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Resumen

Las floraciones de cianobacterias potencialmente téxicas son un fendbmeno cada vez mas
frecuente en los ecosistemas acuaticos debido al aporte excesivo de nutrientes de origen
antrépico, lo que trae consecuencias negativas sobre los usos de los cuerpos de agua dulce y
la biodiversidad. El aporte de fosforo (P) y nitrégeno (N) a los sistemas de agua dulce ha
aumentado en las ultimas décadas como consecuencia de la creciente produccién industrial,
agricola-ganadera y la urbanizacion. De manera general, una forma de amortiguar éste
fendmeno es controlar los aportes de P desde la cuenca y los sedimentos (carga interna) a
través de la coprecipitacion con metales en condiciones aerdbicas. En particular, el cloruro
férrico (FeCl;) es ampliamente utilizado en el tratamiento de efluentes. Sin embargo, su
capacidad de controlar el crecimiento de cianobacterias por floculacion y precipitacion del P
disponible es menos conocida. Los efectos en el ambiente pueden ser muy complejos de
predecir, en particular en presencia de cianobacterias capaces de soportar bajas
concentraciones de P, y de fijar N atmosférico, por la necesidad de Fe para el funcionamiento
de la enzima nitrogenasa. La cianobacteria filamentosa y formadora de floraciones Raphidiopsis
raciborskii (orden Nostocales) posee ambas caracteristicas destacandose también por su alta
toxicidad. El objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto de la adicion de hierro (FeCl;) en el
crecimiento y morfologia de una cepa nativa de R. raciborskii (MVCC19) en condiciones de
fijacion y no fijacion de nitrogeno atmosférico (-N y +N), y deficiencia por Fe. Se realizaron dos
experimentos en los que se adicionaron diferentes concentraciones de FeCl; mas un control sin
adicion. Se determinaron las tasas de crecimiento, el contenido de fésforo y nitrégeno
particulado (PP y NP) y la concentracién de foésforo reactivo soluble (PRS). Se cuantificé la
abundancia y biomasa y se midieron los filamentos y las células especializadas presentes.
Independientemente de la disponibilidad de N, la tasa maxima de crecimiento se registré en los
tratamientos donde se adiciond una concentracién de Fe 6ptima en fijacion de N atmosférico,
mientras que con disponibilidad de N disuelto, el crecimiento se sostuvo hasta concentraciones
de Fe siete veces superiores a la éptima. La concentracion maxima aplicada de Fe generd la
floculacion inmediata de los filamentos e inhibid el crecimiento de la cianobacteria. Asimismo, el
Fe indujo cambios morfolégicos mas notorios en condiciones de disponibilidad de N. Esta tesis
muestra el efecto complejo que tiene el Fe en el crecimiento de una cianobacteria filamentosa,
téxica y fijadora de N,, pudiendo actuar tanto como inhibidor como estimulador del crecimiento.
Estos resultados alertan sobre posibles efectos no deseados cuando se busca controlar una
floracion de cianobacterias mediante la aplicacion de FeCl; en un lago, lo que podria producir

una seleccion de organismos tolerantes al floculante y favorecer su dominancia a largo plazo.



Introduccién

La eutrofizacion se define como el aumento de la produccién primaria de un ecosistema
acuatico como consecuencia del enriquecimiento de las aguas superficiales con nutrientes, en
particular fésforo (P) (Schindler, 1977). Esta fertilizacion puede darse de forma natural en la
evolucion de los lagos involucrando factores fisicos, climaticos y bioldgicos (Fonturbel, 2016).
Sin embargo, desde la segunda mitad del siglo pasado el proceso de eutrofizacion se ha visto
acelerado debido al aporte excesivo de nutrientes por fuentes antropogénicas (Paerl et al.,
2011). El aporte puntual de las aguas servidas como consecuencia del crecimiento de centros
urbanos (Dolbeth et al., 2003; Western, 2001), la descarga de efluentes industriales (Carpenter
& Cottingham, 1997; Myrbo & Ito, 2003) y los aportes difusos de las actividades productivas a
través del uso excesivo de fertilizante, la deforestacion y la erosion de los suelos agricolas
(Downing & McCauley, 1992; Howarth et al., 1996) son algunas de las principales fuentes de
aportes. En este escenario, el estado de equilibrio de los ecosistemas, su funcionamiento y los
servicios ecosistémicos que proveen son alterados (Heisler et al., 2008). Una de las principales
respuestas de los ecosistemas a la eutrofizaciéon es el aumento en la produccion primaria de la
comunidad fitoplancténica, y en general, el crecimiento desmedido de cianobacterias (Paerl &
Huisman, 2009), lo que resulta en un empobrecimiento de la diversidad ecosistémica (Sarthou,

2016) y en el deterioro de la calidad del agua.

Las floraciones de cianobacterias (blooms en inglés) son producto de un crecimiento abrupto de
una o unas pocas especies de cianobacterias en un corto periodo de tiempo (Chorus &
Bartram, 1999; Reynolds, 2006). Este fendmeno representa uno de los desafios ecoldégicos mas
importantes de los sistemas limnicos a nivel mundial (Heisler et al., 2008). Las elevadas
biomasas de cianobacterias que se dan durante una floracion tiene consecuencias negativas
sobre el ambiente, como la desoxigenacion de las capas profundas de los cuerpos de agua, la
generacién de olor y sabor desagradable, y la potencialidad de producir potentes toxinas, lo que
puede desencadenar en la muerte de peces y en la consecuente alteraciéon de la cadena tréfica
y estructura comunitaria (Paerl et al., 2001; Lehman et al., 2010; Reynolds, 2006). A su vez, la
presencia de dichas toxinas (cianotoxinas) en aguas con fines recreativos y para consumo
puede tener efectos negativos sobre la salud humana (Chorus & Bartram, 1999; Paerl et al.,
2001; Chorus & Walker, 2021). De esta forma, el ecosistema acuatico pierde servicios
ecosistémicos fundamentales y se restringe su uso como recurso, ya sea como fuente de agua
para potabilizar, riego, pesca y/o recreacion (Visser et al., 2005; Bonilla, 2009; Van de Waal
et al.,, 2009; Paerl et al., 2011). En Uruguay, la eutrofizacién de los sistemas de agua dulce ha
aumentado en los ultimos tiempos como consecuencia de la creciente produccién industrial,
agricola-ganadera y la urbanizacién (Rodriguez-Gallego, 2011; Bonilla et al., 2015; Aubriot
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et al., 2017; Haakonsson et al., 2017). Este fendmeno ha llevado a un incremento en los casos
de floraciones de cianobacterias potencialmente téxicas en lagos, lagunas, embalses y playas
de todo el territorio (Bonilla, 2009; Bonilla et al., 2015; Aubriot et al., 2020; Goyenola et al.,
2021; Bonilla et al., 2021).

La aparicion de floraciones en los cuerpos de agua depende de las condiciones ambientales,
entre ellas la disponibilidad de luz (transparencia del agua), temperatura dentro de los rangos
optimos de crecimiento, altos tiempos de residencia del agua y disponibilidad de nutrientes
(Schindler, 1977; Reynolds, 2006; Paerl & Huisman, 2009; Schindler et al., 2008; Conley et al.,
2009; Liu etal., 2011; Dolman et al., 2012). Esta bien documentado que el nitrégeno (N) y
fosforo (P) son los factores desencadenantes de las floraciones de cianobacterias, ya que
existe una relacion positiva entre la concentraciéon de nutrientes y la frecuencia e intensidad de
las floraciones (Dolman et al., 2012). Sin embargo, la disponibilidad de N y P pueden no ser
condiciones suficientes para que haya una floracion, ya que algunos estudios muestran que las
tasas de crecimiento y biomasa son independientes a los cambios en la concentracién de P o N
(Schindler, 2012; Auer et al., 1986), por lo que puede ocurrir que otros nutrientes limiten o

co-limiten la produccién de biomasa de fitoplancton en ambientes eutréficos (Arrigo, 2005).

El hierro (Fe) es un micronutriente esencial para el crecimiento de fitoplancton. Debido a su
origen evolutivo, las cianobacterias presentan mayores requerimientos de Fe que las algas
eucariotas (Sunda & Huntsman, 2015; Sorichetti et al., 2015). La importancia del hierro como
factor limitante para la produccion primaria ha sido enfatizada durante mucho tiempo, ya que la
célula fotosintética requiere de éste elemento para el transporte de electrones durante la
fotosintesis y la respiracion, la asimilacion de nitrato y la fijacién de N atmosférico (Rodhe,
1948; Gerloff & Skoog, 1957; Schelske, 1962). En este ultimo proceso, el Fe es clave para la
funcién de la enzima nitrogenasa encargada de la fijacion de N atmosférico (Rueter & Petersen,
1987; Raven et al., 1999). Asi, un aumento en la disponibilidad de hierro podria favorecer las
floraciones de cianobacterias fijadoras de N atmosférico (Larson et al., 2015) debido al aumento
en las tasas de crecimiento, fotosintesis y fijacion de N (Boyd & Abraham, 2001; Shi et al.,
2012).

