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RESUMEN

La eutroficacion de los sistemas acuaticos es un proceso que ocurre de manera natural y que s¢
ve acelerado por intervenciones antrdpicas. Los asentamientos humanos y las actividades
agricolas, ganaderas y de la mineria, vierten una gran cantidad de nutrientes generando la
eutroficacion de estos sistemas. Como consecuencia, se producen los florecimientos algales o
“blooms”, siendo unas de las mas frecuentes en estos eventos las algas verde-azules o
cianobacterias. Algunas de estas cumplen con la funcion de fijar N, que en sistemas de agua
dulce puede alcanzar hasta un 80% del total de N que ingresa al sistema. Un elemento
indispensable para la fijacion de N, por cianobacterias es el molibdeno (Mo), metal traza que
forma parte del sitio activo de la nitrogenasa, cnzima encargada de la reduccion de N; a una
forma asimilable por los organismos, como es ¢l amonio (NH,"), proceso al cual se le denomina
“Fijacion bioldgica de Nitrogeno” (FBN). Este proceso puede ser medido experimentalmente a
través del método de reduccion de acetileno-ctileno (ARA “Acetylene Reduction Assay™). Por
lo anteriormente descrito, se cree que, al experimentar un aumento en sus concentraciones, el
Mo estaria directamente relacionado con una mayor tasa de fijacién de N, y actuaria a su vez
como un intermediario en la eutroficacion de los sistemas acuaticos. Para ello se evalud la
respuesta de la cianobacteria fijadora de N, Nostoc sp. a distintas concentraciones de Mo (0,1
ppm, 0,5 ppm y 3,0 ppm) en cultivos de laboratorio. Los resultados demostraron un aumento
significativo de la fijacion de N, a mayores concentraciones de Mo, sin embargo, se¢ pudo
observar una disminucién paulatina de los valores de fijacién hacia las concentraciones mas
altas del Mo, lo que sugeriria que si bien, el Mo ayuda a incrementar la fijacion de N,, esta llega

aun platé para los valores mas altos de éste.
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ABSTRACT

Eutrophication of aquatic systems is a process that occurs naturally and is accelerated by human
actions. Human settlements and agriculture, livestock and mining, pour a lot of nutrients 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 the function
of fixing N, than in freshwater systems can achicve up to 80% of the total N entering the
system. An indispensable element of N, fixation by cyanobacteria is molybdenum (Mo), trace
metal that is part of the active site of nitrogenase, the enzyme responsible for the reduction of N,
to a form assimilable by organisms, such as ammonium (NH,"), a process which is called
"Biological Nitrogen Fixation" (FBN). This process can be experimentally measured using the
method 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 N, fixation rate and in turn act as an intermediary in the eutrophication of
aquatic systems. We evaluated the response of N, fixing cyanobacterium Nosfoc sp. Mo
different concentrations (0.1 ppm, 0.5 ppm and 3.0 ppm) in laboratory cultures. The results
showed a significant increase in N, fixation to higher concentrations of Mo (3.0 ppm) however,
it was observed a gradual decrease towards values securing higher concentrations of Mo,
suggesting that although Mo helps increase N, fixation this reaches a plateau for higher values

of it.
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INTRODUCCION

La eutroficacion se relaciona con la pérdida de diversidad bioldgica y la disminucion de los
bienes y servicios de los ambientes acudticos (Pardo y Vila, 2006), la cual puede ser definida
como la suma de los efectos del crecimiento excesivo del fitoplancton, el cual conduce a un
desequilibrio en la productividad primaria y secundaria, que a su vez tiene como
consecuencia una tasa mas rapida de sucesion, y la gradual degeneracién de las funciones del
sistema (Khan v Ansari, 2005). La principal causa de la eutroficacion se debe a un
enriquecimicnto artificial de nutrientes de los sistemas acudticos, principalmente por aportes
de Nitrégeno (N) y Fosforo (P), los cuales pueden ser incorporados por fertilizantes
provenientes de la actividad agricola, la descarga de desechos de asentamientos humanos y
la alta actividad minera, entre otros, lo que podria generar, por ¢jemplo, una aceleracion de la
desoxigenacion en aguas profundas (Mainstone v Parr, 2002; Tong y col. 2003; Fang y col.
2004; Khan y Ansari, 2005). Otros factores, como la baja velocidad de la corriente, altas
temperaturas, y una alta actividad microbioldgica, pueden favorecen procesos de
eutroficacion mas acelerados (Li y Liao, 2002). En consecuencia, esto genera cambios ¢n las
condiciones fisico-quimicas del agua, lo que puede causar, desde una sobresaturacion a una
escasez de oxigeno disuelto, afectando asi la distribucion y sobrevivencia de los organismos
quc habitan los sistemas naturales (Dell’Anno v col. 2002; Lin y Qiu, 2007). Junto a lo
anterior, también se¢ produce un aumento en la biomasa del fitoplancton, modificandose la
gstructura comunitaria asociada con el predominio de una o mas especies (Smith, 2003). Este
aumento en la biomasa fitoplanctonica, termina afectando la calidad del agua, ya que
provoca una disminucion en la transparencia de ésta, y por ende, una baja penetracion de luz
al sistema, lo que podria inhibir, e incluso detener, la fotosintesis de las plantas sumergidas

(Khan y Ansari, 2005).



Dentro de los nutrientes que afectan la cutroficacion sc encuentra el N, el cual e¢s un
clemento esencial para un gran nimero de procesos biologicos, ya que es primordial en la
composicion de proteinas, acidos nucléicos, y otros componentes celulares, que lo convierten
en una molécula necesaria para ¢l crecimiento de todos los organismos (Raymond y col.,

2004).

Una de las mayores reservas de nitrogeno molecular (N;) se encuentra en la atmostera,
conformando cerca del 78% del total de gases presentes. La estructura quimica del Ny,
presenta un triple enlace que lo hace casi inerte en la troposfera, por lo que no puede ser
utilizado por gran parte de los seres vivos. Sin embargo, la mayoria de las bacterias asimilan
¢l N; en forma de amonio (NI,7) para su uso en las rutas biosintéticas. stas son parte de un
grupo altamente especializado de organismos que pueden asimilar el N, dentro de los cuales
también se incluyen actinomicetos y cianobacterias (Halbleib y Ludden, 2000; Mayz-
Figueroa, 2004). Las cianobacterias, consideradas bacterias fotosintéticas procariotas con
clorofila “a” (Cl “a™) y fotosistema II (Mazur-Marzec, 2006), presentan una amplia
distribucién v ocupan una gran diversidad de hdbitats, que incluyen suelo y agua, tanto en
regiones tropicales y templadas, como en climas extremos (Herrero y col. 2001). En los
sistemas eutroficados, a consecuencia de las grandes cantidades de nutrientes incorporados,
las cianobacterias pueden gencran “blooms”, s decir, aumentos masivos de su biomasa, con
la eventual liberacion de toxinas, que se pueden descomponer en gases nocivos para peces y
bivalvos (Tilzer, 1987; Steinberg y Hartmann, 1988; Mur y col. 1999; Carmichael, 2001).
No obstante lo anterior, existen algunas cianobacterias asociados a “blooms™ en sistemas
con bajas cargas de nutrientes, como sistemas oligotroficos y mesotroficos (Mez y col. 1997,

Dokulil y Teubner, 2000; Jacquet y col. 20053).



