.v Ansad.2005). Otros factores. como la haja velocidad dc la corricntc, altas

tc111p!'mturas, y una alta actividad microbiológica. puedcn thvorecen procesos de

eutotlcación más acelerados (I-i y Liao,2002). En consecuencia, esto genera cambios cn las

condiciones fisico-químicas del agua, 1o que puede causar, desde una sobresat[ación a ura

cscascz clc oxíge'no rlisuclto, altctando así la distribución y sobrevivencia de Ios organismos

quc habitan los sistcmas naturales (l)el['Anno ¡' col. ]002; Liu ,v Qiu. 2007). Junto a lo

;mtcrior, tambión sc producc un aumeflo cn la biomasa dcl filoplanclon, rnoditicándose la

esÍucium comunitaria asociada con el pledominir: de una o más especies (Srnith, 1003). Estc

aurnento en la biomasa filoplanctalnica. tcrmina alcctando la calidad del agua, ya que

provoca una disminución cn la transparcncia dc ósla, y por cnde, una b¡-ia penetmción dc luz

al sislema, lo que podría inhibir, e incluso detener. la tbtosíntesis de las plantas suncrgidas

(Khan ¡r Ansari, 2005).



Dentro r-ic los nutrientes que alectan )a cutrolicacirin sc cncucntra cl N, cl cual cs un

elemc-nto cscncial para ur gran nrunert¡ dc procesos biol(rgici)s, ya que es primordial en la

composicitin de protcinas. ácidos nucléicos. y otros componcntcs celulares. que lo conviertcn

en una molécula noecsaria para cl crccimiento de lodos los organismos (Raymond y col.,

2004).

llna de las nlayoles reservas dc nitrírgcno molccular (N2) ss cncucfira cn la aúrosl'era.

confom¿rndo ccrca dcl 789/o de1 lotal de uascs presenlcs. La estructura química del Nr.

presenta un triple enlace que lo hace casi ine{e en la troposl'era, pol lo que no puedc ser

utilizado por gran parts dc los scrcs vivos. Sin cmbargo. la mayoría dc las bactcrias asimil¿ur

cl N2 cn lirnla tlc amonio (NlI"-1 pam su uso cn las rutas biosintética.. fstar sun p¡rte ds un

grupo altamente especializado de org:urismos quc puedcn ¿rsimilar cl N2, dcntft) dc los cuales

tanbién se incluyen actinomicetos ), cianobaclcrias (Halblcib y Ludden, 2000; Mayz-

|igueroa, 2004). Las cianobaclcrias, consideradas bactcrias h¡tosintéticas procariotas con

clololila "a" (Cl "a") y lirtosistenra II (Mazur-Muzcc. 2006), presentan una amplia

distribuci(rn y ocupim u¡a gran diversidad dc hábitats, quc incluyen suelo y agua, tanlo cn

regiones tropicales y templadas. como en climas extlemos (Henero y col.2001). En lrrs

sistemas eutroticados. a consecuencia de las grandes cantidades de nutrientes incorporados,

las ciarobaclclias pucdcn gcncran " blooms ", cs dccir, aumcntos rlasivos de su biomasa, con

Ia eventual Iiberación de toxinas. quc se pueden descomponer en gasc\ nocivos plra pc(r's )

bivalvos (Tilzer, 19871 Steinbqe y Llartmann, 1988; Mur y col. 1999; Carmichael, 2001).

No obstantc kr antcrior, cxistcn algunas cianobacterias asociados a "blooms" en sistcrr.ras

con bajas cargas de nuldentes, como sistemas oligotróticos y mesotriificos (Mcz y col. 1997;

Dokulil -v Tcubncr'. 2000: Jacqucl y coi. 1005).



F.n relaciil¡ a la carga de nutrienlcs, y dc acuerdo a Ja hipótcsis de la relación r:ntri; rccursos,

Tihnan (1981; 1982), señaló tluc la dominaacia dc cianobacterias sería atribuida a una baja

proporción N:P (Snrith 1983; Bulgakov ¡' Lcvich, 1999), ya que rc pien'l quc (\t,r\

organismos seiían mcjores competidores de N quc otros taxa rlel litoplanckrn (Balica y col.

1980; lkrme y Commins, 1987; Rlonrqvist y col. 1994). Sin cmbargo, Rcynolds (1984), cn

uila revisión que implicaba observaciones <Ie campo en comunidades de diatomeas, enlatizó

que 1tr relación entre las alga5 dominantes y la prri¡rorción dc lecursos ss mucho menos clala

quc la rqxxtada por' 1ilman (19811 1982). Por tanto, sea o no la dominancia dc

cianobactetias promovida por una baja proporción de eslos nut¡ientcs (N y P). sigue siendo

poco clato el papel de esta proporción colro un lactor independiente que regulc la

composición dei fitoplancton. lJna posiblc cxplicación a csu hip(itcsis sería que las

cianobacterias toleran baias propolciones de carga de nulrienles, ya que algunos de éstas

cumplen con la función de lijar de N2, pudiendo obtenerlo asi, de manera independiente

(Maguc, 1977).

Pala que el N1 pueda ser utilizado en el crecinriento. éste prirnero debe pasar por una serie de

reduccioncs hasta llcgar a la lorma dc NH* (Figura 1). Estc proccso. llcvado a cabo por la

enzima niÚogenasa. a Úavés del cual las cianobacterias reducen el N2 hasta una fbmra

utilizablc (por la mayoría de los microorganismos), es conocido como Fijacitin Biológica dc

Nitrógeno (FBN) (Fletl )'col. 1980, Ma1,z-Figueroa. ?004).



S ubstrato:
ru¡troo"no +2H +2H +2H

.LilO. ,§O. n.i¡
I I .> ' \. ¿ ]''-- --t \-/Reducción '. - -Reducción ' Reducción

Nitro- Un¡ón
genasa al sustrato

Irigura 1- Estlucrnt de ln hjacirin bioltigica de r'ñ¡ (FBN). RcdLLccitin <1e r-. a NH1-.

La IBN es un proccso lruy exigente erl equivalültcs de cncrgía biológica, ya que requiere

gmndes canlidadcs dc poder rcclLrctor. así como alLa cnclgía adcnosín trili)sfato (All')

(Ilalbleib y Luddü! 2000), de ahÍ que su biosíntcsis cstó s{rrnctida a una cstricla legulación

(Sprent y Splc'nt, 1990). como se puede obslyv¿r cn la siguicntc reacción:

N2 + l0H* +8e- + ,rMgATP ) 2NH4* + H: + n MgADP + zPi (fl > 16)

Morfblógicamente. las cianobactclias pueden abarcar desde lornas unicelularcs a formas

filanenlosas (Pearl, 1000). Iln el caso de las filamentosas, muchas prcsentim difcrc-nciacirin

cclular' (Mazur-Marzcc, 20{)6), entre las cluc destacan células especializadas llarlndas

hctclocistos (Nichols y Adams, 1982; 'l'a¡dcau dc Marsac. 1994). Es cn cl intcrior dc eslas

células donde se llcva a cabo la IrDN. la cual ocune en ausencia de N combinado en el medio

(e.g. NOr y NIIa ). ya que las tbrmirs combinadas de éste- inhiben la formación dc nueva

nitrogcnasa (Wolk y col. 1994; Mayz-Figuerca. 200.1).

El heterocisto posee una scrie dc modificaciones encaminadas a protegcr a la cnzima

nitrogcnasa lrcntc a la molócula dc oxígcno (O¡). ya quc ósta sc inacliva irrqversiblemente en

prcscncia dcl mismo (Picnkos y col. 1983). Los hcleiocistos pr(sentxD conexiones

inlcrcclularcs con las cilulas vcgclativas. y es a tmvés de éstas. donde se lealiza cl

Producto:
t- amonlaao

,"-*? q

/lr¡i
i )--

\
/11 _
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Nitrogenasa
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intercambio de los productos dcdvados dc la lotosírtcsis hacia los heterocislos, v los

ploductos derivados dc la fi.iacirin del N2 hacia las cólulas vegetatiyas (Figura 2) (Todar.