De manera contraria, diferentes estudios plantean que elevadas concentraciones de Fe pueden
reducir el crecimiento de fitoplancton ya que puede interaccionar con el P en condiciones
aerdbicas, provocando el secuestro por adsorcion del P a 6xidos de Fe y su precipitacién a los
sedimentos (Gachter & Mdller, 2003; Katsev et al., 2006). Debido a su capacidad de formar
diversos compuestos con P soluble, el cloruro de hierro Il (FeCl;) se ha usado tradicionalmente

para el tratamiento de aguas residuales (tratamiento terciario) y para la potabilizacién del agua
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(Yeoman et al.,, 1988). Asimismo, el FeCl; forma parte de un conjunto de alternativas para
controlar los niveles de P en los cuerpos de agua (Boers etal.,, 1992). Sin embargo, esta
capacidad de unirse al fosfato se ve restringida por la ausencia de oxigeno y bajo pH debido a
la reduccion del i6n férrico a ferroso que libera nuevamente el fosfato (Molot et al., 2014).
Algunos estudios muestran que la eficiencia de FeCl; por capturar P en ambientes andxicos
seria mayor a la esperada debido a la circulacion y oxidacion del Fe en las capas superficiales,
provocando la recaptura del fosfato (Kleeberg et al., 2013). Sin embargo, el aporte de FeCl; y
por ende de Fe a cuerpos lénticos podria producir efectos complejos sobre las comunidades
bidticas, especialmente sobre las cianobacterias que podrian beneficiarse con el Fe como

micronutriente esencial (Chow et al., 1998; Larson et al., 2018).

Estos roles contrastantes del Fe, por un lado como un micronutriente importante para el
crecimiento de fitoplancton y por otro como un sumidero o sedimentador de P, han generado
modelos diferentes para el manejo de la eutrofizacién en agua dulce. Por mas de cuatro
décadas se han utilizado en todo el mundo sales de Fe como estrategia para reducir las
concentraciones de P en lagos y embalses (Walker et al., 1989; Engstrom, 2005). Sin embargo,
algunos autores sugieren que la sobrecarga de Fe en los cuerpos de agua deberia replantearse
ya que una alta disponibilidad de Fe podria favorecer la dominancia de cianobacterias (Molot
et al., 2010; Xu et al., 2013).

Raphidiopsis raciborskii (anteriormente Cylindrospermopsis raciborskii) es una cianobacteria
filamentosa fijadora de nitrégeno atmosférico y formadora de floraciones perteneciente al orden
Nostocales (Aguilera et al., 2018; Padisak, 1997). Debido a su distribucion global alrededor del
mundo y alta toxicidad ha sido ampliamente estudiada por diferentes investigadores (Briand et
al., 2004; Burford & O’donohue, 2006; Fabre, 2011; Piccini et al., 2011; Bonilla et al., 2012;
Amaral et al.,, 2014). En particular, se ha determinado que las toxinas producidas por R.
raciborskii son diversas y estan relacionadas con su distribucion geografica (Vico et al., 2020).
Por ejemplo, esta bien documentado que en Europa y Australia R. raciborskii produce la
cianotoxina cilindrospermopsina (Haande et al., 2008; Yiimaz et al., 2008), mientras que en
Sudamérica las cepas de esta especie sintetizan saxitoxinas (Lagos et al., 1999; Piccini et al.,
2011). Por otro lado, anteriormente se le adjudicé un comportamiento invasor ya que fue
registrada por primera vez en 1912 en Java, Indonesia (region tropical) (Woloszynka, 1912) y
posteriormente se encontraron registros en regiones templadas y subtropicales (Briand et al.,
2004; Padisak, 1997) incluso dominando la comunidad fitoplanctonica (Vidal & Kruk, 2008;
Paerl etal.,, 2011). Sin embargo, evidencia reciente sugiere una diversificacion evolutiva
temprana desde Africa tropical hacia el norte de Africa, la Europa mediterranea y América del

Norte; adquiriendo la capacidad de producir diferentes toxinas luego de la expansion y
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colonizacién de diferentes ambientes (Vico et al., 2020). Su extensa distribucion sugiere que
tiene una gran capacidad de adaptacion fisiolégica a diversos rangos de condiciones
ambientales como disponibilidad de nutrientes, temperatura y luz (Briand et al., 2004; Bonilla
et al., 2012; Amaral et al., 2014). Dicha capacidad adaptativa se ha visto reflejada a nivel morfo
y fisiolégico ya que se ha observado un buen comportamiento en un amplio rango de
condiciones de luz y temperatura (Bonilla et al., 2012; Amaral et al., 2014), asi como la
capacidad de acumular granulos de polifosfato como reserva de P, fijar nitrdgeno atmosférico y
sobrevivir a bajas concentraciones de nutrientes (Isvanovics et al., 2000; Ind et al., 2009). Otro
aspecto que podria ser clave en el éxito de la expansion de R. raciborskii es la existencia de
ecotipos (Chonudomkul et al., 2004) ya observados en dicha especie por Piccini et al. (2011). El
hecho de que varias cepas de la especie difieren en sus preferencias luminicas reflejan la
existencia de ecotipos diferentes (Fabre, 2011). Todos estos atributos favorecen su dominancia

en los cuerpos de agua (Kenesi et al., 2009).

En Uruguay, Raphidiopsis raciborskii ha sido registrada en ecosistemas acuaticos destinados a
la potabilizacién y recreacion (Vidal & Kruk, 2008; Fabre, 2011; Bonilla etal., 2012;
Gonzélez-Madina et al., 2022). A modo de ejemplo, R. raciborskii ha generado grandes
floraciones productoras de saxitoxina en la Laguna del Sauce con grandes implicancias en la
potabilizaciéon del agua (Gonzalez-Madina et al., 2022). Debido a esto se han realizado varios
experimentos en los que se ha visto que la especie presenta una gran plasticidad fenotipica
que le permite aclimatarse a diferentes condiciones ambientales, como modificar la tasa de
captacion de fosforo segun la disponibilidad en el ambiente (Amaral etal.,, 2014) y la
temperatura (Galvanese et al., 2019) y ajustar la concentracién de pigmentos frente a distintas
condiciones de intensidad luminica (Fabre, 2011). El analisis de una extensa base de datos
realizado por Bonilla et al. (2012) refleja que dicha plasticidad de R. raciborskii favorece el éxito
y colonizacion de la especie en ambientes menos enriquecidos con fosfato en comparacién con
otra cianobacteria filamentosa formadora de floraciones (Planktothrix agardhii (orden

Oscillatoriales)).

Debido al incremento de las floraciones de cianobacterias, tanto en ecosistemas Iénticos como
I6ticos de nuestro pais (Bonilla & Conde, 2000; Vidal & Kruk, 2008; Fabre et al., 2010; Bonilla et
al., 2015), el estudio de los aspectos ecofisiolégicos que intervienen en el desarrollo de las
floraciones adquiere relevancia a nivel local y global, asi como la investigacion de diversos
procesos que mitiguen o rehabiliten los ecosistemas afectados por floraciones. Los atributos
ecofisiolégicos y morfolégicos que presenta R. raciborskii, en particular relacionados a su
capacidad de soportar bajas concentraciones de fosfato disponible y de fijar nitrégeno

atmosférico, la convierte en un excelente organismo modelo para investigar el efecto del Fe en
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el crecimiento y morfologia de la especie. Estos atributos plantean un escenario incierto acerca
del efecto de las aplicaciones de FeCl; en lagos para el control de floraciones de
cianobacterias, ya que el floculante podria beneficiar especies resistentes a la escasez de

fosfato y que tengan altos requerimientos de Fe, como podria ser el caso de R. raciborskii.

Objetivo

Objetivo general
Evaluar el efecto de la adicidon de hierro (FeCl;) sobre las tasas de crecimiento y morfologia de
una cepa de Raphidiopsis raciborskii (MVCC19) en condiciones de fijacion y no fijacién de

nitrégeno atmosférico.

Objetivos especificos
° Determinar el rango de concentraciones de FeCl; que resulte en estimulacion e

inhibicién del crecimiento de R. raciborskii bajo condiciones éptimas de nutrientes.

° Evaluar el efecto del FeCl; en el crecimiento de R. raciborskii bajo fijaciéon de N
atmosférico.
) Analizar el efecto del FeCl; sobre la morfologia de R. raciborskii en condiciones de

fijacion y no fijacion de N atmosférico.

Materiales y Métodos

Condiciones de cultivo

Los experimentos se realizaron utilizando una cepa de Raphidiopsis raciborskii (Woloszynska,
1912) aislada de un lago artificial (Lago Javier, Canelones, Uruguay), cultivada en camara de
cultivo a una temperatura de 26 + 1°C e intensidad de luz de 80 pmol foton m? s con
fotoperiodo de 16:8 h (luz:oscuridad) en la Seccion Limnologia (Facultad de Ciencias,
Universidad de la Republica) y mantenida con medio BG11 modificado (Stanier et al.,1971). El
cédigo adjudicado a la cepa es MVCC19 y corresponde a un solo ecotipo segun estudios

moleculares (Piccini et al., 2011).