En relacion a la carga de nutrientes, y de acuerdo a la hipdtesis de la relacion enire recursos,
Tilman (1981; 1982), scfialé que la dominancia de cianobacterias serfa atribuida a una baja
proporcion N:P (Smith 1983; Bulgakov y Levich, 1999), ya que se piensa que estos
organismos serian mejores competidores de N que otros taxa del fitoplancton (Barica v col.
1980; Horne y Commins, 1987; Blomgqvist y col, 1994). Sin embargo, Reynolds (1984), ¢n
una revision que implicaba observaciones de campo en comunidades de diatomeas, enfatizo
que la relacién entre las algas dominantes y la proporcion de recursos es mucho menos clara
que la reportada por Tilman (1981; 1982). Por tanto, sea o no la dominancia de
cianobacterias promovida por una baja proporcion de estos nutrientes (N y P), sigue siendo
poco claro ¢l papel de esta proporcion como un factor independiente que regule la
composicién del fitoplancton. Una posible explicacion a esta hipdtesis seria que las
cianobacterias toleran bajas proporciones de carga de nutrientes, ya que algunos de éstas
cumplen con la funcidén de fijar de N,, pudiendo obtenerlo asi, de manera independiente

(Mague, 1977).

Para que el N, pueda ser utilizado en el crecimiento, éste primero debe pasar por una serie de
reducciones hasta llegar a la forma de NH,' (Figura 1). Este proceso, llevado a cabo por la
enzima nitrogenasa, a través del cual las cianobacterias reducen el N, hasta una forma
utilizable (por la mayoria de los microorganismos), es conocido como Fijacion Bioldgica de

Nitrégeno (FBN) (Flett y col. 1980, Mayz-Figueroa, 2004).
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Figura 1. Esquema de la fijacion biolagica de N, (FBN). Reduccion de Ny a NH,™.

La BN es un proceso muy exigente en equivalentes de cnergia bioldgica, ya que requiere
grandes cantidades de poder reductor, asi como alta energia adenosin trifosfato (ATP)
(Halbleib y Ludden, 2000), de ahi que su biosintesis esté sometida a una estricta regulacion

(Sprent y Sprent, 1990), como se puede observar en la siguiente reaccion:

N, + 10H" +8¢ + nMgATP - 2NH; + H, + nMgADP + nPi (n > 16)

Morfoldgicamente, las cianobacterias pueden abarcar desde formas unicelulares a formas
filamentosas (Pearl, 2000). En el caso de las filamentosas, muchas presentan diferenciacion
celular (Mazur-Marzec, 2006), entre las que destacan células especializadas llamadas
heterocistos (Nichols y Adams, 1982; Tandeau de Marsac, 1994). Es en el interior de estas
células donde se lleva a cabo la FBN, la cual ocurre en ausencia de N combinado en el medio
(e.g. NO5;” v NH,"), ya que las formas combinadas de éste, inhiben la formacion de nueva

nitrogenasa (Wolk y col. 1994; Mayz-Figueroa, 2004).

El heterocisto posee una serie de modificaciones encaminadas a proteger a la enzima
nitrogenasa frente a la molécula de oxigeno (0,), ya que ¢sta sc inactiva irreversiblemente en
presencia del mismo (Pienkos y col. 1983). Los heterocistos presentan conexiones

intercelulares con las células vegetativas, y es a través de éstas, donde se realiza el



intercambio de los productos derivados de la fotosintesis hacia los heterocistos, y los
productos derivados de la fijacién del N, hacia las células vegetativas (Figura 2) (Todar,
2004). De este modo, los procesos metabdlicos de la fijacion y fotosintesis oxigénica, en
principio, incompatibles, pueden ocurrir de manera simultanea, aunque, en c¢élulas diferentes

(Wolf y col. 1974; 1976).

Glutamina

Heterocistos I

Células vegetativas Células vegetalivas

Figura 2. Esquema del heterocisto y los productos derivados de la FBN y de la fotosintesis

(Referencia: Pienkos y col. 1983).

La FBN puede generar un importante aporte de N a los sistemas lacustres, ¢ impedir la
limitacion de éstos por N, ya que permite la continuidad de los procesos de fotosintesis y
biosintesis, y por ende la productividad primaria, al suplir los suministros de N fijo cuando
€stos se agotan, manteniendo asi €l control de la productividad primaria por limitacion por P

(Schindler, 1976; 1977; Howarth y col. 1988a; 1988b).

Es de enorme importancia para los sistemas naturales la FBN, ya que cumple un rol
fundamental en el ciclo de N, como principal fuente de ingreso y reposicion de éste a la
biosfera (Howarth, 1988). Este proceso es esencial para la sintesis de muchos compuestos
organicos (Cheng, 2008), ya que compensa las pérdidas de N generadas a través de la
desnitrificacion (Schindler, 1977; Dixon y Khan, 2004). Los valores de reposicion de N

producto de la FBN en ecosistemas acudticos, varian notablemente, pudiendo contribuir



hasta con 82% de la entrada total de N ¢n dichos sistemas (Howarth y col. 1988a; 1988b). En
los lagos, estos valores FBN estan fuertemente relacionados con ¢l estado trofico de los
mismos, tendiendo a ser mucho mayores en los eutréficos (0,2 - 9.2 ¢ N m? afio™), que en
lagos mesotroficos u oligotréficos (generalmente << 0,1 g¢ N m™ afio”') (Howarth y col.

1988).

Varios investigadores han demostrado que las tasas de FBN pueden aumentar con la adicion
de P a los sistemas, ya que se produce un aumento de la biomasa de cianobacterias, situacion
que ha sido demostrada en estudios de cultivos puros (Stewart y Alexander, 1971), ¢n
sistemas lacustres (Buljan, 1957; Carpenter 1971; Liao, 1977), y en aguas occénicas (Mague
y col. 1974). Por otra parte, Doremus (1982), ha propucsto que las tasas mds bajas de FBN se
encuentran en ¢l mar, sicndo las cianobacterias las principales fijadoras en ecste medio. Entre
los organismos mas estudiados y conocidos de los sistemas marinos, destaca la cianobacteria
del género filamentoso (carente de heterocisto) Trichodesmium. Actualmente sc sabe que,
tanto bacterias como arqueobacterias, fijan activamente N; en el mar. En este sentido, la
FBN es relevante, ya que se estima que aporta alrededor del 50% del N necesario para la
produccién primaria en las zonas oligotrdficas. Al igual que las cianobacterias
dulceacuicolas, la forma que tienen estos organismos marinos de fijar N, es a través de la
enzima nitrogenasa, que tiene como cofactor al hierro (Fe), por lo que dicho metal, cs
considerado como uno de los principales limitantes de la FBN en el océano (Benavides y col.
2013), al ser parte esencial de la nitrogenasa. El complejo enzimdtico de la nitrogenasa, o
también llamado molibdeno nitrogenasa, estd compuesto por una subunidad grande y otra
pequefia (Cole y col. 1986; Bishop y Joerger, 1990; Masepohl y col. 2002). En la subunidad
mayor se encuentra el cofactor hicrro-molibdeno (FeMo-co) y en la subunidad inferior, la
hierro proteina (Foog y Wolf, 1954; Burris, 1991; Rees y Howard, 2000; Curatti y col. 2007)

(Figura 3).