2{}0,1). De cslc modo. Ios procesos metabólicos de la fijación y lbtosíntcsis oxigónica, en

principio, incompatiblcs, pucdcn ocurrir dc m¿urera simullánea" aunque, en células dilercntcs

(Wolf y col. 1974:, 1976).

02 02\lo2

\

o2

\

L---r- l
Céluias vegetativas

llHeterocrsros 
I

Célt-rlas vegetali'.ras

Figura 2. I-squerna del heterocisto ) los product<¡s derivados de la FBN )'de la ibtosíntesis

(Rcitrc'ncia: Pienkos 1 crrl. 1983).

La FtsN pucde generar un importmte apone de N a los sislL'mas lacustcs, c impcdir la

limitación de éstos por N, ya que permitc la continuidad de 1os procesos de fotosíntesis y

biosíntesis, y por cndc la producLividad primaria, al suplir los suminist¡os de N liio cuando

éstos se agotan, manlcrnicndo así cl conhol dc la productividad primaria por Iimitación por P

(Sclrindlcr', 1976l.1977:. Howanh y col. 1988a; 1988b).

Es dc cnorme impofiancia para los sistemas naturalcs la [tsrt.-, ya quc cunple un «r1

fuirdamc-ntal cn el ciclo dc N. como plincipal tirente dc ingrcso y reposicirin dc éste a la

biosl'era (Horvarth, 1988). Este proceso es esencial para la síntesis de muchos compuestos

orgánicos (Chcng, 2008), ya que compcnsa las pór'didas dc N gcnuadas a havés dc la

desnitrilicación (Schindlcr, 1977; Dixon i, Khan, ?004). Los valores de rcposición de N

producto dc la l-BN en ecosistemas acuáticos. va¡ían nt¡tablemente, pudicndo contribuir

o.,
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hasta con 8194 de la qrtrada tolal dc N cn diclros siste,nas (llo!var1l1 y col. I 988a; l98tib). Iin

los lagos, cstos virlorcs FBN cstán luertcmcntc rclacionados con cl cstado trófico de los

mismos, tendiendo a scr mucho mayores c-n los eutróticos 0.2 - 9.1 g N nr: ario'), quc cn

lagos mesotrólicos u oligotrólicos (seneralmcntc <-: 0.1 g N n.r' aritil¡ (Howarth y col.

1988).

Var-ios invcstigadoles han demoslmdo que las tasas de FBN pueden aumcntar con la ailición

dc P a los sisten.ras, ya que se producc ur aunlento dc la biomasa dc ci¿nobaclcrias. siluación

que ha sido demostlada en cstudios dc cultivos puros (Slovart y Alexander. 1971), tn

sislemas lacusres (Bulian. 1957: Caryenter 1971; I.iao. 1977). y cn aguas occánicas (Mague

y col. 1974). Por otla pa c, Dorcmus (1982), 1ia plopucsto quc las tasas tnás bajas de IBN se

cncucntran en cl trrar. sicndo las cianobacterias las pdncipales lijadolas cn cstc mcdio. Ilntre

los organismos más cstudiados.v conocidos de Ios sistemas marinos. dcslaca la cianobacte¡ia

dcl góncro 1ll¿urcntoso (carente de heterocislo) Tt'ichoclesmium. Actualm!'ntc sc sabe que,

tanto bactcfiis como arqucobacterias, tijan ¿rctivaÍnente N: en el ma[. En cstc scntido. la

FIJN es relevante, ya que se estima quc aporta alredcdor dcl 50% dcl N necesario para la

producción primaria en las zonas oligotrrihcas. Al igual que las cianobacterias

dulceacuícolas. la tbrma quc licncn estos olganisüros matinos de fijar N: cs a Lravós de la

enzima niÚogenasa, que ticnc corno ci)lactol' al hieno (¡e), por Io que dicho mctal, cs

considcmdo cr¡mo uno de ios principales limitantes de la FBN en el ocóano (tsenavjdes y col.

2013), al ser parte esencial de la nitrogcrrasa. I:1 complejo cnzimático de la nitrogenasa, o

lambién llamado molibdeno nitroge'nasa. cstá conlpueslo po| una subruridad gr andc y otra

pequeña (Cole y col. 1986; Bishop y Joerger, 1990; Masepohl y col. 1002). I-n la subunidad

mayor se encuenlra el cofactor hicno-molibdcno (!'cMo-co) y cn l¿ subunidad inf-erior. la

hicro protcína (Foog y Woll, 1954; Buris, 1991; Rees y IIolvard, 2000; Curatti y col. 2007)

(Figura 3).



Ilxistcn diversos estudios quc cxplican el comportarniento catalílico dc la cnzima nitrogenasa

(.leanlils y lack, 1992; Seettldl y col. 2004: Cao, 2005). sin cmbargo, cl silio clctinitivo

obligatorio del N¡ en el cotáctor felr4o, a¡í co¡lr¡¡ el mecanismo para su subsccucntc

reducción a NI!', son aún dcsconocidos (Bryhn. 20{)7).

[4Fs {S] .iust r

Fe protein Fe protein

Figura 3. F,sttuclura dei complejo cntimático linniad,l por la prcteina hielao (Ire) y la proteina hierro

molibdcno (1'cN,lo) cn la nil¡ogcnasa (Reiere¡¡ci¿: Di¡on ] Khan. 2004).

Obligadamente, dentlo del proceso de FBN la ¡cducción del prot(rn ocurre durante la

catiílisis de la nitrogenasa (Simpson 1, Buuis. 1984). sin cmbargo. adcmás dc protoncs" la

nitrogcnasa pucdc rcducil una scric dc substlatos altemativos parecidos al N2 (con doble o

lriplc snlacc cD su estRlctula) couro es el caso del acetilcno (C:ll:), el cual ha resultado ser

un substrato parliculanrenle útil en la invesligación dcl tunciolramicnto biokigico de la

nitrogenesa, ya que cl ploducto dc su reduccitin. cl etileno (CrHa), es lácilmente cuantificado

por crcmatografia gaseosa (Bugess y Lowe. I996).

Ir ormando pafie del leMo-co se encuentra el Molibdeno (Mo), un constitu.vente esencial

para Ia FBN. ya que, ¡lcsdlJ hace varias décadas se lc conocc un jmpofiante rol fisiológicc, en



cslc prcceso, consistente en asistir cn la eat,rlisis dc transf'ere'ncia dc clcctroncs (Bortels,

1930: Fogg ! Wolt'e. 1954; Pope y col. 1980). El Mo conespondc a un mcr¿l tmza que se

encucntra plcsente en la li1óstera en niYclcs promcdio de 2 a 3 mg/kg. sin embargo. dicha

concL-ntración puetle aumentar a 300 rngikg en Iugales quc contienen altas cantidades de

rrateria orgánica (lortcscuc, 1992; Rcddy y col. 1997). I)icho mctal tmza cumplc un

imponantc papcl cn cl c¡ccimicnb dc plantas supcriorcs y cianobactctias (Amor ), Stout.