Condiciones de aclimatacion a la deficiencia por Fe

Para evaluar el crecimiento en relacion a la disponibilidad de Fe (en forma de FeCls) fue
necesario inducir la deficiencia por este recurso previamente a la realizacion de cada
experimento. Para poder obtener la relacion atémica P:Fe deseada fue imprescindible aclimatar
el cultivo a 1 mgP/L (32 umolP/L) y a 15 el Fe de la concentracién original en el BG11 (23.3
pmolFe/L). Para ello se realizaron en paralelo, diluciones semanales con medio BG11
modificado con 16 de Fe (4.66 umolFe/L) y 1 mgP (con y sin N inorganico disuelto agregado
dependiendo del experimento) en régimen semi-continuo con el fin de aclimatar los cultivos
para la posterior realizacién de los cultivos madre. Dicha condiciéon de aclimatacion se sostuvo
por dos meses con repiques bisemanales sucesivos previamente a la realizacién de los cultivos

madre.

Disefio Experimental

Posteriormente a la aclimatacion de los cultivos, se realizaron en paralelo dos experimentos con
la cepa de R. raciborskii, cuya diferencia radico solo en la presencia o ausencia de nitrégeno
inorganico (N) disuelto en el medio. De esta forma, el experimento denominado +N presentd

nitrégeno inorganico, mientras que el -N no.

Dichos experimentos presentaron cinco tratamientos con relaciones atomicas P:Fe diferentes
(1:0; 1:1; 1:2; 1:5 y 1:10). Cada tratamiento fue realizado por triplicado (excepto el tratamiento
1:0, que contd con dos réplicas) generando un total de 14 muestras por experimento. Cada
experimento tuvo una duraciéon de 16 dias ya que se ha descrito en bibliografia que es el
tiempo que demora la cepa en llegar a finalizar la fase exponencial de crecimiento (Martigani,
2017).

Para ambos experimentos se realizé un cultivo de trabajo compuesto por 500 mL de cultivo de
R. raciborskii previamente aclimatado y 1500 mL de medio de cultivo BG11 modificado sin
hierro y 1 mgP (Stanier et al., 1971). El cultivo madre se repartié en volumenes de 120 mL en
matraces de 150 mL. Una vez realizada la division se adicionaron los diferentes volumenes de
FeCl; de una solucion de trabajo de 15.12 mmolFe/L. El “control positivo” (C+) de inhibicién del
crecimiento (y control positivo del estado de deficiencia por Fe), no recibié FeCl; y se lo
denominé tratamiento P:Fe 1:0 (C+). En los siguientes tratamientos se aplicaron 255 pl para el
1:1 (32 ymolFe/L); 511 pl para 1:2 (64 umolFe/L); 1279 ul para 1:5 (160 umolFe/L); y 2559 ul

para 1:10 (320 umolFe/L). El tratamiento 1:1 es el que se aproxima a la concentraciéon de Fe
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presente en el medio de cultivo BG11 completo (23.3 umolFe/L), por lo que se lo consideré
como “control negativo” (C-) de la inhibicidén. Por lo tanto, los resultados esperados en funcion

de los controles son:
- Crecimiento igual o menor al C+: efecto inhibitorio
- Crecimiento menor al C-: efecto inhibidor relativo

- Crecimiento mayor al C-: efecto estimulador

En ambos experimentos se utilizaron las mismas condiciones de luz y temperatura

mencionadas anteriormente.

Determinacion del crecimiento

La tasa de crecimiento y fue determinada mediante la medicién de la densidad 6ptica de cada
réplica en ambos experimentos a 750 nm (DO;s, medida indirecta de biomasa) con
espectrofotometro (Thermo Scientific, Evolution 60 LC) desde el dia cero (cultivo madre) y cada
dos dias hasta la finalizacion de cada experimento.

La tasa de crecimiento (p) se calculé como:

u(dias™) = (INDOys finai - INDO750 inician) / At

Donde DO, final es la densidad o6ptica al final de la fase exponencial de la curva de
crecimiento, DOy5, inicial es la densidad éptica al inicio de la fase exponencial de la curva de
crecimiento y At es el intervalo de tiempo transcurrido desde el inicio al final de la fase
exponencial de crecimiento. La DO, pre experimental fue 0.125 + 0.004 para el experimento
+N y 0.225 + 0.002 para el -N.

Para el analisis de resultados se definieron dos tasas de crecimiento por tratamiento: Inicial, o
fase exponencial que abarca los primeros 6 dias, y Final, desde el dia 10 al 16 que refleja la
fase de crecimiento exponencial y estacionaria. Se trabajoé con el promedio de las réplicas por

tratamiento.

Determinacion de la morfologia y biovolumen

Con la finalidad de cuantificar la biomasa de la cepa MVCC19 y comparar la morfologia de los

tricomas de R. raciborskii en funcion de cada tratamiento, se extrajeron muestras (5 mL) de
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cada réplica cada 4 o 5 dias desde el inicio (cultivo madre) hasta el final de cada experimento.

Las muestras fueron fijadas con lugol y conservadas en oscuridad hasta su procesamiento.

La abundancia de organismos (org/mL) fue cuantificada segun Sournia (1979) y Hotzel &
Croome (1999) utilizando camaras de sedimentacion Sedwick - Rafter de 1 mL a un aumento
de 400 veces en microscopio Optico invertido Olympus CKX41 y microscopio 6ptico Olympus
BX40. El conteo se realizé por campos al azar hasta alcanzar 100 individuos, excepto en la
réplica b del tratamiento 1:1 del experimento +N (Dia 14) donde se cuantificaron todos los

individuos de la camara debido a la baja abundancia encontrada.

Los parametros morfoldgicos de los individuos fueron determinados midiendo el ancho
(aumento 1000X) y largo del filamento (aumento 400X). A su vez, se cuantificaron y midieron

(ancho y largo) las células especializadas: heterocitos y acinetes presentes.

El volumen de los individuos de cada réplica (mm?®) se calcul6 a partir de las medidas de 30
individuos (largo y ancho) y aproximando cada filamento a la figura geométrica de un cilindro
(Hillebrand et al., 1999). El biovolumen de cada réplica fue estimado multiplicando la

abundancia por el volumen promedio de los mismos de acuerdo a Hillebrand et al. (1999).

A partir de los valores de abundancia y biovolumen de cada réplica, se calculé6 mediante un
promedio de las tres réplicas, la abundancia y biovolumen de cada tratamiento para cada

tiempo.

Determinacion de nutrientes

El contenido de N y P de los organismos se determiné al finalizar cada experimento, filtrando
una alicuota de volumen conocido de cada replica a través de un filtro de fibra de vidrio MGF
Munktell. Una vez filtrada la muestra, se lavo el filtro y el material retenido con agua milliQ. Los
filtros con el material retenido fueron preservados a -20 °C hasta la realizacion del analisis

quimico.

Se determind el contenido de fésforo (para ambos experimentos) y nitrdgeno (solo experimento
-N) particulado en el cultivo (PP y NP, respectivamente) retenido en los filtros, por oxidacion de
la materia organica segun Valderrama (1981). A partir de la muestra resultante luego del filtrado
y mediante el método de azul de molibdeno (Murphey & Riley, 1962), se cuantifico la

concentracion de fésforo reactivo soluble (PRS) para ambos experimentos.
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Por ultimo, se estimé la cuota de fésforo y nitrégeno a partir de la concertacion de nutrientes en

forma particulada y normalizada por unidad de biomasa como:

Cuota celular de P o N (ug/mm?®) = [PP o NP] (ug/L) / BV (mm?/L)

Donde [ ] corresponde a la concentracién del nutriente (N o P) particulado y BV al biovolumen,

ambos para cada réplica. Se trabajé con el promedio de las réplicas por tratamiento.

Analisis de datos

Con la finalidad de que todos los tratamientos contengan la misma cantidad de réplicas (3), se
generd una réplica artificial (promedio de las réplicas existentes de cada tratamiento) para los
casos en que se perdid alguna réplica. Dado que los datos no siempre cumplieron con los
supuestos de normalidad y homogeneidad de varianza, se realizaron pruebas no paramétricas
Kruskal - Wallis (se comparan las medianas de los grupos) y test post - hoc Tukey (disponible
en Sigma Plot para andlisis no paramétricos) donde se comparan las medias de los rangos de
los grupos. En los casos donde si se cumplieron los supuestos, se realizaron pruebas
paramétricas ANOVA y test post- hoc Tukey, con el fin de comparar las medias de los grupos

(Tratamientos o dias de experimento).

Respecto al tercer objetivo, se analizd la relacién entre las variables morfolégicas (largo y
ancho) y el volumen de los organismos y se caracterizo la presencia de células especializadas
en los tratamientos. Debido a que las variables morfoldgicas de los organismos y la abundancia
de R. raciborskii no cumplieron con los supuestos de normalidad, se realizaron (para cada
experimento) pruebas no paramétricas de Kruskal - Wallis y test post hoc Dunn's con el fin de

determinar la existencia de diferencias significativas entre tratamientos para los dias 5 y 14.

Todos los andlisis descritos se realizaron usando SigmaPlot (version 11.0).

Resultados

Floculacion de R. raciborskii bajo condiciones 6ptimas de nutrientes y fijacién de N,

La adicion de 320 umol Fe L™ (concentracién maxima de Fe) correspondiente al tratamiento

1:10, desencadend inmediatamente la floculacion y sedimentacion de los filamentos que se
12



encontraban en suspension tanto para el experimento +N (Fig. 1A), como -N (Fig. 1B). El resto

de los tratamientos (1:1, 1:2 y 1:5) no provoco la floculacién del cultivo.