Existen diversos estudios que explican ¢l comportamiento catalitico de la enzima nitrogenasa
(Jeanfils y Tack, 1992; Seefeldt y col. 2004; Cao, 2005), sin embargo, ¢l sitio definitivo
obligatorio del N; en el cofactor FeMo, asi como el mecanismo para su subsecuente

reduccién a NIH,", son atn desconocidos (Bryhn, 2007).

FeMo cofactor

Bound

nucleotde

[4Fe-AS] clustar

Rl ' s
Fe protein MoFe protein Fe protein

Figura 3. Estructura del complejo enzimatico formado por la proteina hierro (I'e) y la proteina hierro

molibdeno (FeMo) en la nitrogenasa (Referencia: Dixon y Khan, 2004).

Obligadamente, dentro del proceso de FBN la reduccidén del proton ocwrre durante la
catalisis de la nitrogenasa (Simpson y Burris, 1984), sin embargo, ademads de protones, la
nitrogenasa puede reducir una seric de substratos alternativos parecidos al N, (con doble o
triple enlace en su estructura) como es el caso del acetileno (C,H,), ¢l cual ha resultado ser
un substrato particularmente 10til en la investigaciéon del funcionamiento biologico de la
nitrogenasa, ya que ¢l producto de su reduccion, el etileno (C,H,), es facilmente cuantificado

por cromatografia gaseosa (Burgess y Lowe, 1996).

Formando parte del FeMo-co se encuentra ¢l Molibdeno (Mo), un constituyente esencial

para la FBN, ya que, desde hace varias décadas se le conoce un importante rol fisioldgico en



este proceso, consistente en asistir en la catdlisis de transferencia de electrones (Bortels,
1930; Fogg y Wolfe, 1954; Pope y col. 1980). El Mo corresponde a un metal traza gue se
encuentra presente en la litsfera en niveles promedio de 2 a 3 mg/kg, sin embargo, dicha
concentracion puede aumentar a 300 mg/kg en lugares que contienen altas cantidades de
materia organica (Fortescue, 1992; Reddy v col. 1997). Dicho metal traza cumple un
importante papel en ¢l crecimiento de plantas superiores y cianobacterias (Armon y Stout,
1939; Bachman y Goldman, 1964), ya que es un componente central de varias de las enzimas
csenciales del metabolismo del “nitrogeno bacterial” (Cole y col., 1993; Peters y col. 1997;
Christiansen, 2001; Tezcan, 2005), entre las cuales se incluyen la enzima nitrato reductasa y

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

El requerimiento de Mo para la FBN llcvada a cabo por cianobacterias, fue reconocido por
primera vez por Borlels (1940), y corroborado por estudios posteriores, los cuales
demostraron que el contenido de N, producto de la FBN de la cianobacteria Anabaena
evlindrica, se correlacionaba positivamente con la concentracion de Mo incorporado en sus
medios de cultivo (Wolfe, 1954). Estudios realizados por Goldman (1960; 1963), han dejado
de manifiesto la importancia del Mo como micronutriente limitante en lagos de Norte
América y Nueva Zelandia. Respecto a esto, Hutchinson (1957) y Goldman (1960; 1964)
sugiricron que las bajas concentraciones de Mo (inferior a 0,6 nM), podria ser un factor
limitante en la FBN de los sistemas lacustres, va que ¢éste condicionaria la funcion de la
nitrogenasa, generando un déficit en la disponibilidad de las formas reducidas de N,
desacelerando asi el crecimiento de las cianobacterias (Glass y col. 2010). Diversos estudios
sefialan que las concentraciones de Mo reportadas para un gran ntimero de sistemas
dulceacuicolas, varia ampliamente (Tabla 1), vy aunque a menudo son bajas, pueden ser tan o
mas altas que las del agua de mar (Bradford y col, 1968; Manheim y Landergren, 1978;
Collier, 1985; Howarth y col, 1988b; Marino y col, 1990). Dentro de las posibles fuentes de

Mo estarian la melteorizacion y la lixiviacion de rocas y suelos, ya que son consideradas,



entre otras, como las fuentes naturales principales de la mayoria de los elementos traza, a las
cuales se sumarian incorporaciones producto de actividades humanas como la agricultura y
la mineria (Rizzo y col. 2010). En este sentido, se ha establecido que los efluentes de la
actividad minera, como por gjemplo, los residuos industriales liquidos de los relaves de la
mineria del Cobre (Cu), podrian ser una de las causales del incremento de las
concentraciones naturales de Mo en algunos sistemas acuaticos dulceacuicolas (Gacete y col.

2007).

Tabla 1. Valores de concentracion de Mo (pg/L.) para distintos cuerpos de agua.

’ Concentracion
Sistema Mo (ug/L) Fuente
Lago Castle <0,1
Rio Americano <0,67 Bachman{lg}éfoldman,
Rio Napa 0.8
Iaéog Norteamericanos 0,42 Cole y col. 1993
Great Lakes 0,15-2.8 Rossmann y Barres, 1988
Aguas de arcas urbanas ¢ industriales 70 Chappell, 1975
77777777 Lagos alpinos 04 |
i_lstanc-lu_é-s poco profundos 1727_.0 - 14,0 Henry y Tundisi, 1982
Lagos con influencia geotérmica 100
Efluente minero 3900 Gaete y col. 2007

En su mayoria, los sistemas dulceacuicolas presentan valores naturales medios,
relativamente bajos para Mo, sin embargo, algunos cstudios han puesto en evidencia que los
incrementos en las concentraciones de este metal traza en los sistemas acuaticos, pueden
relacionarse con la llegada de efluentes de zonas urbanas, industriales y, particularmente los
provenientes de actividades mineras asociadas a la yacimientos de Cu (Chappell, 1975;
Gaete y col. 2007). En este sentido, en nuestro pais los valores de Mo en los sistemas
acuaticos s¢ regulan de acuerdo a dos tipos de normas, las normas de calidad ambiental

(secundarias), que definen valores maximos de determinadas sustancias y/o parametros en

los distintos sistemas naturales, con un objetivo de proteccidn; y las normas de emision, que



definen los valores maximos permitidos de descarga para ciertas sustancias y/o parametros,
con ¢l objetivo de evitar la contaminacion de las aguas a causa de descargas de residuos
industriales. En este sentido, en la actualidad nuestro pais s6lo cuenta con un sistema natural
con norma secundaria de calidad vigentc que contempla al Mo dentro de sus valores de
calidad ambiental, correspondiente a la cuenca del rio Serrano (D.S. 75/2010,
MINSEGPRES), donde se establece que los valores de este metal, no deben superar los 0,01
mg/L en el sistema para evitar ¢l detrimento de su condiciéon de calidad excepcional.
Respecto a las normas de emisidn, rige a nivel nacional, la norma de emision para la
regulacion de contaminantes asociados a las descargas de residuos liquidos a aguas marinas
y continentales (D.S. 90/2001, MINSEGPRES), la que establece un valor maximo de
descarga para Mo equivalente a 1 mg/L, tanto para cuerpos tluviales como cuerpos lacustres
artificiales, y un maximo de 0,07 mg/L. de Mo para sistemas lacustres naturales. No obstante
lo anterior, existe la norma de emision especifica para Mo y Sulfatos de efluentes
descargados desde tranques de relaves al estero Carén (D.S. 80/2006, MINSEGPRES), que
detine valores mas flexibles para la descarga de Mo respecto al D.S. 90/2001, que alcanzan

los 1,60 mg/L de Mo.