1939; Bachman y Goldman, 1964), ¡..a que es un colnponente central de varias de las cnzimas

esenciales del metabolismo del "nitrtlgeno bacterial" (Cole y col.. 1993: Peters y col. 1997:

Christiansen, 2001; Tezcan, 2005), entre las cuales se incluyen la enzima nitrato rcductasa y

la nitrogenasa (Brill -v Shah, 1980: Spiro, 1985; Cole y col. 1986).

lrl rcqucril.ricnto dc Mo para la IBN llcvada a cabo por cianobacterias. luc rcconocido por

plimera vcz por Bortcls (19a0). y colrrrborado por cstudios posleriores, los cuales

demostraron que el eonlenido de N. producto de la FRN de la cianobactcria ,4nctbaenct

cylindrico, sc corclacionaba positivamenle con la concentración de Mo incorporado en sus

mc'dios dc cultivrr (Wolle, 1954). Estudios |eali;¿arhs por (ioldman (1960; 1963), han dejado

de manifiesto la imporlancia dcl Mo como r¡icronutrientc litritantc en lagos de Nofie

Anúrica l Nucva Zclandia. Rcspecto a esto, Ilutchinson (1957) y Goldman (1960; 1964)

sugiricron r¡ue las bajas concentraciones de Mo (inferior a 0,6 nM). podr'ía ser un f'actot

Iimitante en la FBN dc los sisl.cmas lacusl¡cs. )-'a qus éstc condicion¡i¡Ía la función de la

nilr'ogcnasa. gcnclando un délicit en la disponihilidad de las lbrmas reducidas dc N,

tlcsaeclcranilo así cl crscimicnto de las cianobacterias (Glass,v col. 2010). Diversos esludios

señalan que las concentraciones de Mo repofadas pam un gran númenr tle sistenras

dulceacuícolas, var'ía ampliamentc ('Iabla 1), y aunquc a rnenudo son bajas, pueden ser tan o

más altas que las dcl agua de mar (Bradfbrd y col. 1968: Manheirn y I.andergren. 1978;

Collier', 1985; Howarth y col, 1988b; Marino -v col, 1990). Dentro de las posibles ñlL'ntes de

Mo estarían la mctcolización y la lixiviación de rocas y suelos, ya que son consideradas.



eÍl1le otras. como las fnentes naturales principales de la mryoría de los elementos traza, a las

cuales se sumarían incorporaciones produclo de actividades humanas como la agricultura y

la minería (Ri:¿zo y col.2010). En eslc scntido, se ha establecido que los etluentes de 1o

actividad minera, como por eiemplo, los rcsiduos industliales líquidos de los relaves rJc la

milería del Cobre (CLr). ¡rdr{an scr una dc las causalcs dcl incremento de las

concenÍaciones naturalcs rlc Mo en algunos sistemas acuáticos dulceacuícolas (Gactc y col.

2007).

Tabla 1. \¡alores dc conce¿tración de N{o (p!y'L) para disfintos cuelpos de agua.

Sistem, Concentración
Mo (uq/L) Fucnte

Lago Castle <0,1
Bacl¡r¡r¿urn ¡ (iol dman.

t964Río Americano <0,67

Río Napa 0,8

Lagos Norteamericanos 0,42 Cole y col. 1993

Great Lakes 0,15 - 2,8 Rossmam y Barres, 1988

Aguas de árEas u¡banas e industriales 70 Chappell, 1975

Lagos alpinos 0,4

Henry y Tundisi, 1982Iistanques poco prol'undos 12.0 - 14,0

Lagos con influencia geotérmica 100

Efluenlc minero 3900 (iaete y col. 2007

l-n su nrayoría, l¡¡s sistemas dulceacuícolas present¿rl yalorcs natuales medios,

relativamcntc bajos pru-a Mo. sin embalgo, algunos cstudios han pueslo en evidencia quc los

inc¡cmcntos cn las concentracioncs dc cstc mctal traza en los sistcmas acuáticos, puedcn

relacionarse con Ia llegada dc et'luelrtes de zrtnas urbiuras, industrialcs y. particulamcnte los

provenientes dc actividades mineras asociadas a la yacimientos de Cu (Chappcll, 1975;

Gaete y col. 2007). l.)n este sentido. cll nucstro país los valorcs dc Mo en los sistcmas

acuáticos sc rcgulan de acuerdo a dos tipos dc nonrlas, las normas de calidad ambicnlal

(secundalias), que detinen valorcs máximos de deteminadas sustancias y/o parámetros cn

los distintos sistcmas naturales. con un objetivo de pretecoióni y Ias nonras de emisión, quc



dcfinen lc¡s valorcs máximos pcrmitidos dc'descrrga para cicrlas sust¿urcias y/o parámctros,

con cl obietivo de evilar la contaminación de las aguas a causa de ilescargas de rcsiduos

industriales. I-.n este sentido. cn la actualidad nuestro país sólo cucnta con un sistema natural

con nonra secundaria de calidad vigentc quc contcmpla al Mo dentro de sus valo¡es de

calidad ambiental. cl¡rrespondicnle a la cuenca del río Serrano (D.S. 75i2010,

MINSIltiPRllS), donde se establece que los valores de este m!'tal, no deben superar los 0,01

mgl- en el sistema para evitar cl dctrimento de su condición de calidad cxccpcional.

Rcspecto a las nonnas dc crnisión, rigc a nivcl nacional. la nou¡a dc emisión para la

regulación de contaminantes asociados a las dcscargas dc rcsiduos líquidos a aguas marinas

.v continentales (D.S. 90/2001. MiNSECiI'RUS), la quc cstablccc un vakrr máximo de

descarga para Mo equivalente a I mgi]-, ta11to pal.a cue[pos lluviales como cueryos Iacustlcs

afiiliciales. y ur máximo de 0.07 mgl. de Mo paa sistemas lacuslres naturales. No obstante

kr anterior. existe la non¡ra de en.risión especítica para Mo y Sull'atos de efluentes

dcscargados desde tlanques de rclavcs al estero Carén (D.S. 80/2006. MINSEGPRES), que

dclinc vakrrcs más llcxiblcs para la descalga dc Mo rcspccto al D.S. 90i 2001. que alcanzan

los 1,60 mg/L ds I\43.

Si bicn, cn nucstro país cxislc normativa ambic'ntal quc plocura prolcgcr los sislcmas

acuáticos dulceacuicolas a través dcl cstablecimicnto dc valorcs máximos tle Mo, es

ncccs¿uio indical que dicha nonnativa (D.S 90/2001, MINSITGPRIIS), más allá dc

dilerurciar a los sislcmas acuáticos cntrc Ot¡vialcs y lacustles, no considera las

singulalidadcs dc cada sistcrma, tc:nicndo cn cucr.rta la amplia gama dc sislcmas de aguas

conlincntalcs prcscntes cn cl tcrdtodo nacional, por lo quc. el cstablccimicnto dc valores

márimos de Mo que rigen a rrivel nacional. no neces¿tda lente van a permitir dar una

adccuada protccckin a todos y cada uno dc los sistcmas. considcrando sus particularidades.

por lo c1ue, es posible que aún cuando sc encuentra rcgulada la dcsciuga de Mo a las aguas

superficiales del país, podrían darse condiciones de incrementos significativos en las
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conccnlraciones naturalcs dc Mo de cienos sistemas r.espccto a sus valor.es natru.alcs (aún

cr"unpliéndosc la norma). que pudiesen galill¿r incrementos cn las tasas de tijación dc N: del

titoplanctt»r, y consccucntes plocesos de eutroticaciti¡r. mcdiados por e1 incremento en las

c()ncenlraciones de M0.

Iln cstc scntido, el averigual cómo alecta la incorporación dc dclcminadas conccntracioncs

dc Mo a la FBN, podría permilir conocer e idcntillcar valores dc fiaci(rn de N, asociados a

Mo. que potencialmcnte puedan ser usados como indicadores de posibles eventits dc

eutroficacitin.

Hipótesis

De los anfecedentes antes mencionados, se esperaría que un incrcmento en la tasa dc hjación

de N, cn los sistcmas acuátictrs. así como un au ento de cia¡ohacterias. estén relacionados

con ia disponibilitlarl dc Mo, pudiendo éslc acluar eorro Lrn intcrrlcdi¿u'io cn la cutloiicacirin

dc sistcmas acuálicos dulccacuícolas. Por lo anfcrior sc propone la siguicnte hipótcsis:

La incorporación de distintas concentraciones de Mo en cultivos axénicos de la

cianobacteria Nostoc sp., hcrem€ntar:i la tasa d€ fijaeión de N2 de estos organismos,

dada su categorÍa de micronutriente esencial para la tr'BN.