1 : |
-1 2
ai"‘ .h\ .a‘.é\t‘}‘

LU

Figura 1. Fotografia de los tratamientos al inicio de cada experimento. (A) corresponde a los tratamientos del
experimento +N, mientras que (B) al experimento -N. Para ambos experimentos se observan, de izquierda a
derecha los tratamientos 1:10, 1.5, 1:2y 1:1.

Efecto del FeCl, en el crecimiento de R. raciborskii en condiciones éptimas de nutrientes

Se observd un aumento del crecimiento (DO) de R. raciborskii en respuesta a la adicion de

cloruro férrico en condiciones Optimas de cultivo (+N) para los tratamientos 1:1 (C-), 1:2y 1:5
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(Fig. 2). Los tratamientos 1:2 y 1:5 presentaron una respuesta mayor en el incremento de la

biomasa en comparacion al resto, mientras que en 1:10 no se detectd crecimiento (Fig. 2).

1,2
—8— Control (C+)
—0— 11 (CH)
100 =¥ 1:2
—a— 15
—m— 1:10

0,8 4

0,6

Abs 750 nm

0,4

0,2 4

030 T T T T T T T T

Tiempo

Figura 2. Variacion de la densidad éptica (DO, Absorbancia a 750 nm) como indicador de biomasa de R.
raciborskii en funcion de los dias para cada tratamiento sometido a condiciones éptimas de nutrientes (+N). La
Fase inicial abarca los primeros 6 dias, mientras que la Fase Final desde el dia 10 al 16. Los simbolos indican
el promedio de cada tratamiento en cada tiempo y las lineas verticales representan el desvio estandar para

cada caso (n=3).

Las tasas de crecimiento en la fase inicial presentaron diferencias significativas entre los
tratamientos 1:2 y 1:10 (Kruskal -Wallis, p = 0.012). La mayor tasa de crecimiento se registrd en
el tratamiento 1:2 que presentd valor y = 0.1450 d', mientras que la menor fue para el
tratamiento 1:10 (u = -0.0307 d, Fig. 3). El andlisis ANOVA no reflejo diferencias significativas
entre los tratamientos 1:1 (C-), 1:2 y 1:5 de la fase final, sin embargo, estos si se diferenciaron
del 1:0 (C+) y del tratamiento 1:10 (p < 0.001, Fig. 3). Puede destacarse una disminucion en la
tasa de crecimiento del tratamiento 1:2 entre la fase inicial y final, mientras que el tratamiento

1:10 presenté la respuesta contraria (Fig. 3).
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Figura 3. Tasa de crecimiento (u) de cada tratamiento para la Fase Inicial y Final sometido a condiciones
optimas de nutrientes (+N). En negro se ven los resultados de la Prueba Tukey que compara los tratamientos
para la Fase Inicial (Kruskal - Wallis p = 0.012), mientras que en rojo los resultados que compara los
tratamientos de la Fase Final (ANOVA, p < 0.001). Los grupos marcados con las mismas letras no presentaron
diferencias significativas. Las lineas verticales en cada barra representan el desvio estandar para cada caso
(n=3).

Para todos los tratamientos sometidos a condiciones +N, el biovolumen de R. raciborskii
aumento en el tiempo (Fig. 4). El analisis ANOVA realizado para ambos dias y el post-hoc
Tukey, reflej6 que en el dia 5, el tratamiento 1:0 (C+) presenté los mayores valores de
biovolumen en comparacién con el resto (p = 0.008, Fig. 4). Mientras que para el dia 14,
existieron diferencias significativas entre todos los tratamientos, con 1:1 (C-) y 1:2 como los
tratamientos que presentaron biovolumenes mas altos (dos 6rdenes de magnitud mas que al

inicio del experimento; p < 0.001; Fig. 4).

El anadlisis Kruskal - Wallis y su post-hoc Tukey respecto a la concentracion de fésforo reactivo
soluble (PRS) presente al final del experimento reflejaron diferencias significativas entre el
tratamiento 1:5 y 1:1 (C-) (p = 0.032, Fig. 5). La concentracién mayor de PRS se vio en el
tratamiento 1:5 (41.4 £ 2.1 pgP/L), mientras que 1:1 (C-) presento el valor mas bajo (20. 8 + 2.8

MgP/L, Fig. 5). El resto de los tratamientos no registraron diferencias significativas (Fig. 5).
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Figura 4. Biovolumen de R. raciborskii para cada tratamiento de P:Fe y sometido a condiciones optimas de
nutrientes (+N) (eje y en escala logaritmica). Las barras representan los dias 0, 5 y 14 del experimento. En
negro se indican los resultados de la Prueba Tukey que compara los tratamientos para Dia 5 (ANOVA, p =
0.008), mientras que en rojo para Dia 14 (ANOVA, p < 0.001). Los grupos marcados con las mismas letras no
presentaron diferencias significativas. Las lineas verticales en cada barra representan el desvio estandar para
cada caso (n=3).
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Figura 5. Concentracion de Fdésforo reactivo soluble (PRS) al finalizar el experimento en funcion de los
tratamientos de P:Fe y sometido a condiciones éptimas de cultivo (+N). Los grupos marcados con las mismas
letras indican que no existieron diferencias significativas segun los resultados de la prueba de Tukey (Kruskal -
Wallis, p = 0.032). Las lineas verticales en cada barra representan el desvio estandar para cada caso (n=3).
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Figura 6. Cuota celular de P al finalizar el experimento por unidad de biovolumen (ugPP/mm?®) en funcién de
los tratamientos sometidos a condiciones 6ptimas de nutrientes (+N). Los grupos marcados con las mismas
letras indican que no existieron diferencias significativas segun los resultados de la prueba de Tukey (Kruskal -
Wallis, p = 0.009). Las lineas verticales en cada barra representan el desvio estandar para cada caso (n=3).

La cuota de P por unidad de biovolumen, varié segun el tipo de tratamiento (Fig. 6). El
tratamiento 1:10 presento el valor mas alto de concentracion (18.4 + 1.5 ug PP/mm?), mientras
que 1:2 el mas bajo (1.0 £ 0.1 ug PP/mm?3, Fig. 6). Los resultados del analisis Kruskal - Wallis y
el post-hoc Tukey reflejan diferencias significativas solo entre estos tratamientos (p = 0.009, Fig.
6).

Efecto del FeCl, en el crecimiento de R. raciborskii bajo fijaciéon de N,

En condiciones deficientes de nitrogeno (-N) y frente a la adicion de cloruro férrico, R.
raciborskii presenté un incremento de la biomasa en los tratamientos 1:1 (C-) y 1:2 (Fig. 7). El
tratamiento con mayor crecimiento (DO) fue el control negativo 1:1 (C-), mientras que 1:5y 1:10
mostraron una inhibicién total (Fig. 7). En el dia 8, todos los tratamientos presentaron un
aumento proporcional e inusual de la densidad optica lo que se interpreta como un error en la

medicion. Por tanto, los datos fueron considerados “atipicos” a la tendencia.
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Figura 7. Variacion de la densidad dptica (DO, Absorbancia a 750 nm) como indicador de biomasa de R.
raciborskii en funcion de los dias para cada tratamiento sometido a condiciones deficientes de Nitrogeno (-N).
La Fase inicial abarca los primeros 6 dias, mientras que la Fase Final desde el dia 10 al 16. Los simbolos
indican el promedio de cada tratamiento en cada tiempo y las lineas verticales en cada barra representan el
desvio estandar para cada caso (n=3). Se eliminé el dia 8 debido a un posible error en la medicién de la DO.

El analisis Kruskal - Wallis y el post-hoc Tukey realizado sobre la fase inicial de crecimiento
mostraron diferencias significativas en las tasas de crecimiento en los tratamientos 1:1 (C-) y
1:10 (p = 0.012, Fig. 8). La mayor tasa de crecimiento durante la fase inicial del experimento se
registré en el tratamiento 1:1 (C-) con un valor y = 0,069 d', mientras que la menor fue para el
tratamiento 1:10 (u = -0,076 d', Fig. 8). Respecto a la fase final, se observo diferencias
significativas entre 1:0 (C+) y los tratamientos 1:1 (C-) y 1:2 (p = 0.012, Fig. 8). Sin embargo,
1:1 (C-) y 1:2 no presentaron diferencias significativas entre si segun la prueba post - hoc de
Tukey (p = 0.012, Fig. 8). Se destaca el notorio descenso en la tasa de crecimiento de 1:0 (C+)
entre la fase inicial y final y las tasas de crecimiento practicamente nulas de los tratamientos 1:5
y 1:10 (Fig. 8).
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Figura 8. Tasa de crecimiento (u) de cada tratamiento sometido a condiciones deficientes de Nitrégeno (-N)
en la etapa inicial y final del experimento. En negro se ven los resultados de la Prueba Tukey que compara los
tratamientos para la Fase Inicial (Kruskal - Wallis, p = 0.012) mientras que en rojo los resultados que compara
los tratamientos de la Fase Final (Kruskal- Wallis, p = 0.012). Los grupos marcados con las mismas letras no
presentaron diferencias significativas. Las lineas verticales en cada barra representan el desvio estandar para
cada caso (n=3).