Si bien, en nuestro pais existe normativa ambiental que procura proteger los sistemas
acuaticos dulceacuicolas a través del establecimicnto de valores maximos de Mo, es
necesario indicar que dicha normativa (D.S 90/2001, MINSEGPRES), mas alla de
diferenciar a los sistemas acudticos entre fluviales y lacustres, no considera las
singularidades de cada sistema, teniendo en cuenta la amplia gama de sistemas de agunas
continentales presentes en ¢l territorio nacional, por lo que, el establecimiento de valores
maximos de Mo que rigen a nivel nacional, no necesariamente van a permitir dar una
adecuada proteccion a todos y cada uno de los sistemas, considerando sus particularidades,

por lo que, es posible que ain cuando se encuentra regulada la descarga de Mo a las aguas

superficiales del pais, podrian darse condiciones de incrementos significativos en las
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concentraciones naturales de Mo de ciertos sistemas respecto a sus valores naturales (ain
cumpliéndose la norma), que pudiesen gatillar incrementos en las tasas de fijacion de N, del
fitoplancton, y consecuentes procesos de eutroficacion, mediados por el incremento en las

concentraciones de Mo.

En este sentido, el averiguar ¢cémo afecta la incorporacion de determinadas concentraciones
de Mo a la FBN, podria permitir conocer ¢ identificar valores de fijacidon de N, asociados a
Mo, que potencialmente puedan ser usados como indicadores de posibles eventos de

cutroficacion.

Hipotesis

De los antecedentes antes mencionados, se esperaria que un incremento en la tasa de fijacion
de N, en los sistemas acuaticos, asi como un aumento de cianobacterias, estén relacionados
con la disponibilidad de Mo, pudiendo éste actuar como un intermediario en la eutroficacién

de sistemas acuaticos dulceacuicolas. Por lo anterior se propone la siguiente hipotesis:

La incorporacién de distintas concentraciones de Mo en cultives axénicos de la

cianobacteria Nostoc sp., incrementara la tasa de fijacion de N, de estos organismos,

dada su categoria de micrenutriente esencial para la FBN.
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Objetivos

Objetivo General

Cuantificar la fijacion de N; en cultivos de cianobacteria Nostoc sp., sometidos a diferentes

concentraciones de Mo, mediante la medicion de la actividad de la enzima nitrogenasa.

Objetives Especificos:

1. Evaluar el crecimiento de Nostoc sp. bajo condiciones de cultivo a través de la

medicion de C1 “a”.

2

Poner a punto el ensayo de reduccién acetileno - etileno (ARA “Acetylene

Reduction Assay™).

Determinar la respuesta de la fijacién de N, en cianobacterias, por medio de la

L

actividad de la enzima nitrogenasa.
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MATERIALES Y METODOS

Colecta del material algal

Para 1a colecta del material algal, se indag6 acerca de cultivos axénicos disponibles en stock
a nivel nacional de cianobacterias con heterocistos que cumplieran con la funcion de fijar Ns,
para poder ver el efecto de la adicién de Mo en la tasa de fijacidn de estas algas y corroborar
la importancia de éste en los valores de FBN. Era primordial que los cultivos fueran
axénicos, es decir, que fueran de un s6lo taxon de cianobacterias, para no tener factores que
afectaran los resultados en las mediciones finales. Para esto se consultd, tanto en laboratorios
como en universidades, siendo finalmente en el Instituto de Biologia Vegetal y
Biotecnologia de 1a Universidad de Talca donde se encontrd cultivos axénicos disponibles de
la cianobacteria Nostoc sp., que ademds segiin Pereira y col. (2009) presentaba altos valores
de fijacion de N, en comparacion con otras cianobacterias (Tabla 2). Una vez obtenido el
cultivo, este fue trasladado en matraces Erlenmeyer provistos con medio de cultivo

especifico para esta alga.

‘Tabla 2. Valores de fijacion de N, (en um C,H,) para distintas especies de cianobacterias.

Fijacion de nitrégeno
Especies -1
pmoles C;H; h
Nostoc commune 4,54
Anabaena fertilissima o 155
Gloeotrichia natans 0,85
Nostoc ellipsosporum 0,76
Anabaena iyengarii var lenuis 0,66
Nostoc linckia 0,64

(Referencia: Pereira y col. 2009)
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Medio de cultivo

Para poder mantener ¢l cultive de Nostoc sp., bajo condicioncs apropiadas, éste fuc provisto
de medio Watanabe (Watanabe, 1972), ¢l cual se preparé en el laboratorio de Limnologia de
la Universidad de Chile, de acucrdo a la metodologia descrita por Pereira y col. (2009). Una
de las caracteristicas de este medio de cultivo s la de carccer de cualquicr tipo de fuente de
N, permitiendo evitar asi, la posible inhibicion de la enzima nitrogenasa, y afectar los valores
finales en la medicion de la fijacion de N,. Los componentes y forma de preparacion del

medio Watanabe son los siguientes:

MEDIO WATANABE (pH = 5-6)

Reactivos g/L

K-HPO, 0,3

MgSO4 0,2

CaCl; (2H;0) 0,05 (0,0662)
*Tartrato férrico I mL (2-3 gotas)
**+8olucidon Ag I mL

*Preparacion de solucién stock de acido tartirico (tartrato férrico)
Para la preparacion del stock del tartrato férrico se utilizaron 5 g de acido tartérico y 5 g de

tricloruro de fierro, los que fueron llevados a 1 L de agua bidestilada.

**Preparacion de Solucion stock de A (no autoclavada)

Reactivos g/L
HsBO, 2,86
MnCl, x 4H,0 1,81
ZnS0; x TH,O 0,222
N32M004 X 2H20 0,391
CuS0, x 5H,0 0,079
CoCl, x 6H,0 0,0415
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Preparacion de una solucién stock de medio Watanabe 10 veces concentrado

Reactivos g/L

K,HPO, 3,0

MgSO,x TH,O 2,0

CaCl, (2H,0) 0,5

Tartrato férrico 20 — 30 gotas
Solucion Ag 10 mL

La preparacion de la solucidn stock de medio Watanabe se realizd de acuerdo a lo indicado

por Watanabe (1972), detallado a continuacién;

I. La solucién stock se llevé a 1 L con agua destilada, para luego ser autoclavada
durante 20 minutos a una temperatura de 120 °C y 1 atmosfera de presion.

2. Luego, para la preparacion de 1 L de medio de cultivo Watanabe, se tomé 100 mL
del medio Watanabe va autoclavado (10 veces concentrado), y se completd con 900
mL de agua bidestilada. Esta preparacion se gradué con KOH o HCI, hasta obtener
un pH entre 5 a 6. Una vez diluida la mezcla, se volvid a autoclavar durante 20

minutos a 120°C y 1 atmosf{era de presion.