11



Obietivos

Obietivo Gcncral

Cuantificar la tl-iación de N¡ en cultivos dc cianohacteria ,\,'¿rs/oc !p.. sometidos a ditlrrenles

conccntracioncs dc Mo. mcdiantc I¿r ¡¡eclición dc la actividad dc Ia cnzirna nitr,rgcnasu.

Ot ietivos Específicos:

1. Evalual cl crecimicnto de Arosloc rp. bajo condiciones de cultivo a través de 1a

metlición de C1 "¿".

2. Poncr a punto el ensa¡,o de reducción acetileno - ctilc'no (ARA "Acetllene

Itcduction Assa¡r").

3. Detemrinar Ia respucsta dc la lijación dc N2 cn ciiurobacler ias, por medio dc la

actiyidad de la enzima nitrogcnasa.
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MATERIALES Y nrÉrooos

Colecta d€I material algal

Para la colecta del materiai algal, se indagir acerca de c¡"üIivos axénicos disponibles en stock

a nivel nacional de cianobactcrias con hctcrocistos que cumplieran con la funciür de lijar Nr.

para poder ver el ef'ec¡o de la adición de Mo en la lasa dc t-rjación dc cstas algas y conobolar

la importancia dc óstc cn los valorcs de FBN. Era prirnor-dial quc los cuhivos lucrirn

axénicos. es dccir, quc lucr¿ur dc un s(rlo taxón de cianobacterias, para no tcncr laclorcs cluc

attctaran Ios resultados en las mediciones tinales. Para csto sc consultó. tanto cn laboralorios

como en univcrsidadcs, siendo flnalmcntc cn cl lnstiluto dc Bi0logía Vsgclal )

Biotecnología dc la lJnivr:rsidad dc'] alca donde se enconlró cultivos axénicos disponiblcs dc

la cianobacteria r\¡ostoc sp.! que además segÍrn Percira y col. (2009) prescnt¿¡ba altos valotes

de fijación dc N2 cn comparación con otras cianobacterias (Tabla 2). IIna vez obtenido el

cultivo, cslc fue tr¡sladado en matraces Erlenmeyer provistos colt medio dc cuhivo

cspccífico para esta alga.

labla 2. Valores de fii¿ción de Nl (en pm CtIIr) para distintas espccies de cianobacterias.

Especies
Fijación de nitrógeno

pmotes C2H2 h I

Nosloc commune 4,54

A nctbaena .fertiliss ima I 55

(iloeofrichio natans 0,85

Nosfoc ell ipsospon.rm 0,76

Anabaeno iyengarií vat lenuis 0,66

Nosfoc linckia 0,64

y coi. 2009)

6""'D\ _--- '.
ci Btrl:rL]iir:. -.

I :..

duE Ü\-1>'
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Medio dc cultivo

l)am poder mantener el cultivo de Nostoc sp, bajo condicioncs apropiadas. ósle luc plovisto

dc medio Walanatrc (Watanabe, 1971)- cl cual se preparó en el laborakrrio tle I-imnología de

la l]niversidad dc Chilc. dc acuudo a la r.nctodología desclita por Pereira 1'col. (2009). llna

dc las caractedsticas de este medio de cuhivo es la dc canccly dc cunlquicr tipo dc lucntc dc

N, permiticndo cvitar así, la posiblc inhibici[» dc la enzimr nitrogenasa, y alecLar los valores

l-rnalcs cn la mcdición dc la fijación dc N2. Los componentes y tbrma de preparación del

Incdi.r Wrta¡¡he sun los siguienlr.:

MEDIO WATANABE (pH = 5-6)

Rr¿ctivos gtL
K]HP0¿ 0,3
MgSO¡ 0.2
CaClz (2tlrO) 0,05 (0.0662)
*I'arllato férrico 1 mL (2-3 gotas)
++Solución Ar I mL

*Prc¡raración dc solución stock de ácido tartárico (t¿rtrato férrico)

Para la plcparación dcl stock dcl l¿r¡rato lórrico sc utilizaron 5 g dc ácido tartririco y 5 g cle

triclorulo dc ficro, los que lucron llevados a 1 L de agua bidestilada.

**Preparación de Solucién stock de A6 (no autorl¡vada)

Rc¿ctivos glL
H.tsO] 2,86
MnCl, x 4EIr0 1,81

ZnS0+ x 7II:O 0,222
Na:MoOr x 2H¡O 0,391
CUSO+ x 5H:O 0.079

x 6II,O 0.0415
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Preparación de una solución stock dc medio Watanabe 10 veces concentrndo

Rcactivos gtL
KTHPO4 3,0
MgSO+ x 7H:O 2.0
CaCt: (2II:0) 0.5
'l artrato téffico 20 - 30 golas

Solución Ao 10 mL

La preparación de Ia solución stock dc medio Watanabe se realizó dc acucrdo a lo intlicado

por Watanabe (1972). detallado a continuacitin:

La solueiiin skrck sc llcvó a 1 L con agua dcstilada, para lucgo ser autoclavtda

durante 20 minutos a una temperatura de 120 'C y 1 atmóslera dc prcsión.

Luego, para la preparaciiin dc 1 L dc mcdio dc cultivo Watanabc. se 1omó 100 mL

dcl mcdio Watarabc )a auloclavado (10 veces concentrado), y se completti con 900

mL de agua bidestilada. Esta prcparación se graduó con KOH o HCl. hasta obtener

un pH cntrc 5 a 6. ljna vez diluida la mczcla. se volvió a autoclava¡ durantc 20

minutns l li0'( ¡ I atrnoslclir 11. pre'ii.n.

Crecimiento cultiYos axénicos

Una vez establecidas las condici¡ines de mantenimiento para el cultivo dc lori/oc ry., se

procedió a incremcntar su biomasa algal a través dc [a mctodokrgía propuesla por Pcreila y

col. (2009). Pare esto, c:n una primem etapa. lue traslad¿do cl contenido algal tlcl maraz

Erlenmeyer hacia un acuario recubierlo de 31. de capacidad. provisto de medio líquidrr

Wat¿mab!'. Ya lrasladado el cultivo. éstc fue mantcnido bajo condiciones controladas dc

tenrpemtula y luz. La lcmpcratura se mantuvo entre un rango de 20 a 25"C. En cl caso dc la

luz, el cultivo lirc somctido a un lotoperiodo dc 1,1 hrs dc luz conlinua, pot medio dc una

füente lumínica cálida, cuya intcnsi<Iari sc calculó a travós dc la conye¡sión de hl-x a watts,

1.
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deteminando asi una intcnsidad dc 2000 lur dc acuerdo a Allcn (i956). Se rnidiri

constantemente la intcnsidad dc la luz con un luxólnclro. I-ucgo del período de luz se

dejaban por l0 hrs cn osctu'idarl.

Determinarión dc Cl "a"

Para dclcrminiu el crecimiento de lt¡s cultivos iu<énicos- se utilizó la conccnt¡aciirn dcl

pigmenlo totosintótico Cl "a" (¡rgl¡) como eslimador dc la biomasa algal .v también par.r

deleminal cl ticmpo en que se debia reali;¿ar cl rcc¿urrbio del medio de cultivo y así no

conl.al con agentes extemos que pudiescn g!'nc¡arse por la presencia de N en el medio y

junto con esto iniciar la activación cclular del alga, que ci¡nsislc cn la divisiiin cclular dc

ésta. La concentración dc estc pigmcrnlo t-otosintético se dclcmlin(') mcdianle la tiltlacii»r de

una alícuota de 5 mI- del cultivo concentriüo, cn l-rltros de fibra de vidrio (0,70 ¡rm),

mantcnidos aproximadamente a 0 oC duranle 14 horas. cn acetona al 90oá l.rasta lograr la

cxtracción dc estos, para posteriomsnte leer en un especlrotbl(rmctro I IV visiblc Aquarir.rs

CF,7200. Las abso¡bancias a l¿s distintas longitudes de onda fueron las:750-664- 647-6i0-

,180. Todas éstas se corrigen por 750 rrrr (4.-4r",), antes de ingresarlas a la fónlula

crrplcada para estimar la concentracirin de CI "a" (Jelliey y llumphrey, 1975), t¡re

corrcspondió a la siguienl.e:

CLOA (¡rg/L) = (11,93 x A¡o¡) - (1,93 x A6a?) x Yo¡. cxtracto (eú ml)ivol. filtrado (en L).