El biovolumen de R. raciborskii sometidos a condiciones deficientes de nitrégeno varié a lo
largo del experimento (Fig. 9). El anadlisis Kruskal-Wallis para el Dia 5 no reflejo diferencias
significativas entre los tratamientos (p = 0.098, Fig. 9). Sin embargo, existieron diferencias
significativas entre el tratamiento 1:0 (C+) y el 1:2 segun la prueba Kruskal-Wallis y test post -
hoc Tukey en el Dia 14 (p = 0.010, Fig. 9). El tratamiento 1:2 present6 los valores mas altos de
biovolumen en comparacion con el resto de los tratamientos en el Dia 14, siendo un orden de
magnitud mayor que al inicio del experimento (Fig. 9). Mientras que 1:0 (C+) mostrdé una

disminucion respecto al Dia 5, obteniendo el valor mas bajo de biovolumen (Fig. 9).

El analisis de Kruskal - Wallis y el post-hoc Tukey respecto a la concentracién de fosforo
reactivo soluble (PRS) presente al final del experimento reflejé diferencias significativas entre el
tratamiento 1:2 y 1:5 (p = 0.022, Fig. 10). La concentracién mayor se observé en el tratamiento
1:2 (72.8 + 32.4 pgP/L), mientras que 1:5 presento el valor mas bajo (33.1 + 3.6 pgP/L, Fig. 10).

El resto de los tratamientos no registraron diferencias significativas (Fig. 10).
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Figura 9. Biovolumen de R. raciborskii para cada tratamiento de P:Fe y sometido a deficiencia de Nitrogeno
(-N) (eje y en escala logaritmica). Las barras indican los dias del experimento. En negro se ven los resultados
de la Prueba Tukey que compara los tratamientos para Dia 14 (Kruskal - Wallis, p = 0.010), mientras que Dia 5
no presentod diferencias significativas entre tratamientos (Kruskal - Wallis, p = 0.098). Los grupos marcados
con las mismas letras indican que no existieron diferencias significativas segun los resultados de la prueba de
Tukey. Las lineas verticales en cada barra representan el desvio estandar para cada caso (n=3).
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Figura 10. Fdsforo reactivo soluble (PRS) al finalizar el experimento de cada tratamiento sometido a
deficiencia de Nitrégeno (-N). Los grupos marcados con las mismas letras no presentaron diferencias
significativas segun los resultados de la prueba de Tukey (Kruskal - Wallis, p = 0.022). Las lineas verticales en
cada barra representan el desvio estandar para cada caso (n=3).
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El analisis Kruskal - Wallis respecto a la cuota de P por unidad de biovolumen reflejé una
variacion segun el tipo de tratamiento, siendo 1:0 (C+) el que presentd la concentracion mas
alta respecto al resto (48.68 = 15.76 ugPP/mm?, Fig. 11). Mientras que 1:2 present6 la menor
cuota (2.56 + 0.65 yg P/mm?, Fig. 11). Los resultados de la prueba Tukey reflejaron diferencias

significativas solo entre estos tratamientos (p = 0.012, Fig. 11).

La cuota celular de N (Nitrogeno particulado por unidad de biovolumen) varié segun el tipo de
tratamiento (Fig. 12). 1:0 (C+) presentd la mayor concentraciéon de Nitrégeno en comparacion
con el resto (453.2 + 198.9 uygN/mm?, Fig. 12). Mientras que el tratamiento 1:10 presento la
menor (61.1 £ 11.3 N ugN/mm?3, Fig. 12). Los resultados de la prueba Tukey reflejan diferencias

significativas solo entre estos tratamientos (p = 0.017, Fig. 12).
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Figura 11. Cuota celular de P (PP) al finalizar el experimento por unidad de biovolumen (ugPP/mm?) en los
tratamiento P:Fe y sometido a deficiencia por Nitrégeno (-N). Los grupos marcados con las mismas letras no
presentaron diferencias significativas segun los resultados de la prueba de Tukey (Kruskal - Wallis, p = 0.012).
Las lineas verticales en cada barra representan el desvio estandar para cada caso (n=3).
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Figura 12. Cuota celular de N (NP) por unidad de biovolumen (ugN/mm?) en los tratamientos P:Fe y
sometidos a deficiencia por Nitrogeno (-N). Los grupos marcados con las mismas letras no presentaron
diferencias significativas segun los resultados de la prueba de Tukey (Kruskal - Wallis, p = 0.017). Las lineas
verticales en cada barra representan el desvio estandar para cada caso (n=3).

Los filamentos de R. raciborskii fueron rectos y sin vaina mucilaginosa. El ancho de los
organismos no exhibieron variaciones en funcion de los tratamientos, presentando un valor
promedio de 2.497 + 0.018 uym para ambos experimentos. Se observd una relacion de
proporcionalidad entre el volumen (Tabla A1) y largo de los organismos tanto en condiciones
optimas de cultivo (Fig. A1) como en deficiencia de nitrogeno (Fig. A2), con coeficientes de
determinacion de 0.999 para el experimento +N y 0.998 para -N. Debido a este excelente ajuste
entre volumen y largo de los filamentos, solo se report6 el analisis estadistico sobre el largo de

los organismos.

En el experimento +N, el largo de los organismos aumenté en funcidn de las concentraciones
adicionadas de FeCl; (Fig. 13, Tabla A2). De esta forma, el tratamiento 1:10 presenté el largo
promedio mayor, mientras que el 1:0 (C+) el menor (p < 0.001, Fig. 13, Tabla A2). Estas
diferencias se acentuaron con el tiempo, por lo que en el Dia 14 se observaron tres grupos
estadisticamente diferentes: a) tratamiento 1:0 (C+) y 1:1 (C-), b) tratamiento 1:2, y c)
tratamientos 1:5y 1:10 (p < 0.001; Fig. 13, Tabla A2).
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Frente a la deficiencia de nitrégeno, el largo de los filamentos fue mas similar entre los

tratamientos, sin grandes variaciones durante el Dia 5 y con un promedio de largo menor al

finalizar el experimento (Dia 14; Fig. 13, Tabla A2). El analisis Kruskal-Wallis y post-hoc Dunn’s

diferencié para el Dia 14, tres grupos: a) 1:0 (C+), b) tratamientos 1:1 (C-), 1:5y 1:10, y ¢)

tratamiento 1:2 (p < 0.001; Fig. 13, Tabla A2). EI menor largo promedio se observé en el grupo

a), mientras que el b) presento6 el mayor largo promedio (p < 0.001; Fig. 13, Tabla A2).

El largo promedio de filamentos al inicio del experimento +N fue de 172.36 + 68.55 um,
mientras que para el experimento sin nitrégeno fue 253.90 £ 106.71 ym.
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Figura 13. Largo de los filamentos de R. raciborskii durante el transcurso del experimento para cada tratamiento
sometido a condiciones 6ptimas de nutrientes (+N) y deficiencia de nitrdgeno (-N). En negro y rojo se ven los
resultados de la Prueba Dunn’s (Kruskal-Wallis, p < 0.001) para dia 5 y 14 respectivamente para cada experimento.
Los grupos marcados con las mismas letras no presentaron diferencias significativas. Las lineas verticales en cada

barra representan el desvio estandar para cada caso (n=3).
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Para todos los tratamientos sometidos a condiciones +N excepto el 1:10, la abundancia de R.

raciborskii aumenté en el tiempo (Fig. 14, Tabla A2). De esta forma, en el Dia 14, los

tratamientos 1:0 (C+) y 1:5 presentaron dos érdenes de magnitudes mas que al inicio del

experimento, mientras que 1:1 (C-) y 1:2 exhibieron tres 6rdenes de magnitud superiores (Fig.

14, Tabla A2).
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Figura 14. Abundancia de organismos de R. raciborskii durante el transcurso del experimento para cada
tratamiento sometido a condiciones optimas de cultivo (panel superior) y ausencia de nitrégeno (panel
inferior). En negro se ven los resultados de la Prueba Dunn’s (Kruskal - Wallis, p = 0.015 y p = 0.023) para dia
14 de experimento +N y -N respectivamente. Tanto el dia 5 de experimento +N (p = 0.118) como el de -N no
presentaron diferencias significativas entre tratamientos (p = 0.106). Los grupos marcados con las mismas
letras no presentaron diferencias significativas. Las lineas verticales en cada barra representan el desvio

estandar para cada caso (n=3).

Tratamiento
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El analisis Kruskal - Wallis realizado en condiciones de disponibilidad de N (+N) para ambos
dias, reflejé que para el dia 5 no existieron diferencias significativas entre los tratamientos (p =
0.118; Fig. 14, Tabla A2). Mientras que para el dia 14, hubo diferencias significativas entre los
tratamientos 1:1 y 1:2 y el tratamiento 1:0 (C+). De esta forma, 1:1 (C-) y 1:2 se diferenciaron
de 1:0 (C+) pero no entre ellos (p = 0.015; Fig. 14, Tabla A2).

La abundancia de R. raciborskii sometida a condiciones deficientes de nitrégeno (-N) varié a lo
largo del experimento (Fig. 14, Tabla A2). El tratamiento 1:2 presentd valores mayores de
abundancia en comparacién con el resto de los tratamientos para el Dia 14, siendo un orden de
magnitud mas que al inicio del experimento (Fig. 14, Tabla A2). Mientras que el 1:0 (C+) y los
tratamientos 1:5 y 1:10 mostraron una disminucion con respecto al Dia 5, obteniendo menor
proporcion de filamentos (Fig. 14, Tabla A2). El analisis Kruskal - Wallis y la prueba Dunn’s
realizada para ambos dias (5 y 14) no reflej6 diferencias significativas para el dia 5 (p = 0.106).
Sin embargo, revelod diferencias entre los tratamientos 1:2 y 1:10 para el dia 14 (p = 0.023; Fig.
14, Tabla A2).