Crecimiento cultivos axénicos

Una vez establecidas las condiciones de mantenimiento para el cultivo de Nostoc sp., se
procedi6 a incrementar su biomasa algal a través de la metodologia propuesta por Percira y
col. (2009). Para esto, en una primera etapa, fue trasladado el contenido algal del matraz
Erlenmeyer hacia un acuario recubierto de 3L de capacidad, provisto de medio liquido
Watanabe. Ya trasladado el cultivo, éste fue mantenido bajo condiciones controladas de
temperatura y luz. La temperatura se mantuvo entre un rango de 20 a 25°C. En el caso de la
luz, el cultivo fue sometido a un fotoperiodo de 14 hrs de luz continua, por medio de una

fuente luminica calida, cuya intensidad se calculd a través de la conversion de Tux a watts,
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determinando asi una intensidad de 2000 lux de¢ acuerdo a Allen (1956). Se midi6
constantemente la intensidad de la luz con un luxometro. Luego del periodo de luz se

dejaban por 10 hrs en oscuridad.

Determinacion de Cl “a”

Para determinar ¢l crecimiento de los cultivos axénicos, se utilizd la concentracién del
pigmento fotosintético Cl “a” (ug/l.) como estimador de la biomasa algal v también para
determinar ¢l tiempo en que se debia realizar el recambio del medio de culiivo y asi no
contar con agentes externos que pudiesen generarse por la presencia de N en el medio vy
junto con esto iniciar la activacion celular del alga, que consiste en la divisién celular de
¢sta. La concentracion de este pigmento fotosintético se determind mediante la filtracion de
una alicuota de 5 mL del cultivo concentrado, en filtros de fibra de vidrio (0,70 um),
mantenidos aproximadamente a 0 °C durante 24 horas, en acetona al 90% hasta lograr la
extraccién de estos, para posteriormente leer en un espectrofotometro UV visible Aquarius
CE 7200. Las absorbancias a las distintas longitudes de onda fueron las: 750-664- 647-630-
480, Todas éstas se corrigen por 750 nm (A,-Ass), antes de ingresarlas a la formula
empleada para estimar la concentracion de Cl “a” (Jeffrey y Humphrey, 1975), que
correspondio a la siguiente:

CLOA (pg/L) = (11,93 x Agg,) - (1,93 x Agyy) x vol. extracto (en ml)/vol. filtrado (en L).

Determinacién de la tasa de fijacion de N,

La estimacion de las tasas de fijacion de N se llevo a cabo de acuerdo a lo presentado por
Hardy v col, (1973). Los ensayos se realizaron con los cultivos de las muestras de Nostoc
sp., obtenidas en la Universidad de Talca, y duplicadas en el laboratorio de Limnologia de la

Universidad de Chile. Para llevar a cabo la determinacion de la tasa de fijacion de N,
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inicialmente se filtré la biomasa algal generada en los acuarios, retirando todo el medio de
cultivo posible, para luego ser llevadas a una centrifuga Hettich modelo Rotofix 32, a bajas
revoluciones (3000 rv/min), y s6lo por 2 minutos, para no romper los filamentos, lo que fue
corroborade haciendo ensayos preliminares y observando posteriormente el estado de éstos,
bajo microscopio invertido Olympus modelo CK2, de tal forma de comprobar que no
sufrigran dafios. Posteriormente, se retird el sobrenadante y se procedid a realizar el pesaje
en “himedo™, y asi obtener una cantidad de biomasa similar de aproximadamente 25 mL
para cada uno de los matraces de vidrio que serfan sometidos a medicion. Luego, y una vez
transferida la cantidad de biomasa algal a los matraces, se les adicioné nuevo medio de
cultivo Watanabe. Este procedimiento se realizd para seis muestras de cultivo, tres de las
cuales contenian material algal con distintas concentraciones de Mo (0,1 ppm, 0,5 ppm y 3,0
ppm), y tres controles, de los cuales uno contenia s6lo material algal, otro contenia material
algal con C.IL, y un tercero que contenia material algal con Mo (3,0 ppm), esto para
eliminar cualquier otra fuente externa de C;H,. Cada una de Iaé seis muestras fue medida en

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

Controles Tratamientos Réplicas
(Mo)

.., EITEEE)
ppm e it |lwer |jwe |wpe ||

T ; ; -
[erme] = P %
Alga + Mo | 2 el ppm i

[

—— ey 3
| Alga+ C.H. |

. DEEEEE
ppm (e ¥ L

Figura 4. Diagrama de los tratamientos realizados para la determinacion de la actividad de la

nitrogenasa.
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Posteriormente, se cerraron los matraces con tapones de goma asegurando un cierre
completamente hermético. Luego, fucron extraidas con una jeringa, muestras de aire
(headspace) equivalentes al 10% del volumen total del matraz (5 mL), el que era
reemplazado por igual volumen de C-H,. Realizado este procedimiento las muestras fueron
depositadas en una caja sellada para mantenerlos en incubacion por 1 hora a oscuridad. Una
vez terminado el tiempo de incubacién, se extraian 10 ml. de la mezcla gaseosa y se
transferian a tubos vacutainer, al vacio, de 10 ml de capacidad, previamente rotulados.
Posteriormente, era extraido 1 mL de la mezcla gaseosa desde las muestras contenidas en los
tubos vacutainer, de tal forma de poder realizar la medicion de la reduccién de acetileno
(C:Hy) en etileno (C,H,), a través de cromatogratia de gases (Figura 5). Una vez realizadas
las extracciones de la mezcla gaseosa (headspace) las muestras se destapaban
inmediatamente, ya que estudios realizados por Hardy y col. (1973) demostraron que €l
C;H, reprime el crecimiento de la biomasa. Es por este motivo que los ensayos se llevan a

cabo en el menor tiempo posible.

e |

I
|
|

i

LTS

CARFER i

Figura 5. Esquema del procedimicnto de medicion de la reduccion de CyH, por cromatografia de gases
(ensayo de reduccion acetileno - etileno ARA “Acetylene Reduction Assay”) (Referencia: Hardy y

col. 1973).

Para determinar las concentraciones del C,H, generado por la reduccion de C,H, ligvada a
cabo por Nostoc sp., se utilizd una curva de calibracion realizada con estandares de C,H,, de

concentraciones de 1 ppm, 3 ppm y 5 ppm. Una vez definidos los valores de concentracion
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de C;H; a partir de los estandares, fue posible calcular los valores de C,H, de los distintos

cultivos en base a los resultados de la cromatografia (Figura 6).
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Figura 6. Ejemplo de cromatograma. Se detalla la deteccién de C;Hy y CoH,, respectivamente, a través

de la aparicién de distintos picos de deteccion y sus dreas.

En la determinacién de la fijacién de N, a través del ensayo acetileno - etileno (ARA), sc
siguid el método de Pereira y col. (2009). Para esto, se realizaron mediciones en el Centro
de Estudios en Ciencia y Tecnologia de Alimentos (CECTA) de la Universidad de Santiago
de Chile (USACH), a través de un cromatégrafo de gas Perkin Elmer modelo Clarus 500,
equipado con columna capilar silice fundida equitiTM - 5 Supelco, y gas carrier helio (He).
Posteriormente se realizaron mediciones en ¢l Instituto de Investigaciones Agropecuarias
(INIA) del Ministerio de Agricultura, a través de un cromatografo Perkin Elmer Auto
System XL, con columna empacada HayeSep D, y gas carrier nitrogeno (N), para
hidrocarburos de 1 a 6 carbonos en su cadena y por Ultimo en ¢l Laboratorio de Sintesis vy

Reactividad del Departamento de Quimica de la Universidad de Chile, a través de un
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cromatografo Shimadzu GC-2014, con columna capilar Ri®-Alumina BOND /Na2S04

{0.53 mm x 50 m), vy gas carrier helio (He).