Determinación de la tasa de fiiacién de N¿

La cstimacirin ilc las tasas dc filación dc N2 se llcvri a cabo de acucldo a 1o prcscntado por

Hald.v y col, (1973). Los ensayos sc realizaron con los cultivos de las muestr¡s de Absloc

sp., obtcnidas cn la Universidar.l dc l alca. y duplicadas en el laboratorio dc Limnología dc 1a

tlniversidad de Chilc. Para llcvar a eabo la determinación de la tasa dc hjaciirn dc N¡,

KrD
'o.:
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inicialmcntc sc iiltró la biomasa algal gcnerada en los acuarios, retirando todo el medio de

cultivo posible, para Iucgo scr llcvadas a una ccnlrilnga Hettich modelo l{otolix 32, a bajas

revolucioncs (3000 r'vimin),.v sólo por I minutr¡s. para no romper los lilamentos, lo que fue

corroborado haciendo ensa.vos prcliminares ¡, observando posleri()nnente el eslado de éstos.

bajo micloscopio invertido Olympus modelo CI(l, dc tal firrma tlc eompnrbar que no

sntiicran daños. Postcliomenfe, se retiró el sobrenadante y se procedió a realizar cl pcsaje

en "húmcdo", y así ohtcner una cantidad dc biomasa similar de aproxirnadatnentc 25 mL

para cada uno tle los matraces de vidrio que selían sometidos a r¡cdicirin. Luego. y una vez

transferida la cantidad dc bii»Iasa algal a krs mall?ces, se les adicionó nuevo mcdio ilc

cultiyo Watanabe. Flsle procsdimienlo sc rcalizir para seis muestras de cultivo. tres dc las

cuales contenÍan matelial algal con distintas concenlraciones de Mo (0.1 ppm,0,5 ppm y 3.0

ppm)- y tres controles, de los cualcs uno c()ntcnÍa sólo material alsal. otro contcnía material

algal con C:II:, y un tel'cero quc contcnia matcrial algal con Mo (3,0 pptt)" csto para

climinar cualquicr otra lilcnte exlerna de C:IIq. Cada una de las seis mucstras lue medida en

un total de seis réplicas por tratamiento (liigura 4).

Cor'rlróies RéplicasTralár11ié¡11ós
i tvl ó)

, [':-ll-l

+Mo

Figura 4. l)iagrain¡ de los trcli¡micnlos rcalizirdos para la rJcfcnlinación de la activid.¡d de la

nitrogenasa.
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Postcrioruente. se cr-t.raron los matraces con tapones tlc gonta asegurantlo un cierre

completamcntc henné1ico. Luego, tircton extraídas con una jeringa, muestras dc ajre

(headspacc) cquivalentes al l0% del volumcn k)tal del matraz (5 mL), el que era

reemplazado por igual voluncn dc C:H:. Realizado esle procedimienlo las mueslras fucron

depositadas en ura caja sellada ¡rara mantenerlos en incubación por t hora a oscuritlad. Una

vez terninado el tiempo de incubación, se extraían 10 mI de la mezcla gaseosa y sc

lmnsferían a tubos vacutainer, al vacío, de 10 ml. de capacidad, previamente rotulados.

Posteriormente, ela extraído I mL de la mezcla gaseosa dcsde las muestras contenidas en los

tubos vacutai¡el, de tal ibrma de poder realizal Ia mcdición de Ia reducción de acetileno

(CI:II:) en etileno (C1II+). a través de cromatogratía de gases (Iigr.u'a 5). llna vez realizadas

las cxtraccioncs dc la mczcla gascosa /;/?¿a.*paae) las mucsúas se destapaban

inmediatamente. ya que estudios rcalizados pol Hardy y col. (1973) dcmoslraron que el

CI¡II¡ reprime el crecimiento de la biomasa. [s por esle motiyo que ios ensayos se llevan a

cabo cn el mcnor tiempo posiblc.

Figum 5. Esquem¿¡ dcl proccdimicnto de nredición ile la reduccjón de CrH2 por c.olnatogralia dc gases

(cnsay'o cle reducción acelileno - etileno ARA "Acetylene Reduction Assa)'-) (Rcfcrc[cja: Hardv -v

col. 197:l).

Pa¡a deteimina¡ las concentracioncs dcl ClHa gcncrado por [a ¡educción de C.H2 llcvada a

cabo por A¡as/or s7r., sc utilizó una curva de calibracicin realizada con cstándarcs de C:tl+, de

concentracioncs dc I ppnl, 3 ppm y 5 ppn,. LIna vcz dclinidos los valoles de conccntración
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de C:Il+ a pafiir dc los estándarcs, 1uc posible calcular los valorcs rlc CzHa dc los distintos

cullivos en base a los resultados de la cromatografia (Figrua 6).

P5H RriThÉ ¿¡.a lr.ie[l
i
?
]
4
t l?.90¡l ls6t)

toI
rlá301

Figura 6. F,ie¡rplo de cromalogruma. Se dctalla la dctecci(in de CrHr y Crllz. respectivamenlc" a través

tle lr apariclól dc distinlos picos d€ detección ) sus áreas-

Iln ia determinación de la hlación de N: a través del ensayo acctilcno - etileno (ARA), sc

siguiri cl método de Pereira 1 c,:n. (2009). Par¡ esto, se realizaron mcdicir»rcs en el Centro

de F.studios c-n Cir-:ncia y Tecnología dc Alimentos (CECI'A) de la Llniversidad dc Simtiago

dc Chilc (IJSACII). a través de rm cromatógafo dc gas Pcr*in lh,rer modelo Clams 500.

equipado con columla capilar sílice tundida equitiINI - 5 Sr.rpclco,.v gas catricr helio (Ile).

Posteriomlente se rcaliza'on mediciones en el Instituto dc lnvcstigaciones Agropccuarias

(INIA) del Ministerio dc Agricultura, a ll'avés de un cromatogr¿tlb Perkin Elmcr Autrr

System XL. con columna empacada HayeScp D, y gas calrier nitrógeno (N), para

hidrocarburos dc 1 a 6 carbonos cn su cadcna ¡' por itllimo en cl Laboratorio dc Síntcsis y

Reactividad dcl l)cpartamento cle Química dc la llniversidad dc Chile, a lravés dc un
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cromatógmib Shimadzu (iC-2014, con columna capilar Rt(D-Alumina BOND iNa2SO4

(0.53 mm x 50 m). y gas canier helio (He).

Análisis de datos

Cr¿cimiento culrtvos axénicos y Cl "a"

Par.a deten¡ina¡ la cxistcncia ilc dif'crencias enlre los valo¡es de Cl "a''. l'cspecto a krs días de

cultivo algal, lueron aplicados análisis de varianza de una vía (ANOVA), a lravés del

software estadístico Statislica 7 (S1atso1t, lnc.lM. Tulsa, OK, EIIA). Posteriormente al

ANOVA, sc llcvó a cabo un ''postest" de compalación de medias de Tukey con cl prograrna

GraphPad Prism 5 (Soltwale, Inc., San Diego, CA. EUA), de tal lbma dc poder detinir'

cuáles muestms presenlaban difelencias cntre sí.