Los heterocitos presentes en algunos tratamientos fueron cénicos terminales, caracteristicos de
la especie, con filamentos que presentaron hasta dos heterocitos. El 52.2% de los filamentos
analizados no presentaron heterocitos al inicio del experimento en condiciones +N (Fig. 15). Sin
embargo, esta proporcién cambié con el transcurso del tiempo y en funcién de los tratamientos.
Al final del experimento, 1:0 (C+) presentd una proporcién 98.3% y 1.7%, sin y con un
heterocito por filamento, mientras que el resto de los tratamientos presentaron mayor presencia

de 1 heterocito por flamento (Fig. 15).

El inicio del experimento en condiciones deficientes por nitrégeno (-N) comenzé con el 58.9%
de los filamentos de R. raciborskii con 1 heterocito, mientras que el 16.7% de los filamentos
presentaron 2 heterocitos (Fig. 15). Estas proporciones variaron con el transcurso de los dias
ya que se observé un aumento en la presencia de 1 heterocito por filamento (Fig. 15). Sin
embargo, para el dia 14 el 1:0 (C+) presentd un 61.7% de filamentos sin heterocitos mientras
que el 38.7% restante 1 heterocito (Fig. 15). El largo promedio de dichas células especializadas

fue de 7.33 + 0.66 um para el experimento +N, mientras que para -N fue 6.51 £ 0.56 pym.

Los acinetes fueron ovalados e intercalados entre células vegetativas, presentando un largo y
ancho promedio de 4.08 £+ 141 ym y 3.29 £ 0.92 ym, para el experimento +N y —N,
respectivamente. Solamente se encontraron cuatro células de resistencia en 1:0 (C+), al

finalizar el experimento en condiciones deficientes de nitrégeno.
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Figura 15. Proporcion de heterocitos por filamento de R. raciborskii durante el transcurso del experimento
para cada tratamiento sometido a condiciones 6ptimas de cultivo (panel izquierdo) y sin nitrégeno agregado
(panel derecho) (n=3).
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Discusion

Los resultados de esta tesis muestran el papel fundamental que tiene la disponibilidad de Fe en
el crecimiento y morfologia de R. raciborskii, tanto en condiciones Optimas de cultivo (con
disponibilidad de N) como frente a la fijacién de nitrdgeno atmosférico (en ausencia de N
inorganico disuelto). Se pudo determinar que el Fe puede actuar como un nutriente estimulador
del crecimiento y como un inhibidor a altas dosis. Este efecto del Fe fue mas intenso cuando el
cultivo se encontré estresado por otro nutriente como el N, el efecto de floculacion se observé
en las dosis altas y provoco una precipitacion rapida de la biomasa. Asimismo, el crecimiento
de R. raciborskii se mantuvo elevado hasta concentraciones de Fe siete veces superiores a las
consideradas como 6ptimas (medio BG11) solo cuando el N estuvo disponible (+N). El Fe
indujo cambios morfoldgicos significativos reflejados en mayor abundancia de filamentos mas
cortos cuando la concentraciéon de Fe fue menor, mientras que a dosis mayores presenté menor
cantidad de filamentos pero de largos mayores. Estos cambios fueron mas notorios en
condiciones de disponibilidad de nitrégeno. De esta forma, el Fe actué como un micronutriente
que promovié ambas modalidades de crecimiento (aumento de la abundancia de filamentos
cortos y aumento del largo de los tricomas), con una tendencia a aumentar el largo de los
filamentos y reducir su numero en las condiciones de mayor estrés por la elevada
concentracion de Fe. Mientras que, frente a bajas concentraciones de Fe, la abundancia fue
mayor pero los filamentos presentaron largos mas reducidos. Por lo tanto, esta tesis muestra el
efecto complejo que tiene el Fe en el crecimiento de una cianobacteria téxica, filamentosa,
fijadora de N,, pudiendo actuar como estimulador e inhibidor del crecimiento. Estos resultados
alertan sobre posibles efectos no deseados cuando se busca controlar una floracion de
cianobacterias mediante la aplicacion de FeCl; en un cuerpo de agua, lo que podria producir
una seleccién de organismos tolerantes al floculante, favorecer su dominancia y hasta estimular

su crecimiento a largo plazo.

Influencia del Fe en el crecimiento con disponibilidad éptima de nutrientes

En condiciones 6ptimas, R. raciborskii exhibié tasas maximas de crecimiento en un amplio
rango de concentraciones de cloruro férrico adicionado. El FeCl; no limité el crecimiento de la
cianobacteria sometida a concentraciones desde 32 a 160 umol Fe L™ (tratamiento 1:1 (C-), 1:2
y 1:5 respectivamente). De hecho, y en comparacion con 1:0 (C+) (tratamiento sin adicién de
Fe), la aplicacién de Fe en dichas concentraciones beneficid el crecimiento de la cianobacteria.
Al igual que Fu et al. (2019), estos resultados sugieren que la presencia de nutrientes que

incluyan la combinacion de N y altas concentraciones de Fe son beneficiosas para el
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crecimiento de R. raciborskii. Tanto en experimentos con condiciones controladas como a gran
escala se ha evidenciado que el Fe podria ser un nutriente limitante para el desarrollo de
cianobacterias (Chow et al., 1998; Twiss et al., 2000; Downs et al., 2008; Larson et al., 2015;
Larson et al., 2018). Sin embargo, este trabajo refleja una gran tolerancia de R. raciborskii al
gradiente de Fe aplicado y el efecto inhibitorio frente a concentraciones de Fe extremadamente
altas. El tratamiento 1:10, cuya concentracion fue de 320 ymol Fe L, restringio el crecimiento
al punto de desencadenar la floculacion y sedimentacion de los filamentos que se encontraban
en suspension. Si bien estas observaciones no son apoyadas completamente por los analisis

estadisticos, los resultados del biovolumen y tasas de crecimiento si las corroboran.

Las concentraciones de fésforo reactivo soluble (PRS) observadas en este experimento fueron
similares entre si, aunque significativamente mayores en 1:5 en relacién a 1:1 (C-). Si bien
ambos tratamientos presentaron un aumento en la biomasa, 1:5 presentd mayor concentracion
de PRS mientras que ésta fue menor en 1:1 (C-). Podria esperarse que a mayor crecimiento,
mayor consumo de fésforo disponible, sin embargo se observé lo contrario indicando que el P
no fue limitante luego de la fase exponencial. A pesar de dichas observaciones, estos
resultados podrian no estar asociados con la biomasa de R. raciborskii desarrollada sino con
las concentraciones de FeCl; adicionadas. Diferentes investigaciones sugieren que la adicion
de FeCl; a cuerpos de agua podria disminuir las concentraciones de P total y P disponible
(Boers et al., 1992; Gachter & Miller, 2003; Katsev et al., 2006). De esta forma se esperaria
observar una caida progresiva de las concentraciones de PRS al aumentar las dosis de FeCls.
Dicha disminucion solo se observo en el tratamiento 1:1 (C-), cuya concentracién de PRS fue la
mas baja. La alta concentracion de PRS observada en el tratamiento 1:5 se debe posiblemente
al método utilizado (método de azul de molibdeno) ya que sobreestima la concentracion de
fésforo disponible al liberar el fésforo retenido por FeCl;. La cuota de P mas baja se presentd en
uno de los tratamientos donde se observd mayor crecimiento (1:2), lo cual podria estar
reflejando la utilizacién de reservas celulares de P para sostener el crecimiento exponencial
(Isvanovics et al., 2000; Reynolds, 2006; Ind et al., 2009). Respecto a la cuota celular de P
obtenida al final del tratamiento 1:10, la cuota elevada podria deberse a la presencia del fléculo
de Fe con el P y los organismos en las muestras cuando se homogeneiz6 cada réplica. Segun
Zhang et al. (2017) altas concentraciones de FeCl; podrian ser toxicas para las cianobacterias,

lo que llevaria a la autolisis de las mismas y una sobrestimacion de la cuota celular de P.

La respuesta positiva del crecimiento de R. raciborskii al amplio gradiente de Fe aplicado,
muestra que el principal efecto en condiciones de disponibilidad de nutrientes (N y P) fue de
neutro a estimulador del crecimiento. Solo se obtuvo inhibicidn en concentraciones de Fe

extremas. Estos resultados cuestionan el uso de FeCl; como herramienta de mitigacién de
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floraciones de cianobacterias en cuerpos de agua eutréficos con concentraciones elevadas de
N, como los de nuestro pais (Rodriguez-Gallego, 2011; Bonilla et al., 2015; Aubriot et al., 2017;
Haakonsson et al., 2017). Es evidente la necesidad de estudios detallados sobre dosificacion
Optima para cada caso de aplicacion, teniendo en cuenta las concentraciones fluctuantes de

nutrientes en el cuerpo de agua.