Anglisis de datos

Crecimiento cultivos axénicos y Cl “a”

Para determinar la existencia de diferencias entre los valores de Cl1 “a”, respecto a los dias de
cultivo algal, fueron aplicados andlisis de varianza de una via (ANOVA), a través del
software estadistico Statistica 7 (StatSoft, Inc.TM, Tulsa, OK, EUA). Posteriormente al
ANOVA, se lievd a cabo un “postest™ de comparacion de medias de Tukey con el programa
GraphPad Prism 5 (Software, Inc., San Diego, CA, EUA), de tal forma de poder definir

cuales muestras presentaban diferencias entre si.

Determinacion de la tasa de fijacion de N,

Las diferencias en la tasa de fijacion de N, (reduccion de C,H,) entre los distintos cultivos
unialgales sometidos a diferentes concentraciones de Mo, se determinaron a través de un
andlisis de varianza de una via (ANOVA) con el software Statistica 7. Lucgo de realizar
dicho test, se llevd a cabo un analisis posterior de comparacion de Tukey, con el objetivo de
definir entre cuales muestras se presentaban las diferencias. Adicionalmente, fue realizado
un test de comparacion multiple de Dunnett (postest), entre los resultados de los cultivos
sometidos a distintas concentraciones de Mo, versus los valores de las muestras control.
Tanto la prueba estadistica de Tukey, como la de Dunnet, fueron realizadas con el software

estadistico GraphPad Prism 5.
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RESULTADOS
Crecimiento cultivos axénicos

A través de la medicion de concentracidn de Cl “a”, se pudo delerminar ¢l crecimiento de los
cultivos de la cianobacteria Nostoc sp. Con esto, fue posible establecer un tiempo Optimo
para realizar ¢l recambio del medio de cultivo, ¢l cual s¢ pudo determinar entre el tercer y
cuarto dia (Figura 7), a través de la comparacion de los valores promedio de las
concentraciones de Cl “a” de las muestras. Asi, se pudo observar que las diferencias
significativas entre los valores de concentracion (analisis de varianza de una via, ANOVA,
p<0,0001; “post hoc test” de comparacion multiple de Tukey), se lograron dentro de los
primeros tres dias de cultivo de las muestras, para luego alcanzarse la mantencion de los
valores de concentracion entre los dias tercero y cuarto, y finalmente, al quinto dia, se pudo
observar una disminucién significativa de los valores de Cl “a” medidos, cercanos a los
obtenidos ¢l segundo dia de ensayo (Tabla 3). Ya con la frecuencia Optima de recambio del
medio de cultivo, fue posible mantener condiciones adecuadas para la conservacion de la

biomasa algal en condiciones de laboratorio.

Crecimiento (Clorofila "a")
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Figura 7. Concentraciones (mg/L) promedio de Cl “a” al cabo de cinco dias de cultivo. Barras de error

indican desviacion estandar.
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Tabla 3. Valores de significancia (p) del Test de comparacion multiple de Tukey para concentraciones

de Cl “a” versus dias de cultivo.

dia 1 dia 2 dia 3 dia 4 dia §
dia 1 - p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05
dia 2 p<0,05 - p<0,03 p<0,05 p=0,211(n.s.)*
dia 3 p<0,05 p<0,05 - p=1,627(n.s.)* p<0,05
dia 4 p<0,05 p<0,05 P=0,1627(n.s.)* - p<0,05
dia 5 p<0,05 p=0,211(n.s.)* p<0,05 p<0,05 -

*n.s. = valores no significativos.
Nota: Software no arroja valores especificos de “p” en casos de significancia.

Mediciones de Fijacién de N,
A continacién se presentan los procedimientos realizados,en ¢l CECTA, el INIA y el
Laboratorio de Sintesis y Reactividad, para aplicar el método de reduccion acetileno - etileno

{(ARA), necesario para medir la actividad de la enzima nitrogenasa de las muestras de

cultivos unialgales de Nostoc sp.:

Iy} Centro de Estudios en Ciencia vy Tecnologia de Alimentos (CECTA) Universidad de

Santiago de Chile: Al seguir ¢l método establecido por Pereira y col. (2009), se determind
que este centro de estudios no contaba con los equipos ¢ instrumentos necesarios que
requicre la téenica para la medicidn de la reduccion de C;Hs a C,Hy, en particular por la baja
cantidad de biomasa de las muestras. En este sentido, se testearon diferentes volimenes de
biomasa algal, asi como también diferentes concentraciones de Mo y C,H,, sin embargo, los
resultados obtenidos para las muestras analizadas en este centro de estudios, permitieron
establecer a través de los lmites de deteccion del cromatografo de gas que no era lo
suficientemente sensible para detectar las concentraciones de C,11; formado por los cultivos

algales, por lo que no fue posible lograr los resultados esperados (Figura 8).
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Figura 8. Cromatograma de concentraciones del gas CoIL, (ppm). Los bajos valores de drea (resaltada

en rojo) muestran la baja sensibilidad de deteccion de CoHy.

2) Instituto de Investigacion Agropecuaria (INIA): Al igual que en el CECTA, se

iniciaron las mediciones seglin lo establecido por Pereira y col. (2009), sin embargo, dichas
mediciones no arrojaron valores de C;H,. Al igual que en los ensayos anteriores, se lestearon
diferentes voldmenes de biomasa algal, y distintas concentracioncs de Mo y C;H,, sin
embargo, los resultados obtenidos permiticron establecer, a través de los limites de
deteccion, que el cromatograto de gas, no fue lo suficientemente sensible para detectar las

bajas cantidades de C,H, obtenidas de los cultivos algales, ya que la columna empacada
provocaba el enmascaramicnto del CoHy a causa de los altos valores (alta concentracion) de
C,H,; registrados. Esto ultimo, debido a que este tipo de columna presenta una menor
capacidad de separacion de los compuestos por su menor longitud, y tanto el C;Hs, como ¢l
C,H,, presentan tiempos de retencion muy cercanos, ademas de una estequimetria y peso
molecular similares. De manera adicional, el uso de N, como gas carrier, también afecta los
resultados de las mediciones, ya que, al tener una menor altura de pico en los

cromatogramas, produce una mayor interferencia en los picos de deteccion (Figura 9).
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Figura 9. Cromatograma de concentraciones del gas CoH, (ppm). Area resaltada representa el

solapamiento de deteccion para C,H, y C,H,.

3) Laboratorio de Sintesis y Reactividad (Universidad de Chile): Luego de analizar y

considerar los distintos inconvenientes de medicion presentados en los otros centros de
investigacion, se determind que ¢l problema radicaba en la columna utilizada. Por este
motivo se adquirid la columna especifica para hidrocarburos de bajo peso molecular, Rt®-
Alumina BOND /Na2S04 (0.53mm x 50 m), la que gracias a su especificidad y mayor
longitud, lograba una separacion considerable de los picos del C.H, y C;H,, cvitando los
enmascaramientos del C;Hy, presentados en las otras columnas, atn cuando se trabajo con
bajas cantidades de biomasa algal (Figura 10}, lo que permiti6 obtener asi, la efectividad en

los resultados.
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Figura 10. Cromatograma de concentraciones del gas C,H, (ppm). Area resaltada representa la

‘rj

deteccion adecuada de C,H,.