Determinación de la taso de fijación de N,

I.¡s dif'erencias en la lasa dc lijación de N2 (reducción de C2H2) entre los dislintos cuhivos

unialgales sometidos a dilclcntcs concefitaciones de Mo, se deteminaron a través rle un

análisis de va¡ianza dc una via (ANOVA) con el softu'are Statistica 7. Lucgo de realizar

dicho tcs1, sc llev(r a cabo un análisis posterior de compalación dc'lukey. con e) objetivo de

dcfinir cnLc cuáles muestra-s se prcscntaban las dilcrcncias. Adicionaimente, lue rcalizaclo

un test de comparación núltiple de Du¡nett (poslest). entle los resultados de 1os cultivos

sometidos a distintas conccntracioncs dc Mo. vctsus los valores de las mucstlas control.

l anto la prueba estadística de Tukcy. como la dc l)unnct, fueron realizadas con el softwa¡c

estadístico GlaphPad Prism 5.
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RESULTADOS

CrecimienÍ o cu ltivos axé nico s

A truvés de la mediciirn de curcent¡aciirn de Cl "a'', sc pudo tlcterminar ql crccinriento tle 1os

cultivos de la cianobactcría Nostoc sp. Con csto- I'uc posiblc cstablcccr un ticmpo óptimo

para realizar el recanrbit¡ del medio de cultivt¡, el cual sc pudo determin entre el telcer y

cuarto día (Iigura 7), a lravés de la compalacirir dc los valorcs promedio de las

col]ccntlaciones de Cl ''a' de las muestras. Asi, se pudo observar que las diferencias

signilicativas cnl.rc los valorcs dc conct'ntración (análisis dc valianza dc una vía, ANOVA.

p':0,0001; "post hoc lest" de compamción multiple de Tukey), se logmron dentro dc los

pdmcros trcs días dc cultivo tle las muesfi'as, piua luego alcanzfse la mantención dc los

valtxes de conccntración cntrc los días lcrc!'ro y cuaflo. y finahncntc, al quin«r día, se pudo

obsclva¡ una disminuciiin signilicativa dc los valores dc Cl "a" medidos, cercanos a los

obtcnidos cl segunilo día dc cnsayo (Tabla 3). Ya con la fiecuencia óptin.n dc tecambio ilcl

medio de cullivo, lle posiille mantcnq condicioncs adccuadas para la conservación dc la

bitxr.ra"sa algal cn contliciones de laboratorio.

Figu¡¿ 7. Concentraciones (mg/L) promedio de Cl ..a" al cabo de ci¡co dias de cultivo. Barras dc e¡¡r¡r

indican llcsr iacii¡n cstándar.

Crecimiento (Clorofila "a")
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fabli¡ 3. \¡alores de signiñcancia (p) dcl Tesl de cdDpa¡oción nultiple de Tukey para coilcctt.aciones

dc Cl -'a" vcrsus días de cu1ti1'o.

dia I día 2 día 3 díá 4

P=0,1627(n.s.)*

día 5

p<0,05 P=0111(n.s.)+

día 1

dí¡ 2

día 3

día 4

día 5

*n-s. = lalo¡cs no

Mediciones de Fijación de Nz

A continación se presentan los proccdirnientos rcalizados,cn cl CECTA, cl INIA y el

Laboratorio de Síntcsis y Rcactivitlad, para apliciu-el métotlo de rcducción acelileno - ctilcno

(ARA), necesario pala mcdir la actividad de la enzima nitrogenasa de las mucslras de

cultivos unialgales de .\¡rrsroc sp.:

l ) Centro de llstudios en Ciencia ) fecnoloeía dc Alimcntos (CllCTA) Llniversidad dc

Santi¿reo de Chile: Al seguir cl rnótodo cstablccido por Pcreira y col. (2009). sc dctcrminó

quc estc ccntro dc cstudios no contaba con los equipos c insllunclto\ necesarios qu.-

retluicre la técnica para la Incdición de la rcducción de Crll: a C¡lla- en particular por la baja

c¿rntid¿rd de bir¡masa de las muestras. En este scntido. sc tsslsaron dil'erentes volúmencs dc

biomasa algal. así como lambién difclcntcs conccntracioncs dc Mo y C¡.tl¡, sin embargo, los

resultados obtenidos para las mucstras analizadas en esle centro de estudios. pcrmitielon

cstablccer a través de los iímites dc detección dcl cromatiigralb de gas que no cra lo

sulicicnlcmcntc scnsiblc para dctectar las conccnl¡acioncs de C:tl¡ tb¡mado por los cultivos

algalcs, por 1o qLre no lüe posible lograr los rcsultados cspcrados (Iigum 8).

p<0.05

Nola: Sollr!are no amrja ralores especiticos de "p'' en casos rie signiticancia.
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Figurn 8- Cromatograr'¡1a de concentraciones del gas Crlta (ppm). Los bajos laiores de área ¡resaltada

en roirr) muestran ia baja sensibilidari de detección de CrLIr.

2) Institulo dc lnvcstigackin ABlopeqpri¿ tJ\ll/\): Al igual que en cl CF.C'IA, sc

inicia¡on las mcdicioncs scgún lo establecido por Pereira y col. (2009), sin enrbargo. dichas

mcdicioncs no anojaron yalores de CrH.,. Al igual quc cn los ensayos anterioles. se testcara)n

diferentcs volúmcncs dc biomasa alsal. y distintas conccntracioucs de Mo y CrFIr. sin

cmbargo. los resultados obtcnidos permiticron establecer, a lravós tlc los límites de

dctccción. que el cromatogmlb dc gas. no lirc 10 suflcienlcmente sensible para dclcclar las

bajas cantirladcs dc Cllla obtenidas de los cultivos algalcs, ya rluc la columna empacada

provocaba el cnmascatamicnl() del C:IL+ a causa de los altos valorcs (alta concelrtración) de

C2H¡ rcgistados. Eslo úl¡imo, debido a que estc tipo dc coiumna presenta una mcnor

capaeidad de separación dc los colnpuestos por su menor longitud, y tanlo el C:ll:, como c1

CrHa, plcscntan licmpos de retención mu) ccrcanL)s! adcmas dc una estequimctlía y peso

nrr¡iecula¡ similares. De manera adicional, el uso de N1 como gas cffricr, también alecta los

¡csnhados de las mediciones. ya quc! al lcnell una menor altura dc pico en los

cromatogrumas, prLrducc una mayor inlert'erencia en los picos dc dctccción (|igrua 9).
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Iigura 9. Cronlatogilrra de concentracioncs dcl gas Crlla (ppm). Área resaltada representa el

solapaüiiento de detelci(in para Crllr ] Crlll.

i) I-aborato¡io de Sintesis i, Reacti¡riil«Lt llniyqsirlaüls Cldle): I-uego de analizar I

considcrar los distintos inconvenientes de medicirin prcscntados clr los otros ccrtrtrals dc

invcstigación, sc dclc'n¡inó quc cl problema l'adicatra en la columna utilizada. Por este

rrotivo sc adquiriti la columna especilica para hiilrocarburos dc bajo pcso molccular. RtaE-r-

Alumina BOND A{a2SO4 (0.53nrrn x 50 rn), la quc gracias a su cspccilicidad y rrayor

longitud, lograba una separación considerablc de krs picos dcl C:11: .r C:H+. cvit¡ndo krs

enmascaramientos del Crlla, presentados cn las otras columnas. aírn cuando sc trabairi con

bajas canlidaries de biomasa algal (Figura 10), lo quc pcrmitió obtcncr así, la cfcctivitlad r:n

los resultatlc¡s.

¡aÉr¡}g C4dfdr.r fa+6.,
od¡porllt Er*dd ñ!l.r*iÚl (GlEfaflr iib)
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Figura 10. Crouat,rgrama de coDccntacioles del gas C¡Ha (pprn). Área resaltada rcprcscnta ia

dete¡:ción adecuada de C.Ha.

Fis por 1o anteriomente indicado, quc 1¿tnlo las mcdiciones llevadas a cabo cn cl CECTA, asÍ

como en el INIA, no entregaron resultados adecuados acorde a lo desal:rollado por Pcrcira y

col. (2009). Iln este sentido. la determinación del procedirriento adccuado, alcanzado en el

L.abomtorio dc Síntcsis y Rcactividad del l)ep lamento de Química dc la Univcrsidad de

Chilc, peruitio obtencr los rcsuhados que sc presL'n1an en este trabajo.