Influencia del Fe en el crecimiento bajo fijacion de N atmosférico

La inhibicién de crecimiento de R. raciborskii frente a la deficiencia de nitrogeno reflejada en el
tratamiento 1:5 podria deberse al papel crucial de la fijacion de nitrogeno, limitando el
crecimiento debido a que esta actividad requiere un gran gasto energético (Stam, 1987; Burford
et al., 2017). Molot et al. (2017) sugieren que R. raciborskii es capaz de reducir su crecimiento y
desviar energia hacia la fijacion de N, frente a la falta de nitrégeno disponible. Sin embargo,
varios estudios en cultivos controlados, han demostrado que la deficiencia por nitrégeno resulta
en cambios modestos en las tasas de crecimiento (Allen & Arnon 1955; Schlangstedt, 1987;
Bagchi et al., 1985; Vargas et al., 1998). El resto de los tratamientos presentaron un

comportamiento similar al observado en el experimento bajo condiciones 6ptimas de cultivo.

Respecto a los nutrientes, el PRS presentd altas concentraciones en tratamientos donde se
observo crecimiento de R. raciborskii y menores concentraciones donde se inhibié. Reflejando
un mayor consumo de fésforo disponible en tratamientos donde el crecimiento fue inhibido, lo
cual podria deberse a la capacidad de esta especie por almacenar fosfato (Isvanovics et al.,
2000) como respuesta al estrés causado por las altas concentraciones de Fe y necesidad de
fijar N,. Bibliografia consultada sugiere que la fijacion de nitrdgeno requiere una mayor
disponibilidad de fosforo (Stewart & Alexander, 1971; Kenesi et al., 2009) lo que se vincula con
mayores demandas de energia (Simpson & Burris, 1984) y/o mayor sintesis de enzimas que
contienen fésforo en el heterocito (Wolk et al., 1994). Sin embargo, la concentracion de fésforo
disuelto fue mayor en condiciones de fijaciéon de N, probablemente debido a la limitacién por
nitrdgeno y la menor absorcion de fosfato (Yema et al., 2016). Las cuotas celulares de P
tuvieron su pico maximo en 1:0 (C+), lo cual podria deberse a que éste presentdé un aumento de
biomasa durante los primeros dias y decayé de manera abrupta al finalizar el experimento, a
diferencia de 1:5 y 1:10 cuyo crecimiento fue inhibido desde el inicio. La cuota celular de N
observada, y en concordancia con lo discutido para la cuota de P, present6 su mayor valor
también en 1:0 (C+), posiblemente porque al inicio aumenté su biomasa (y por ende fijé

nitrdgeno atmosfeérico), sin embargo, decayo con el tiempo.
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Este ensayo en condiciones estresantes por N y una aparente mayor demanda de P para la
fijacion de N atmosférico, mostrd6 que R. raciborskii fue mas sensible al gradiente de Fe
aplicado. En consecuencia, estos resultados muestran un escenario de mayor complejidad para
predecir el efecto de aplicaciones de cloruro férrico en floraciones de cianobacterias, ya que las
condiciones nutricionales estresantes podrian potenciar el efecto de las aplicaciones de Fe.
Este resultado puede servir como guia para definir la aplicacién de Fe en un periodo de tiempo
especifico en el cual se pueda detectar estrés de las cianobacterias dominantes por N o P, para

lograr un mejor resultado del control de su crecimiento.

Flexibilidad morfologica

R. raciborskii present6 filamentos rectos, en ambos experimentos y para todos los tratamientos,
como los observados en diferentes poblaciones de la especie en la region, y en particular en la
cepa MVCC19 (Vidal & Kruk, 2008; Fabre, 2011; Martigani, 2012). Los cambios observados en
la morfologia se asociaron al tamafo de los tricomas (en particular al largo) y el desarrollo de

heterocitos, tal como fue observado en otros estudios (Yema et al., 2016; Burford et al., 2017).

En condiciones 6ptimas de nutrientes, filamentos mas largos se asociaron a dosis altas de
FeCl; (tratamientos 1:5y 1:10). Este aumento en el largo no tuvo correspondencia con las tasas
de crecimiento, ya que la tasa de crecimiento del tratamiento 1:5 fue positiva, mientras que en
1:10 se produjo inhibicion. Esto podria deberse a que los filamentos de R. raciborskii no fueron
sometidos a una limitacion por N,, y por ende R. raciborskii presenté tasas de crecimiento
positivas en todos los tratamientos menos 1:10 (donde se observé floculacién). Sin embargo, la
abundancia observada en el experimento +N reflejo una relacion inversa con el largo promedio
de los mismos. De este modo, la estrategia de crecimiento de R. raciborskii bajo estas
condiciones experimentales fue hacia un aumento en el largo 6 hacia un aumento en la
cantidad de filamentos. El tipo de estrategia podria estar ligado a la concentracion de FeCl,
adicionada: a bajas concentraciones de Fe se observaron muchos filamentos cortos
(predominando la estrategia de crecimiento por divisidon), mientras que a altas dosis de Fe los
filamentos presentaron largos mayores, lo que podria deberse a una estrategia de
sobrevivencia de R. raciborskii ante el estrés provocado por la elevada concentracion de FeCls.
La ecuacion de Padisak et al. (2003) permite calcular el factor de resistencia de forma (definido
como un numero adimensional que expresa cuanto mas lento o mas rapido se hunde una
particula en contraste con una esfera de volumen equivalente) phi = 0.0503x + 1.1355, donde x
= L/D (siendo L el largo y D el diametro del filamento). En el caso del tratamiento 1:10 phi tiene

un valor de 5,568, lo cual indicaria una buena resistencia al hundimiento para los filamentos de
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éste tratamiento (Padisak et al., 2003; Reynolds, 2006). De esta forma, organismos mas largos
podrian resistir la sedimentacién, mecanismo que permitiria mantenerse en la columna de agua
y disponer de nutrientes y luz (Padisak et al., 2003). Es importante destacar que ambas
estrategias estuvieron presentes en simultdneo en el tratamiento 1:5, ya que presentd un

aumento en el largo y en la cantidad de filamentos.

Frente a la necesidad de fijar N atmosférico, los organismos tuvieron como respuesta la
disminucion del largo de los filamentos respecto al tamafo inicial durante el transcurso del
experimento. Esto podria deberse a que el proceso de fijacion de N atmosférico requiere un
gasto de energia extra que llevaria a la disminucién en el largo del filamento de manera general
0 a que la cantidad de N, fijada por los heterocitos no seria la suficiente para sostener tricomas
largos con varias células (Stam, 1987; Burford et al., 2017; Molot et al., 2017). Diferentes
autores han evidenciado variaciones en el largo de filamentos de R. raciborskii en funcion de la
disponibilidad de nitrégeno (Kenesi et al., 2009; Sarthou, 2016; Yema et al., 2016). De esta
forma, bajo condiciones de fijacion de N atmosférico, existiria una restriccion en el largo del
filamento en comparacion con condiciones de suficiencia por N,, seguramente debido a que es
posible nutrir pocas células con el nitrégeno fijado a partir de dos heterocitos terminales (Yema
et al., 2016).

La relacion entre la abundancia y el largo de los filamentos en el experimento —N fue similar al
experimento +N, ya que el tratamiento 1:2 presenté mayor cantidad de filamentos pero estos
fueron mas cortos, mientras que en los tratamientos 1:5 y 1:10 (donde el crecimiento fue
inhibido) los filamentos exhibieron largos mayores. En un escenario de fijacién de N,, donde se
da un aumento en la cantidad de filamentos combinado con largos menores podria reflejar que
la poblacion esta en crecimiento, lo cual se ve apoyado con el aumento en la tasa de
crecimiento del tratamiento 1:2 a lo largo del experimento. Sin embargo, en un mismo contexto
de fijacion de N, pero con altas dosis de FeCl;, los organismos tienden a ser mas largos y
dividirse menos, lo que explicaria las bajas (e incluso negativas) tasas de crecimiento. Como
consecuencia de las altas concentraciones de FeCl; los organismos tienden a aumentar su
largo para contrarrestar la sedimentacion (tal como se vio en el experimento +N), lo que
provocaria una dificultad en la difusién de N fijado en los hetorocitos terminales a lo largo del
filamento. Esta respuesta de aumentar el largo de los filamentos frente a las altas
concentraciones de Fe adicionadas posiblemente para contrarrestar la sedimentacién expone
dos importantes interpretaciones, por un lado, el papel clave que tiene el Fe en la fijacion de N,
ya que permitiria que los organismos mantengan su tamafo (Boyd & Abraham, 2001; Shi et al.,
2012). Por otro lado, podria ser una respuesta de adaptacion al estrés de R. raciborskii al

aumentar el largo de los filamentos, y no su cantidad, cuando el crecimiento celular se ve
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limitado por las condiciones de alto Fe y bajo N disponible. Es necesario profundizar en dichas
respuestas morfoldgicas en futuras investigaciones para dilucidar si los cambios morfolégicos
de R. raciborskii le confieren ventajas adaptativas para sobrellevar condiciones desfavorables y

poder desarrollarse cuando las condiciones ambientales mejoran.