Es por lo anteriomente indicado, que tanto las mediciones llevadas a cabo en ¢l CECTA, asi
como en el INIA, no entregaron resultados adecuados acorde a lo desarrollado por Pereira y
col. (2009). En este sentido, la determinacion del procedimiento adecuado, alcanzado en ¢l
Laboratorio de Sintesis y Reactividad del Departamento de Quimica de la Universidad de

Chile, permitio obtener los resultados que se presentan en este trabajo.

Previo a la determinacion de las tasas de la actividad de la nitrogenasa, a través de la
reduccion de CoH, a C,H,, se realizé una curva de calibracion de concentraciones estandares

de C,H,, de concentraciones de 1 ppm, 3 ppm y 5 ppm (Figura 11).
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Figura 11. Curva de calibracién de concentraciones del gas C,H, (ppm), respecto a las areas arrojadas

por cromatografia de gases.

Esta curva permitié conocer la concentracion de C,IHy (ppm) formado por las distintas

muestras de cultivo unialgal de Nostoc sp., a través de los valores de area obtenidos dc la

cromatografia.

En cuanto a la fijacién de N, realizada por Nostoc sp., se encontrd que la mayor tasa de la
actividad de la nitrogenasa, dada en pmol de C,H; fijado por hora, se obtuvo de aquellos
cultivos sometidos a concentraciones de 3,0 ppm de Mo, con un valor promedio de 0,459 +
0,051umol/h, seguido por cultivos sometidos a 0,5 ppm de Mo, con una fijacion media de
0,387 = 0,036 umol/h. Finalmente, la tasa de reduccion de C,H, mds baja, correspondid a la
obtenida de los cultivos sometidos a 0,1 ppm de Mo, con valores promedio de 0,105 £ 0,060
pumol/h (Tabla 4). Para ¢l caso de las distintas muestras control, se obtuvieron valores de tasa
de reduccion de C,H; inferiores a 0,0001 pmol/h para todos los tratamicntos, los que a su

vez, no mostraron difcrencias significativas entre si (ANOVA, p>0,05).



Tabla 4. Valores de concentraciones de Mo y mediciones de etileno (C,H,) v acetileno (C;Hy).

Mo (ppm) Etileno (ppm) Acetileno (umol/h)
0,1 0,3535 R
0,1 1,8233 0,1403
0,1 2,1510 0,1655
0,1 1,5036 0,1157
0,1 1,8934 0,1456
§ 01 _ _043l6 00332
0,5 4,9925 3R
0,5 4,5611 0.3509
0,5 4,5970 0,3536
0,5 5,3095 0,4084
0,5 4,8853 0,3758
0,5 15,8027 0,4464
3,0 S egs o R
3.0 5,3898 0,4146
3,0 5.6527 0,4348
3,0 6,0219 0,4632
3,0 5.4391 0,4184
3,0 7,1846 0,5527

Promedios reduccion acetileno vs concentraciones Mo
0,1 ppm (Mo) = 0,105 & 0,060* umol/h
0,5 ppm (Mo) = 0,387 & 0,036* umol/h
3,0 ppm (Mo) = 0,459 £ 0,051* umolVh

*Desviacion estandar

Las muestras de cultivo unialgal mostraron una tendencia a mayores valores de fijacion de
N, (umol C;H./h) a medida que se incremento las concentraciones de Mo. No obstante, se
observd una disminucion paulatina en la reduccion de C,H, hacia concentraciones mayores

de Mo (Figura 12).

27



06 —

0.5
£
2 0.4
£
=
S 03
=
& |
B0 e
g - ¥ = 0.1029In(x) + 0.3817

R®=0.8756
0 - - - - — E— e
0 0.5 1 1.5 2 2.5 3 35

Mo (ppm)

Figura 12. Tasa de fijacion de N, (umol C,H/h) de cultivos de Nostoc sp., a distintas concentraciones
de Mo (0,1 ppm, 0,5 ppm y 3.0 ppm). Barrasde error indican desviacion estandar. Se muestra linea de

tendencia.

Para establecer la existencia de diferencias entre los distintos valores de las tasas de fijacion
de N, (reduccion de C.H,) obtenidas entre las distintas concentraciones de Mo aplicadas a
los cultivos, se realizd un andlisis de varianza de una via, el cual arrojo diferencias
significativas (ANOVA, p<0,0001) entre las distintas tasas de reduccion de los distintos
cultivos (Figura 13). Con el objeto de determinar cudles de las muestras presentaban
diferencias entre si, se realizdé un analisis “post hoc” de comparacion miltiple de Tukey.
Dicho analisis permitié establecer que los cultivos unialgales de Nostoc sp., sometidos a
congentraciones de Mo de 0,1 ppm, presentaron diferencias significativas entre las tasas de
reduccion de C,I1,, tanto al compararlas con los resultados obtenidos para concentraciones
de Mo de 0,5 ppm, v 3,0 ppm. En cambio, tanto los cultivos sometidos a concentraciones de
Mo de 0,5 ppm, asi como dc concentraciones de 3,0 ppm, no arrojaron diferencias

significativas entre si (Tabla 5).
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Figura 13. ANOVA de las tasas de reduccion de C;H,; entre los distintos ensayos (concentraciones de

Mo de 0.1 ppm, 0,5 ppm y 3.0 ppm). Barras de error indican desviacion estandar.

Tabla 5. Valores de significancia (p) del Test de comparacién mulliple de Tukey para tasa de
reduccion de C,H, versus concentraciones de Mo.

0,1 ppm - 0,§ppm 3,0 ppni- '
¢,1 ppm - p<0,05 p<0.,05
0,5 ppm p<0,05 - p>0,05 (n.s.)*
3,0 ppm p<0,05 p>0,05 (n.s.)* -

*n.s. = valores no significativos.
Nota: Software no arroja valores especificos de “p” en casos de significancia.

Adicionalmente, se realiz6 un andlisis “post hoc™ de comparacion muiltiple de Dunnett para
comparar los valores de reduccion de C,H, entre los cultivos sometidos a distintas
concentracioncs de Mo, y los valores obtenidos para las muestras control. Los resultados de
este andlisis arrojaron que los bajos valores de reduccion de C;H, obtenidos para las
mugestras control, fueron significativamente menores (p<0,0001), a los obtenidos para cada

uno de los ensayos con adicion de Mo (0,1 ppm, 0,5 ppm v 3,0 ppm).

29



DISCUSION

Diversos son los estudios que indican la importancia del Mo en la FBN (Goldman, 1965).
Microorganismos capaces de realizar cste proceso son las cianobacterias, las cuales cuentan
con la enzima nitrogenasa, que es la cncargada de reducir el N, a su forma asimilable NH, .
Es por esto que estimamos, es importante determinar si hay aumento en las tasas de fijacion
de N; por parte de estos organismmos al adicionarles Mo. Una especie que contaba con las
caracteristicas necesarias para la realizacién de nuestro trabajo v que ademads se encontraba
como cultivo axénico fue Nostoc sp., la cual fue sometida a distintas concentraciones de Mo

para determinar la actividad de la enzima nitrogenasa.