Prcvio a la determinación de las tasas de la actividad dc la nitt'ogcnasa, a través de la

reducción de C)II,. a CrHr. sc ¡calizti una curva de calibración de concentracioncs estándares

de CulI¡, de concentlaciones dc I ppm, 3 ppm y 5 ppm (ligura 11).

6I "Egt.rr-AOm'd
N CENIRAL E

Klr c¡v7
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l:i-sura 11. Ctuva de ca.libración de co¡cc¡rtraciones del gas C:H1 (ppm). respecto a las áreas arrojadas

po¡ cronatoglalia cle gitses.

Esta curv¿ permitió conocer la concentración de CI:II+ (ppm) fbnaado por las distintas

trucstras dc cuhivo unialgal dc ,\bs1oc rp., a tmvés tle los valores de área obtenidos dc la

cromirtogratia.

En cua¡to a la fijación dc N2 rcalizada pol^bs1¿,c s/?., se encontró que la mayor tasa dc la

actividad de la nitrogenasa. dada en pmol de C:11: fiiado por hora, se obtur,o de ¡qucllos

cultivos sometidos a concentraciones de 3,0 ppm de Mo, con un valor promedio de 0,459 +

0.051 ¡rmol1h, seguido por cultivos somctidos a 0,5 ppm de Mo, con una fijación media dc

0,387 + 0,036 ¡rmol,/h. I'inalmente, la tasa de reducción de C:lI: más baja, correspondió a Ia

obtcnida dc los culti()s sornetidos a 0,1 ppm de Mo. con valores promedio de 0,105 + 0,060

¡rmtd,h ( l abla 4). l'}ara cl caso rlc las distint¿r-s mueslras conlrol, se r¡btuvieron valores de tasa

dc rcducción dc C¡H2 infl;riorcs a 0,0001 ¡.rmolh pam todos los tmtamicntos. los que a su

vez, no mosúaron difbrencias signilicativas enlre si (ANOVA, p>0,0s¡.



'fabla 4. \¡alo¡es dc concent¡aciones de Nfo \.mcdiciones de eti¡eno (C2lla) ].acetileno (C:Hr).

Mo (ppn) Etilcno (ppm) Acetileno (pmol/h)

0,3535
r.8233
2,1510
1,5036
1,8934

0,4316

0,0272
0,1403
0,1655
0,1157
0,1456
0,0332

0,5
0,5
0,5
0,5
0,5
0,5

4,9925
4,5611
4,5970
5,3095
4,8853
5.8027

0,3840
0.3509
0,3536
0,408,1

0,3 75 8

0,4461
6,0913
5,3 898
5.6527
6,0219
5,4391
7 ,1846

0.4686
0,4146
0,4348
0,1632
0.4lti4
0.5527

es1ándar

Las muestras de cultivo unialgal mostraron una tendencia a mayores valores de tijación de

N; (¡rmol C¡Hr/h) a medida que se incrementó Ias concentiaciones de Mo. No obstanle. se

observó una disminución paulatina en la reducción de CrlI, hacia concenlmciones mayores

de Mo (Figula 12).

2't

0,1

0,1

0,1
0,1

0,1
0,1

3,0
3,0
3,0
3,0
3,0
3.0

Promedios redutción ,cetileno vs concentraciones MÍ)
0,1 ppm (Mo) : 0.105 + 0,060* ¡rmol/h
0,5 ppm (Mo) = 0,387 + 0,036+ ¡rmol/h
3,0 ppm (Mo) : 0,459 + 0.051+ umol/h



Fijación Nr(¡rmol CrHrlh)
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I i gura 1 2. lasa de Ii iacii)n dc N2 ( ¡ln] () l CtHt/h) dc culli\ls dc ,\iosf¿rc .ip. . a disti nlas concentraciones

de Mo (0,1 ppm. 0,5 ppm y 3.0 ppm). Barrasde eror indican desviación cstanda.. Sc muestra línea de

lcndcncia.

Para establecer la existencia dc dilcrcncias cntlc krs distintos valores de las tasas de fijación

ds N2 (reducción de CrHr) obtcnidas cntrc las distintas corcL-ntraeiones de Mo aplicadas a

los culúvos. sc realizó un análisis de varianza de una vía, el cual arrojó diftrencias

sigdt-lcativas (ANOVA, p<0,0001) entre las distintas tasas de reducción dc krs tlislintos

cuhivos (|igura 13). Con el objeto de deteminar cuáles de las mueslms presentaban

dil'clcncias entre sí. se realizri un análisis "post hoc'' de comparación múltiple de Tuke-v.

Dicho análisis pemitió cstablcccr quc los cuhivos unialgalcs de rvo,§Ioc sp., sometidos a

conccntmcioncs dc Mo dc 0.1 ppm. presentaron dit'erencias significativas entrc las tasas ds

rcducción de CrlIr, tanto al compuiu{as con los rcsuhados obtcnidos para concentruciones

de Mo de 0.5 ppm. y 3-0 ppm. F.n crunbio. 1íx11o los cultivos sometidos a concent¡acioncs dc

Mo dc 0,5 ppm, así como dc concent¡aciones de 3,0 ppm, no arrojaron dilclcncias

significativas entre sí (Tabla 5).
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Figura 13. ANOVA de las lasas de ¡educción de C2H2 ertre los disti.tos ensa,yos (concentracioles de

Mo de 0- 1 pp¡r, 0,5 pp¡r _,- 3-0 ppm). Rarras de c¡ror indican dcsviación csta¡dar.

'labla 5. Vak¡res de significancia (p) del Tcsl de comparación mulliplo dc Tukcl para tasa dc
reducción de Czllr versus conceftraciones de Mo-

*n.s. = valorcs no si¡niiicativos-
l{ola: Soli\\'are no anoia r ak-.res especilicos de -p'' en casos de silnillcancia.

Adicionalmente, se lealizó un análisis "post hoc" de comparación múltiple de l)unnett pam

comparar Ios valores de reduccitin de C:H: entle los cultivos scrmctidos a dislintas

conccntracioncs dc Mo, y los valoles obtenidos para las raueslras co rol. Los result¿dos de

cste análisis arojaron quc los ba.ios valorcs dc rcducción dc C:ll: obtenidos para las

mucstras control, fucron significativar'ncnte menores (p<0,0001), a los r¡btenidos para cada

uno dc los ensayos con adición dc Mo (0,1 ppm- 0.5 ppnr y 3.0 ppm).
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DISCUSIÓN

Diversos son los estudios que indican la importancia del Mo cn Ia l.BN (Goltlnran, l9(r5).

Microorganismos capaccs dc rcalizar cstc proceso son las cianobacterias, las cuales cucntan

con la enáma nilrogenasa. quc cs Ia cncargada dc reducir cl N2 a su fbrma asimilable NH{ .

lr.s por esto que estimamos, es impofiante dcteffrinar si hay aumento c-n las tasas de liiacitín

de N2 por pafie de estos oLganismmos al adicionarles Mo. Una espccic r¡uc conlaba con las

característica-s necesarias pala la lealización dc nuestro trabaio y que además sc encontraba

como cultivo axénico luc -\¿rs/¿.¡c sp., la cual luc somelida a distinlas concentracioncs dc Mo

para detcrminrr Iu artir.idad dc h cnzilnu nitr,,gcnu'r.

Es necesario indicar, quc si bien, se utilizó ,\¡os¡oc.!p. por sus condicioncs adecuadas para

cstc expcrimento, no se debe dcsc¿ü1¿n'a ÍIturo rcalizal mediciones con otras cspccics de

ciant¡bacterias que plcscnlen características dilerentes a NoJ/oc rp., como pol ejempltl, la

carencia de heterocistos- y poder comparar así, el etecto del Mo cn iu.nbas. y observar la

cltctividad del luncionamiento dc la nitrogcnasa (Irioni, 1990).