Los heterocitos son células diferenciadas cuya funcién radica en fijar nitrégeno atmosférico
gracias al complejo enzimatico nitrogenasa (Wolk et al., 1994; Wolk, 2000; Meeks & Elhai,
2002; Golden & Yoon, 2003). Teniendo en cuenta que las cianobacterias requieren mas N que
otros nutrientes (Molot et al., 2014), la aparicion de estas células especializadas esta
relacionada con la disponibilidad de éste nutriente en el medio, ya que su desarrollo aumenta
en condiciones deficientes de N (Branco & Senna, 1994; Padisak, 1997; Bouvy et al., 2000;
Everson et al., 2011). Debido a estas funciones, era esperable observar heterocitos en el
experimento -N. Sin embargo y al igual que en el experimento +N, la presencia de uno o mas
heterocitos por filamento podria estar relacionado con la disponibilidad de Fe. Esta observacion
se debe a que el 1:0 (C+) del experimento -N presentd filamentos con un heterocito, mientras
que el resto de los tratamientos exhibieron tanto uno como dos por filamento. Situacién similar
se observé en el experimento +N, donde el 1:0 (C+) no presentd heterocitos por flamento pero
si lo hicieron el resto de los tratamientos. De esta forma, la no disponibilidad de Fe podria estar

limitando la formacion de estas células especializadas.

Las estructuras de resistencia o acinetes se observaron solo al finalizar el experimento -N en el
tratamiento 1:0 (C+), destacando asi la importancia del Fe para estos organismos, ya que la
ausencia del mismo pudo haber generado que R. raciborskii desarrollara este tipo de células.
Este efecto estimulador sobre la formacién de células de resistencia expone una nueva
controversia sobre el uso de FeCl; como control del crecimiento de cianobacterias con esta
capacidad, debido al posible reclutamiento de las poblaciones cuando las condiciones en el

cuerpo de agua mejoran.
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Conclusiones

Este trabajo presenta resultados novedosos sobre la relacion entre la aplicacion de diferentes
concentraciones de Fe y las tasas de crecimiento, cuotas celulares de nutrientes y morfologia

de R. raciborskii bajo condiciones controladas.

En esta investigacién se pudo observar el efecto conocido del Fe como método para combatir el
crecimiento algal en lagos con alta disponibilidad de nutrientes (Walker et al., 1989; Engstrom,
2005; Wolter, 2010; Orihel et al., 2016). Este efecto se observd en la adicion de
concentraciones muy elevadas (320 umolFelL™, tratamiento 1:10) para ambos experimentos,
con y sin nitrégeno disponible. Sin embargo, se pudo determinar que el Fe actia como un
estimulador del crecimiento de R. raciborskii dentro de rangos de concentracidon incluso
mayores a los considerados como 6ptimos (medio BG11), lo que indica que el Fe puede tener
un efecto positivo sobre la biomasa de cianobacterias (Wurtsbaugh & horne 1983; Twiss et al.,
2000; Downs et al., 2008), sobre todo con buena disponibilidad de N inorganico disuelto. El
doble papel que presenta el Fe como inhibidor y promotor de crecimiento plantea un escenario
complejo sobre el efecto de aplicaciones de Fe en lagos con floraciones de esta cianobacteria,
lo que muestra la necesidad de encontrar la dosis 6ptima para su uso como medida de
mitigacién. Este trabajo evidencia la necesidad de contar con informacion histérica detallada de
las variables fisicoquimicas (entre ellas los nutrientes) y de la comunidad de fitoplancton del

lago, a la hora de aplicar este tipo de herramientas de mitigacion.

Diferentes estudios sugieren que la disminucion del N no tiene gran impacto en las tasas de
crecimiento y biomasa de algunas cianobacterias en estudios bajo condiciones controladas
(Allen & Arnon 1955; Bagchi et al., 1985; Schlangstedt 1987; Vargas et al., 1998; Molot et al.,
2017). Sin embargo, la ausencia de nitrogeno disuelto disponible y por ende la necesidad de
fijacion de nitrégeno atmosférico tuvieron un efecto en el crecimiento de R. raciborskii frente a la
adicién de 160 umolFelL™" (tratamiento 1:5), ya que a igual concentracion, los experimentos

presentaron resultados opuestos.

Tanto el fésforo como el nitrégeno son considerados nutrientes claves que limitan la produccion
primaria y biomasa algal (Schindler, 1977; Schindler et al., 2008; Conley et al., 2009; Liu et al.,
2011; Dolman etal.,, 2012). Sin embargo, dependiendo de la disponibilidad de nutrientes,
accesibilidad a luz y en temperaturas adecuadas, el hierro podria ser el desencadenante de
una floracién (Rydin et al.,, 2002; Gonzalez et al.,, 2018), en particular de cianobacterias

fijadoras de N atmosférico (Rydin et al., 2002). Esto se deberia al papel central que presenta en
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las redes metabdlicas, controlando la distribucion de electrones en el complejo fotosintético y la
cadena respiratoria (Rodhe, 1948; Gerloff & Skoog, 1957; Schelske, 1962).

La cianobacteria planctonica Raphidiopsis raciborskii puede adaptarse a diferentes condiciones
ambientales, lo que le otorga una ventaja competitiva frente a otras especies de fitoplancton y
asi generar elevadas biomasas en ecosistemas limitados por nutrientes y/o con aportes
fluctuantes (Briand et al., 2004; Fabre, 2011; Bonilla et al., 2012; Amaral et al., 2014; Galvanese
et al., 2019). Teniendo en cuenta el aumento en la ocurrencia de floraciones y la capacidad de
R. raciborskii de adaptacion a diferentes ambientes con un comportamiento poco predecible, la
comprension del funcionamiento de los ambientes acuaticos requiere profundizar en el
conocimiento ecofisiolégico de especies clave y mejorar la comprensiéon de los mecanismos
detras de las floraciones de esta cianobacteria. Los resultados que aqui se muestran son
novedosos ya que el estudio de las condiciones que estimulan el crecimiento de cianobacterias

y sus implicancias para mitigarlas son foco de debate en la comunidad cientifica.

Este trabajo se llevé a cabo bajo condiciones controladas donde se excluyeron factores que
intervienen en el control de cianobacterias, por ejemplo, variaciones en temperatura y
disponibilidad de luz, herbivoria, entre otros. Por lo tanto, seria necesario continuar con
investigaciones que contemplen estos factores, asi como diferentes escalas, que permitan
extrapolar estos resultados a lo que ocurre en los ecosistemas acuaticos. A su vez, seria
importante continuar evaluando el efecto del Fe ya que, si bien se observé un efecto inhibitorio
sobre el crecimiento de R. raciborskii, se pudo comprobar su efecto potenciador en el

crecimiento.
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Anexo A

Tabla A1. Valor medio y desvio estandar del Volumen de organismos por tratamiento para ambos experimentos
en los dias 5y 14. Dia 0 resulté en un solo valor por experimento (1242.35 + 510.29 um?® +N) y (846.08 + 336.65

ume -N).

Dia 5

Dia 14

+N

-N

+N

-N

1:0 (C+)
1:1 (C-)
1:2

1:5

670.25 + 208.12

763.87 £ 296.22

788.64 + 304.84

898.57 + 337.38

1063.21 + 454.58

857.62 + 300.69
778.14 + 225.60
688.94 + 153.22
770.54 +220.94

708.79 +203.67

389.84 + 126.56
493.19 + 152.85
673.32 £ 191.15
917.53 + 328.42

108.06 + 508.90

331.54 + 123.80
637.87 £ 170.80
549.85 + 164.09
714.02 + 248.60

694.38 + 242.95

4000

3000 +

2000 -

Volumen (um3J

1000 -

Figura A1. Relacion entre volumen y largo de organismos en condiciones dptimas de cultivo (+N), cuyo valor

de r? fue 0.9993863496
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Figura A2. Relacion entre volumen y largo de organismos en condiciones deficientes de nitrégeno (-N), cuyo
valor de r? fue 0.9986011416

Tabla A2. Valor medio y desvio estandar de la Abundancia (org/ml) y Largo promedio (um) de organismos por tratamiento para
ambos experimentos en los dias 5y 14.

+N -N
Dia 5 Dia 14 Dia 5 Dia 14
Abundancia Largo Abundancia Largo Abundancia Largo Abundancia Largo
(org/mil) promedio (org/ml) promedio (org/ml) promedio (org/ml) promedio
(um) (Mm) (um) (um)

1:0 174500.00 + 136.54 + 486250.00 £ 79.42 + 233000.00 £ 174.71 £ 2.91 147678.5 + 67.54 £ 1.00
(C+) 63500.00 26.04 48750.00 1.25 17000.00 15178.57
1:1(C-) 73884.62 + 159.43 £ 2110500.00 + 100.47 + 272666.67 + 158.52 + 432000.00 + 133.54

33115.38 17.07 505500.00 18.17 62043.00 10.71 12000.00 3.98
1:2 69208.33 + 160.66 + 2192000.00 + 137.17 270000.00 £ 140.35 1460000.00 112.01 £

23624.04 14.28 431407.00 9.30 42000.00 11.25 + 99554.56 4.1
1:5 48550.00 + 183.06 432800.00 £ 186.92 + 249800.00 + 156.97 +4.08  163879.63 145.46 +

2950.00 29.01 55200.00 33.51 47800.00 30481.73 13.25
1:10 54584.25 + 216.59 + 63433.33 = 220.03 £ 171885.71 + 144.71 138017.86 = 141.46 +

20807.65 13.13 1209.68 11.80 23314.29 11.93 15732.14 8.23
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