Es necesario indicar, que si bien, se utilizd Nostoc sp. por sus condiciones adecuadas para
cste experimento, no se debe descartar a futuro realizar mediciones con otras especies de
cianobacterias que presenten caracteristicas diferentes a Nostoc sp., como por ejemplo, la
carencia de heterocistos, v poder comparar asi, el efecto del Mo en ambas, y observar la

efectividad del funcionamiento de la nitrogenasa (Frioni, 1990).

La medicion del aumento de la biomasa algal mediante ¢l calculo de Cl “a”, permitié definir
(significativamente) un rango de 3 a 4 dias como periodo Optimo de recambio del medio
liquido Watanabe. Esto era necesario de conocer, ya que, el no llevar a cabo ¢l cambio del
medio de cultivo, mantendria el N producido por la muerte de la biomasa algal, afectando los
valores obtenidos en las mediciones de la fijacion N, medida a través de la reduccion CH,,
va que es sabido que el N combinado afecta ¢l funcionamiento de la ezima nitrogenasa,
llegandola incluso a inhibir (sintesis y funcién) (Stewart, 1969; Home y Goldman, 1972;

Horne v col. 1979; Carr y Whitton, 1982).
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Para obtener resultados adecuados en la determinacion de las tasas de fijacion, a través del
ensayo de reduccion de acetileno-etileno (ARA), fue necesario cnsayar varias técnicas. Se
presentaron diversos problemas metodologicos al reproducir las técnicas establecidas en la
literatura, lo que dificulté considerablemente la obtencidn de resultados. Uno de los primeros
inconvenientes se origind por la baja formacion de C;H,4 generado por las microalgas, ya que
los Iimites de deteccion de los equipos, no registraban la presencia de los compuestos
formados. Esto debido a que la cantidad de material algal utilizada, fuc bastante pequefia en
comparacion a trabajos donde s¢ han realizado mediciones in situ (rios y lagos), y para la
utilizacién de biofertilizantes (arrozales) (Goldman, 1960; Pereira v col. 2005; 2009). Si
bien, en cste trabajo fuc posible establecer condiciones apropiadas de crecimiento para
Nostoc sp., la obtencion de grandes cantidades de biomasa algal, no fue posible, ya que se
perdia cultivo durante el recambio del medio y la contaminacion por otras algas impedia
tener varios cultivos axénicos de Nostoc sp.. Otro inconveniente fue la pureza del gas CH,
(99,7%) con ¢l que se contaba para trabajar, ya que provocaba la saturacion de la columna,
ademds del enmascaramiento de la poca concentracion del C.Hy que se podia formar. El
enmascaramiento cra debido a la semejanza en peso molecular y tiempos de retencidn del
C,H, y C,H,, en las columnas empacadas, con la que se trabajd en el caso del centro de

investigacion INIA.

Si bien, la medicion de la actividad de la enzima nitrogenasa ¢s un proceso muy bien
estudiado (Hardy y col. 1973; Pereira y col, 2005: 2009), s¢ deben tener siempre en cuenta
las caracteristicas individuales de cada experimento, ya que la metodologia varia de acuerdo
a las condiciones presentes en cada trabajo,como por ejemplo, la cantidad de la biomasa a
utilizar. Esto ultimo fue el gran inconveniente en este trabajo, ya que la metodologia
utilizada por Pereira y col. (2009) fue realizada a gran e¢scala, ¢s decir, una gran cantidad de
biomasa a medir, asi como también los compuestos generados, a diferencia de lo que se

quiso realizar en este trabajo, por lo que finalmente y luego de muchos ensayos, se determiné
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que cra necesario adquirir una columna capilar de alta sensibilidad y especifica para estos

compuestos, v asi lograr determinar incluso, bajas concentraciones de C,H,.

El mayor valor de fijacion de N, expresado en umoles de C;H, por hora (um C;Hy/h), s¢
obtuvo a una concentracion de 3 ppm de Mo, por sobre los 0,1 y 0,5 ppm, sin embargo, el
andlisis de varianza de una via (ANOVA), arrojé diferencias significativas en las tasas de
reduccion de C,Hs, solo entre las muestras con concentraciones de 0,1 ppm de Mo, respecto
a 0,5 y 3,0 ppm, no asi entre estas dos ultimas concentraciones. Esta situacion podria indicar
que, para concentraciones superiores a 0.5 ppm de Mo, las tasas de fijacidn no presenten
aumentos significativos. La razon de esto podria radicar en una posible saturacion de la
enzima nitrogenasa, a causa del incremento cn las concentraciones de Mo, ya que estudios
realizados por Goldman (1960) para la cianobacteria Nostoc sp., mostraron que un aumento
en la adicion de Mo, lucgo de determinadas concentraciones (rango entre 0,5 y 3,0 ppm), no
reflejaba mayores incrementos en procesos directamente relacionados con la fijacion del N,
de este organismo, como e¢s ¢l caso de la fotosistesis. No obstante, para poder realizar una
aseveracion como esta, es necesario desarrollar futuras investigaciones, donde se ensaye con
valores intermedios y superiores a los aqui mostrados, de tal forma de poder afirmar dicha

hipotesis.

Si bien, el andlisis de varianza de una via (ANOVA, p<0,001) establece que existen
diferencias significativas enlre las tasas de fijacion de las distintas concentraciones de Mo
ensayadas (mayor fijacién a mayores concentraciones de Mo), la ausencia de diferencias
significativas entre los valores mas altos de fijacion (0,5 y 3.0 ppm) (Tukey, p=0,001), asi
como la tendencias de los datos, sugeririan que las tasas de fijacion alcanzarian un maximo,

por sobre determinados valores de concentracion de Mo.
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CONCLUSIONES

La eleccion de un cromatografo de gas equipado con una columna capilar (de mayor
especificidad y separacidn de compuestos), fue esencial para la obtencidén de
resultados adecuados, ya que no presenid problemas de saturacion, recubrimiento de
sefial, o baja sensibilidad de deteccion para C,H,, ain trabajando con bajas
cantidades de biomasa algal.

Fue posible poner a punto la metodologia, por 1o que queda probar esta téenica con
un mayor rango de concentraciones de Mo, asi como también, trabajar con otras
especies de cianobacterias fijadoras de N,. Esto, con el objetivo de ajustar la
metodologia a un rango mayor de condiciones.

La disminucion del tiempo de incubacion bajo condiciones de experimento, mejord
considerablemente los valores de la tasa de fijacion, situacion que podria responder,
segun Hardy y col. (1973), a que ¢t gas C,H,, provoca una disminucién en el
crecimiento algal a mayores tiempos de exposicion al C;I,.

A mayores concentraciones de Mo, se encontraron mayores tasas de fijacion de N,
sin embargo, entre valores de 0,5 a 3,0 ppm de Mo ¢n los cultivos, las tasas de
fijacion no resultaron ser significativamente distinta.

La ciancbacteria Nostoc sp. respondié favorablemente a la téenica ARA, situacion
que se habia evidenciado en estudios realizados por Pereira y col. (2009), donde se
determiné que este género resultd ser ¢l mas “eficiente” en su proceso de fijacion de
N, comparandola con otras cianobacterias. Es por esto que se recomienda trabajar

con cultivos de Nosfoc sp. para proximos cnsayos.
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