La medición del aumcnto dc la biornasa algal mediantc cl calculo de Cl "a", pemitió dcfinir

(signilicativamente) un rango de 3 a 4 días como pcriodo i)plimo de recambio clel medio

líquido Watanabe. Esto era ncccsario de conr¡cer. ya que, el no llcvar a cabo el cambio dcl

mcdio dc cultivo, mantendría el t'l" protlucido por la muefie de la biomasa algal. alcctando los

valores obtenidos en las mcdiciones de la ft]ación Nr, medicla a través de Ia reducción C:lI:,

ya que es sabido que el N combinado altcta cl luncionamiento dc la czima nitrogenasa,

llcgiindola incluso a inhibir (sínlcsis y lunci(rn) (S1ewan. 1969i Homc y Cioldman, 1972:

Horne .v col. 1979; Calr y Whi¡ton, 1982).
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Para obtene¡ resultados adccuadtrs cn la detenninacirin dc las tasas de tijaciiin, a través dcl

cnsayo ile reducción rle acctilcno-ctilcno (ARA). lue neecsario cnsal'ar varias técnicas. Se

presentaron diversos problemas metodológicos al reproducir las técnic¡s establecidas en la

literatura, 1o que dilicultti considerablcmente la obtencitin de resultados. Uno dc Ios primeros

inconvenientes se originó por la baia lbnnaci[in de C2H.¡ genelado por las microalgas,,va que

los límites de detección de los etluipos. no registraban la presencia de los compuestos

tbrmados. Esto debido a quc la cantidad dc matcrial algal utilizada, luc bastanle pcqucña cn

comparación a lrabajos dondc sc han rcalizado mcdickrncs in situ (ríos y lagos), y para la

ütilización de hiol'ertilizantes (arrozales) (Cioldman, 1960; Pereira y col. 2005; 2009). Si

hien, en eslc trabajo lle posible establecel condiciones apropiadas de crccimicnto para

|lo.stoc sp..la ob¡cnción de grandes cantidades de biomasa algal, no tuc posiblc, ya que se

perdía cultivo durante el recambio dcl ¡rcdio ¡ la contruninaciiin por oúas algas impcdía

tencr varios cultivos axénicos de,\bsloc.rp.. Ot¡o inconveniente l'ue la pulcza dcl gas C2II2

(99,7?í) con cl quc sc contaba para trabaja!-, "ra 
que provocaba la saturación dc la coluurna,

adcmás del enmascaranriento dc la poca conccnh'ación dcl CrtL quc sc podía lbrmar'. Ll

enmascaramicnto cra dcbido a la semejanza en peso moiecular y ticmpos dc t'elención del

C2H1 y C2Ha, cn las columnas empacadas, con la que se trabajó cn el caso del centro de

investigación INIA.

Si bicn. la n.rcdicitin de Ia actividad dc la cnzima nilrogcnasa €s un proceso muy bicn

csLudiado (Ilardy y col. 1973; Percila y col. 2(X)5: 2009). se deben tener siemprc cn cuenta

las caracle¡ísiicas individuales dc cada cxpcdmcnlo,,va quc la melodología varía dc acuctdo

a las condiciones plcssntes en cada trabaio.como por ciemplo, la cantitlad de la biomasa a

ulilizal. Lslo último lire el gran incurvcnicntc cn cstc trabajo. ya que [a metodología

utilizada pol Pcrcila y col. (2009) fie lealizada a gran cscala. cs dccir, una gran cantidad dc

bit¡masa a medir, así como lÍunbién los compuestos genemdos, a diltrcncia de lo que se

tluiso realizar cn cstc lrabajo, por lo quc l-rualmcntc y luego de muchos cnsayos. se delerminó
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clue cra ñccesario adquirir ura columna capiiar ds alta sensihilidad y espccílica para cstos

compuestos. y así logral dctcrminar incluso. balas concenttacioncs dc C2H4.

lil mayor valor dc hjación dc N2, expresado en pmoles dc C:II: pr¡r hora (¡rm C:H:ih). sc

obtuvo a r¡na conccntración dc 3 ppm de Mo. por sobre los 0,1 y 0.5 ppm, sin enrbargo, el

análisis de varianza de una vía (ANOVA), arroió diferencias signiticativas cn las tasas dc

rcducción dc C1H2. sólo cn1le las muestras con concen¡l'aciones de 0,1 ppm de Mo, respccto

a 0.5 y 3,0 pprr, no así enlt.e estas dos últimas concentracioncs. lrs¡a situación ¡rodría indici:r'

quc, p¿¡r'a concc'nlracioncs superiores a 0,5 ppm de Mo. las tasas de lliación no prcsentcn

aumeffos significativos. La mzón dc cslo podría radicar cn una posible saturación dc la

enzima nitrogenasa. a causa dcl incrcmen¡o cn las concenftaciones de Mo. ya quc cstudios

realizados por Goldman (1960) p¿ra la ci¿urobactc¡ia ,\¡o.!íoc s1r., mostraron quc un aumento

cn la adición dc Mo, luego de determinadas concentraciones (rango cnlrc 0.5 y 3^0 ppm). no

lcllcjaba mayores incrementos en proccsos directamcnts rclacionados con la f.riación del N,

dc cstc organismo! como (js e1 caso de la lbtosístesis- No obstanlc, para poder tealizar una

ascvcración como esta, es necesario desa¡rolliu luturas inlcstigaciones, donde se €nsaye con

valorcs intermedios y supedores a los aquí mostrados. de tal lbrma de podel athmar dicha

hipotesis.

Si bien, el análisis dc varianza de una vía (ANOVA. p<0,001) establece quc exislcn

dif'erencias significativas cntre las tasas de ltjación dc las distintas concentracionss de Mo

ensayadas (mayor hjación a rnayoles concentraciones de Mo), la auscncia de dit'erencias

significativas ontrc los valores más altos de ltiación (0,5 ¡r 3.0 ppm) (Tukcy. p>0,001), así

ci¡mo la tendencias dc los datos, sugerirían que las tasas de lijación alcanzarían un mírimo.

por sobrc detenni,lados valorcs dc concentracirin de Mo.
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CONCLUSIONES

La clccción de un cromatógralb de gas equipado con una columna capilar'(de n.rayor

cspeci.licidad y scparación dc compuestos). fue esencial para la obtención de

rcsr¡ltados adccuados, )'a quc no prcsenló problemas de salu¡acii»r, rccub¡imiento dc

señal, o baja sensibilidad de detección para CzIIa, air:r trabajando con hajas

cantidadcs dc biornasa algal.

I'ue posible poner a pulrto la metodología. por 1o que queda probar esta técnica con

un mayor rango de conccnfacioncs dc Mo, así como l.arnbién. tabajar con otras

especics de cianobacterias fiiadoras de N:. Fsto- con el objetivo dc ajustar' la

metodología a un rango mayol dc condicioncs.

La disminuciirn del tiempo de incubación bajo condicioncs dc cxpcdmc'nl.o, mejoró

considerablemenle los vakrrcs dc la lasa dc liiación, situación que podria responclcr,

según Hirdy y col. (1973). a que el gas C1II2. provoca una disminucitin en el

crecimienLo algal a rnayorcs tiempos dc cxposición al C:II:.

A ma-vorcs conccntraciones de Mo. se encontmron nra-vores tasas dc hjación de N¡,

sin cmbiugo, entre valores de 0,5 a 3,0 ppm dc Mo cn los cultivos, las tasas de

flr.iación no resultiuon ser significativamente distinta.

La cianobacleria Noslac tp. rcsponditi favorablemcnte a la 1écnica AILA. siluación

que se había evldenciado en estudios realizados por Pereira y col. (2009), donde se

determinó quc cslc gónero resultó se¡ el más "eficientc" cn su proceso de frjación dc

N2 comparándola con oÍas cianobactcrias. Es por esto que se recomic-nda trabajar

c,'n cultirr':, Jc \¿.sl¿c V,. pJIil prri\irnrrs cnsir\lls.
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